UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE CIENCIAS

Departamento de Biologia Animal y Ecologia

SELECCION PARENTAL Y DIETA COMO
ESTRATEGIAS DE ATENUACION DEL
ESTRES CRONICO EN LA TRUCHA
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)

Cristina Trenzado Romero

TESIS DOCTORAL

Granada, 2004



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Cristina Elena Trenzado Romero

D.L.: Gr. 117- 2008

ISBN: 978-84-338-4757-7



SELECCION PARENTAL Y DIETA COMO ESTRATEGIAS
DE ATENUACION DEL ESTRES CRONICO EN LA
TRUCHA Oncorhynchus mykiss (Walbaum 1792)

Memoria para optar al grado de Doctor en Ciencias Biologicas presentada por la

licenciada:

D Cristina Trenzado Romero

DIRECTORES DEL TRABAJO:

Prof. Dr. D. Manuel de la Higuera Gonzdlez Dra. D'. Amalia E. Morales Hernandez

LA ASPIRANTE:

Lda. D°. Cristina Trenzado Romero



Los trabajos de investigacion que se recogen en la presente memoria se han
llevado a cabo gracias al apoyo econdmico del proyecto de investigacion titulado:
“Selective Breeding for stress Tolerance in Aquacultured Fish” FAIR-CT95-0152,

financiado por la Comision Europea.

Los trabajos de investigacion que se exponen en esta memoria han sido realizados
en la Unidad de Fisiologia Animal del Departamento de Biologia Animal y Ecologia de

la Universidad de Granada.

Asimismo, algunos de los resultados recogidos en esta memoria han sido

presentados en:

- VIII Internacional Symposium of Nutrition and Feeding of Fish. Las Palmas
de Gran Canaria, Spain, 1998.

- IX Congreso Nacional de Acuicultura, Cadiz, 2003.



Cuando se inicia un trabajo, sea cual sea, lo importante es contar con unos buenos cimientos y que el
material utilizado sea de la mayor calidad posible; cada pieza, por pequefia que sea, cumple una funcion
imprescindible para obtener un buen resultado. En este caso, me puedo considerar afortunada de que este proyecto

haya contado con esos “ingredientes” a los que debo mi agradecimiento:

Me gustaria agradecer a los Dres. Manuel de la Higuera Gonzalez y Amalia E. Morales Hernandez que me
brindaran la posibilidad de realizar este trabajo bajo su direccion y sobre todo, su disponibilidad y paciencia a lo

largo de todo este tiempo.

A Pablo y Manuel Medina, de Piscifactorias Andaluzas (Loja, Granada) por haber facilitado, de manera

desinteresada, los animales utilizados en los ensayos.

A D. José Linares, de la casa Koipe, por haber aportado informacion necesaria en la bisqueda de fuentes

lipidicas adecuadas para la elaboracion de las dietas.

A los Dres. Ramon Carmona y M* del Valle Ostos, por su inestimable ayuda y colaboracion en toda la

parte de histologia de este trabajo.

Al Dr. José M. Palma por haber querido compartir sus amplios conocimientos en el “metabolismo de
especies de oxigeno reactivo” de una manera tan desinteresada y por ser tan infinitamente paciente en todo lo que

se refiere a las electroforesis.

Al Dr. Juan B. Barroso, por su colaboracion con los analisis de la iNOS y poner a nuestra disposicion

informacion sobre el tema.

Al Dr. Manuel Garcia Gallego, mi tutor de doctorado, orientador en mis inicios como alumna interna,
profesor de fisiologia animal, consejero en temas de dcidos grasos, distribuidor de programas informaticos (y algin

que otro ordenador y monitor...), “solucionador” de problemas en general.....y sobre todo una buenisima persona.



A la Dra. Ana Sanz Rus, por su disponibilidad en todo momento para solucionar cualquier cosa, cientifica o

del alma. Por ser todo espiritu y empatia.

A la Dra. Mary Carmen Hidalgo, por todo su apoyo mostrado resolviendo mis innumerables dudas en

toda la parte experimental de la tesis, ya se que soy muy preguntona...pero es que no lo puedo evitar.

A los Dres. Gabriel Cardenete, Laura Garcia, Félix Hidalgo y Eugenio Martin, por su amistad, siempre ha

habido un momento en que vuestra presencia ha sido esencial.

A José Antonio y Manolo (viernes), siempre dispuestos a prestar material, poner un sello, hacer una

fotocopia o dar un abrazo. Los mas nombrados en todas las tesis....por algo serd. Sois una pareja insustituible.

Al Dr. Tom Pottinger y a Tobby Carrick, por haberme dado la posibilidad de conocer otra forma de
investigar, gracias por tener plena confianza en mi desde el primer momento y por vuestra paciencia con mi

“perfecto” inglés.

A la gente del Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular, mi segundo departamento, por poner a mi
disposicion tantisimas cosas que me han hecho falta en un momento dado (hielo picado, congelador de -80 °C,
centrifuga, etc.). Al Dr. José A. Lupiafiez (siempre con una sonrisa amable), Monica (por su eficiencia en los comienzos

de nuestro experimento compartiendo animales), también a Maria y Loli.

No quiero olvidar a Rafa y Juan de mantenimiento, muchisimas gracias por acudir a solucionar los

Iu

problemas del “sotano”. Habéis sido imprescindibles. En serio.
A Ali, nuestro flamante doctor. Muchisimas gracias por tu dedicacion y ayuda con algunas técnicas de estrés

oxidativo, y por abrir de vez en cuanto “el cofre de los tesoros” para prestar algin material que he necesitado.

A Fernando, Ferni, Fernandito........ponga lo que ponga sigue siendo igual de buena persona. Gracias por
esas magnificas disecciones (“ver Imagen IV. 1) y por tu infinita paciencia con mis dudas y cuestiones metafisicas,

espero no haberte causado una dlcera de estomago.



A Rosa, el hecho de estar en el mismo departamento ha sido la excusa perfecta para encontrar a una
amiga como tu, tantas horas de dietas y andlisis compartidas y desinteresadas, tantos buenos y menos buenos

momentos. . .muchisimas gracias Rous, por ser simplemente tu.

A Ana “la portuguesa”, muchisimas gracias por ser mi otra mitad en el segundo ensayo, desde el

mantenimiento de animales (tan esclavo!) hasta la parte analitca. No lo olvido.

A Andrea (del Peri), Beta, Carmen, Manolo Peula, Paco, Pelayo, siempre dispuestos a ayudar haciendo
dietas, analisis de composicion, las fotos de los peces....lo que fuera.... También a Maria, José Ignacio, Miriam y

Ana Belén, por su ayuda en la iltima etapa de los analisis.

No quiero olvidar a Amalia, por ayudarme tantisimo con los ultimos analisis de estrés oxidativo, por todo
lo que se refiere a cuestiones informaticas, creo que estas lineas no son suficientes para agradecerte todo lo que me

has ayudado.

A laura, pieza clave en los anlisis de acidos grasos, gracias por estar a mi lado mientras “descubriamos”

la técnica de extraccion de lipidos. No olvido tu ayuda en los ltimos andlisis de los aceites de las dietas.

A mis amigas de bioldgicas, a Marisa (por tener siempre la camara de fotos preparada), a Estefania por

estar siempre ahi (como las estrellas).

A mis hermanos Ali y Ché y a mis primos y tios. A Jose, por valorar tanto el trabajo que he hecho, por
haberte quitado tantas horas... Gracias por tu apoyo en los momentos mas dificiles. A Nelly, mi madre, por
haberme dado el privilegio de vivir 30 afios al lado de alguien tan especial como ella...aprendiendo de ti. A mi
padre, ya sabes toda la ayuda que me has prestado y la paciencia que has tenido conmigo. Gracias por estar a mi

lado.

Después de estos afios de trabajo uno se da cuenta del valor de estar rodeado de buena gente.






A Nelly y Manolo, mis padres

A Jose



iNDICE DE ABREVIATURAS

Aa: Aminoacido.

AAT: Alanina aminotransferasa.

ACTH: Hormona adenocorticotropina.
ADN: Acido desoxiribonucleico.

ADP: Adenosin difosfato.

AGE: Acidos grasos esenciales.

AMP: Adenosin monofosfato.

ANF: Factor atrial natriurético

ANOVA: Analisis de la varianza.

ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

AVT: Arginina vasotocina.

BHT: 2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol.

C: Grupo de truchas control.

CAT: Catalasa.

CEC: Coeficiente de eficacia en el crecimiento.
Cit. C: Citrocromo C.

CCMH: Concentracion corpuscular media de hemoglobina.
CO,: Dioxido de carbono.

CoQ: Coenzima Q.

CRH: Hormona liberadora de corticotropina.
CS: Citrato sintasa.

CT: Colesterol total.

CTE: Cadena de transporte electronico.
CV: Coeficiente de variacion.

DHA: Acido docosahexanoico.

DHAP: Dihidroxiacetona fosfato.

DTNB: 5,5'-Ditio-bis-2-acido nitrobenzoico.
DTT: Ditiotreitol.

EA: Eficacia alimentaria.

EDTA: Acido Etilen diamino tetracético.
eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.
EPA: Acido eicosapentanoico.

FAD: Flavin adenin dinucledtido.

FBPasa: Fructosa bisfosfatasa.

FC: Factor de condicion.



FE: Energia perdida en heces.

GAS: Sindrome de adaptacion general.
GDH: Glutamato deshidrogenasa.

GDP: Guanosin difosfato.

GE: Energia bruta del alimento ingerido.
GH: Hormona del crecimiento.

GK: Glicerol quinasa.

GOT: Glutamato/oxalacetato transaminasa.
GTP:Guanosin trifosfato.

G6Pasa: Glucosa 6-fosfatasa.

GPasa: Glucogeno fosforilasa.

GSasa: Glucogeno sintetasa.

G3PDH: Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa.
G6PDH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
GPX: Glutation peroxidasa.

GPO: Glicerol fosfato oxidasa.

GR: Glutation reductasa.

GSH: Glutation reducido.

GSSG: Gutation en su forma oxidada.

Hb: Hemoglobina

HCM: Hemoglobina corpuscular media.
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

HHI: Eje hipotalmo-hipdfisis-tejido interrenal.
HK: Hexoquinasa.

HO,": Radical hidroperoxilo.

H,0,: Peroxido de hidrégeno.

HOAD: Hidroxiacil Coenzima A deshidrogenasa.
HOCI: Acido hipocloroso.

HR: Truchas con alta respuesta de estrés.
HSP: Proteinas de choque térmico.

HUFAs: Acidos grasos altamente insaturados.
ICA: indice de conversién del alimento.

IDH: Isocitrato deshidrogenasa.

IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1.
IgM: Inmunoglobulina M.

IHS: indice hepatosomatico.

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.

Km: Constante de Michaelis de una enzima.



aKG: a—cetoglutarato.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LPL: Lipoprotein lipasa.

LR: Grupo de truchas con baja respuesta de estrés.
MCH: Hormona concentradora de melanina.
MDA: Malondialdehido.

MDH: Malato deshidrogenasa.

ME: Energia metabolizable.

MELN: Material extractivo libre de nitrégeno.
MEm: Energia metabolizable para el mantenimiento.
MEp: Energia metabolizable para sintesis.
MSH: Hormona melanotrofina.

MUFAs: Acidos grasos monoinsaturados.
NAD: Nicotin adenin dinucleétido.

NADP: Nicotin adenin dinucleétido fosfato.
NH;: Amoniaco.

NO": Oxido nitrico.

NO, ~: Di6xido de nitrogeno.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal.

NBT: Nitro blue tetrazolium.

0,: Oxigeno molecular.

0,"”: Radical superoxido.

'0,: Oxigeno singlete.

03;: Ozono.

OCI": I6n hipoclorito.

‘OH: Radical hidroxilo.

11B-OHA: 11beta-hidroxyandostenediona.
ONOO' ": Peroxinitrito.

OAA: Oxalacetato.

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida.
PC: Piruvato carboxilasa.

PDH: Piruvato deshidrogenasa.

PEP: Fosfoenolpiruvato.

PEPCK: Fosfoenol piruvato carboxiquinasa.
PFK: Fosfofructo quinasa.

6PG: 6-Fosfogluconato.
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XOD: Xantina oxidasa.
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l.- OBJETO






L- Objeto

Existe un interés creciente por el bienestar de los animales de granja. Grupos de
presion a favor del bienestar de los animales han sugerido que muchas de las practicas
actuales comprometen dicho bienestar. Anticipandose al creciente interés publico por el
tema, el Consejo Europeo viene dando recomendaciones especificas para la proteccion
de los peces cultivados, reconociendo la importancia de la produccion ética, entre otras
razones, para que el consumidor perciba un producto de calidad. En un reciente informe
elevado al Consejo Europeo se subraya la densidad de las poblaciones cultivadas como
un asunto prioritario y se recomienda una legislacion adecuada que las limite para

asegurar un adecuado bienestar de los animales.

El concepto de bienestar es de dificil definicion pero, en términos generales, se
refiere a la calidad de vida, el estado fisico y mental del animal con relacion a su
ambiente. Una legislacion adecuada deberia evitar el sufrimiento y la mala adaptacion a
las condiciones de produccion. Es un hecho admitido que los peces pueden
experimentar una respuesta de estrés y que, independientemente de que lleguen o no a
un estado de sufrimiento, el estado de bienestar puede ser detectado por alteraciones
mas o menos sensibles del funcionamiento normal del organismo. La dificultad estd en
establecer la escala entre un estado de bienestar pobre y optimo, entre aceptable e

inaceptable, y obrar en consecuencia.

El estrés es un componente ambiental inevitable en la produccion piscicola. Esto
es asi, fundamentalmente, porque las practicas habituales de piscifactoria estan, de
necesidad, en compromiso con las exigencias econdmicas de la producciéon a gran
escala. En las actividades de cultivo los peces estan repetidamente expuestos a
situaciones de estrés agudo (manejo, transporte, tratamientos profilacticos, etc.) y, en
muchos casos, a un estrés cronico o continuado que es fruto de las altas densidades de
produccion. Esta situacion, habitual en las piscifactorias, por exigencias de tipo
econdmico, da lugar a toda una serie de situaciones interrelacionadas que agudizan y
mantienen las condiciones estresantes. Entre ellas, se podrian citar la disminucién de la
calidad del agua y disponibilidad de oxigeno (solucionada en muchos casos por el
suministro externo), la competencia por el alimento, el establecimiento de jerarquias de

dominancia y sumision, la mayor incidencia y posibilidad de transmision de patologias,
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etc. Las condiciones de un cultivo son especialmente inadecuadas para peces que son
territoriales o solitarios en condiciones naturales, como algunos salménidos, en los que

las interacciones agonisticas pueden ser particularmente estresantes.

La respuesta fisiologica de los peces a un estimulo de estrés es adaptativa e
inespecifica, basicamente neuroendocrina, que pondrd en marcha una cascada de
acontecimientos fisiologicos y metabolicos necesarios para hacer frente a la situacion
adversa. Cuando los peces estdn expuestos a un desafio crénicamente repetido, la
respuesta de estrés deja de ser adaptativa para transformarse en maladaptativa. En tales
circunstancias extremas, los mecanismos de respuesta, forzados al limite, se traducen en
efectos negativos sobre el crecimiento, reproduccion, respuesta inmune, calidad del
musculo como producto final de consumo, etc. En términos generales, se podria decir
que la domesticacion entendida, de acuerdo con Price (1984), como “ el proceso por el
cual una poblacion de animales se adapta a la cautividad impuesta por los humanos,
gracias a la combinacion de la seleccion de cambios genéticos a lo largo de
generaciones y el desarrollo de adaptaciones inducidas por el ambiente que se repiten
en cada generacion”, no ha avanzado tanto con los peces cultivados como con otras

especies ganaderas.

Como indicador de una situacion de estrés agudo se emplea habitualmente el
nivel plasmatico de cortisol; sin embargo, en condiciones de estrés cronico, como las
que puedan darse en determinadas circunstancias de cultivo, puede llegar a producirse
una adaptacion al estrés en la que el nimero de receptores para la hormona, y no las
concentraciones plasmaticas de cortisol, sea el mecanismo intimo que subyace en la
respuesta de estrés. En este sentido, pruebas realizadas por la doctoranda en el Centre
for Ecology and Hydrology del Reino Unido parecen indicar que, a largo plazo, la
modificacion del nimero de receptores, mas que los niveles de cortisol, forma parte de
la respuesta adaptativa de la trucha al estrés cronico, al menos cuando los individuos
parentales han sido seleccionados por su alta o baja respuesta al estrés agudo en funcion

de los niveles plasmaticos de cortisol.



L- Objeto

De entre los aspectos que, en ultimo término, pueden verse mas afectados por
una situacion cronica de estrés, el crecimiento es el mas relevante, al menos desde el
punto de vista practico. El estrés inhibe el crecimiento al ejercer efectos metabolicos
concretos (aumento del consumo de oxigeno para obtencidén de energia, aumento de la
glucemia por movilizacion del glucdégeno y activacion de la gluconeogénesis, aumento
de las disponibilidades de aminoacidos libres por inhibicidon de la sintesis de proteinas
y/o activacion de su catabolismo, aumento de la actividad transaminasica, etc.) y afectar
los mecanismos endocrinos que regulan el crecimiento. El mayor consumo de oxigeno
tiende a generar mayor cantidad de especies derivadas del oxigeno, muy reactivas, que
desembocan en una situacion de estrés oxidativo que se sumaria a los efectos generales

de la respuesta de estrés.

Ya que el estrés es un componente ambiental inevitable en los cultivos a gran
escala con alta densidad de peces, se plante6 un proyecto coordinado, del que formamos
parte con otros grupos europeos (FAIR n® CT95-0152), con el objetivo de investigar la
posibilidad de que la capacidad de respuesta a situaciones estresantes de caracter
crénico tenga un componente genético seleccionable. En este sentido, parte de este
trabajo tiene por objeto investigar esta posibilidad. La obtencidén de lineas parentales
con diferente respuesta al estrés podria dar lugar a generaciones en las que la mayor
tolerancia de los peces, por disminucion de los efectos indeseables del estrés cronico,
supondria una ventaja respecto a los de menor tolerancia que daria lugar, en ultimo

término, a una mejora cualitativa de resultados en las explotaciones acuicolas.

Otra via alternativa de actuacion, dirigida a reducir las consecuencias negativas
de una situacion de estrés cronico, surge de la existencia de pruebas experimentales que
sustentan la posibilidad de que algunos nutrientes actien mejorando la respuesta de los
peces a determinados agentes estresantes habituales en acuicultura. Este es el caso de
los HUFA n-3 y de las vitaminas C y E que aumentan la resistencia a determinadas
enfermedades y mejoran la tolerancia a determinadas situaciones de estrés como la
hipoxia. Por otra parte, la vitamina E es el principal antioxidante liposoluble de las
membranas celulares, protegiendo de la oxidacion a los lipidos de membrana. Los

tejidos de los peces tienen altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados que
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son vulnerables a la peroxidacion lipidica, como mecanismo antioxidante la vitamina E

parece interaccionar sinérgicamente con la vitamina C.

La seleccion de un caracter heredable de baja respuesta al estrés y la
potenciacion de la capacidad antioxidante de la dieta, como lineas de actuacidén para
aliviar las consecuencias del estrés crénico por alta densidad de peces, han sido los

objetivos fundamentales que justifican la realizacion de este trabajo.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de los estudios de crecimiento y desarrollo en
cultivo de peces es la busqueda de aquellas situaciones que favorezcan una mejora en las
condiciones de cria, encaminadas a la obtencion de una produccion 6ptima y una mejor

calidad del producto.

Actualmente, podemos considerar que existen dos tipos de cultivo:

Cultivo extensivo

En ¢l, las condiciones de mantenimiento de los animales son similares a las
naturales. El agua es el medio que les provee de organismos que les sirven de alimento, es
el espacio fisico en donde viven, y es la fuente de oxigeno atmosférico disuelto. Ademas, es
donde se van a diluir o absorber los residuos toxicos. El hecho de que todas estas
funciones estén atribuidas a un mismo medio hace que se limite el nimero de individuos

que pueden permanecer en esas condiciones.

Cultivo intensivo

La necesidad de obtener una mayor produccion, en un espacio y tiempo limitados,
da lugar a este tipo de cultivo, que se caracteriza por un aumento de la densidad de peces en
el medio. Esto supone un aporte de nutrientes adicional, en forma de dieta, asi como una
aireacion suplementaria y una mayor absorcién y acumulacion de toxicos en el agua. Asi,
por ejemplo, en el caso de la carpa (Cyprinus carpio), se ha conseguido pasar de cultivos
extensivos de 200 Kg/Ha a 2 x10° Kg/ Ha.

Este tipo de cultivo trae consigo una serie de ventajas: el agua solo actua como
espacio de vida, el aporte de comida es controlable e incluso se puede automatizar, se

establece un flujo de renovacion de agua que aporta oxigeno y elimina residuos, el espacio
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fisico requerido se reduce y, en general, existe un mayor control sobre el cultivo y sus

condiciones.

Por otro lado, existen una serie de inconvenientes: un incremento en los costes de
mantenimiento, una influencia mas acusada de las condiciones de cultivo sobre los
resultados finales en cuanto a produccion y calidad, una mayor incidencia y propagacion de
enfermedades y una necesidad de evitar o minimizar todas aquellas alteraciones

fisiologicas asociadas a altas densidades de cultivo.

Es bien sabido (Garcia-Rejon y Morales, 1989b; Pickering, 1992; Wendelaar-
Bonga, 1997) que, en la practica de la acuicultura existen una serie de factores relacionados
con las condiciones de mantenimiento que pueden afectar negativamente a la produccion.
Los peces, al igual que el resto de los seres vivos, poseen mecanismos para hacer frente a
condiciones adversas, produciéndose respuestas encaminadas a contrarrestar los efectos
negativos derivados de aquellas. Por tanto, podriamos definir como agente estresante a
todo aquel que genera una respuesta en el pez, encaminada a mantener la homeostasis
frente a un estimulo externo que causa una alteracion en su equilibrio interno. En algunos
casos este propdsito se consigue, pero otras veces, las condiciones adversas superan la
capacidad de respuesta del pez, lo que puede repercutir en el desarrollo del animal. Por
tanto, los limites que determinan si un animal se encuentra en estado de estrés son algo
amplios, ya que debemos considerar que una cosa es la respuesta dirigida al
restablecimiento del equilibrio y otra son los efectos negativos ocasionados en el pez
cuando el equilibrio no se alcanza. En ambos casos hay una respuesta, pero las

consecuencias son muy diferentes.

La gravedad de los efectos de la respuesta de estrés va a depender de la intensidad
con que actue el agente estresante, asi como del tiempo de actuacion y permanencia de éste.
Esto ultimo es lo que nos permite hacer una distincion entre estrés agudo y crénico,
pudiendo desembocar este Ultimo en una adaptacion del organismo, pero con el
inconveniente de tener que destinar, de manera prolongada, parte de los recursos

energéticos a hacer frente a una determinada situacion adversa.

10
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Por ultimo, el impacto del agente estresante no s6lo va a depender de su intensidad
y duracion sino también del estado (nutricional, de desarrollo, etc.) en que se encuentre el
animal (Wedemeyer, 1996, Wendelaar-Bonga, 1997). Este aspecto es de gran importancia
ya que, en determinadas situaciones de estrés, podria generarse un desequilibrio de los
sistemas antioxidantes, conduciendo, en algunos casos, a una situacion de estrés oxidativo
(Tort et al., 1996) que estaria muy influenciada por la composicion de la dieta (Jackson,
1994). Todo esto, unido a una posible existencia de un componente genético en la
capacidad de respuesta del pez para enfrentarse a situaciones adversas (Fevolden et al.,
2002; Pottinger y Carrick, 1999b), trae consigo la apariciéon de lineas de investigacion
encaminadas a la busqueda de estrategias que eviten o minimicen aquellos factores que

puedan afectar a la produccion y calidad de los peces.

2. AGENTES ESTRESANTES ASOCIADOS AL CULTIVO
INTENSIVO

El hecho de que estos animales se encuentren en un medio acudtico va a ser un
condicionante basico a la hora de determinar aquellos factores que pueden repercutir

negativamente en su desarrollo.

Basicamente, podriamos clasificar aquellos factores que pueden generar una

respuesta de estrés en tres grupos:

Cambios ambientales

En general, todos aquellos que se refieren al estado y calidad del agua del cultivo:
temperatura, turbidez, salinidad, concentracion de oxigeno, pH, presencia de compuestos
toxicos (cuyos titulos pueden variar segliin las condiciones fisicas y quimicas del agua) y
compuestos quimicos (teniendo en cuenta que sus limites nocivos pueden variar segun el

tipo, tamafio y estado del pez).

11
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Interacciones animales

Predacion, parasitos, competencia por el espacio, comida o pareja sexual. Se ha
comprobado que, al compartir un mismo espacio varios peces, al inicio existen
comportamientos realmente agresivos en la busqueda de la dominancia del territorio, hasta
que se establecen las jerarquias; después, las interacciones sociales suelen ser menos
intensas, los conflictos suelen ser menores y existe una relacion relativamente estable ente
dominante y dominado. Como consecuencia de esto, se ha observado una disminucion de
crecimiento en los peces dominados que puede ser la consecuencia de un aumento del gasto
caldrico al estar sometidos a estrés cronico, un menor acceso a la comida o una anorexia

provocada por el estado de estrés (Wedemeyer, 1997).

Interacciones humanas

Entre ellas, destacan las propias de la préctica en acuicultura (manipulacion,

transporte, densidad de cultivo, tratamientos preventivos, etc.).

2.1. DENSIDAD DE PECES

Si tenemos en cuenta que el sistema actual de produccion en acuicultura es el
cultivo intensivo, estaremos situando la densidad de peces como uno de los agentes

causantes de estrés cronico que pueden influir, de manera importante, en la produccion.

En el cultivo intensivo existe una tendencia dirigida a conseguir una mayor
produccion en el menor espacio y tiempo posibles, pero la moneda que habra que pagar a
cambio (Wedemeyer, 1997) es una "flujo-dependencia” en estos medios de cultivo con el
fin de mantener un buen nivel de renovacion del agua donde se encuentran los animales. La
biomasa que un flujo de agua determinado puede soportar va a estar limitada por la
actividad metabolica de los peces, que determinaré el consumo de oxigeno y la produccion

de deshechos. Un flujo apropiado impedira que la concentracién de oxigeno descienda

12
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hasta niveles mortales y que los productos de deshecho excretados aumenten hasta titulos
toxicos. Con relacion a esto, Westers (1984) propone un indice (R), que refleja el recambio
de agua producido en una hora (volumen/tiempo). Se ha comprobado que si este indice
presenta valores altos, se puede mantener una densidad de cultivo alta cubriéndose las

necesidades de oxigeno y dilucidon de metabolitos.

Un segundo factor a tener en cuenta seria la falta de espacio necesario para un buen
desarrollo de los individuos. Es bien sabido el establecimiento de relaciones de dominancia
entre individuos cuando existen limitaciones en cuanto a espacio y disponibilidad de
alimento. A este respecto es interesante destacar el problema de erosion de las aletas, asi
como el aumento de la probabilidad de contagio horizontal de patdégenos, al haber mayor

posibilidad de contacto entre los animales.

A todo esto hay que afiadir la necesidad de un aporte externo de nutrientes para
poder mantener una carga elevada de peces, con lo que se deben tener en cuenta los
posibles restos de dieta no consumidos que pueden actuar también como contaminantes,
produciéndose un descenso del oxigeno y un aumento de didxido de carbono y amonio

como consecuencia de su descomposicion.

Por otro lado, también existen diferencias interespecificas en cuanto a las
necesidades de oxigeno, habiéndose encontrado que son mayores en trucha arco iris que en
otras especies como el salmon real (Oncorhynchus tshawytscha) o Atlantico (Salmo salar)
0; sin embargo, se ha encontrado que las primeras presentan mayor capacidad de resistencia
a situaciones de alta densidad. Esto puede deberse a que existe cierto grado de
domesticacion adquirido que hace que la trucha se vea menos afectada por los factores
comportamentales, asi como una mayor tolerancia fisioldgica a las condiciones de altas
densidades de cultivo. No obstante, es interesante destacar el resultado obtenido en
experimentos con trucha arco iris, donde la suplementacion de oxigeno, hasta condiciones
hiperdxicas, daba lugar a unos efectos estresantes similares a los producidos por la hipoxia

(Caldwell y Hinshaw, 1994).

13
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En resumen, podriamos entender el efecto negativo de la densidad de cultivo,

asociado a la acuicultura intensiva, desde dos puntos de vista:

Desde un punto de vista metabdlico: el hecho de tener que hacer frente a un mayor
consumo de oxigeno, eliminacion de excretas (CO,, NH3) asi como de aquellos restos de
dieta administrada no consumidos, hace que sea necesario un incremento en la capacidad
de renovacion del agua en la que se encuentran los animales. En este caso las unidades de

expresion mas correctas para este parametro serian peso/ flujo.

Desde un punto de vista comportamental: en donde se tiene en cuenta la idea del
espacio y los efectos del establecimiento de jerarquias asi como de las competencias
provocadas por un exceso de individuos. En este caso las unidades serian peso/ unidad de

volumen.

Desde ambas perspectivas, destacariamos como principal causa de estrés la primera,

estando el establecimiento de jerarquias en un segundo plano (Wedemeyer, 1997).

Una actuacién dirigida a controlar aquellos factores que puedan resultar
determinantes a la hora de interferir en la buena marcha del cultivo, podria contribuir a una
mejora en los resultados. A este respecto, es bien sabido el papel de la densidad de cultivo

como principal agente estresante asociado a la acuicultura (Wedemeyer, 1996).

Para poder desarrollar una linea de investigacion efectiva (Pickering, 1992) es
fundamental conocer las distintas etapas que se producen en la respuesta de estrés, ya que
¢ésta va a suponer una movilizacion integrada a diferentes niveles del organismo. De esta
forma, podrian llegar a establecerse aquellos puntos clave para poner de manifiesto el
estado de estrés y que permitan modificar o reconducir sus consecuencias, con el fin de

mejorar los resultados de produccion del cultivo.

14
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3. ETAPAS DE LA RESPUESTA DE ESTRES

El concepto de estrés es muy amplio, ya que abarcaria un estado concreto en los
seres vivos, encaminado a hacer frente a situaciones adversas (Garcia-Rejon y Morales,
1989a; Pickering, 1992; Wedemeyer, 1996). Por esto, parece 1dgico pensar que, utilizando
un enfoque darwiniano, se pueda entender como un proceso de seleccion natural con fines
evolutivos. Siguiendo esta idea, s6lo permanecerian aquellos individuos con una mayor

capacidad de respuesta a alteraciones externas.

Los efectos de los agentes estresantes se pueden clasificar como directos,
caracterizados por variaciones a nivel hormonal, fisioldgico, metabolico y celular,
generandose, como consecuencia de éstos, unos efectos indirectos que afectarian a la
poblacion o comunidad de la especie, alterando las relaciones troficas del sistema. Asi,
podemos entender que el estrés viene dado como una respuesta adaptativa (capacidad para
poder responder a situaciones adversas) y una respuesta maladaptativa, cuando los
mecanismos se fuerzan mas alld de sus limites en detrimento de la salud (Barton e Iwama,
1991). Como ya se coment6 previamente, cuando el agente estresante actiia durante un
corto periodo de tiempo (minutos, horas) estaremos hablando de estrés agudo. Por el
contrario, si el agente actua durante varias horas, dias e incluso semanas hablaremos de
estrés cronico (Pickering, 1992). A este respecto, se podria establecer una relacion directa
entre la duracion del agente estresante y el paso de una respuesta adaptativa a

maladaptativa (Pickering, 1989; Pickering y Pottinger, 1989).

15
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AGENTE ESTRESANTE

(manipulacion, densidad de
cultivo, contaminantes, etc.)

T Catecolaminas plasmaticas
T Flujo sanguineo en branquias
T Glucosa plasmatica

T Actividad muscular

RESPUESTA DE
ESTRES
ADAPTATIVAS MALADAPTATIVAS
T Cortisol plasmatico T Flujo iones/agua

T Acidosis metablica

J Linfocitos circulantes

4 Inmunocompetencia

J Capacidad reproductora

J Capacidad para el crecimiento

Figura II.1.- Efectos generales de la respuesta de estrés (Barton e Iwama, 1991)
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De una forma mas esquematica, Selye (1973) define el estado de estrés como una
respuesta inespecifica dividida en tres fases: primero hay una sefial de alarma, como un
efecto inicial al estimulo, que se sigue de un estado de respuesta, en el que el organismo
intenta mantener el equilibrio interno, llegandose, por tltimo, al estado de exhaustividad,
si la respuesta no es del todo eficiente y el organismo es incapaz de hacer frente al agente
estresante, pudiendo desembocar en alguna patologia e incluso la muerte. A estas tres fases,
que se van a dar de forma general, como respuesta ante una alteracion externa, Selye las

defini6 como GAS o Sindrome de Adaptacion General.

Wedemeyer (1996) concreta la fase de respuesta en tres niveles de actuacion:

- Respuesta primaria: En la que se producen una serie de cambios endocrinos,
como consecuencia de la actuacion de los centros cerebrales, que culminaré en la liberacion

masiva de catecolaminas y corticoides, hormonas asociadas a la respuesta de estrés.

- Respuesta secundaria: En donde se dan los cambios producidos como
consecuencia de la liberacion hormonal. Estos cambios ocurren a nivel fisiologico,
metabolico y tisular, incluyendo, entre otros efectos, un aumento del ritmo cardiaco, una

movilizacion de los substratos energéticos y alteraciones del equilibrio hidromineral.

- Respuesta terciaria: Se produce como consecuencia de las dos respuestas
anteriores, dando lugar a una disminucién en el crecimiento y la resistencia a
enfermedades, asi como alteraciones en la capacidad reproductora. También se vera
afectada la capacidad para hacer frente a otras situaciones estresantes adicionales

(Wedemeyer, 1996; Wendelaar-Bonga, 1997).

- Por tlltimo, podemos considerar una respuesta cuaternaria, si ampliamos el nivel
de afectacion hasta estratos superiores. La alteracion de una poblacion de peces puede
afectar negativamente al ecosistema, mediante una alteracion del flujo energético en la

cadena tréfica del ecosistema donde se encuentre esa poblacion.
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3.1. RESPUESTA PRIMARIA

En la respuesta ante un agente estresante, los cambios producidos a nivel
neuroendocrino van a ser imprescindibles para que se pueda llevar a cabo la cascada de
acontecimientos fisioldégicos y metabdlicos, encaminada a proporcionar los substratos
energéticos necesarios para hacer frente a las situaciones adversas (van der Boon, 1991;

Pickering, 1992, 1993a; Wendelaar-Bonga, 1997).

La reaccion generalizada y comun, en situaciones de estrés, viene dada por una
liberacion de catecolaminas y corticoides, de tal forma que el incremento de estas
hormonas generalmente se asocia a estados de estrés en el animal. Autores como Munck
(1984) explican esta secrecion de corticoides como un medio de proteccion del pez frente a

sus propios mecanismos de defensa, contrarrestandolos.

3.1.1. Papel de las catecolaminas

La primera respuesta y la mas rapida es la de catecolaminas: adrenalina,
nor-adrenalina y dopamina, aunque esta ultima en menor grado. Su liberacion se asocia a
situaciones de estrés agudo severo y que estd relacionada con alteraciones de tipo

respiratorio como:

- Hipoxia: Parece ser que el desencadenante de la liberacion hormonal se debe a
valores criticos de PO,, asociados a un descenso en la saturaciéon de la

hemoglobina (Hb)-0,.

- Acidosis: Un incremento de la tasa respiratoria va a generar un aumento de CO,
que produce una bajada del pH plasmatico dando lugar a una disminucion de la

afinidad de la Hb-O, (efecto Root—Bohr).
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- Ejercicio exhaustivo y manipulacién: Se produce un incremento de las
necesidades de oxigeno y, tras el ejercicio, el lactato producido por un aumento

del metabolismo anaerobio contribuye a la bajada del pH.

- Aumento de T* Da lugar a una disminucion del contenido de oxigeno del
agua, también se produce un incremento en la tasa metabdlica del animal asi
como un engrosamiento del epitelio de las branquias que dificulta el

intercambio gaseoso (Reid et. al, 1998).

Para tener en cuenta la accion de las catecolaminas se establecen dos vias de

estudio:

1) Unavia AFERENTE, en la que se estudian las rutas y procesos de secrecion de

las hormonas.

A este respecto, se puede establecer que la secrecion de catecolaminas en teledsteos
se realiza en el tejido cromafin, cuyas células se encuentran principalmente dispersas o
formando grupos en las paredes de la vena cardinal posterior, asi como en la parte anterior
o cabeza del rifidén asociadas al tejido linfoide (Hathaway y Epple, 1989; Pickering, 1993a;
Reid et. al, 1994). Las hormonas se encuentran almacenadas en una serie de granulos
celulares que presentan diferencias de densidad en funcion del tipo de hormona almacenada

(Reid et al. 1998).

El tejido cromafin se encuentra inervado por fibras nerviosas simpaticas
preganglionares. Por medio de neurotransmisores de los centros nerviosos se activa el eje
simpatico-tejido cromafin. La secrecion de estas hormonas es rapida, ya que existe una
reserva en este tejido con el fin de permitir que la respuesta sea inmediata, aunque se ha
visto que los niveles de hormona en estos tejidos no decrecen, lo que parece indicar una
sintesis hormonal para compensar la cantidad liberada (Reid et al., 1994). Esta secrecion se
asocia a una activacion de fibras colinérgicas, que se traducira en una activacion de la

maquinaria enzimatica de sintesis, asi como de la secrecion hormonal. En cuanto a esto
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ultimo, parece que los receptores adrenérgicos nicotinicos del tejido cromafin juegan un
papel realmente importante, ya que se generara una apertura de los canales de calcio de
membrana produciéndose un incremento de su concentracion celular, que desembocara en

la secrecion de catecolaminas (Furimsky et al., 1997).

Por otro lado, se ha puesto de manifiesto la existencia de otras vias de activacion
no colinérgicas, realizandose experimentos en los que se observé que cuando las fibras que
inervan el tejido cromafin se seccionaban, no se evitaba totalmente la secrecion de
catecolaminas (Perry et al., 1991). Esta activacion no colinérgica puede estar mediada por
agentes no humorales (T K", T acidosis,  oxigeno) los cuales, en algunos casos, también
pueden estar implicados en la activacion colinérgica, o bien por agentes humorales (Reid et

al., 1998; Perry y Bernier, 1999), entre los que se encuentran:

Serotonina, cuya presencia se ha detectado en el tejido cromafin.

- Angiotensina II, para la cual existen receptores en las células del tejido

cromafin.

- Péptidos natriuréticos, opiaceos, etc., en determinadas especies se han

encontrado asociados al tejido cromafin.

- ACTH, hormona asociada a situaciones de estrés de la que también se han

encontrado receptores en el tejido cromafin.
- Cortisol, generalmente su activacion es colinérgica aunque también hay
indicios de que puede sensibilizar al tejido cromafin frente a determinados

activadores de secrecion no colinérgicos.

- Catecolaminas, en algunas especies se ha encontrado un efecto activador de su

propia secrecion.
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Los niveles de catecolaminas en reposo se pueden conocer mediante muestras
sanguineas de peces canulados y, generalmente, son inferiores a 5 nM. Ante un estrés
agudo se produce un rapido aumento de los niveles de estas hormonas, que pueden llegar a
alcanzar titulos superiores 100 nM en un plazo de 1-3 minutos, aunque estos elevados
niveles desaparecen rapidamente, lo que pone de manifiesto el poco tiempo de actuacion de
las catecolaminas. Si el estrés es crénico, los niveles de catecolaminas pueden mantenerse
durante horas e incluso dias. Una forma de compensar los altos niveles de catecolaminas en
sangre es mediante la modulacion de sus receptores en las células diana. También se ha
observado una disminucion de la capacidad de respuesta del tejido cromafin (sintesis de
catecolaminas) a estimulaciones colinérgicas, después de un prolongado estrés fisico (Reid

et al., 1994; Wendelaar-Bonga, 1997).

2) Con respecto a la actuacion de la via EFERENTE, en lineas generales (este
aspecto se tratard de forma mas amplia en la respuesta secundaria al estrés), se puede

concretar que la secrecion de catecolaminas trae asociada una serie de efectos:

- Mayor aporte de oxigeno mediante un aumento de la presion sanguinea y ritmo
cardiaco y, especialmente en las branquias, una mayor vascularizacion asociada a un
aumento de la superficie de intercambio gaseoso. También se produce una mejora de la
capacidad de transporte de oxigeno en sangre, incrementando los niveles plasmaticos de

globulos rojos y la afinidad Hb-Os,.

-Activacion de rutas glucogenoliticas, gluconeogénicas, asi como de movilizacion

lipidica, con fines energéticos (Perry y Reid, 1993; Pickering, 1993a).

3.1.2. Papel de los corticoides

Se ha comprobado que hay una relaciéon més o menos clara entre la respuesta de
estrés y el aumento de los niveles de cortisol plasmatico (Pickering 1992, 1993a; Sumpter,
1997; Ruane y Komen, 2003) observdndose, incluso, una relacion cuantitativa entre la

intensidad del estimulo y el grado de aumento de cortisol (Flos et al., 1988; Spotte y
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Anderson, 1989; Foo y Lamb, 1993b; Vazzana et al., 2002). Por otro lado, diversos autores
han puesto de manifiesto casos en los que una situacion de estrés no esta asociada a un
aumento de esta hormona; Vijayan et al. (1990) no observaron ningun efecto de una alta
densidad de cultivo, durante 30 dias, sobre los niveles de cortisol plasmatico. Ocurre algo
similar al administrar determinados niveles estresantes de Cd (Schreck y Lorz, 1978),
pesticidas como endrinas (Grant y Mehrle, 1973), o ante infecciones por ciertos parasitos
sanguineos (Laydley et al., 1988). A este respecto Ruane y Komen (2003) proponen que la
medida de cortisol en el agua donde se encuentran los animales puede ser de gran utilidad a
la hora de evaluar la respuesta de estrés a altas densidades de cultivo. Esto podria explicar
situaciones de estrés en las que no se observa un incremento de cortisol debido a que parte

de este podria haber sido excretado via branquias, heces u orina al medio acuatico.

Por otro lado, existen otros corticoesteroides como la cortisona, con una velocidad
de incremento en situaciones de estrés superior al cortisol (Pottinger y Moran, 1993),

alcanzandose titulos de 100-200 ng/ml en plazos de 10-20 minutos.

Al igual que se observé para las catecolaminas, en la accion de los corticoides

se establecen dos vias de estudio:

1) Via AFERENTE

La secrecion de cortisol es mas lenta que la de las catecolaminas ya que, a
diferencia de éstas, no se encuentra almacenado y su sintesis tiene que ir precedida de una

cascada hormonal que desembocara en su secrecion.

La liberacion del cortisol estd mediada por la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-tejido interrenal (HHI) (Pickering 1992, 1993a). Este tejido se encuentra
distribuido a lo largo del rifién de una forma difusa, sin formar ningtin 6rgano determinado.
El eje HHI en salmoénidos se activa en respuesta a la mayoria de agentes estresantes
(contaminantes, acidificantes, hipoxia, cambios de salinidad, interaccion social, predacion,

manipulacion en acuicultura). De hecho, ya en larvas de algunos tele6steos, se observo un
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incremento de los niveles de cortisol tras la eclosion, lo que sugiere una activacion del eje
HHI en estadios de desarrollo muy tempranos (Sampath-Kumar et al. 1997). Asimismo, en
doradas (Sparus aurata), se ha puesto de manifiesto una activacion de este eje en

situaciones de alta densidad de cultivo (Rotllant et al., 2000).

La secuencia parte de una serie de neutrotransmisores cerebrales que promueven la
liberacion de la CRH (hormona liberadora de corticotropina) por parte de las neuronas que
se encuentran en la zona del hipotdlamo. Este neuropéptido es transportado por los axones
desde el hipotadlamo a la hipo6fisis anterior, donde se encargara de activar la produccion de
ACTH (hormona adrenocorticotrépica), de la que claramente se sabe que es la responsable
de la sintesis y liberacion de cortisol en el tejido interrenal (van der Boon et al., 1991;
Sumpter, 1997; Belanger et al., 2001). La relacion entre el estrés y la activacion del eje
HHI se puso de manifiesto tras observar que tres minutos de estrés agudo daban lugar a una
rapida liberacion de ACTH, alcanzdndose un pico en los niveles plasmaticos de esta
hormona en tan solo cinco minutos (Sumpter et al., 1986). Si ¢l estrés persiste, estos
niveles de ACTH pueden disminuir a titulos basales (Balm y Pottinguer, 1995), como
mecanismo regulador, para evitar una elevacion de los niveles del cortisol, mediante una

bajada de actividad de las células hipofisiarias productoras de ACTH.

Los niveles basales de cortisol pueden variar dentro de unos limites (en funcién de
la época, estado de maduracion, etc.), y se considera que en un pez no estresado deben de
ser inferiores a 5 ng/ml, pudiendo alcanzar valores de hasta 200 ng/ml en salmonidos
sometidos a situaciones de estrés cronico (Pickering y Pottinguer, 1989). En el caso del
estrés agudo, por manipulacion, confinamiento a corto plazo, etc., los niveles de cortisol se
pueden elevar por unas pocas horas; sin embargo, cuando la trucha se somete a un estrés
crénico o estrés agudo repetido, la elevacion de los niveles de cortisol puede permanecer
durante dias o incluso semanas, sufriendo después un descenso a titulos basales,
posiblemente debido a mecanismos de aclimatacion (Pickering y Pottinger, 1989). Esto
explicaria los resultados obtenidos en experimentos en los que se demuestra que la
respuesta en la secrecion de cortisol depende de la intensidad y duracion del estimulo. Si es

agudo se produce un aumento rapido que se estabiliza a las pocas horas y si es cronico el
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incremento se mantiene mas tiempo aunque no de una forma tan acusada (Pottinger et al.,

1995; Tort et al. 1996).

2) Via EFERENTE

Los efectos derivados de la liberacion de cortisol van a ir encaminados a producir
una serie de cambios fisiologicos y metabdlicos con el fin de combatir aquellos
desequilibrios producidos en el animal ante una situacién de estrés. Basicamente (se
explicara de forma mas detallada en la respuesta secundaria), su accién serad
complementaria a la de las catecolaminas, dando lugar a una serie de variaciones
hematoldgicas con el fin de favorecer un mayor aporte de oxigeno, asi como a cambios
metabolicos encaminados a movilizar metabolitos que cubran un incremento de las
necesidades energéticas asociado a situaciones de estrés (Barton e Iwama, 1991). Como ya
veremos mas adelante, un efecto continuado del cortisol a estos niveles, puede desembocar,
a largo plazo, en una serie de problemas asociados al crecimiento, resistencia a

enfermedades y calidad en la reproduccion de los animales.

La regulacion de los efectos del cortisol se puede realizar sobre cuatro puntos de

actuacion:

1) Enel HHI

Se ha comprobado que, en el eje HHI, existen una serie de hormonas que van a

intervenir en la secrecion del cortisol regulando la accion de la CRH y de la ACTH.

La urotensina I presenta una estructura similar a la de la CRH, comprobandose que
estimula la secrecion de ACTH en la hipofisis (Tran et al., 1990). La produccion de AVT
(arginina vasotocina) a la altura del hipotdlamo, se asoci6 en un principio al estrés
ocasionado por cambios de aguas dulces a aguas marinas, pero hoy en dia se considera que
forma parte de la respuesta generalizada de estrés, activando la secrecion de ACTH

(Sumpter, 1997; Gilchriest et al., 2000). También parece existir cierta relacion entre la
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vasopresina y la estimulacion de la produccion de ACTH (Fryer y Lederis, 1986). Quizas,
como se ha demostrado en mamiferos, la secrecion conjunta de vasopresina y CRH ejerza

un efecto sinérgico en la estimulacion de ACTH en los peces (Sumpter, 1997).
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I |
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I |
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Figura I1.2.- El eje hipotalamo-hipofisis-interrenal y su interaccion con otras hormonas. Las flechas
continuas indican una accion estimuladora mientras que las lineas discontinuas accion inhibidora

(Sumpter, 1997).

Por otro lado, la hipofisis, ademas de ACTH, secreta B-endorfinas y a-MSH
(melanotrofinas), que también potencian la sintesis de cortisol en el tejido interrenal
actuando, asimismo, de forma sinérgica con la ACTH (Balm et al., 1995). Experimentos de

estrés cronico por confinamiento en dorada han reflejado un incremento rapido de o-MSH
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asociado a un aumento gradual de B-endorfinas (Arends et al., 1999). También, recientes
estudios han puesto de manifiesto un descenso de las reservas hipofisiarias de ACTH, f3-

endorfinas y a-MSH tras estrés por manipulacion y confinamiento (Rotllant, et al., 2001).

La angiotensina, urotensina I y II, y ANF (factor atrial natriurético) actuarian
activando el tejido interrenal para aumentar la produccion de cortisol (Wendelaar- Bonga,
1997). En cuanto a la regulacion de la MCH (hormona concentradora de melanina),
secretada por la hipofisis, parece que tiene un papel depresor sobre el eje HHI, inhibiendo
la sintesis de CRH y ACTH ademas de a-MSH (Green et al., 1992; Sumpter 1997). Green
y Baker (1991) realizaron experimentos en los que tras situaciones de estrés por
manipulacion se producia un incremento en los niveles de MCH, lo que apoyaria la idea
del efecto modulador de esta hormona sobre el eje HHI. Por ultimo, se ha observado que el
propio cortisol ejerce un efecto inhibidor de su secrecion a nivel del hipotdlamo, hipofisis y

tejido interrenal (Sumpter, 1997).

2) Regulacion de los niveles plasméticos de cortisol

La persistencia de la actuacion del agente estresante hace necesarios una serie de
mecanismos de adaptacién que eviten titulos tan altos de cortisol durante periodos de

tiempo prolongados.

Existen diversos experimentos, en los que se induce un estrés cronico por alta
densidad de cultivo, que reflejan un descenso de los niveles de cortisol plasmatico atin en
permanencia de las condiciones estresantes (Pickering y Stewart, 1984; Vijayan y
Leatherland, 1990; Vazzana et al., 2002). Asi, Pickering y Pottinger (1987) observaron una
aclimatacion en los niveles de cortisol que, en el caso de la trucha comun, se alcanzaba a
los seis dias, y en la trucha arco iris a los diez dias. Asimismo, en experimentos con truchas
(Pottinger et al., 1995), ciprinidos (Pottinger et al., 2000) y doradas (Arends et al., 1999)
sometidas a estrés cronico por confinamiento, se produce un aumento de los niveles
plasmaticos de cortisol que a las pocas horas se estabiliza. Situaciones de estrés agudo

repetido pueden también dar lugar a una aclimatacion en la secrecion de cortisol. Asi, en
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experimentos en los que el factor estresante era una disminucién del volumen del tanque se
observaron unos maximos de cortisol que volvian a valores iniciales en un plazo de 24 horas.
Cuando se repetia dicha situacion de estrés agudo cada cierto tiempo, llegaba un momento en
que el incremento de cortisol se veia disminuido, alcanzando unos picos menores a los

anteriores y con un periodo de recuperacion mas corto (Einarsdottir y Nilssen, 1996).

Esta respuesta generalizada podria deberse a una atrofia o aclimatacién del tejido
interrenal, ocasionado por una inhibicion en la liberacion de las hormonas que promueven
su secrecion en este tejido (Barton et al., 1987; Barton e Iwama, 1991; Rotllant et al.,
2000). De esta manera, se observa que situaciones mantenidas de alta densidad de cultivo
hacen que el animal estresado sea incapaz de responder a factores estresantes adicionales.
Esto se pone de manifiesto con la administracion in vitro de ACTH en células interrenales,
observandose una activacion de la secrecion de cortisol mas patente en las células de
aquellos animales sometidos a baja densidad de cultivo. Parece ser que en los otros
animales el tejido interrenal se inactiva o es incapaz de responder a factores estresantes
adicionales (Vijayan y Leatherland, 1990). Barton et al. (1987) demostraron una atrofia del
tejido interrenal debido a la ausencia de estimulacion por ACTH, inhibida por la
administracion continuada de cortisol. Por otro lado, Pickering y Stewart (1984) discuten el
descenso de cortisol proponiendo un posible incremento en la tasa de degradacion de esta
hormona como mecanismo adaptativo. Asimismo, Vijayan y Leatherland (1990)

encontraron un incremento de la captacion hepatica de cortisol con fines degradativos.

Otro recurso que se ha observado en embriones de salmdnidos es la habilidad que
presentan para inactivar o detoxificar el cortisol, con el fin de protegerse de los efectos
adversos de esta potente hormona, desviando los productos de su catabolismo a la sintesis

de otros compuestos como 113-OHA (11beta-hidroxyandostenediona) (Khan et al., 1997).

No soélo la etapa de desarrollo sino también el grado de maduracion sexual va a
influir en la capacidad de regulacion de la sintesis de cortisol. Asi, se ha visto que tras
someter a truchas maduras e inmaduras a un periodo de confinamiento de 24 horas, los

peces inmaduros presentaban picos de cortisol mayores. Parece ser que en los animales
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maduros existe un mayor control de la secrecion de cortisol, modulada por el

hipotalamo/hipo6fisis, que se refleja en titulos mas bajos de ACTH (Pottinguer et al., 1995).

3) Sensibilidad de tejidos diana

La aclimatacién al estrés cronico no so6lo implica la reduccion de los niveles de
cortisol sino que también actia sobre la capacidad de respuesta de los tejidos diana
(Pickering, 1992). La activacion del eje hipofisis-interrenal da lugar a importantes cambios
en la naturaleza de los receptores de las células diana del cortisol. Los receptores no son
estructuras estaticas, incluso muchos de sus parametros, como afinidad, localizacion y
turnover, pueden verse alterados (Sumpter, 1997).Parece ser que la presencia de la
hormona puede actuar modificando algunos de estos parametros e incluso en el proceso de

trascripcion del gen que codifica el receptor.

Se ha puesto de manifiesto que el estrés cronico provoca un descenso significativo
en la afinidad de los receptores de cortisol en salmoénidos (Maule y Schreck, 1991;
Trenzado et al., 2003). Pottinger (1990) demostré un descenso del 40% en la capacidad de
unidn del cortisol a receptores citosolicos hepaticos, tras 96 horas de confinamiento con
respecto a peces control. Posteriores experimentos (Pottinger et al., 1994a) han puesto de
manifiesto que el estrés cronico por confinamiento durante 14 dias da lugar a un
decremento del 60% en el nimero de receptores celulares hepaticos del cortisol. A esto
hay que sumar un aparente descenso en la afinidad de dichos receptores por el cortisol. De
esta manera, se consigue una disminucion en la sensibilidad de las células diana frente al
cortisol, con lo que se compensa el efecto continuado de la hormona en situaciones de
estrés cronico. Seglin Pottinger et al. (2000), los elevados niveles de cortisol, presentes en
ciertos ciprinidos (Leuciscus cefalus) en situaciones de reposo (50-100 ng/ml) y estrés
crénico o agudo (1500 ng/ml), con respecto a los datos existentes en salmonidos como la
trucha arco iris, revelaron que mientras la abundancia de receptores era similar en ambas
especies, la afinidad era ocho veces inferior en el caso del ciprinido, lo que supone, en esta

especie, una estrategia de alta resistencia a la accion de los corticoides.
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4) Proteinas reguladoras

En el caso del cortisol se ha comprobado la existencia de mecanismos que evitan el
efecto prolongado de esta hormona. Asi, parte del cortisol secretado por el tejido interrenal
se une de forma reversible a proteinas sanguineas bioldgicamente inertes, de manera que se
produce la inactivacion de éste. Entre estas proteinas podriamos destacar la transcortina
(glucoproteina) y, en el caso de que ésta se encuentre saturada, la albimina. La cantidad
de cortisol unido formando complejos es de un 30-55% de los niveles presentes. Este tipo
de unidn tiene también una funcion protectora que evita la metabolizacion e inactivacion de

esta hormona en el higado (van der Boon et al., 1991).

También se ha puesto de manifiesto, en situaciones de respuesta de estrés, la
presencia de una serie de proteinas que, aunque no regulan directamente los efectos del
cortisol, tienen como finalidad la proteccion y la restauracion del tejido dafiado asi como el
proporcionar a las células una mayor capacidad de defensa frente a los agentes estresantes.
Entre estas proteinas se encuentran las metalotioneinas, que constituirian puntos de union
para quelar metales toxicos. Tort et al. (1996) comprobaron, en trucha arco iris, que
exposiciones a cadmio provocaban un aumento de los niveles de cortisol que iba asociado a
un aumento de los niveles de metalotioneina. Dang et al. (2000) también observaron el
efecto del cobre sobre el incremento de metalotioneinas en el epitelio branquial de trucha
arco iris. Las ubiquitinas tendrian un papel mediador en la proteolisis no lisosomal de
células estresadas. Se han encontrado efectos estimuladores del cortisol sobre la secrecion
de ubiquitinas asi como de metalotioneinas en respuesta al estrés por confinamiento
(Wendelaar-Bonga, 1997). Las HSP (proteinas de choque térmico), producidas ante
cambios bruscos de T? tendrian una funcidon de reparacion y degradacion de proteinas
alteradas o desnaturalizadas bajo situaciones de estrés (Basu et al., 2002). La presencia de
HSP también se ha asociado a otros tipos de estrés, como situaciones de dominancia entre
especies (Kagawa et al., 1999). Con relacion al cortisol, Basu et al. (2001) encontraron
que, en situaciones de estrés fisico asociado a incrementos de temperatura, esta hormona
tenia un efecto supresor en la expresion de las HSP, observandose, en cambio, un

incremento de éstas tras la liberacion de catecolaminas (Basu et al., 2002). Recientes
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estudios (Basu et al., 2003) han puesto de manifiesto el papel de estas proteinas incrementando
la funcionalidad de los receptores de glucocorticoides, mediante su unién a estos, con el fin de

asegurar una mayor eficacia en la respuesta de estrés mediada por el cortisol.

El hecho de que las HSP se asocien a una respuesta de estrés no implica
necesariamente que su presencia sea indicativa de que el animal se encuentre estresado, ya
que puede ocurrir que simplemente sea un mecanismo de defensa a nivel tisular o celular
sin que el factor adverso alcance titulos tan altos como para promover una respuesta

integrada frente al estrés (Wendelaar-Bonga, 1997).

3.1.3. Interaccion entre cortisol y catecolaminas

La tendencia actual, en el estudio de la activacion endocrina asociada a la respuesta
de estrés, ha sido la de separar las dos vias que dan lugar a la sintesis de corticoides y
catecolaminas, estudidandose de forma paralela. Esto puede llevar a pensar, de manera
erronea, que ambas hormonas actiian por separado, sin conexion. La poca informacion que

se tiene al respecto sugiere un importante grado de interaccidon entre ambas hormonas.

Se ha visto que la liberacion de catecolaminas da lugar a una activacion del eje HHI
en los receptores adrenérgicos en células del hipotalamo y de la hipofisis, que podria estar
asociada, como ocurre en mamiferos, al aumento de CRH y ACTH (Sumpter, 1997), pero
también se ha observado el efecto reciproco. Se sabe que el nivel de actuacion de las
catecolaminas es mediante o y -adrenoreceptores con una serie de reacciones en cascada
en la célula diana de catecolaminas en las que estaria implicado el AMP ciclico y el i6n
calcio entre otros (Fabri et al. 1998). Parece ser que el aumento de los niveles de cortisol,
asociado al estrés cronico, va a dar lugar a una sintesis de [-adrenoreceptores en el
citoplasma de las células diana (como los globulos rojos y hepatocitos) por medio de un
aumento en su transcripcidon génica, y que dichos receptores, en situaciones de estrés
agudo, pasaran a la superficie celular con el fin de incrementar la actividad de las
catecolaminas. Por tanto, la elevacion cronica del cortisol va a influir en la efectividad de la

accion de las catecolaminas ante una situacion de estrés agudo (Reid y Perry, 1991; Perry
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etal., 1993). Por otro lado, Dugan y Moon (1998) observaron que elevaciones cronicas de
cortisol no daban lugar a alteraciones en los receptores adrenérgicos de células hepaticas.
Sin embargo, segtin Jonsson et al. (1983), un incremento de cortisol tras situaciones de
estrés también podria ejercer su accion acelerando la tasa de sintesis de catecolaminas. De
esta manera, la acciéon conjunta de ambas hormonas iria encaminada a potenciar la
respuesta de estrés con el fin de hacer frente al agente estresante en el menor tiempo
posible y, de este modo, evitar las consecuencias negativas de un tiempo de actuacion

prolongado del mismo (Sumpter, 1997).

3.1.4. Otras respuestas endocrinas asociadas al estrés

La respuesta endocrina va a estar interconectada con otra serie de hormonas que

también pueden verse afectadas por una situacion de estrés.

En el capitulo destinado a los efectos del estrés y del cortisol sobre el crecimiento
(3.3.1.1), veremos su relaciéon y consecuencias sobre determinadas hormonas que
intervienen en la regulacion de la sintesis tisular, como la hormona del crecimiento (GH),

las hormonas tiroideas y los esteroides.

Otras hormonas de la hip6fisis que también estan implicadas en la respuesta

integrada de estrés son:

La prolactina estéd asociada a la regulacion de la permeabilidad del tegumento y
relacionada con el control osmoético. En general, parece que si existe una correlacion entre
los niveles de prolactina y los efectos del estrés, ya que se ha comprobado que, en
situaciones de estrés agudo, el incremento de cortisol va unido a un aumento de prolactina
(Wendelaar-Bonga. 1997), aunque hay casos de estrés por confinamiento en los que no se
encontraron cambios en los niveles de esta hormona (Wendelaar-Bonga, 1997), observandose,

incluso, una disminucion en situaciones de estrés cronico (Rand-Weaver et al. 1993).
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La somatolactina es otra hormona de la hipofisis de la que se ha comprobado que
hay un répido incremento de su concentracion plasmatica en respuesta al estrés (Sumpter,
1997). El papel de 1a somatolactina podria estar relacionado con la maduracién gonadal y la
puesta, la regulacion hidromineral y con procesos de movilizacion energética, lo que
explicaria su intervencion en situaciones de estrés (Wendelaar-Bonga, 1997). Experimentos
de estrés a corto plazo muestran un patrén de comportamiento similar al del cortisol (se
alcanzan picos de 1-2 horas con bajadas a las 2-3 horas) aunque algo mas retardado y con
otro pico méaximo a las 24 horas. Esta elevacion relativamente rapida de somatolactina hace
pensar que existe una estimulacion a nivel hipotalamico de esta hormona con intervencion
de la CRH (Rand-Weaver et al. 1993). Por otro lado, parece ser que hay una inervacion

directa del hipotalamo a las células que la secretan (Olivereau y Olivereau, 1988, 1990).

3.2. RESPUESTA SECUNDARIA

Como consecuencia de la secrecion de estas hormonas se van a producir una
serie de alteraciones fisiologicas que van a desembocar en cambios hematologicos,

metabolicos, hidrominerales e incluso estructurales.

3.2.1. Alteraciones fisiologicas y hematoldgicas

En un principio, la liberaciéon de catecolaminas se considera una respuesta
compensatoria tendente a optimizar las funciones cardiovasculares y respiratorias frente a
una situacion estresante (ya se comento que su secrecion se asocia a situaciones de estrés
respiratorio). Esto se consigue mediante una serie de cambios fisiologicos destinados a
favorecer un mayor aporte de oxigeno, entre los que se encuentra un incremento de la
vascularizacion periférica, especialmente en branquias, un aumento en las superficies de
intercambio gaseoso, una mayor capacidad de transporte de oxigeno en sangre (mediante
una elevacion del hematocrito o de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno), e incluso
un aumento de la presion sanguinea (Perry y Bernier, 1999) asociado a un mayor ritmo y

capacidad cardiaca (Farrell et al., 1992; Fabbri et al., 1998).
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No obstante, parece que existen ciertas excepciones a este respecto, ya que se dan
casos de estrés moderado en los que no se produce una variacion de los niveles de
catecolaminas pero si un incremento de ventilacidn, que no se acentia con la
administracion posterior de catecolaminas. Ademads, parece que la adrenalina presenta
cierta dificultad de permeabilidad para atravesar la barrera que limita su punto de actuacion
en el sistema nervioso central (centro regulador de la respiracion) y aunque la
noradrenalina si sea permeable hay casos en que también presenta ciertas dificultades
(Perry y Bernier, 1999). Esto explicaria experimentos en los que, tras estrés agudo, un
aumento del ritmo cardiaco y de la presion de la aorta ventral no se asoci6 a variaciones en
los niveles de catecolaminas plasmaticas, sino a una activacion del sistema nervioso

simpatico (Davison et al., 1995).

Se ha demostrado una accion de la adrenalina sobre el equilibrio i6nico de los
globulos rojos en trucha y otras especies, favoreciendo una entrada de Cl"y Na" a la célula
y una salida de H' (intercambiandose estos dos ultimos mediante un sistema antiporte), con
el fin de evitar un descenso del pH interno, que disminuiria la afinidad de la Hb por el
oxigeno (Vermette y Perry, 1988; Motais et al., 1992; Perry y Reid, 1993). El aumento de
iones en los glébulos rojos produciria un incremento del volumen celular que explicaria
valores de hematocrito altos asociados a un descenso en la CCMH (concentracion

corpuscular media de hemoglobina) (Bourne, 1986).

Este incremento en el volumen celular podria estar relacionado con una mayor
deformabilidad de las membranas de los globulos rojos que determinaria un descenso en la
viscosidad en la sangre (Nikinmaa, 1990; Sadler et al., 2000). De hecho, se ha demostrado
una posible accion de las catecolaminas sobre los receptores de membrana de globulos
rojos, aumentando en estos su deformabilidad y provocando este descenso de la viscosidad

sanguinea, lo que facilitaria el flujo sanguineo en periodos de esfuerzo (Pankhurst, 1992).

Por otra parte, simulaciones de cambios estacionales, mediante alteraciones de la
temperatura, luz y oxigeno del medio que puedan resultar estresantes, producen un

descenso en la proporcion de eritrocitos maduros frente a los juveniles. Houston et al.

33



11.- Revisién Bibliogréfica

(19964, b) explican estos efectos basandose en que la hemoglobina de las células inmaduras
presenta una mayor afinidad por el oxigeno, condicion que disminuiria con la edad celular.
Asi, Lecklin et al. (2000) pusieron de manifiesto la influencia del grado de madurez de los
glébulos rojos sobre su capacidad de respuesta a las catecolaminas encontrando que, en
células inmaduras, los fendmenos de regulacion del pH celular eran mas efectivos. De
hecho, se sabe que existe un efecto de la edad en la disminucion del volumen celular, con
un consecuente aumento de la viscosidad interna y disminucion en el grado de

deformabilidad, inversamente relacionado con la viscosidad sanguinea (Nikinmaa, 1990).

Se ha puesto de manifiesto la intervencion del cortisol para facilitar un mayor
aporte de oxigeno (Morgan e Iwama, 1996). Existen estudios en los que un estrés cronico
asociado a una alta densidad de cultivo provocaba una elevacion del hematocrito y la
hemoglobina como consecuencia del aumento de los niveles de cortisol (Mazur e Iwama,
1993; Montero et al., 1999). También se ha observado un aumento del hematocrito en
lubina estriada (Morone saxatilis) sometida a ejercicio moderado y exhaustivo (Young y
Cech, 1993, 1994), en salmones sometidos a transporte (Iversen et. al, 1998), asi como en
situaciones de estrés agudo por manipulacion y confinamiento en trucha (Biron y Benfey,
1994; Benfey y Biron, 2000) y otras especies (Davison et al., 1995; Lappivaara, 2001). El
aumento de hematocrito podria estar asociado a una reduccion del volumen plasmatico o
hemoconcentracion (Barton et al., 1987; Young y Cech, 1993), o bien a una mayor
produccion de globulos rojos (Caldwell y Hinshaw, 1994), que implicaria, en ambos casos,

un aumento de la hemoglobina (Benfey y Biron, 2000).

En contraposicion a lo descrito anteriormente, experimentos de estrés por
confinamiento en pintarroja (Scyliorhinus canicula) dieron lugar a un descenso
significativo en valores de hematocrito, hemoglobina, HCM, CCM y recuento de globulos
rojos (Torres et al., 1986). Valores altos de hematocrito pueden provocar mayor viscosidad
sanguinea, lo que aumentaria el gasto de flujo y circulacion. A este respecto Houston et al.
(1996a), explican el descenso de hematocrito en truchas sometidas a situaciones de hipoxia
y altas temperaturas, como un mecanismo compensatorio para minimizar estos costes

circulatorios. Por otro lado, es bien sabido que, como consecuencia de la respuesta de
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estrés, se producen una serie de alteraciones en el contenido 16nico de la sangre; esto podria
explicar un descenso en hematocrito y hemoglobina, posiblemente debido a una hemodilucién

producida en respuesta a un incremento de la osmolaridad plasmatica (Dioufet al., 2000).

3.2.2. Alteraciones metabolicas

El aumento de las demandas energéticas, asociado a la respuesta de estrés, se
manifiesta con una serie de alteraciones en el metabolismo destinadas a favorecer una
mayor disponibilidad de sustratos que pueden ser utilizados como fuente de energia en
diversos tejidos. Asi, existen numerosos trabajos en los que se asocia un efecto
hiperglucemiante a la respuesta de estrés. Un aumento inicial de los niveles de glucosa a
partir de glucdgeno trae consigo una posterior utilizacion de ésta por activacion de las vias
glucoliticas, asi como el mantenimiento la glucemia en sangre, en el que podrian implicarse

determinados metabolitos con un papel gluconeogénico (van der Boon, et al., 1991).

3.2.2.1. Activacion de la glucogenolisis

Se ha demostrado que, entre los mecanismos hiperglucemiantes, las catecolaminas
secretadas, en una primera respuesta de estrés, van a ejercer su accion sobre las reservas de
glucdgeno como fuente de energia inmediata (Janssens y Waterman, 1988; Ottolenghi et

al., 1989; Vijayan et al., 1997; Fabbri et al., 1998).

Por otro lado, la persistencia de los niveles elevados de glucosa, tras una respuesta
inicial a las catecolaminas, estaria asociada al cortisol (Vijayan etal., 1992 y 1994; Benfey
y Biron, 2000; Diouf et al., 2000). Leach y Taylor (1980) realizaron experimentos en los
que se puso de manifiesto que el cortisol actuaba manteniendo altos los niveles de glucosa
plasmatica tras la actuacion de catecolaminas ya que, tras utilizar un inhibidor del cortisol,
la respuesta hiperglucemiante que se producia era transitoria. En general, se ha demostrado
que existe una correlacion positiva entre los niveles de glucemia y el incremento de
cortisol plasmatico administrado de forma exdgena (Foster y Moon, 1986; Vijayan et al.,

1996) o producido como respuesta a diferentes agentes estresantes como simulacion de
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transporte a altas densidades de animales (Staurnes et. al., 1994), cambio de salinidad en el
medio (Soengas et al., 1993a; Morgan e Iwama, 1996; Diouf et al., 2000), efecto de bajas
temperaturas (Diouf et al., 2000), altas densidades de cultivo (Vazzana et al., 2002),
manipulacion (Biron y Benfey, 1994; Papoutsoglou et al., 1999) y confinamiento (Swift,
1983). Por otro lado, White y Fletcher (1986) no obtuvieron resultados tan claros al
provocar estrés en platijas (Pleuronectes platessa) mediante agitacion aérea debido a que,
posiblemente, esta especie, en situaciones de estrés moderado, presente una respuesta
hiperglucemiante retardada con respecto al incremento hormonal. Vijayan et al. (1990)
observaron en salmoénidos como el salvelino (Salvelinus fontinalis) que, tras un estrés
cronico inducido por altas densidades de cultivo, se producia un descenso en los niveles de
glucosa plasmatica, debido posiblemente a su alta utilizacion como combustible energético,
el cual podria enmascarar el efecto hiperglucemiante asociado al estrés. Asimismo,
recientes experimentos en carpa reflejaron una buena capacidad de adaptacion de esta
especie a altas densidades de cultivo, al no manifestar variaciones en los niveles de glucosa
plasmatica, a pesar de observarse un incremento inicial de cortisol que se restablecio al

poco tiempo (Ruane y Komen, 2003).

Diversos estudios revelan la degradacion del glucégeno como efecto responsable de
una hiperglucemia a corto plazo (Bourne et al., 1986; Soengas et al., 1995; De Boek et al.,
2001). De esta manera, se ha observado un descenso en los niveles de glucégeno, como
consecuencia de la alta densidad de cultivo (Vijayan et al., 1990; Skjervold et al., 1999,
2001), manipulacion (Reubush y Heath, 1996) y cambios en la salinidad del medio (De
Boeck, 2000), asociado a un incremento de la actividad GPasa (Glucdgeno fosforilasa) y
un descenso de la GSasa (Glucogeno sintetasa) (Soengas et al., 1993a, b; Fabbri et al.,
1998; Lappivaara, 2001).

Experimentos con cultivos celulares de hepatocitos revelan una intervencion de las
catecolaminas y glucagon en la activacion de la glucogenolisis (Janssens y Waterman,
1988; Ottolenghi, 1989; Moon et al., 1999), encontrando un posible efecto indirecto del
cortisol al modificar los receptores de los hepatocitos para las catecolaminas (Vijayan et

al., 1993a). También se ha demostrado una intervencion de las hormonas tiroideas, en
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combinacion con el cortisol, asociada a un descenso de glucogeno hepatico y un aumento
de la actividad GPasa (Soengas et al., 1992). Ademas, experimentos de aclimatacion a
bajas temperaturas pusieron de manifiesto una relacion inversa entre las reservas de
glucégeno y los niveles de cortisol producidos durante el proceso adaptativo (Paxton et al.,
1984), observandose también que elevaciones cronicas de cortisol daban lugar a descenso

de los niveles de glucogeno hepatico (Barton et al., 1987; Andersen et al., 1991).

En contraposicion, experimentos de simulacion de transporte a alta carga en bacalao
(Gadus morhua) no reflejaron descensos en los niveles de glucogeno hepatico y muscular,
lo que demostraria la alta capacidad de resistencia de esta especie frente a situaciones de
estrés (Staurnes et al., 1994). En el caso del glucogeno hepatico esto podria deberse a una
alteracion en la sensibilidad de los hepatocitos frente a determinadas hormonas (catecolaminas
y cortisol) con la finalidad de mantener las reservas de glucégeno mediante la intervencion

de la insulina, la cual favoreceria su deposicion (Vijayan et al., 1993a, b, 1994).

3.2.2.2. Alteraciones en el metabolismo central

Cuando la situacion de estrés persiste o se hace cronica, el mantenimiento de los
niveles de glucosa en sangre, como medio para hacer llegar suficiente combustible a los
tejidos que dependen de ésta, va a estar condicionado, en gran parte, a la activacion de los

procesos gluconeogénicos.

Como es bien sabido, existen una serie de moléculas precursoras de la sintesis de
glucosa entre las que se encuentran los aminoacidos, el glicerol (procedente de la
degradacion de triglicéridos) y una serie de sustratos del metabolismo intermediario, como

lactato, piruvato e intermediarios del ciclo de Krebs (Lehninger, 1986).

La gluconeogénesis y la glucolisis tienen muchas reacciones en comun catalizadas
por la misma enzima que transcurren en un sentido u otro segun el caso. Por otra parte,
existen otras reacciones que se encuentran catalizadas por dos enzimas diferentes y que no

son reversibles. Este aparente despilfarro de energia se justifica debido al alto coste
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energético que supondria, en determinados puntos, una reaccion catalizada por la misma
enzima en sentido inverso y, por otro lado, la necesidad de una regulacién independiente
de los procesos degradativos y biosintéticos, que se llevaria a cabo en estas enzimas
(Lehninger, 1986). Esto explica la existencia de reacciones catalizadas por enzimas
propiamente glucoliticas y propiamente gluconeogénicas (Rawn, 1989). Asi, una forma de
poner de manifiesto los efectos del estrés sobre el metabolismo, seria el estudio de aquellas
enzimas clave y con funcién reguladora implicadas en la sintesis de la glucosa, asi como de

aquellas relacionadas con el aprovechamiento de su energia (glucolisis).

Se ha demostrado, en diversos experimentos con salmonidos, que existe una clara
activacion de los procesos gluconeogénicos reflejada en un aumento en la actividad de la
enzima FBPasa (fructosa 1,6-bisfosfatasa) en diferentes situaciones de estrés: adaptacion a
cambios de salinidad (Soengas et al., 1993a), administracion continuada de cortisol
exogeno (Vijayan et al.,1991), estrés por manipulacién (Morales et al., 1990), alta densidad
de cultivo (Vijayan et al., 1990) y periodos relacionados con la migracion (Shitaka, 1998).
En algunos casos, paralelamente a este aumento de la actividad FBPasa, se observé un
descenso de la actividad PFK (fosfofructoquinasa) que cataliza la reaccion inversa, aunque
inesperadamente asociado a un descenso en la glucosa plasmatica (Vijayan etal, 1991). Por
otro lado, Sugita et al., (2000) observaron que, en higado de carpas sometidas a ejercicio se
producia un aumento de la actividad G6Pasa (Glucosa 6 fosfatasa) y FBPasa, dando lugar
auna hiperglucemia con el fin de hacer llegar suficiente combustible al musculo, donde se
haria uso de la glucosa mediante un aumento de la actividad PFK. La mayor actividad PFK
en higado (Vijayan et al., 1990) asociado, en algunos casos, a un descenso de la actividad
FBPasa en musculo (Soengas et al. 1993b), podria explicar por qué, en algunos casos de

estrés por densidad o cambios en la salinidad, no se observé un efecto hiperglucemiante.

Con respecto a la enzima glucolitica PK (piruvato quinasa) los resultados son
variables. Tras estrés por confinamiento se observé un incremento de su actividad (Vijayan
etal., 1997), mientras que con tratamientos de cortisol ésta sufria un descenso (Vijayan et
al., 1997) o bien no se afectaba (Foster y Moon, 1986; Vijayan et al., 1996). Situaciones de

estrés cronico por densidad (Vijayan et al., 1990) y ejercicio continuado (Vijayan et al.,

38



11.- Revisién Bibliogréfica

1993b) tampoco reflejaron cambios en su actividad.

Existen una serie de intermediarios del metabolismo de la glucosa y pertenecientes
al ciclo de Krebs cuyos niveles sufrieron variaciones en ciprinidos sometidos a ejercicio
breve, de forma que, un incremento de glucosa iba acompanado de un aumento de glucosa
1 P, glucosa 6-P, fructosa 6-P, piruvato, lactato y malato, lo que indica que pueden ser
buenos indicadores de la respuesta de estrés (Huber et al., 1989; Sugita et al., 2000). Pacual
etal., (1995), pusieron de manifiesto que el estrés derivado de un ayuno prolongado daba
lugar, en musculo de dorada, a una mayor actividad CS (citrato sintasa), IDH (isocitrato
deshidrogenasa) y MDH (malato deshidrogenasa), lo que podria estar relacionado con una
activacion de las vias glucoliticas debido a un aumento de las necesidades energéticas en
estas condiciones Otros autores también observaron una mayor actividad CS en musculo de
truchas sometidas a un entrenamiento natatorio (Farrell et al., 1992) y en hepatocitos de

anguilas incubados con cortisol (Foster y Moon, 1986).

El lactato se produce como consecuencia la glucolisis anaerobia en musculo
blanco, lo que permitiria seguir utilizando el piruvato como fuente de energia, aun en
ausencia de oxigeno (Love, 1970). Krumschnabel y Lackner (1993) demostraron que, la
respuesta de estrés generaba en trucha arco iris un descenso de los niveles de glucosa frente
aun aumento de piruvato y lactato. Los experimentos de Swith (1983) en caballa (Scomber
scombrus), reflejaron niveles altos de lactato muscular tras un ejercicio intenso, asociado
posteriormente a un incremento de este metabolito en plasma. Efectivamente, se ha
comprobado que las catecolaminas actuarian favoreciendo la recuperacion del musculo tras
el ejercicio, mediante una activacion del transporte de lactato a la sangre (Fabri et al., 1998),

lo que explicaria su elevacion en plasma.

Diversos experimentos reflejan este aumento de lactato en situaciones de ejercicio
agudo (Schoonbee et al., 1989) asi como en adaptaciones cronicas al ejercicio (Young y
Cech, 1993, 1994), situaciones de estrés por arrastre y transporte (Turunen et al.,1994;
Iversen et al., 1998), estrés fisico agudo (manipulacion, aireacion, confinamiento) (Huber

etal., 1989; Carragher y Ress, 1994; Reubush y Heath, 1994; Barton et al., 1998; Arends et
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al., 1999; Barton et al., 2000), confinamiento a alta densidad (Skjervold etal., 1999, 2001)
y procesos infecciosos (Mesa et al., 1998). También se observod una influencia de la

densidad de animales, en situaciones de confinamiento breve, sobre un mayor incremento

de los niveles de lactato (Skjervold et al., 1999, 2001).

En contraposicién, en experimentos con carpas sometidas a estrés por
manipulacion, el lactato no parece ser un metabolito indicativo de estrés ya que sus niveles
no sufren variaciones, posiblemente debido a una ausencia de anoxia en tejidos (Braley y
Anderson, 1992). Un comportamiento similar se observd en experimentos con doradas
sometidas a estrés por confinamiento a alta densidad (Arends et al., 1999) y durante el
transporte de bacalaos a alta densidad (Staurnes et al., 1994), lo que podria reflejar una

buena resistencia de estas especies ante situaciones de estrés.

El incremento de la actividad LDH (lactato deshidrogenasa) es un buen indicador
de la actividad glucolitica, como se observé en condiciones de estrés por confinamiento
(Vijayan et al., 1997), aunque algunos experimentos de estrés por ayuno y ejercicio

continuado no reflejaron cambios en la actividad de esta enzima (Vijayan, 1993a).

Una vez liberado a la sangre, el restablecimiento de los niveles basales de lactato
podria deberse bien a su oxidacion o bien a una utilizacion de éste como precursor en la

sintesis de glucosa (Hansen y Abrahan, 1989; Reubush y Heth, 1996; Sugita et al., 2000).

En cuanto al metabolismo de proteinas, en situaciones de estrés se produce una
inhibicién de su sintesis acompafiada de una activacion de su catabolismo en tejidos
periféricos. Esto se puso de manifiesto al observarse un incremento de aminoacidos
plasmaticos en situaciones de estrés por manipulacion (Morales et al., 1990; Braley y
Anderson, 1992), ejercicio a corto plazo (Sugita el al., 2000) y exhaustivo (Milligan, 1997),
administracion continuada de cortisol (Andersen etal., 1991) y confinamiento (Vijayan et
al., 1997). Por otro lado, Foster y Moon (1986) observaron que la administracion de
cortisol en anguilas daba lugar a un incremento de proteinas en plasma (Foster y Moon,

1986) mientras Vijayan et al., (1990) no encontraron ningln efecto de la exposicion
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cronica a elevada densidad de cultivo sobre el metabolismo proteico, no observando
variaciones en los niveles de proteinas plasmaticas. Experimentos posteriores con rascacio
(Hemitripterus americanus) sometido a tratamientos de cortisol, si reflejaron cambios en
determinados enzimas del metabolismo de proteinas, aunque la ausencia de variaciones en
aminoacidos plasmaticos podria asociarse a un incremento de su turnover (Vijayan et al.,
1996). Medale et al. (1987), en un experimento de hipoxia con trucha, observaron un
descenso de proteinas y aminoacidos en higado y en plasma, y sélo de aminoacidos en
musculo, lo que explicaria una mayor disponibilidad energética a expensas del anabolismo

proteico, habiendo tomado los aminoacidos un destino gluconeogénico u oxidativo.

Un tipo de enzimas clave, asociadas al metabolismo de aminodcidos, son las
transaminasas o aminotransferasas, que van a catalizar la transferencia del grupo amino de
un determinado aminoacido al aKG (a—cetoglutarato) para dar lugar a glutamato. De esta
manera, la mayoria de los grupos amino trasferidos en estas reacciones convergen en este
aminoacido. La accion de estas enzimas se asocia a procesos en los que los esqueletos
carbonados de los aminoacidos van a ser oxidados para la obtencion de energia o bien
reutilizados para la sintesis de otros compuestos como la glucosa. Esto hace que estas
enzimas puedan ser indicativas de la utilizacion de aminoécidos con fines gluconeogénicos

(Lehninger, 1986; Rawn, 1989) en situaciones de estrés.

A este respecto, se ha demostrado un incremento de la actividades hepaticas de
AAT (alanina aminotransferasa o glutamato/piruvato transaminasa), TAT (tirosina
aminotransferasa) y/o GOT (glutamato/oxalacetato transaminasa o aspartato aminotransferasa)
asociados a un incremento de cortisol exdgeno (Vijayan et al., 1996), estrés por
manipulacion (Morales et al., 1990), confinamiento (Vijayan et al., 1997), ejercicio a corto
plazo (Sugita et al., 2000) y periodos de puesta o migracion (Shikata, 1998; Srivastava et
al., 1998). Pacual et al., (1995) pusieron de manifiesto que, en situaciones de estrés por
ayuno, se producia en el misculo un aumento del catabolismo de los aminoécidos reflejado
por un incremento de las actividades AAT y GOT. Por otro lado, Foster y Moon (1986),
aunque encontraron un efecto del cortisol sobre la actividad GOT, no observaron ninguna

variacion con respecto a la AAT. Esto pone de manifiesto que los resultados con respecto a la
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influencia del cortisol sobre la TAT y AAT son algo contradictorios, pudiendo depender de la

especie y condiciones experimentales (van der Boon et al., 1991).

Muchos autores han descrito un incremento de la actividad GDH (glutamato
deshidrogenasa) como un sistema desintoxicador de grupos amino, con un aprovechamiento
posterior de los esqueletos carbonados resultantes en procesos gluconeogénicos (Morales
et al.,, 1990; Soengas et al., 1993a) o como fuente de energia (Farrell et al., 1992),
asociandose, en algunos casos, a un aumento de los niveles de urea en sangre,
posiblemente regulado por el cortisol, como via de eliminacion de los grupos nitrogenados,

(Vijayan et al., 1996).

Otra enzima gluconeogénica clave es la PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa). Su accidn permite que el piruvato y una serie de intermediarios del ciclo
de Krebs, resultantes en parte de la desaminacion de aminoacidos, tras converger en la
sintesis OAA (oxalacetato), puedan entrar en la via gluconeogénica como PEP
(fosfoenolpiruvato) (Lehninger, 1986). Asi, en algunos casos, se ha observado un
incremento de la actividad de esta enzima asociado a una elevacion de los niveles de

cortisol plasmatico (Foster y Moon, 1986; Vijayan et al., 1996, 1997).

Hansen y Abrahan (1989) pusieron de manifiesto que en situaciones de ayuno se
producia una compartimentacion de la gluconeogénisis, de tal manera que de todos los
precursores que normalmente eran utilizados en la sintesis de glucosa se observd un uso
preferencial por la serina y la alanina. Diversos experimentos ponen de manifiesto el papel
de la alanina como aminoacido gluconeogénico en presencia del cortisol (Foster y Moon
1986; Vijayan et al., 1994) y en situaciones de estrés por confinamiento (Vijayan et al.,
1997) captura y manipulacion (Braley y Anderson, 1992). De hecho, segun Milligan
(1997), un incremento de cortisol, en truchas arco iris sometidas a un ejercicio exhaustivo,
provocaria una activacion del catabolismo en higado, dando lugar a una liberacion de
aminoacidos en sangre con destino al misculo blanco. En este tejido, el cortisol promoveria
la oxidacion de los aminoacidos generandose glutamina, que pasaria a la sangre para ser

oxidada en musculo rojo, y alanina, que iria destinada a la sintesis de glucosa en higado.
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Algunos autores observaron que tras una administracion continuada de cortisol
exdgeno, el aumento de aminoécidos plasmaticos no se asociaba a una activacion de las
vias gluconeogénicas Esto apoyaria la idea de que el cortisol podria intervenir aumentando
la disponibilidad de substratos energéticos (Andersen et al., 1991) pero que los efectos
hiperglucemiantes podrian depender de la interaccion entre el cortisol y otras hormonas

(Foster y Moon, 1986).

En relacion al metabolismo de los lipidos, en determinadas situaciones de estrés
se ha puesto de manifiesto un aumento de la actividad de lipasas asociado a una liberacion
de glicerol y acidos grasos, encaminada a la sintesis de glucosa o con fines energéticos
(Vijayan et al., 1990, van der Boon, et al., 1991). De hecho, parece que existe una
intervencion de las catecolaminas en esta movilizacion lipidica (Pickering, 1993a) ejerciendo,

a nivel hepatico, un incremento de la actividad triacilglicérido lipasa (Fabbri et al., 1998).

Hay autores (Waring et al., 1996) que consideran el aumento de acidos grasos libres
en sangre como un factor indicativo del estrés en peces. Esto parece confirmarse en
situaciones de estrés por ayuno (White y Fletcher, 1986), confinamiento a corto plazo
(Ruane et al., 2002) y ejercicio (Sugita et al., 2000). Por otro lado, en salmones “parr”
sometidos a natacion continua, se demuestra una utilizacion de las reservas grasas frente a
la constancia de las reservas de glucdgeno, al contrario que en peces “smolt” donde la baja
proporcion de reservas lipidicas promueve un descenso del glucdégeno (Virtanen y
Forsman, 1987). También, Braley y Anderson (1992), en situaciones de estrés por captura y
manipulacion en perca (Macquaria ambigua), observaron un descenso de los acidos grasos
libres en plasma que, por una posible accidon de la insulina, liberada en respuesta a un
aumento de glucosa, podrian haber ido destinados a la sintesis de lipidos, o por el contrario
haberse oxidado con fines energéticos. Por otro lado, Vijayan et al. (1996) observaron que
tratamientos con cortisol no alteraban los niveles de acidos grasos plasmaticos, lo que podria
explicarse por un aumento de su turnover. A este respecto, Ruane y Komen (2003) tampoco

observaron cambios en los acidos grasos plasmaticos asociados a estrés por alta densidad.

43



11.- Revisién Bibliogréfica

Laactividad de la enzima G6PDH (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), perteneciente a
la via de las pentosas fosfato (ViaPP), proporciona moléculas NADPH que podrian ser
utilizadas en la sintesis de lipidos. En experimentos de estrés por densidad de cultivo, se
comprobd que se producia un descenso en la actividad de esta enzima (Montero et al.,
1999), poniéndose de manifiesto una disminucioén en los procesos lipogénicos, lo que
también se reflejo en situaciones de smoltificacion (Shitaka, 1998). Por otro lado Soengas
etal., 1993a, b) no observaron ninguna alteracion en la actividad de esta enzima durante la
adaptacion de la trucha al agua salada, mientras que en otras ocasiones un incremento de
actividad tras estrés por manipulacion podria justificar la produccion de NADPH como

molécula inactivadora del cortisol, regulando el exceso de éste (Morales et al., 1990).

Tratamientos de cortisol han puesto de manifiesto un incremento de la actividad
HOAD (hidroxiacil Coenzima A deshidrogenasa), ligada a la B-oxidacion de acidos grasos,
con el fin de hacer frente a una mayor demanda energética asociada a situaciones de estrés
(Vijayan et al., 1996). Experimentos con truchas sometidas a natacion continuada
reflejaron, tanto en musculo cardiaco como esquelético, un incremento en la actividad de
esta enzima (Farrell et al., 1992), lo que también se demostr6 en situaciones de estrés
cronico por alta densidad de cultivo en dorada (Montero et al., 1999) y trucha (Vijayan et
al., 1990). En este ultimo caso, se observd un aumento de la GK (glicerol quinasa) y
G3PDH (glicerol 3-fosfato deshidrogenasa), enzimas relacionadas con la utilizacion del
glicerol para la sintesis de glucosa, lo cual confirmaria la accion del cortisol sobre las
enzimas que favorecen la utilizacién de precursores lipidicos para la sintesis de glucosa

(Vijayan et al., 1991).

Es importante tener en cuenta el papel que juegan una serie de factores (modo de
administracion del cortisol exogeno, dosis, etapa de desarrollo, existencia de alguna
manipulacion estresante adicional, efecto sinérgico del cortisol y otras hormonas, cortisol
en sangre unido a proteinas bioldgicamente inerte, etc.) a la hora de evaluar los efectos
metabodlicos de esta hormona (van der Boon, et al., 1991), ya que todo esto podria explicar

algunos datos y resultados contradictorios obtenidos en determinados trabajos.
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3.2.3. Factores que pueden modificar la respuesta secundaria de

estrés

Anestésicos, temperatura, salinidad del medio, estado nutricional, calidad del agua,

etc., son factores que van a influir en la respuesta de estrés.

1) Estado nutricional

Los estudios de Plisetskaya et al. (1994) revelan la importancia del glucégeno

tisular a la hora de hacer frente a situaciones de estrés, como el paso a agua salada en
salmones, donde se observé una influencia de los niveles de glucogeno sobre la capacidad
de resistencia a condiciones adversas. Reubush y Heth, (1996, 1997b) comprobaron que el
estado nutricional afectaba a la recuperacion de los niveles de glucogeno tras situaciones

de estrés agudo por manipulacién, siendo mas lento en peces ayunados. Esto es interesante
si consideramos que ante una nueva situacion de estrés los animales no dispondrian de
todas sus reservas energéticas. Los mismos autores encontraron que, en peces ayunados, el
efecto hiperglucemiante era mas persistente, aunque los picos alcanzados eran mas bajos.

Este mantenimiento podria realizarse a costa de las reservas lipidicas del animal.

También se ha demostrado, en anguilas ayunadas, una preferencia especifica por
determinados animodcidos (serina y alanina) como precursores gluconeogénicos a favor de
una efectiva utilizacion de la proteina del animal (Hansen y Abraham, 1989). Ruane et al,
(2002) también demuestran una influencia del estado nutricional en la respuesta secundaria
de estrés, observando una atenuacion de ésta en peces ayunados con un menor incremento

en los niveles de cortisol, glucosa y 4cidos grasos libres en plasma.

2) Adaptacion al ejercicio y situaciones de estrés

La adaptacion al ejercicio va a condicionar una disminucion de la sensibilidad de
los hepatocitos a la accion de determinadas hormonas glucogenoliticas (adrenalina y

glucagdn), con el fin de mantener las reservas de glucdgeno en estas situaciones de estrés
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(Vijayan et al., 1993b). También se ha observado que, peces sometidos a un entrenamiento
natatorio presentaban una respuesta hormonal de menor magnitud y duracién frente a

determinadas situaciones de estrés (Davison, 1997).

En general, una adaptacion de los animales a situaciones de estrés, asi como una
recompensa asociada a estas condiciones, va a determinar que estos animales estén mejor
adaptados fisiologica y psicologicamente para hacer frente a situaciones estresantes
posteriores. Es una tolerancia al estrés adquirida que se manifiesta con una respuesta mas
atenuada y un periodo de recuperacion mas rapido (Young y Cech, 1993; Schreck et al.,

1995).

3) Temperatura

En cuanto a la temperatura, se ha comprobado que el tiempo necesario para la
restauracion de los niveles basales de glucosa y lactato, en peces sometidos a ejercicio
exhaustivo, era mayor a 4 °C que a 20 °C (Huber et al., 1989). Algo similar se comprob6
con la recuperacion de los niveles de pH, lactato, glucdgeno y osmolaridad en salméon
Atlantico sometido a ejercicio intenso (Wilkie et al., 1997). Se conoce que a altas
temperaturas los mecanismos de difusion de moléculas y la tasa metabolica se ven
incrementados, lo que, asociado a un mayor gasto energético, daria lugar a una respuesta
de estrés mas acusada. Por otro lado, temperaturas excesivamente bajas podrian enlentecer
el proceso de recuperacion. Los resultados mas beneficiosos se asociarian a un intervalo de
temperatura intermedio, que no diera lugar a un incremento de la respuesta de estrés al

mismo tiempo que favoreciera su pronta recuperacion (Davis y Parker, 1990).
Por otro lado, experimentos de estrés por densidad de cultivo reflejan que el

enfriamiento in vivo, previo al sacrificio de animales, suprimia en parte los efectos de la

respuesta secundaria de estrés sobre la calidad de la carne (Skjervold et al., 1999, 2001).
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4) Salinidad

El estrés provoca un aumento del flujo a través de las branquias lo que origina un
aumento de la diuresis acompanada de pérdida de electrolitos. Asi, se ha comprobado que,
en peces de agua dulce, la inclusion de sales en el medio de recuperacion podria tener cierta
efectividad a la hora de atenuar la respuesta al estrés por manipulacion en determinados
animales (Wedemeyer, 1996). En lubinas estriadas recuperadas en aguas con un 5% de
salinidad, los niveles de lactato volvian mas rapidamente a los valores de reposo (Reubush
y Heath, 1997a) que a otras concentraciones salinas. Por otro lado, en experimentos con
condrosteos de agua dulce como el pez espatula (Polyodon spathula), la salinidad del
medio no favorecia el tiempo de recuperacion del animal. Puede que esto se deba a que el
principal beneficio del medio salino sea prevenir las alteraciones ionicas, las cuales no se
presentaban en estos animales sometidos a estrés (Barton et al., 1998). Por otro lado,
experimentos de estrés asociados a transporte y establecimiento de altas densidades de
cultivo, reflejaron que la presencia de cloruro s6dico en el medio disminuia la secrecion de
cortisol y el aumento de glucosa, siendo éste el medio adecuado para una recuperacion

post-estrés (Tsuzuki et al., 2001).

5) Calidad del medio

Se ha observado que el periodo de recuperacion de las alteraciones metabolicas,
originadas como consecuencia del transporte y el ejercicio de los animales, parece estar
directamente relacionado con la calidad del agua del medio (Schoonbee et al, 1989). Como
es bien sabido, las situaciones estresantes van a incrementar las necesidades de oxigeno del
animal. De acuerdo con esto, se ha comprobado que un aporte adicional de oxigeno en el
medio permitiria que animales sometidos a densidades de transporte de més de 1000 Kg/m’
no sufrieran alteraciones fisiologicas graves, al no observarse alteraciones en el consumo
de oxigeno y no existir variaciones ioénicas en plasma, ni cambios en los niveles de lactato

muscular o de las concentraciones de glucégeno hepatico y muscular (Staurnes et al, 1994).
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6) Utilizacion de anestésicos

El efecto de anestésicos, como atenuantes de la respuesta de estrés, se ha puesto de
manifiesto en experimentos de estrés por manipulacion, donde se observd un efecto
bloqueante del metomidato en la secrecion de cortisol (Olsen et al., 1995). Por otro lado, se
ha observado que cantidades elevadas de anestésico pueden ocasionar el efecto contrario,
actuando éste como un agente estresante. Asi, el hecho de que se produzca una respuesta u
otra dependerd de diversos factores como la dosis, modo de aplicacion, periodo de

actuacion, etc. (Morales et al., 1990; Thomas y Robertson, 1991).

7) Habitat

Con respecto al habitat de procedencia, parece ser que, efectivamente, animales
salvajes presentan una mayor respuesta de estrés por carga, en términos de cortisol y
hematocrito, con respecto a los que se encuentran en criadero, ya que los segundos estan
habituados a situaciones de cautividad y cultivo intensivo, lo que no les permitiria estar
mas preparados para hacer frente a este tipo de situaciones adversas (Mazur e Iwama,
1993). Lepage et al., (2000) muestran que las diferencias encontradas en truchas salvajes,
con una mayor secrecion de cortisol y glucosa, frente a las domesticadas, podrian estar

relacionadas con un comportamiento distinto en la secrecion de neurotransmisores.

3.3. RESPUESTA TERCIARIA

Una persistencia de las situaciones adversas va a generar una serie de efectos a
largo plazo, como consecuencia de un desvio energético destinado al mantenimiento de la
homeostasis, en detrimento de una serie de funciones como el crecimiento, reproduccion y
capacidad de respuesta inmune que, en el peor de los casos, pueden desembocar en la

muerte del animal.

49



I1.- Revisién Bibliogréafica

3.3.1. Crecimiento

Uno de los principales aspectos a tener en cuenta en la acuicultura intensiva es el
rendimiento de la produccion. Esto hace que todos los factores que puedan afectar

negativamente al crecimiento del animal cobren especial importancia en esta practica.

Se ha observado, en muchos casos, un descenso del crecimiento asociado a
situaciones de estrés, lo cual parece ldgico si consideramos que parte de la energia
destinada a crecimiento debe de ser utilizada para otros procesos y necesidades mas
inmediatas como la respiracion, control del balance electrolitico, locomocion, reparacion de
tejidos, etc. A todo esto habria que sumar una movilizacion de las reservas energéticas del
animal reflejada, en algunos casos, en un aumento de su tasa metabdlica y respiratoria, todo
ello encaminado a cubrir el incremento de la demanda energética (Vijayan et al., 1990;

Pankhurst y van der Kraak, 1997; De Boeck et al., 2000).

Otro factor, que en situaciones de estrés puede ser determinante, es un descenso en
los niveles de ingesta y de asimilacion de nutrientes, lo que podria suponer un mecanismo
compensatorio encaminado a disminuir los costes energéticos asociados a los procesos de
digestion y absorcion de nutrientes. En casos de estrés por alta densidad de cultivo esto
tiene especial importancia, ya que habria que sumar una disminucion en la disponibilidad
del alimento, ya sea por la mayor densidad de animales o por el establecimiento de

jerarquias entre ellos (Wendelaar-Bonga, 1997).

Todos estos aspectos se pueden unificar basdndonos en la ecuacion de distribucion

de energia en el metabolismo:

Si partimos de la energia bruta aportada en el alimento ingerido (GE), habria que
tener en cuenta las pérdidas en heces (FE) y orina (UE), quedando asi la energia
metabolizable (ME), que se distribuiria entre el mantenimiento del animal (MEm) y la

sintesis y renovacion de tejidos (MEp).
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GE = FE + UE + ME (MEm + MEp)

En situaciones de estrés esta ecuacion se puede ver afectada a varios niveles, de tal
manera que un descenso en la ingesta va a disminuir la energia bruta aportada por el
alimento. La efectividad en la asimilacion y absorcion de nutrientes también puede verse
afectada en estas condiciones, lo que influiria en la disponibilidad de energia metabolizable
que, en casos de estrés, puede verse disminuida. Por ultimo, el preferente destino
energético de los nutrientes, para hacer frente a determinadas alteraciones metabolicas,
hace que la relacion MEp/MEm disminuya en situaciones de estrés, lo que explicaria un

descenso en la produccion o crecimiento final (van Weerd y Komen, 1998).

Marchand y Boisclair (1998) proponen modelos mas esquematicos en los cuales el
crecimiento viene expresado en funcion de dos variables: ingesta y actividad. Efectivamente,
estos autores han demostrado en truchas juveniles, que el incremento de densidad de cultivo
ocasiona una menor ingesta y un aumento en la actividad (conductas agresivas, competicion,
etc.), lo que se traduciria en un menor crecimiento. En este caso, parece que las diferencias

en crecimiento dependerian en un 40% de la ingesta y en un 60% del gasto energético.

3.3.1.1. Efecto de la respuesta de estrés sobre las hormonas que controlan el

crecimiento

Existe un efecto inhibitorio del estrés sobre determinadas hormonas que promueven
el crecimiento como la insulina, prolactina, hormona del crecimiento, hormonas tiroideas

y androgenos.

Por otro lado, como ya se ha comentado, la estimulacion de la produccion de
cortisol, en una situacion de estrés continuada, va a disminuir el crecimiento de una forma
directa, estimulando el consumo energético y la actividad de determinadas rutas

catabolicas, o indirecta, por medio de su interaccion con otras hormonas (Viajan et al.,
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1990; Pickering, 1993a; Pankhurst y van der Kraak, 1997). El problema estaria en encontrar

esa cascada de acontecimientos que relacione ambos aspectos de forma tan directa.

1) La hormona del crecimiento (GH) es secretada por la hip6fisis estimulando en
el higado la produccion del IGF-1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1) que llegara via
sanguinea a los tejidos periféricos promoviendo la diferenciacion celular y el crecimiento

(Pakhurst y van der Kraak, 1997).

Se ha encontrado una influencia del estrés en la secrecion de esta hormona, aunque
no estd del todo clara, ya que en casos de estrés agudo por manipulacioén y confinamiento,
se produce una bajada en la GH asociada a un aumento de corticoides y ACTH, mientras
que, en situaciones de estrés cronico por densidad de cultivo (100 g/l), se produce un
incremento de GH, posiblemente en respuesta a un descenso del crecimiento por efecto
directo del cortisol o de una disminucién en la ingesta (Pickering et al., 1991). También se
ha observado que la influencia de ciertas practicas estresantes, como la administracion de
solucidn salina o insulina mediante inyecciones, o el sometimiento a ayuno, provocan un
incremento en los niveles de GH (Takahashi et al., 1991). Por otro lado, hay casos en los
que situaciones cronicas de alta densidad de cultivo se asocian con una reduccion
prolongada de GH plasmatica (Rotllant et al., 2000) e incluso casos en los que situaciones
de estrés no provocaron alteracion alguna en los niveles de esta hormona (Wagner y Mc.
Keown, 1986). Esta discrepancia en los resultados podria estar condicionada por el tipo de
agente estresante e incluso por las variaciones circadianas de esta hormona que, en cierto

modo, podrian enmascarar las variaciones en los niveles de la misma (Takahashi etal., 1991).

Con respecto a las interacciones entre cortisol y GH, parece que se ha encontrado
un efecto sinérgico de ambas hormonas sobre la inhibicion de la enzima HK, con lo cual se
produciria una disminucion de la utilizacion celular de la glucosa (van der Boon et al.,
1991). Esto podria explicar experimentos en los que se ha demostrado que un incremento
de los niveles de glucosa plasmatica podria dar lugar a una inhibicion de la secrecion de

GH inducida por situaciones de estrés (Takahashi et al 1991).

52



11.- Revisién Bibliogréfica

La actuacion conjunta de ambas hormonas se refuerza con una retroalimentacion
positiva, en la que la secrecion de cortisol por el tejido interrenal activaria en la hipofisis la
produccion de GH y esta, a su vez, activaria al tejido interrenal para la secrecion de cortisol
(van der Boon et al., 1991; Pankhurst y van der Kraak, 1997). La correlacion positiva entre
los niveles de cortisol y GH, en situaciones de estrés cronico, no se corresponderia con el
descenso del crecimiento asociado al estrés. Esta aparente contradiccion podria explicarse
como un efecto compensatorio de la hormona por disminucion de la sensibilidad de sus
receptores en las células diana (Pickering et al., 1991). Posteriores estudios pueden llevar a

aclarar los efectos del estrés sobre la GH.

2) Las hormonas tiroideas, cuya estimulacion se hace también via hipofisis,
tienden a estimular el anabolismo, ya que se encargan de promover la sintesis proteica. Se
ha visto que tras su entrada en los tejidos periféricos (principalmente higado), la T4
(tiroxina) se transforma en T3 (triyodotironina) que ejercerd su influencia sobre los
distintos tejidos somaticos (tejido muscular). Los efectos inhibitorios del estrés sobre esta
hormona se ejercen a estos dos niveles: entrada de T4 en tejidos periféricos y actuacion de
T3 en tejidos somaticos. Por otro lado, se ha encontrado un efecto inhibitorio del cortisol
sobre la secrecion de hormonas tiroideas, lo que contribuird a su descenso y, en ultimo

término, a la disminucion del crecimiento (Pankhurst y van der Kraak, 1991).

En contraposicion a esto, se han encontrado casos en los que existe un efecto
sinérgico entre las hormonas tiroideas y el cortisol de tal forma que, a dosis apropiadas, no
so6lo se consigue una estimulacion del crecimiento larvario, sino que éste se realiza de forma
equilibrada y proporcional. El cortisol actuaria estimulando la reabsorcion del saco vitelino y

este aporte energético favoreceria el crecimiento de la larva (Mathiyalagan et al., 1996).

3) Los andrégenos, hormonas secretadas por las gonadas bajo estimulacion de la
hipoéfisis, también actiian promoviendo el crecimiento de tejidos somaticos, que puede
verse frenado por situaciones de estrés y niveles altos de cortisol que inhibirian los efectos

anabolicos de los androgenos (Pankhurst y van der Kraak, 1991).
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4) Algo similar ocurre con la prolactina y la insulina, hormonas estimuladoras del

crecimiento que, en situaciones de estrés, estan inhibidas.

ESTRES

INSULINA = CATECOLAMINAS
ESTEROIDEAS =
™ < =
@ CORTISOL
GH
PROLACTINA

Figura I1.4.- Efectos del estrés sobre las hormonas que controlan el crecimiento (Pickering, 1993a).
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3.3.1.2. Efecto de la respuesta de estrés sobre algunos indices nutricionales y de

crecimiento

El descenso de la velocidad de crecimiento, asociado a determinadas situaciones de
estrés, viene reflejado por un descenso en determinados indices como: la tasa de
crecimiento instantdneo (TCI), el factor de condicion (FC) y la eficacia alimentaria (EA), y
por un aumento en el indice de conversion del alimento (ICA) (Wendelaar-Bonga, 1997).
A este respecto, se han realizado experimentos en diversas especies como tilapia
(Oreochromis spilurus y Oreochromis Niloticus), lubina (Dicentrarchus labrax), pez gato
(Clarias gariepinus), rodaballo (Psetta maxima), halibut (Hippoglossus hippoglossus),
trucha, etc., observandose que, en la mayoria de los casos, el efecto de altas densidades de
cultivo sobre estos indices alimentarios y de crecimiento es negativo (Pickering y Stewart,
1984; Cruz y Ridha, 1991; Zonneveld y Fadholi, 1991; Hesthagen y Johnsen, 1992;
Tidwell y Webster, 1993; Bjornsson, 1994; Hengsawat et al., 1997; Papoutsoglou et al.,
1998; Ross y Watten, 1998; Hossain et al., 1998; Irvin et al, 1999) (Tabla II.1.). Otros
autores han demostrado que, aunque una alta densidad de peces no afecta de forma
significativa al FC ni a la TCI, se produce un descenso en el peso medio de los peces
cultivados a altas densidades (Mazur et al., 1993a). En contraposicion, existen
experimentos en los que altas densidades de cultivo no afectan a la produccion (Watanabe
etal., 1990), TCI e ICA (Ruane y Komen, 2003) o que incluso favorecen la TCI y el ICA
(Jagersen et al., 1993; Papoutsoglou et al., 1998).

Numerosos experimentos relacionan los niveles de cortisol con alteraciones en el
crecimiento y la ingesta. Ya en larvas de tilapia se demostré que la administracion de
cortisol exdgeno a determinados niveles provocaba un mayor crecimiento (Mathiyalagan et
al., 1996). A esto hay que sumar los experimentos de Weil et al. (2001), que demuestran
que, mas que la magnitud alcanzada en los picos de cortisol ante situaciones de estrés, lo
que va a influir en el crecimiento es la persistencia de los niveles de esta hormona en
sangre. En contraposicion, Gregory y Wood (1998) no encontraron ninguna relacion entre

la TCI y los niveles de cortisol.

Un descenso en la tasa de crecimiento en situaciones de estrés va a estar
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determinado, entre otros factores, por una menor ingesta (Zonneveld y Fadholi, 1991),
observandose una posible influencia del cortisol sobre los centros hipotalamicos que
regulan el apetito, al ejercer un efecto inhibidor sobre la ingesta (Bernier y Peter, 2001).
Pero no todo va a depender exclusivamente de la cantidad ingerida, ya que también se han
encontrado descensos en la eficacia alimentaria. Efectivamente, experimentos de estrés por
alta densidad de peces demuestran un descenso continuado del crecimiento de la trucha
asociado a una menor EA, aunque no se observé en este caso una implicacion directa del
cortisol a este respecto, lo que probablemente sea debido a interacciones sociales
(Pickering y Stewart, 84). Por otro lado, estudios posteriores establecen una posible
conexion entre la elevacion cronica de los niveles de cortisol y un descenso del apetito, TCI,
FC e ICA (Gregory y Wood, 1999) asi como en la EA, debido a alteraciones en el epitelio
gastrico (Barton et al., 1987).

En experimentos con tilapias sometidas a diferentes densidades de cultivo, ademas
de verse afectado negativamente la EA (Cruz y Ridha, 1991), también se observo que
densidades mas altas iban asociadas, en algunos casos, a valores de retencion proteica
(VPP) més bajos (Zonnevel y Fadholi, 1991). Esto podria explicar la mejor utilizacion del
alimento observada en algunas especies sometidas a baja densidad en condiciones de
cultivo extensivo, al poder alimentarse de nutrientes naturales y no depender tanto de un
aporte exogeno de dieta como ocurre en cultivos intensivos. Todo esto se traducia en un
mayor incremento de peso individual y de biomasa total, al final del periodo experimental,

en aquellos animales sometidos a bajas densidades de cultivo (Tidwell y Webster, 1993).

Existen casos en los que no estd tan clara la relacion inversa entre estrés por
densidad de cultivo y crecimiento. Experimentos realizados en salmonidos sometidos a
diferentes densidades peces pusieron de manifiesto que, en valores superiores a 60 g/l, se
establecia una correlacion positiva entre densidad y crecimiento. Todo esto se asociaba a
una mayor ingesta (por alimentacion automatica) que, aunque generaba unos indices mas
altos de consumo de oxigeno y tasa metabolica, estos no fueron determinantes en la pérdida
de peso. Por otro lado, no se observd ningun tipo de comportamiento agresivo entre los

animales a alta densidad (Jergensen et al., 1993). De hecho, parece que el efecto negativo
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de la densidad sobre el crecimiento puede ser compensado por los regimenes de
alimentacion y la frecuencia de disponibilidad del alimento (Holm et al., 1990) y que, en
sus efectos, puede ser determinante el tipo de tanque y caracteristicas del flujo de agua, asi
como un previo conocimiento de la etiologia y hébitat de la especie (Wedemeyer, 1997;

Papoutsoglou et al., 1998; Ross y Watten, 1998).

Un aumento de la densidad de animales va a disminuir los niveles de oxigeno del
medio, a no ser que este sea suplementado. En experimentos de alta densidad con el halibut
(Bjornsson, 1994), se observo un descenso de la ingesta y un desvio energético a costa del
crecimiento, posiblemente destinado a compensar el gasto por el aumento de actividad
natatoria del pez para buscar zonas mas oxigenadas. Sin embargo, experimentos con trucha
demostraron que altas densidades de animales no daban lugar a un aumento de su tasa
respiratoria (Lefrangois et al., 2001); asimismo, Caldwell y Hinshaw (1994), al someter a
truchas a condiciones de hipoxia, observaron que el crecimiento no se veia afectado. Por
otro lado, hay experimentos de estrés, por baja saturacion de oxigeno (como podria ocurrir
a altas densidades de cultivo), en los que, si bien no se observa un efecto en el crecimiento,
hay una disminucion en los indices ARN/ADN, lo que nos indica que esta puede ser una
buena medida del descenso del crecimiento a corto plazo (Peterson y Brown-Peterson,

1992).

Se ha comprobado, en muchas especies, que una adaptacion al ejercicio moderado
puede resultar positiva sobre el crecimiento, asociada a una mejora en el ICA y la TCI
(Davison, 1997). Efectivamente, en estos casos, se observé en lubina estriada un aumento
de peso y longitud, debido a un mayor depdsito de reservas lipidicas que no fueron
consumidas durante el ejercicio de mantenimiento. Esto aseguraria una supervivencia del
animal en futuras condiciones adversas (Young y Cech, 1994). En salmén Atlantico
también se observo una mejora de la ingesta y eficacia alimentaria al someterlo a ejercicio
moderado y continuo, observandose poca variacion en el peso de los animales, lo que
favoreceria la ausencia de relaciones de dominancia entre individuos (Jergensen y Jobling,
1993). Por otro lado, experimentos en trucha arco iris dieron lugar a una ausencia de

crecimiento y un menor FC en peces entrenados con respecto a los control. Esto,
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posiblemente, se debiera a un estrés, en los animales entrenados, asociado a los cambios de
velocidad en el agua, que afectaria negativamente a la ingesta y utilizacion del alimento

(Farrell et al., 1992).

Es interesante puntualizar que, aunque por lo general una mayor concentracion de
animales produce un descenso en la tasa de crecimiento, existen casos (Zonneveld y
Fadholi, 1991; Hesthagen y Johnsen 1992, Hengsawat et al., 1997) en los que este aspecto
no repercute negativamente a la rentabilidad y produccion, ya que, aunque individualmente
los peces obtenidos tengan un peso menor, existe un mayor numero de éstos al ser muy
baja la tasa de mortalidad. En tilapia, ademas se ha comprobado que, a densidades de
cultivo mas altas, la variacion en el peso y longitud de los animales es menor, lo que en
algunas ocasiones puede ser mas rentable a la hora de obtener una produccion lo mas

homogénea posible (Watanabe et al, 1990).
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Tabla IL1.- Efecto de la alta densidad de cultivo sobre algunos indices nutricionales y de crecimiento: ( T ) incremento, ( 4 ) descenso o (=) constancia de los valores.

Referencia

Especie

FC
peso/log3

TC
(In P;—In P;)/dias

IC
ingesta/(Ps — Pj)

EA
(P¢ — Pj)/ingesta

VPP
100*(Nf - Nf)/ng

Peso medio

A Peso

Cv
%

Cruz y Ridha, 1991

Oreochromis spilurus

v

V

V

Zonneveld y Fadholi, 1991

Watanabe et al., 1990

Oreochromis Niloticus

V

i

V

Hossain et al., 1998

Hengsawat et al., 1997

Clarias gariepinus

é

Irvin et al., 1999

Scophthamus maximus

é

Tidwell y Webster, 1993

Lepomis

Bjornsson, 1994

Hippoglossus
hippoglossus

Papoutsoglou et al., 1998

Dicentrarchus labrax

>l <| <<

Mazur et al., 1993

Onchrhynchus
tshawytscha

Jorgensen et al., 1993

Salvelinus alpinus

—

Ross y Watten, 1998

Salvelinus namaycush

é

Pickering y Stewart, 1984

Hesthagen y Johnsen, 1992

Salmo trutta
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3.3.1.3. Establecimiento de jerarquias entre individuos y efectos sobre el

crecimiento

El hecho de que en situaciones de alta densidad de cultivo, generalmente se
produzca un descenso en el crecimiento de los animales, no sélo va a estar condicionado
por una menor disponibilidad en el alimento y oxigeno del medio, sino que, ademas, un
posible establecimiento de jerarquias puede dar lugar a una situacion de estrés adicional en
aquellos individuos dominados. Esto explicaria una mayor dispersion del peso individual
de los animales, reflejada en un aumento en el coeficiente de variacion (CV) de estos (Irwin

etal., 1999).

El efecto de las interacciones sociales sobre el crecimiento se ha observado en
experimentos con salmoénidos, donde los animales sometidos presentaban una menor TCI y
FC, asociandose este Ultimo a un descenso en el contenido lipidico de estos animales
(Sloman et al., 2000). Los mismos autores encontraron dos tipos de comportamiento entre
peces dominados: el que presenta un alto gasto energético debido a que compite con el
dominante para la captura de alimento, y el que permanece alejado de los peces dominantes
y con un bajo coste energético. En el primer caso, el crecimiento se vio afectado por la
ingesta, que no era suficiente para compensar sus costes energéticos, cosa que no ocurria en
el segundo tipo, donde el bajo consumo de alimento se compensaba con el poco gasto

energético debido a su baja actividad (Sloman et al., 2000).

Parece ser que el establecimiento de jerarquias esta, en parte, regulado a nivel del
sistema nervioso mediante la secrecion de determinados neurotransmisores. Efectivamente,
los individuos dominantes manifiestan un comportamiento mas agresivo, estimulado por la
secrecion de dopamina, mientras que los individuos sometidos presentan altos niveles de
serotonina, la cual ocasiona una disminucién de la agresividad, la actividad locomotora
espontdnea y la ingesta (Winberg y Nilsson, 1993). Ademads, se ha comprobado una
intervencion de estos neurotransmisores regulando la presencia de elevados niveles de
cortisol en aquellos individuos sometidos (Overli et al., 1999; Hoglund et al., 2001), no
descartandose el que exista cierta relacion entre la probabilidad de ser subordinado y los

titulos de cortisol presentados, previos al "estrés social" (Sloman et al., 2001). De hecho,
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Pottinger y Pickering (1992) observaron un mantenimiento cronico, o una lenta
recuperacion de los niveles de cortisol, en posibles animales subordinados en situaciones de
estrés por confinamiento. Por otro lado, Sloman et al. (2000) no encontraron diferencias en
los niveles de cortisol (ni alteraciones secundarias) entre subordinados y dominantes, lo que
podria deberse a una recuperacion de sus niveles basales al cabo de dos semanas, mas que a

una ausencia de estrés, ya que si se encontraron diferencias en los indices de crecimiento.

Actualmente, se estan realizando estudios acerca de como paliar la influencia de las
relaciones de dominancia sobre el crecimiento. Se ha comprobado en doradas de un tamafio
medio, que la presencia de individuos de mayor o menor tamafo, asociada a una
disponibilidad o competencia por el alimento, determinaba el crecimiento de estos
animales. Con alimento en exceso, la presencia de animales de mayor tamafio aumentaba la
TCI en los de peso medio, y en situaciones de competencia, el peso era mayor cuando los
de peso medio se rodeaban de animales pequeiios (Karplus et al., 2000). Por otro lado, se
ha demostrado la influencia del nimero de individuos en el establecimiento de jerarquias
tras estrés por confinamiento. Pottinger y Pickering (1992) demostraron que pares y grupos
de cinco truchas presentaban claros indicios de dominancia y subordinacion con respecto a
grupos de diez, en los que la ausencia de inhibicién en el crecimiento, debido a
interacciones sociales, se puso de manifiesto con un claro descenso en el coeficiente de
variacion. El comportamiento agonista de la mayoria de los salmonidos tiende a disminuir a
altas densidades, cosa que también se ha demostrado en otras especies como la tilapia
(Bagley et al., 1994; Wedemeyer, 1997). En estas condiciones, los animales cambian
continuamente su posicion relativa con respecto a los otros, lo que les imposibilita
reconocer el comportamiento de determinados individuos y establecer relaciones
jerarquicas, viviendo en unidades sociales anonimas. En estos casos, la disponibilidad de
alimento y condiciones del medio parece ser determinante en el desarrollo de una buena

produccion (Karplus et al., 2000).
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3.3.2. Respuesta inmune

Una de las consecuencias de una respuesta de estrés continuada es la predisposicion
del animal a desarrollar infecciones por parasitos o microorganismos, debido a un
descenso en la capacidad de respuesta inmune (Barton e Iwama, 1991). Efectivamente, se
han puesto de manifiesto los efectos inmunosupresores de la activacion del eje hipotdlamo-
hipoéfisis-interrenal (Balm, 1997), demostrandose que una hipercortisolemia, causada por
distintos tipos de estrés, puede afectar al sistema inmune tanto a nivel de la respuesta

natural o imnata como de la especifica o adquirida (Pickering, 1993b; Wedemeyer, 1997):

a) En cuanto a la inmunidad natural o imnata, se ha observado un descenso en la
capacidad bactericida, mediante alteraciones en la actividad de la lisozima y en la actividad
hemolitica, basada principalmente en la ruta alternativa del complemento, asi como de
hemoaglutininas del suero (Rotllan et al., 1997; Aranishi et al., 1998; Ruane et al., 1999).
Los resultados referidos a la actividad de la lisozima son algo ambiguos, ya que se puede
producir un aumento o un descenso de su actividad dependiendo de la duracion y tipo de
estrés (Fevolden et al., 2002). A esto hay que sumar un descenso en la actividad citotoxica
de leucocitos eosinéfilos y de la capacidad fagocitica de macrofagos, asociada a una
disminucién en estos de la capacidad de produccion de radicales de oxigeno tdxicos con

funcion antimicrobiana (Narnaware et al., 1994; Ruane et al., 1999; Vazzana et al., 2002).

b) Con relacion a la inmunidad especifica o adquirida, se ha observado una accion
del cortisol provocando un descenso de linfocitos circulantes y células productoras de
anticuerpos especificos, lo que se refleja en un descenso de anticuerpos como es el caso de
la IgM (Maule et al., 1989; Salonius ¢ Iwama, 1993; Thompson et al., 1993; Barker et al.,
1994; Nagae et al., 1994; Rotllan et al., 1997; Ruane et al., 1999).

Aunque se ha demostrado un efecto inmunomodulador de las catecolaminas, al
provocar un descenso en la actividad fagocitica de macrofagos en pocas horas (Narnaware
et al., 1994; Harris y Bird, 2000), la mayoria de los estudios realizados se centran en la

accion del cortisol. De hecho, en salmonidos, se ha demostrado la presencia de receptores
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de glucocorticoides en leucocitos y como, ante situaciones de estrés, éstos sufren
modificaciones (Maule et al., 1990; Rotllan et al., 1997). De cualquier manera, los efectos
del estrés son dificiles de interpretar so6lo en términos de estas dos hormonas, ya que
existen muchas otras que estan implicadas mediante su actuacion a lo largo del HHI, con

intervencion de la CRH y ACTH (Harris y Bird, 2000).

Por ultimo, es interesante destacar que ademds de facilitar la transmision de
infecciones entre individuos, las altas densidades de cultivo pueden modificar la capacidad
de respuesta inmune, como se puso de manifiesto en salmonidos, al observarse una relacion
directamente proporcional entre la tasa de infeccion por Renibacteriun salmonidarun y los
valores de densidad de animales (Mazur et al., 1993b). Pickering y Pottinger (1989)
también demostraron que el estrés cronico asociado a altas densidades de cultivo provocaba
un descenso de linfocitos circulantes que se mantenia aun cuando los titulos de cortisol
retornaban a niveles proximos a los basales, lo que puede ser un claro indice del alto grado
de sensibilidad de la especie, o consecuencia de los efectos del estrés a largo plazo con una

respuesta hormonal ya atenuada.

3.3.3. Reproduccion

Es bien conocido el efecto del estrés sobre los procesos de maduracion reduciendo
la tasa de supervivencia de las crias. Existen diversos experimentos, asociados a
alteraciones ambientales (pH, contaminantes, etc.) y a estrés por manipulacién o
confinamiento, que ponen de manifiesto una serie de alteraciones, en dichos procesos, a

nivel endocrino y fisioldégico (Barton e Iwama, 1991).

Aunque se ha observado una actuacion del cortisol en el eje hipofisis-gonadas,
dando lugar a una supresion de gonadotrofina en la hip6fisis de manera indirecta, el cortisol
actua predominantemente y de forma directa inhibiendo la secrecion de esteroides en
gbnadas, provocando un descenso en los niveles plasmaticos de testosterona, estradiol y,
en consecuencia, de vitelogenina (Barton e Iwama, 1991; Pankhurst y van der Kraak,

1997). A este respecto, se ha observado un efecto del cortisol inhibiendo la afinidad de los
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receptores de estradiol, encargado de promover la sintesis de vitelogenina en higado

(Hobby et al., 2000; Lethiomonier et al., 2000).

Como consecuencia de las alteraciones hormonales se van a producir una serie de
consecuencias a nivel fisiolégico como un descenso en el tamafio del ovario, retrasos en la
ovulacién y un descenso en el espermatocrito y calidad de gametos. Todo esto repercutira
en el tamafio y viabilidad del huevo, supervivencia y crecimiento de larvas y alevines
(Pickering, 1993a; Campbell et al., 1994; Sehgal y Toor, 1995). Es interesante tener en
cuenta que, ademas, existen una serie de efectos indirectos asociados a situaciones de estrés
y que se producen como consecuencia de una disminucién en la ingesta, disponibilidad de

reservas energéticas y aprovechamiento nutricional (Campbell et al., 1994).

Se ha comprobado que existen ciertas diferencias en cuanto a la naturaleza de la
respuesta fisiologica y reproductiva ante determinados agentes estresantes y, de hecho,
parece una contradiccion que periodos de puesta vayan asociados a una activacion del eje
HHI y una liberacién de cortisol, no estando claro, en muchos, casos el papel de esta
hormona a este nivel. De esta manera, el tipo de respuesta producida va a depender de
muchos factores entre los que encontrariamos el grado de maduracion, la especie,

influencias hormonales y/o ambientales, etc. (Barton ¢ Iwama, 1991; Schreck et al., 2001).

4. PAPEL DE LOS HUFAS COMO ACIDOS GRASOS
ESENCIALES EN LOS PECES

Los lipidos son uno de los principales componentes de la dieta de los peces ya que
tienen un importante papel como fuente de energia y vehiculo para el aporte de acidos

grasos esenciales, vitaminas y determinados micronutrientes de caracter liposoluble.

Un acido graso esencial (AGE) es todo aquel que el animal es incapaz de sintetizar

de novo (sinteis endogena) y cuyo aporte en la dieta es necesario para el mantenimiento de
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las funciones celulares (Sargent et al., 1989). El ambiente en el que se encuentren los
animales va a condicionar la disponibilidad y tipo de alimento lo que, en Gltimo extremo,

va a estar relacionado con las necesidades esenciales de determinados nutrientes.

De esta manera, en peces marinos existe un aporte de acidos grasos altamente
insaturados (HUFAs) asociado al consumo del fito y zooplacton de este medio. Estos
acidos grasos son del tipo n-3 y n-6 (que indica la posicion del carbono con un doble enlace
a partir del grupo metilo del 4cido graso) y se ha podido comprobar la incapacidad que
tienen la mayoria de peces marinos para sintetizarlos de novo (Watanabe, 1987; Webster y
Lowell, 1990) al observarse una serie de efectos negativos asociados a su carencia en la
dieta, en concreto del 20:5n3 (4cido eicosapentanoico, EPA) y del 22:6n3 (acido
docosahexanoico, DHA). Por otro lado, en ciertos peces marinos como el rodaballo se
observé que las carencias de HUFAs n-3 eran suplidas con la administracion de ciertos
acidos grasos precursores (Tocher et al., 1989). De hecho, ya en peces de agua dulce, y de
manera destacada en trucha, se ha observado una capacidad para sintetizar HUFAs n-3 y n-
6 a partir de otros acidos grasos como el 18:2n6 (linoleico) y 18:3n3 (linolénico). El hecho
de que estos ultimos se encuentren de manera abundante en ciertas plantas y algas de agua
dulce, representativas de la base de la cadena alimentaria, podria explicar la presencia de
estos acidos grasos, aunque con sustanciales modificaciones, en niveles troficos superiores

y, en cierto modo, la capacidad de aprovechamiento de estos como fuente precursora de

HUFASs en peces dulceacuicolas (Sargent et al., 1989).

4.1. SINTESIS Y NECESIDADES DE HUFAS

La sintesis endogena a partir del precursor acetil-CoA genera 4acidos grasos con un
numero de 14, 16 y 18 carbonos, saturados y monoinsaturados, que mediante una serie de
reacciones de desaturacion y elongacion van a dar lugar a HUFAs del tipo n-9. Por otro
lado, un aporte exégeno de 18:2n6 y 18:3n3 favorece la sintesis de HUFAs n-3 y n-6 en

aquellos animales que poseen la maquinaria enzimatica adecuada, como los peces de agua dulce

(Kanazawa, 1985).
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Sintesis endogena Sintesis exogena
Desaturasa ACIDO GRASO SINTETASA DIETA
= =z = =
14:0 | 16:0 18:0 18:2n6 18:3n3
A9 \l/ \l/ \L
14:1 | 16:1>18:1=>>20:1 | 18:1=>>20:12>22:12>24:1 | 182 —> 20:2> 22:2 18:3 = 20:3
N l
18:2>>20:2>>22:2 18:3 = 20:3>> 22:3 18:4=> 20:4—>22:4
A5 j/
20:3>>22:3 20:4—>>22:4 —>>24:4 20:5—>> 22:5
A4
22:4 22:5 22:6
nS n7 n9 n6 n3

Figura IL.5.- Rutas de sintesis de los diferentes acidos grasos a partir de precursores enddgenos y exogenos

Se ha comprobado que existe una afinidad por el sustrato de dichas enzimas en
orden decreciente desde el 18:3n3, 18:2n6 hasta el 18:1n9. Esto explicaria una mayor
produccion de HUFAs n-3 con respecto a los n-6 en presencia de ambos sustratos y de
como un exceso de 18:2n6 en la dieta puede ser perjudicial para el pez al desviarse la
sintesis a HUFAs n-6 por competencia con la A6-desaturasa, no cubriéndose las
necesidades de n-3. Esto parece indicar que en peces existe una mayor necesidad de los n-3
frente a los n-6, sin menospreciar la importancia de estos tltimos (Sargent et al., 1989;

Henderson et al., 1996).

Por otro lado, se ha observado que, para satisfacer las necesidades del pez, se
requiere el doble de precursores C18 (18:2n6 y 18:3n3) con respecto a los HUFAs,
teniendo por tanto estos ultimos el doble de eficacia en las formulas dietarias. Asi, una
administracion directa de HUFAs n-3 y n-6 frente a precursores C18 resultaria mas
rentable y beneficiosa para el animal a dos niveles: @) supone un ahorro en el pez de los
procesos de conversion (Watanabe, 1987; Billar, 1991) y b) los niveles de HUFAs no

se ven limitados por una tasa insuficiente de sintesis a partir de precursores C18, los
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cuales, a su vez, pueden disminuir sus niveles debido a que presentan mayor
predisposicion a ser oxidados con fines energéticos que los HUFAS C20 y C22
(Ruyter et al., 2000b).

De esto se deduce que las necesidades cualitativas y cuantitativas de acidos grasos
esenciales dependeran de la capacidad del animal para sintetizarlos a partir de precursores
(relacionado con el habitat y la especie) y del grado de esencialidad de los distintos acidos

grasos (Sargent et al., 1989; Billar, 1991) (ver Tabla I11.2).

Tabla II.2.-.- Necesidades de AGEs en trucha arco iris expresadas como % en dieta y % de
los lipidos consumidos.

Ac. Graso % dieta | % lipidos observaciones

Linoleico 1 20

18:2n6
( ) Eficaces en peces de agua dulce

Linolénico 1 20

(18:3n3)
Indispensables en peces marinos
HUFAs n-3y n-6 0.5 10

En agua dulce doblemente eficaces con
respecto a sus precursores.

4.2. INFLUENCIA DE LA DIETA EN LA COMPOSICION
CORPORAL DE ACIDOS GRASOS

Aligual que ya se observo en mamiferos (Ruiz-Gutiérrez et al., 1999; Luostarinem
et al., 2001), la composicion en acidos grasos de la dieta de los peces se refleja en sus
tejidos corporales. Tras la administracion de dietas ricas en HUF As se observé un depoésito
de éstos en carcasa (Agrandi et al., 1995), higado (Mourente et al., 2000) y musculo (Olsen
y Henderson, 1997; Huang et al., 1998). Estos efectos explicarian la presencia de 18:2n6 'y
18:3n3 asi como de 20:5n3 y 22:6n3 en peces de agua dulce, encontrandose en peces

marinos so6lo estos ultimos y en proporciones superiores (Henderson y Sargent, 1985).
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La influencia de la dieta en los acidos grasos corporales se puede analizar desde

dos puntos de vista:

1) Cantidad de dieta ingerida. A este respecto, se ha observado que un descenso
en la ingesta (que puede estar asociado a cambios en la salinidad del medio, saturacion de
oxigeno, situaciones de estrés por densidad de cultivo, etc.) dio lugar a una menor
proporcion de acidos grasos saturados y monoinsaturados (14:0, 18:0, 16:1, 18:1) en
musculo, lo que refleja un posible destino catabolico de estos acidos grasos de reserva con
fines energéticos. Los niveles de HUFAs n-3 no se vieron tan afectados (incluso
aumentaron), lo que parece indicar la importancia de su funcion estructural y estabilizadora

de membranas frente a los lipidos de reserva (Kiessling et al., 2001).

2) Variaciones de los niveles relativos de determinados acidos grasos en la
dieta, generan un desequilibrio a nivel tisular de las proporciones existentes entre ellos,
asociado a la activacion o desactivacion de determinadas vias enzimaticas por efecto de la

competencia entre los distintos sustratos.

La carencia de precursores n-3 y n-6 (18:2n6 y 18:3n3) en peces de agua dulce
genera, a la larga, un descenso de los HUFAs derivados de ellos y un aumento de acidos
grasos n-9 (18:1n9 y 20:3n9) al eliminarse una posible competencia de los primeros con los
18:1n9 por la A6-desaturasa. Esto lleva a que, en ocasiones, se tome un aumento en el
indice 20:5n9/22:6n3 como indicativo de carencia de AGEs (Rainuzzo et al., 1997; Ruyter
etal.,2000a). En cuanto a los niveles de 20:4n6 (acido araquidonico), se observé un ligero
aumento de éste a costa del 18:2n6 presente en las membranas. Esto pone de manifiesto la
esencialidad de este acido graso aunque no de una manera muy acusada (Ruyter et al.,

20004a).

Por otro lado, en juveniles de lenguado, el aporte de HUFAs n-3 aument6 su
proporcion a nivel tisular a costa de un descenso de 18:2n6 y 18:3n3 (Logue et al., 2000).
Es interesante destacar que la suplementacion de 18:3n3 en dieta puede ejercer un efecto

inhibidor en la sintesis del 22:6n3 a partir del 20:5n3 (Ruyter et al., 2000b); esto explicaria
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ensayos en los que en ausencia del 18:3n3 se producia un mantenimiento de los niveles de

22:6n3 a expensas de una disminucion en los niveles de 22:5n3 (Bell et al., 1985).

En cuanto a la distribucion de acidos grasos esenciales entre la fraccion neutra y
polar de lipidos, las carencias de HUFAs n-3 y n-6 en dieta provocaron, en primer lugar,
un descenso de estos acidos grasos en triglicéridos con el fin de mantener los HUFAs
n-3 y n-6 en fosfolipidos de membrana, los cuales, finalmente, ante una situacion
extrema, llegan también a manifestar un descenso de estos tltimos (Ibeas et al., 1996;

Ruyter et al., 2000a).

4.3. ;A QUE SE DEBE LA IMPORTANCIA DE LOS HUFAS?

Existen numerosos experimentos que ponen de manifiesto la clara esencialidad de
estos acidos grasos, encontrandose que su importancia a nivel fisiologico estd asociada a

varios aspectos:
1) Regulacion del efecto de la temperatura en las membranas celulares

El hecho de que, a diferencia de los animales terrestres, los peces sean
poiquilotermos hace que un descenso de la temperatura pueda repercutir negativamente en
la fluidez de las membranas celulares y afectar a la funcionalidad de éstas. Una manera de
evitar esto es mediante cambios en las proporciones relativas de los 4cidos grasos que

forman parte de los fosfolipidos de membrana.

Se ha observado que un aumento en el nimero de dobles enlaces y de carbonos en
los acidos grasos favorece la fluidez de las membranas, lo que explicaria el aumento de
HUFASs asociado a un descenso de la temperatura (Sargent et al., 1989; Delgado et al.,
1994) incluso en animales alimentados con dietas pobres en HUFAs (Olsen et al., 1999).
Aunque, es interesante matizar que, una pérdida de acidos grasos saturados, asociada a un

aumento de los poliinsaturados, influye mas en la fluidez de membrana que el incremento
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de dobles enlaces en si (Bell et al., 1986; Cai y Curtis, 1990). Esto explicaria el hecho de
que peces de aguas mas templadas, como el pez gato y la carpa, tengan necesidades

inferiores de precursores HUFAs frente a los de aguas mas frias como la trucha

(Castell, 1978).

A este respecto, se podria entender una mayor esencialidad de los n-3 con respecto
alos n-6, ya que los primeros presentan un punto de fusion mas bajo, lo que les confiere

mayor fluidez ante temperaturas inferiores (Takama et al, 1999).

2) Sintesis de eicosanoides

El papel de los HUFAs en la sintesis de eicosanoides (prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos) es de gran importancia fisiolégica ya que estas moléculas
estan relacionadas, entre otras cosas, con el control de la osmorregulacion, respiracion,
induccion de la reproduccion, acumulacion de leucocitos en respuesta a tejidos dafiados y
regulacién del flujo de sangre en rifiones. A este respecto, hay que destacar el papel de
los HUFAs n-6, y en concreto el 20:4n6, como constituyente del fosfolipido fosfatidil
inositol (PI) precursor, a su vez, de las prostaglandinas de tipo 2 (Tocher y Dick, 1990).
En peces marinos, este acido graso es requerido de manera esencial en pequeiias
cantidades, dada la incapacidad de estos peces para sintetizarlo a partir del 18:2n6

(Sargent et al., 1989).

Aunque los beneficios asociados a la sintesis de prostaglandinas a partir de
precursores n-3 no estan tan claros, parece ser que las prostaglandinas de tipo 3,
sintetizadas a partir del 22:5n3 podrian regular los efectos nocivos de un exceso de
produccioén de prostaglandina de tipo 2. De ahi la importancia de un equilibrio entre n-6/n-3

(Bell et al., 1986).
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4.4. SUSCEPTIBILIDAD A LA OXIDACION EN LOS HUFAS

El alto grado de instauracion de este tipo de acidos grasos los hace més susceptibles
a la oxidacion a nivel de los carbonos proximos a los dobles enlaces. Esto puede ser
perjudicial ya que la oxidaciéon de los lipidos de membrana sera mas probable al
incorporarse en ellas los HUFAs provenientes de la dieta, ademas de que en algunas
ocasiones un enrranciamiento de los lipidos de la dieta disminuye la disponibilidad de
HUFAs y puede dar lugar a moléculas que favorezcan la oxidacion de los lipidos de

membrana (Roberts y Bullock, 1989).

Estos efectos pueden ser paliados o evitados con dosis suficientes de antioxidantes.
Efectivamente, se ha comprobado que las necesidades de vitamina E en peces guardan una
relacion directa con los niveles de HUFAs en la dieta (Watanabe, 1987; Sargent et al.,
1989) de tal manera que el indice Vit E /HUF As determina el grado de proteccion frente a
la oxidacion (Hamre y Lie, 1995; Stephan et al., 1995). Asi, en peces deficientes en esta
vitamina los niveles de 22:6n3 en fosfolipidos hepaticos sufrieron un descenso,
posiblemente como consecuencia de su oxidacion (Bell y Cowey, 1985). De hecho, se ha
encontrado que, a bajas temperaturas, donde los HUFAs cobran mayor importancia para
mantener la fluidez de membranas, las necesidades de vitamina E aumentan, siendo los
animales que habitan en aguas frias mas susceptibles de sufrir deficiencias de dicha
vitamina (Bell y Cowey, 1985; Choe etal., 1995). De esta manera, la eficacia biologica de
los HUF As puede verse disminuida si no se tiene en cuenta la gran facilidad de oxidacion
de estos acidos grasos y el efecto de los antioxidantes en una proporcion suficiente para

actuar como agentes reparadores o preventivos. Todo ello serd tratado mas adelante.

4.5. PATOLOGIAS Y SINDROMES ASOCIADOS A LA CARENCIA
DE HUFAS

Los efectos asociados a la carencia de AGEs, ya sea por oxidacion de éstos o por
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un descenso en la disponibilidad dietaria, son amplios y, basicamente, se asocian al
deterioro y pérdida de funcionalidad de las membranas (Roberts y Bullock, 1989; Sargent
et al., 1989; Garcia-Gallego, 1992):

1) Diversos estudios han puesto de manifiesto que la carencia de HUFAs provoca
un descenso en la calidad de la puesta, % de nacimientos y crecimiento larvario, asociado a
un aumento de la mortalidad en juveniles (Kowen et al., 1990; Webster y Lowell, 1990;
Rainuzzo et al., 1997; Rodriguez et al., 1998; Bruce et al., 1999; Mourente et al., 1999).
Por otro lado, también se observd que niveles muy altos de n-3 podian afectar

negativamente al desarrollo larvario (Fernandez- Palacios et al., 1995).

2) Se ha podido comprobar la importancia de estos acidos grasos esenciales para el
crecimiento de los peces (Gapasin et al., 1998; Montero et al., 1998). Su deficiencia
provoca un descenso en el crecimiento reflejado en valores bajos de TCI e ICA asociado a
carencias de n-3, no viéndose tan claro en el caso de n-6 (Cai y Curtis, 1990; Ruyter et al.
2000a, b). Dichos efectos podrian estar vinculados a la existencia de una correlacion
positiva entre el grado de insaturacion y una mayor digestibilidad de los acidos grasos
(posiblemente asociada a que estos presentan un punto de fusién mas bajo), lo que
facilitaria el aprovechamiento energético de los mismos (Billar, 1991; Garcia-Gallego,

1992).

En contraposicion, valores excesivos de acidos grasos precursores de HUFAs
pueden tener efectos negativos en la velocidad de crecimiento (Huang et al., 1998), debido
a que el pez se encuentra en condiciones de saturacion de sus niveles Optimos de estos
acidos grasos, llegando incluso a producirse un descenso en la digestibilidad de estos
(Ruyter et al., 2000b). También existen experimentos en los que no se encontrd ninguna
influencia de los HUF As sobre el crecimiento (Olsen y Henderson, 1997; Kolkovski et al.,
2000; Logue et al., 2000; Varghese y Oommen, 2000).

3) Variaciones en la composicion corporal del pez reflejadas en un aumento de la

humedad y un descenso en lipidos y proteinas corporales (Sargent et al., 1989).
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4) Anemia asociada a un descenso en los niveles de hemoglobina por un posible

deterioro de la membrana de los gldbulos rojos (Sargent et al., 1989).

5) Alteraciones en tejidos como el epitelio branquial, aletas y mandibula inferior,
asi como alteraciones hepaticas reflejadas en una inflamacion con aumento del IHS (indice
hepatosomatico) y palidez del tejido con depdsitos grasos, posiblemente asociadas a un
deterioro en la sintesis de lipoproteinas lo que provocaria una inhibicion de la salida de
lipidos hepaticos. Estas alteraciones pueden desembocar en el “Sindrome de degradacion
lipidica del higado” donde infiltraciones de grasas oxidadas pueden generar, en ultimo
extremo, un depdsito de lipopigmentos ceroides que le confieren un aspecto amarillento al
higado (Moccia et al., 1984; Roberts y Bullock, 1989; Sargent et al., 1989; Hamre et al.,
1994).

5. IMPORTANCIA DE LAS VITAMINAS E Y C EN EL
CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LOS PECES

Es bien sabido el papel de las vitaminas como micronutrientes esenciales que
intervienen en un sin fin de procesos metabolicos y fisiologicos fundamentales para los
seres vivos. A la hora de evaluar las necesidades vitaminicas en un ser vivo, el mejor
indicativo utilizado es la observacion de los efectos producidos sobre el crecimiento como

consecuencia de suplementacion o deficiencia de dichas vitaminas (Woodward, 1994).

5.1. VITAMINA E

Las necesidades de vitamina E van a depender del contenido lipidico de la dieta
(Roem et al., 1990), estableciéndose valores en trucha arco iris de 20-30 mg/Kg dieta con
un 1% de linolénico, 50 mg/Kg dieta con un 10% de lipidos y 100 mg/Kg dieta con un

15% de lipidos en dieta (Cowey et al., 1983). También cobra gran importancia la
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temperatura del medio, ya que existe una relacion inversa entre ésta y las necesidades
vitaminicas. Esto parece logico, ya que a bajas temperaturas, como ya se comentod
anteriormente, el incremento de los niveles de HUFAs en los lipidos de membrana aumenta

la tendencia a la oxidacion de estos acidos grasos (Woodward, 1994).

Con respecto a la ingesta, se ha demostrado que los niveles de vitamina en tejidos
(higado, musculo) y plasma tienen una relacion directa con los de la dieta (Gatlin 11 et al.,

1992).

La principal funcidon de la vitamina E es antioxidante, previniendo el deterioro de
membranas celulares y manteniendo la permeabilidad de capilares y musculo cardiaco asi

como de la membrana de embriones favoreciendo su viabilidad (Halver, 1972).

En relacion a su efecto en el crecimiento, en dietas suplementadas con vitamina E,
Tocher et al. (2002) demostraron que se producia un aumento de la tasa de crecimiento
instantaneo (TCI) y de la supervivencia en doradas. En tilapia (Roem et al., 1990;
Thorarinsson et al., 1994) también se comprobd que suplementos o deficiencias de esta
vitamina mejoraban o disminuian el crecimiento, respectivamente. Pero existen otros
experimentos en los que carencias de esta vitamina no afectaron negativamente al
crecimiento, como se observé en trucha (Cowey, 1983, 1986), seriola (Seriola
quinqueradiata) (Ito et al., 1999), rodaballo (Stéphan et al., 1995) y lubina (Gatta et al.,
2000). En cuanto al indice hepatosomatico, se ha comprobado que guarda una relacion
inversa con la vitamina E. Esto podria deberse a un aumento en el peso del higado asociado
a un posible depodsito de moléculas grasas oxidadas (Thorarinsson et al., 1994; Tocher et

al., 2002).

El mejor indicador clinico de la carencia de vitamina E es un aumento en la
fragilidad de los eritrocitos, también puede aparecer anemia, xeroftalmia, distrofia
muscular, fusion de lamelas en branquias, cataratas y depositos ceroides en higado (Halver,

1972; Bell y Cowey, 1985).
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5.2. VITAMINA C

Las necesidades de esta vitamina en la trucha estdn en torno a unos 100-1000
mg/Kg dieta y van a depender de muchos factores como la composicion de la dieta,
contaminantes, agentes estresantes, etc. (Halver, 1985; Woodward, 1994). Algunos peces
como la carpa y el esturion (Acipenser fulvescens) poseen la maquinaria enzimatica
necesaria para sintetizar esta vitamina (Moreau et al., 1999), pero los salmoénidos dependen
de su administracion en la dieta (Maland y Waagbg, 1998). La distribucion en tejidos

demostrd niveles mas altos en higado y rifién en relacion al musculo (Alexis et al., 1999).

Ademas de tener una funcién antioxidante y desintoxicante, la vitamina C
interviene en la formacion del colageno, del cartilago y en la reparacion y formacion de
huesos, asi como en la cicatrizacion de heridas y en la maduracion de globulos rojos

(Halver, 1972).

Dietas carentes en vitamina C reflejaron valores bajos de EA, TCI e incremento de
peso, viéndose también afectada la tasa de supervivencia (Gattlin IIT et al., 1986; Chavez
de Martinez, 1990; Chien et al., 1999). Por el contrario, otros experimentos no revelaron
efecto de la vitamina C en el crecimiento ni en la tasa de mortalidad (Andersen et al., 1998;
Sakakura et al., 1998; Alexis et al., 1999; Moreau et al., 1999; Kolkovski et al., 2000). A
este respecto Henrique et al. (1998) realizaron experimentos en los que, aunque la carencia
de vitamina C no afectaba a la tasa de crecimiento instantaneo (TCI), se observo un
descenso del ICA (indice de conversion del alimento) y un aumento del CEC (coeficiente

de eficacia en el crecimiento) asociado a una mayor ingesta.

Existen casos en los que los niveles de vitamina C son tan bajos que generan una
deficiencia de esta vitamina, esto viene acompanado de una serie de patologias como:
hemorragias, anemia, erosion de piel y aletas, lesiones oculares y exoftalmia, inflamacion,
alteracion en la sintesis de coldgeno, escoliosis, etc. (Halver, 1972; Chavez de Martinez,
1990). Gapasin et al. (1998) pusieron de manifiesto deformaciones operculares en larvas

alimentadas con dietas carentes de vitamina C.
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Tanto la vitamina C como la E estimulan la respuesta inmune frente a patogenos,
estando esto en relaciéon con su papel protector de membranas de fagotitos, que ven
incrementada su actividad (Obach y Laurencin, 1992; Kiron etal., 1995), y en el caso de la
vitamina E, también con la activacion de las proteinas del complemento (Hardie et al.,

1990; Montero et al., 2001b; Pearce et al., 2003).

6. EL ESTRES OXIDATIVO

La vida aerobia, tan necesaria para muchos seres vivos, trae consigo la inevitable
formacion de especies derivadas del oxigeno muy reactivas que pueden ocasionar graves
dafios en las principales moléculas bioldgicas. A este respecto, los organismos han
desarrollado una serie de mecanismos antioxidantes de defensa, desde el punto de vista
enzimatico y molecular. Una situacion de desequilibrio entre agentes oxidantes y sistemas
de proteccion, a favor de los primeros, va a dar lugar a una situacion de estrés oxidativo
(Sies, 1985). Esto ocurre cuando la tasa de generacion de radicales de oxigeno excede a la
tasa de descomposicion (Hermes-Lima et al., 1998). Estas condiciones pueden estar
influenciadas por una serie de factores externos como el contacto con agentes
contaminantes y xenobioticos, influencias ambientales y nutricionales e incluso situaciones
que generen una respuesta de estrés clasico, sensibilizando al animal y dando lugar a
alteraciones en los mecanismos de respuesta antioxidante (Davies, 2000; George et al.,
2000b; Martinez-Alvarez et al., 2002). De esta manera, la respuesta de estrés promoveria
una activacion de las vias catabolicas, con fines energéticos, dando lugar un aumento de la
tasa metabolica que favoreceria la produccion de radicales libres y que, en tltimo término,
podria desembocar en un desequilibrio de los sistemas antioxidantes (Ross et al., 2001;

Guerriero et al., 2002).
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Figura I1.6.- Factores implicados en la aparcion del estrés oxidativo y sus consecuencias.

6.1. ASPECTOS GENERALES

El oxigeno molecular es indispensable en los procesos metabolicos de los seres vivos

aerobios. Como consecuencia del metabolismo endégeno y la accion de determinados factores

externos se generan una serie de moléculas especialmente reactivas llamadas radicales libres

y que son las responsables de la toxicidad del oxigeno. De esta manera, se establece la llamada

paradoja del oxigeno, ya que éste se presenta como un elemento necesario para la vida que a su

vez puede ser el responsable del deterioro de ésta (Ahmad, 1995).

6.1.1. Radicales libres

Los radicales libres presentan uno o mas electrones desapareados en un orbital

atomico o molecular como consecuencia de la pérdida o ganancia de electrones (R"). Esto

los hace especialmente reactivos, ya que la necesidad de evitar tener electrones
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desapareados les confiere una tendencia a captar electrones de otras moléculas (A), las
cuales, al perder un electrén (A"), quedaran con una reactividad mayor o menor que los

primeros (Halliwell y Gutteridge, 2000).

e

TN

R" + A ——» R + A ——» R + A

Junto a los radicales libres existen otra serie de moléculas que, si bien no presentan
electrones desapareados, son muy reactivas y pueden llegar a favorecer la aparicion de
radicales libres en determinadas circunstancias. En general, las moléculas reactivas
derivadas del oxigeno pueden encuadrarse bajo el titulo de especies de oxigeno reactivo
(ROS: reactive oxigen species). Por otro lado, aquellas derivadas de compuestos
nitrogenados van a ser conocidas como especies de nitrégeno reactivo (RNS: reactive

nitrogen species).
Entre dichas moléculas podemos destacar las siguientes:

- O, (oxigeno molecular): Presenta dos electrones desapareados (de ahi que no
seria incorrecto expresarlo como O "), estando cada uno de ellos en un orbital molecular y
en sentido paralelo (11).Esto hace que pueda ser considerado como un biradical. Esta
especie es muy poco reactiva ya que, siguiendo el principio de exclusion de Pauli, la
captacion conjunta de dos electrones con orientacion antiparalela (1]) con el fin de llenar el
vacio electronico en los orbitales no seria posible en este caso. De esta manera, la captacion
de electrones a partir del oxigeno molecular queda restringida a realizarse de uno en uno,

dando lugar a otra serie de moléculas.

- O;" (radical superoxido): Se produce por la captacion de un electron por parte
del O, quedando otro desapareado. Este radical es tanto un débil agente oxidante (captor de
electrones) como reductor (cede electrones) en solucidon acuosa. Su forma protonada es

HO;" (hidroperoxilo) que es mas reactiva pero no muy abundante a pH fisioldgico.
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- H,O; (peroxido de hidrégeno): En este caso la captacion de otro electron acaba
con los electrones desapareados, de ahi que esta molécula no se considere propiamente un
radical. Su importancia se debe a que puede intervenir en reacciones de sintesis de otros
radicales debido a la debilidad de su enlace entre los atomos de oxigeno. Se forma a partir
de reacciones de dismutacion del O," vy, a diferencia de éste, atraviesa facilmente las

membranas celulares lo que favorece su accion frente a determinadas moléculas.

- 'OH (radical hidroxilo): Radical muy activo, presenta un electron desapareado lo
que le confiere una alta reactividad para captar electrones de otras moléculas. Se origina
principalmente a partir del H,O, con la intervencion de una serie de agentes donadores de
electrones como se vera mas adelante. Este radical es el principal responsable directo de la

oxidacion de biomoléculas.

- '0, (oxigeno singlete): En esta molécula los dos electrones desapareados del
oxigeno se juntan en un mismo orbital estableciendo una configuracion antiparalela (1)).
Aunque no sea exactamente un radical libre la capacidad para captar dos electrones
antiparalelos (a diferencia del oxigeno molecular) le confiere gran reactividad y caracter

oxidante.

- HOCV OCI (acido hipocloroso / ion hipoclorito), puede oxidar protones y
generar oxidantes secundarios como las cloraminas. NO," ~ (diéxido de nitrégeno), NO*
(6xido nitrico), O3 (0zono) son también agentes que pueden ejercer una accion oxidante.
Muchas de ellas no solo tienen un origen enddgeno sino que estdn asociadas a

contaminantes ambientales (Davies, 2000).

6.1.2. Metales de transicion

Es interesante destacar su papel en los procesos de oxidacion-reduccion que daran
lugar a radicales libres. Esto es debido a la capacidad que presentan estos elementos para

ceder electrones a otras moléculas.
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De esta manera, la reaccion de Fenton permite que, tras la rotura del H,O,, se
forme "OH con intervencion de un metal de transicion que cede un electron. Por otro lado el
0, ™ facilita que el hierro se acumule en forma Fe*", lo que le confiere una predisposicion
como donador de electrones. Ambas reacciones en conjunto van a dar lugar a la reaccion
de Haber-Weiss que también podria definirse como la reaccion de Fenton asistida por el
superoxido. Esta reaccion es de gran importancia ya que implica la formacion de radicales
hidroxilo que, como ya se ha visto, presentan gran reactividad. El cobre también puede
ejercer de donador de electrones pasando a una forma mas oxidada (de Cu' a Cu®")

(Halliwell y Gutteridge, 2000).

Fe’* + O —» Fe*' + 0,

Fe*" + H,0, ———» Fe*' + OH + OH] R.Fenton | R. Haber-Weiss

H,O, + Oy —— 0O, + OH + OH

6.1.3. Origen de los radicales libres

A) La aparicion de especies de oxigeno reactivo se asocia a diversas reacciones

(Beckman y Ames, 1998; Davies, 2000; Halliwell y Gutteridge, 2000):
1) Reacciones electromagnéticas o fotoquimicas pueden dar lugar a ‘OHy 'O,.
2) Reacciones endogenas de dismutacion (H,O,) y Fenton (OH).
3) Reacciones de otras enzimas como la xantina oxidasa (O, )y la urato oxidasa

(H207) que intervienen a en las vias de degradacion de purinas, o la acil-CoA oxidasa

(H20,), asociada a la B-oxidacion peroxisomal.
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4) Reacciones asociadas a la actividad de células fagociticas que generan O, por la
accion de la NADPH oxidasa con intervencion del NADPH. Shiibashi e Iida (2001)
recientemente han puesto de manifiesto en peces la posible intervencion del NADH como

donador de electrones.
5) En el proceso de unioén del O, a la hemoglobina se forma un intermediario
(oxihemoglobina) que a veces puede liberar O, quedando la hemoglobina en forma no

funcional (metahemoglobina) pero en un estado reversible.

6) Las mitocondrias son uno de los principales puntos de generacion de radicales

libres y mas concretamente de O," que, posteriormente, por reacciones de dismutacion

g

puede formar H,O,.

NADH+H"*
NADH
CoQ
reductasa 2e
COENZIMA Q il
NAD"
Quinona le Quinona le Quinona
Oxidada » semireducida »  reducida
(CoQHy)
ﬁ CoQcitC
reductasa
cit C cit C
reducido oxidado
citocromo C
oxidasa
4H'+ 0, 2H,0O
reduccion

tetravalente (4¢")

Figura I1.7.- Formacion de radicales de oxigeno en la CTE mitocondrial.
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La cadena de transporte electronico (CTE) es un proceso destinado a la obtencion
de energia a partir de coenzimas reducidos (NADH+H", FADH,) que culmina con la
oxidacion tetravalente del oxigeno para generar dos moléculas de agua por accion de la
citocromo C oxidasa. A veces la reduccion del oxigeno no es completa, por la pérdida de
electrones en algun punto mas susceptible de la cadena (flechas naranja en Figura I1.7), lo

que lleva a la formacion de O;" .

En el nucleo se localiza una CTE en la cual una produccion de radicales libres

podria ser aun mas nociva debido a su cercania al ADN.

7) En el reticulo endoplasmatico se localiza el citocromo P-450, molécula que
interviene en la oxidacion de un gran nimero de compuestos (medicamentos, insecticidas,
etanol, etc.) a expensas del oxigeno molecular. En estas reacciones de transferencia de
electrones pueden producirse captaciones monovalentes por parte del O, generdndose

radicales libres.

B) En cuanto al origen de especies de nitrégeno reactivo, debemos destacar el

papel fundamental que juega la enzima NOS (oxido nitrico sintasa).

La NOS cataliza la sintesis de oxido nitrico (NO) a partir de arginina, NADPH +
H"y O,, obteniéndose como producto citrulina, NADP" y H,O. Existen tres isoformas de
esta enzima, la NNOS (encontrada en tejidos neuronales), la eNOS (encontrada en tejidos
endoteliales) y 1a INOS (de caracter inducible, encontrada en diversos tejidos y con funcion
defensiva frente a patdégenos). Todas ellas son diméricas y presentan en su estructura
calmodulina, siendo la actividad de las dos primeras dependiente de calcio (Laing et al.,

1999; Alderton et al., 2001).

Es interesante destacar el papel de la iNOS como enzima generadora de radicales
libres, utilizados como mecanismo de defensa frente a patdgenos. La actividad de esta
enzima se ha puesto de manifiesto en diversas especies, existiendo estudios en trucha arco

iris en los que se ha detectado su presencia en tejido hepatico y renal, asociada a un
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incremento de los niveles de 6xido nitrico en respuesta a determinados agentes infecciosos
(Laing et al., 1999; Barroso et al., 2000). Por otro lado, el NO" formado puede favorecer
una mayor produccion de radicales libres derivados del nitrogeno, al reaccionar con O,
dando lugar a compuestos de gran reactividad como el peroxinitrito (ONOO ) (Wink y
Mitchell, 1998).

El estudio de esta enzima ofrece perspectivas en la acuicultura, ya que la
produccion de NO® estableceria el papel potencial de la expresion de la iNOS en los
mecanismos de defensa de los peces (Barroso et al., 2000). Ademas, los experimentos de
Saeij etal. (2002) en trucha arco iris sometidas a estrés diario por manipulacion, muestran
variaciones en la expresion de esta enzima, las cuales podrian ser un reflejo de alteraciones

en los animales, en muchos casos asociadas a una posible situacion estrés.

6.1.4. Defensas antioxidantes

Los organismos vivos utilizan una variedad de mecanismos antioxidantes para hacer
frente a los efectos nocivos de las especies de oxigeno reactivo. De esta manera, existen
moléculas exodgenas o de sintesis endogena y determinadas enzimas destinadas a interceptar

o inactivar los radicales libres (Cadenas, 1995).

6.1.4.1. Moléculas antioxidantes

Existen muchas moléculas que ejercen un papel protector frente a la oxidacion
(Lopez-Torres, 1993; Felton, 1995; Liebler y Reed, 1997; Halliwell y Gutteridge, 2000) y

que pueden encontrarse tanto en la fracciéon acuosa como lipidica.

Entre las moléculas hidrosolubles destacamos:

- Glutation (GSH): Molécula que se oxida a la forma GSSG evitando asi que esto
ocurra en otras moléculas més importantes. Es sustrato de enzimas antioxidantes como la
glutation peroxidasa y dehidroascorbato reductasa como se vera mas adelante. Presenta un

papel fundamental como protector de globulos rojos regulando el grado de deformidad de
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sus membranas (Kurata et al., 1994). Destaca su importancia en la regeneracion directa de

la vitamina C (Hamre et al., 1997).

- Acido iirico: Producto resultante del metabolismo de purinas. Capta especies de
oxigeno reactivo del tipo ‘OH, '0,, RO, (peroxilo) y HOCL. Los productos de su oxidacion

son menos reactivos y dafiinos que los oxidantes.

- Proteinas captadoras de iones metalicos: Entre las que se encuentran la
ferritina, transferian (de hierro), ceruloplasmina, albiumina e histidina (de cobre),
metalotioneinas, estas ultimas, como ya se vio, estimuladas por glucocorticoides,
catecolaminas y glucagon, que se asocian al mantenimiento de la homeostasis del Cuy Zn, la

detoxificacion de metales no esenciales como Cd y Hg, asi como la captacion de ‘'OH 'y 'Os.

- Vitamina C o 4cido ascorbico: Actia como agente reductor, inactivando diversas
moléculas oxidantes como “OH, HO,' y O,"~ dando lugar a semidehidroascorbato (forma
oxidada de la vitamina C). Su actividad se puso de manifiesto en experimentos realizados

en pez gato sometido a situaciones oxidantes (Parihar y Dubey, 1995).

La recuperacion a ascorbato se realiza por la dehidroascorbato reductasa tomando

como donador de protones al GSH.

RO’ + Ascorbato —————— RH (inactivo) + Semidehidroascorbato

Dehidroascorbato
reductasa

4N

GSSG  GSH
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La vitamina C también puede tener, en algunos casos, un papel prooxidante, ya que
reduce el Fe** a Fe*" que, por la reaccién de Fenton, puede estimular la formacion de "OH

en presencia de H,O, (Woodward, 1994).

En cuanto a moléculas liposolubles encontramos:

- Ubiquinonas y B-carotenos: Los -carotenos son derivados de la vitamina A
(4cido retinoico) que actuan quelando al oxigeno singlete (‘0,) y reaccionan con radicales
peroxilo (RO,") y alcoxilo (RO") interrumpiendo las reacciones de peroxidacion lipidica
(Halliwel y Gutteridge, 2000). Diversos estudios han demostrado su papel antioxidante,
aunque recientemente se ha puesto en duda sus beneficios como suplemento dietario
(Davies, 2000). La ubiquinona o Coenzima Q (UQ), ademas del papel que ejerce como
componente de la CTE mitocondrial, en su forma reducida (ubiquinol; UQH,) actia como

un importante antioxidante en las membranas (Cadenas, 1995).

-Vitamina E o tocoferol: Se conocen varios tocoferoles con diferente actividad;
los cuatro mas importantes son el o, 3,y y 0, siendo el a-tocoferol el mas activo y
abundante. Reacciona con grupos ‘OH, HO,", O, "y su actividad antioxidante radica en
que, como consecuencia de su oxidacion, se produce un radical libre mucho menos reactivo
ya que el electrdon libre queda deslocalizado en el anillo aromatico que forma la molécula.
Su caracter liposoluble determina que su funcién antioxidante se ejerza principalmente en
los lipidos de membrana evitando la propagacion en cadena de la peroxidacion de lipidos
por la actuacion de radicales RO," y RO™ (Bell y Cowey, 1985). A este respecto, ya en
cultivos celulares de carpa, se demostro que la presencia de vitamina E en el medio ejercia
un papel protector frente a determinados compuestos quimicos oxidantes (George et al.,

2000a).

85



I1.- Revisién Bibliogréafica

RO" + Tocoferol —————— RH (inactivo) + Tocoferol"

Semidehidroascorbato  Ascorbato

Es interesante destacar el papel del acido ascorbico en la regeneracion del tocoferol
oxidado, poniéndose de manifiesto un efecto sinérgico entre ambas vitaminas (Halliwell y
Gutteridge, 2000). Esto se reflejo en experimentos realizados con esturion (Moureau.,
1999) y seriola (Ito et al., 1999), donde carencias de vitamina C provocaban una

acumulacion de radicales de vitamina E que podrian ejercer un efecto prooxidante.

6.1.4.2. Enzimas antioxidantes

Estos enzimas son de gran importancia en la vida aerobia, demostrandose un
incremento de su actividad asociado a niveles altos de oxigeno ambiental ya que, en estas
condiciones, se favorece la formacion de especies de oxigeno reactivo (Cadenas, 1995;
Felton, 1995; Liebler y Reed, 1997). Los estudios de Rudneva (1997) pusieron de
manifiesto la importancia de la aparicion de estos sistemas enzimaticos antioxidantes en
vertebrados marinos mas evolucionados taxonémicamente, cobrando mayor importancia las

moléculas antioxidantes en animales mas primitivos.

CATALASA

Esta enzima cataliza dos tipos de reacciones:
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Actividad catalitica: 2 H,0, ~ 2H,0 + O,

Actividad peroxidasica: H,O, + AH, ———> 2H,0 + A

La catalasa (CAT) esta presente en casi todos los tejidos animales y especialmente
en higado y eritrocitos, presentando baja actividad en cerebro, corazén y musculo. En
concreto, se ha encontrado actividad catalasa en peroxisomas, asociada a la produccion de
H,0; durante la B-oxidacion, observandose niveles casi inexistentes en mitocondrias y
reticulo endoplasmatico. En su estructura presenta 4 subunidades y en cada una de ellas un
grupo hemo con Fe’". La actividad catalasa se inhibe principalmente por cianuro, azida y

aminotriazol.

GLUTATION PEROXIDASA

La glutation peroxidasa (GPX) cataliza la oxidacion de GSH a GSSG a expensas de
H,0,. Esta enzima también interviene en la captacion de moléculas procedentes de la
oxidacion de lipidos de membrana (peroxidos lipidicos) que pueden tener un papel
oxidante, observandose este efecto en experimentos realizados con extractos hepaticos de

trucha arco iris (Nakano et al., 1999).

Esta enzima esta presente en casi todos los tejidos, presentando gran actividad en
higado seguido de corazon, pulmoén y cerebro y presentando baja actividad en musculo. Se
encuentra principalmente en el citosol, aunque también se ha encontrado en mitocondrias.

Presenta 4 subunidades con un atomo de selenio en el sitio activo de cada una de ellas.

La regeneracion del glutation reducido (GSH) se realiza mediante la enzima
glutation reductasa (GR) a expensas del NADPH+H". Este ultimo es aportado por la “via
de las pentosas fosfato” (ViaPP) en la que intervienen enzimas que aportan NADPH como

la G6PDH y 6PGDH (6-fosfogluconato deshidrogenasa). La actividad de estas enzimas es

87



I1.- Revisién Bibliogréafica

estimulada por los niveles de NADP", los cuales se ven incrementados con la actividad

glutation reductasa y, en tltimo extremo, glutation peroxidasa.

GPX
H,0, + 2GSH ——————— > GSSG + 2H,0

GR
NADP* NADPH+H"
G6PDH
6PGDH

VIA DE
LAS

PENTOSAS

FOSFATO

Ante la cuestion de cual de las dos enzimas (catalasa o glutation peroxidasa) tiene
una mayor eficacia antioxidante, la actuacion de ambas sobre los niveles de H,O, esta
relacionada con la ubicacion celular de cada una de ellas. Efectivamente, se ha observado
en cé¢lulas hepaticas que cada enzima ejerce su funcion en el organulo donde se encuentra,
la catalasa degrada H,O, de peroxisomas, mientras que la glutation peroxidasa degrada el
producido en citosol, mitocondrias y reticulo endoplasmatico. De hecho, variaciones de
H,0; en peroxisomas no provocaban cambios de actividad en la glutation peroxidasa.
Existen casos, como los encontrados en eritrocitos de mamiferos, en los que la ausencia de
organulos podria explicar una actividad glutation peroxidasa destinada a hacer frente a
niveles bajos de H>O, mientras que la catalasa cobraria méas importancia en casos de un

aumento de H,O, intracelular (Davies, 2000; Halliwell y Gutteridge, 2000).

SUPEROXIDO DISMUTASA

En este grupo se encuentran enzimas que catalizan la dismutacién del O, en H,O,,

Efectivamente, en trucha se observdé un aumento de la actividad SOD asociada a la
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produccion de O, (Fitzgerald, 1992).

0,y + Oy + 2H ' C——> H,0, + 0,

Encontramos tres tipos de enzimas SOD en funcion del los metales que formen

parte de su centro activo:

- CuZn-SOD: Presenta dos subunidades, encontrandose en cada centro activo un
atomo de Cu®"y Zn*", interviniendo el primero en reacciones de transferencia de electrones
y el segundo estabilizando a la enzima. Se encuentra principalmente en citosol, aunque
también aparece en lisosomas y mitocondrias. Su actividad se inhibe por cianuro, H,O; y

dietiltiocarbamato.

- Mn-SOD: En células procariotas presenta 4 subunidades con un dtomo de Mn>*
en el centro activo. Es una enzima principalmente de localizacion mitocondrial y, al
contrario que la CuZn, no se inhibe por cianuro, H>O, o dietiltiocarbamato y si por

cloroformo y metanol.

- Fe-SOD: Es exclusiva de bacterias, plantas y algas. En general es dimérica y
contiene uno o dos atomos de Fe*" por molécula. No se inhibe por cianuro y si por H,O»,

cloroformo y metanol.

Los niveles de iones metalicos son de gran importancia como cofactores de enzimas
antioxidantes, hasta tal punto de que una deficiencia de éstos puede afectar a la efectividad
de estas enzimas como veremos mas adelante. De hecho, se ha comprobado que niveles
bajos de Cu o Mn pueden incrementar la sintesis de Mn-SOD o CuZn-SOD

respectivamente.

Las moléculas y enzimas antioxidantes operan en conjunto contra la toxicidad del

oxigeno, observandose un efecto regulador entre ellas, ya que un descenso en la actividad
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SOD va asociado a una menor GPX y catalasa, lo que podria deberse a una posible
inactivacion de estas enzimas por parte del O," acumulado. De igual manera, un
incremento de H,O,, asociado a baja actividad catalasa y GPX, también puede ejercer un

efecto inhibidor en la actividad SOD (Halliwell y Gutteridge, 2000).

En resumen, en condiciones normales el organismo esta generando especies de
oxigeno reactivo (ROS) que son eliminadas por la accion de defensas antioxidantes. Las
enzimas antioxidantes juegan un papel fundamental en la prevencion de los dafios
oxidativos, y catalizan una serie de reacciones secuenciales con el fin de asegurar la mayor

proteccion frente a las distintas ROS (ver Figura I1.9.).

METABOLISMO OXIDATIVO

[——]

|

=
: SOD CAT
\\\\\\\I///////// 2 GSH NADP'
GPX G6PDH
( )GR ( ; >6PGDH

GSSG NADPH+H"
PEROXIDACION \/

2 H,O

LIPIDICA

Figura I1.9.- Actividad superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX), glutation
reductasa (GR) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) en

la eliminacién del i6n superdxido y del perdxido de hidrogeno.
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6.1.5. Peroxidacion lipidica

Una de las biomoléculas que pueden verse mas afectadas por el ataque de los
radicales libres son los fosfolipidos de membrana, y especialmente aquellos que presentan
insaturaciones. La peroxidacion se produce por el ataque de una molécula lo
suficientemente reactiva como para extraer un H de un acido graso poliinsaturado (PUFA)
quedando éste con un electron desapareado. A este respecto, los dobles enlaces debilitan la
union C-H del carbono adyacente, lo que facilita la extraccion del H en estos carbonos.
Los grupos ‘OH, HO," son mads reactivos que el O," ", ya que este Gltimo presenta gran

dificultad para atravesar membranas lipidicas.

La peroxidacion lipidica consta de una fase de iniciacion en la que, por accion de
radicales libres, se forma una radical lipidico (R") que, en presencia de oxigeno, genera un
radical peroxilo (ROO"). Este radical es muy susceptible de extraer hidrogenos a otros
lipidos generandose, como consecuencia de su accion, un hidroperéxido (ROOH) y, de
nuevo, un radical lipidico que iniciaria otra vez la secuencia de reacciones en la fase de
propagacion. Los hidroperoxidos, por una serie de reacciones de fragmentacion, generan
compuestos como el malondialdehido (MDA) que pueden ejercer un ataque sobre
determinadas moléculas (Bell y Cowey, 1985; Halliwell y Gutteridge, 2000). En peces,
Tanaka et al. (1999) ya pusieron de manifiesto la aparicion de perdxidos de lipidos
asociados a la oxidacion de membranas. La fase de terminacion ocurriria cuando los
radicales interaccionan entre si o cuando un antioxidante cede el H a un radical peroxilo

(Cowey et al., 1986).
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)
-CH- + OH —»| -CH- | + O
-CH,- + HO; —» -"CH- + H,O,
Lipido Radical Radical
(RH) Libre lipidico
(R))

. — o,
.- -,

Producto de
una nueva
reaccion en
cadena

Radical
Peroxilo

ROO° + RH — » ROOH + R~

INICIACION

ELONGACION

Hidroperoxido
lipidico

l fragmentacion

MDA
™
2R" + 0, ___ , RR
2RO;, ——» O, + ROOR
RO, + R — > ROOR
_

Figura I1.8.- Etapas de la peroxidacion lipidica
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+/3+ , . . Ly .
253* ademés de intervenir en la produccion de OH,

Es interesante destacar que el Fe
puede actuar sobre los peroxidos (ROOH) dando lugar a radicales RO™ y RO;". Ambos

radicales pueden a su vez estimular la peroxidacion lipidica en ausencia de ‘OH y HO,'.

ROOH + Fe*'-complejo ——— Fe’'-complejo + OH + RO’ iii;ci?é
ROOH + Fe’-complejo ———»  Fe*'-complejo + H™ + RO, Radical
peroxilo

También moléculas de 102, producidas en condiciones de iluminacion de PUFAs,
pueden dar lugar a un desplazamiento de dobles enlaces generando ROOH. El O3 también

puede dar lugar a especies reactivas que estimulen la peroxidacion.

En eritrocitos se dan circunstancias que los hacen especialmente susceptibles a la
oxidacion: la presencia de la hemoglobina y el contacto con el oxigeno, membranas
celulares ricas en PUFAS, canales idnicos que facilitan la entrada de O, , ya que el H,O,
pasa facilmente a través de membranas, presencia de Fe en la hemoglobina que puede
intervenir en reacciones de Fenton y peroxidacion. Sin embargo, estas células han
desarrollado sistemas que las hacen altamente resistentes a la peroxidacion, como es una
gran riqueza de CAT, SOD, GPX y GR, enzimas proteoliticas que rompen las proteinas
oxidadas, membranas ricas en vitamina E y presencia de colesterol que interacciona con
lipidos de membrana evitando la peroxidacion y captando radicales libres (Halliwell y

Gutteridge, 2000).

En resumen, podemos establecer que la proteccion de membranas frente a la
peroxidacion lipidica va a depender de dos aspectos: la estructura y composicion de las
membranas y la presencia de antioxidantes, entendiendo por ellos cualquier sustancia que,
en proporciones mas bajas que otra oxidable, es capaz de inhibir o disminuir la oxidacion

de la primera (Halliwell y Gutteridge, 2000) (ver Tabla I1.3):
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Tabla II.3. Aspectos que determinan la predisposicion a la peroxidacion en membranas.

ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
MEMBRANAS

- Influencia del colesterol - Evitando la reaccién de iniciacion en la

“Tipos de fosfolipidos y 4cidos grasos. Niveles de | Peroxidacion (secuestro de ‘OH) y reacciones
PUFALs. asociadas.

- Quelando iones metalicos para evitar la formacion
de radicales libres asociados a ellos (OH, RO’ y
RO,)).

-Decomponiendo perdxidos para dar lugar a

moléculas no radicales.

6.1.6. Danos causados a biomoléculas

Los efectos derivados de la oxidacion se ejercen sobre las principales biomoléculas

(Halliwel y Gutteridge, 2000; Davies, 2000):

- Proteinas: Aparicion de enlaces disulfuro (S-S) que las inactivan, insolubilizan, etc.

- ADN/ARN: Oxidacion de bases, enlaces DNA-DNA y DNA-proteinas,
mutilacion de bases, rotura de filamentos, alteraciones e intercambio de cromatidas.
Parte de estos efectos se reflejaron en experimentos con eritrocitos de trucha

sometidos a situaciones oxidantes (Villarini et al., 1991; Ploch et al., 1999).

- Lipidos: Tras la peroxidacion se insolubilizan, disminuye la permeabilidad
selectiva y pérdida de la integridad de membranas. Los productos de la
peroxidacion también intervienen en la formacion de los enlaces cruzados entre

aminoacidos y entre aminoacidos y DNA (Nair et al., 1986).
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6.1.7. Sistemas reparadores

Es interesante destacar que, como una segunda linea de ataque o defensa, existen
una serie de enzimas que, si bien no evitan el ataque de los radicales libres, pueden reparar

los dafios causados por éstos (Cadenas, 1995).

Existen enzimas que actuan de manera directa, reduciendo los puentes S-S
(disulfuro reductasa) o reparando la metionina oxidada en las proteinas (metionina
sulfoxido reductasa), transformando productos de la peroxidacion en conjugados menos
toxicos (glutation transferasa), reparando los hidroperdxidos en lipidos y DNA

(peroxidasas), reparando bases metiladas (DNA metilasa), etc.

Otras enzimas actuan de manera indirecta eliminando las moléculas deterioradas
como aminodacidos (proteasas), lipidos oxidados (fosfolipasa A;) y bases oxidadas (DNA

glicosilasas), sustituyéndolas después por otras en buen estado (Davies, 2000).

6.2. FACTORES QUE AFECTAN A LA RESPUESTA
ANTIOXIDANTE EN LOS PECES

La respuesta antioxidante es un mecanismo de proteccion molecular frente a ciertos
cambios desencadenados en el organismo. Se podria decir que, en cierto modo, es un
proceso de adaptacion a aquellas circunstancias que pueden llegar a causar un desequilibrio

en los procesos oxidantes/antioxidantes (Otto y Moon, 1996; Rudneva, 1999).

6.2.1. Tasa metabolica y consumo de oxigeno

Existen diversos factores como el momento del ciclo de vida, cambios en la
actividad natatoria, en el habitat, en la temperatura (estacionales, migraciones, etc.), de

luminosidad o incluso determinadas circunstancias estresantes o de hiperoxia, que pueden
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dar lugar a variaciones en la actividad de enzimas antioxidantes (Fitzgerald, 1992; Palace y
Klaverkamp, 1993; Wihelm Filho et al., 1993; Rudneva, 1997; Ross et al., 2001) y en los
niveles de vitaminas E y C (Hamre et al., 1997). Estas variaciones serian la respuesta a una
mayor actividad metabdlica o al aumento del consumo de oxigeno, que se asociaria a una

mayor tasa de produccion de ROS (Rudneva, 1997, 1999).

A lo largo de las etapas del desarrollo embrionario, donde hay un aumento de las
necesidades de oxigeno, se puso de manifiesto una puesta en marcha de los mecanismos
antioxidantes, inicialmente por medio de moléculas de bajo peso molecular (GSH,
vitaminas A, E y K 'y carotenoides) y que, a lo largo de la embriogénesis, irian cediendo su
importancia a los sistemas enzimaticos antioxidantes con un incremento de la actividad
SOD, CAT, GPX y GR (Rudneva, 1999). Efectivamente, diversos autores (Merchie et al.,
1997, Sakakura et al., 1998) han puesto de manifiesto un incremento en las necesidades de
vitamina C en las primeras etapas del desarrollo de los peces. Por otro lado, Otto y Moon
(1996) encontraron un efecto de la edad en el debilitamiento de estos sistemas
antioxidantes, lo que se traduciria en procesos de envejecimiento asociados a la oxidacion

molecular.

Existen peces que a lo largo de su vida pasan por grandes cambios en la saturacion
de oxigeno del medio. Esto les ha llevado a desarrollar mecanismos de proteccion frente a
los dafios celulares asociados a los procesos rapidos de reoxigenacion que implican una alta
produccion de radicales libres. A este respecto, se observod en carpas una alta actividad
SOD en etapas de carencia de oxigeno, como medida preventiva frente a un posterior
aumento en los niveles de oxigeno (Hermes-Lima, 1998). Sin embargo, en el carpin dorado
(Carassius auratus) no se encontraron variaciones en la SOD aunque si en la actividad
CAT, GPX y G6PDH hepaticas que, si bien no fueron suficientes para evitar la
peroxidacion en algunos tejidos, permitieron que fuera controlada hasta niveles tolerantes
(Lushchak et al., 2001). Esto puede explicar que existan especies con una mejor capacidad
de adaptacion a cambios de oxigeno ambiental y que presenten cierta resistencia a la
peroxidacion lipidica, como es el caso del pez gato (Ploch et al., 1999) y la carpa (Hai et

al., 1997). Algo similar se observd en animales adaptados a ambientes con mayor
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intensidad de radiaciones ultravioleta, en los que se observo un aumento en la actividad

SOD (Fitzgerald, 1992).

Se ha comprobado que el ejercicio exhaustivo es una situacion de gran demanda de
oxigeno que genera un aumento en la actividad GPX, asociado a un descenso de GSH en
higado, debido a su utilizaciéon en otros tejidos donde es requerido (Voces et al., 1999).
También, asociada al ejercicio, se ha observado una respuesta diferencial entre tejidos, con
un aumento en la actividad SOD en sangre, corazén y musculo rojo, en los que se producia

un mayor consumo de oxigeno (Wihelm Filho et al., 1993).

En cuanto a descensos en la temperatura asociados a una menor concentracion de
oxigeno en el medio, Parihar y Dubey (1995) observaron en pez gato un aumento de ROS
en aquellos 6rganos mas susceptibles de oxidacion como las branquias (con una mayor
actividad fagocitica con fines defensivos) o la vejiga natatoria (con una mayor captacion de
oxigeno para reserva). Esto refleja la idea de que, ante situaciones oxidantes, aquellos
tejidos menos preparados (como rifidén y branquias) presentaran niveles de peroxidacion
superiores a otros con mas recursos antioxidantes como es el higado (Fatima et al., 2000).
De hecho, se ha comprobado que el higado, como érgano con una gran actividad
generadora de ROS, presenta mayores niveles de moléculas antioxidantes con respecto a

otros tejidos (Lopez-Torres et al., 1993).

6.2.2. Influencia de agentes contaminantes

Los metales y xenobioticos pueden estimular la produccion de moléculas oxidantes
mediante la puesta en marcha de reacciones desintoxicantes que generan a su vez radicales
libres. A este respecto, existen numerosos estudios que ponen de manifiesto la importancia
de las variaciones en el estatus antioxidante como indicativas de contaminacion del medio
acuatico (Bainy et al., 1996) que, en Gltimo extremo, se reflejarian con un aumento en los

niveles de peroxidos lipidicos (Rudneva et al., 1997; Ploch et al., 1999).
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Estudios realizados en diversas especies de peces pusieron de manifiesto un
aumento en los niveles de hidroperdxidos lipidicos asociado a xenobidticos como
insecticidas y herbicidas, etc. (Pedrajas et al., 1995; Hai et al., 1997; Nakamura et al.,
1998 ; Palace et al., 1998). En estos casos, la produccion de ROS excede la capacidad de
captacion y eliminacion de éstos pues, aunque haya una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes, esta, en muchos casos, es insuficiente. Asi, la accion de contaminantes
provoca un aumento en la actividad GPX, GR, SOD y/o CAT (Palace y Klavercamp, 1993;
Lindstrom-Seppa, 1996; Pedrajas et al., 1996; Hai et al., 1997) que, en algunos casos,
lograron evitar un aumento en la peroxidacion (Hai et al., 1997; Orug y Uner, 2000). Por
otro lado, truchas sometidas de manera continua a ambientes contaminados y que
presentaban altos indices de peroxidacion, mostraron niveles bajos de moléculas
antioxidantes en los tejidos y no manifestaron un aumento en la actividad en enzimatica, lo

que podria explicar una pérdida de las capacidades antioxidantes (Palace et al., 1998).

En relacion al efecto de metales, ya en mamiferos, Russanov et al. (1994) pusieron
de manifiesto el efecto del vanadio sobre la peroxidacion lipidica. Los experimentos
realizados en peces también reflejan que metales como Cu y Cd favorecen la sintesis de
radicales libres del oxigeno (Palace y Klaverkamp, 1993) que pueden inducir un aumento
en la actividad de enzimas antioxidantes (Gwozdzinski et al., 1992; Palace y Klaverkamp.
1993; Pedrajas et al., 1996) u otras moléculas como GSH (Tort et al., 1996), que en
muchos casos nos son suficientes para evitar la peroxidacion (Roméo et al., 2000)
provocando un deterioro de membranas como en el caso de los globulos rojos

(Gwozdzifiski et al., 1992).

Por otro lado, Roméo et al. (2000) reflejaron un posible efecto inhibidor del Cd
sobre la CAT al unirse a restos SH y de como el Cu contribuiria a su inactivaciéon con la

produccion de radicales superoxido.

Pero también debemos entender que la administracion de ciertos metales como el
Cu, ademas de generar ROS puede favorecer la sintesis de enzimas con cofactores

metalicos como es el caso de la CuZn-SOD, observandose un aumento se su actividad que
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puede ir asociado a la aparicion de formas isoenzimaticas, posiblemente por oxidacion de
los residuos de sus aminoacidos. Estas formas no tienen por qué perder la actividad y su

aparicion puede ser un buen indicador de estrés oxidativo (Pedrajas et al., 1995).

Por ltimo, metales y xenobiodticos como ciertos derivados del arsénico (Schlenk et
al., 1997) pueden inducir la sintesis de metalotioneinas como sistemas captores de metales
y ROS (Pedrajas et al., 1995 y Tort et al., 1996) promoviendo un descenso en la

peroxidacion de tejidos (Fatima et al., 2000).

6.2.3. Influencia de la composicion de la dieta

La actividad antioxidante no s6lo es modulada por la presencia de ROS o
xenobidticos sino que también va a estar influida por los componentes de la dieta,
principalmente por los micronutrientes y, como ya se vid anteriormente, por la presencia de

lipidos con mayor tendencia a la peroxidacion (George et al., 2000b).

Entre los micronutrientes dietarios estdn aquellas moléculas que tienen que ser
aportadas en la dieta, como las vitaminas, carotenos, etc., asi como los metales necesarios
para la sintesis de enzimas antioxidantes. Los experimentos reflejan que se obtiene una
mayor eficacia actuando en las vitaminas de la dieta que en los metales, aunque en el caso
del selenio su suplementacion daba lugar a un aumento en la actividad GPX (Jackson, 1994).
De hecho, en salmonidos se observo un efecto sinérgico entre este metal y la vitamina E

aumentando las barreras antioxidantes y estabilizando membranas (Thorarinsson et al., 1994).

Un aspecto interesante es la influencia de los niveles de HUFAs en la dieta y la
tendencia a la peroxidacion que estos tienen, asi como el papel protector que ejerce la
vitamina E sobre ellos (Udilova et al., 2003). Como ya se vio anteriormente, la relacion
Vit E/HUFA es critica a la hora de considerar el potencial antioxidante que presentan los
organismos, el cual aumenta con valores mds altos del indice (Hamre y Lie, 1995;
Mourente et al., 2000). Numerosos estudios ponen de manifiesto que la ingesta de aceite de

pescado rico en HUFAs se asocia a un descenso en los niveles de vitamina E y a un
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aumento de la peroxidacioén que, en algunos casos, se previene por esta vitamina. Estos
efectos se han puesto de manifiesto en experimentos realizados en mamiferos (Ibrahim et
al., 1999; Ando et al., 2000) y en varias especies de peces como trucha arco iris (Cowey et
al., 1983; Cowey, 1986; Frigg et al., 1990), pez gato (Gattlin III et al., 1992), lubina
(Gatta et al., 2000), trucha alpina (Salvelinus alpinus) (Olsen y Henderson, 1997), rodaballo
(Stéphan et al., 1995), salmon Atlantico (Scaife et al., 2000), seriola (Ito et al., 1999) y

esciénidos como la corvina (Sciaenops ocellatus) (Craig et al., 1999).

Por otro lado, se ha demostrado en mamiferos una posible estimulacion de las
enzimas antioxidantes por parte de los HUFAs (Venkatraman et al., 1998; Ruiz-Gutiérrez,
1999). En peces, se ha observado que los HUFAs, asociados a un aumento de radicales
lipidicos, daban lugar a una activacion de las enzimas implicadas en la actividad
desintoxicante del Citocromo 450 (Craig etal., 1999), y que la suplementacion con acidos
grasos saturados, monoinsaturados o poliinsaturados incrementaba el potencial antioxidante
al aumentar la actividad de la SOD, CAT y GPX que, en el caso de los PUFAs, no fue

suficiente para prevenir la peroxidacion lipidica (Varghese y Oommen, 2000).

Experimentos con diversas especies de teledsteos como dorada, rodaballo, seriola, y
halibut, demostraron que un descenso en los niveles de vitamina E en tejidos (ya sea por
dietas carenciales o debido a su consumo como molécula antioxidante) provocaba una
induccion en la actividad SOD, CAT y GPX con el fin de cubrir las necesidades de
proteccion en aquellos tejidos mas susceptibles de ser oxidados (Ito etal., 1999; Tocher et
al., 2002). Esto explicaria el descenso en la actividad de enzimas antioxidantes observado
en mamiferos alimentados con dietas con altos niveles de vitamina E (Atalay etal., 2000).
Por el contrario, en eritrocitos de ratas sometidas a los efectos oxidantes de pesticidas, se
puso de manifiesto que la presencia de vitamina E en dieta favorecia el incremento de
actividad SOD vy catalasa asociado a un descenso en los niveles de perdxidos en estas

células (John et al., 2001).

Por otro lado, otros autores no encontraron una estimulacion enzimatica por parte de

los HUFAs (Ibrahim et al., 1997, 1999), 1o que podria deberse a que la cantidad aportada en
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dieta no fue suficiente para provocar este efecto (Luostarinen et al., 2001). También, dietas
ricas en HUFAs y carentes en vitamina E, que provocaron altos niveles de peroxidos en
tejidos, no indujeron una activacion de estas enzimas. En estos casos la actividad
enzimatica no se afectd por la dieta, lo que posiblemente fuera debido a que no se
alcanzaron niveles tan severos en la relacion Vit.E/HUFA como para promover su

induccion (Mourente et al., 1999, 2000).

Con respecto a la vitamina C, en mamiferos se ha demostrado su importante funcion
antioxidante, observandose que, en situaciones de carencia de vitamina C, la presencia de
vitamina E, GSH y de actividad SOD, CAT y GPX no prevenia un aumento en la
peroxidacion (Chakraborty et al., 1994). Con relacion a esto, se observo que suplementos
de vitamina C y hierro aumentan la actividad catalasa en rifion de salmonidos (Andersen et

al., 1998).

Los experimentos de Nakano et al. (1999) en trucha arco iris, revelaron que el
efecto de la suplementacion de carotenoides en la dieta disminuia los niveles de peroxidos
en higado, lo que se explica como un posible efecto sinérgico entre carotenoides y
vitamina E, ya que la presencia de los primeros reduce la pérdida de vitamina E por

oxidacion.

Por otro lado, niveles supradptimos de HUFAs en la dieta pueden llegar a tener un
efecto prooxidante en esos casos en los que la vitamina E sea insuficiente para evitar la
peroxidacion (Huang et al., 1998; Olsen et al., 1999; Oarada et al., 2000). También un
exceso en los niveles de vitamina E y/o C puede ser pernicioso al ejercer un efecto
prooxidante, que puede dar lugar a un aumento en los niveles de peroxidos (Ito et al., 1999;
Moureau et al., 1999). En seriola se ha comprobado que bajas concentraciones de
vitamina C no permiten la total regeneracion del radical a-tocoferil a a-tocoferol, lo que

da lugar a la acumulacion de este radical y que la vitamina E ejerza un efecto prooxidante (Ito

etal., 1999).
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La oxidacion de los HUF As puede provocar variaciones en las proporciones de los
distintos tipos de acidos grasos, al producirse un descenso de estos asociado a un aumento
de SAFAs (acidos grasos saturados) y MUFAs (4acidos grasos monoinsaturados). Este
efecto se previene en parte por la vitamina E (Stéphan et al., 1995; Sant’Ana y
Mancini- Filho, 2000; Tocher et al., 2002). Por otro lado existen otros experimentos que no
demostraron el efecto de la vitaminas E o C en la variacion de los contenidos de 4cidos
grasos individuales en tejidos como musculo e higado (Frigg et al., 1990; Ito et al.1999;
Moreau et al., 1999). En cuanto a la composicion corporal, no se encontrd influencia
alguna del tipo de fuente grasa o de los niveles de vitamina E en experimentos realizados

con rodaballo (Stéphan et al., 1995) y lubina (Gatta et al., 2000).

Con respecto a la influencia de los componentes de la dieta sobre los globulos rojos,
el efecto es muy similar al observado en otros tejidos. En mamiferos se ha observado que el
aporte en dieta de aceite de pescado rico en HUFAs, con respecto a los aceites vegetales,
aumentaba la susceptibilidad de los globulos rojos a la oxidacion. Este efecto era
prevenido por la vitamina E (Ando et al., 1998), aunque hay experimentos en los que dicha
vitamina no evito la senescencia de los globulos rojos y un mayor nivel de peroxidacion, en
aquellos animales alimentados con aceite de pescado con respecto a los alimentados con
aceite de soja (Oarada et al., 2000). Por el contrario, Olsen y Henderson (1997), observaron
en salmonidos un efecto del 18:3n3 del aceite de soja sobre una mayor fragilidad y

peroxidacion de globulos rojos, similar al observado en dietas con altos niveles de HUF As.

Es evidente que la carencia de vitamina E va a aumentar la fragilidad de los
globulos rojos, como se observo en trucha y tilapia (Cowey et al., 1983; Roem et al., 1990)
pero, en muchos casos, estos efectos no se asociaron a un descenso en los niveles de
hematocrito y hemoglobina (Hardie et al., 1990; Roem et al., 1990) lo que podria deberse a
que los globulos rojos maduros lisados eran compensados con un aumento de los
inmaduros (Thorarinsson et al., 1994). En cuanto a la vitamina C, Andersen et al. (1998)
no encontraron en salmonidos ningin efecto sobre parametros hematoldgicos como

hematocrito, hemoglobina, recuento de globulos rojos, HCM, VCM y CCMH.

102



11.- Revisién Bibliogréafica

7. ESTRATEGIAS QUE TIENDEN A PALIAR LOS EFECTOS
DE LOS AGENTES ESTRESANTES EN EL CULTIVO INTENSIVO

Como hemos visto, en la practica de la acuicultura existen ciertos factores
inevitables que resultan estresantes de forma aguda (manipulacién, vacunas, transporte,
etc.) o cronica (deterioro de la calidad del agua, altas densidades de cultivo). Es bien sabido
que una exposicion repetida o continuada a estas situaciones determina que la respuesta de
estrés pase de tener un caracter adaptativo a maladaptativo, repercutiendo en el buen
desarrollo de los animales (crecimiento, capacidad de respuesta inmune, funcidén

reproductora) y, en ultimo término, en la calidad de la carne.

Existen una serie de lineas de investigacion encaminadas a buscar soluciones o
estrategias que, si bien no eliminen totalmente los efectos negativos del estrés, al menos,
minimicen sus posibles consecuencias sobre el buen desarrollo del animal. A este respecto,
una actuacion podria realizarse sobre el eje HHI, lo cual requiere un buen conocimiento del
proceso endocrino en situaciones de estrés, localizando aquellos puntos en los que una
intervencion podria modificar la respuesta hormonal primaria. Por otro lado, otra vertiente
iria dirigida a la utilizacion de dietas enriquecidas en determinados componentes que
favorecieran una predisposicion del animal para hacer frente a los posibles efectos

negativos del estrés (Pickering, 1993a; Jackson, 1994).

7.1. SELECCION GENETICA DE RAZAS CON UNA RESPUESTA
DE ESTRES ATENUADA

Existen diversos estudios dirigidos a considerar la magnitud de la respuesta de
estrés como un rasgo determinado genéticamente, lo que posibilitaria hacer una seleccion

de aquellos individuos con una baja intensidad de respuesta de estrés.
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Los cultivos selectivos son una poderosa herramienta para incrementar la
produccidn animal, mediante la seleccion de razas y subfamilias con diferente fenotipo,
reforzando después el cultivo de los mas adecuados (Refstie, 1990). Existen antecedentes
en cuanto a la seleccion de determinados rasgos relacionados con el crecimiento, la eficacia
alimentaria e indice de conversion del alimento, la maduracion y eficacia reproductora, la
resistencia a enfermedades e incluso la calidad de la carne. En algunos casos, las respuestas
no fueron tan satisfactorias como en otros en los que si se consiguié incrementar

determinados aspectos (Gjedrem, 1992; Pottinger y Pickering, 1997).

Con relacion a esto, cobran especial atencion aquellos estudios dirigidos a
seleccionar razas con mayor resistencia a enfermedades (Gjedrem et al., 1991) ya que es
una de las principales causas del descenso en la produccion de las piscifactorias. Es en este
contexto donde la respuesta de estrés es considerada como un rasgo de gran importancia en
la seleccion de cultivos, debido a la clara relacion existente entre estrés € inmunosupresion,
lo que permitiria disponer de un criterio indirecto de seleccion de animales con mas
resistencia a las enfermedades. Este criterio de seleccion proporcionaria altos beneficios, ya
que englobaria una mejora en aspectos como el crecimiento, reproduccion y respuesta

inmune (Pottinger y Pickering, 1997).

Lo estudios de Mc.Geer et al. (1991) ya pusieron de manifiesto que al someter a
seis cepas de salmon a diferentes tipos de estrés (alteraciones de pH, temperatura,
salinidad, presencia de agentes infecciosos y manipulacion) se producian diferencias entre
ellas en cuanto a la capacidad para hacer frente a un determinado tipo de agente estresante.
Como todos los animales se encontraban en las mismas condiciones ambientales, se
presupone la existencia de un componente genético responsable de las diferencias

observadas entre cepas.

Es bien conocido que la persistencia de una situacion estresante va a repercutir en el
buen desarrollo del animal. De esta manera, la alteracion de los niveles de cortisol seria, en
principio, un rasgo determinante a la hora de evaluar la intensidad de respuesta de estrés,

donde estarian favorecidos aquellos individuos con una elevacion de cortisol atenuada
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(Pottinger et al., 1992). Fevolden et al. (1993b) pusieron de manifiesto en trucha arco iris
y salmon Atlantico la existencia de cierta heredabilidad en este carécter, estableciéndose un
posible control genético con relacion a la velocidad de respuesta del sistema endocrino, la
concentracion maxima de la hormona, su tasa de degradacion o bien una combinacién de

todas estas variables (Heath y Bernier, 1993).

Mediante la seleccion de animales con una respuesta de cortisol atenuada (low
response, LR) se podria llegar a pensar que se esta favoreciendo una mayor capacidad de
respuesta inmune frente a cualquier patogeno en general. Esto no parece confirmarse, ya
que Fevolden et al., (1992) demostraron que los animales seleccionados por su alta
respuesta al estrés (high response, HR) eran més susceptibles a contraer furunculosis por
Aeromonas salmonicida, frente a los LR que lo eran a contraer vibriosis por Vibrio
anguillarun. Aunque experimentos posteriores (Fevolden et al., 1993a) reflejaron una
mayor tasa de mortalidad en los HR frente a ambos patogenos, no se encontré diferencia
entre las dos lineas frente a Renibacteriun salmonidarum, lo que nos da a entender que la

seleccidon no asegura una capacidad de respuesta inmune de manera inespecifica.

Si tenemos en cuenta la relacion entre inmunosupresion y estrés, parece logico
pensar que la seleccion, en funcidn de la intensidad de respuesta de estrés, debe afectar a
algunos parametros inmunoldgicos. A este respecto existen numerosos experimentos que
establecen una correlacion entre una mayor secrecion de cortisol (HR) y un descenso en la
actividad hemolitica del suero, nimero de anticuerpos especificos, activacion del
complemento, linfocitos y actividad de la lisozima (Fevolden et al., 1991, 1993c; Pottinger
el al., 1994). En cuanto a los niveles de lisozima, también considerada rasgo valido para
una seleccion genética, los resultados son algo ambiguos, ya que se observo una
correlacion negativa con la secrecion de cortisol, que recientemente se ha puesto de
manifiesto al comprobar que truchas seleccionadas por su alta secrecion de lisozima tras
estrés por confinamiento eran las que tenian mas atenuados los niveles de cortisol y

viceversa (Fevolden et al., 2002).
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La influencia de este tipo de seleccion en el comportamiento hiperglucemiante
propio de la respuesta de estrés no parece mostrar una correspondencia entre individuos
seleccionados por su alta o baja secrecion de cortisol y los seleccionados en funcion de los
niveles alcanzados de glucosa plasmética tras situaciones de estrés. Esta aparente contradiccion
podria explicarse, en parte, debido a que la glucogenolisis esta principalmente mediada por las
catecolaminas (Pottinger y Carrick, 1999a). Por otra parte, un aumento en la tasa metabolica
podria explicar la correlacion positiva observada entre los niveles de glucosa post-estrés y

valores mas altos de tasa de crecimiento instantdnea (TCI) (Heath y Bernier, 1993).

La seleccion de una respuesta atenuada de estrés evitaria parcialmente los efectos
negativos sobre el crecimiento (Pickering, 1993a). Efectivamente, en algunos casos se ha
demostrado la relacion existente entre valores de incremento de peso y animales
seleccionados por su baja respuesta de estrés (LR) (Fevolden et al., 1992, 2002). Por el
contrario, otros experimentos no revelaron ninguna correlacion entre los niveles de cortisol
y el peso (Pottinger et al., 1992) ¢ incluso, inesperadamente, reflejaron valores mas altos de
longitud y tasa de conversion instantanea (TCI) en los grupos HR, lo que podria deberse a
una mejor adaptacion de este grupo al medio desde el inicio del periodo experimental
(Pottinger y Carrick, 1999a). Otra posible explicacion a estos resultados podria estar en que
los LR presentaron, aunque con niveles inferiores, una elevacion mas sostenida de cortisol

a lo largo de un periodo de confinamiento de 14 dias con respecto a los HR, que tuvieron
una rapida recuperacion (Pottinger et al., 1994b). Segun Weil et al. (2001), esta elevacion
sostenida de los niveles de cortisol va a influir mas sobre el crecimiento que los picos de

cortisol alcanzados a corto plazo.

Es interesante destacar la influencia de esta seleccion en el comportamiento de los
animales, comprobandose que los LR tomaban una posiciéon dominante frente a los HR que
presentaban una baja actividad locomotora y un descenso en la ingesta (Pottinger y Carrick,
2001a; Overly etal., 2002). Esto parece confirmarse por las diferencias encontradas entre
LR y HR en los distintos niveles de neurotransmisores monoaminérgicos con relacion al
sistema nervioso (Overly etal., 2001) que, como se sabe, van a ser en parte responsables de

la relaciones de dominancia-subordinacion.
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En ausencia de estrés, los niveles basales de cortisol entre grupos LR y HR no
presentan diferencias (Pottinger et al., 1992; Pottinger y Carrick, 1999b), lo que lleva a
pensar que la seleccion se llevo a nivel de la capacidad de respuesta del tejido interrenal,
cosa que se confirmo6 al no observarse diferencias en los niveles de ACTH entre lineas LR

y HR tras ser sometidas a estrés por confinamiento (Pottinger y Carrick, 2001b).

A la hora de hacer una seleccion de razas, basada en la intensidad de respuesta de
estrés, el proceso se puede mejorar unificando las condiciones de cultivo, estandarizando
los agentes estresantes y usando individuos, con una clara diferenciacion de rasgos, como
parentales de la siguiente generacion. La seleccion de razas con diferente grado de
respuesta al estrés, tomando los niveles de cortisol como rasgo selectivo, parece ser
efectiva, ya que los valores de heredabilidad para este rasgo han sido de 0.41 (Pottinger y
Carrick, 1999b) y 0.5 (Fevolden et al., 2002). Otro aspecto positivo es el mantenimiento de
los resultados a lo largo de varios meses, lo que parece indicar que la seleccion en funcion del
cortisol es bastante estable, llegandose incluso a comprobar en segundas generaciones

(Fevolden et al., 1993c).

Con este tipo de seleccion, hemos presupuesto que una baja respuesta de estrés es
una ventaja con relacion a una respuesta mas pronunciada. Si embargo, también seria
posible considerar que la capacidad de adaptacion de un pez, con una mayor habilidad para
responder al estrés seria una ventaja. Quizas esta vision solo seria aplicable a peces en
estado salvaje ya que, en condiciones de acuicultura, los aspectos beneficiosos del estrés se
verian superados por las repercusiones negativas en el desarrollo de los animales a largo

plazo (Pottinger y Pickering, 1997; Fevolden et al., 2002).

7.2. ELABORACION DE DIETAS SUPLEMENTADAS CONHUFAS Y
VITAMINAS EY C

En la respuesta de estrés clasico es interesante tener en cuenta dos aspectos: 1) el animal

se encuentra haciendo frente a una situacion que, a la larga, puede repercutir en su buen
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desarrollo (Ellis et al., 2002) y 2) normalmente una activacion de las vias catabdlicas con fines
energéticos va a determinar que el aumento de la tasa metabolica favorezca la produccion de

radicales libres que pueden alterar el equilibrio de los sistemas antioxidantes (Ross et al., 2001).

Con relacion a este tltimo aspecto, se ha podido comprobar que diferentes tipos de
estrés (ayuno, cambios de salinidad en el medio, metales pesados, incrementos en el flujo
del agua), en ocasiones asociados a claros aumentos de cortisol (Tort et al., 1996;
Martinez-Alvarez et al., 2002), provocan, por lo general, una estimulacion de los sistemas
antioxidantes, manifestada por altos niveles de GSH, metalotioneinas, actividad SOD, CAT o
GPX, en respuesta a un posible aumento de los procesos oxidativos que se asociaron, en
algunos casos, a valores altos de peroxidos (Hidalgo et al., 1988; Lindstrom-Seppa et al.,
1996; Tort et al., 1996; Kolayli y Keha, 1999; Ross et al., 2001; Martinez-Alvarez et al., 2002).

Teniendo en cuenta esto, seria interesante estudiar, en situaciones de estrés, el efecto
de la manipulacion de los niveles de determinados nutrientes y micronutrientes esenciales en la
dieta, no s6lo con relacion a su importancia para el crecimiento y buen desarrollo del ser vivo,

sino también al papel que representan en los sistemas de respuesta antioxidante.

Es bien conocido que las necesidades de vitamina C aumentan en situaciones
estresantes (Halver, 1972). Esto se puso de manifiesto en lubinas sometidas a estrés por
manipulacion, en las que se observé un descenso de los niveles de vitamina en sus tejidos
(Alexis et al., 1999). Un efecto similar ha sido demostrado por Chien et al. (1999) en
situaciones de estrés térmico. Efectivamente, parece que la vitamina C podria intervenir en
la respuesta de estrés regulando la secrecion y produccion del cortisol, de ahi que los
niveles de esta vitamina sean importantes en el rifidn anterior, proximo al tejido interrenal
(Halver, 1972). Esto explicaria que en situaciones de hipoxia la carencia de vitamina C en
la dieta provoque variaciones bruscas de cortisol asociadas a titulos de glucemia mas altos
con respecto a dietas control (Henrique et al., 1998). Un buen aporte de vitamina C
aumenta la resistencia al estrés ya que disminuye la sensibilidad de los peces y, ademas,
presenta efectos inmunoestimuladores (Merchie et al., 1997). En relacion a esto, se ha

puesto de manifiesto el efecto de la vitamina C incrementando la tasa de supervivencia en
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larvas sometidas a estrés por cambios de salinidad, al provocar en ellas un descenso de la
sensibilidad al estrés (Kolkovski et al., 2000). Pero, este efecto no fue tan claro en
experimentos de confinamiento en salmonidos, donde los niveles de vitamina C no
ejercieron ninguna influencia en la regulacion de los efectos inmunosupresores, lo que
podria apoyar la teoria de que la vitamina C no juega un papel fundamental en la regulacion
de la respuesta primaria de estrés (Thompson et al, 1993). Por otro lado, se puso de
manifiesto el papel de las vitaminas E y C manteniendo la estabilidad y funcionalidad de
las membranas de fagotitos lo que conferia una mayor capacidad de respuesta inmune

frente a determinados patégenos (Obach y Laurencin, 1992).

La importancia de la vitamina E en situaciones de estrés podria esta asociada, junto
a la de HUFAs, con la regulacion de la respuesta primaria de estrés, dando lugar la
deficiencia de ambos nutrientes a valores altos de cortisol y, en situaciones de estrés agudo,
a una respuesta mas brusca y breve con respecto a las dietas control. Parece ser que el
efecto combinado de las dietas carenciales (que ya son en si una situacion de estrés
cronico) y el estrés fisico va a disminuir la potencial resistencia del pez (Montero et al.,
1998). Por otro lado, se ha comprobado que vitamina la E y los HUF As podrian intervenir
en la regulacion de ciertos procesos asociados a situaciones estresantes, como la excrecion
de amonio (aumentada por el catabolismo de tejidos) tras ejercicio exhaustivo (Agrandi et
al., 1995). En contraposicion, no se encontr6 influencia de la vitamina E en la tasa de

supervivencia de larvas sometidas a cambios de salinidad (Kolkovski et al., 2000).

Por otro lado, en relacion a la influencia conjunta que varios factores pueden ejercer
sobre el desarrollo del pez, el efecto de la densidad de cultivo en pez gato alimentado con
dietas suplementadas y carentes de vitamina E, no reflejé ninguna diferencia en los niveles

de cortisol entre dietas, es decir, la densidad de peces no agravé los efectos de la carencia
de vitamina E. Con respecto a la vitamina C ocurrié algo similar, su carencia tampoco

afectd a la severidad de la deficiencia de vitamina E (Gatlin III et al., 1986).

En cuanto a los HUF As, parece que existe una correlacion positiva entre su carencia

y la aparicion de un fenotipo de susceptibilidad al estrés (por hipoxia, cambios de
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temperatura o de salinidad) asociado a un aumento de la tasa de mortalidad, lo que
demuestra el efecto positivo de estos acidos grasos en la capacidad de respuesta al estrés
(Kraul et al., 1993; Kanazawa et al., 1997; Gapasin et al., 1998; Sakakura et al., 1998;
Tago el al., 1999; Montero et al., 2003). Curiosamente, se observo que esta tendencia era

reversible con la suplementacion de HUFAs n-3 en la dieta (Logue et al., 2000).

Es bien conocida la importancia de los HUFAs para el mantenimiento de la
funcionalidad de membranas, sobre todo en las primeras etapas del crecimiento de peces,
pero a esto habria que afiadir la sintesis de prostaglandinas derivadas de los HUFAs n-3
que, en cierto modo, van a ejercer un papel muy positivo en la regulacion de procesos
patologicos. De ahi que numerosos experimentos pongan de manifiesto la importancia de
los n-3 con respecto a los n-6 y otro tipo de HUFAs, los cuales en ausencia de los n-3 no
consiguen mejorar la respuesta de estrés (Kraul etal., 1993: Logue et al., 2000). También,
cabe destacar el papel que presentan como reguladores de la respuesta inmune, bien por la
sintesis de eicosanoides, que pueden actuar como inmunomoduladores, o bien manteniendo
la estabilidad de membranas de macréfagos, asi como la funcionalidad de sus receptores,
ya que existen experimentos en los que la sustitucion de aceite de pescado (rico en n-3
HUFASs) por aceite de soja dio lugar a un descenso en la actividad del complemento
posiblemente asociado a que los receptores de membrana se vieron afectados por un aporte

elevado de acido graso linoleico, abundante en el aceite de soja (Montero et al., 2003).

Un tltimo aspecto a considerar seria la influencia de los niveles de vitamina C en el
sistema nervioso. Se ha comprobado que el acido ascorbico puede influir en la accion de
determinados neurotransmisores que regularian el comportamiento y el establecimiento de
relaciones de subordinacion en aquellos animales deficientes en vitamina C. Experimentos
realizados con trucha arco iris demostraron que aquellos animales alimentados con dietas
carentes de vitamina C, ocupaban peores posiciones en los tanques de experimentacion,
posiblemente por relaciones de sometimiento, lo que les podria suponer mayor dificultad
para la obtencion del alimento. En este caso, estas diferencias comportamentales no fueron
suficientes como para establecer diferencias en la tasa de mortalidad y de crecimiento entre

grupos control y deficientes en vitamina C (Blom et al., 1999).
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1. DISENO EXPERIMENTAL

1.1. ENSAYO 1.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE GRADO DE RESPUESTA
DE ESTRES

Animales, diseiio experimental y alimentacion:

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con un peso medio de 34 gramos. Por
cada raza seleccionada (ver apartado 2.), se establecieron seis lotes experimentales, de
los cuales tres se mantuvieron en condiciones de alta densidad (100 g/1) y los otros tres
a baja densidad de peces (20 g/l), existiendo un total de dieciocho grupos

experimentales (3 lineas x 2 densidades x 3 réplicas).
Los animales se alimentaron ad libitum dos veces al dia (10:00 y 17:00 horas)
utilizandose pienso comercial (DIBAQ / 2mm) de composicion y didmetro de grano

similares a los utilizados en piscifactoria para animales de ese tamafio.

Tras una semana de adaptacion de los animales a las condiciones del acuario

experimental, el experimento tuvo una duracion de cuatro semanas.

1.1. Efecto sobre el crecimiento, conversion del alimento y composicion

corporal

Parametros e indices determinados:

Los parametros que se controlaron fueron la ingesta diaria del alimento asi

como la ganancia de peso durante el periodo experimental.
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Al inicio y final del experimento se tomaron muestras de peces de cada lote con

el fin de analizar su composicion corporal.

Asimismo se valoraron los indices de eficacia alimentaria (EA), tasa de
crecimiento instantaneo (TCI), coeficiente de eficacia en crecimiento (CEC) y valor
productivo de la proteina (VPP), asi como la longitud estandar, factor de condicion (FC)

e indice hepatosomatico (IHS).

1.2. Efecto sobre determinados parametros hematologicos v el

metabolismo intermediario

Parametros e indices determinados:

Se tomaron muestras de sangre para determinacion de hematocrito, hemoglobina

y glucosa plasmatica.

Asimismo, se tomaron muestras de higado para la determinacion de la actividad
de enzimas del metabolismo intermediario: Alanina aminotransferasa (AAT), Fructosa
1,6-bisfosfatasa (FBPasa), Piruvato quinasa (PK) y Fosfofructo quinasa (PFK), asi

como para el analisis de los niveles de glucdgeno.

1.2. ENSAYO 2.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE DISPONIBILIDAD DE
HUFAS Y DE VITAMINAS E Y C EN LA DIETA

Animales, diseiio experimental y alimentacion:

Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) de un peso medio de 50 gramos. Se
establecieron cinco grupos experimentales, cada uno de ellos alimentado con un tipo de

dieta (ver apartado 3.1). Los animales alimentados con cada tipo de dieta fueron
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mantenidos a dos densidades de peces diferentes, baja (20 g/l) y alta (100 g/l). Cada una
de las diez situaciones experimentales se ensayo en lotes triplicados, lo que dio lugar a

un total de 30 grupos experimentales (5 dietas x 2 densidades x 3 réplicas).
Los animales fueron alimentados ad /ibitum dos veces al dia (10:00 y 17:00) con

su correspondiente dieta. Tras una semana de adaptacion a las condiciones del acuario

experimental, el ensayo tuvo una duracion de seis semanas.

2.1. Efecto sobre el crecimiento, conversion del alimento vy

composicion corporal

Parametros e indices determinados:

Los parametros que se controlaron fueron la ingesta diaria del alimento, la
ganancia de peso a los 21 dias (subperiodo 1) y a los 42 dias (subperiodo 2), asi como el

numero de bajas a lo largo de todo el periodo experimental.

Al inicio, 21 y 42 dias del ensayo, se tomaron muestras de peces de cada lote
con el fin de analizar su composicion corporal. Al final del experimento se tomaron

muestras de musculo e higado para anélisis del perfil de 4cidos grasos en estos tejidos.

Asimismo, se realizd una valoracion de los indices de eficacia alimentaria (EA),
tasa de crecimiento instantdneo (TCI), coeficiente de eficacia en crecimiento (CEC),
valor productivo de la proteina (VPP) asi como de la longitud estdndar, factor de

condicién (FC) e indice hepatosomatico (IHS).

2.2. Estudio histologico sobre el efecto de las diferentes dietas

experimentales en higado v branquias de trucha arco iris

Al final del experimento, se tomaron muestras de higado y branquias de los

distintos grupos de animales que consumieron cada una de las dietas experimentales en
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condiciones de baja densidad, ya que se presupone que en estas condiciones los efectos
de la dieta sobre los tejidos son mds acusados, al establecerse una situacion de densidad

“normal” que en principio no afectaria negativamente a la ingesta.

2.3. Efecto sobre determinados parametros e indices hematologicos,

glucogeno tisular y niveles de cortisol v metabolitos plasmaticos

Parametros e indices determinados:

A los 21 y 42 dias se tomaron muestras de sangre para analisis de hematocrito,
hemoglobina, recuento de glébulos rojos, y calculo de CCMH, HCM, y VCM,
realizdndose también analisis de cortisol, glucosa y lipidos plasmaticos. Se tomaron

muestras de higado y muasculo para andlisis de glucogeno.

2.4. Efecto sobre el metabolismo de especies de oxigeno y nitrogeno

reactivo

Parametros e indices determinados:

A los 21 y 42 dia se tomaron muestras de sangre, higado y rifion para analisis de
la actividad de las enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPX),
glutation reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD), asi como de la actividad
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), indirectamente ligada al sistema
antioxidante enzimatico celular. En el caso de la SOD, también se realizaron analisis de
las distintas formas isoenzimadticas en geles de poliacrilamida. También se realizaron
analisis de peroxidacion lipidica a los 21 y 42 dias en sangre, higado y rifion. Con
respecto al metabolismo de especies de nitrogeno reactivo, al final del experimento se
tomaron muestras de higado para el analisis inmunoelectroforético de la enzima 6xido

nitrico sintasa inducible (iNOS).
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2. ANIMALES Y MANTENIMIENTO

En el Ensayo 1, los animales utilizados pertenecian a una primera generacion de
truchas obtenidas a partir de progenitores seleccionados en funcion del grado de
respuesta a una situacion de estrés, que fue determinado por los niveles de cortisol
plasmatico. Esta seleccion se llevo a cabo por la empresa AKVAFORSK (Sunndabsora,
NORUEGA) estableciéndose tres grupos de progenitores: HR (alta respuesta al estrés),

LR (baja respuesta al estrés) y un grupo C (control) de animales no seleccionados.

De cada uno de estos dos grupos se obtuvo una primera generacion (F;) cuyos
huevos fueron enviados a Granada. Estos huevos fueron mantenidos hasta completar su
incubacion y posterior crecimiento en instalaciones de una piscifactoria local
(Piscifactorias Andaluzas, S.A, Loja, Granada) a una densidad no estresante. Una vez
alcanzado un peso en torno a 30-35 g los animales se trasladaron a las instalaciones de

la Universidad de Granada donde se procedi6 al disefio del experimento.

En el Ensayo 2, los animales utilizados presentaron un peso en torno a 45-50 gy

procedian de una piscifactoria local (Piscifactorias Andaluzas, S.A, Loja, Granada).

En ambos ensayos, una vez que los animales se trasladaron a las instalaciones
experimetales, se mantuvieron durante siete dias en cubas de fibra de vidrio de una
capacidad de 360 litros para que se recuperaran del traslado. Pasado este tiempo, los
peces fueron anestesiados por inmersion en una solucion de etilenglicol monofenil eter
(1.5 ml / 10 litros de agua) y se distribuyeron en lotes que fueron alojados en los tanques

experimentales (ver apartado 2.1.).

Para la renovacion del medio se establecio un flujo continuo de agua (1 litro / Kg

pez / minuto) previamente declorada mediante un filtro de carbon activo.
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La temperatura del agua se mantuvo constante a lo largo de todo el periodo
experimental por medio de un termostato introducido en los tanques y conectado a una
valvula de tres vias que mezclaba automaticamente el agua procedente del sistema de
calefaccion y refrigeracion. En el Ensayo 1 fue de 15 £ 0.5 °C, siendo en el Ensayo 2 de
12 £ 0.5 °C para evitar una posible proliferacion bacteriana en los animales sometidos a

estados carenciales de vitaminas.

La oxigenacién del agua se realizd mediante un soplante de aire (SIEMENS)
que, por un sistema de tubos de PVC, distribuia el aire hacia los difusores situados en
cada una de las cubas, los cuales estaban provistos de una llave que permitia un flujo de
salida de aire tal que hacia posible mantener una concentracion de oxigeno proxima a la

saturacion.

Para establecer el fotoperiodo adecuado al ensayo (12 horas luz / 12 horas

oscuridad), se utilizé un temporizador conectado al sistema de iluminacion artificial.

Semanalmente se procedia a la desinfeccion de los acuarios experimentales con
cloramina en proporciones 0.75 g / 50 litros. Diariamente se realizaba un control de la

saturacion de oxigeno y de los niveles de cloro del agua de los acuarios.

2.1. ACUARIO EXPERIMENTAL

Los tanques de fibra de vidrio y con capacidad de 50 litros, estaban agrupados de
tres en tres y presentaban cierta inclinacion con el fin de facilitar la recogida de heces a
un tubo comin de drenaje con ranuras que las recorria por el interior. Este tubo
presentaba una llave en uno de sus extremos desembocando el otro en una columna de
sedimentacion cuya salida se controlaba mediante otra llave. Cada dia las unidades se
limpiaron dos horas después de la tltima comida introduciendo una escobilla en la
columna de sedimentacién y en el tubo con ranuras tras abrir las llaves que cierran los

extremos de ambos.
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La renovacion del agua se realizd por un tubo conectado en la parte superior de
la columna de sedimentacion en sentido ascendente, cuya altura determinaba el nivel de

agua dentro de las cubas.

3. ALIMENTACION

3.1. DIETAS EXPERIMENTALES

En el primer ensayo se utilizd una dieta comercial con un grosor de grano
apropiado al tamafio de los peces (DIBAQ / 2 mm). Los resultados obtenidos tras

realizar el andlisis de composicion de dicho pienso se muestran en la Tabla III.1.

Tabla IIL.1.- Analisis de composicion de la dieta utilizada en el ensayo 1 (% ss)

Humedad MELN Lipidos Proteina Cenizas

8.7 21.1 14.6 46.7 17.6

Las dietas experimentales del Ensayo 2, fueron formuladas de acuerdo con los
datos disponibles en bibliografia en cuanto a necesidades y criterios generales de

nutricion, y fabricadas integramente en el laboratorio.

Para conseguir un tamafio de particula adecuado para la mezcla (no superior a 50
pm), los componentes de la dieta fueron procesados haciéndolos pasar por un molino

eléctrico de cuchillas y por una serie de tamices.
Como fuente proteica se utiliz6 harina de pescado suministrada por la empresa

ALIMAR (Sur Chile) de la que se realizaron anélisis de humedad (5.7% ss), lipidos

(11.41 % ss) y proteinas (73.28 % ss) necesarios para la posterior formulacion de la dieta.
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Ademas de la grasa aportada por la harina de pescado, como fuente lipidica
principal se utiliz6 aceite de pescado (Sildemel Industries; Noruega) para aquellas dietas
con alta dosis de HUFAs empleandose aceite de soja (Solnatural, Barcelona) para las
que tenian un bajo contenido en HUFAs (ver Tabla II1.2). El buen estado de los acidos
grasos de las fuentes lipidicas se confirm6 mediante analisis de indices de peroxidos

(Labs. AINPROT, S.A), encontrandose trazas inapreciables en todos los casos.

Tabla II1.2.- Porcentaje de acidos grasos en aceite de pescado y de soja
utilizados en la formulacion de las dietas empleadas en el Ensayo 2.

Acido graso Ac. Pescado Ac. Soja

14:0 6.51 0.08
16:0 17.28 11.02
16:1n7 7.05 0.14
18:0 3.94 3.84
18:1n7 0.29 0.00
18:1n9 22.69 25.20
18:2n6 10.05 52.96
18:3n3 0.97 6.76
20:0 0.00 0.00
20:1n7 0.00 0.00
20:1n9 5.30 0.00
20:2n6 0.00 0.00
20:3n3 0.00 0.00
20:4n6 0.67 0.00
20:5n3 9.48 0.00
20:6n3 0.00 0.00
22:1n9 5.58 0.00
22:4n6 0.00 0.00
22:6n3 10.21 0.00
24:1n9 0.00 0.00
% Saturados 27.72 14.94
% MUFA 40.90 25.34
% PUFA 31.38 59.72
% HUFA 20.36 0.00
% HUFA n3 19.69 0.00
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Para poder establecer dietas con dos niveles de vitamina E se realiz6 el andlisis
de la proporcion de esta vitamina (Labs. AINPRONT, S.A.) en la harina de pescado y

las distintas fuentes lipidicas utilizadas en las dietas (ver Tabla III.3).

Tabla II1.3.- Niveles de vitamina E en los componentes de
la dieta con contenido lipidico.

Fuente Vitamina E
(mg/Kg)
Harina de Pescado 16
Aceite Pescado 74
Aceite Soja 16

Tabla II1.4. Formulacion general de las 5 dietas experimentales.

COMPONENTES Feso
(gr sr)

Harina de Pescado 600
Aceite (pescado o soja) 100
Almidoén 150
Dextrina 50
Corrector mineral 50
Corrector vitaminico 20
Carboximetilcelulosa 10
Betaina 10
Celulosa 10
TOTAL 1000

Como fuente hidrocarbonada se utilizo almidon pregelatinizado y dextrina,

ambos suministrados por MUSAL & CHEMICAL S.A.
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Como aglutinante dietario se utiliz6 carboximetil celulosa al 10% y como

saborizante se empled betaina (1%). Ambos componentes fueron suministrados por

MUSAL & CHEMICAL, S.A

Los componentes dietarios minerales (Panreac Quimica, S. A.) y vitaminicos
(Roche, S. A.) fueron preparados en el laboratorio segiin lo establecido por de la
Higuera el al., (1988) (ver Tabla IIL.5). En el caso del corrector vitaminico se
eliminaron las proporciones de vitamina E o C en aquellas dietas deficientes en alguna

de estas vitaminas.

En funcion de su porcentaje de inclusion en la dieta, los ingredientes se fueron
mezclando de menor a mayor proporciéon hasta obtener una mezcla homogénea,
anadiéndose posteriormente agua en unas proporciones que permitieran su posterior
granulado. Todo esto se realiz6 con una mezcladora durante unos 30 minutos. La masa
obtenida pas6 a una granuladora industrial utilizandose una matriz perforada de 1.9 mm
o de 3 mm de didmetro con el fin de obtener dos tipos de grano diferentes y adecuarlos
al tamano alcanzado por los peces durante el experimento. La dieta himeda granulada
se situd sobre unas bandejas de malla de plastico en el interior de una secadora
industrial a una temperatura de 20-30 °C durante 16 horas hasta reducir su humedad al

8-10%.

La formulaciéon y composicion quimica de los cinco tipos de dietas obtenidos
combinando los niveles de vitamina E y C y de HUFA se refleja en la Tablas IIL.5, II1.6
y HL.7.

122



II1.- Material y Métodos

Tabla IIL.5.- Componentes del corrector vitaminico y mineral utilizado en las cinco dietas
experimentales del Ensayo 2.

VITAMINA mg/Kg dieta | MINERAL g/Kg dieta
B1 (Tiamina) 40 (POsH,), Ca - H,O 30

B2 (Riboflavina) 60 CO;Ca 6.5

B6 (Piridoxina) 30 CIK 2.5
Ac. Pantoténico 150 CINa 4
Niacina 250 SO4Mn - H,O 0.2

Ac. Folico 15 SO, Fe - 7TH,O 1.5
Inositol 1000 SO, Mg 4.6
Colina 5000 IK 0.02
H2 (Biotina) 3 SO4Cu -5 H,O 0.05
B12 (cianocobalamina) 0.05 SO47Zn - TH,O 0.2

C (Ac. Ascorbico) + 1000 SO, Co - TH,O 0.05

A’ 5000 (U.I) SeO;Na, 0.218 x107
D’ 3000 (U.I) (SO,); AL - 18H,0 1x107
E (tocoferol) + 250 Celulosa 0.37

K (menadiona) 25

Celulosa hasta peso final

TOTAL 20 TOTAL 50

: Cantidad expresada en unidades internacionales (U.I), sabiendo que en el caso de la Vitamina A y D hay 5000 UI / g vitamina.

4+ En el caso de dietas carentes estas vitaminas no fueron afnadidas.
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Tabla II1.6. Niveles de HUFAs y Vitaminas E y C aproximados en las
distintas dietas experimentales.

Vitamina E Vitamina C HUFAS
Dieta (mg/Kg dieta) (mg/Kg dieta) (¢/Kg dieta)

-E-HUFA 25.6 1000 12.5

_E+HUFA 25.6 1000 30.5

+E-HUFA 275.6 1000 12.5

+E+HUFA 275.6 1000 30.5

_C+E+HUFA 275.6 0 30.5

Tabla II1.7. Analisis de composicion de las dietas experimentales.
Dieta HUMEDAD | PROTEINA (ss) | LIPIDOS (ss) | CENIZAS (ss) | MELN (ss)
(%) (%) (%) (%) (%)

-E-HUFA 10.48 50.18 18.39 12.25 19.18
-E+HUFA 10.93 50.10 17.02 12.64 20.24
+E-HUFA 5.29 49.41 16.79 11.92 21.88
+E+HUFA 11.98 49.81 17.57 11.65 20.79
-C+E+HUFA 11.37 49.18 18.56 12.69 19.57
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. CONTROL DE PESO E INGESTA

La ingesta de los animales durante el periodo experimental fue controlada

diariamente en cada lote.

Al inicio de cada experimento los animales se pesaron individualmente, para
favorecer la homogeneidad de los lotes, en una balanza monoplato con un error de +

0.1g.

En el Ensayo 1, los controles de peso se realizaron al inicio, a los 15 dias, y al
final del experimento. En el Ensayo 2, los controles de peso se realizaron a los 21 dias y

al final del experimento (42 dias).

Al inicio del experimento la densidad de peces establecida fue algo menor (75
g/l y 15 g/l), para compensar posibles excesos sobre los valores prefijados y que la
densidad media a lo largo del periodo experimental se asemejara bastante a éstos (100
g/l 'y 20 g/l). Ademas, para controlar el crecimiento de los animales y adecuar la
densidad de peces establecida a cada lote, en los controles de peso se eliminé el nimero

de peces necesario con el fin de mantener la densidad de peces prefijada.

Para los controles de peso se introdujo cada lote en un recipiente con agua y
anestésico (etilenglicol monofenil eter: 1.5 ml /10 litros), provisto de aireacion, que
presentaba una canastilla perforada que permitia extraer del recipiente el lote de peces y
escurrir toda el agua presente. En todos los casos los animales estuvieron en ayuno

durante las 24 horas previas al control de peso.
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4.2. TOMA DE MUESTRAS

4.2.1. Analisis de composicion

Para realizar el analisis quimico de dietas y animales fue necesario un procesado

previo que se describe a continuacion.

1.- Dietas

Se tomo una muestra seca al azar de cada una de ellas y se tritur6 en un molinillo

de cuchillas hasta obtener una harina homogénea.

2. — Animales

Las muestras tomadas al inicio de los ensayos y a lo largo del experimento

fueron sometidas al siguiente protocolo:

1. Peso del animal

2. Diseccion para la limpieza del intestino y extraccion de visceras del
animal.

3. Troceado de éste.

4. Desecacion en estufa a 105 °C hasta peso constante

5. Triturado en molinillo de cuchillas hasta obtener una harina
homogénea.

6. Conservacion en frio hasta posteriores andlisis

4.2.2. Preparaciones histologicas

Para la realizacion del estudio histologico en higado y branquias (Ensayo 2), tras
la diseccion de los animales, las muestras se extrajeron y se fijaron en formol salino al

10% para su posterior preparacion histologica.

126



II1.- Material y Métodos

4.2.3. Toma de muestras de sangre

La toma de muestras se realiz6 en los animales previamente anestesiados y

pesados. La sangre se extrajo de la vena caudal con jeringas heparinizadas de 2.5 ml.

Tras tomar las muestras correspondientes para hematocrito y hemoglobina se

procedio6 a la extraccion del plasma y globulos rojos.

1.- Extraccion del plasma

Se centrifugd la sangre a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Separado el
sobrenadante correspondiente a la fraccion plasmatica de la sangre se guardd en viales
de plastico herméticos que se congelaron a -80 °C para asegurar los resultados de

analisis posteriores.

2.- Extraccion del contenido de globulos rojos

En el proceso de obtencion del plasma, el sedimento obtenido correspondiente a
los glébulos rojos se resuspendid en solucion salina al 9 %o en proporciéon 1:3 con el fin
de lavar la muestra; para ello, se agitd todo “suavemente” por inversion (para no lisar
los globulos rojos). Posteriormente, se centrifugd a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos,

retirando el sobrenadante obtenido. Esta operacion se repitid dos veces mas.

A continuacion, el precipitado formado por los globulos rojos se resuspendié en
proporcion 1:3 con tampon Tris-Cl (20 mM, pH 8) que contenia glicerol al 10% (v/v) y
Tritén X-100 al 0.1% (v/v) y se congeld a -20 °C durante 12 horas con el fin de lisar
las células. Posteriormente, se descongeld la muestra y se centrifugé a 4 °C a 5.000 g
(6900 r.p.m) durante 10 minutos. El sobrenadante recogido corresponde al contenido de

glébulos rojos, el cual se congeld a -80 °C para posteriores analisis.
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4.2.3. Toma de muestras de tejidos

Tras la diseccion de los animales, se extrajo (segun el ensayo) el higado, rifion
y/o parte del musculo y se sumergieron directamente en nitrogeno liquido, guardandose
después a -80 °C. Las muestras no permanecieron mas de una semana congeladas, para

evitar la posible pérdida de actividad de algunas de las enzimas.

Previamente a los analisis, los tejidos congelados se sumergieron en solucion
salina (0.9 %o) en crisoles situados sobre hielo picado y se procedid al procesado de

muestras de tejido para los distintos analisis.

1.- Analisis de glucogeno

Se tomd una muestra de higado o musculo en torno a 500 mg que se homogenizé
con agua destilada fria en proporciones 1:5 (p/v). Las muestras, sin ser centrifugadas,

se utilizaron inmediatamente o bien se congelaron para posteriores analisis.

2.- Enzimas del metabolismo intermediario

Las muestras de higado se homogeneizaron con tampon Tris-sacarosa

100 mM /250 mM pH 7.6 en proporcion 1:10 (p/v).

El homogenado se centrifugd a una temperatura de 4 °C a 16.000 r.p.m. durante
30 minutos. Posteriormente, se tomo el sobrenadante con pipeta Pasteur, manteniéndose
en un bafio de hielo durante todo el tiempo previo a la medida de las actividades

enzimaticas FBPasa, PK, PFK, AAT y G6PDH.

3.- Metabolismo de especies de oxigeno y nitrogeno reactivo

Los tejidos se homogeneizaron con tampon Tris-HCI, 100 mM, pH 8 con Triton
X-100 0.1% y EDTA (4cido etilen diamino tetracético) 0.1 mM, en unas proporciones
1:9 (p/v).
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El homogenado se centrifugé a 4 °C a 16.000 r.p.m. durante 30 minutos. El
sobrenadante obtenido se utilizo para la determinacion de las actividades enzimaticas catalasa,

glutation peroxidasa, glutation reductasa y superdxido dismutasa, asi como el grado de

peroxidacion lipidica y andlisis de formas isoenzimaticas de las enzimas SOD e iNOS.

5. METODOS ANALITICOS

5.1. COMPOSICION

Los analisis de composicion de las materias primas, dietas y animales, se
realizaron de acuerdo con los métodos establecidos por la AOAC (1990), salvo que se

especifique otra referencia.

5.1.1. Humedad

Se determind mediante desecacion de la muestra en una estufa (Heraeus) a

105 °C hasta peso constante.

5.1.2. Cenizas

Por incineracioén de las muestras en horno mufla (Heraeus) a 500 °C durante 12

horas.

5.1.3. Lipidos

Se utiliz6 el método Soxhlet mediante un aparato de extraccion continua con eter
dietilico (BUCHI 810). Las muestras se situaron en cartuchos de papel de filtro
mezcladas con SO4Na, anhidro para desecar la muestra y facilitar la extraccion de la
fraccion lipidica. La grasa se cuantificd pesando los matraces de recogida del

solvente (eter dietilico) con la grasa, tras la evaporacion de éste.
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5.1.4. Proteina

Se procedid a la digestion de la proteina usando acido sulfurico (96 %) y un
catalizador, formado por la mezcla de sulfato potésico, sulfato ctprico y selenio en

proporciones 100:6:1, en un digestor Nitrokjel Dra.

Una vez enfriada la mezcla, se llevd a un matraz de 100 ml enrasando con agua
destilada. Tras la destilacion de un volumen de muestra junto con hidroxido sodico al
40 %, el amoniaco formado se recogi6é en un matraz que contenia 30 ml de indicador
Buchi, tomandose 150 ml para asegurar la recogida de la totalidad del nitrogeno.
Posteriormente, la cantidad de nitrogeno en forma de amoniaco presente en el

destilado se valoro con acido clorhidrico 0.01 N.

El factor de conversion de nitrogeno en proteina usado fue 6.25.

5.1.5. MELN

El calculo del material extractivo libre de nitrogeno se obtuvo por diferencia a
partir de los valores obtenidos de proteinas, lipidos y cenizas segun la siguiente

expresion:

% MELN = 100 — (% proteina + % lipidos + % cenizas)

5.2. TRATAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS

Las muestras permanecieron fijadas en una solucion de formol salino durante
cinco dias; posteriormente, el tejido fue deshidratado con alcoholes de graduacion
creciente, incluido en parafina y seccionado con un microtomo Leica RM 2135. Las
secciones de 5 um de espesor fueron desparafinadas en xilol, hidratadas y tefiidas con

hematoxilina-eosina (H-E) para su posterior observacion al microscopio optico.
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5.3. DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE ACIDOS
GRASOS

Para la determinacion de los distintos acidos grasos en musculo e higado,
primero se procedi6 a la extraccion de la fraccion lipidica. Para ello se pesaron
aproximadamente 600 mg de tejido que se homogenizaron en un potter de vidrio con
4 ml de mezcla extractora (cloroformo (200): metanol (100): acido clorhidrico 0.1 N
(1)). Al homogenado resultante se le afadieron 3 ml de HCI 0.1 N vy, tras agitar

vigorosamente, se centrifugd durante 10 minutos a 2000 r. p.m.

En los tubos centrifugados aparecieron tres fases: una fase superior acuosa, un
anillo central formado por restos de tejidos y una fase cloroférmica con la fraccion
lipidica en disolucion. La fase superior se elimino, la fase cloroférmica se extrajo con
sumo cuidado reservandose en otro tubo y con el resto se volvid a repetir el proceso dos
veces mas afiadiendo esta vez 2 ml de mezcla extractora y 1 ml de HCI. Toda la fase
cloroférmica extraida en las sucesivas centrifugaciones fue desecada a 40 °C con una

corriente de nitrogeno para evitar su oxidacion.

Una vez secada la fraccion lipidica, se procedio a la hidrolisis-metilacion de los
lipidos mediante el reactivo METH-PREP-II (Alltech). Se procedié de igual manera
para los analisis de los aceites (soja y pescado) utilizados en la fabricacion de las dietas

experimentales.

Para la identificacion de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos individuales se
inyectaron 2ul de la muestra en un cromatdgrafo de gases CARLO ERBA serie 8000,
modelo 8060 (Thermo Quest Instruments) acoplado a un espectometro de masas
PLATFORM 1II (Micromass Instruments, Manchester, U.K.). En el sistema
cromatografico se empled una columna capilar de fase apolar y una division de flujo de
1:75. Todos los andlisis se realizaron en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la

Universidad de Granada (CICUG).
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Las condiciones del programa fueron:

Temperatura inicial......................... 70 °C

Tiempo inicial.................ocooeinin.. 1 minuto
Rampa l.......coooiiiiii 12 °C / minuto
Temperatura intermedia.................... 200 °C
Rampa2........coiiiiiii, 3 °C / minuto
Temperatura final............................ 300 °C
Tiempo final....................ol 6 minutos

5.4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Se determinaron en la fraccion sanguinea separada para la realizacion de estos

analisis.

5.4.1. Hematocrito

Por centrifugacion de la sangre a 3.000 r.p.m. 10 minutos, en microcapilares
heparinizados (Blaxhall y Daisley, 1973) y posteriormente estableciendo la relacion
entre la longitud de la banda de globulos rojos separada de la fraccion plasmatica y el

total de la sangre en el capilar.

5.4.2. Hemoglobina

Se empled el método colorimétrico de la cianmetahemoglobina utilizando el
reactivo Drabkin (Dipal; 28.105). La determinacion se realizé6 a 540 nm (Larsen y

Snieskzo, 1961).
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5.4.3. Recuento de globulos rojos

Tras realizar una dilucién de la sangre en proporcion 1:200 con una solucion
diluyente isotonica (reactivo de Hendrick), se situé la muestra en una camara de

recuento de Neubauer contabilizando el ntimero de globulos rojos por unidad de

superficie.

Para el célculo se aplic6 la siguiente formula:

n° células/ mm’ sangre= of

V.-n

Siendo:
A: n° células contadas
v: volumen del cuadro de la camara de recuento (2.5 - 10™* mm”)

n: n° cuadros contados (128)

f: factor de dilucion (200)

5.4.4. Indices hematologicos

Para el célculo de los indices hematologicos se emplearon las siguientes

foérmulas:

* Concentracion corpuscular media de hemoglobina:

CCMH (g / 100 ml) = (Hb (g / 100 ml) / Heto (%)) x 100
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* Hemoglobina corpuscular media:
HCM (pg) = (Hb (g/ 100 ml) / recuento (n° células / mm’)) x 10’
* Volumen corpuscular medio:

VCM (micras®) = (Hcto (%) / recuento (n° células / mm®)) x 107

5.5. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CORTISOL
PLASMATICO

Para la determinaciéon del cortisol plasmatico se utilizo el test IMMULITE®
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, Estados Unidos) basado en el analisis
enzimoinmunométrico por quimioluminiscencia en fase solida. Las medidas se

realizaron en un Analizador Automéatico IMMULITE®.

El principio del test consiste en el inmunoensayo competitivo para el cual se

utilizaron anticuerpos policlonales anticortisol de conejo.

Los resultados obtenidos se expresaron en ng cortisol / ml plasma.

5.6. DETERMINACION DE GLUCOSA PLASMATICA

La determinacion de glucosa se realizé mediante un kit de diagnostico comercial
(Sigma; 16-20) basado en la reaccion acoplada de la hexoquinasa (HK) y la glucosa

6- fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

Los resultados se expresaron en mg glucosa / 100 ml plasma.
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5.7. DETERMINACION DEL GLUCOGENO TISULAR

Fundamento

Se realiza una hidrdlisis enzimatica con amiloglucosidasa segun el método de

Roehrig y Allred (1974) determinandose después el glucogeno que pasa a estado de

glucosa libre.

La actividad hidrolitica del enzima es a la altura de las uniones a-D (1 > 4) y a-

D (1 — 6) del glucdgeno, liberandose glucosa. Esta enzima es especifica y por tanto no

es necesario aislar el glucdgeno para llevar a cabo la hidrdlisis.

amiloglucosidasa
Glucogeno + (H20),.1 » (Glucosa) ,

Reactivos

- Amiloglucosidasa comercial (E. C. 3.2.1.3)

- Tampon acetato 0.05 M, pH 4.5

- Glucdgeno comercial (Sigma)

Procedimiento

a) Hidrolisis del glucogeno

A 25 ul de homogenado de cada muestra junto con 425 ul de agua destilada se

afiaden 50 pl de una solucion de amiloglucosidasa en tampoén acetato (35 U/ ml). Se

mezcla todo y se incuba a 55 °C durante 10 minutos.
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El mismo tratamiento enzimatico y de incubacion se aplico a las muestras de la
curva patréon con concentraciones conocidas de glucdgeno, elaboradas a partir de una

solucion estandar de 800 pg glucdgeno / 400 ul de agua destilada.

[Glucégeno]
0 25 50 100 200 300 400
png /400 ul
Agua destilada  (ul) 400 387.5 375 350 300 250 200
Solucién estdndar  (ul) 0 12.5 25 50 100 150 200

b) Determinacion de glucogeno en estado de glucosa libre

Pasado el periodo de tiempo sefialado las muestras incubadas se mezclan y se
utilizan 10 pl para andlisis del contenido de glucosa segiin el método descrito en el

apartado 5.6.

La concentracion de glucogeno en las muestras se calculod a partir de la recta
obtenida con la curva patron en la que se asocian concentraciones de glucogeno
conocidas con la D.O. obtenida al medir la glucosa libre. Los resultados se expresaron

en mg glucogeno / g tejido.

5.8. CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS SOLUBLES

El contenido proteico de las muestras se determind por el método de Lowry et
al. (1951).

Fundamento

El método se basa en la reaccion de las proteinas con el reactivo Folin-

Ciocalteau, la cual ocurre en dos fases:
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- Biuret: Reaccion de las proteinas de la solucion con el cobre alcalino.

- Folin: La tiroxina y el triptéfano de la muestra reducen el fosfomolibdato del

reactivo.

Reactivos

- Solucion alcalina de cobre (Biuret): 50 ml de una solucion al 2 % de CO;Na,

en NaOH 0.1 N y 1 ml de solucion de SO4Cu-5H,O al 0.5 % en tartrato

sodico.

- Reactivo Folin-Ciocalteau: Reactivo comercial (Analema) que se usa diluido

a la mitad con agua destilada.

- Solucion de albumina bovina (Sigma) al 0.05 % (50 mg / 100 ml) en agua

destilada.

Procedimiento

Se prepar6 una curva patron con la solucion de albimina bovina a

concentraciones de 50-100-150-200 y 250 pg / ml.

Blanco P1 P2 P3 P4 PS Muestra
Albimina (ml) — 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 —
H,0 destilada (ml) 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.95
Muestra (ml) — — — — — — 0.05
R. Alcalino  (ml) 5 5 5 5 5 5 5

Se agitdé todo y tras 15 minutos de incubacidon a temperatura ambiente se

anadieron 0.5 ml de reactivo Folin. Se agitd y tras 20 minutos se realiz6 la lectura de la

muestra a 640 nm.
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Calculos

Se hizo una recta con los valores de D.O. correspondientes a las distintas
concentraciones de albumina, a partir de la cual se obtuvieron los valores de
concentracion de proteinas de cada muestra, teniendo en cuenta las diluciones de éstas.

Los resultados se expresaron en mg proteina / ml extracto.

5.9. DETERMINACION DE LiPIDOS PLASMATICOS

5.9.1. Lipidos totales

Se utilizé un kit comercial (Dipal, 28.215) compuesto de dos reactivos (acido
sulfurico y fosfovainillina) y una solucion estandar de concentracion lipidica conocida

(750 mg lipidos totales / ml).

Al tratar con acido sulfurico y, posteriormente, con fosfovainillina los lipidos

totales dan una coloracidon rosada proporcional a su concentracion en la muestra.

Los resultados se expresaron en mg de lipidos totales / 100 ml plasma.

5.9.2. Triglicéridos

Se utilizé un kit comercial de diagndstico (Dipal, 28.762). Los triglicéridos
presentes en la muestra se hidrolizan mediante una lipasa a acidos grasos y glicerol.
Este ultimo, por una serie de reacciones, genera HO, que por medio de una peroxidasa,
en presencia de animofenazona y p-Clorofenol da lugar a agua y una quinona que aporta

la coloracion.

Los resultados se expresaron en mg de triglicéridos / 100 ml plasma.
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5.9.3. Colesterol total

Se utilizo un kit comercial de diagndstico (Dipal, 28.600). La enzima colesterol
esterasa escinde los ésteres de colestol en acidos grasos y colesterol. La enzima
colesterol oxidasa transforma el colesterol en colest-3-ona con producciéon de agua

oxigenada que se determina cuantitativamente segin el principio de trinder con

peroxidasa, fenol y 4 animofenazona.

Los resultados se expresaron en mg de colesterol total / 100 ml plasma.

5.9.4. Colesterol HDL y LDL

Se utilizo un kit de diagndstico comercial (Dipal, 28.625). Mediante un reactivo
precipitante de proteinas, se logra precipitar las lipoproteinas de baja densidad (LDL y
VLDL) quedandose en el sobrenadante las lipoproteinas de alta densidad (HDL), de las
cuales se determina el colesterol que hay ligado a las mismas por el mismo

procedimiento visto para los analisis de colesterol total.

Los resultados se expresaron en mg de colesterol HDL / 100 ml plasma.

Para el calculo de colesterol LDL se utilizo la formula de Friedewald:

Colesterol LDL (mg / 100ml) = Colesterol total — (Triglicéridos / 5) — C. HDL
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5.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS
PERTENECIENTES AL METABOLISMO INTERMEDIARIO

5.10.1. Fosfofructoquinasa (PFK)

Fundamento

La medida de la actividad PFK (E.C. 2.7.1.11.) se basa en la desaparicion de
NADH, determinada espectrofotométricamente, segiin el método de Crabtree y

Newsholme (1972) modificado, de acuerdo con la siguiente reaccion:

PFK
Fructosa 6-P » Fructosa 1,6-P

Mg-ATP Mg-ADP aldolasa
G3PDH A/TPI\‘
Glicerol 3-P < m DHAP % ¢ "©"  » Gliceralheido 3-P

NAD* NADH+H"

Reactivos

- Tampo6n Tris-HC1 170 mM, pH 8

- Solucion extemporanea de NADH 1.5 mM
- Solucion de KC1 2 M

- Solucion de MgCl, 100 mM

- Solucién de KH,PO; 100 mM

- Solucién de NH4Cl 10 mM

- Solucidén extemporanea de Mg-ATP 15 mM

- Solucidén extempordnea de AMP 1 mM
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- Triosafosfato isomerasa comercial (E.C. 5.3.1.1.)

- Aldolasa comercial (E.C. 4.1.2.13.)

- Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa comercial (E. C. 1.1.1.8.)
- Fosfoglucosa isomerasa comercial (E.C. 5.3.1.9.)

- Fructosa 6-fosfato 50 mM

- Glucosa 6-fosfato 150 mM

Mg-ATP, AMP y NADH se disolvieron en tampén Tris-CIH 170 mM, pH 8

quedando ¢€ste en cubeta a una concentracion 51 mM.

Procedimiento

La medida de la actividad enzimatica se realizd en cubetas de 1 ml cuya

composicion fue la siguiente:

Solucion Volumen cubeta | Concentracién
cubeta
NADH 0.10 ml 0.15 mM
KClI 0.05 ml 100 mM
MgCl, 0.05 ml 5 mM
KH,PO4 0.05 ml 5 mM
NH4Cl 0.10 ml 0.1 mM
Mg-ATP 0.10 ml 1.5 mM
AMP 0.10 ml 0.1 mM
TPI 0.10 ul 5  U/ml
Aldolasa 5.50 pl 0.5 U/ml
aGPDH 0.30 pl 0.5 U/ml
PGI 0.30 pl 1 U/ml
F6P 0.10 ml 5 Mm
G6P 0.10 ml I5 mM
Extracto 0.25 ml
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La reaccion se inicid con la adicion del extracto, y la lectura se realizé a 340 nm

a una temperatura de 25°C.

5.10.2. Piruvato quinasa (PK)

Fundamento

La actividad PK (E.C. 2.7.1.40.) se determiné siguiendo el método descrito por
Carbonell et al. (1973) modificado, ya que se comprobd que se podia prescindir de la
reaccion inicial de la Enolasa sin interferir en los resultados de la actividad PK. La
reaccion se basa en el descenso de D.O. debido a la oxidacion del NADH, en una

reaccion acoplada a la actividad Lactato deshidrogenasa.

PK
PEP + ADP »  Piruvato + ATP

NADH +H"
LDH <

NAD"

v

Lactato

Reactivos

- Tampon Imidazol-CIH 77 mM, pH 7

- Soluciéon de CIK 2 M

- Solucion de CI,Mg 100 mM

- Solucion extemporanea de NADH 1.5 mM

- Solucion extemporanea de ADP 10 mM

- Lactato deshidrogenasa comercial (E.C. 1.1.1.27.)

- Fosfoenol piruvato 20 mM
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Procedimiento

La reaccion se llevdo a cabo en cubetas de 1 ml, cuya composicion fue la

siguiente:

Solucién Volumen cubeta Concentracion
cubeta
T. Inmidazol 0.45 ml 50 mM
KCl 0.05 ml 100 mM
MgCl, 0.05 ml 5 mM
NADH 0.10 ml 0.15 mM
ADP 0.10 ml I mM
LDH 0.73 ul 2 U/ml
PEP 0.10 ml 2 mM
Extracto 0.05 ml

La reaccion se inici6 con la adicion del extracto, y la lectura se realizé a 340 nm

a una temperatura de 25 °C.

5.10.3. Fructosa 1,6- bifosfatasa (FBPasa)

Fundamento

En la medida de la actividad FBPasa (E.C. 3.1.3.11.) se utilizé una modificacion

del método seguido por Latzko y Gibbs

(1970). Se basa en la medida

espectrofotométrica de la aparicion de NADPH después de tres reacciones en cadena

iniciadas con la actuacion de la FBPasa.
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FBPasa PGI
F16-P —  » F6-P+Pi —— » Glucosa 6-P

/‘
\>NADPH+H*

v

6PG

NADP*

G6PDH

La aparicion de NADPH provoca un incremento de D.O. que es proporcional a

la actividad de la enzima.

Reactivos

- Tampoén Tris-HCl 66.6 mM, pH 7.7

- Solucion de Cl; Mg 100 mM

- Solucién extemporanea de NADP" 10 Mm

- Solucion extemporanea de -mercaptoetanol 200 mM

- Fosfoglucosa isomerasa comercial (E. C. 5.3.1.9.)

- Glucosa 6-P deshidrogenasa comercial (E. C. 1.1.1.49.)
- Agua destilada

- Fructosa 1,6-bisfosfato 0.1 mM

Procedimiento

La reaccion se llevd a cabo en cubetas de 1 ml, cuya composicion fue la

siguiente:
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Solucion Volumen cubeta | Concentraciéon
T. Tris-HCI 0.60 ml 40 mM
MgCl, 0.05 ml 5 mM
NADP’ 0.05 ml 0.5 mM
B-mercaptoetanol 0.06 ml 12 mM
PGI 0.50 ul 2 U/ml
G6PDH 0.30 pl 2 Uml
H,O destilada 0.09 ml
FBP 0.10 ml 0.01 mM
Extracto 0.05 ml

La reaccion se inici6 con la adicion del extracto y la lectura se realiz6 a 340 nm

a una temperatura de 25 °C.

5.10.4. Alanina aminotransferasa (AAT)

Fundamento

El método seguido para la determinacion de la actividad AAT (E.C. 2.6.1.2.) es

el descrito por D'Apollonia y Anderson (1980) modificado. La actividad enzimatica se

cuantifico siguiendo espectrofotométricamente la disminucion de D.O. causada por la

desaparicion de NADH.

Las reacciones que se producen son:

145



II1.- Material y Métodos

AAT
L-Ala + aKG » L-glutamato + Piruvato

NADH +H"

LDH <
NAD®

v
Lactato

Reactivos

- Tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4
- Solucion extemporanea neutra de aKG 10 mM
- Solucion extemporanea neutra de NADH 5 mM

- Lactato deshidrogenasa comercial (E.C. 1.1.1.27.)
- L-Alanina 500 Mm

Procedimiento

La reaccion se llevo a cabo en cubetas de 1 ml, cuya composicion fue la

siguiente:

Concentracion
Solucion Volumen cubeta
cubeta
T. Fosfato 0.74 ml 74 mM
NADH 0.03 ml 0.15 mM
LDH 0.73 ul 2 U/ml
oaKG 0.08 ml 0.8 mM
L-Ala 0.10 ml 50 mM
Extracto 0.05 ml
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La reaccion se inicid con la adicion del extracto, y la lectura se realizé a 340 nm

a una temperatura de 25 °C.

5.10.5 Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

Fundamento

La determinacion de la actividad Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (E.C.
1.1.1.49.) se realiz6 siguiendo el método descrito por Lohr y Waller (1960) modificado,
y se basa en la variacion de la D.O. asociada a la aparicion de NADPH, seguida
espectrofotométricamente a 340 nm, como consecuencia de la actividad de esta enzima.
Cabe destacar que, la actividad medida corresponde a la suma de la actividad G6PDH y

6PGDH (6-fosfogluconato deshidrogenasa).

La reaccion es la siguiente:

G6PDH
G6P + NADP” » 6PG + NADPH +H"
6PG + NADP* _ PGP Ribulosa 5-fosfato + NADPH + H' + CO,
Reactivos

- Tampodn Trietanolamina 50 mM, pH 7.5

- Solucioén de CO3Na, 119 mM

- Solucion extemporanea de NADP 20 mM en CO;Na; 119 mM
- Glucosa 6-P 10 mM

Procedimiento

La reaccion se llevd a cabo en cubetas de 1 ml, cuya composicion fue la

siguiente:
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Solucién Volumen cubeta | Concentracion
T. Trietanolamina 0.75 ml 37.5 mM
NADP 0.1 ml 2 mM
Go6P 0.1 ml 1 mM
Extracto 0.05 ml

La reaccion se inici6 con la adicion del extracto, y la lectura se realizo a 340 nm

a una temperatura de 25 °C.

5.10.6. Calculo de las actividades enzimaticas

La actividad especifica de las diferentes enzimas se expresé como cantidad de
enzima que transforma un nmol de sustrato por minuto por mg de proteina, calculandose

segun la siguiente formula:

(AD.O./ At) V
10°-€-107°-d-v.P

nmoles /min/mgprot =

Donde:

AD.O.: incremento de densidad optica

At: incremento de tiempo de medida

V: volumen total de la cubeta (1 ml)

v: volumen del extracto en ml

&: coeficiente extincion molar NADH / NADPH a 340 nm (6.22:10° cm™ - M™)
d: espesor de la cubeta (1 cm)

P: mg de proteina por ml

10”: factor de conversion a nM

10°: conversion de litros a mililitros
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5.11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS
ASOCIADAS AL METABOLISMO DE ESPECIES DE OXIGENO Y
NITROGENO REACTIVO

5.11.1. Catalasa (CAT)

Fundamento

La técnica utilizada para la medida de la actividad catalasa (E.C. 1.11.1.6.) se

baso en el método de Aebi (1984).

La catalasa ejerce una doble accion:

a) Actividad catalitica

2 H,O», » 2H,O + O

b) Actividad peroxidésica, en la que se produce la oxidacion de compuestos

reducidos como metanol, etanol, acido férmico y fenoles. Se realiza a pHs alcalinos.

2H,0, + AH, » 2H,O + A

La actividad catalitica se determind midiendo espectrofotométricamente la

disminucién de D.O. debida a la desaparicion de H,O.

Reactivos

- Tampon fosfato 50 mM, pH 7

- Solucion extemporanea de perdxido de hidrogeno 10.6 mM en tampdn

fosfato 52 mM, pH 7
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Procedimiento

* Como sustrato se utilizd una solucion extemporanea de H,O, 10.6 mM que se

obtuvo al mezclar 0.12 ml de H,O, al 30% en 100 ml de tampodn fosfato.

Posteriormente, la medida se realizo en cubetas de cuarzo de 1 ml que contenian

870 ul de sustrato y 30 ul de extracto.

La lectura en el espectrofotometro se realizd durante dos minutos a 240 nm

(lampara de Deuterio) y a una temperatura de 25 °C.

Calculos

Para el célculo de la actividad catalasa en pumol H,O,/ min / mg prot se utilizé

la formula:

(AD.O./ At) .V
10° . €.10%-d .v .P

umoles/min/mg prot =

Donde:

€ = coeficiente extincion molar del H,O, a 240 nm (39.58 - Mt cm'l)
10°°: factor de conversion a pM

10°: conversion de litros a mililitros

5.11.2. Glutation peroxidasa (GPX)

Fundamento

El método utilizado en la medida de la actividad GPX (E.C. 1.11.1.9.) es el de

Paglia y Valentine (1967), en el que se usa agua oxigenada (H>O,) como sustrato.
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La actividad enzimatica se cuantifico midiendo la variacion de D.O. debida a la
degradacion de NADPH utilizado para regenerar el glutation reducido a partir del

glutation oxidado obtenido por la accion de la glutation peroxidasa.

H202 2 H20
GPX

v

2 GSH (Glutation reducido) < GSSG (Glutation oxidado)
GR

NADP NADPH + H'

Reactivos

* Solucion reactiva extemporanea en tampon fosfato 50 mM pH 7.2 de:

- Azida sodica 4.3 mM

- EDTA (etilén diamino tetracético) ImM
- GSH4 mM

- NADPH 0.2 mM

- Glutation reductasa 1.1 U/ ml

*

Solucién extemporanea de perdxido de hidrogeno 36.2 mM en tampdn fosfato

52 mM, pH 7.2.

Procedimiento

Para la medida de actividad se utilizaron cubetas de cristal de 1 ml a las que se
afladieron 930 pl de solucion reactiva y 35 ul de extracto, después se anadieron 35 ul de
sustrato (solucion de perdxido de hidrogeno), y tras agitarlas se midi6 el descenso de

absorbancia a 340 nm durante tres minutos a una temperatura de 25 °C.
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Calculos

La actividad se expresa como nmoles de NADPH oxidados a NADP / min / mg

proteina segun la formula descrita en el apartado 5.10.6.

5.11.3. Glutation reductasa (GR)

Fundamento

La actividad enzimatica de la GR (E.C. 1.6.4.2.) se determin6 segin el método
de Carlberg y Mannervik (1975) con algunas modificaciones, midiéndose el descenso
de absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de NADPH utilizado por la glutation

reductasa en el paso de GSSG a GSH.

Reactivos

- Tampédn fosfato sodico 0.1 M pH 7.5, EDTA 0.1 M

- Solucion extemporanea de glutation oxidado (GSSG) 3.25 mM en tampén

fosfato sodico

- Solucion extemporanea de NADPH 1.05 mM en tampén fosfato sédico

Procedimiento

Para la reaccion se utilizaron cubetas de cristal de 1 ml, anadiéndose 600 pl de
NADPH, 250 pl de extracto y 150 pl de GSSG, como sustrato para iniciar la reaccion,

tras agitarlas se midio6 el descenso de absorbancia a 340 nm durante dos minutos a una

temperatura de 25 °C.

Calculos

La actividad se expres6 como nmoles de NADPH oxidados a NADP / min / mg

proteina segun la formula descrita en el apartado 5.10.6.
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5.11.4. Superoxido dismutasa (SOD)
1) MEDIDA CUANTITATIVA
Fundamento

El célculo de la actividad SOD (E.C. 1.15.1.1) se utiliz6 segun el método de
Mec. Cord y Fridovich, (1969), basado en la medida de la tasa de inhibicion, por parte de
la superoxido dismutasa, en el proceso de reduccion del citocromo C por radicales

libres O, , generados por el sistema enzimatico xantina - xantina oxidasa (XOD).

XOD
Xantina » Xantina oxidada + ‘OH + O,

<= o)

red

v
Cit”™® ——» Cit.

Reactivos

- Tampon fosfato 50 mM pH 7.8, EDTA 0.1 mM
- Solucion extemporanea de citocromo C 1mM
- Solucion extemporanea de xantina 1 mM

- Solucion extemporanea de xantina oxidasa comercial (E.C. 1.1.3.22.) 0.8 U / ml

- Ditionito sédico (Hidrosulfito sodico)

Procedimiento

Todas las soluciones se prepararon con tampon fosfato S0 mM sin EDTA.

Se prepar6 un volumen total de solucién teniendo en cuenta las siguientes

proporciones por cubeta:
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Soluciéon Volumen Cubeta
Tampon fosfato 2.67 ml
Citocromo C 40.6 pul
Xantina 0.29
TOTAL 3 ml

Esta solucioén se mantuvo protegida de la luz, con un burbujeo de aire durante 40

minutos. Se realizaron tres tipos de medidas en cubetas de cristal de 3 ml a una

temperatura de 25 °C:

154

Comprobacion de la solucion de reaccion:

3 ml de solucion de reaccion en cubeta

Se ajustd a cero el espectrofotometro

Se afiadié una pequena cantidad (0.05 g) de ditionito sodico (hidrosulfito
sodico) suficiente para reducir a todo el citocromo C.

Comprobacion de la reduccion total del citocromo C al obtener valores de

lectura de absorbancia a 550 nm, comprendidos entre 0.20 y 0.24.

Reaccion control:

3 ml de solucidn de reaccion en cubeta

Se afiadi6 20 ul de XOD

Lectura a 550 nm durante 3 minutos hasta obtener una tasa de reduccion del
citocromo C entre 0.023-0.028 unidades.

Esta reaccion se debe de repetir 3-4 veces y hacer una media con los

resultados

Reaccion problema

3 ml de solucién de reaccién en cubeta
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- 20 pl de extracto
- 20 pl de XOD para iniciar la reaccion

- Agitacion y posterior lectura a 550 nm durante 3 minutos

Calculos:

1 U = 50 % inhibicion de la reaccion control a 25 °C

A D.O. / min (control) - A D.O. / min (problema)
A D.O. / min (control)

% 1nhibicion =

o) i s
Usop/ml= /o inhibicion 1 - factor de dilucion

50 % " vol. muestra (ml)

2) ENSAYO EN GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE nativa)

Fundamento

La existencia de las distintas isoenzimas de la SOD fue detectada por
electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando el procedimiento vertical de geles en
placa, segun el método descrito por Ornstein (1964) y Davis (1964).

Reactivos

- Acrilamida 10 % (p/v) y bis-acrilamida 0.45 % (p/v) (gel separador)

- Acrilamida 4 % (p/v) y bis-acrilamida 0.21 % (p/v) (gel concentrador)

- Tampén Tris-HCI 0.375 M pH 8.9 (gel separador)

- Tampon Tris-HCI 0.062 M pH 6.8 (gel concentrador)
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- TEMED (teramilen-etilen-diamina)

- Solucion extemporanea de persulfato amonico 10 % (p/v)

- Tampodn Tris 5.8 mM , 32 mM glicina pH 8.3 (tampodn electrodos)

- Solucion de sacarosa al 40 %, azul de bromofenol 0.005 % (tampdn muestra)
- Solucion de NBT 2.45 mM en tampodn fosfato potasico 50 mM pH 7.8

- Solucioén de riboflavina 28 uM, TEMED 0.4 % (p/v) en el tampon anterior

Procedimiento

Se utilizé un equipo Mini Protean II de Bio Rad, en el que se prepararon dos

tipos de geles de 0.75 mm de espesor: primero el separador y, posteriormente, se

dispuso sobre éste una capa del gel concentrador.

Las proporciones de los componentes de cada uno de ellos son las siguientes:

Gel separador Gel concentrador
Acrilamida 5055 ¢ 1 ¢
Bis-acrilamida 0.2275 ¢ 0.053 g
Tampon gel separador hasta 50 ml —
Tampoén gel concentrador — hasta 25 ml

Desgasar durante 5-10 minutos

Poner sobre bario de hielo 5 minutos

TEMED 100 pl 100 ul

Persulfato amonico 1 ml 1 ml

Una vez preparados los geles y cargadas cada una de las muestras previamente

preparadas con el tampon de la muestra, se prepard el soporte de geles y la cubeta

conteniendo el tampon de electrodos para la electroforesis.
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Los primeros 10 minutos se iniciaron con un amperaje constante de 20 mA / gel
y posteriormente a 40 mA / gel hasta que el frente se situé a 1 cm del extremo anoddico
(aproximadamente 40 minutos). Todo el proceso se llevd a cabo a 4 °C. Concluida la
electroforesis se procedié al revelado de los geles para la SOD, segiin el método

fotoquimico descrito por Beauchamp y Fridovich en 1971.

Este método se basa en la reduccion del nitro blue tetrazolium (NBT) por los
radicales superoxido, generados por una solucion de riboflavina y TEMED al incidir
sobre ésta la luz. En este caso, la aparicién de bandas acromaticas puso de manifiesto la
actividad SOD ya que debido a su actividad no se llevé a cabo la reduccion del NBT por

los radicales superoxido (Weisiger y Fridovich, 1973).

El proceso detallado es el siguiente:

- Se incubaron los geles a 25 °C durante 20 minutos en la solucion de NBT

- Se retir6 el NBT y se incub6 a 25 °C durante 15 minutos en la solucién de
riboflavina.

- Se retird la solucidn anterior y se lavo dos veces con tampdn fosfato 50 mM,
pH 7.8. Los geles se iluminaron, pardndose la reaccion cuando se consiguio

un buen contraste de bandas.

Para poner de manifiesto los distintos tipos de SOD, previamente a todo el
proceso descrito se procedié a incubar los geles a 25 °C durante 30 minutos con

inhibidores especificos de la enzima:

- CuZn-SOD: incubacion en una solucion de CNK 2 mM en tampon fosfato
50mM pH 7.8

- Fe-SOD: incubacidén en una solucion de HO, 5 mM en el tampoén anterior.

El CNK inhibe la CuZn-SOD, mientras que no afecta a la Fe-SOD ni a la
Mn-SOD. Por otro lado, el H,O; inhibe la CuZn-SOD y la Fe-SOD y no la Mn-SOD

que es resistente a dicho inhibidor (Fridovich, 1986). Transcurrido el tiempo de
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incubacion, se lavaron los geles con tampon y se realizd el revelado fotoquimico

anteriormente descrito.

5.11.5. Niveles de peroxidacion lipidica

Fundamento

La técnica estd basada en la formacion de malondialdehido (MDA) tras la
oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados por la accion de los radicales ‘OH. El
MDA, en presencia de acido tiobarbiturico (TBA), da lugar a una especie roja que

absorbe la luz a 535 nm (Buege y Aust, 1978).

Reactivos

- Ac. Tricloroacético (TCA) 15 % (p/v)

- Ac. Tiobarbitarico (TBA) 0.375 % (p/v)
- HCI 025N

- Hidroxitolueno butilado 0.01 % (p/v)

- Malondialdehido (MDA) 0.1 M

Procedimiento

*Reactivo extemporaneo: 15 g de TCA en 80 ml de HCI, una vez disuelto se
afladen 0.375 g TBA calentando ligeramente. La mezcla resultante se lleva a 100 ml
con agua miliQ y se anaden 0.01 g de BHT disolviéndose mediante agitacion durante

dos horas y calentando ligeramente.

En la técnica es fundamental que todo el material que se utilice esté previamente

lavado con agua miliQ.

Se realizd una curva patron a partir de la solucion madre de MDA con las

siguientes concentraciones: 0.1, 0.25, 1, 5, 10, 15, y 20 uM.
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[MDA] (uM) | Sol. Madre (ml) | H,O miliQ (ml) | Vol. Total (ml)

0.1 0.01 9.99 10
0.25 0.025 9.975 10

1 0.1 9.9 10

5 0.5 9.5 10

10 1 9 10

15 1.5 8.5 10

20 2 8 10

Para llevar a cabo la reaccion, se mezclaron 0.2 ml de muestra (extractos o
patrones) y 1 ml de reactivo. A continuacidon se agitdé vigorosamente y se incubd a
100 °C durante 15 minutos. Se dejo enfriar y se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 10
minutos. El sobrenadante obtenido se llevo a cubetas de cristal de 1 ml y se realizé la

lectura de D.O. a 535 nm a una temperatura de 25 °C, frente a un blanco de reactivo.
Célculos
A partir de los datos de absorbancia obtenidos en la curva patron, se construy6
una recta de regresion. Los valores de las muestras se calcularon por interpolacion

obteniéndose las concentraciones de MDA de éstas.

Los niveles de peroxidacion lipidica se expresaron como:

uM MDA = nmol MDA / g tejido
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5.11.6. Deteccion inmunoelectroforética de proteinas asociadas

a la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS)

El procedimiento se realizé segin el método descrito por Barroso et al. (2000).
Para ello se utiliz6 un volumen de cada muestra conteniendo 30 ug de proteina que se
calento a 95 °C durante cinco minutos con tampoén Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8,

conteniendo SDS al 2%, glicerol al 10%, y DTT 10mM.

Los polipéptidos de cada muestra se separaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) en un equipo Mini Protean II de Bio Rad, siendo
posteriormente transferidos a una membrana de polivinil difluoruro (PVDF)

(Immobilon P, Millipore, Bedford, MA).

Para la inmunodeteccidén, las membranas fueron incubadas a 4 C con un
anticuerpo primario de conejo frente a la proteina iNOS, volviéndose posteriormente a
incubar con un anticuerpo secundario obtenido en cabra el cual se unird solo a los
anticuerpos primarios. El anticuerpo secundario esta acoplado a una peroxidasa, que tras
realizar la descomposicion de peroxido de hidrogeno durante el proceso de revelado, en
presencia de luminol, va a dar lugar a una reaccion de quimioluminiscencia en aquellas
zonas donde se encuentren las proteinas inicialmente unidas al anticuerpo primario.
Tras la impresion en membranas radioldgicas, el posterior revelado en cadmara oscura
mostrara la presencia de la proteina en aquellas zonas donde se encuentren bandas

oscuras.

Para la cuantificacion de las bandas obtenidas en las membranas se utilizdé un
densitémetro (Shimadzu, CS-9000), realizandose la lectura de éstas a una longitud de

onda de 620 nm. Los valores de area obtenidos se expresaron como unidades arbitrarias.

Los reactivos utilizados en los todos los analisis bioquimicos descritos
anteriormente proceden de Roche Diagnostics, Sigma Chemical y Bio-Rad. El resto de

los productos quimicos fueron suministrados por Merk y Sharlau.
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5.12. INDICES BIOLOGICOS

5.12.1. Crecimiento y eficacia alimentaria

El incremento de peso se expresd como porcentaje del peso medio inicial en

cada caso:

APeso

_ Peso final - Peso inicial

Peso inicial

100

Otra indice de crecimiento es la Tasa de Crecimiento Instantineo (TCI) que

expresa el porcentaje de crecimiento diario en los animales y que viene dado por la

siguiente expresion:

cl

_ In (Peso final) - In (Peso inicial)

n®dias

x 100

Uno de los indices que reflejan la eficacia de la dieta ingerida, asi como la

capacidad de aprovechamiento de ésta por parte del animal, es el de Eficacia

Alimentaria (EA), el cual viene dado por la siguiente expresion:

Eq4 =

Peso final (g) - Peso inicial (g)

alimento ingerido (g)
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En este caso el peso del animal viene reflejado en gramos de sustancia fresca y

el del alimento ingerido en todo el periodo de crecimiento, en gramos de sustancia seca.

5.12.2. Utilizacion de la proteina

Uno de los principales componentes de la dieta es la fuente proteica ya que el
aprovechamiento mas beneficioso que el animal puede hacer de ésta es que tenga un

destino estructural que se traducird en un incremento de peso.

Existen una serie de indices que reflejan este aprovechamiento de la proteina en
funcion de los valores de nitrogeno ingeridos y retenidos. Asi, el indice referido al
Valor Productivo de la Proteina (VPP) establece una relacion porcentual entre la
ganancia de nitrogeno corporal y el nitrogeno ingerido en un determinado espacio de

tiempo, y viene expresado de la siguiente forma:

_ N Corporal final (g) - N Corporal inicial (g)
Ningerido (g)

VPP x 100

El coeficiente mas utilizado en la evaluacion de la proteina para el crecimiento
es el Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC), que relaciona la ganancia de peso

con la ingesta proteica segun la siguiente expresion:

_ Pesofinal(g) - Pesoinicial (g)

CEC ; 5
Proteina ingerida (g)
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5.12.3. Indices biométricos

En este caso se calcul6 el Factor de Condicion (también conocido como Indice
de nutricion), en el que se relaciona el peso y la longitud de los animales siguiendo la

siguiente expresion:

Peso (g)

Fe = Longitud total 3 (cm)

La relacion porcentual entre el peso del higado y el peso corporal estd definida
por el Indice Hepatosomatico (IHS). Variaciones anormales de sus valores pueden
poner de manifiesto algunas alteraciones fisioldgicas o metabodlicas. Se expresa de la

siguiente forma:

1HS = Peso higado (g) <100
Peso pez (g)

5.13. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico CSS:

STATISTICA de Statsoft Inc. Tulsa (USA) y SPSS 10.0 para Windows, 1999.
Para la estimacion de posibles diferencias dentro de un grupo de tratamientos se

utilizo el Analisis de la Varianza de una via (ANOVA). En caso de existir diferencias

significativas asociadas a una variable, se aplico el test de Rango Multiple de Duncan
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(1955). Para poner de manifiesto el efecto general y combinado de las variables sobre

los parametros medidos se aplicé el Anélisis de la Varianza de dos vias.

En todos los casos, salvo que se especifique otro valor, el margen de confianza
considerado en las comparaciones fue del 95 % (P < 0.05). Todos los resultados se

expresaron como la medida + error estandar.

En el calculo de la dispersion de peso entre animales se realizaron histogramas
de frecuencia en los que se mostrd la aproximacion a la curva normal y los valores del

coeficiente de variacion y de la desviacion tipica para cada situacion experimental.

Para el andlisis de dependencia entre variables se utilizo el coeficiente de
correlacion de Pearson. Se realizé la representacion grafica de la recta de regresion entre
ambas variables estableciéndose un intervalo de prediccion de la media de un 95% de

confianza.
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1V.- Resultados

1. ENSAYO 1.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE GRADO DE RESPUESTA
DE ESTRES

Como ya se indico anteriormente (Material y métodos, apartados 1.1. y 2.), las
truchas utilizadas en este ensayo pertenecian a una primera generacion de animales
obtenida a partir de progenitores seleccionados en funcion del grado de respuesta a una
situaciéon de estrés, establecido segin los niveles plasmaticos de cortisol. De esta
manera, truchas LR (baja respuesta), HR (alta respuesta) y un grupo control de animales
no seleccionados, con un peso medio inicial de 30-35 g, fueron mantenidas durante
cuatro semanas a dos densidades diferentes: una considerada estresante (100 g/l) y otra
asociada a condiciones normales (20 g/1), lo que dio lugar a un total de seis situaciones

experimentales.

1.1. CRECIMIENTO, INGESTA E INDICES NUTRICIONALES

Los resultados de incremento de peso, tasa de crecimiento instantaneo (TCI) e
ingesta (Tabla IV.1) reflejan un claro efecto de la densidad de peces, mostrando valores
significativamente inferiores en los animales sometidos a alta densidad. En cuanto a los
indices de eficacia alimentaria (EA), coeficiente de eficacia en crecimiento (CEC) y
valor productivo de la proteina (VPP) (Tabla IV.1.) no se observd ninglin efecto de la

densidad de peces sobre sus valores.

En relacion al efecto de la seleccion, con independencia de la densidad de peces,
se observa que los animales HR presentan valores inferiores de incremento de peso, TCI
e ingesta que los animales LR, siendo en estos ultimos incluso superiores a los de los
animales control excepto para los valores de ingesta a alta densidad. En cuanto a la EA,
CEC y VPP, el patron de comportamiento en condiciones de baja densidad es similar,

observandose valores claramente inferiores en animales HR con respecto a los LR. Una
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tendencia similar se observo para estos parametros en condiciones de alta densidad,
aunque la inferioridad de los valores de LR con respecto a HR s6lo fue significativa

para la EA.

El anexo a la Tabla IV.1. pone de manifiesto el efecto de la densidad, la
seleccion, y de ambos pardmetros en conjunto, sobre el crecimiento y la ingesta. La
seleccion tuvo efecto unicamente sobre los indices de utilizacion del alimento y de la

proteina.
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Tabla IV.1.- Efecto de la densidad de peces y la seleccion parental sobre la ingesta e indices de crecimiento y de
conversion del alimento.

. Densidad de APeso Ingesta diaria TCI EA CEC VPP
SELECCION peces (%) (g/100 g pez / dia) (%) (%)
(g
LR 100 69.58+£2.1°%  159+0.01°%  196+005° 121+0.02° 296+0.06 4431+09°
HR 100 56.42+13°%  144+0.01*%  1.66+0.03°* 1.13£001° 277001  41.51+05"
C 100 66.09+14° 1.67£0.05°*  1.88+0.03° 1.11£0.08*  271+£020 37.06+1.0°
LR 20 1198+12° 223+0.03° 2.92+0.02° 124+£0.04°  3.05+008° 4723+1.7°
HR 20 84.31+3.3° 1.99 +0.02 2.27+0.07° 1.10+£0.01°  270+0.03° 38.96+1.5°
C 20 78.11+58° 2.10+£0.04° 2.14£0.10°  0.99+0.02°  242+0.04° 38.84+1.0°
abyc

: Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un mismo grupo a ambas densidades. Nivel de significaciéon (P < 0.05).
Los valores reflejan la media de 3 lotes + error estandar. TCI (tasa de crecimiento instantaneo): (In peso final-In peso inicial /n° dias) x 100; EA (eficacia
alimentaria): incremento peso (g)/ alimento ingerido (g); CEC (coeficiente de eficacia en crecimiento): incremento peso (g)/ proteina ingerida (g); VPP (valor
productivo de la proteina): (N retenido (g)/ N ingerido (g)) x 100.
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Anexo Tabla IV.1.- ANOVA de dos vias para la densidad y la seleccion en los distintos
parametros medidos.

APeso Ingesta TCI EA CEC VPP
diaria
DENSIDAD 0.001 0.001 0.001 n.s n.s n.s
SELECCION 0.001 0.001 0.001 0.01 0.01 0.001
DENSIDAD * SELECCION 0.01 0.05 0.01 n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

1.2. LONGITUD E INDICES BIOMETRICOS

Los resultados expuestos en la Tabla I'V.2. reflejan una tendencia de los valores de
longitud y factor de condicion (FC) a disminuir en determinados grupos de peces
sometidos a alta densidad de peces. Asi, los animales LR presentaron valores de longitud
significativamente menores en condiciones de alta densidad, observandose en estas mismas
condiciones de densidad, valores de FC significativamente inferiores en animales HR y
control. No se detectd influencia alguna sobre el indice hepatosomatico, aunque si cierta
tendencia en los animales LR y HR a mostrar valores inferiores en condiciones de alta

densidad con respecto a estos mismos grupos a baja densidad.

En cuanto al efecto de la seleccion (Tabla 1V.2.), los valores de longitud son
significativamente mayores en los animales LR con respecto a los HR, a baja densidad,
observandose una tendencia similar a alta densidad, aunque no significativa. Asimismo, en
relacion al factor de condicidn, los animales HR sometidos a alta densidad presentaron los
valores significativamente mas bajos. Por ltimo, cabe destacar la presencia de valores mas
altos de indice hepatosomatico en los animales HR con respecto a LR a ambas densidades,

aunque esta tendencia no fue significativa.
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Tabla IV.2.- Influencia de la densidad de peces y seleccion parental sobre
la longitud, factor de condicion e indice hepatosomatico.

Densidad de Longitud
. FC IHS
SELECCION peces estandar (gfem?) %)
(g (cm)
LR 100 1390+0.2 * 1.48+0.03° 1.52+£0.1
HR 100 13.53+£0.5 1.27+£0.05%* 1.60+0.2
C 100 13.35+0.3 1.42+0.02°* 1.77+0.1
LR 20 1490+£02°  1.48+0.08 1.75+0.1
HR 20 13.66 0.3 % 1.50 £ 0.03 1.96 £0.1
C 20 13.86+02% 1.58+£0.03 1.77+0.1
a,b,yc.

: Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un mismo grupo

a ambas densidades. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media de 3 lotes + error
estandar. FC (factor de condicién): (peso (g)/ longitud® (cm)) x10% THS (indice hepatosomatico): (peso

higado (g)/ peso pez (g)) x 100.

Anexo Tabla IV.2.- ANOVA de dos vias para la densidad y la seleccion
en los distintos parametros medidos.

Longitud estandar FC IHS

DENSIDAD 0.05 0.001 0.05
SELECCION 0.01 0.05 n.s
DENSIDAD * SELECCION n.s 0.05 n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

El analisis global reflejado en el anexo a la Tabla IV.2. revela una influencia

significativa de la densidad sobre estos tres parametros. La seleccion influy6 en la longitud

y factor de condicidn, encontrandose, solo en éste tltimo, un efecto combinado de ambas

variables.
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1.3. COMPOSICION CORPORAL

Los analisis de composicion corporal de los animales al inicio y final del
experimento se reflejan en la Tabla IV.3. En general, los resultados muestran un aumento
del contenido lipidico en todos los grupos, asociado a un descenso en los niveles de cenizas
y proteina, esta ultima solo a baja densidad, que fue significativo en la mayoria de los
grupos. Cabe destacar que estas variaciones no se pusieron de manifiesto en los grupos HR

a alta densidad.

Los animales sometidos a alta densidad mostraron, al final del experimento, valores
mas altos de cenizas, manifestandose, sin embargo, cierta tendencia general en los lipidos a
disminuir a esta densidad, que fue significativa en los animales HR. En cuanto al efecto de
la seleccion, se observa que los animales HR presentan a alta densidad un descenso
significativo en los lipidos corporales, con respecto a los otros grupos, que se acompafia de
un ligero aumento de la humedad corporal. En relacion a las cenizas, los animales HR

presentaron valores mas altos, siendo estadisticamente significativos a baja densidad.
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Tabla IV.3.- Influencia de la densidad de peces y seleccion parental sobre la composicion corporal en trucha arco iris al inicio y final del Ensayo 1.

Densidad de
SELECCION peces HUMEDAD PROTEINA (ss) LIPIDOS (ss) CENIZAS (ss)
(&) (%) (%) (%) (%)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

LR 100 71.01 + 1.0 70.59 0.3 ® 5598+1.5 54.58 £0.5 3485+ 1.4 39.83+£0.7 ° * 7.58 +£0.2 6.76+0.2 * *
HR 100 70.66 + 0.4 7138+02 ° 5522+1.7 56.82+£0.6 * 34.06+ 1.3 36.27+0.6 " 7.38 £ 0.1 7.35+04

C 100 69.63 +0.7 69.84+0.4 *° 58.46+3.3 4739+5.5 36.22+2.1 4243+£1.0 ¢ * 7.39+£0.3 632+02 *
LR 20 7244+04 ° 70.86+0.4 * 58.19+1.1 53.73+0.7 *  32.88+08°% 41.14+0.7 * 6.94+0.2 577+£0.1°% *
HR 20 71.69+£03 ™ 70.76 + 0.4 5895+ 1.0 5407+1.1 * 3306+08°* 4048+12 * 7.22+0.2 6.54+02° *

C 20 7075+ 04 * 70.64 + 0.6 57.23+1.3 5251+0.8 * 37.01+08° 42.60+0.7 * 6.74+03 583+£0.2 * *

bye . e . . . . N . . . . Lo . . .
&> Y ¢ Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un mismo grupo a ambas densidades. Nivel de significacién (P < 0.05). *: diferencias con respecto a valores

iniciales de una misma situacion experimental. Los valores reflejan la media + error estandar (Inicial, n =3y Final, n=15).
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Los analisis estadisticos revelan un efecto general de la densidad y de la seleccion
en el contenido de lipidos totales y cenizas, observandose también en el caso de los lipidos,

un efecto conjunto de ambos parametros (anexo Tabla I'V.3).

Anexo Tabla 1V.3.- ANOVA de dos vias para la densidad y la seleccion en los
distintos parametros medidos.

HUMEDAD PROTEINA LiPIDOS CENIZAS

DENSIDAD n.s n.s 0.01 0.001
SELECCION n.s n.s 0.001 0.01
DENSIDAD * SELECCION n.s n.s 0.05 n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

1.4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

La Tabla IV.4. refleja una influencia de la densidad en el hematocrito y
hemoglobina de los animales HR, que mostraron valores significativamente superiores de
ambos pardmetros en condiciones de alta densidad. En cuanto a la influencia de la
seleccion, se observa que en condiciones de alta densidad los valores de los parametros

hematologicos de los animales HR fueron estadisticamente superiores a los LR y control.
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Tabla IV.4.- Influencia de la densidad de peces y seleccion
parental sobre parametros hematoldgicos.

Densidad de 3 .
, Hematocrito Hemoglobina
SELECCION peces
(%) (mg/100 ml)
(g
LR 100 4199+1.84°% 8.09+0.23°
HR 100 5244 +1.25%* 11.10 + 0.31 ¢*
C 100 43.07+3.69° 9.83+£0.20°
LR 20 36.64 +1.88 9.03 +£0.07
HR 20 37.55+4.381 9.17+£0.47
C 20 40.84 +2.58 9.38+0.14

abyc. . . . . X, e .
Y ¢ : Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un

mismo grupo a ambas densidades. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la
media + error estandar (n = 9).

1.5. GLUCOSA PLASMATICA Y GLUCOGENO HEPATICO

Los niveles de glucosa plasmatica y de glucogeno hepatico, reflejados en la Tabla
IV.5., muestran que, a alta densidad, se produce un incremento significativo de la glucemia
en los animales HR. En el caso del glucogeno, no se encontraron diferencias estadisticas
asociadas a la densidad de peces, aunque si se observé un ligero descenso de sus niveles en
animales LR y HR sometidos a alta densidad. Por otro lado, los analisis encaminados a
determinar una posible influencia de la seleccion, revelan que, con independencia de la
densidad, los grupos HR muestran niveles mas altos de glucosa plasmatica y mas bajos de

glucogeno con respecto a los LR y, en general, a los grupos control.
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Tabla IV.5.- Influencia de la densidad de peces y seleccion

parental sobre la glucosa plasmatica y glucogeno hepatico.

Densidad de Glucosa Glucdgeno
SELECCION peces Plasmitica Hepatico
@) (mg/100 ml) (mg/100 gr tejido)
LR 100 73.25+2.14° 5275+ 4.62°
HR 100 90.27 +0.57 ** 3280 +4.42°
C 100 77.96 +1.22° 40.85+2.73
LR 20 71.86+0.51 62.72 +4.62°
HR 20 80.98 +1.22° 39.74 +6.95°
C 20 80.63+£0.72° 43.10+£4.81°%
a, b, yc,

: Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un
mismo grupo a ambas densidades. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan
la media + error estandar (n =9).

1.6. METABOLISMO INTERMEDIARIO

El analisis de la actividad de enzimas del metabolismo intermediario (Tabla IV.6.)
pone de manifiesto el efecto de la densidad de peces sobre la actividad de algunos enzimas,
aunque esta tendencia solo se manifiesta de manera significativa en determinados grupos.
Asi, en condiciones de alta densidad, la AAT muestra valores de actividad superiores en
los animales LR, la actividad PFK es mayor en los HR, mientras que la actividad PK
desciende significativamente en los HR. La actividad FBPasa no presentd diferencia
estadistica alguna, aunque se observa una tendencia a incrementar su actividad en los

animales HR a alta densidad.

Los andlisis estadisticos revelan la influencia de la seleccion sobre las actividades
AAT y PK en condiciones de baja densidad, presentando los animales HR valores de
actividad superiores con respecto a los LR para ambas enzimas. A alta densidad se observa
una tendencia similar, aunque ésta no es significativa. En relacion a la actividad PFK, a alta

densidad las diferencias estadisticas no se establecen entre los grupos LR y HR, sino entre
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estos y los animales control. En cuanto a la FBPasa no se encuentran diferencias estadisticas
asociadas a la seleccion, si bien se observa que, con independencia de la densidad, los HR

presenta valores de actividad mas bajos con respecto a los otros dos grupos.

Tabla IV.6.- Influencia de la densidad de peces y seleccion parental sobre algunos enzimas del
metabolismo intermediario en higado.

Densidad
. FBPasa AAT PK PFK
SELECCION  de peces
(nmoles/min/mg prot)  (nmoles/min/mg prot) (nmoles/min/mg prot) (nmoles/min/mg prot)
(g
LR 100 64.78 £5.0 2642+ 14.0* 113.0+ 6.9 42.12+2.6°
HR 100 61.33+£1.7 275.8+ 3.7 1179+ 7.1 * 40.37 +2.0°*
C 100 66.60 £ 6.0 273.1+16.9 9320+ 13.4 30.68 2.5
LR 20 63.22+£2.3 1974+ 9.6 * 111.8+ 8.5° 32.89+£3.2
HR 20 58.71+2.9 2448 +12.7° 150.4 +13.3° 3390+1.7
C 20 68.40+£3.2 2387+ 95 ° 1074+ 74 % 30.40 +1.03
a,byc

: Diferencias entre grupos sometidos a una misma densidad. *: Diferencias para un mismo grupo a ambas densidades. Nivel de
significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 9).

En lineas generales, los andlisis estadisticos (anexo Tabla IV.6.) revelan un efecto
de la densidad de peces sobre las actividades AAT y PFK y un efecto de la seleccion sobre

las actividades de las enzimas AAT, PK y PFK.

Anexo Tabla IV.6.- ANOVA de dos vias para la densidad y la seleccion en los distintos
parametros medidos.

FBPasa AAT PK PFK

SELECCION n.s 0.05 0.01 0.01
DENSIDAD n.s 0.001 n.s 0.01
SELECCION * DENSIDAD n.s n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).
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2. ENSAYO 2.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE DISPONIBILIDAD DE
HUFAS Y DE VITAMINASE Y C EN LA DIETA

En este ensayo, como ya se vio anteriormente (Material y métodos, apartados 1.2 y
3.1.), se utilizaron truchas arco iris de un peso medio de 50 gramos que se alimentaron con
cinco tipos de dietas experimentales, las cuales fueron formuladas en funcién de su
diferente contenido en vitaminas E, C y de HUFAs (-E-HUFA, -E+HUFA, +E-HUFA,
+E+HUFA, -C+E+HUFA). Para cada grupo de animales se establecieron dos densidades
de peces diferentes, baja (20 g/l) y alta (100 g/1), lo que dio lugar a un total de 10

situaciones experimentales.

2.1. CRECIMIENTO, INGESTA, INDICES NUTRICIONALES Y
MORTALIDAD

El analisis estadistico global (anexo Tabla IV.7.) revela una clara influencia de la
densidad de peces en el incremento de peso y tasa de crecimiento instantdneo (TCI) asi
como en la ingesta y eficacia alimentaria (EA). Si bien, como se muestra en la Tabla IV.7.,
estas diferencias no fueron significativas en todos los grupos de animales, la tendencia fue
generalizada. En cuanto al coeficiente de eficacia en crecimiento (CEC) y al valor
productivo de la proteina (VPP), el andlisis estadistico global (anexo Tabla IV.7.) no
establece influencia de la variable densidad, aunque en determinados grupos (dietas

+E-HUFA y +E+HUFA) si se observan valores mas altos a baja densidad.

La dieta consumida por los animales parece ser un factor que influye en la practica
totalidad de los pardmetros estudiados, a excepcion del incremento de peso (anexo Tabla
IV.7.). Por otro lado, la Tabla IV.7. muestra que, s6lo en condiciones de alta densidad los
animales que consumieron dietas +E-HUFA presentan valores de incremento de peso y

tasa de crecimiento instantdneo significativamente superiores al resto, siendo este mismo
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grupo, y en las mismas condiciones de densidad, el que muestra, junto al -C+E+HUFA, los
valores mas altos de ingesta. Cabe destacar que, el analisis estadistico del efecto conjunto
de la densidad y la dieta no mostr6 influencia alguna sobre el incremento de peso y la
ingesta, observandose solamente un efecto conjunto de ambas variables sobre la tasa de
crecimiento instantaneo (anexo Tabla IV.7.). En relacion a la eficacia alimentaria y
coeficiente de eficacia en crecimiento, se observa que a alta densidad los animales
alimentados con la dieta +E+HUFA presentan los valores mas altos, observandose los mas
bajos en los grupos -E-HUFA y -C+E+HUFA. Esta tendencia fue similar en el VPP aunque
no de manera significativa. A baja densidad los indices de EA y VPP son superiores en los
grupos +E+HUFA y +E-HUFA, con valores intermedios para la dieta -E+HUFA vy, al igual
que en condiciones de alta densidad, los valores mas bajos se obtuvieron en los grupos
-E-HUFA y -C+E+HUFA. En cuanto al CEC, el patréon de cambios es similar, aunque no
significativo. Por otro lado, los analisis estadisticos no revelan la presencia de un efecto
combinado de la dieta y la densidad sobre los indices de utilizacién del alimento (anexo

Tabla IV.7.).

La mortalidad reflejada por nimero de individuos (Tabla IV.7.) fue escasa, aunque
cabe destacar que, en condiciones de alta densidad, los animales alimentados con dieta
-E+HUFA presentaron los valores mas altos. En cuanto a los +E+HUFA fue el tnico

grupo que, con independencia de la densidad, no present6 casos de mortalidad.
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Tabla IV.7.- Efecto de la densidad de peces y la composicion de la dieta sobre el crecimiento, la ingesta e indices de conversion del
alimento.

— Den:i(::i de APeso Ingesta diaria TCI EA CEC VPP Mortalidad
(%) (g/100 g pez/ dia) (%) (%) (n° individuos.)
(g
-E -HUFA 100 117.0+£2.30° 1.59+£0.02% %  185+0.02°  1.10£0.02° 2.20+0.03° 41.77 +1.00 2
-E +HUFA 100 122.6+£3.10° 155001 % 191+£003°* 1.17+0.01°  233+£0.03"  46.32+238 12
+E -HUFA 100 1348 £4.03° 1.67£0.01° 203£0.04°  1.15£0.02%™*  232+0.04™ "  44.00+2.38 2
+E +HUFA 100 12214120 1.51+£0.01° 1.90£0.02** 1.20+0.01° 2.40+0.01° 45.08 + 0.65 0
-C +E +HUFA 100 124.0+2.90° 1.66 + 0.04 © 1.92£0.03*  1.10£0.01° 224+0.03%  42.57+0.76 3
-E -HUFA 20 137.5 + 10.70 1.79 +0.03 205£0.10*  1.10£0.06* 2.15+0.12 3930 £2.75° 2
-E +HUFA 20 156.5 + 18.16 1.73 £0.06 238+0.08°  1.20+0.04®  239+0.08 4324£120% 1
+E -HUFA 20 151.5+ 18.16 1.77£0.10 1.97+£0.08*  128+0.01° 2.57+0.02 47.47+£130° 1
+E +HUFA 20 1547+ 6.84 1.67 £ 0.05 223£0.06™® 127+0.06° 2.54+0.12 46.91+2.30° 0
-C +E +HUFA 20 131.0 + 14.50 1.76 £ 0.02 2.12+£0.07®  1.14£003®  2.16+0.16 38.72+1.50° 1

abyc.

: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacién (P < 0.05). Los valores reflejan la media
de 3 lotes + error estandar al final de un periodo de 42 dias. TCI (tasa de crecimiento instantaneo): (In peso final-ln peso inicial / n® dias) x 100; EA (eficacia alimentaria):
incremento peso (g)/ alimento ingerido (g); CEC (coeficiente de eficacia en crecimiento): incremento peso (g)/ proteina ingerida (g); VPP (valor productivo de la proteina):
(N retenido (g)/ N ingerido (g)) x 100.
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Anexo Tabla IV.7. ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos pardmetros
medidos.

APeso Ingesta diaria TCI EA CEC VPP

DIETA n.s 0.05 0.05 0.001 0.05 0.01
DENSIDAD 0.01 0.001 0.001 0.05 n.s n.s
DIETA * DENSIDAD n.s n.s 0.01 n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

2.2. LONGITUD E INDICES BIOMETRICOS

Los resultados de la Tabla IV.8. revelan un aumento significativo de la longitud
de los animales a lo largo del experimento, observandose una tendencia similar en el
factor de condicion que fue significativa en algunos grupos. En relacion al indice
hepatosomatico, se observo, principalmente a alta densidad, un descenso al final del

experimento.

La densidad de peces (Tabla IV.8. y anexo) no tuvo efecto sobre la longitud de
los animales. Por el contrario, a los 21 dias del experimento se observa que los peces
alimentados con dietas suplementadas con vitamina E presentan, a baja densidad,
valores significativamente mas altos del factor de condicion con respecto a los que se
encuentran a alta densidad. En cuanto al indice hepatosomatico, a los 42 dias del
experimento los valores tienden a ser algo superiores en condiciones de baja densidad,

observandose de manera significativa en el grupo +E-HUFA.

En cuanto a la influencia de la dieta sobre la longitud de los animales, al final
del experimento (Tabla IV.8.) se pone de manifiesto un descenso de sus valores en los
animales alimentados con dietas carentes de vitamina E (-E-HUFA y -E+HUFA) y
sometidos a alta densidad, observandose un comportamiento diferente a baja densidad

(alos 21 y 42 dias), en donde la dieta +E-HUFA promovio los valores mas bajos.
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Tabla IV.8. Influencia de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la longitud, factor de condicion e indice
hepatosomatico.

DIETA Densidad de Longitud estandar FC IHS
peces (cm) (g/cm3) (%)
(gD
21 dias 42 dias 21 dias 42 dias 21 dias 42 dias
-E -HUFA 100 19.33 £0.23 20.64+£023% * 1.23 £0.03 1.30+0.05 1.95+£0.19°  1.85+0.23
-E +HUFA 100 18.73 £ 0.16 20.08+0.17% * 1.25+0.05 1.30 £ 0.02 247+0.14°  1.78+0.08
+E -HUFA 100 19.12+0.24 * 21.00 +0.28 °* * 1.13+£0.05 * 1.25+0.04 206+£0.15  1.64+0.08*
+E +HUFA 100 18.93 £ 0.24 21.13£024° * 1.15+0.02 * 1.35+0.07 146+£0.13*  1.68+0.09
-C +E +HUFA 100 18.78 £ 0.22 20.79+£023° * 1.16 £0.03 * 1.28 £0.03 208+0.16%  1.93+0.08
-E -HUFA 20 19.41+0.14° 21.19+027° * 1.23 +0.03 1.30+0.06 2.15+0.19 2.00+0.11
-E +HUFA 20 19.16+0.21° 2076 £031° * 1.25+0.02 1.36 + 0.04 2.15+0.25 1.97+0.10
+E -HUFA 20 18.26+£0.29° 19.80£024° * 1.26 + 0.02 1.27 +0.07 2.10+0.17 2.03+0.09
+E +HUFA 20 18.77+£0.19® 20.48 +£0.28 ® * 1.28 £0.03 1.30 £ 0.04 1.75+0.11 1.92 +0.20
-C +E +HUFA 20 19.14+0.21° 20.47+031% * 1.36+0.06 1.35+0.05 2.01+0.13 2.06+0.13
a,byc,

: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42
dias para una misma situacion experimental. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 12). FC (factor de condicion): (peso (g)/
longitud® (cm)) x 10%; THS (indice hepatosomatico): (peso higado (g)/ peso pez (g)) x 100.
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En cuanto al factor de condicion, no se aprecian diferencias asociadas al tipo de
dieta si bien se observa una tendencia en los animales +E-HUFA a presentar valores
mas bajos en ambas densidades al final del experimento. Con respecto al indice
hepatosomatico, s6lo se aprecian diferencias estadisticas a alta densidad a los 21 dias,
donde el grupo +E+HUFA presento6 los valores mas bajos, observandose una tendencia
similar, aunque no significativa, a baja densidad. Este patron tiende a mantenerse al
final del experimento aunque no se establecen diferencias estadisticas. La valoracion
estadistica conjunta pone de manifiesto una mayor influencia de la densidad en el factor
de condicién e indice hepatosomatico. El tipo de dieta ingerida influye en el indice
hepatosomatico y la longitud de los animales. El efecto conjunto de ambas variables

solo se pone de manifiesto, de manera clara, en la longitud (anexo Tabla IV.8).

Anexo Tabla IV.8.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los
distintos parametros medidos.

Periodo Longitud
experimental estandar FC IHS
(dias)
21 0.05 n.s 0.01
DIETA
42 n.s n.s n.s
21 n.s 0.001 n.s
DENSIDAD
42 n.s n.s 0.01
21 0.05 0.05 n.s
DIETA * DENSIDAD
42 0.001 n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

2.3. DISPERSION DE PESO

Los histogramas de dispersion de peso (Figuras IV.1. y IV.2.) muestran que, en
lineas generales, en los animales sometidos a condiciones de alta densidad se observa una
mayor dispersion y un coeficiente de variacion maés elevado con respecto a los de baja.
La curva de la campana de Gauss obtenida en los histogramas, donde se representan la
frecuencia de animales para cada intervalo de peso, presenta una base mayor a alta
densidad, lo que es reflejo de una mayor variabilidad en los pesos de estos animales al

final del periodo experimental.
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Figuras IV.1. y IV.2.- Efecto de la composicion de la dieta y la densidad de peces en la dispersion de
pesos entre individuos sometidos a una misma situacion experimental. CV (coeficiente de variacion (%) =
(100 x desviacion tipica) / peso medio).
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2.4. COMPOSICION CORPORAL

Los resultados de composicion corporal, reflejados en la Tabla IV.9., ponen de
manifiesto, en todos los grupos, una disminucion del contenido en humedad y cenizas a
lo largo del periodo experimental. A los 21 dias se observa una menor concentracion de
proteina, que luego tiende a recuperarse a los 42 dias. En cuanto a los anélisis de
lipidos, estos revelan una tendencia a incrementar al final del experimento, aunque no
de manera significativa en todos los grupos, encontrandose incluso, en el caso de los
animales alimentados con dietas -C+E+HUFA a alta densidad, un descenso de sus

niveles.

En cuanto al efecto de la densidad de peces, no se observan variaciones en el
porcentaje de humedad, ocurriendo algo similar en los valores de proteina y lipidos,
excepto en los animales -C+E+HUFA que presentaron un aumento y un descenso del

contenido en proteina y lipidos, respectivamente, en condiciones de alta densidad.

Con relacion al tipo de dieta, al final del experimento se observa alguna
influencia de esta variable en los valores de humedad y lipidos en condiciones de alta
densidad, poniéndose de manifiesto que aquellos grupos que presentan valores mas
altos de humedad se corresponden con los que tienen menos lipidos (+tE+HUFA 'y

_C+E+HUFA).

El analisis estadistico global (anexo Tabla 1V.9.) revela una influencia de la
dieta sobre los parametros de composicion corporal, a excepcion de los minerales
totales. La densidad tuvo influencias significativas sobre el contenido de proteina y
cenizas. El efecto conjunto de la dieta y la densidad de peces s6lo tuvo influencia sobre

el contenido proteico.
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Tabla IV.9.- Influencia de la densidad de peces y tipo de dieta sobre la composicion corporal a lo largo del periodo experimental.

Densidad HUMEDAD PROTEINA (ss) LIPIDOS (ss) CENIZAS (ss)
DIETA de peces
(%) (%) (%) (%)
(g

Inicio 21 dias 42 dias Inicio 21 dias 42 dias Inicio 21 dias 42 dias Inicio 21 dias 42 dias
-E -HUFA 100 7230+03 71.50+0.5 68.78+0.6" * 5943+0.84 5547+0.7 * 5719+ 14 30.69+0.89 32.51+1.3 3480+ 1.6° * 9.29+0.14 8.86+0.2 827+03 *
-E +HUFA 100 7230+03 72.02+0.4 69.83+0.5™* 5943+0.84 55.18+08 * 60.86+1.0 30.69+0.89 31.47+0.6 31.60+1.1% 929+0.14 895+0.2 894+02 *
+E -HUFA 100 72.30+03 71.47+0.5 6943+0.6®* 5943+0.84 5450+£0.6 * 58.64=1.7 30.69+0.89 3232+14 33.56+1.6° 929+0.14 8.98+0.3 851+0.3%*
+E +HUFA 100 72.30+03 71.77+£04 70.63+£04%*  5943+0.84 5635+1.0 * 60.40+0.8 30.69+0.89 3221+1.5 3079+ 12 929+0.14 874+02 * 858+02 *

-C +E +HUFA 100 723003 71.50+03* 71.03+£04° * 5943+0.84 56.12+0.7 * 61.76+0.7** 30.69+0.89 32.11+0.9 283109 * 929+0.14 9.18+0.2 8.89+0.2
-E -HUFA 20 7230+03 71.03+02* 69.33+04 * 5943+0.84 5335+1.0°%* 57.10+14 30.69+0.89 33.81+09* 3399+12 * 929+0.14 834+02 * 793+£03 *
-E +HUFA 20 72.30+03 71.69+0.6 70.19+£0.8 * 59.43+0.84 54.59+1.1% 58.61+1.0 30.69+0.89 31.10+ 1.6 32.09+0.8 929+0.14 887+02 * 820+03 *
+E -HUFA 20 7230+03 70.73+£03* 6995+04 * 59.43+£0.84 57.20=1.1% 5728+13 * 3069+0.89 33.16£09* 3481+15 * 929+0.14 852+02 * 831+03 *
+E +HUFA 20 72.30+03 71.43+£0.6 7027+04 * 5943+0.84 57.86+0.7°*  60.07+0.3 30.69+0.89 31.40+0.9 31.39+04 9.29+0.14 87302 * 8.62+02 *
-C +E +HUFA 20 7230+03 71.74+£0.1* 7040+04 * 5943+0.84 54.02+09 ** 5837+09 30.69+0.89 31.58+0.8 3410£06 * 929+0.14 8.86+0.2 8.44+0.2 *

abyc. . . . . X, . . . . . . . o, . . — .,
Y ¢ Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias con respecto a valores iniciales de una misma situacién experimental. Nivel de significacién (P < 0.05).

Los valores reflejan la media + error estandar (n= 6).
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Anexo Tabla IV.9.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos
parametros medidos.

Periodo
experimental HUMEDAD  PROTEINA LIiPIDOS CENIZAS
(dias)
21 n.s 0.05 n.s n.s
DIETA
42 0.05 0.05 0.01 n.s
21 n.s n.s n.s 0.05
DENSIDAD
42 n.s 0.05 n.s 0.05
21 n.s 0.05 n.s n.s
DIETA * DENSIDAD
42 n.s n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

2.5. PORCENTAJE DE LIPIDOS Y ACIDOS GRASOS EN HIGADO
Y MUSCULO

El porcentaje de lipidos en higado y musculo, mostrado en la Tabla IV.10., no
refleja ninguna diferencia significativa que se deba a la densidad de peces o al tipo de
dieta consumida, si bien, en la mayoria de los casos, los valores en musculo tienden a

ser mas bajos.
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Tabla IV.10. -Influencia de la densidad de peces y composicion
de la dieta sobre el porcentaje de lipidos en higado y musculo.

DIETA Densidad de Lipidos (sf)
peces (%)
(g

Higado Musculo
-E -HUFA 100 4.43+0.7 335+0.5
-E +HUFA 100 472+1.4 451+0.9
+E -HUFA 100 517+0.5 3.40+0.8
+E +HUFA 100 556+1.0 2.95+0.4
-C +E +HUFA 100 4.98+0.5 4.65+0.6
-E -HUFA 20 5.31£0.6 4.14+0.6
-E +HUFA 20 4.87+0.4 5.37+0.1
+E -HUFA 20 445+0.9 413+£1.0
+E +HUFA 20 5.34+0.5 3.81+0.6
-C +E +HUFA 20 530+04 420+1.2

Los valores reflejan la media + error estandar (n = 3).

Una vez constatado el perfil de 4cidos grasos y, concretamente, el contenido de
HUFAs, de los dos tipos de aceites empleados en la fabricacion de las distintas dietas
experimentales (ver Tabla II1.2. en Material y métodos), se analiz6 el porcentaje de los
principales acidos grasos en higado y musculo de truchas sometidas a las distintas
situaciones experimentales, tal como se muestra en las Tablas IV.11., IV.12., IV.13. y

IV.14.
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Tabla IV.11.— Porcentaje de los distintos acidos grasos en higado de truchas arco iris
alimentadas con cinco tipos de dieta en condiciones de alta densidad de peces.

HIGADO (Alta densidad)
Acido
oraso -E-HUFA -E+HUFA +E-HUFA +E+HUFA -C+E+HUFA
14:0 456+027°%  0.00+£0.00°*  047+0.02° 1.32+0.64° 1.29+0.64°
16:0 17.75+£2.95 28.90 +2.90 18.70 £ 5.71 17.74 +3.82 23.32+4.75
16:1n7 9.55+0.91° 11.86+0.41° 3.88+1.00° 10.53 £2.27° 9.13+0.96°
18:0 5.06+0.52° 6.43+0.61° 2.73+0.14° 6.41+0.70° 2.69+0.43°
18:1n7 1.97 £0.39° 445+0.06°*  191+0.18°* 565+0.75°*  428+0.57°
18:1n9 4221+6.73 35.52+1.86 42.80 +2.35 39.66 +3.13 3321 +4.11
18:2n6 1146 +3.69° 0.00£0.00°* 12.45+1.86° 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 **
18:3n3 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
20:0 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
20:1n9 0.22+0.04° 6.62+0.76°*  0.63+0.02**  1.70+£023° 1.10+0.12°
20:2n6 022+0.02° 0.00 + 0.00* 0.97+037°" 0.00 = 0.00 * 0.00 = 0.00 *
20:3n3 0.00£0.00 *  0.00=0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
20:4n6 0.00£0.00 *  0.00=0.00 0.00£0.00 *  0.00+0.00 0.00 + 0.00
20:5n3 0.30 +0.05° 0.00+0.00°*  0.36+0.05% 0.98 +0.27° 1.01+£0.22°
20:6n3 0.23 +0.08° 0.00£0.00°*  0.26+0.08° 0.31+£0.05°*  0.00+0.00°*
22:1n9 0.00+£0.00 *  0.00=+0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 +0.00 *
22:4n6 0.00£0.00 *  0.00=+0.00 0.00+£0.00 * 0.00+000 * 0.00+0.00 *
22:6n3 7.18+0.80°*  10.16 £2.54° 1550+ 1.98®  1624+338® 23.98+483°"
24:1n9 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
% Saturados  27.37 £ 3.18 35.33+3.35 21.78+5.77 25.46 +2.91 27.29+5.44
% MUFA  53.79+6.86 54.49+4.18 49.01 +3.38 57.54+4.72 47.73+2.79
%PUFA  18.84+4.19% 1016254  29.14+3.68"  17.00=3.10"  24.98+4.69"
% HUFA 731+0.76°% 10.16+2.54°  15.72+1.82% 17.00+£3.10® 24.98+4.69°
% HUFAn3  7.31+0.76°% 10.16 +2.54° 1572+ 1.82° 17.00+3.10"°  24.98+4.69°
abyc.

: Diferencias entre los niveles de un mismo 4cido graso debidas a la dieta. *: Diferencias en los niveles de acidos grasos para

una misma dieta debidas a la densidad. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 3).
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Tabla IV.12. — Porcentaje de los distintos acidos grasos en higado de truchas arco iris
alimentadas con cinco tipos de dieta en condiciones de baja densidad de peces.

HIGADO (Baja densidad)
g‘:;‘:;’ -E-HUFA -E+HUFA +E-HUFA +E+HUFA -C+E+HUFA
14:0 1.08 +0.29 222+0.15 1.93 +0.61 0.85+0.10 2.26+0.10
16:0 21.13 + 4.43 29.84 +3.31 18.74 +2.80 21.16+ 1.54 23.44 +2.88
16:1n7 7.43+0.97 10.46 +2.09 4.92+1.39 9.74 +1.16 11.28 £0.57
18:0 6.31 + 1.48 5.80 + 0.60 446 +0.73 4.97+0.23 5.45+1.92
18:1n7 1.85+0.17° 1.59+0.48*  3.01+029%™  2.82+0.17®  4.09+0.80"
18:1n9 30.42 +4.72 40.82+6.88  3535+3.21 44.47 £4.75 34.89 + 4.59
18:2n6 8.11+2.51° 1.11+0.09*  9.16+0.87 ° 0.00 = 0.00 * 0.24 £0.06°
18:3n3 0.00 £ 0.00 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 0.00 £ 0.00
20:0 0.00 £ 0.00 0.00 + 0.00 0.00 =+ 0.00 0.00 = 0.00 0.00 £ 0.00
20:1n9 1.04 +0.27 1.34 +0.04 1.34+0.10 1.29+0.08 1.57+£0.23
20:2n6 0.94+0.41° 0.00+0.00*  1.05+0.10° 0.00 = 0.00 * 0.00 = 0.00*
20:3n3 0.54 +0.04° 0.00+0.00*°  0.00+0.00° 0.00 +0.00* 0.00 +0.00*
20:4n6 1.04+0.21° 0.00+0.00°  2.74+0.44° 0.00+0.00*  0.00+0.00°
20:5n3 0.79 + 0.33 0.92 +0.09 0.62 +0.14 1.10£0.10 1.39 +0.66
20:6n3 0.61+0.22° 0.56+0.04°  0.74+0.15° 0.00 +0.00* 0.26+0.02%
22:1n9 0.22+0.01° 0.00+0.00®°  0.00+0.00" 0.00 +0.00* 0.22+0.02°
22:4n6 0.20 £ 0.06° 0.00+£0.00*°  0.18+0.06° 0.35+0.10° 0.28 £0.02°
22:6n3 18.94 £2.75 10.15+229  16.67+4.21 14.53 £3.10 19.65 + 4.78
24:1n9 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 = 0.0 0.00 £ 0.00
% Saturados ~ 28.52 + 5.74 35.92+519  2513+2.72 26.69+1.92 30.39 + 3.89
% MUFA  40.82+4.12 52.80+7.86  44.63+4.77 57.89+5.05 48.14 +9.04
%PUFA  30.66+298"  1128+3.00° 30.24+4.38"  1541+3.24° 2147+526%
% HUFA  21.42+2.47 10.94+2.67  20.38+4.75 15.41 +3.24 21.31+£5.33
% HUFAn3  20.33 +2.55 10.94+2.67  17.60+4.28 15.26 +3.10 21.21+£5.35
abyc,

: Diferencias entre los niveles de un mismo 4cido graso debidas a la dieta. *: Diferencias en los niveles de acidos grasos para

una misma dieta debidas a la densidad. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 3).
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Como se puede observar en las Tablas IV.11. y IV.12., los andlisis en higado
muestran que en animales alimentados con dietas ricas en aceite de pescado (+tHUFA)
el porcentaje de PUFAs observado se corresponde practicamente en su totalidad con el
de 4cidos grasos altamente insaturados (HUFAs), mientras que en animales alimentados
con dietas en las que se utilizd aceite de soja (-HUFA), el porcentaje de PUFAs es
incrementado, observandose, en condiciones de baja densidad, valores significativamente
superiores de PUFAs en higado de animales alimentados con dietas -HUFA. Estas
diferencias se deben, en concreto, a los niveles de 18:2n6 y 20:2n6, cuya presencia es
detectable de manera significativa en grupos alimentados con dietas -HUFA. Con
relacion a los niveles de HUFAs, el grupo -E+HUFA tiende a presentar valores mas
bajos que los otros grupos (+E+HUFA y -C+E+HUFA) alimentados con dietas ricas en
aceite de pescado. Estas diferencias fueron significativas en animales sometidos a alta
densidad, y se asocian a valores mas bajos en los niveles de 20:5n3 y 22:6n3. A alta
densidad, los animales que consumieron la dieta -E+HUFA no mostraron evidencia de
20:5n3, y por el contrario, si un incremento significativo de 20:1n9 con respecto a los
otros grupos. Cabe destacar que, incluso en condiciones de baja densidad, los niveles de
22:6n3 son menores a los presentados en dietas -HUFA. Por otro lado, los niveles
observados de determinados acidos grasos saturados (18:0) y monoinsaturados (16:1n7
y 18:1n7) muestran que, en condiciones de alta densidad, los animales alimentados con
dietas -C+E+HUFA y +E-HUFA presentaron valores significativamente inferiores del
acido graso 18:0, observandose también en este ultimo grupo un descenso significativo
del 16:1n7 con respecto al resto de los grupos, mientras que los animales que
consumieron dietas +*HUFA presentaron valores significativamente superiores de
18:1n7 . Estos valores no dan lugar a diferencias significativas en los porcentajes totales

de acidos grasos saturados y monoinsaturados.

Con relacion a los andlisis de acidos grasos en musculo (Tablas IV.13. y IV.14.),
con independencia de la densidad, se observa un mayor porcentaje de PUFAs en
animales que consumieron dietas donde se utiliz6 aceite de soja (-E-HUFA y
+E-HUFA), asociado a valores significativamente mas altos de 18:2n6 y 20:2n6 en
estos animales. En estos grupos, también se detecta, de manera significativa, la

presencia de 20:4n6 y 20:6n3, aunque en este ultimo acido graso sélo a alta densidad.
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Por otro lado, a ambas densidades, los niveles de HUFAs son significativamente mas
bajos en dietas donde se utilizd aceite de soja, lo que también se asocia a descensos en
22:6n3, observandose a baja densidad que este comportamiento también se relaciona de
manera significativa con descensos en 20:5n3 y 22:4n6. A baja densidad, los MUFAs
presentan valores inferiores en los grupos -HUFA, lo que se explicaria por los niveles
significativamente mas bajos en los acidos grasos 16:1n7, 20:1n9 y 22:1n9, y que en el
caso del 16:1n7 también se pone de manifiesto a alta densidad. En cuanto a los 4cidos
grasos saturados, no se observa un patrén general claro, aunque con independencia de la
densidad se pone de manifiesto la existencia de diferencias estadisticas en el 14:0, con
concentraciones mas bajas en animales que consumieron dietas elaboradas con aceite de
soja. Esto se refleja en que estos grupos muestran un porcentaje significativamente mas
bajo de acidos grasos saturados en condiciones de alta densidad. Otras diferencias
observadas entre acidos grasos muestran, a baja densidad, que los niveles de 18:3n3

fueron claramente mas altos en +E-HUFA con relacion al resto de los grupos.

193



1V.- Resultados

Tabla IV.13. —

alimentadas con cinco tipos de dieta en condiciones de alta densidad de peces.

Porcentaje de los distintos acidos grasos en musculo de truchas arco iris

MUSCULO (Alta densidad)

g‘rc;g: -E-HUFA -E+HUFA +E-HUFA +E+HUFA -C+E+HUFA
14:0 125+043° 4.04+0.48° 1.99+0.35° 499+0.28° 6.61+1.21°
16:0 18.2+2.13 26.29 + 3.00 20.89 + 2.57 32.64 + 0.88 27.44 + 6.78
16:1n7 229+0.76° 637+0.07°*  4.06+060%®  6.10+0.86°" 6.57 +1.05°
18:0 4.45 +1.09 3.84+£0.47 5.57+0.67 4.60+0.19 5.58 +1.05
18:1n7 3284029 *  3.46+0.73 381+£040 * 439+0.58 3.85+048 *
18:1n9 29.54 £2.82 2637 £2.44 28.55+ 1.67 26.50 + 1.80 24.11+1.79
18:2n6 24.06+0.21° 3.80+045%  23.28+2.00° 2.2940.50° 532+£234°
18:3n3 0.00 = 0.00 0.00£0.00 *  0.00£0.00 * 0.00+0.00 * 0.00+0.00 *
20:0 0.15+0.04°*  0.15+0.02° 0.00+£0.00**  0.00+0.00**  0.00+0.00"°
20:1n9 260+0.19 *  238+0.96 1.03 +0.37 2.46 +0.61 2.76 +0.49
20:2n6 1.15+0.32° 0.00 £0.00 * 0.62+022° 0.00 = 0.00* 0.00 = 0.00*
20:3n3 0.44+0.07°*  027+0.12° 0.28 +0.09° 0.00+0.00* *  0.00+0.00**
20:4n6 0.53+0.11°¢ 0.00 + 0.00 ® 0.18+0.08" 0.00 + 0.00 ® 0.00 + 0.00 ®
20:5n3 1.86+0.58 1.58 £0.65 0.66 + 0.25 2.19£0.61 2.97 £0.46
20:6n3 0.11+0.01° 0.00£0.00°*  0.16+0.06° 0.00+0.00* *  0.00+0.00**
22:1n9 1.87+0.09°*  3.30+040° 0.57+0.02° 027+0.17° 3.13+0.47%
22:4n6 0.88+0.08 *  1.52+0.39 0.87 £0.07 025+0.06 * 0.79+0.33
22:6n3 9.14+1.38 17.3+£2.15 8.59 +3.58 13.05 £ 2.09 18.68 £ 0.24
24:1n9 0.39+0.02°*  0.35+0.06° 0.00 = 0.00* 0.00+0.00* *  0.00+0.00°
% Saturados  24.05+ 1.04°* 3427 +2.75“ 28.45+227% 42.38+1.18°  37.63+6.92"
% MUFA  38.36+0.96 42.07 £ 3.60 37.65+1.97 39.75 £ 1.58 40.41 £ 1.69
% PUFA  37.60+1.91 23.66 +2.39 33.90 £ 3.67 21.54+6.21 21.63 +8.83
%HUFA  12.05+2.05“ 19.77+2.69"  9.79+4.24° 1555+2.70“° 23.05+0.22¢
% HUFAn3  11.11+1.74*  18.76 +2.24" 9.36+3.88°  15.30+2.65 21.93+0.22¢
abyc,

: Diferencias entre los niveles de un mismo 4acido graso debidas a la dieta. *: Diferencias en los niveles de 4cidos grasos para

una misma dieta debidas a la densidad. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 3).
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Tabla 1V.14. — Porcentaje de los distintos acidos grasos en musculo de truchas arco iris
alimentadas con cinco tipos de dieta en condiciones de baja densidad de peces.

MUSCULO (Baja densidad)

g‘:;g(‘)’ -E-HUFA -E+HUFA +E-HUFA +E+HUFA  -C+E+HUFA
14:0 193+£0.17*  3.84+0.34° 20+042° 412+021%  4.86+0.16°
16:0 2535+ 1.99 2373+428  20.93+1.78 24.42 +3.53 23.46 + 1.91
16:1n7 3.67+047%  580+0.18° 3.54+0.57° 717 £0.04° 7.68+0.33 °
18:0 424 +0.58 3.95+0.43 4.44 +0.91 5.14+0.40 471+0.16
18:1n7 1.60 + 0.28 2.65+0.27 2.17+0.13 2.41 £0.50 1.98 +0.15
18:1n9 28.09 £ 2.90 25.0+137  26.06+2.85 24224179  2242+1.52
18:2n6 2297+ 1.13%  2.65+068* 23.19+242° 1.74 £ 0.43 1.88 +0.42 °
18:3n3 0.00+0.00*  0.57+001° 4.11+0.80° 0.45 £ 0.05° 0.53+£0.04°
20:0 0.00 + 0.00* 0.13+0.02°  0.11+0.03° 0.12+0.02° 0.00 + 0.00*
20:1n9 1.00+0.18° 460+1.07° 1.51+0.58° 3.42+0.38° 3.86+0.31°
20:2n6 0.68+0.18°  0.00£0.00* 0.48+0.08° 0.00 = 0.00* 0.00 £ 0.00 *
20:3n3 0.17 £0.01 0.50 +0.15 0.14 £0.04 0.35+0.11 0.40 £ 0.06
20:4n6 028+0.09°  0.00£0.00* 0.16+0.04° 0.00 £0.00 ® 0.00 £ 0.00 *
20:5n3 135+020°*  3.98+0.63° 1.69+0.38% 3.42+0.65° 4.16+0.30°
20:6n3 0.18 +0.03 0.14 +0.02 0.13+0.03 0.20 + 0.07 0.19 +0.04
22:1n9 0.56+0.09%  3.60+0.95° 1.03+040° 245+056™  3.06+042°
22:4n6 0.36+0.04 ° 1.10+0.12°  045+0.12° 1.18+0.11° 0.70£0.18°
22:6n3 775+1.81%  19.05+2.74°  9.67+2.16° 1920+3.77° 19.76+3.21°
24:1n9 0.00 +0.00* 0.18+0.03°  0.00+0.00* 0.15+0.03° 0.00 £ 0.00*
% Saturados  31.52 + 1.39 31.66+4.00 27.43+2.29 33.72+3.79 33.03+1.89
% MUFA 34.73 £2.09 40.52+3.00  33.97+2.05 39.75+1.82 38.99 £ 1.90
% PUFA 33.75+£3.04 27.82+2.43  3861+1.36 26.53 +4.69 27.97+£3.15
% HUFA 9.93+2.07° 24.28+2.93" 1205+255¢ 24.00+4.54"  2515+3.45"
% HUFA n3 929+197% 2317+285" 11.45+2.44° 22.25+4.45%  24.12+3.40°
abyc,

: Diferencias entre los niveles de un mismo 4cido graso debidas a la dieta. *: Diferencias en los niveles de 4cidos grasos para

una misma dieta debidas a la densidad. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 3).
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Anexo Tablas IV.11., IV.12,, IV.13. y IV.14.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta
en los niveles de &cidos grasos.

Periodo
SATURADOS MUFAs PUFAs HUFAs  HUFAsn3
experimental
(dias)
Higado n.s n.s 0.01 0.05 0.05
DIETA
Musculo 0.05 n.s 0.05 0.001 0.001
Higado n.s n.s n.s n.s n.s
DENSIDAD
Musculo n.s n.s n.s n.s n.s
Higado n.s n.s n.s n.s n.s
DIETA * DENSIDAD
Musculo n.s n.s n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

El andlisis estadistico global (anexo Tablas IV.11., IV.12., IV.13. y IV.14))
revela que las variaciones en los distintos acidos grasos debidas al tipo de dieta
consumida se ponen de manifiesto de una manera mas clara en musculo que en higado,
y que esta influencia parece afectar tanto a los acidos grasos saturados como a los

PUFAs y HUFAs, observandose de manera mas evidente en estos ultimos.

Las diferencias asociadas al efecto de la densidad de peces no muestran una
tendencia clara en ambos tejidos, no pudiéndose establecer un patron de
comportamiento claro en cuanto al efecto de esta variable. Esto se refleja en el analisis
estadistico global (anexo Tablas IV.11., IV.12., IV.13. y IV.14.), en donde se pone de
manifiesto, tanto en higado como en musculo, la ausencia de diferencias significativas
asociadas a la densidad de peces Por ultimo, tampoco se observa ningun efecto global

de la densidad y la dieta en conjunto, en ninguno de los casos.
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2.6. ALTERACIONES Y LESIONES MACROSCOPICAS

Los animales alimentados con la dieta -E+HUFA mostraron, en un porcentaje
en torno al 25%, un higado con una tonalidad amarilla que en muchos casos se
acompaiid de la presencia de un fluido también de color amarillento rodeando la
cavidad visceral. Los animales que consumieron las restantes dietas, en general, no

mostraron alteraciones de este tipo (ver Imagen IV.1., IV.2. y IV.3)).

-E-HUFA

-E+HUFA

+E-HUFA

+E+HUFA

-C+E+HUFA

Imagen IV.1.- Diseccion de cinco animales alimentados con cada una de las dietas experimentales. La flecha marca

el higado que presenta un color algo mas amarillo con respecto a los restantes.
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Imagen IV.2.- (superior) y IV.3.- (inferior): La imagen superior muestra el aspecto de una trucha arco
iris normal. La imagen inferior muestra la diseccion de una trucha alimentada con la dieta -E+HUFA,

poniéndose de manifiesto la presencia de un fluido amarillento en la cavidad visceral.
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Con relacion al efecto de la deficiencia en vitamina C, un 30% de los animales
mostraron alteraciones epiteliales ligadas a procesos hemorragicos (ver Imagen IV .4.).

Imagen IV.4.- La imagen muestra el aspecto de una trucha arco iris alimentada con la dieta

-C+E+HUFA, donde se observa la presencia de hemorragias en la zona de las aletas pectorales.

2.7. ESTUDIO HISTOLOGICO DE HIGADO Y BRANQUIAS
2.7.1. Higado

El higado de trucha arco iris muestra una estructura similar a la del higado de
vertebrados superiores, aunque sin una ordenacion lobulillar bien definida. Las células
hepaticas muestran un contorno poligonal y nucleo grande, central o excéntrico, con
uno o dos nucleolos, que a veces destacan por su tamafio. Estos hepatocitos se disponen
en laminas de una o dos células de espesor, situadas entre los sinusoides, formando
trabéculas ramificadas y anastomosadas libremente (Imagen IV.5.); corresponde esta
estructura al tipo de organizacion hepatica século-sinusoidal o laminar (Elias y

Bengelsdorf, 1952).
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Imagen IV.5.- Estructura del parénquima hepatico de peces alimentados con la
dieta -E+HUFA, donde se observa la vena central del lobulillo (V. C) y los

sinusoides hepaticos (S) (Hematoxilina-Eosina. x10).

Las trabéculas hepatocitarias estan recorridas por canaliculos intercelulares, los
canaliculos biliares, a cuya luz los hepatocitos segregan la bilis, necesaria para la
emulsion de las grasas, que es transportada hasta los conductos biliares que acompafian
a las ramificaciones de la vena porta y de la arteria hepatica en las areas portales, lugar

donde se encuentra un estroma conjuntivo laxo poco abundante (Imagen IV.6.).

Imagen IV.6.- Estructura del tejido hepatico de animales alimentados con dieta

+E+HUFA, donde se muestran los hepatocitos (H) con una gran vacuola en su
citoplasma y los componentes del espacio porta: conducto biliar (C. B), vena

hepatica (V. H) y arteriola hepatica (A. H) (E-H. x20).
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En el examen histologico de las muestras de higado tomadas se observa que en
cuatro de los grupos experimentales (-E-HUFA, +E-HUFA, +E+HUFA vy
-C+E+HUFA), el citoplasma de los hepatocitos presenta una gran vacuola de caracter
lipidico, adquiriendo estos un aspecto de células vacias con forma poligonal y ntcleo

excéntrico (Imagen IV.6. y IV.8.).

Por el contrario, los tejidos pertenecientes a higados -E+HUFA muestran un
parénquima hepatico con aspecto diferente. Los hepatocitos presentan los grandes
nucleos esféricos algo mas claros y mas centrales, y el citoplasma mas tefiiddo y con un
aspecto vesicular debido a la presencia de gran cantidad de gotas lipidicas de pequefio

tamafio (Imagen IV.7. y IV.9.).

Imagen IV.7.- Estructura de tejido hepatico de animales alimentados con dietas

-E+HUFA, donde se muestran hepatocitos (H) con el citoplasma de aspecto
multivesiculado, sinusoides hepaticos (S) en cuyo interior aparecen eritrocitos

(E), conducto biliar (C. B) y arteriola hepatica (A. H) (E-H, x40).

Con respecto a la presencia de otro tipo de células, en los animales alimentados
con dieta +E-HUFA se observan células con granulaciones de color marrén en zonas de

conjuntivo préximas a los conductos biliares (Imagen I'V.8.).
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Imagen IV.8.- (izda) Hepatocitos (H) de animales alimentados con dietas +E-HUFA en cuyo citoplasma se
muestra una gran vacuola lipidica. Se muestra un conducto biliar (C. B) y se observan células con pigmentos de
color marrén (C. P) en el conjuntivo que lo rodea, (E-H, x100).

Imagen IV.9.- (dcha) Hepatocitos (H) de animales alimentados con dieta -E+HUFA en cuyo citoplasma se muestra

el aspecto multivesiculado y sinusoide hepatico (S) (E-H, x100)

En todos los casos, los sinusoides hepaticos son muy visibles, estan situados
entre las ldminas de hepatocitos, son amplios y de forma irregular, limitados por células
endoteliales que pueden sobresalir o no hacia la luz del sinusoide y que contienen un
nucleo ovoide o aplanado. Cabe destacar que en el grupo -C+E+HUFA la vena central

de los lobulillos presenta una gran acumulacion de eritrocitos (Imagen IV.10.).

Imagen IV.10.- Estructura del parénquima hepatico de animales alimentados con

dieta -C+E+HUFA, donde se aprecia la vena central (V.C) de los lobulillos

hepéticos con abundantes eritrocitos (E-H, x20).
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2.7.2. Branquias

En cuanto a la morfologia branquial, se comprueba que de los arcos branquiales
parten los filamentos branquiales que a su vez estdn formados por lamelas o laminillas

branquiales.

En los grupos -E-HUFA y +E-HUFA el aspecto de las branquias es totalmente
normal, observandose en el primer grupo la presencia de células eosinofilicas bajo el

epitelio de revestimiento del filamento (Imagen IV.11.).

Imagen IV.11.- Estructura de un filamento branquial (F. B), con sus respectivas

lamelas (L), de animales alimentados con dieta -E-HUFA. Destaca la presencia de
células eosinofilicas a lo largo del filamento branquial (ampliacion imagen) (H-E,

x20, ampliacion x40).

En los animales -C+E+HUFA, se observa en el interior de algunas lamelas
grandes dilataciones que a veces afectan a la parte terminal. Estas dilataciones son
expansiones vasculares totalmente rellenas de eritrocitos, siendo los gldébulos rojos
también abundantes en aquellas lamelas que no estan dilatadas. En el filamento, bajo el
epitelio de revestimiento, hay abundante tejido conjuntivo laxo con gran niimero de
células eosinofilicas de gran tamafio, de nilcleo excéntrico y con su citoplasma

totalmente repleto de granulos que muestran afinidad por la eosina (Imagen IV.12.).
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Imagen IV.12.- Estructura de un filamento branquial (F. B) con sus respectivas
lamelas (L) de animales alimentados con dieta -C+E+HUFA. Destacan las
dilataciones con abundantes globulos rojos observadas en algunas de las lamelas
y la presencia de células eosinofilicas a lo largo del filamento branquial

(ampliacion imagen) (H-E, x20, ampliacion x40).

El grupo +E+HUFA presenta dilataciones vasculares mas abundantes que en el
tratamiento anterior, observandose que el extremo de las lamelas es algo mas corto y

rizado (Imagen IV.13.).

Imagen IV.13.- Filamento branquial (F. B) y lamelas (L) con abundantes

dilataciones de animales alimentados con dietas +E+HUFA (H-E, x20).
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En el grupo -E+HUFA las lamelas son largas y muestran su borde rizado. No se

observan dilataciones vasculares (Imagen IV.14.).

Imagen IV.14.- Filamento branquial (F. B) y lamelas (L) con borde rizado en

animales alimentados con dicta -E+HUFA (H-E, x20).

2.8. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Los resultados correspondientes a los pardmetros hematologicos determinados a
los 21 y 42 dias (Tablas IV.15. y IV.16. respectivamente), muestran que las variaciones
estadisticas a lo largo del tiempo se ponen de manifiesto mayoritariamente en
condiciones de alta densidad. El patron de comportamiento observado no muestra un
aumento o descenso general de un determinado parametro con el tiempo, sino que el
tipo de respuesta va a depender del tipo de dieta con que los animales fueron
alimentados. Asi, a alta densidad, el hematocrito y el recuento de eritrocitos muestran
un descenso de sus valores a los 42 dias en los grupos -E+HUFA, observandose un
incremento de ambos parametros, junto con la hemoglobina, en los animales +E+HUFA
que, en el caso del recuento, es independiente de la densidad. Por otro lado, el recuento,
la hemoglobina y la concentracién corpuscular media de hemoglobina muestran un

descenso significativo al final del experimento en los grupos +E-HUFA mantenidos a
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alta densidad, presentando estos dos ultimos parametros, junto con la hemoglobina
corpuscular media, un incremento en los grupos -E-HUFA. Los valores de recuento
también se vieron significativamente disminuidos al final del experimento en los grupos
-C+E+HUFA. El comportamiento del volumen corpuscular medio es algo diferente, ya
que se produce un incremento significativo en los grupos +E-HUFA a alta densidad y

un descenso de los +E+HUFA en condiciones de baja densidad.

El analisis estadistico pone de manifiesto una influencia general de la densidad
de peces en todos ellos (anexo Tablas IV.15. y IV.16.), observandose, a los 42 dias, una
tendencia a presentar valores mas bajos de hematocrito en la mayoria de los grupos
sometidos a baja densidad, aunque no de manera significativa. Un comportamiento
similar ocurre con la hemoglobina, recuento de globulos rojos y concentracion
corpuscular media de hemoglobina, que a lo largo de todo el experimento tienden a
disminuir de manera significativa en condiciones de baja densidad. En cuanto al
volumen corpuscular medio se observa, por el contrario, un aumento de este indice en
condiciones de baja densidad, encontrandose a los 21 dias diferencias significativas en
mas grupos que a los 42 dias. Un patron de cambios parecido se observa en la
hemoglobina corpuscular media de algunos grupos (-E-HUFA, +E+HUFA,
-C+E+HUFA) manteniéndose esta tendencia en los dos ultimos al final del periodo

experimental.
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Tabla IV.15.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre parametros e indices hematologicos tras un periodo
experimental de 21 dias.

Densidad de

DIETA peces Hematocrito Hemoglobina Recuento CCMH V.CM HCM
(%) (g/100 ml) (n° celulas /mm?)-10° (g/100 ml) (micras®) (pg)
(gl

-E -HUFA 100 41.06+0.2 6.11+04%* 0.73+0.03 * 1488+ 1.0**  566.5+24.3" 83.88+£3.0%%

-E +HUFA 100 39.78+ 1.6 * 8.17+09°* 0.94+0.04°* 20.74 +3.0 425.6+421°%  88.48+95°

+E -HUFA 100 46.13+2.5 1022 +0.6°* 0.90+0.03°* 2220+12°%  5127+£21.7°%  113.2+34°

+E +HUFA 100 42.10+18* 7.22+03% 0.73 +£0.04* % 17.174£02%®*  577.9+145°%  99.10+1.8% %
-C +E +HUFA 100 4494+ 15 7.67+£02% % 0.88+0.02°* 17.07+03%®*  5140+17.0°%  87.74+29°*%

-E -HUFA 20 4326+ 1.8"° 830+£04° 0.73+£0.01° 19.19+ 0.6 592.7+33.8% 113.7+£7.1"%

-E +HUFA 20 29.06+2.5° 4.80+0.7° 0.58+0.04% 1572+ 2.1 520.3+30.9° 82.13+9.9°

+E -HUFA 20 43.56+33° 6.62+£0.5® 0.69 +0.04 1520+0.1 637.0 +46.7" 96.93+7.8%

+E +HUFA 20 47.83+05° 7.15+0.5° 0.53+0.01° 14.94+0.8 894.4+238° 133.7+8.7°¢
-C +E +HUFA 20 41.87+19° 6.56+0.3 % 0.60 + 0.05 1578 £ 0.3 691.8+29.6° 110.5+ 6.9

=Py Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la
media =+ error estandar (n = 6). CCMH (concentracion corpuscular media de hemoglobina): (hemoglobina (g/100 ml) / hematocrito (%)) x 100; VCM (volumen corpuscular
medio): (hematocrito (%) / recuento (n® células/mm®)) x 10”; HCM (hemoglobina corpuscular media): (hemoglobina (g/100 ml) / recuento (n° células/mm®)) x 10”.



Tabla IV.16.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre parametros e indices hematologicos tras un
periodo experimental de 42 dias.

Densidad de . .
Hematocrito Hemoglobina Recuento CCMH VCM HCM
DIETA peces ) . L .
@) (%) (g/100 ml) (n° celulas /mm*)- 10 (g/100 ml) (micras”) (pg)
g
-E -HUFA 100 4239+13%% 889+£03°* *  076+0.04° 2098+04° * 561.4+247° 117.6 +4.9° *
-E +HUFA 100 32.88+13° * 6.62+04°%* 0.70£0.04%°* *  2008+£06°* 4824+368° 96.55+7.4°
+E -HUFA 100 4477 +0.9 761+£03%® *  067+£0.02.° * 1698+0.6% * 677.0£21.1° * 1147+3.7%
+E +HUFA 100 46.88 0.4 9 * 852+03%**  086+0.02°% * 1817+0.7% 5455+932%%  9925+42%®
-C +E +HUFA 100 40.05+1.6° 735+04° 0.77+0.02°* * 1835+06% 5222+231%*% 96.18+6.1°*
-E -HUFA 20 40.09 + 1.4% 7.79+03°¢ 0.72+0.02°¢ 19.48 £ 0.7 5559+ 1622 108.1+3.8°
-E +HUFA 20 3011+1.2° 491+03° 0.59 +0.02° 1645+ 1.1 511.4+23.3? 83.10£3.7°
+E -HUFA 20 4474 +134 7.78+0.3° 0.67 +0.02 ™ 17.42+0.7 674.9+312" 117.0+4.7°
+E +HUFA 20 4390+ 1.6 7.47+£02° 0.68+0.03° * 17.10+0.6 6552+30.1% * 112.1+6.7°
-C +E +HUFA 20 39.41+1.4° 6.76+0.2°" 0.60 + 0.03 17.20 £ 0.5 661.0+34.6° 113.0+3.9°

»b.ye: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42
dias para una misma situacion experimental. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media =+ error estandar (n = 6). CCMH (concentracion corpuscular
media de hemoglobina): (hemoglobina (g/100ml) / hematocrito) x 100; VCM (volumen corpuscular medio): (hematocrito / recuento (n°células/mm®)) x 10"; HCM
(hemoglobina corpuscular media): (hemoglobina (g/100ml)/ recuento (n° células/mm*)) x 10’
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La existencia de diferencias estadisticas asociadas al efecto de la dieta (anexo
Tablas IV.15. y IV.16.) se refleja en los animales alimentados con la dieta -E+HUFA,
los cuales muestran, al final del experimento, valores mas bajos en la mayoria de los
parametros hematologicos determinados (hematocrito, hemoglobina, recuento de
globulos rojos, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media) a ambas
densidades, aunque en la hemoglobina corpuscular media, volumen corpuscular medio
y recuento, este descenso s6lo se muestra mas claro a baja densidad. A los 21 dias del
experimento esta tendencia ya se pone de manifiesto en el hematocrito, volumen
corpuscular medio, hemoglobina y hemoglobina corpuscular media, aunque en estos
dos ultimos parametros el descenso so6lo es apreciable en condiciones de baja densidad.
Cabe destacar que, en el caso de la concentracion corpuscular media de hemoglobina el
efecto a alta densidad fue el contrario, observandose un incremento en los animales

-E+HUFA durante todo el periodo experimental.

Con relacion a las dietas sin carencia vitaminica (+E-HUFA y +E+HUFA), al
finalizar el experimento se pone de manifiesto un incremento de los valores de
hematocrito en animales alimentados con estas dietas a ambas densidades. En la
hemoglobina también se observa a baja densidad un aumento de sus valores en
+E-HUFA y +E+HUFA, ademas de en -E-HUFA y a alta densidad sé6lo en los dos
ultimos grupos. Los valores de recuento también fueron elevados en animales
alimentados con dietas +E+HUFA y -E-HUFAa a baja densidad, mientras que a alta
densidad solo se observo en el grupo +E+HUFA. A los 21 dias, el volumen corpuscular
medio presentd sus valores mas altos en los peces +E+HUFA con independencia de la
densidad. Al final del experimento las dietas con vitamina E mostraron los valores mas
altos a baja densidad, observandose so6lo en los animales +E-HUFA a alta densidad. En
cuanto a la concentracion corpuscular media de hemoglobina, se observa que la dieta
+E-HUFA so6lo muestra valores elevados a los 21 dias de experimento en condiciones
de alta densidad, presentando a los 42 dias valores destacadamente mas bajos los grupos
suplementados con vitamina E. Por ultimo, destacar el efecto de la dieta -E-HUFA al
final del experimento, que presentd, con independencia de la densidad, valores de
hematocrito, hemoglobina, recuento y hemoglobina corpuscular media, superiores con

respecto al otro grupo carente de vitamina E (-E+HUFA).
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Anexo Tablas IV.15. y IV.16.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos
parametros medidos.

Periodo
Hematocrito  Hemoglobina Recuento = CCMH VCM HCM
experimental
(dias)
21 0.001 0.05 0.01 n.s 0.001 0.01
DIETA
42 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
21 n.s 0.01 0.001 0.05 0.001 0.01
DENSIDAD
42 0.05 0.001 0.001 0.01 0.01 n.s
DIETA * 21 0.01 0.001 0.001 0.01 0.001 0.01
DENSIDAD
42 n.s 0.05 0.01 n.s 0.05 0.05

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

En lineas generales, cabe destacar que ademas de la influencia de la densidad y
la dieta, los analisis estadisticos revelan que en el periodo experimental se produce un

efecto conjunto de ambas variables sobre todos estos pardmetros hematologicos (anexo

Tablas IV.15. y IV.16.).

2.9. PARAMETROS PLASMATICOS Y GLUCOGENO TISULAR

Las Tablas IV.17. y IV.18. recogen los niveles plasmaticos de cortisol, proteinas
y glucosa, asi como el contenido de glucégeno muscular y hepatico en los distintos
grupos experimentales. Los analisis estadisticos no revelan variaciones significativas a
lo largo del periodo experimental en los niveles de cortisol, excepto en los grupos
+E-HUFA a alta densidad y +E+HUFA a baja densidad, que presentan al final del
experimento un descenso de sus valores. Con respecto a las proteinas, los valores son
bastante estables a lo largo del tiempo, si bien los grupos +E+HUFA y -C+E+HUFA
presentan, a baja densidad, un incremento significativo de sus niveles al final del
experimento. En contraposicion, el grupo -C+E+HUFA muestra a alta densidad un

descenso significativo de las proteinas plasmaticas con el tiempo. Los glucosa, en
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condiciones de alta densidad, presentd un aumento generalizado de sus niveles a los 42
dias, que es significativo en los animales alimentados con dietas carentes de vitamina E.
A baja densidad este aumento se observa s6lo de manera significativa en los grupos
+E-HUFA y +E+HUFA. El glucégeno hepatico muestra a baja densidad un incremento
de sus valores a los 42 dias, que es significativo en todos los grupos, excepto en los de
animales alimentados con dietas carentes de HUFAs. Por el contrario, a alta densidad,
se observa un descenso de las concentraciones hepaticas de glucdgeno en el grupo
-C+E+HUFA, no sufriendo variaciones significativas el resto de los grupos. Los valores
de glucogeno muscular no revelan grandes cambios a lo largo del periodo experimental,
observandose, a alta densidad, en los grupos +E+HUFA y -C+E+HUFA, las tnicas
diferencias significativas en las que se aprecia un descenso y un aumento

respectivamente de los niveles de glucogeno.

Los anélisis estadisticos no muestran una influencia clara de la densidad sobre
los niveles plasmaticos de cortisol. Si bien, a los 42 dias, las condiciones de alta
densidad provocan un aumento significativo de los niveles de cortisol en los peces
alimentados con las dietas -C+E+HUFA y +E+HUFA. En cuanto a las proteinas
plasmaticas solo se manifiesta una influencia significativa de la densidad en los
primeros 21 dias en los grupos +E+HUFA y -C+E+HUFA mostraron valores mas altos
a alta densidad; desapareciendo toda diferencia a los 42 dias. Con respecto a la glucosa,
se observa una tendencia a presentar niveles mas altos a baja densidad, que so6lo son
significativos para las dietas carentes de vitamina E y a los 21 dias del experimento;
cabe destacar que, el analisis estadistico general muestra cierta influencia de la densidad
sobre este parametro (anexo Tablas IV.17. y IV.18.). La respuesta del glucdégeno
hepatico varia a lo largo del experimento ya que, a los 21 dias los grupos +E+HUFA y
-C+E+HUFA, presentan valores significativamente mas elevados a alta densidad,
observandose, sin embargo, que a los 42 dias los valores mds altos se producen a baja
densidad y, en concreto, de manera significativa, en el grupo -E+HUFA. El glucdégeno
muscular disminuye su concentracion a los 42 dias en los animales alimentados con la

dieta +E-HUFA y sometidos a alta densidad.
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En cuanto al efecto del tipo de dieta sobre estos parametros, a los 21 dias los
peces -E-HUFA presentan los valores mas bajos de cortisol plasmatico mientras que los
-C+E+HUFA los presentan mas altos que el resto de los grupos sometidos a alta
densidad. Por otro lado, a los 42 dias, y a alta densidad, se observa que los +E+HUFA
y -C+E+HUFA presentan valores superiores al resto de los grupos, observandose una
tendencia contraria en estos animales cuando se someten a baja densidad. Con respecto
a las proteinas, se observan también efectos de la dieta, destacando que en condiciones
de baja densidad los grupos -E-HUFA presentan los valores mas altos con respecto al
resto. En condiciones de alta densidad s6lo se observan diferencias significativas a los
21 dias del experimento, mostrando el grupo -C+E+HUFA el valor mas alto, mientras
que aquellos animales alimentados con dietas carentes en vitamina E presentan valores
de proteinas significativamente mdas bajos. La glucosa plasmatica sélo muestra
diferencias significativas, asociadas a la dieta, a los 21 dias del experimento y en
condiciones de baja densidad, mostrando los peces alimentados con dietas +E-HUFA
los titulos mas bajos de glucosa. En cuanto al glucogeno hepatico, a los 21 dias, a alta
densidad, y al final del experimento, a ambas densidades, los valores mas bajos los
presentan los grupos -E+HUFA, mientras que el grupo -C+E+HUFA presenta a los 21
dias los valores mayores a alta densidad, mostrandolos los -E-HUFA a baja densidad.
Al final del experimento, los titulos significativamente mas altos en condiciones de alta
densidad son presentados por los grupos +E+HUFA, mientras que a baja densidad los
animales alimentados con las dietas -E-HUFA mostraron, aunque no de manera
significativa, valores superiores al resto de los grupos. Por otro lado, a pesar de que los
analisis estadisticos globales no revelan ninguna influencia de la dieta sobre los niveles
de glucogeno muscular, a los 21 dias, a baja densidad, se observa una tendencia en el
grupo +E-HUFA a presentar valores superiores al resto, hecho que a los 42 dias, ademas
de en este grupo, también se pone de manifiesto en los -E-HUFA y +E+HUFA
presentando aquellos grupos con carencias vitaminicas y niveles altos de HUFAs

(-E+HUFA y -C+E+HUFA) valores significativamente mas bajos.
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Tabla IV.17.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre algunos parametros plasmaticos y glucogeno
en tejidos tras un periodo experimental de 21 dias.

Densidad de Cortisol Proteinas Glucosa Glucogeno Glucogeno
DIETA peces plasmatico plasmaticas plasmatica hepatico muscular
(gD (ng/ml) (mg/ml) (mg/100 ml) (mg/g tejido) (mg/g tejido)
-E -HUFA 100 16,70 £4.1° 38.81+2.1° 80.14+9.7 * 71.13+23%® 9.80+ 1.2
-E +HUFA 100 3233+65%® 38.58+1.3° 91.91+3.4 * 53.21+92° 10.64 + 1.4
+E -HUFA 100 4467419 4124+10% 84.94+ 6.4 62.17+3.3%® 8.66+ 1.0
+E +HUFA 100 2990+6.9%® 4419 +2.2°% 87.14+ 8.1 80.86 + 9.4 °* 10.09 £0.2
-C +E +HUFA 100 64.00+9.8 °* 49.78 £1.2°* 106.0 = 7.1 106.8 + 3.1 °* 8.11+0.3
-E -HUFA 20 41.67+9.8 4524+2.1° 121.4+£8.1° 72.12+8.0°¢ 9.95+0.8
-E +HUFA 20 3333+1.3 36.99+3.2° 120.8 +6.7° 52.02+44% 8.66+ 0.8
+E -HUFA 20 4733 +13.6 43.41+1.2"% 88.11+3.3° 58.39+8.0% 1044 £0.6
+E +HUFA 20 2633+ 53 37.36+2.0% 1073 +82%® 4047434 8.96+1.2
-C +E +HUFA 20 17.66 £ 1.2 39.38+0.6™ 1142+11.5° 3454+25° 9.55+0.5
a,byc,

Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacién (P <0.05). Los valores reflejan
la media + error estandar (n = 6).



Tabla IV.18.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre algunos parametros plasmaticos y glucoégeno en
tejidos tras un periodo experimental de 42 dias.

Densidad de Cortisol Proteinas Glucosa Glucogeno Glucogeno
DIETA peces plasmitico plasmaticas plasmitica hepatico muscular
(g/h) (ng/ml) (mg/ml) (mg/100 ml) (mg/g tejido) (mg/g tejido)
-E -HUFA 100 21.00+ 6.4 *° 43.56 0.7 1122 +45 * 7024 +2.1° 8.81+0.7
-E +HUFA 100 22.67+ 82 * 41.80+1.8 1119+£62 * 52.07£2.5%* 8.81 £1.1
+E -HUFA 100 20.50+2.6 * * 43.50+£2.3 101.4+£5.7 7343 +7.4° 795+05 *
+E +HUFA 100 5550+ 11.1 %% 478714 109.5 £ 11.7 91.73+3.3° 87102 *
-C +E +HUFA 100 78.00+11.3°* 43.77+17 % 1129+5.6 74.19+84 " * 1020+0.6 *
-E -HUFA 20 36.33+3.4 °© 4757+15° 120.7+11.3 108.9+14.2 11.80+1.0 °
-E +HUFA 20 30.00+9.6 ™ 41.60+0.5® 1129+ 8.3 82.74+8.8 * 9.45+03 ®
+E -HUFA 20 20.00 3.5 % 39.50+ 1.8 * 1149+109 * 92.42+10.7 111308 °
+E +HUFA 20 10.00+ 0.1 * * 46.30 £0.7 % * 1354+1.0 * 99.08 £10.0 * 1039+09 °
-C +E +HUFA 20 17.00 £5.0 43.43£2.0% * 982+ 16.6 103.5+15.6 * 7.77+0.7 *

&% Y€ Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42

dias para una misma situacion experimental Nivel de significacion (P <0.05). Los valores reflejan la + error estandar (n = 6).
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Anexo Tablas IV.17. y 1IV.18.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los
distintos parametros medidos.

Periodo Cortisol Proteinas Glucosa Glucdégeno  Glucégeno
experimental plasmatico plasmaticas  plasmatica hepatico muscular
(dias)
21 n.s 0.01 0.05 0.05 n.s
DIETA
42 0.05 0.01 n.s n.s n.s
21 n.s n.s 0.001 0.001 n.s
DENSIDAD
42 0.001 n.s 0.05 0.001 0.05
DIETA 21 0.01 0.001 n.s 0.001 n.s
*
DENSIDAD 42 0.001 n.s n.s ns 0.01

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

Cabe destacar una influencia global de la densidad en todos los parametros
medidos excepto en las proteinas plasmaticas. En cuanto a la dieta, el Gnico pardmetro
que no esta influido por esta variable es el glucégeno muscular. Por ultimo, el efecto
conjunto de ambas variables se puso de manifiesto en todos los pardmetros medidos

excepto en los niveles de glucosa plasmatica (anexo Tablas IV.17.y IV.18.).

2.10. LIPIDOS PLASMATICOS

Las Tablas IV.19. y IV.20. muestran los niveles de lipidos totales, triglicéridos,
colesterol total, colesterol HDL y LDL en plasma, medidos en los distintos lotes de
animales a lo largo del experimento. Los resultados ponen de manifiesto un descenso de
los lipidos totales a los 42 dias en casi todos los grupos, con la salvedad del -E-HUFA
sometido a alta densidad, que presentd6 un incremento de sus niveles al final del
experimento. Los triglicéridos no muestran un patréon de cambios generalizado a los 42
dias, ya que a alta densidad se observan incrementos en dietas con bajos niveles de
HUFAs que s6lo fueron significativas en -E-HUFA, mientras que a baja densidad el

aumento se pone de manifiesto en los -E+HUFA y +E+HUFA, mostrando los
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+E-HUFA un descenso significativo. Los valores de colesterol total no varian de
manera destacada a lo largo del experimento, inicamente se observa, a alta densidad, un
aumento significativo en el grupo -E-HUFA, mientras que el grupo -C+E+HUFA sufri6
un descenso de sus valores. En cuanto al colesterol HDL y LDL, el patron de cambios
observado al final del experimento es significativo en los mismos grupos, aunque la
tendencia es contraria; al final del experimento se produce un descenso de LDL en los
grupos -E+HUFA a alta densidad y en +E+HUFA a ambas densidades, observandome,

en los mismos grupos, un incremento significativo de los valores de colesterol LDL.

En todos los casos, los andlisis estadisticos no revelan un efecto global de la
densidad sobre los parametros determinados al final del experimento, excepto en los
lipidos totales y triglicéridos a los 21 dias (anexo Tablas IV.19. y IV.20.). En concreto,
se observa que los lipidos totales en animales que consumieron dietas con alto
contenido en HUFAs muestran (a los 21 dias) valores significativamente mas elevados a
alta densidad, mientras que el nivel de triglicéridos en los grupos -E-HUFA,
-C+E+HUFA y +E-HUFA es mayor a baja densidad, aunque so6lo en el ultimo las
diferencias son significativas. Con relacion al colesterol total, a pesar de no observarse
influencia global de la densidad, se pone de manifiesto a los 21 dias, en los grupos
alimentados con dietas bajas en HUFAs y sometidos a baja densidad, una mayor
concentracion plasmatica de este parametro. Con respecto al colesterol HDL, a lo largo
de todo el periodo experimental, el grupo -C+E+HUFA present6 valores
significativamente menores cuando se sometid a baja densidad. En cuanto al colesterol
LDL se muestra a los 42 dias un tendencia a disminuir sus niveles en condiciones de
baja densidad en los grupos -E+HUFA, observandose de manera significativa el efecto

contrario en los -C+E+HUFA

No se muestra una influencia clara de la dieta sobre estos pardmetros a lo largo
del experimento, observandose que los grupos -E-HUFA a alta densidad muestran, al
final del experimento, valores de lipidos totales y triglicéridos significativamente mas
altos que el resto. Con respecto al colesterol total, a los 21 dias se observan, a alta
densidad, niveles mas bajos en los grupos alimentados con dietas -HUFA y -E+HUFA,

apreciandose en este ultimo grupo a ambas densidades. A los 42 dias se produce una
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tendencia, aunque no claramente significativa, a presentar niveles de colesterol total
mas bajos en el grupo +E-HUFA a ambas densidades. El colesterol HDL presenta, a lo
largo del experimento, valores altos en los grupos -C+E+HUFA sometidos a alta
densidad, mientras que, a baja, los animales -E-HUFA muestran valores elevados, que a
los 21 dias fueron significativos junto con los animales +E+HUFA. El colesterol LDL
presenta a los 21 valores significativamente mayores en el grupos -C+E+HUFA y
menores en los animales +E+HUFA a baja densidad, tendencia que se mantiene a alta
densidad. En contraposicion, al final del experimento se observa una discrepancia en los
niveles de colesterol LDL de los animales -C+E+HUFA ya que a baja densidad se
mantiene la tendencia a mostrar valores elevados, mientras que a alta presenta los
valores mas bajos. Los niveles de colesterol LDL aumentaron significativamente al final
del experimento en los peces alimentados con la dieta -E+HUFA sometidos a alta

densidad.
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Tabla IV.19.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre los lipidos plasmaticos tras un periodo

experimental de 21 dias.

Densidad de Lipidos Totales Triglicéridos Colesterol Total Colesterol HDL Colesterol LDL
DIETA Peces
(e (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml)
-E -HUFA 100 3743 £202 % 466.0 £35.8 360.2+21.1%% 230.1+£33.1% 147.4+10.4
-E +HUFA 100 4409 + 248 ®* 479.1 £39.9 4255+252° 228.2+27.8% 160.1 £39.6
+E -HUFA 100 4100 +£283 381.0+21.2% 3602 £252% 182.6+29.6% 126.6 +30.4
+E +HUFA 100 5004 + 305 °* 528.2+47.6 4929+21.8"° 295.8422.7 ™ 89.40 £ 7.60
-C +E +tHUFA 100 5173 £212° 494.6 +£35.0 562.5+11.1¢% 326.7+42.6°F 179.5+9.10
-E -HUFA 20 4938 + 142° 544.3£20.1°% 467.8+24.5° 294.1+30.6° 140.7 £ 18.2
-E +tHUFA 20 3656+ 193* 439.6+45.1° 363.9+26.0° 155.9+23.3° 127.0+35.5®
+E -HUFA 20 5078 + 405° 694.0 +£30.6° 472.9+329° 150.1+14.4% 171.6 £32.7"%
+E +HUFA 20 3289+ 213% 444.0+31.7% 495.6+28.9° 315.4+50.9° 67.80£13.5%
-C +E +tHUFA 20 3809 £24.3° 636.3 +£56.4 ™ 490.2+14.9° 169.0+33.7% 219.2+152°

a,byc

la media + error estandar (n = 6).

: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan



Tabla 1V.20.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre los lipidos plasmaticos tras un periodo
experimental de 42 dias.

DIETA Densidad de Lipidos Totales Triglicéridos Colesterol Total Colesterol HDL Colesterol LDL
Peces (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml) (mg/100 ml)
(g
-E -HUFA 100 4587+£254¢ *  830.1£40.6°* * 520.7+18.0° *  2052+21.8° 176.7+35.5%®
-E +HUFA 100 3575499 ®  * 4441 £ 422 482.7 +30.0 ® 105.6+6.10% *  348.7+£39.6°% *
+E -HUFA 100 3218 £267% * 508.7+56.0° 4156 +31.8*° 152.4+38.1% 225.0+£39.8%
+E +HUFA 100 3880+ 142° *  531.7+323° 5124+17.5° 182.8£27.0% *  262.1+£38.9% *
-C +E +tHUFA 100 3587+ 161% * 491.8+553* 4482 +33.0% * 287.9+13.3° 1352 +21.6™
-E -HUFA 20 3799 +£284  * 479.0 £52.0 495.5+£19.5 254.5+£6.80 204.7 £49.2
-E +HUFA 20 3261 + 249 651.9+629 * 419.3+27.3 157.4+42.2 150.7 £ 9.60
+E -HUFA 20 3282+149  * 516.9+344 * 397.0+ 14.5 138.9+£15.6 1542 +24.5
+E +tHUFA 20 4078+ 175  * 617.6+650 * 483.1 £40.1 1539+185 *  2585+549 *
-C +E +tHUFA 20 3834 +283 611.9 £ 105 428.8 £28.0 164.0 £21.7 246.6 £44.1
a,byc

: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42
dias para una misma situacion experimental Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 6).
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Anexo Tablas IV.19.y IV.20.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos
parametros medidos.

Periodo Lipidos Triglicéridos Colesterol Colesterol Colesterol
experimental Totales Total HDL LDL
(dias)
21 n.s n.s 0.001 0.001 0.001
DIETA
42 0.001 n.s 0.01 0.01 n.s
21 0.05 0.001 n.s n.s n.s
DENSIDAD
42 n.s n.s n.s n.s n.s
DIETA 21 0.001 0.001 0.001 0.01 n.s
E

DENSIDAD 42 n.s 0.001 n.s 0.05 0.05

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

Como ya se ha comentado, no se observo efecto de la densidad, al final del
experimento, en ninguno de los parametros medidos, si bien, hubo cierta influencia
sobre los lipidos totales y triglicéridos a los 21 dias. La influencia de la dieta se puso de
manifiesto sobre los lipidos totales, colesterol total y HDL a los 42 dias, mientras que a
los 21 dias solo influyé sobre el colesterol LDL. El efecto combinado de ambas
variables (densidad y dieta) se puso de manifiesto en todos los parametros, aunque de

manera menos destacada sobre el colesterol LDL (anexo Tabla IV.19. y IV.20.).

2.11. METABOLISMO DE ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO

2.11.1. Actividad de enzimas antioxidantes y niveles de MDA

HIGADO

La actividad de las enzimas antioxidantes y los niveles de peroxidacion lipidica
(medidos como concentracion de malondialdehido, MDA), fueron analizados en higado

a los 21 (Tabla IV.21.) y 42 dias del experimento (Tabla IV.22.). Los analisis
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estadisticos revelan que a los 42 dias se produce un aumento claro de la actividad SOD
con independencia de la densidad y tipo de dieta ingerida por los animales. Por otro
lado, al final del experimento, se observa un descenso significativo de la actividad
catalasa en los grupos -E+HUFA y -C+E+HUFA sometidos a baja densidad. En cuanto
a las enzimas glutation peroxidasa, glutation reductasa y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
estas mostraron un descenso de su actividad a los 42 dias del experimento, que fue
significativo en todos los grupos, excepto para la glutation reductasa en aquellos
animales alimentados con dietas deficientes en vitaminas (-E-HUFA, -E+HUFA y
-C+E+HUFA) a baja densidad. El incremento de los niveles de MDA a lo largo del
experimento se puso de manifiesto en todos los grupos sometidos a baja densidad

excepto en los alimentados con dientas -E-HUFA.

En cuanto al efecto de la densidad, se observa que, en el caso de la SOD y la
catalasa, a los 21 dias hay, por lo general, una tendencia a incrementar su actividad a
baja densidad, que en la SOD solo se observa en grupos suplementados con vitamina E.
En el caso de la catalasa, estos mismos grupos llegan a mostrar al final del ensayo, un
aumento significativo de su actividad a baja densidad, con excepcion del -C+E+HUFA
que, junto al -E+HUFA, tiene un comportamiento contrario, que es significativo en este
ultimo grupo. Por otro lado, a los 48 dias, el aumento de actividad SOD a baja densidad,
solo es significativo en los animales deficientes en vitamina E. En la actividad glutation
peroxidasa, aunque hay una tendencia a incrementar los valores a baja densidad, ésta
solo se muestra significativa a los 21 dias en animales -E-HUFA, y con excepciones en
los grupos -E+HUFA y -C+E+HUFA. La glutation reductasa presenta, a los 21 dias, un
claro aumento de su actividad a alta densidad en el grupo -E+HUFA, que desaparece al
final del experimento. Con relacion a la G6PDH, a los 21 dias se observa, de manera
significativa, una menor actividad en los grupos +E+HUFA y -C+E+HUFA sometidos a
baja densidad, mientras que a los 42 dias los peces alimentados con la dieta +E-HUFA
muestran un incremento significativo de actividad G6PDH a baja densidad. Los niveles
de MDA aumentan con la densidad, a los 21 dias, en los grupos -E+HUFA, +E-HUFA y
+E+HUFA, registrandose, a los 42 dias, una disminucién de los niveles de MDA en los

grupos -E-HUFA y -C+E+HUFA a alta densidad
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Tabla IV.21.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes y concentracion de
MDA en higado tras un periodo experimental de 21 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX GR G6PDH MDA
DIETA p(egjf)s (U/mg prot.) (umol /min/mg prot)  (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot.) (nmol /g tejido)
-E -HUFA 100 2239+23 ° 405.7+29.9 1054+ 93 @ X 26.50+23 ° 412.6+£70.8 16.46 +2.5
-E +HUFA 100 1662+1.7 ® 392.9+36.9 180.2+21.9 ® 7531+7.6 °* 3756+ 39 ° 2598 +3.5 *
+E -HUFA 100 1494419 * 425.7+37.6 113.8+143 @ 40.86+3.8 ° 505.7+£27.6 * 2087+15 *
+E +HUFA 100 1572403 *® 385.2 +30.7 1353+ 8.6 29.72+15 ©® 599.5+30.7 ¢ * 2212423 *
-C +E +HUFA 100 146017 *° 362.1+47.0 * 151.8+17.7 ® 23.60+£2.6 ° 3442+ 1.1 X 15.03+3.9
-E -HUFA 20 17.34+ 0.6 493.3 +52.9 149.5+ 0.8 22.81+2.6 422.7+56.7 ° 17.31+2.8
-E +HUFA 20 17.77£1.0 510.8+10.8 129.3 +16.8 29.78 £5.1 410.1+41.1 ° 17.14+ 1.9
+E -HUFA 20 20.36 +3.9 522.0 £ 63.7 159.1 +£27.7 33.20£5.1 5593 +304 ° 1579+ 1.4
+E +HUFA 20 2423+3.38 591.9+ 78.6 1555+ 9.1 35.55+3.3 383.6+ 62 ° 14.19+ 0.6
-C +E +HUFA 20 2324+43 527.3+422 123.0+19.6 19.33+3.9 2194+ 3.1 ° 16.46 + 1.9

&5Y¢: Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacién (P < 0.05). Los valores reflejan la media +

error estandar (n = 6, siendo para GPX, GR y G6PDH n = 3).



Tabla IV.22.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes y concentracion de
MDA en higado tras un periodo experimental de 42 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX GR G6PDH MDA
DIETA p(:le)s (U/mg prot.) (umol /min/mg prot.)  (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot.) (nmol/g tejido)
-E -HUFA 100 3743+£34 X% 4799+496 ° 7960+ 92 ¥ 16.92+0.7 ° * 153.3+19.7 *  14.74+04 **
-E +HUFA 100 50.73+£1.0 °** 4889146 °* 7471+ 59 * 183634 ° * 1473+19.9 *  2271+04°
+E -HUFA 100 59.57+£34 ° * 3607+ 92 ** 7313+ 8.6 * 1086+1.1 * * 1245+ 0.6 **  20.65+43 ®
+E +HUFA 100 51.73+£23 ° * 4404+ 95 X 65.88+ 1.5 * 10.77+£02 * * 1408+ 3.8 * 2651+1.0°
-C +E +HUFA 100 487312 ° *  4385+235 58.64+ 78 * 11.34+£0.8 @ % * 162.3+302 * 21.28+2.7 ©*
-E -HUFA 20 56.80+1.9 ° *  5388+526 " 9540+ 11.8 * 1555+1.8 166.7+ 85 * 18.04 £ 0.6
-E +HUFA 20 60.80+£0.4 ° * 3567+ 51 * 7701+ 73 *  2012+28 ° 167.0+283 * 2633+42 *
+E -HUFA 20 5147+16 * *  497.0+192° 8627+ 9.1 * 1425£1.0 ° *  199.7+205 * 2789+4.1 *
+E +HUFA 20 50.10£13 * *  5731+318° 80.38+ 3.9 * 12.14£0.5 ® = 1287174 * 259838 *
-C +E +HUFA 20 5244+07 ® % 3537+441° * 6749+ 28 * 898+02 ° 1198+ 7.7 * 3322422 *

&Y ¢ Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42 dias para una

misma situacion experimental. Nivel de significacién (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n =6, siendo para GPXy GR n=4).
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Con relacion al efecto del tipo de dieta consumida, el patrén de comportamiento
de la SOD a los 21 dias muestra, a alta densidad, valores de actividad significativamente
mas altos en los animales -E-HUFA, mientras que a los 42 dias este grupo presenta los
valores de actividad mas bajos, observandose los mas altos en el +E-HUFA. En
condiciones de baja densidad, al contrario de la tendencia observada a los 21 dias, al
final del experimento los grupos carentes de vitamina E incrementaron sus valores de
actividad significativamente. En cuanto a la actividad catalasa, no se observa ninguna
influencia de la dieta a los 21 dias, estableciéndose al final del experimento (42 dias)
una mayor actividad en aquellos peces alimentados con las dietas carentes de vitamina
E en condiciones de alta densidad, mientras que, a baja densidad, los grupos
alimentados con dietas deficientes en vitaminas y ricas en HUFAs, presentan valores de
actividad significativamente mas bajos. La glutation reductasa muestra, a los 21 dias,
valores de actividad elevados en el grupo -E+HUFA, en condiciones de alta densidad,
observandose al final del experimento una tendencia similar con independencia de la
densidad. Este mismo grupo tiende a presentar, a los 21 dias, los valores mas elevados
de actividad glutation peroxidasa en condiciones de alta densidad. Al final del
experimento, el grupo -C+E+HUFA muestra, aunque no de manera significativa, los
valores mas bajos de actividad glutation peroxidasa, con independencia de la densidad.
El efecto de la dieta sobre la actividad G6PDH so6lo se pone de manifiesto de manera
significativa a los 21 dias, observandose en el grupo +E+HUFA los valores mas
elevados de actividad a alta densidad. A baja densidad, el grupo +E-HUFA presenta los
valores mas altos de actividad, mientras que los -C+E+HUFA muestran los mas bajos.
Esta tendencia, a baja densidad, se mantiene a los 48 dias, aunque no de manera

significativa.

En cuanto a los niveles de MDA, no se aprecia ninguna influencia significativa
de la dieta, aunque al final del experimento se muestran valores inferiores en los grupos
-E-HUFA con independencia de la densidad. Este es el unico parametro que no presenta
una influencia conjunta de la densidad y la dieta en sus valores. Tanto la densidad como
la dieta ejercen, de manera independiente, una influencia sobre los pardmetros
estudiados, con excepcion de la glutation peroxidasa que, sin embargo, presentd un

efecto conjunto de ambas variables (anexo Tablas IV.21.y 1V.22)).
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Anexo Tablas IV.21. y IV.22.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los
distintos parametros medidos.

Periodo
SOD Catalasa GPX GR G6PDH MDA
experimental
(dias)
21 n.s n.s n.s 0.001 0.001 n.s
DIETA
42 0.001 0.01 n.s 0.001 n.s 0.01
21 0.05 0.001 n.s 0.001 0.05 0.05
DENSIDAD
42 0.001 n.s n.s n.s n.s 0.01
DIETA 21 n.s n.s 0.05 0.001 0.01 n.s
* DENSIDAD
42 0.001 0.001 n.s n.s n.s n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

RINON

Los andlisis de actividad enzimatica en rifién, a los 21 (Tabla IV.23.) y 42 dias
(Tabla IV.24.) del experimento, muestran un aumento generalizado de la actividad SOD
al final del experimento, que con independencia de la densidad, fue significativo en
todos los grupos de animales. Por el contrario, la catalasa muestra, a los 42 dias, un
descenso significativo de su actividad en los grupos -C+E+HUFA, +E+HUFA vy
+E-HUFA a alta densidad, observandose la misma respuesta para estos dos ultimos
grupos a baja densidad. Los animales alimentados con dieta -E+HUFA a baja densidad
son los unicos que muestran un incremento significativo de actividad a los 42 dias. La
actividad glutation peroxidasa presenta un descenso general al final del experimento,
aunque no fue significativo en los grupos -E+HUFA y +E+HUFA sometidos a alta
densidad. Un comportamiento similar se pone de manifiesto en la actividad glutation
reductasa, que es significativo en la mayoria de los grupos a baja densidad, excepto en
los +E+HUFA. Por el contrario, la actividad G6PDH sufre, al final del experimento, un

incremento significativo en la mayoria de los grupos en condiciones de baja densidad,
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excepto en los -E-HUFA. A alta densidad, s6lo se observa un incremento significativo

en los grupos +E-HUFA y +E+HUFA.

En lo que respecta al efecto de la densidad, no se observa ninguna influencia
clara sobre la actividad catalasa, superéxido dismutasa o glutation reductasa, aunque en
estas dos ultimas se aprecia, a los 21 dias, valores significativamente mas elevados en
los animales alimentados con dietas -E-HUFA a baja densidad. A los 42 dias, el grupo
+E-HUFA presenta valores de actividad SOD mas elevados a baja densidad,
observandose para la glutation peroxidasa un comportamiento similar en el grupo
-E-HUFA. Con relacion a la glutation reductasa, al final del experimento, los valores
sufren un descenso significativo en los grupos -E+HUFA y +E-HUFA mantenidos a
baja densidad. Con respecto a la enzima G6PDH, se observa una mayor actividad en los
animales sometidos a alta densidad, mostrandose estas diferencias significativas a los 21

dias y al final del experimento en el grupo +E+HUFA.

En lineas generales, el modelo estadistico general revela cierta influencia de la
densidad en todas los parametros medidos excepto en la actividad catalasa (anexo

Tablas IV.23.y IV.24.).

Con relacion al efecto de la dieta, la SOD muestra a lo largo del experimento (21
y 42 dias) que existe un efecto de esta variable sobre su actividad en condiciones de alta
densidad. A los 21 dias los grupos deficientes en vitamina E (-E-HUFA y -E+HUFA)
presentaron los valores mas bajos, mientras que los mas altos se dieron en el
-C+E+HUFA. A los 42 dias, el valor de actividad mas bajo lo presenté el grupo
+E-HUFA, mientras que las dietas carentes de vitamina E en este caso mostraron los

valores mas elevados de actividad.

La actividad catalasa presenta al final del experimento, y con independencia de
la densidad, valores de actividad estadisticamente superiores en dietas -E+HUFA,
observandose una disminucion de la actividad en los grupos que consumieran dietas
suplementadas con vitamina E y C. En cuanto a las actividades glutation peroxidasa y

glutation reductasa, ambas enzimas muestran, a los 21 dias, un comportamiento similar
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en condiciones de baja densidad, presentando el grupo +E-HUFA valores de actividad
significativamente mdas altos al resto. En condiciones de alta densidad, no se
encontraron diferencias significativas con relacion a estas dos enzimas, si bien la
glutation reductasa también mostrd cierta tendencia a presentar valores mas altos de

actividad en los grupos +E-HUFA a los 21 y 42 dias.

La actividad G6PDH muestra a lo largo del experimento valores altos de
actividad en peces alimentados con la dieta -E-HUFA con independencia de la
densidad, siendo este comportamiento estadisticamente significativo los 21 dias. En esta
misma fase del experimento se muestra que, después del grupo -E-HUFA, que presentod
los valores mas altos de actividad, los animales que consumieron la dieta -E+HUFA
mostraron, a ambas densidades, valores elevados de actividad con relacion a los tres

restantes grupos (+E-HUFA, +E+HUFA y -C+E+HUFA).
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Tabla IV.23.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes en rifién tras un
periodo experimental de 21 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX GR G6PDH
DIETA peces
@) (U/mg prot.) (umol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.)
-E -HUFA 100 103719 * * 67.18+7.8 147.6 £10.3 2021+17 * 61.73+£49 ©*
-E +HUFA 100 957+1.0 ° 71.14+7.7 126.6 +£10.2 27.27+2.7 4523+51 %
+E -HUFA 100 1150 +£0.5 ® 77.88 7.1 1329+ 3.1 34.05+4.2 3025+£03 X
+E +HUFA 100 11.83+0.8 ® 71.18£3.1 129.6 +10.7 28.10+2.9 23.50+08 * X
-C +E +HUFA 100 1477+14 ° 78.44+26 1349+ 0.4 30.55+2.5 36.19+£52 ® *
-E -HUFA 20 1473 £1.0 67.66+4.4 1539+ 7.4 ® 31.93+13 * 40.80+0.8 ©
-E +HUFA 20 1221+1.1 61.69+43 1407+ 93 *® 31.24+1.7 @ 18.92+02 °
+E -HUFA 20 13.30£1.5 77.06£5.2 1780+ 6.2 ° 3871+£1.0 ° 1460+ 1.8 ®
+E +HUFA 20 13.01+1.3 75.77+5.0 1420+ 3.7 * 2891+1.5 *° 1217+13 *
-C +E +HUFA 20 12.26 £ 0.3 624176 1627 £11.6 ® 31.84+15 *° 13.20+2.4 *

®5 Y Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacién (P < 0.05). Los valores reflejan la media =

error estandar (n = 6, siendo para GPX, GR y G6PDH n = 3).



Tabla 1V.24.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes en rifion tras un
periodo experimental de 42 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX GR G6PDH
DIETA peces
@ (U/mg prot.) (pmol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /min/mg prot)  (nmol /min/mg prot.)

-E -HUFA 100 58.17+3.7 ° * 58.13+29 ® 7423+1.8 * * 2292+1.7 56.87 +4.8

-E +HUFA 100 51.00+£45° = 66.10+3.8 ° 9476 £5.7 22.71+0.6 * 4293 £3.5

+E -HUFA 100 29.55+£22 &% * 4827+09 ¢ * 85.30+9.8 * 29.05+1.3 * 53.60 +4.0 *

+E +HUFA 100 43.60+3.0 ®© * 4923 +£55 % * 9942 +43 2332+ 1.6 52.10+£3.9 * *
-C +E +HUFA 100 4243+85 ® * 61.00+£54 ® * 9383+ 1.1 % * 2385+ 1.4 4270+ 5.0

-E -HUFA 20 4413+ 9.4 * 59.00 £ 6.4 © 88.10+£0.4  * 2272427 % 4883+29 °

-E +HUFA 20 40.10+ 3.1 * 76.83+12 ¢ * 85.88+3.4 * 163709 * 3430+26 * *

+E -HUFA 20 4423 +1.5 * 47.00+£26 * * 86.97+2.6 * 19.66 £04 * 4820+29 b *

+E +HUFA 20 4433+ 4.6 * 55.67+2.0 ® * 85.66 + 8.0 * 23.19+04 36.30+1.9 * *
-C +E +HUFA 20 34.87+3.0 * 63.37+6.1° 78.62+0.8 * 1896+23 * 3450+£49 * *

&5 Y. Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42 dias para

una misma situacion experimental. Nivel de significacion (P <0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 6, siendo para GPX, GR y G6PDH n = 4).



1V.- Resultados

El analisis estadistico global revela que la actividad glutation reductasa es la
unica que se ve afectada por la densidad y la dieta, y por ambos pardmetros, de manera
conjunta, al final del experimento. La actividad SOD muestra una influencia de la
densidad, y de ambos parametros en conjunto, a los 21 dias. Las actividades glutation
peroxidasa y catalasa sOlo se encuentran influidas por la densidad y la dieta
respectivamente (anexo Tablas IV.23. y IV.24.). Por ultimo, las influencias previamente
observadas de la densidad y la dieta sobre la actividad enzimatica G6PDH no pusieron
de manifiesto un efecto combinado de ambas sobre los parametros medidos (anexo

Tablas IV.23 y 1V.24).

Anexo Tablas IV.23. y IV.24.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos
parametros medidos.

Periodo
SOD Catalasa GPX GR G6PDH
experimental
(dias)
21 n.s n.s n.s 0.01 0.001
DIETA
42 n.s 0.001 n.s n.s 0.01
21 0.05 n.s 0.001 0.01 0.001
DENSIDAD
42 n.s n.s n.s 0.001 0.001
21 0.05 n.s n.s n.s n.s
DIETA * DENSIDAD
42 n.s n.s n.s 0.05 n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

GLOBULOS ROJOS

La actividad superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glucosa
6-fosfato deshidrogenasa, asi como los niveles de MDA en globulos rojos, se exponen
en las Tablas IV.25. y 1IV.26., que incluyen los resultados a los 21 y 42 dias del

experimento respectivamente.
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1V.- Resultados

El analisis estadistico revela que, la actividad SOD presenta una tendencia a
disminuir a los 42 dias en los animales sometidos a alta densidad, siendo sélo
significativa en los grupos -E+HUFA y -C+E+HUFA. También se pone de manifiesto
un descenso significativo de su actividad en los animales alimentados con dietas
-E-HUFA en condiciones de baja densidad. La actividad catalasa muestra un incremento
generalizado al final del experimento, que es significativo en todos los casos con
excepcion de los grupos +E+HUFA a alta densidad y -E+HUFA a baja densidad. Un
comportamiento similar presenta la actividad glutation peroxidasa, siendo también
significativo en todos los casos excepto en -E+HUFA a baja densidad. La actividad
G6PDH muestra, al final del experimento, un descenso significativo de actividad en los
grupos sometidos a alta densidad alimentados con dietas -E+HUFA y +E-HUFA. A baja
densidad el grupo +E-HUFA es el tinico que presenta un descenso significativo en los
valores de actividad. Los niveles de MDA aumentan significativamente en el grupo
-E+HUFA, con independencia de la densidad, no observdndose cambios en el resto de

los grupos.

Con respecto al efecto de la densidad, a los 42 dias, se observa que aquellos
grupos alimentados con dietas ricas en HUFAs, al ser sometidos a alta densidad,
presentan valores mas bajos de actividad SOD. La actividad catalasa muestra, a los 21
dias, una tendencia a presentar valores mas elevados a alta densidad en los grupos
-E-HUFA, +E-HUFA y +E+HUFA, que es significativa para el primero. A los 42 dias
la tendencia a presentar valores mas elevados de actividad a alta densidad se observa en
los grupos -E-HUFA, -E+HUFA, +E-HUFA y -C+E+HUFA, aunque sélo es
significativa en este ultimo grupo. En cuanto a la actividad G6PDH, glutation
peroxidasa y a los niveles de MDA, no se encuentra ningin efecto significativo de la
densidad sobre este parametro, aunque, a los 21, se observa un incremento significativo
de actividad, a alta densidad, para la glutation peroxidasa en el grupo +E+HUFA y para
la G6PDH en el grupo -C+E+HUFA. Por el contrario, a los 42 dias, la actividad
G6PDH aument6 significativamente en los grupos -E+HUFA y +E+HUFA en
condiciones de baja densidad (anexo Tablas IV.25. y IV.26.).

231



1V.- Resultados

Con relacion al efecto de la dieta, el analisis estadistico revela que, la actividad
SOD muestra diferencias significativas en los grupos sometidos a baja densidad. A los
21 dias, el grupo -E+HUFA muestra los valores mas altos de actividad, mientras que
los animales alimentados con dietas sin deficiencias vitaminicas (+E-HUFA vy
+E+HUFA) presentan los valores significativamente mas bajos, encontrandose estos, a
los 48 dias, en los animales alimentados con dietas -HUFA. En cuanto a la actividad
catalasa, a los 21 dias existe cierta influencia de la dieta, presentando el grupo
-C+E+HUFA los valores mas bajos de actividad, a alta densidad, y el grupo -E+HUFA
los valores mas altos de actividad a baja densidad, no observandose influencia de la
dieta al final del periodo experimental. Con relacion a la actividad glutation peroxidasa,
solo se observan diferencias significativas, asociadas al tipo de dieta, a los 21 dias y en
condiciones de baja densidad, donde el grupo de animales -E+HUFA presenta valores
de actividad mas elevados con respecto al resto. El efecto de la dieta en la actividad
G6PDH refleja un incremento generalizado de actividad en los grupos -E+HUFA a lo
largo del experimento y a ambas densidades, aunque solo es significativo a los 48 dias
en condiciones de baja densidad. A este incremento se suma el observado a alta
densidad, aunque no de manera significativa en los grupos -C+E+HUFA. Por otro lado,
cabe destacar que los niveles de MDA medidos presentan, en los animales que
consumieron la dieta -E+HUFA, un patron de comportamiento similar al de la SOD,
glutation peroxidasa y G6PDH que, en general, a lo largo de todo el experimento y con

independencia de la densidad, muestra valores mas elevados en dicho grupo.
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Tabla 1V.25.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes y concentracion
de MDA en globulos rojos tras un periodo experimental de 21 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX G6PDH MDA

DIETA p(egjf)s (U/mg prot.) (umol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nm/g tejido)

-E -HUFA 100 1.11+0.10 60.86+47 ° X 133.5+ 49 14.69 +2.8 193118 °
-E +HUFA 100 1.21+0.10 61.73+59 ° 117.6 + 13.4 2151+ 1.7 21.63+3.1 °
+E -HUFA 100 1.06 +0.10 5023+4.0 1175+ 6.1 1597 +1.2 8.86 1.1 *
+E +HUFA 100 0.90 + 0.03 62.03+73 ° 151.3+10.8 X 14.60 + 1.5 1263£18 °
-C +E +HUFA 100 1.08+0.01 X 38.48+23 ° 128.8 + 3.2 196115 * 1036 £0.6 °
-E -HUFA 20 1.15+0.01 ° 4221+24 ° 1205+ 6.4 ° 15.74+2.0 152410 °
-E +HUFA 20 153£0.10 °© 65.74+08 ° 1498+ 37 ° 1831+2.4 2171420 °©
+E -HUFA 20 0.77+0.01 * 43.11+1.8 ° 1121+ 18 @ 16.61+0.1 124213 ®
+E +HUFA 20 0.89+0.02 *° 4784+52 *° 1215+ 60 ° 1417+ 1.7 113011 @
-C +E +HUFA 20 1.14+0.01 ° 46.46+3.5 ° 1201+ 49 @ 1423+0.2 1046 £1.0 °

&5.Y¢. Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. Nivel de significacién (P < 0.05). Los valores reflejan la media +

error estandar (n=6, siendo para G6PDH n = 3).



Tabla I'V.26.- Efecto de la densidad de peces y composicion de la dieta sobre la actividad de enzimas antioxidantes y concentracion
de MDA en globulos rojos tras un periodo experimental de 42 dias.

Densidad de SOD Catalasa GPX G6PDH MDA
DIETA Zjle)s (Ulmg prot.) (umol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /min /mg prot.) (nmol /g tejido)
-E -HUFA 100 0.72+ 0.10 103.8+£84  * 177.0£6.1 * 13.67+1.5 1431420 *°
-E +HUFA 100 0.65+ 0.10 * *  9408+1.9 * 1952+£28 * 1403+£02 * *  2539+41 °
+E -HUFA 100 0.75 +0.02 9230+4.0 ¥ 185219 * 12.47+0.2 * 1643+32 °
+E +HUFA 100 0.75+£0.06 * 81.59+3.7 * 1903+£59 * 1219403 * 1647+1.0 °
-C +E +HUFA 100 079+ 0.10 * *  9622+18 ™ * 179.9+75 * 15.54+0.9 1270+ 1.1 °
-E -HUFA 20 0.72+0.03 * * 80.74+9.1 % 173.6£8.6 * 1299+0.5 * 1215+1.0 °
-E +HUFA 20 1.33+£0.02 ° 78.15+5.8 193.2 + 143 20.13£04 © 27.77+0.7 ° *
+E -HUFA 20 0.87+0.09 * 86.51+7.1  * 185.3+8.8 * 1275+0.6 * * 11.00+0.8 *°
+E +HUFA 20 1.14+ 0.10 ® 96.67+13  * 1845+£39 * 1627+1.1 ° 1442+19 *°
-C +E +HUFA 20 1.12+ 0.10 ® 76.67+03  * 207.8+9.9 * 1530+ 0.6 ° 13.48+12 °

&Y Diferencias entre dietas para una misma densidad. *: Diferencias para una misma dieta a ambas densidades. *: diferencias entre las medidas realizadas a los 21 y 42 dias

para una misma situacion experimental Nivel de significacion (P < 0.05). Los valores reflejan la media + error estandar (n = 6, siendo para G6PDH n = 3).
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Anexo Tablas IV.25.y 1V.26.- ANOVA de dos vias para la densidad y la dieta en los distintos
parametros medidos.

Periodo
SOD Catalasa GPX G6PDH MDA
experimental
(dias)
21 0.001 0.01 0.05 0.05 0.001
DIETA
42 0.05 n.s n.s 0.001 0.001
21 n.s 0.05 n.s n.s n.s
DENSIDAD
42 0.001 n.s n.s 0.001 n.s
21 0.05 0.05 0.01 n.s n.s
DENSIDAD * DIETA
42 0.001 n.s n.s 0.001 n.s

n.s: no existen diferencias significativas (P < 0.05).

El andlisis global pone de manifiesto un efecto de la dieta sobre la actividad
SOD, glutation peroxidasa, G6PDH y los niveles de MDA. Por otro lado, la actividad
catalasa se ve influida por la densidad de animales al inicio del experimento,
manifestdndose una influencia mas significativa de este parametro sobre la actividad
SOD y G6PDH al final del experimento. Finalmente, el estudio del efecto conjunto de
ambas variables revela que fue significativo en todos los pardmetros medidos excepto

en los niveles de MDA (anexo Tablas IV.25.y IV.26.).

El calculo del coeficiente de correlacion de Pearson entre la variable MDA en
sangre y el hematocrito o la hemoglobina muestra, de manera significativa, que tanto a
alta como a baja densidad ambos pardmetros hematologicos estan inversamente
relacionadas con los niveles de MDA (Tabla IV.27., Figuras IV.3. y IV.4.). Los valores
del coeficiente obtenidos muestran que en todos los casos la correlacion fue

significativa excepto para el MDA y la hemoglobina a alta densidad.
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Tabla IV.27. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables
MDA y hematocrito o hemoglobina en glébulos rojos.

A B
MDA MDA

HEMATOCRITO

Correlacion de Pearson -,730% -,866%*

Sig. ,016 ,001
HEMOGLOBINA

Correlacion de Pearson -,534 -, 752%

Sig. ,112 ,012

* La correlacion es significativa al nivel 0,05; ** La correlacion es significativa
al nivel 0,001. Sig. significacion. A: En condiciones de alta densidad. B: En

condiciones de baja densidad.

ALTA DENSIDAD

BAJA DENSIDAD

50 =

Hematocrito

MDA
(nm/g tejido)

Dieta

MDA
(nm/g tejido)

B EnuFA -E+HUFA [+E-HUFA [[]+E+HUFA [l -C+E+HUFA

Figura IV.3.- Regresion lineal entre las variables hematocrito y MDA en sangre a

ambas densidades de peces, donde se muestra el intervalo de prediccion de la media

con un 95% de confianza.
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ALTA DENSIDAD BAJA DENSIDAD

Hemoglobina
(g/100 ml)

6 = o -
4 = -
T T T T T T T T
10 15 20 25 10 15 20 25
MDA MDA
(nm/g tejido) (nm/g tejido)
Dieta

B E-HUFA [l -E+HUFA [I+E-HUFA [0]+E+HUFA [l -C+E+HUFA

Figura IV.4. Regresion lineal entre las variables hemoglobina y MDA en sangre a
ambas densidades de peces donde se muestra el intervalo de prediccion de la media

con un 95% de confianza.

2.11.2. Formas isoenzimaticas de la SOD en geles de

poliacrilamida
Los resultados obtenidos tras realizar el estudio de actividad SOD en geles de

poliacrilamida en higado, riibn y globulos rojos de trucha, para cada situacion

experimental, se muestran en las Figuras IV.5., IV.6. y IV.7.
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H1 H2 H3 H4 HS H1 H2 H3 H4 HS

Zn-SOD
n-SOD I

-SOD 111
ALTA

H1 H2 H3 H4 HS5 H1 H2 H3 H4 HS

n-SOD I
n-SOD II

n-SOD II
BAJA

Figura IV.5. Formas isoenzimaticas de la SOD en higado de truchas alimentadas con cinco tipos de dietas
experimentales: H1 (-E-HUFA), H2 (-E+HUFA), H3 (+E-HUFA), H4 (+E+HUFA) y H5 (-C+E+HUFA)
y sometidas a dos densidades de peces (alta y baja). A la derecha se muestra el efecto de la inhibicion con

cianuro.

En higado se ponen de manifiesto al menos cuatro isoenzimas de la SOD (h, I, II
y III) siendo todas CuZn ya que tras inhibicién con cianuro no se pone de manifiesto
ninguna de ellas. En todos los casos se observa la presencia de la CuZn-SOD I,
apareciendo en otros la CuZn-SOD II y III. Cabe destacar que en condiciones de alta

densidad aparece la forma hCuZn-SOD en algunos grupos.
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R1 R2 R3 R4 RS R1 R2 R3 R4 RS

ALTA
R1 R2 R3 R4 RS Rl R2 R3 R4 RS
SOD
n-SOD I
n-SOD II
BAJA

Figura IV.6. Formas isoenzimaticas de la SOD en rifién de truchas alimentadas con cinco tipos de dietas
experimentales: R1 (-E-HUFA), R2 (-E+HUFA), R3 (+E-HUFA), R4 (+E+HUFA) y RS (-C+E+HUFA)
y sometidas a dos densidades de peces (alta y baja). A la derecha se muestra el efecto de la inhibicién con

cianuro.

En rifion se observan al menos cuatro isoenzimas, de las cuales tres son
CuZn-SOD (I, IT y III) y una Mn-SOD, la cual se pone de manifiesto a ambas
densidades en las pruebas de inhibicion con cianuro. Esta enzima esta presente en todos
los grupos sin existir distincion entre dietas. Por otro lado, la forma CuZn-SOD III sélo

se refleja a alta densidad y en determinados grupos.
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S1 S2 S3 S4 S5 S1 S2 S3 S4 S5

eCuZn-SO

eCuZn-SO
eCuZn-SO

eCuZn-SO

ALTA eCuZn-SO

S1 S22 S3 S4 S5 S1 S2 S3 S4 S5

eCuZn-S

BAJA

Figura 4.7. Formas isoenzimaticas de la SOD en globulos rojos de truchas alimentadas con cinco tipos de
dietas experimentales: S1 (-E-HUFA), S2 (-E+HUFA), S3 (+E-HUFA), S4 (+E+HUFA) vy
S5 (-C+E+HUFA) y sometidas a dos densidades de peces (alta y baja). A la derecha se muestra el efecto

de la inhibicién con cianuro.

En la figura se muestra la existencia de, al menos, cinco isoenzimas, siendo
todas ellas CuZn-SOD (el, ell, elll, eIV y eV), ya que los ensayos con cianuro muestra
la ausencia de actividad de esta enzima. A alta densidad, con excepcion de la
CuZn-SOD I que aparece en todos los grupos, la presencia o no de estas formas
depende del tipo de dieta, observandose a baja densidad que todos los grupos presentan

el mismo patron con la presencia de CuZn-SOD IV.
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2.12. METABOLISMO DE ESPECIES DE NITROGENO REACTIVO.
ANALISIS ELECTROFORETICO E INMUNOLOGICO DE LA
ISOENZIMA INOS

Los andlisis realizados en extractos hepaticos de truchas alimentadas con las
distintas dietas experimentales y sometidas tanto a alta como baja densidad, revelaron,
tras la separacion de las subunidades enzimaticas en geles de poliacrilamida, la
presencia en todos los grupos de proteinas inmunoreactivas, con un tamafio molecular

aparente de 131 kDa, pertenecientes a la isoforma iNOS.

La imagen del revelado muestra que los animales sometidos a alta densidad
presentan bandas algo mas gruesas, siendo, en estas condiciones de densidad, los
alimentados con la dieta +E-HUFA los que mostraron las bandas mas anchas con
respecto a los restantes grupos. De hecho, los resultados obtenidos en el densitometro,
expresados como unidades arbitrarias (area problema / drea grupo control: +E+HUFA a
baja densidad), muestran una mayor presencia de esta enzima en los grupos -E+HUFA

y +E-HUFA sometidos a alta densidad (Figura IV.7.).

ALTA BAJA

131 kDa H1 H2 H3 H4 H5 HlI H2 H3 H4 H5

v

- ---.- - - ——

iNOS
091 | 1.39 | 1.84 | 0.98 | 0.85 1.24 | 0.92 | 0.39 1 1.09

(u.a)

Figura IV.8. Deteccion inmunoelectroforética de la actividad iNOS en higado de truchas
alimentadas con las cinco dietas experimentales: H1 (-E-HUFA), H2 (-E+HUFA), H3 (+E-HUFA),
H4 (+E+HUFA) y H5 (-C+E+HUFA) y sometidas a dos densidades de peces (alta y baja).
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1. ENSAYO 1.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE GRADO DE RESPUESTA
DE ESTRES

1.1. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA UTILIZACION
NUTRITIVA DE LA DIETA

Entre los factores que habria que considerar cuando se estudia la relacion entre
estrés y crecimiento se encuentran las diferencias de raza que residen en el genotipo y
las condiciones iniciales de vida, y las diferencias individuales. Se ha observado en
salmonidos que distintas razas responden de manera diferente a un mismo agente
estresante (Heath ef al., 1993; Mc. Donald y Robinson, 1993) y que diferentes causas de

estrés producen respuestas diferentes en razas distintas (Mc. Geer ef al., 1991).

La falta de unanimidad de resultados entre alta o baja sensibilidad al estrés, en
cuanto a la respuesta de cortisol se refiere, y la tasa de crecimiento, parece reflejar
diferencias en el grado de domesticacion de las especies y razas estudiadas. Unas pocas
especies de peces han sido cruzadas con éxito, para desarrollar alta o baja sensibilidad al
estrés, como el salmon Atlantico (Fevolden ef al., 1991) y la trucha arco iris (Pottinger
et al., 1994b). Sin embargo, solamente en el salmon real los resultados son concluyentes
(Heath et al., 1993). A la vista de la bibliografia disponible, cabe preguntarse si el
cortisol es el pardmetro mas adecuado para investigar la relacion entre estrés cronico y
crecimiento ya que se deduce una cierta inconsistencia entre los altos niveles de cortisol

y la depresion del crecimiento (Ellis et al., 2002).

En relacion con la trucha arco iris, Pottinger et al. (1994b) sometieron a la
descendencia de padres seleccionados por su alta (HR) y baja (LR) respuesta al estrés a
confinamiento de una hora, una vez al mes, durante un afio. Las truchas HR tuvieron
niveles de cortisol significativamente mas altos que las LR, especialmente a las 4 horas

del inicio del confinamiento; otros parametros asociados a la respuesta de estrés
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variaron en el mismo sentido. Estos resultados prueban que la capacidad de respuesta a
situaciones estresantes se trasmite a través de generaciones. Truchas de estas
caracteristicas fueron utilizadas en los ensayos de este trabajo. Més adelante se volveran
a revisar estos planteamientos al discutir la respuesta de cortisol a las situaciones

experimentales del presente estudio.

La primera generacion de individuos con alta (HR) y baja (LR) respuesta,
obtenida a partir de padres seleccionados en funcidon de su respuesta a un estrés agudo,
valorada por los niveles plasmaticos de cortisol, respondi6 de manera diferente al ser
sometidos a condiciones de confinamiento como circunstancia de estrés cronico. En este
sentido, y de una manera general, se puede decir que las truchas LR dieron los mejores
resultados de crecimiento y conversion de alimento dentro de cada situacién de
densidad (20 y 100 g/1), es decir: tanto cuando la densidad experimental fue de 20 g/1,
considerada como habitual en términos de produccion, como cuando supone una
situacion de estrés cronico por hacinamiento (100 g/l). También en términos generales,
los resultados obtenidos con los animales HR no difirieron significativamente de los

grupos control, dentro de los lotes de igual densidad de peces.

Cuando se compara la influencia de la densidad de peces sobre los distintos
indices de interés productivo, se observa una disminucion de los parametros de caracter
absoluto (ingesta, variacion de peso, tasa de crecimiento) que es significativa en los
grupos LR y HR mantenidos a alta densidad respecto a los correspondientes de baja
densidad, cosa que no ocurre entre grupos control a ambas densidades. Por otra parte, la
densidad de animales no afectd significativamente a los indices de conversion y

utilizacion de la dieta.

La seleccion de animales con diferente respuesta al estrés repercute sobre la
ingesta. En este sentido, y en condiciones normales de densidad, las truchas LR tuvieron
una ingesta significativamente superior a la de las HR. El grupo control presenté una
ingesta intermedia y no significativamente diferente de los otros dos grupos. Por otra
parte, a alta densidad, fueron las truchas HR las que presentaron una ingesta inferior,

respecto a las truchas control y LR que, ademas, no difirieron entre ellas. Por tanto, a
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baja densidad, fueron las truchas seleccionadas por su baja respuesta al estrés las que
mejoran su ingesta y, sin embargo, a altas densidades, son las HR las que disminuyen la

ingesta como respuesta al estrés cronico por confinamiento.

La mayor sensibilidad al estrés deberia manifestarse mas claramente en
condiciones estresantes, y la menor sensibilidad deberia favorecer los resultados de
produccion en todas las circunstancias. Uno de los efectos del estrés cronico es,
precisamente, la disminucion de la ingesta (Zounevel y Fadholi, 1991) posiblemente por
influencia del cortisol sobre los centros hipotalamicos que regulan el apetito (Bernier y
Peter, 2001) o asociada a cambios en los niveles de ciertos metabolitos plasmaticos
(Knights, 1985) que, en este caso, como es bien conocido en mamiferos, podria deberse
al efecto inhibidor del incremento de la glucemia sobre los centros del apetito (Peter,

1979).

Por otra parte, hay que considerar la posibilidad de que, en situaciones de alta
densidad, la alimentacion ad libitum disminuya la disponibilidad de alimento, bien por
efecto directo del nimero de animales como por el establecimiento de jerarquias
(Wendelaar-Bonga, 1997). Con alimentacion manual hasta saciedad, que ha sido el
método de alimentacion aplicado en este trabajo, se ha observado que hay una tendencia
a disminuir la ingesta al aumentar la densidad de peces (Papoutsoglou et al., 1979). En
experimentos realizados con salménidos sometidos a diferente carga, se puso de
manifiesto que, en densidades superiores a 60 g/, se producia una mayor ingesta cuando
la alimentacion era automatica (Jergensen et al., 1993). Sin embargo, Alanird y
Bréinnés (1996) obtuvieron una disminucion de la ingesta a altas densidades cuando
para la alimentacién se usaban dispensadores a demanda. Holm et al. (1990) observaron
que el efecto negativo, que sobre el crecimiento ejercen las altas densidades de peces,

podria compensarse con un régimen y frecuencia de alimentacion adecuados.

Probablemente como consecuencia de una mayor ingesta, las truchas LR fueron
las que experimentaron un mayor aumento de peso y una mayor tasa de crecimiento
instantaneo (TCI) en condiciones de densidad normal, mientras que las HR no difirieron

significativamente del grupo control. Sin embargo, en condiciones de alta densidad, las
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HR tuvieron un menor incremento de peso, mientras que las LR experimentaron una
mayor tasa de crecimiento y los grupos control obtuvieron valores intermedios. Estos
resultados ponen de manifiesto la relacion entre sensibilidad al estrés, establecida por
seleccion, y el crecimiento. Ademads, cuando se compara el efecto de la densidad para
cada tipo de trucha, se observa que la respuesta, forzada por las condiciones de alta
densidad, provoca en todos los grupos una reduccion de la ganancia de peso y de la tasa

de crecimiento que entre animales control no llego6 a ser estadisticamente significativa.

La disminucién del crecimiento asociada a situaciones de estrés, y en este caso
también en relacion con la sensibilidad para responder a situaciones méas o menos
estresantes, se ha observado en una gran variedad de circunstancias. En el
enfrentamiento a agentes estresantes, parte de la energia destinada a crecimiento se
utiliza para otros procesos y necesidades més inmediatas como respiracion, actividad
motora, etc. La menor ingesta, asi como la respuesta hormonal asociada a estrés,
favorece la movilizacion de reservas, lo que se refleja en una tasa metabdlica aumentada
para cubrir la mayor demanda energética (Pankhurst y van der Kraaak, 1997; De Boeck
et al., 2000). El preferente destino energético de sustratos, para hacer frente a
determinadas alteraciones metabolicas, hace que la relacion entre la energia destinada a
la sintesis y renovacion de tejidos y la empleada en el mantenimiento de funciones
vitales disminuya en situaciones de estrés, lo que explicaria el descenso en la energia

disponible para crecimiento (van Weerd y Komen, 1998).

De acuerdo con Marchand y Boisclair (1998), las dos variables a las que puede
deberse una reduccion del crecimiento serian la ingesta y la actividad de los animales.
Estos autores demostraron que el aumento de la densidad de peces induce una
disminucién de la ingesta y un aumento de la actividad motora (destinada a conducta
agresiva, competencia por el alimento, etc.), lo que se traduciria en una menor tasa de
crecimiento. Valoraron igualmente el peso de ambas variables sobre la reduccion del
crecimiento, dando valores del 40% para la ingesta y del 60% para el gasto energético

debido a la actividad de los animales.
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La interaccion ingesta-animal (normal o estresado) tiene su expresion practica en
los indices de conversion y utilizacion del alimento. En este sentido, las truchas LR,
independientemente de la densidad a que estuvieran sometidas, fueron las que
manifestaron unos indices de eficacia alimentria (EA) y utilizacion de la proteina para
crecimiento (CEC, VPP) mejores, con relacion a los otros grupos. La menor diferencia
entre grupos hay que atribuirla, al menos en parte, a que son indices que relacionan el
incremento de peso o de proteina corporal con la ingesta y, a menos que se produzcan
profundos cambios en la utilizaciéon de los nutrientes entre los diferentes grupos, una
menor ingesta, por ejemplo, se traduciria, dentro de ciertos limites, en una mejor
utilizacion del alimento ingerido, Asi, las truchas HR, con menor ingesta y menor
incremento de peso, llegan a presentar indices similares a los de los grupos control,

especialmente cuando se considera la situacion de alta densidad.

En cualquier caso, los indices de utilizacion de la dieta se han visto influidos por
la diferente sensibilidad de los grupos de truchas al estrés, siendo mejores en los peces
cuyos padres fueron seleccionados por su menor respuesta al estrés agudo por
confinamiento. Los peores resultados obtenidos con los otros dos grupos habria que
enfocarlos desde el punto de vista de su sensibilidad al estrés, a pesar de la falta de

influencia de la densidad experimental sobre estos parametros.

En una revision sobre la influencia de la densidad de peces sobre diversos
parametros indicativos de bienestar en trucha arco iris, Ellis et al. (2002) observaron
que de 27 estudios en los que se valora la conversion de alimento, 13 de ellos daban
resultados negativos o adversos, 7 no demostraron influencia alguna y 2 dieron
resultados favorables. En esta misma revision, el incremento de peso se valord en casi
todos los estudios y, en la mayoria de ellos, se encontrd que el aumento de la densidad
de peces provocaba una disminucién del crecimiento, mientras que en ninguno de ellos

se registrd un efecto positivo.

En relacidon con el estado nutritivo de los animales, el denominado factor de
condicion (FC: peso / longitud®) y el indice hepatosomatico se consideran parametros

indicativos, a grosso modo, del nivel de reservas energéticas en los peces (Goede y
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Barton, 1990). En las condiciones experimentales de este trabajo, el FC, que no vario
entre grupos de baja densidad, tendi6 a disminuir a altas densidades, alcanzando valores
significativamente inferiores en los grupos LR y HR. El FC mas bajo correspondi6 al
grupo HR en condiciones de alta densidad. Estos resultados indicarian una movilizacion
de reservas en el animal asociada a la respuesta de estrés. Efectivamente, se ha
comprobado en los andlisis de composicion corporal, que en situaciones de alta
densidad, los animales HR presentan valores significativamente inferiores de lipidos
corporales ligados a un mayor porcentaje de humedad con respecto a los otros grupos.
El hecho de que el grupo HR presentara una menor ingesta y crecimiento a alta
densidad, unido a una mayor movilizacion de reservas energéticas en forma de lipidos

explicaria el menor FC en estos animales.

El indice hepatosomatico disminuyd en todos los grupos mantenidos a alta
densidad. Resultados similares han sido obtenidos en truchas arco iris sometidas a
densidades elevadas (Leatherland y Cho, 1985; Leatherland, 1993), aunque no se puso
de manifiesto efecto alguno sobre los niveles hepaticos de glucégeno y/o lipidos. Por
otra parte, Papoutsoglou et al. (1987) encontraron una reduccioén significativa del
contenido hepatico de lipidos al aumentar la densidad en esta especie. En el presente
trabajo se pone de manifiesto una tendencia a presentar niveles de glucogeno hepatico
mas bajos en todos los grupos sometidos a alta densidad, coincidiendo, en los grupos
LR y HR, con la disminuciéon del indice hepatosomatico y siendo los niveles de
glucogeno de las truchas HR significativamente inferiores a los de las LR en ambas

densidades, mientras que los grupos control mantuvieron valores intermedios.

12. EFECTO SOBRE DETERMINADOS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS Y EL METABOLISMO INTERMEDIARIO

Los parametros hematologicos determinados indican una tendencia a aumentar
el hematocrito en los grupos sometidos a alta densidad, que fue significativa en los

animales HR. Con relacion al contenido en hemoglobina en la sangre, los animales HR
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fueron los Unicos que mostraron un incremento significativo a alta densidad, sin

observarse cambios en los grupos control y LR mantenidos en las mismas condiciones.

Los datos disponibles en bibliografia con relacion a la influencia de la densidad
de peces sobre distintos parametros hematologicos son muy variados y no siempre
concluyentes, pero un gran nimero de investigaciones coinciden en que uno de los
efectos derivados del aumento de la densidad es la hemoconcentracion, caracterizada
por valores de hemoglobina sanguinea y de recuento de glébulos rojos superiores a los
presentados por los animales mantenidos a densidad normal (Kjartansson et al., 1988;
Mazur e Iwama, 1993; Young y Cech, 1993; Caldwel y Hinshaw, 1994; Martinez et al.,
1994; Montero et al., 1999, 2001b). Este efecto ha sido interpretado por algunos autores
como una estrategia para aumentar la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre
en circunstancias de una elevada demanda energética como es el estrés cronico al que
los animales estdn sometidos (Srivastava y Sahai, 1987; Montero et al., 2001b); de
hecho, los peces sometidos a alta densidad aumentan su tasa metabdlica como
consecuencia del mayor coste energético derivado de la captura del alimento y la mayor
interaccion entre individuos (Srivastava y Sahai, 1987; Marchand y Boisclair, 1998;

Montero et al., 2001b).

Como se observa, los resultados ponen de manifiesto, una vez mads, una
divergencia en la respuesta de los animales HR y LR, mostrandose una mayor
sensibilidad al estrés en los grupos HR. Dado que los tres grupos presentaban valores
similares de estos pardmetros bajo condiciones de densidad normal, la divergencia en la
respuesta de las dos razas seleccionadas se puede atribuir exclusivamente al efecto del

aumento de la densidad de peces.

El estrés produce un aumento de las demandas energéticas que parecen cubrirse,
fundamentalmente, a partir de la movilizaciéon del glucdégeno almacenado o de la
sintesis de glucosa. En cautividad, y especialmente en condiciones forzadas, los peces
estan expuestos a agentes estresantes durante largos periodos de tiempo sin posibilidad
de resolver las causas, esto tiene como resultado una intensificacion de la actividad

metabodlica durante mucho tiempo. El desvio del metabolismo energético en estas

251



V.- Discusion

circunstancias reduce la energia disponible para otros fines como, por ejemplo, el
crecimiento. Este efecto general sobre el metabolismo se traduce, como ya se ha
comentado previamente, en un aumento del consumo de oxigeno y también en la
elevacion de los niveles plasmaticos de glucosa, que estan asociados intimamente con el
estrés (ver revision de Barton e Iwama, 1991). La Tabla IV.5. es expresiva a este
respecto: en condiciones normales de densidad, las truchas LR presentaron valores de
glucemia significativamente inferiores a las truchas control y HR, siendo los de estas
dos ultimas similares. En alta densidad, las truchas LR y control no presentaron
variaciones destacables de la glucemia; sin embargo, los grupos HR incrementaron

significativamente los niveles plasméticos de glucosa.

Puesto que las truchas LR y HR proceden de progenitores seleccionados en
funcion de su respuesta de cortisol al estrés por confinamiento, cabe esperar una
respuesta similar de la progenie. En este sentido Pottinger et al. (1994b), obtuvieron
progenies LR y HR que sometieron a confinamiento de lh/mes durante un afo,
alcanzandose niveles de cortisol significativamente mas altos en las truchas HR. Si
aceptamos al menos la misma tendencia en las truchas HR y LR de este trabajo,
podemos atribuir las diferencias en la glucemia al cortisol, al menos parcialmente. El
cortisol tiende a aumentar el “pool” de aminoacidos libres, por inhibicion de la sintesis
proteica y/o activacion del catabolismo proteico, lo que se traduce normalmente en una
disminucién de la tasa de crecimiento y en un aumento de la utilizacion de los
aminoacidos para la produccion de energia y glucosa. De hecho, las truchas LR,
presumiblemente con niveles mas bajos de cortisol, tuvieron una tasa de crecimiento
mas alta y menor concentracion plasmatica de glucosa en condiciones de densidad
adecuadas. Por otra parte, la glucemia se alter6 en todos los grupos por las condiciones
estresantes de alta densidad de peces. El tratamiento con cortisol se ha visto que
deprime el crecimiento de los peces, coincidiendo con un aumento de la glucemia
(Leach y Taylor, 1982; Davis et al., 1985; Barton et al., 1987; Vijayan y Leatherland,
1989; Foo y Lam, 1993a, b). La mejor evidencia de que la hiperglucemia es generada
directamente por el cortisol la obtuvieron Leach y Taylor (1980) al reducir la
hiperglucemia por estrés con la administracion de metyrapone, un inhibidor de la 11p-

hidroxilasa y, por tanto, de la sintesis de cortisol. Otra posible explicacion de la
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hiperglucemia estaria en la inhibicién de la utilizacion de la glucosa a nivel periférico
(Leach y Taylor, 1982). Una tultima causa del aumento de la glucemia estaria en la
movilizacion del glucdgeno hepatico y muscular, por accion de las catecolaminas, que

se comenta a continuacion.

El glucogeno hepatico presentd niveles relacionados, en principio, con la
sensibilidad de los distintos grupos experimentales al estrés, es decir: significativamente
mas altos en las truchas LR respecto de las HR, en ambas densidades, presentando los
grupos control valores intermedios (Tabla IV.5.). La mayor densidad de peces se asocio
con una disminucion del glucogeno hepatico en todos los grupos experimentales,
aunque dicha disminucion no llegd a ser significativa. Una primera explicacion a las
citadas variaciones podria estar en la ingesta, cuyos niveles cursan paralelos. Por otra
parte, hay que pensar en que la respuesta hormonal sea también responsable de las

variaciones en los depodsitos de glucogeno hepatico.

A la vista de la bibliografia existente, podria parecer que la activacion
adrenérgica y del eje hipotdlamo-hipofisis-tejido interrenal (HHI) son dos respuestas
distintas y paralelas al estrés. Sin embargo, hay evidencias de una interaccion entre
ambos ejes, modulandose reciprocamente. Las investigaciones realizadas sobre dicha
interaccion son escasas pero significativas. La adrenalina administrada in vivo causa un
aumento de las concentraciones plasmaticas de cortisol (White y Fletcher, 1985;
Gamperl et al., 1994) lo que sugiere que la elevacion de los niveles de adrenalina
asociada al estrés debe estimular el eje HHI. En peces el mecanismo es desconocido
pero, en mamiferos, se sabe que la adrenalina, a través de receptores adrenérgicos en
hipotalamo e hipofisis, aumenta la liberacion de CRH y ACTH, respectivamente
(Plotsky et al., 1989). El proceso inverso también se da: la activacion del eje HHI
durante el estrés aumenta la respuesta adrenérgica. Asi, la elevacion crénica de las
concentraciones de cortisol parece aumentar la sensibilidad B-adrenérgica (aumento del
nimero de receptores [3), al menos en gldbulos rojos y hepatocitos (Perry y Reid, 1993).
En este sentido, el aumento del niumero de receptores B en las membranas de los

hepatocitos, por influencia del cortisol, aumenta la respuesta glucogenolitica a las
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catecolaminas (Perry y Reid, 1993). Ademas, el aumento de cortisol, en respuesta al
estrés, parece acelerar la biosintesis de catecolaminas (Jonsson et al., 1983; Nilsson,

1984).

Si, como hemos supuesto, los caracteres LR y HR, seleccionados en funcion de
la respuesta de cortisol al estrés, son transmisibles a generaciones posteriores, como han
demostrado Pottinger et al. (1994b) para la trucha arco iris, los peces LR y HR
utilizados en este trabajo deben tener bajos y altos niveles de cortisol, respectivamente.
La relacion mencionada entre cortisol y catecolaminas explicaria los diferentes niveles
de glucogeno de los distintos grupos experimentales y la menor concentracion de éste

en los peces sometidos a las condiciones estresantes de alta densidad.

Las influencias metabolicas de la sensibilidad al estrés, en funcioén del tipo de
trucha seleccionada y de las condiciones de densidad, fueron estudiadas valorando en
higado las actividades enzimaticas relacionadas con la utilizacion de aminoacidos
(alanina aminotransferasa), la produccion de glucosa a través de la via gluconeogénica
(fructosa 1,6-bisfosfatasa) y la utilizacion glucolitica de la glucosa (piruvato quinasa y

fosfofructoquinasa) (Tabla IV. 6.).

Segun una serie de autores, la funcion metabdlica principal del cortisol, en los
peces teledsteos, parece ser la regulacion de la gluconeogenesis (Chan y Woo, 1978;
Renaud y Moon, 1980; Leach y Taylor, 1982; Janssens y Waterman, 1988; Vijayan et
al., 1990), aunque la fuente de sustratos gluconeogénicos utilizados por estimulacion
del cortisol no esta clara en estos animales. Se ha demostrado que el cortisol moviliza
proteinas (Chan y Woo, 1978; Davis et al., 1985), lipidos (Lidman et al., 1979;
Sheridan, 1986) y carbohidratos (Janssens y Waterman; 1988; Vijayan y Leatherland,
1989) que aportan una variada serie de precursores posibles. En un estudio directo, en el
que se evaluo la gluconeogenesis in totum a partir de U-C'*-glutamato, de la Higuera y
Cérdenas (1986) demostraron que la gluconeogenesis a partir de aminoacidos se
estimula por accion del cortisol. El que este aumento de la gluconeogénesis se refleje en

actividades enzimaticas concretas no esta claro, al menos en el caso de la FBPasa.
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En relacion a la influencia de situaciones de estrés cronico sobre la
gluconeogenesis, mediada o no por cortisol, la situacién tampoco es clara. Vijayan et al.
(1990) si han llegado a observar una aumento de la actividad FBPasa en Salvelinus
fontinalis sometido a condiciones de alta densidad; sin embargo, en estos mismos
animales, los niveles de glucemia y los de glucogeno hepatico fueron significativamente

mas bajos que los del grupo control.

La falta de influencia del estrés cronico por alta densidad de peces sobre la
actividad FBPasa hepatica y, consecuentemente, sobre el flujo gluconeogénico, puede
ser sOlo aparente. En este sentido es interesante sefialar que mientras la gluconeogenesis
in totum, a partir de U-C'*-amino4cidos, se adapta a variaciones sustanciales en la
composicion de la dieta (Cowey et al., 1977; de la Higuera y Cardenas, 1986), la
actividad FBPasa no se modifica en condiciones de velocidad méaxima, como en las que
se determiné en este trabajo; sin embargo, a concentraciones celulares de fructosa 1,6-
bisfosfato, la Km disminuye en proporcién al aumento del contenido proteico de la
dieta, aumentado al mismo tiempo la razén de actividad (Vss/Vmax) y la eficiencia
catalitica, tanto a nivel subsaturante como saturante (Vss/Km y Vmax/Km,
respectivamente) (Sanchez-Muros, 1990). La misma respuesta fue observada en
condiciones de ayuno prolongado, situacion que lleva normalmente asociada una
respuesta de estrés. Podemos pensar, por tanto, que la gluconeogénesis puede estar
aumentada en estas circunstancias y que los mecanismos de adaptacion de la actividad
FBPasa estén mds relacionados con cambios en la actividad de la enzima que con

cambios en su concentracion.

La actividad de alanina aminotransferasa (AAT) disminuy6 en LR frente a los
otros dos grupos (HR y control) a baja densidad, mientras que a alta densidad las
acividades fueron similares en los tres grupos al aumentar significativamente en LR. En
este sentido, recientes experimentos con una segunda generacion de truchas
seleccionadas (LR y HR) no mostraron diferencias entre grupos ni evidencias de una
induccion sistematica de la actividad AAT en animales sometidos a confinamiento
durante dos semanas (Trenzado et al., 2003). También en otras especies como

Salvelinus fontinalis el hacinamiento crénico no indujo cambios en las actividades de
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enzimas relacionadas con el catabolismo de los aminoacidos (AAT, GOT y GDH). En
una situacion de estrés por confinamiento a corto plazo en otro pez de agua dulce como
la tilapia (Oreochromis mossambicus), tampoco se han observado cambios en la
actividad de esta enzima, aunque las concentraciones plasmaticas de cortisol
aumentaron significativamente (Vijayan et al. 1997). Sin embargo, en experimentos de
estrés por manipulacion, la actividad AAT, al igual que la de GDH, medidas a las 6 h de
la manipulacion sin anestesia, aumentaron significativamente (Morales et al., 1990),

respuesta que no se producia si los animales eran adecuadamente anestesiados.

En circunstancias de estrés se produce, normalmente, un aumento de los
aminoacidos libres como consecuencia de los efectos del cortisol sobre el metabolismo
proteico (aumento del catabolismo, inhibicion de la sintesis, o ambas respuestas a la
vez). Las concentraciones tisulares de aminoacidos, en condiciones normales, tienden a
ser mayores que la Km de las aminoacil sintetasas y menores que los valores de Km de
las enzimas que catabolizan aminoacidos. Por tanto, cuando las concentraciones
tisulares de aminoacidos aumentan, las aminoacil sintetasas alcanzan una cinética de
orden cero y la sintesis proteica presenta valores maximos (Lied y Braaten, 1984). Por
el contrario, las enzimas que catabolizan aminoacidos presentan una cinética de primer
orden con actividades directamente relacionadas con las concentraciones de sustrato
(Cowey y Walton, 1989). El que no se haya producido un aumento en la actividad AAT
indicaria que la movilizacion proteica no ha sido tan alta como para aumentar la

concentracion de aminodcidos hasta tal punto que afecte a la actividad de esta enzima.

En relacion a la utilizacion de la glucosa a través de la via glucolitica, la
actividad piruvato quinasa (PK) fue significativamente mas alta en las truchas HR a baja
densidad. Sin embargo, la actividad fosfofructo quinasa (PFK) aument6 en las dos razas
seleccionadas al aumentar la densidad de animales, aunque s6lo fue significativa en las
HR. Los resultados de la bibliografia son igualmente contradictorios para ambas
enzimas, en relacion, sobre todo, a la variedad de las situaciones de estrés experimental.
Asi, tras la administracion continuada de cortisol, Vijayan et al. (1991) observaron en
Salvelinus fontinalis, un descenso de la actividad glucolitica de la PFK, asociado a un

aumento de la actividad FBPasa, y, sorprendentemente, a una disminucion de la
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glucemia. Sin embargo, en condiciones de alta densidad, con un aumento no
significativo de los niveles de cortisol, obtuvieron resultados, en cierto modo, opuestos:
un aumento de la actividad PFK hepatica asociado a una disminucion de la glucemia
(Vijayan et al., 1990) y ningun cambio en la actividad PK. En relacion con esta ultima,
el estrés por confinamiento provocd un incremento de su actividad (Vijayan et al.,
1997) mientras que el tratamiento con cortisol o producia un descenso de actividad
(Vijayan et al., 1997) o ésta no se afectaba (Foster y Moon, 1986; Vijayan et al., 1996).
En el presente estudio, el aumento de actividad PFK, enzima reguladora de la via
glucolitica, como consecuencia de un aumento de densidad en el grupo HR, pondria de
manifiesto una mayor activacion de esa via bajo estas circunstancias. En este sentido, el
aumento de la glucemia observado en este grupo en estas mismas condiciones seria
responsable, al menos en parte, de la activacion de esta enzima reguladora (Meton et al.,

2003).

2. ENSAYO 2.- EFECTO DE LA DENSIDAD DE PECES EN
TRUCHAS ARCO IRIS CON DIFERENTE DISPONIBILIDAD DE
HUFAS Y DE VITAMINAS EY C EN LA DIETA

2.1. EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO Y UTILIZACION
NUTRITIVA DE LA DIETA

En un segundo grupo de experimentos, pertenecientes al Ensayo 2, se analiza la
influencia de la densidad de peces y la composicion de la dieta (suficiencia o carencia
de HUFAs y vitaminas E 6 C) sobre la ingesta, observandose, al igual que en el Ensayo
1, una disminucion significativa de ésta al aumentar la densidad de peces en los tanques
experimentales. La concentracion de peces es un factor estresante cuya influencia sobre
la ingesta se discuti6 anteriormente, por lo que no se va a insistir en los mismos

argumentos.
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El estudio estadistico reveld también una influencia de la composicion de la
dieta sobre la ingesta (Tabla IV.7.). En este sentido, hay que sefialar que este efecto solo
se manifestd entre los grupos de alta densidad, en los que las condiciones estresantes
deben haber propiciado esas diferencias en la ingesta que no serian estadisticamente
atribuibles a una interaccion densidad-dieta (ver anexo Tabla IV.7.). En esos grupos a
alta densidad la mayor ingesta se observo en los animales +E-HUFA y -C+E+HUFA.
Ante estos resultados, solo cabria concluir que la mayor desproporcion entre vitamina E
y HUFAs, a favor de la vitamina E (dieta +E-HUFA), haya estimulado, de alguna
forma, la ingesta. Hay publicaciones que demuestran el papel de la vitamina E
reduciendo el estrés en mamiferos (Tengerdy, 1989) y peces (Montero et al., 2001b).
Ademas, Watson y Petro (1982) demostraron en ratones que la vitamina E reduce
significativamente las concentraciones plasmaticas de corticoesteroides; observandose
en doradas un incremento de cortisol plasmatico en animales alimentados con dietas
deficientes en vitamina E (Montero et al., 1998). Esa mayor desproporcion entre
vitamina E y HUFAs liberaria una mayor cantidad de esta vitamina del papel
antioxidante y protector de los HUFAs, pudiendo ejercer, en mayor grado, ese posible
papel atenuante de la respuesta de estrés y disminuir, en su caso, los niveles circulantes
de corticoesteroides. Esto explicaria los valores mas bajos de ingesta observados en los
grupos +E+HUFA y -E-HUFA y -E+HUFA. En relacion a que la carencia de vitamina
C estimule la ingesta, y s6lo en condiciones de alta densidad, no hay argumentos sélidos

que puedan explicar estos resultados.

En condiciones normales de densidad, las distintas dietas no indujeron cambios
significativos de incremento de peso, a pesar de que tres de ellas eran deficientes en
vitamina E 6 C. Estos resultados coinciden con los de otros autores que observaron que
la carencia de vitamina E en la dieta no afectaba negativamente el crecimiento de la
trucha (Cowey et al., 1983, 1986; Furones ef al., 1992; Clerton et al., 2001), seriola (Ito
et al., 1999), rodaballo (Stéphan et al., 1995) y lubina (Gatta et al., 2000). La
suplementacion con esta vitamina tampoco se traduce en un aumento de la ganancia de
peso en la dorada (Tocher et al., 2002). En relacion con la carencia de vitamina C, la
bibliografia es confusa ya que, en algunas investigaciones, se ha observado una

disminucion del peso y de la supervivencia (Gatlin III et al., 1986; Chavez de Martinez,
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1990; Chien et al., 1999) mientras que otros experimentos no revelaron un efecto
negativo sobre estos parametros (Andersen et al., 1998; Alexis et al., 1999; Moreau et
al., 1999; Kolkovski et al., 2000). Respecto a las dietas a las que no se afiade aceite de
pescado, rico en HUFAs, hay que decir que el aporte lipidico cubre las necesidades
esenciales de acidos grasos de la trucha arco iris, por lo que no es de extranar que el

crecimiento no se vea afectado.

El aumento de la densidad de peces (5 x normal) indujo, en términos estadisticos
generales, una disminucion significativa del incremento de peso que afectd
especialmente a las truchas alimentadas con la dieta +E+HUFA. Entre dietas
experimentales, a alta densidad, las truchas con mayor ganancia de peso fueron las
alimentadas con la dieta +E-HUFA que, como hemos indicado anteriormente, cubre las

necesidades de acidos grasos esenciales y ademads presentaron una mayor ingesta.

Al considerar los indices de utilizacion del alimento (EA, CEC y VPP)
observamos que, en condiciones de densidad normal, la eficacia alimentaria (EA) y la
retencion proteica para crecimiento (VPP, valor productivo de la proteina) fueron
mejores para las dietas +E-HUFA y +E+HUFA que son, precisamente, las que no tienen
carencias vitaminicas y cubren las necesidades de 4cidos grasos. A ambas densidades
los indices mas bajos fueron obtenidos con las dietas -E-HUFA y -C+E+HUFA,
mientras que la dieta -E+HUFA dio valores intermedios. Parece, por tanto, que la
deficiencia vitaminica, a pesar de no afectar la ingesta ni el incremento de peso, reduce
la utilizaciébn metabodlica de los nutrientes con fines plasticos. El andlisis estadistico
general (anexo Tabla IV.7.) detect6 una mayor influencia de la dieta que de la densidad
de peces sobre estos indices de utilizacion nutritiva, siendo la deficiencia vitaminica la

que mas influyo en los resultados obtenidos para ambas densidades de peces.

Aunque la carencia de vitamina C no afect6 significativamente al incremento de
peso, los peces alimentados con la dieta -C+E+HUFA, comparado con los +E+HUFA,
fueron los que experimentaron un menor aumento de peso a densidad normal. Por otra
parte, al mantener un nivel de ingesta similar al de los otros grupos, en ambas

densidades, los indices de utilizacion nutritiva disminuyeron sensiblemente lo que
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estaria de acuerdo con la disminucion de la velocidad de crecimiento y de la eficacia
alimentaria observada por varios autores (Gatlin III ez al., 1986; Chavez de Martinez,
1990; Aguirre y Gatlin III, 1999; Chien et al., 1999). Ademas, hay que tener en cuenta
que la mayoria de los estudios en los que se observo una disminucion del crecimiento y
de la utilizacién nutritiva de la dieta, fueron realizados con individuos mas jovenes, con
mayor sensibilidad a la carencia de esta vitamina. En este sentido, Sato et al. (1978)
observaron que las necesidades de acido ascorbico disminuyen con la edad de la trucha
arco iris. Las truchas jovenes crecieron mas lentamente y presentaron alteraciones
esqueléticas después de 24 semanas de carencia, mientras que peces de mayor edad no
desarrollaron ninguno de estos problemas. La duraciéon de los ensayos, necesaria para
que los sintomas de deficiencia lleguen a manifestarse, también es otro aspecto a tener
en cuenta. Estudios recientes han demostrado en el pez gato que la diferencia de peso
no se hace significativamente diferente hasta las 10 semanas de carencia (Adham et al.,
2000). Estos autores sugieren que futuros estudios deberian tener en cuenta el tamafio,
la estrategia de alimentacion, la especie y los niveles de vitamina en la dieta para tener
una vision mas completa y definitiva de las funciones de esta vitamina en cada

momento del ciclo de peces.

Los valores de longitud muestran que, como era de esperar, todos los grupos
experimentaron un aumento significativo del crecimiento a lo largo del periodo
experimental. Por otro lado, aunque aparecen algunas diferencias significativas entre
grupos, estas no fueron destacables, no observandose, en lineas generales, influencias

importantes de la densidad y de la dieta.

Por otra parte, el menor factor de condicion (FC) que presentaron los peces
alimentados con dietas suplementadas con vitamina E (+E-HUFA, +E+HUFA vy
-C+E+HUFA), a los 21 dias y a alta densidad, se recupera a los 42 dias de tal forma
que, al final del experimento, no hay diferencias en el FC en funcién de la dieta ni de la
densidad de peces (Tabla IV.8.). La disminucion del FC a alta densidad en las primeras
etapas del experimento en dichos grupos, podria deberse a la accion de las

catecolaminas que, como ya se comento, estan implicadas en la activacion de rutas
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glucogenoliticas, gluconeogénicas y de movilizacion lipidica, con fines energéticos

(Perry y Reid, 1993; Pickering, 1993a), afectando a las reservas energéticas del animal.

La disminuciéon del indice hepatosomatico (IHS) a lo largo del experimento,
observada en los animales sometidos a alta densidad, llegd a ser significativa en la
mayoria de los grupos experimentales (Tabla IV.8.). El menor IHS se debe a una
disminucion del tamafio del higado mas que a la del tamafio corporal. Este hecho habria
que atribuirlo a una movilizacion de las reservas energéticas. De hecho, ambos indices
(FC e IHS) son una medida grosera del nivel de reservas energéticas o del estado
nutritivo del los peces (Goede y Barton, 1990). En la mayoria de los estudios (70%) en
los que se contempla el FC, se ha detectado un efecto negativo de la densidad de
poblacion (ver revision de Ellis et al., 2002). La reduccion del IHS al aumentar la
densidad de peces ha sido descrita en la trucha arco iris (Leatherland y Cho, 1985)
aunque no aparecia asociada a los niveles de lipidos y glucogeno, que no se alteraron
significativamente. No obstante, Papoutsoglou ef al., (1987) encontraron una reduccion
significativa del contenido de lipidos hepaticos al aumentar la densidad de la poblacion
de peces. En nuestro casd, el valor inferior en los niveles de glicogeno hepético
mostrado al final del periodo experimental en los grupos sometidos a alta densidad,
como ya se observo en estudios previos (Vijayan et al., 1990; Skejervold et al., 1999,

2001), podria explicar los valores mas bajos de IHS en estos grupos de animales.

Los valores obtenidos en cuanto a la variacion de peso, reflejan que los animales
sometidos a altas densidades presentaron, por lo general, una mayor dispersion en el
peso, que se pone de manifiesto, en la mayoria de los casos, por un aumento en el

coeficiente de variacion (Figuras I[V.1.y IV.2)).

Como es sabido, los salménidos son animales que presentan una gran
territorialidad, lo que explica que, en circunstancias en las que el espacio esta limitado,
se genere un comportamiento agresivo que de Ilugar a relaciones de
dominancia/subordinacion entre los individuos (Ellis et al., 2002). En este ensayo, en
condiciones de alta densidad, se observa que, para la mayoria de los grupos alimentados

con las distintas dietas, el intervalo de peso esta en torno a 80-210 g, mientras que a baja
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densidad, por lo general, estd comprendido entre 100-180 g, poniéndose de manifiesto
en este ultimo caso un rango de variabilidad menor. Ya que los animales fueron
alimentados a saciedad, las diferencias observadas entre grupos serian achacables a
interacciones sociales mas que a una baja disponibilidad de alimento. Ademas, una vez
establecidas las jerarquias, los peces dominados pueden sufrir un descenso en la ingesta
como consecuencia de un posible estrés, a lo que se une un aumento de actividad y
gasto energético, asi como un descenso en la eficacia alimentaria, que explicaria la
supresion del crecimiento en estos individuos (Irwin et al., 1999; Ellis et al., 2002).
Segun Pottinger y Pickering (1992) el establecimiento de jerarquias podria explicarse
por una respuesta endocrina, ya que los animales con tendencia a la sumision presentan
valores mas altos de cortisol. Esto podria estar relacionado, a nivel del sistema nervioso
central, con la presencia de determinados neurotransmisores que desarrollarian, segin el
caso, un comportamiento agresivo (dopamina) o sumiso (serotonina) en el animal
(Overli et al., 1999; Hoglund et al., 2001; Pottinger y Carrick, 2001a; Sloman et al.,
2001).

Pottinger y Pickering (1992) también pusieron de manifiesto la aparicion de
relaciones de dominancia en condiciones en las que se agrupaban parejas o grupos de
cinco animales por cuba, no existiendo éstas cuando el nimero de animales se elevaba a
diez. Esto podria justificar una ausencia de jerarquias en condiciones de baja densidad,
donde, con unos veinte animales por cuba al inicio del experimento, se observd, como
ya se ha comentado previamente, una menor variabilidad en los pesos con respecto a los

grupos sometidos a alta densidad.

Cabe destacar que a baja densidad el grupo de animales alimentados con la dieta
+E-HUFA muestra valores de variabilidad superiores al los otros grupos. En principio,
no se encuentra explicacion a que la dieta tenga algin efecto relacionado con el
establecimiento de jerarquias y aumento en la dispersion de peso. Por otro lado, aunque
los grupos de animales, en la formacion de lotes al inicio del experimento, fueron lo
mas homogéneos posibles con relacion al peso, en determinados casos, cierta
variabilidad inevitable entre ellos podria influir en los valores de dispersion al final del

experimento.
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Por lo general, los resultados obtenidos en aquellos animales sometidos a
condiciones de alta densidad se corresponden con el modelo propuesto por Jobling
(1995), donde un descenso en los valores de crecimiento, asociado a un elevado

coeficiente de variacion, confirma la presencia de interacciones sociales entre los peces.

La mortalidad (Tabla IV.7.) fue mayor en truchas alimentadas con la dieta
-E+HUFA sometidas a estrés por alta densidad. Esto parece logico ya que las
necesidades de vitamina E son mayores cuando se ingieren dietas ricas en HUFAs
(Watanabe, 1987; Sargent et al., 1989), lo que provocaria que estos animales se vean

mas afectados por la carencia de dicha vitamina.

Efectivamente, y como se discutird mas adelante, los resultados obtenidos en los
parametros hematologicos ponen de manifiesto una serie de alteraciones que podrian ser
la causa de una mortalidad mas elevada en este grupo. Asimismo, el higado de la
mayoria de estos animales presentd una coloracion amarillenta (Imagen IV.1.), posible
reflejo de dafios oxidativos, que en algunos casos estarian asociados a una mayor
degradacion de hemoglobina ligada a un posterior incremento de bilirrubina (Yigit et
al., 1999), lo que podria explicar la presencia de cierta secrecion amarilla en la cavidad
abdominal de alguno de estos animales (Imagen IV.2., IV.3.). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Pearce y colaboradores (2003), que demostraron en
trucha arco iris que la ingesta de dietas deficientes en vitamina E provoca una anemia

severa y disfuncion hepatica asociado a un incremento de la mortalidad.

A todo esto, hay que sumar las condiciones de alta densidad en la que se encuentran
estos animales. Es bien conocido que en situaciones de estrés se produce una activacion de
determinadas vias metabodlicas destinadas a la obtencion de energia, las cuales pueden
favorecer un incremento de los procesos oxidativos y generacion de radicales libres (Ross et
al., 2001; Guerriero et al., 2002). En estas circunstancias, la carencia de vitamina E
repercutiria negativamente al no ejercer su efecto protector sobre la oxidacion de
membranas celulares (Udilova et al., 2003) y, por otro lado, disminuyendo la resistencia a
situaciones de estrés que, como ya se observo previamente (Montero et al., 1998; 2001b),

era estimulada de manera positiva por dicha vitamina.
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En relacion a los valores de composicion corporal, al final del periodo
experimental, se puso de manifiesto una tendencia general a aumentar los niveles de
lipidos, asociada a un descenso de humedad, sin observarse cambios atribuibles a la

densidad o tipo de dieta consumida (Tabla IV.9.).

Es bien conocida la influencia de la dieta en la composicion de los acidos grasos
presentes en distintos tejidos de los peces (Olsen et al., 1999). En nuestro caso, se
observa que, efectivamente, el tipo de fuente lipidica utilizada (aceite de pescado o de
soja) condiciona el perfil de los distintos acidos grasos presentes en higado y musculo
(Tablas IV.11, 12, 13 y 14). De esta manera, se ha podido observar que la mayor
presencia de 14:0 y de 16:1n7 en aceite de pescado se pone de manifiesto, con
independencia de la densidad, en el musculo de animales alimentados con dietas con
alto contenido en HUFAs, detectdndose en higado una tendencia a elevar el porcentaje

de 16:1n7 en los animales sometidos a baja densidad.

Una de las mayores diferencias observadas entre dietas son los niveles de
linoleico (18:2n6), 4cido graso que se encuentra en una cantidad cinco veces superior en
el aceite de soja con respecto al de pescado, lo que explicaria que tanto en higado como
en musculo, sin diferencias asociadas a la densidad de peces, se observe un porcentaje
significativamente mas alto de este acido graso en animales alimentados con dietas
-HUFA. Estos resultados son similares a los obtenidos en trucha arco iris (Caballero et
al., 2002) y otras especies como el rodaballo (Regost et al., 2003) alimentadas con

dietas elaboradas con aceite de pescado o de origen vegetal como el de soja.

Como es bien sabido, el linoleico es el precursor de la serie n-6 de acidos grasos
poliinsaturados, lo que, efectivamente, explica que los animales que consumieron dietas
elaboradas con aceite de soja (-HUFA) presenten valores detectables del 20:2n6 en
ambos tejidos, con independencia de la densidad de peces. Ademas, el hecho de que en
la dieta no se encuentren niveles apreciables de este acido graso, confirma su origen
endogeno a partir del precursor aportado en la dieta (18:2n6). Es curioso senalar que, en
el caso del acido araquidonico (20:4n6), de gran utilidad en la sintesis de fosfolipidos de

membrana como el fosfatidil inositol (PI), ocurre algo similar, ya que a pesar de
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detectarse su presencia en aceite de pescado, el analisis de los tejidos refleja valores
significativamente mas altos en los animales alimentados con dietas -HUFA, lo que
también pone de manifiesto la utilizacion del 18:2n6 como precursor para su sintesis
(Ruyter et al. 2000b). Este efecto se observa en musculo con independencia de la
densidad, poniéndose también de manifiesto en higado de animales sometidos a baja
densidad. En cuanto al 22:4n6, este efecto no se reflej6 de manera tan clara, ya que, en
el musculo, el porcentaje de este acido graso no fue superior en los animales que
consumieron dietas -HUFA, observandose incluso, en condiciones de baja densidad,

valores significativamente inferiores en estos animales.

En cuanto al 4cido linolénico (18:3n3) consumido en dieta, el hecho de que sus
niveles en el aceite de soja superen en mas de 6 veces a los del aceite de pescado, sélo
se pone de manifiesto en musculo de animales sometidos a baja densidad, donde los
animales alimentados con la dieta +E-HUFA presentan de manera significativa niveles
detectables de este acido graso. Esto podria explicar un mayor efecto de la dieta en estos
animales que no estdn sometidos a situaciones de estrés. El hecho de que en los
animales consumidores de dietas -E-HUFA no aparezcan trazas de este acido graso hace
suponer que la vitamina E podria tener un efecto preventivo en la oxidacion de estos
acidos grasos poliinsaturados, que como sabemos tienen una mayor tendencia a la

oxidacion (Hamre y Lie, 1995; Stéphan, et al., 1995).

Los valores de 20:5n3 (EPA) muestran que, a pesar de contar con niveles muy
superiores de 18:3n3 en dietas -HUFA, como posible precursor de la serie de PUFAs
n-3, la destacada presencia en aceite de pescado de 20:5n3 podria ser la causa de que
sus niveles sean mas altos en higado y musculo de animales alimentados con dietas
+HUFA en condiciones de baja densidad, observandose de manera significativa en
musculo. Esto sugiere una incorporacion directa de éste acido graso a partir de la dieta,
mas que una sintesis enddgena desde sus precursores. Por otro lado, aunque en
condiciones de alta densidad la tendencia es similar, se observa que los animales
alimentados con dietas -E+HUFA sufren un descenso notable de los niveles de 20:5n3
con respecto a los de las otras dietas +tHUFA, que fue significativo en higado. Esto

podria deberse a una mayor oxidacion de este acido graso, ligada a una deficiencia de
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vitamina E, que a su vez se veria incrementada por una situacion de estrés, como ya se
ha observado en estudios previos (Lindstrom-Seppéd et al., 1996; Tort et al., 1996), lo
que de nuevo pone de manifiesto la importancia de la vitamina E como molécula

protectora en la oxidacion de HUF As.

En cuanto al 22:6n3 (DHA), los niveles claramente superiores de este acido
graso observados en musculo de animales que consumieron dietas +tHUFA (aceite de
pescado) y que fueron estadisticamente significativos a baja densidad, de nuevo
muestran la influencia del porcentaje de 4acidos grasos en la dieta sobre la proporcion de
¢éstos en el animal (Montero et al., 2001a). Experimentos de Regost y colaboradores
(2003) ponen de manifiesto que la concentracion de 22:6n3 es mayor en higado de
peces alimentados con dietas ricas en aceite de pescado con respecto a las de soja. Esto
parece logico ya que el 22:6n3 solo estd presente en el aceite de pescado, no
encontrandose, segun los andlisis realizados, trazas en el de soja. Por otro lado, a pesar
de encontrarse en el aceite de soja altos niveles de su precursor (18:3n3), el hecho de
que en grupos alimentados con dietas -HUFA no aparezcan niveles mas altos de 22:6n3
podria deberse a que una elevada presencia de 18:2n6 en este aceite, generara una
competencia por la A6-desaturasa entre ambos precursores (18:2n6 y 18:3n3) y que, a
pesar de tener el precursor n-3 una mayor afinidad por esta enzima, la sintesis de acidos
grasos se desviara hacia la serie n-6 (Sargent ef al., 1989). Esto no implica que no se
produzca una sintesis endégena de HUFAs n-3 en animales consumidores de aceite de
soja, ya que en ambos tejidos se observan niveles de 22:6n3, aun careciendo la dieta de
éstos. A este respecto, es interesante destacar que, en higado de animales sometidos a
baja densidad, la concentracion de 22:6n3 es similar en dietas +HUFA y -HUFA,
observandose incluso un descenso de sus niveles en dietas -E+HUFA, debido a una
posible oxidacion de estos. A alta densidad de peces, el comportamiento es similar en
este grupo, observandose también valores significativamente mas bajos en los animales
alimentados con dietas -E-HUFA, posiblemente asociado a la carencia de 22:6n3 en
dieta, como ya se vio en musculo, a lo que habria que sumar una mayor predisposicion a

la oxidacion debido a la deficiencia de vitamina E.
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El porcentaje general de acidos grasos saturados, MUFAs, PUFAs y HUFAS,
muestra que el efecto de la dieta en la composicion en 4cidos grasos se hace patente en
ambos tejidos (ver Figuras V.1. y V.2.). En musculo de animales sometidos a alta
densidad, los analisis estadisticos revelan un menor porcentaje de acidos grasos
saturados en peces alimentados con dietas elaboradas con aceite de soja (-HUFA),
posiblemente asociado a una menor proporcion de los acidos grasos 14:0 y 16:0 en
dieta. Estos grupos muestran valores de PUFAs significativamente mas altos en higados
de animales sometidos a baja densidad, observandose una tendencia similar en musculo
a ambas densidades, debido al alto porcentaje de 18:2n6 aportado por estas dietas. En
cuanto a los niveles de HUFAs, aunque en higado de animales sometidos a alta
densidad existen diferencias significativas entre dietas, de nuevo, el musculo es el tejido
que refleja de manera mas clara la influencia de la dieta en el contenido de acidos grasos
tisular, con independencia de la densidad de peces. El hecho de que los efectos de la
dieta se pongan de manifiesto de manera mas acusada en musculo, en cierto modo,
parece logico, ya que en este tejido es donde se depositan los &cidos grasos, mientras
que el higado es el principal lugar de sintesis/degradacion de estos y el 6rgano regulador

de los niveles de lipoproteinas plasmaticas.

Con relacién a la densidad, no se observa una influencia clara. La presencia de
acido araquidonico (20:4n6) observada en higados de animales alimentados con dietas
-HUFA en condiciones de baja densidad no se pone de manifiesto al someter a los
animales a alta densidad. Parece ser que, a pesar de presentar mayor porcentaje de su
precursor (18:2n6, en animales alimentados con dietas -HUFA), a alta densidad se
podrian afectar las vias de sintesis de araquidonico, produciéndose una oxidacion de los
fosfolipidos de membrana que lo contienen (Dwight y Hendry, 1995) o bien, segun se
ha observado en experimentos previos (Montero et al., 2001a), siendo utilizado con

fines energéticos.

En lineas generales, se podria resumir que el musculo refleja de manera mas
clara que el higado el efecto de la composicion de la dieta en el perfil de sus acidos
grasos; si bien, este efecto también se observa a nivel hepatico con determinados &cidos

grasos. Ademas de por contenido de acidos grasos en la dieta, la composicion tisular de
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estos puede verse afectada por factores que den lugar a alteraciones metabolicas (como
una situacion de estrés cronico) y desequilibrios en los procesos oxidativos, ligados a la
presencia de acidos grasos en dieta con mayor predisposicion a ser oxidados y la

deficiencia de vitaminas antioxidantes en ésta.
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Figura V.1.- Porcentaje de los principales acidos grasos en los lipidos hepaticos que

muestran diferencias entre dietas en animales sometidos a baja densidad.

Miisculo

25

20 - —
2 O-E-HUFA
g 15 ] O-E+HUFA
:; O +E-HUFA
t: 10 — B +E+HUFA
S — E-C+E+HUFA

5 -

. JTHI 1] e A HI

14:00 16:1n7 18:2n6 20:5n3 22:6n3
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muestran diferencias entre dietas en animales sometidos a baja densidad.
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2.2. ESTUDIO HISTOLOGICO SOBRE EL EFECTO DE LAS
DIFERENTES DIETAS EXPERIMENTALES EN HIGADO Y
BRANQUIAS DE TRUCHA ARCO IRIS

HIGADO

En todos los tejidos se observa una gran acumulacion de lipidos (esteatosis) que,
en la mayoria de los grupos (excepto -E+HUFA), se manifiesta en las células con la
presencia de una gran gota lipidica que llega a desplazar al nucleo de su posicion central
a la periferia del hepatocito (Imagen IV.6. y IV.8.). Este tipo de esteatosis, conocida
como macrovesicular, ocurre como consecuencia de varios factores tales como una
acumulacion de triglicéridos asociada a un exceso de lipidos en dieta, problemas en la
secrecion de lipoproteinas en el higado (asociados a defectos en la sintesis de la
apoproteina o bien a las enzimas que catalizan la unidén de éstas con los lipidos para
formar las lipoproteinas), y que también, en algunos casos, puede verse incrementado
por leves dafios en los procesos de [-oxidacion (Lemaire et al., 1991; Fromenty y
Pessayre, 1997; del Moral, 1999; Montero et al., 2001a; Caballero et al., 2002). Segin
los resultados obtenidos, la influencia individual de los niveles de HUFAs o de
vitaminas E o C no parece ser determinante en estos efectos, ya que los patrones
histologicos son similares en la mayoria de los grupos, lo que podria deberse a los altos

niveles de lipidos en dieta que la trucha almacenaria de esta forma en hepatocitos.

En el caso de los animales alimentados con dietas -E+HUFA, el aspecto
mostrado por este tejido es diferente. En este grupo se observa también una
acumulacién lipidica, aunque la disposicion de los depositos grasos es en forma de
pequenas y abundantes vesiculas (Imagen IV.7. y IV.9.). Estas vesiculas no alcanzan un
tamafio superior al nucleo, permaneciendo éste, en la mayoria de los casos, en una
posicion central. Esto lleva a pensar que se trate de un proceso de esteatosis
microvesicular, proceso de cierta gravedad, ya que, entre otros aspectos, se asocia a
situaciones en las que se produce un incremento en la formacion de radicales libres y

por tanto, un riesgo en la generacion de dafios oxidativos a nivel mitocondrial
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(Fromenty y Passayre, 1995; Day and James, 1998). A este respecto, ya en mamiferos
se puso de manifiesto el papel de la vitamina E previniendo la formacion de esteatosis
(Benedetti et al., 1974) y dafios a nivel mitocondrial (Mansouri et al., 2001), lo que
justificaria el hecho de que el grupo -E+HUFA, con una alta tendencia a la oxidacion,

presente esta disposicion a nivel celular.

Es bien sabido que el ADN mitocondrial presenta cierta vulnerabilidad a ser
oxidado, ya que carece de histonas que lo protegen, estd proximo a una zona donde se
encuentra la principal fuente de radicales libres (cadena de transporte mitocondrial) y
presenta unos procesos de reparacion menos eficientes que el ADN nuclear (Fromenty y
Passayre, 1997). Con relaciéon a esto, se ha puesto de manifiesto que, deterioros en la
cadena de transporte mitocondrial afectan de manera indirecta a los procesos de
B-oxidacion, ya que la primera dejaria de proporcionar el NAD" necesario para la
oxidacion de &cidos grasos, provocando una inhibicion de esta ruta catabdlica. La
consecuente acumulacion de acidos grasos no esterificados que no pueden ser oxidados
determina que parte de ellos se esterifiquen a triglicéridos, coexistiendo ambos en la

célula (Berson et al., 1998; Fromenty y Passayre, 1997).

DANO ¢ CTE ! I; ‘B—omdacwn
ROS :> MITOCONDRIAL g

ESTEATOSIS
MICROVESICULAR

T AC. GRASOS NO ESTERIFICADOS
/‘\': TRIGLICERIDOS
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Con relacion a la presencia de pequefias vesiculas de lipidos, una de las hipotesis
propuestas se basa en que, debido al caricter apolar de los triglicéridos, estos se
dispondrian formando agrupaciones, a su vez rodeadas por los 4cidos grasos libres, los
cuales orientarian sus grupos apolares hacia el nucleo de triglicéridos y los polares hacia
la cara externa. Esta disposicion explicaria el aspecto multivesiculado observado en

estos tejidos (Fromenty y Passayre, 1997).

Uno de los factores que apoyaria la existencia de dafios a nivel mitocondrial, es
la acumulacion del acido graso saturado 16:0, ya que éste es uno de los sustratos
preferenciales en el catabolismo de &cidos grasos en mitocondrias (Henderson y
Sargent, 1985; Caballero et al., 2002). En nuestro caso, los higados de los animales
alimentados con dietas -E+HUFA a baja densidad presentan, aunque no de manera
significativa, los niveles mas altos del 16:0 (Tabla IV.12.) con respecto a los otros
grupos, lo que indicaria una acumulacién de estos por fallos en los procesos de

degradacion.

La acumulacion de gldbulos rojos en la vena central de los lobulillos hepéaticos
observada en los grupos -C+E+HUFA (Imagen IV.10.) puede ser consecuencia de las
deficiencias asociadas a los procesos de sintesis de colageno, como consecuencia de la
carencia de vitamina C (Chévez de Martinez, 1990). Esto podria dar lugar a que la
integridad y resistencia del tejido endotelial se viera afectada provocando una

acumulacion de células sanguineas en esta zona.

En cuanto a las presencia en -E+HUFA de células con granulaciones de color
marron, podria deberse a la acumulacion de ciertas sustancias de deshecho o pigmentos,
o bien estar relacionado con algin tipo de patologia en esa zona. Esto parece logico, ya
que, en estas condiciones de acumulacion lipidica, el higado presenta una mayor
propension a danos oxidativos (Lettéron et al., 1996) que se ve incrementada, en este
grupo, por niveles deficientes de vitamina E (Roem et al., 1990) y una mayor
produccion de radicales libres ligada al mal funcionamiento de la cadena de transporte
mitocondrial (Berson et al., 1998) que, en este caso, se veria acentuada por la presencia

de acidos grasos altamente oxidables (HUFAs). Esto podria explicar el color
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amarillento mostrado en los higados de los animales que consumieron esta dieta
(Imagen IV.1.), coincidiendo con los resultados obtenidos por Pearce y colaboradores
(2003) que observaron el mismo efecto en higados de animales que consumieron dietas

deficientes en vitamina E.

BRANQUIAS

De los resultados obtenidos en branquias, cabe destacar la presencia de
abundantes dilataciones vasculares en las lamelas de los animales +E+HUFA vy
-C+E+HUFA, siendo mas abundantes en el primer caso (Imagen IV.12. y IV.13.). A
este respecto, s0lo se encuentra una posible explicacion en los grupos carentes de
vitamina C, como consecuencia de un deterioro en la sintesis de colageno, que de lugar
a un engrosamiento e hipertrofia branquial (Dabrowski et al., 1990; Adham et al.,
2000). Como consecuencia de esto, también se explica la gran cantidad de globulos
rojos observados en estas dilataciones, aunque también son abundantes en aquellas
lamelas que no se encuentran dilatadas, lo que podria ser indicativo de un incipiente
deterioro en éstas. En este mismo grupo, se observan numerosos eosinofilos, en
respuesta a una reaccion inflamatoria debida a posibles dafios en la zona. Estas células

también se encuentran en los grupos de peces alimentados con dietas -E-HUFA.

En el caso de los animales -E+HUFA, no se presentan dilataciones vasculares en
las lamelas, aunque el borde de éstas muestra un aspecto rizado (Imagen IV.14.). Parece
ser que en estos animales la deficiencia de vitamina E no afectd6 de la misma manera

que la de vitamina C.

En ambos casos, la hipertrofia lamelar y la aparicion de bordes rizados ejercen
un efecto negativo en los procesos de intercambio de gases y osmorregulacion, ya que
un estancamiento de globulos rojos dificultaria la velocidad del flujo sanguineo y la
presencia de bordes rizados podria dar lugar a un descenso de la superficie de

intercambio.
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Por otro lado, el resto de los grupos alimentados con dietas con bajos niveles de
HUFAs (-E-HUFA, +E-HUFA) presentaron un aspecto normal en las lamelas, no
observandose efecto de la vitamina E sobre ellas (Imagen IV.11.). Como se ha
observado en los anteriores grupos, parece que la presencia de HUFAs puede

predisponer al animal a presentar alguna alteracion en la morfologia de las branquias.

2.3. EFECTO SOBRE PARAMETROS E INDICES
HEMATOLOGICOS

De entre todos los aspectos evaluados en el presente estudio, cabe destacar, en
primer lugar, que, tal como refleja el analisis estadistico (Tablas IV.15, IV.16. y anexo),
fue a nivel hematologico donde claramente se puso de manifiesto la influencia tanto de
la composicion de la dieta como de la densidad de peces, asi como la interaccion entre

ambos factores.

Comenzando por los resultados obtenidos en condiciones de densidad normal vy,
por tanto, evaluando la posible influencia de la composicion de la dieta, el efecto mas
pronunciado se refiere a la anemia observada en los animales alimentados con la dieta -
E+HUFA, que ya era manifiesta a los 21 dias del experimento, persistiendo hasta el
final del mismo, y que se refleja también en los niveles de hematocrito y hemoglobina,
muy inferiores a los presentados por el resto de grupos experimentales. El recuento de
glébulos rojos también se vio afectado en este grupo, si bien este efecto solo se
evidencié al final del experimento, donde los valores de este parametro fueron
significativamente inferiores a los del resto de los grupos, a excepcion del alimentado

con la dieta -C+E+HUFA.

Los indices derivados de estos pardmetros indican que el cuadro anémico
resultante de la ingestion de la dieta -E+HUFA se caracterizo por la presencia de
glébulos rojos mas pequenos, como indica el menor valor del volumen corpuscular

medio (VCM), y con un menor contenido en hemoglobina corpuscular media (HCM),
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inferior al del resto de los grupos experimentales. Se sabe que los globulos rojos de los
peces son liberados desde los tejidos eritropoyéticos en una fase temprana del
desarrollo, y que es en el torrente circulatorio donde maduran, lo que viene acompafnado
de un aumento de volumen (Harding, 1978; Lane et al., 1982) y un acumulo de
hemoglobina (Keen et al., 1989; Speckner et al., 1989). Segun esto, los indices
obtenidos indicarian que en la sangre de este grupo habria un predominio de eritrocitos

inmaduros.

La mayoria de los estudios en los que se ha evaluado la influencia de la vitamina
E sobre los pardmetros hematoldgicos de los peces, coinciden con los resultados
obtenidos en el sentido de que uno de los principales signos de deficiencia de esta
vitamina es la anemia severa caracterizada por un descenso del numero de eritrocitos y
de su contenido en hemoglobina, asi como por un aumento de la proporcion de
eritrocitos inmaduros (Poston et al., 1976; Cowey et al., 1984; Moccia et al., 1984;

Hamre et al., 1994; Bai y Lee, 1998; Pearce et al., 2003).

La vitamina E actia como un antioxidante liposoluble protegiendo Ias
membranas biologicas y las lipoproteinas de la oxidacion. Este papel se torna
fundamental en el caso de los eritrocitos cuyas membranas incorporan altas
proporciones de acidos grasos poliinsaturados que, a su vez, son altamente susceptibles
a la oxidacion (Roberts y Bullock, 1989). La carencia de esta vitamina afecta a la
integridad de las membranas de los eritrocitos maduros y las nuevas células que se
liberan al torrente circulatorio son degenerativas y no llegan a completar su maduracion,
lo que da lugar a un aumento de la hemolisis (Cowey et al., 1981; Moccia et al., 1984;
Roem et al., 1990; Montero et al., 2001b; Pearce et al., 2003); ademas, también se ha
indicado que, bajo esta situacion carencial, disminuye la produccidon de eritrocitos
debido a un agotamiento de los tejidos eritropoyéticos (Moccia et al., 1984).
Basandonos en esta informacién, se podria pensar que la mayor degradacion de las
células circulantes, junto con este menor reemplazo celular, serian responsables de la

persistente anemia microcitica observada en el grupo -E+HUFA.
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Por lo que se refiere a la hemoglobina, algunos autores han indicado que, en
peces, la carencia de vitamina E puede afectar tanto a la sintesis como a la degradacion
de este pigmento respiratorio, especulandose que el ambiente intracelular mas oxidado,
derivado del estado carencial, causaria una menor movilizacion de hierro para la sintesis
del grupo hemo, asi como una mayor desnaturalizacion de la hemoglobina ya
sintetizada (Moccia et al., 1984; Hamre et al., 1994; Bai y Lee, 1998). Como se ha
indicado, el valor del indice HCM obtenido en estos animales indica que sus eritrocitos
contenian menos hemoglobina y, dado que los parametros determinados no nos
permiten constatar este hecho, no podemos descartar que su sintesis se viera afectada
como consecuencia de la deficiencia de vitamina E; de cualquier modo, otra de las
posibles causas podria residir en la aparente mayor presencia de eritrocitos inmaduros
en la sangre de estos animales puesto que, como ya se ha indicado, tanto en trucha
arco iris como en otras especies de peces, el contenido de hemoglobina de estas células

inmaduras es menor, ya que continllan acumulandola hasta su total maduracion.

Continuando con los animales mantenidos a densidad normal, cabe destacar los
resultados obtenidos para aquellos que ingirieron la otra dieta sin suplementacion de
vitamina E (-E-HUFA), que difieren de lo expuesto hasta ahora, ya que los pardmetros
hematologicos no reflejaron los signos carenciales observados en los animales
alimentados con la dieta -E+HUFA. Si se observo, sobre todo al final del periodo
experimental, un descenso similar en el indice VCM, lo que denotaria un aumento

gradual del niimero de eritrocitos inmaduros en este grupo.

La unica diferencia entre ambas dietas residio en la fuente lipidica usada en su
fabricacion que, a su vez, determiné el nivel de HUFAs en las mismas. Por lo que se
refiere al aspecto concreto de la hematologia, los HUFAs son componentes
fundamentales de las membranas de los eritrocitos, desempefiando un importante papel
a nivel estructural y fisiologico, pero, por su tendencia a la oxidacion, requieren la
presencia de sustancias que los protejan, preservando la integridad de las membranas de
estas células. Ya se ha comentado el papel fundamental que, en este sentido, juega la
vitamina E, y numerosos estudios en peces han demostrado que las necesidades de esta

vitamina estan directamente relacionadas con el nivel de &cidos grasos insaturados en la
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dieta y con su grado de insaturacion (Woodall ef al., 1964; Watanabe et al., 1977, 1981;
Cowey et al., 1983; Satoh et al., 1987; Roem et al., 1990; Shimeno, 1991; Puangkaew
et al., 2004). Dado que las dos dietas sin suplementacion de vitamina E fueron ingeridas
en la misma proporcion, parece claro que seria la mayor proporcion de HUFAs en la
dieta -E+HUFA lo que habria propiciado la aparicion de los signos de deficiencia a
nivel hematologico, lo que coincide con lo encontrado en la practica totalidad de
estudios similares realizados en peces (Cowey et al., 1983; Roem et al., 1990; Kurata et
al., 1994; Villarini et al., 1998) rata (Mouri ef al., 1984; Maydani et al., 1987; Ando et
al., 1998; Oarada et al., 2000) y humanos (Maydani et al., 1991; Horrocks y Yeo, 1999)
acerca de que el papel de la vitamina E, como protector de las membranas eritrocitarias

frente a la oxidacion, criticamente modulado por la relacion vit. E/HUFAs de la dieta.

En cuanto a la dieta no suplementada con vitamina C, tras 21 dias ingiriéndola,
los animales no mostraron alteraciones hematologicas que pudieran revelar algin
sintoma de deficiencia de la misma a este nivel; sin embargo, al final del periodo
experimental todos los parametros hematologicos en este grupo fueron
significativamente inferiores a los presentados por los animales alimentados con la dieta
considerada como su control (+E+HUFA), aunque no tan bajos como los obtenidos con
la dieta -E+HUFA, a excepcion del recuento de globulos rojos, que fue similar en
ambos grupos. Si bien en la mayoria de los estudios que evaltan la deficiencia de
vitamina C en peces se obtienen alteraciones hematologicas que revelan procesos
anémicos (Andrews y Murai, 1975; Hilton ef al., 1978; Lim y Lovell, 1978; Agrawal y
Mahajan, 1980; Frischknecht et al., 1994; Soliman et al., 1994; Adham et al., 2000), el
hecho de que la deficiencia de vitamina C sea responsable directa de estos sintomas atin
se cuestiona (Adham et al., 2000) y son muchos los autores que indican que, mas que
una deficiencia de vitamina C, esas alteraciones hematologicas reflejarian una
deficiencia de vitamina E desarrollada de forma secundaria por los animales (Sandnes et
al., 1990; Hamre et al., 1997; Shiau y Hsu, 2000). En este sentido, un hecho
ampliamente demostrado en los peces es la interaccién de ambas vitaminas y su papel
fundamental ejerciendo una proteccion sinérgica de las membranas celulares. La
vitamina E es la principal sustancia antioxidante unida a las membranas y esta presente

en la fase lipidica de éstas, mientras que la vitamina C es hidrosoluble y, ademas de
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actuar como antioxidante en la sangre (Niki ef al., 1988; Frei et al., 1989), ya en 1968,
Tappel propuso que esta vitamina, presente en la fase acuosa, regeneraria la vitamina E
de las membranas a partir de la forma oxidada generada tras su actuacion sobre los
lipidos oxidados de las mismas, ejerciendo la vitamina C, por tanto, un efecto de ahorro
de la vitamina E; asi mismo, se ha encontrado que la vitamina C protege de los sintomas
carenciales de vitamina E (Frischknecht et al., 1994). Como se ha indicado, estos
efectos han sido ampliamente demostrados en peces, si bien el nivel relativo de ambas
vitaminas es determinante, encontrandose que la actuacion de la vitamina C a este nivel
es dosis-dependiente (Hamre et al., 1997) de modo que, en la mayoria de los estudios en
los que se inducen estados carenciales de vitamina E, se ha encontrado que para que el
efecto de ahorro que ejerce la vitamina C se ponga de manifiesto, los niveles de
suplementacion de esta vitamina deben ser muy superiores a las necesidades estimadas
como normales. Puede que en los animales que ingirieron la dieta -C+E+HUFA la tasa
de regeneracion de vitamina E se viera afectada, de modo que las alteraciones descritas
podrian ser sintomas de una deficiencia de vitamina E desarrollada indirectamente como
consecuencia de la deficiencia de vitamina C. A este respecto, es interesante destacar la
presencia de un mayor porcentaje de hemorragias externas en peces que consumieron
esta dieta, lo que parece ser indicativo de la influencia de esta vitamina protegiendo las
membranas y tejidos, ya sea por su importancia en la sintesis de coldgeno o bien de
manera indirecta en la regeneracion de la vitamina E (Imagen IV .4.). El hecho de que
los animales que consumieron dietas deficientes en vitamina E no mostraran estos
efectos lleva a pensar en una posible interferencia en la sintesis de coldgeno asociada a
carencias en la vitamina C. De cualquier modo, se puede observar que el cuadro
anémico de estos animales difiere considerablemente del observado en los que
ingirieron la dieta -E+HUFA ya que no se vieron afectados ni el tamafio de los
eritrocitos (VCM) ni el contenido de hemoglobina de los mismos (HCM), aunque si se
afectd el contenido total de hemoglobina en la sangre debido, probablemente, al
descenso del numero de eritrocitos circulantes observado, similar al de los animales que
ingirieron la dieta -E+HUFA. Por tanto, la anemia derivada de la ingestion de la dieta
carente de vitamina C seria hipocrémica-normocitica, en contraposicion a la observada
en el grupo -E+HUFA que era hipocrémica-microcitica. Resultados similares, en cuanto

al tipo de anemia derivada de la carencia de vitamina C en la dieta, fueron obtenidos en
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Channa punctatus (Agrawal y Mahajan, 1980). Segtin algunos autores, las alteraciones
hematologicas derivadas de la carencia de vitamina C podrian deberse a la implicacion
de esta vitamina en el metabolismo del hierro, indicando que, bajo ese estado carencial,
se produce una menor liberacion del mismo a partir de las reservas del reticulo
endotelial, lo que daria lugar a una producciéon reducida de eritrocitos (Hilton et al.,

1978).

En cuanto al posible papel de la vitamina C compensando la deficiencia de
vitamina E de las dietas, a la vista de los resultados, esta claro que no se puso de
manifiesto en el grupo -E+HUFA. Con respecto a los animales que ingirieron la dieta
-E-HUFA, no podemos descartar que la practica ausencia de signos carenciales en este
grupo pueda deberse a este hecho pero, como ya se ha indicado, la baja proporcion de

HUFASs en la dieta podria ser determinante.

Por ultimo, concluyendo con los resultados obtenidos en condiciones de
densidad normal, cabe decir que, en ausencia de deficiencias vitaminicas (+tE+HUFA y
+E-HUFA) no se observo ningun efecto importante derivado de la sustitucion de aceite

de pescado por aceite de soja en las dietas.

Por lo que respecta a la posible influencia de la densidad de peces a nivel
hematoldgico, el andlisis estadistico general (anexo a Tablas IV.15. y IV.16.) pone de
manifiesto que el aumento de densidad ejerci6 una clara influencia sobre los parametros
e indices estudiados, aunque, si se observan los datos individuales (Tablas IV.15. y

IV.16.), las alteraciones fueron mas acusadas y generalizadas a los 21 dias.

Hay que decir que, como ya se indicd anteriormente, se observd una clara
interaccion entre la composicion de la dieta y la densidad; es por ello que, una vez
analizado el efecto general del aumento de la densidad de peces se discutiran las

particularidades observadas en cada uno de los grupos experimentales.

A excepcion del grupo -E-HUFA que, como se comentard mas adelante, mostro

un comportamiento diferente a nivel hematologico, en términos generales, las
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alteraciones derivadas del aumento de la densidad de peces se tradujeron en un aumento
del nivel de hemoglobina en sangre (g/100 ml) y del nimero de eritrocitos circulantes,
mientras que el valor hematocrito apenas se vio afectado. Respecto a los indices
hematologicos derivados de estos parametros, el efecto mas marcado se refiere a la
disminucién del VCM en la préctica totalidad de los grupos mantenidos a alta densidad.
En cuanto a la hemoglobina, el valor de HCM reflejé que, mientras en unos grupos el
contenido celular de la misma disminuyd, en otros no se vio alterado respecto a los
animales mantenidos a densidad normal e ingiriendo la misma dieta; no obstante, los
valores de concentracion corpuscular media de hemoglobina (CCMH) aumentaron en
todos los grupos como consecuencia del aumento de densidad, lo que parece indicar que
el aumento de hemoglobina sanguinea se deberia, fundamentalmente, al mayor numero
de eritrocitos circulantes. Por tanto, nuestros resultados indicarian que la estrategia
adoptada por la mayoria de los grupos mantenidos a alta densidad seria un aumento de
glébulos rojos inmaduros, como se deriva de la ausencia de cambios en el hematocrito y
el menor valor del VCM, sin afectarse, en términos generales, la sintesis de
hemoglobina. Se ha descrito que existe una correlacion negativa entre el contenido de
hemoglobina de la sangre y el VCM, y que los cambios relativos de ambos parametros
son un reflejo de la actividad de los peces, de tal forma que un aumento de los niveles
de hemoglobina, acompafiado de un bajo VCM, serian indicativos de una elevada
capacidad aerobica (Lay y Baldwin, 1999); en este sentido, algunos autores indican que
la hemoglobina de los eritrocitos inmaduros tiene una mayor afinidad por el oxigeno

(Houston, 1996 a, b).

Pasando a las peculiaridades observadas en cada uno de los grupos mantenidos a
alta densidad, se hard mencion, en primer lugar, a los animales alimentados con la dieta
-E-HUFA que, como ya se indico, fueron la inica excepcion al patron general descrito
anteriormente puesto que, salvo ligeras oscilaciones en la concentracion de
hemoglobina sanguinea, no presentaron la respuesta hematologica observada en el resto
de grupos, atribuible a la condicion de alta densidad. Esta ausencia de respuesta a nivel
hematolégico podria poner de manifiesto bien que los animales no se vieron afectados
por esta situacion experimental o bien una incapacidad de estos peces para responder a

la misma. Como ya se indico anteriormente, fue en estos animales donde el efecto
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negativo del aumento de la densidad sobre el crecimiento, la ingesta y los parametros
nutritivos se hizo mas patente, aunque no siempre de forma significativa, lo que lleva a
pensar que la incapacidad de respuesta a la condiciéon de alta densidad seria la
explicacion mas probable para los resultados obtenidos a nivel hematologico. En
principio, estos resultados no serian atribuibles, al menos de manera exclusiva, a la
deficiencia de vitamina E, ya que los animales alimentados con la dieta -E+HUFA si
presentaron el patron general de respuesta al aumento de la densidad descrito para la
mayoria de los grupos. Por tanto, se podria pensar que la ausencia de HUFAs en esta
dieta, junto con la menor ingestiéon de la misma por parte de los animales, habria dado
lugar a estos resultados. Ya se ha comentado el papel fundamental de los HUFAs como
constituyentes esenciales de las membranas de los eritrocitos y, aunque, en principio, la
dieta -E-HUFA cubria las necesidades de acidos grasos esenciales, puede que la menor
ingesta presentada por estos animales diera lugar a un aporte insuficiente de los mismos,
lo que, en Ultimo término, habria impedido el aumento de la produccion de eritrocitos
observado en el resto de grupos mantenidos a alta densidad. En este sentido, los
resultados obtenidos en el grupo +E-HUFA parecen corroborar esta hipotesis. Esta dieta
también carecia de HUFAs pero, como ya se comentd, en condiciones de alta densidad
fue la que se ingirié en mayor proporcion lo que habria asegurado un aporte de estos
acidos grasos esenciales suficiente para responder a la situacion de alta densidad
aumentando el numero de eritrocitos circulantes. Continuando con los resultados
obtenidos en este ultimo grupo, cabe destacar que la respuesta hematoldgica solo fue
evidente a los 21 dias, a diferencia del resto de grupos en los que las alteraciones
hematologicas atribuibles al aumento de densidad atn eran evidentes al final del
periodo experimental. En principio, considerando exclusivamente estos resultados, no
seria posible interpretar hasta qué punto esta respuesta fue beneficiosa o perjudicial; sin
embargo, recurriendo, una vez mas, a los resultados de crecimiento, ya se indico que el
grupo +E-HUFA fue el que presentd los resultados mas favorables, lo que indicaria que
estos animales presentaron una mayor capacidad de adaptacion a la situacion de alta

densidad.

El hecho de que las alteraciones hematoldgicas derivadas del aumento de la

densidad de peces atn fueran evidentes al final del periodo experimental en aquellos
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grupos que ingirieron dietas con aceite de pescado, independientemente del aporte
vitaminico, y que el crecimiento de estos peces fuera inferior al presentado por el grupo
+E-HUFA nos lleva a pensar que, de algin modo, estos elevados niveles de HUFAs en
las dietas ejercieron una clara influencia sobre la respuesta de los animales a la situacion

de alta densidad que, en cierto modo, se podria considerar maladaptativa.

Por ultimo, como ya se indico respecto a la dieta -E-HUFA, parece que la
carencia de vitamina E en las dietas no habria sido un factor determinante de la
respuesta hematologica al aumento de la densidad de peces ya que, si bien el
hematocrito y el VCM del grupo -E+HUFA ya parecian indicar algin sintoma carencial,
estos animales presentaron una clara respuesta hematologica a la situacion de alta
densidad. El hecho de que los signos carenciales observados en condiciones de densidad
normal no fueran tan patentes en los animales mantenidos durante seis semanas a alta
densidad se deberia, probablemente, a la menor ingesta observada en estos Ultimos, no
pudiéndose descartar, por tanto, que a largo plazo la carencia de vitamina E pudiera

ejercer alguna influencia a este nivel.

2.4. EFECTO SOBRE DETERMINADOS PARAMETROS
PLASMATICOS Y GLUCOGENO TISULAR

El cortisol es el corticoesteroide predominante en la mayoria de los peces
teledsteos (Henderson y Garland, 1980). No se almacena en el tejido interrenal sino que
es sintetizado a medida que se necesita. Los niveles basales de cortisol plasmatico, en
peces no estresados, estdn generalmente entre <1 y 10 ng/ml (Sumpter et al., 1986;
Pottinger y Moran, 1993), aumentando rapidamente en situaciones de estrés hasta
alcanzar 100-200 ng/ml a la hora de iniciado el estrés (Sumpter ef al., 1986; Pickering y
Pottinger, 1989; Pottinger y Moran, 1993), aunque elevaciones superiores han sido
descritas (Brown y Whitehead, 1995). En estrés agudo la elevacion de cortisol suele
durar unas horas, pero en circunstancias de estrés continuado o crénico, como el

confinamiento prolongado, los niveles pueden permanecer elevados durante dias o
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semanas (Pickering y Pottinger, 1989). En algunas situaciones de estrés prolongado, las
concentraciones de cortisol plasmatico pueden volver a niveles basales (Pickering y

Stewart, 1984), lo que demuestra la posibilidad de aclimatacion a la situacion estresante.

En las condiciones normales de densidad al final del periodo experimental, los
peces presentaron concentraciones de cortisol entre 10 ng/ml y 36,3 ng/ml de plasma
(Tabla IV.8.). Los animales alimentados con la dieta +E+HUFA, considerada como
adecuada a las necesidades de la trucha, fueron los que presentaron los niveles de
cortisol mas bajos (10 ng/ml de plasma), mientras que las que ingirieron dietas
deficientes en vitamina E tuvieron mayores concentraciones plasmaticas de esta
hormona (30-36 ng/ml de plasma). Si se acepta que los niveles basales de cortisol, en
peces no estresados, pueden llegar a 10 ng/ml (Sumpter et al. 1986; y Pottinger y Moran
1993), los peces alimentados con dietas deficientes en vitamina E manifestarian una
cierta maladaptacion a la dieta y otras condiciones experimentales. Seglin estos
resultados, la vitamina E, en condiciones de acuario normales, atenuaria la respuesta de
cortisol. Estos resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos en experimentos
con dorada, donde se puso de manifiesto que la carencia de esta vitamina, en
condiciones de densidad normal, elevaba los niveles de cortisol (Montero et al., 1998).
De hecho, Watson y Petro (1982) encontraron que cuando se alimentan ratones con
dietas que incorporan niveles elevados de vitamina E se reducen las concentraciones de
corticoesteroides. Por otra parte, existen evidencias parciales de que los HUFA n-3
puedan reducir la respuesta de algunos peces a ciertos agentes estresantes (Mc. Kenzie
et al., 1994; Montero et al., 1998) que, en este caso, podrian derivarse de las

condiciones experimentales de confinamiento.

Al someter los grupos experimentales a circunstancias estresantes por alta
densidad, aumentaron significativamente los niveles de cortisol al final del periodo
experimental en las truchas alimentadas con las dietas +E+HUFA, carentes o no de
vitamina C (Tabla IV.8.). Por otra parte, en las truchas que ingirieron dietas deficientes
en vitamina E se redujeron los niveles plasmaticos de cortisol entre un 25-40%, aunque
sin llegar a ser significativos. El que se invierta la relacion entre composicion de la dieta

y niveles de cortisol, en las condiciones de alta densidad, podria indicar una mayor
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capacidad de respuesta al estrés en los grupos alimentados con dietas +E+HUFA,
probablemente por no llegar a la fase de agotamiento que puede haberse dado en los
otros grupos. De hecho, Montero et al., (1998) pusieron de manifiesto que situaciones
de estrés agudo repetidas a lo largo del tiempo daban lugar a una respuesta en los
niveles de cortisol mas brusca y breve en animales que consumieron dietas deficientes
en vitamina E, con respecto a los que consumieron dietas suplementadas, en los que los

niveles de cortisol incrementaron progresivamente a lo largo del periodo experimental.

En cualquier caso, los niveles de cortisol en truchas mantenidas a alta densidad
no se elevaron demasiado en los grupos +E+HUFA, y la mayoria de los grupos no
modificaron los niveles de cortisol. El hecho de que la trucha arco iris sea mas tolerante
a la alta densidad que otras especies de salmonidos se cree que es debido a una mayor
tolerancia fisiologica al estrés por confinamiento (Wedemeyer, 1996). Por otra parte, no
ha habido generalmente éxito para medir respuesta primaria y secundaria al estrés por
aumento de densidad en truchas arco iris cuando se han mantenido condiciones
adecuadas de calidad del agua lo que ha sugerido que la alta densidad no produce estrés
cronico en esta especie (Procarione et al., 1999). Sin embargo, ha habido una cierta
resistencia a aceptar que el hacinamiento no produce estrés, porque hay evidencia de
ello en especies proximas (Schreck et al., 1985), y los efectos del aumento de densidad
en la trucha arco iris (ingesta, crecimiento, conversion del alimento y linfocitos) son
analogos a los efectos negativos de la respuesta de cortisol (Barton ef al., 1987;

Pickering, 1992; Gregory y Wood, 1999).

Aunque se haya llegado al convencimiento de que el hacinamiento es un
estresante cronico para la trucha arco iris, no se ha encontrado un aumento sustancial de
los niveles de cortisol porque se haya alterado la secrecion por influencia de la calidad
del agua o la menor ingesta, o también como consecuencia de la aclimatacion al estrés
continuo (Pickering y Pottinger, 1987, Laidley y Letherland, 1988). Alteraciones
debidas a la calidad del agua no parecen probables ya que Pickering y Stewart (1984)
encontraron un aumento de las concentraciones plasmaticas de cortisol en truchas
mantenidos a alta densidad que fue independiente de los cambios en la calidad del agua.

La falta de mantenimiento de niveles altos de cortisol, por estrés cronico motivado por
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alta densidad, habria que atribuirla a la aclimataciéon de los animales (Pickering y
Pottinger, 1987). La aclimatacion puede ser debida al agotamiento del tejido interrenal,
al aumento del catabolismo y eliminacion del cortisol, o la pérdida de influencia de la
situacion estresante (Pickering y Stewart, 1984; Schreck ef al., 1985 y 1995; Procarione
et al., 1999). Ellis et al. (2002) concluyen, en una revision sobre la relacion entre la
densidad de peces y el estado de bienestar de la trucha arco iris cultivada, que los
efectos de la densidad no son probablemente debidos al aumento de los niveles de
cortisol plasmatico. No obstante, es necesario profundizar en aspectos relacionados con
la aclimatacion al estrés cronico, no sélo en cuanto a los niveles plasmaticos de cortisol
sino en relacion con las variaciones en el nimero de receptores de membrana para esta
hormona y las respuestas fisiologicas y metabdlicas derivadas, que pudieran ser
responsables de las alteraciones en la ingesta, velocidad de crecimiento e indices de

utilizacion nutritiva de la dieta.

Las concentraciones de proteinas y glucosa en plasma no experimentaron
variaciones que pudieran indicar una estimulacion de su produccion por influencia del
cortisol, lo que pone de manifiesto que la respuesta de cortisol no es tan importante al
final del periodo experimental, bien por disminucion de su secrecion o por aumento de
la eliminacion de la hormona y, en cualquier caso, porque en determinadas situaciones
de estrés continuado las concentraciones de cortisol pueden regresar a niveles basales
(Pickering y Stewart, 1984) o porque puede producirse un descenso en la afinidad de los

receptores de esta hormona (Trenzado et al., 2003).

Las pequefias diferencias en la concentraciéon de proteinas plasmaticas, entre
grupos mantenidos a baja densidad, no guardan relacion aparente con el estado nutritivo
ni con los niveles de cortisol; sin embargo, presentan una relacion directa con los
valores de recuento, tanto en baja como en alta densidad, que indica variaciones en el
estado de concentracién/dilucion de la sangre. Estas variaciones parecen tener cierta
relacion con la composicion de la dieta pero, sobre todo, con la densidad de peces, de tal
forma que las circunstancias estresantes del hacinamiento provocan hemoconcentracion
en todos los grupos, con excepcion de las truchas alimentadas con la dieta +E-HUFA

. , , 3 . . .
que mantienen el numero de células por mm’. Se ha sugerido que pudieran producirse
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alteraciones osmoticas en respuesta al estrés a corto plazo; la adrenalina, o el aumento
de la presion arterial que ésta provoca, aumentaria la permeabilidad branquial a los
electrolitos y al agua, por otra parte las elevadas concentraciones de lactato en musculo
aumentarian la presion osmotica intracelular con la consiguiente retencion de agua
(Milligan y Wood, 1986). Otra posible explicacion seria la reduccion del volumen
plasmatico como consecuencia de la vasoconstriccion general estimulada por las
catecolaminas, que ya Bernier y Perry (1999) pusieron de manifiesto en trucha arco iris
al correlacionar positivamente un aumento de los niveles de catecolaminas plasmaticas

con una mayor presion arterial.

Al final del experimento, los niveles de glucégeno hepatico no se modificaron en
truchas alimentadas con dietas con distintos niveles de vitamina E, vitamina C o
HUFAs, cuando los animales se mantienen en condiciones normales de densidad. En
circunstancias de estrés cronico por alta densidad, sin embargo, los niveles de
glucogeno hepatico se redujeron en todos los grupos, si bien solo de forma significativa
en -E+HUFA, apareciendo diferencias asociadas a la dieta entre grupos (Tabla IV.8.).
Hay que descartar cualquier influencia del nivel de ingesta sobre los valores de
glucogeno hepatico, ya que no hubo diferencias ni en la ingesta ni en las
concentraciones de glucdgeno entre los grupos mantenidos a baja densidad y, para
aquellos grupos (-E+HUFA y +E+HUFA) que tuvieron niveles extremos de glucdégeno
en alta densidad, la dieta fue consumida en cantidades similares (1,55 y 1,51 g/ 100g
pez / dia, respectivamente). Parece claro que el estrés cronico, a través de la respuesta
hormonal que conlleva, es responsable de la movilizacion del glucégeno hepatico.
Puesto que la respuesta de cortisol, ya discutida anteriormente, no es homogénea (en
tres de los cinco grupos experimentales no se modifica respecto a las condiciones
normales de densidad), es dificil asegurar una interaccion entre el eje hipotalamo-
hipofisis-tejido interrenal y la respuesta adrenérgica, como ha sido sugerido por Perry y
Reid (1993) que observaron que el aumento de numero de receptores [ en los
hepatocitos, por influencia del cortisol, aumenta la respuesta glucogenolitica a las
catecolaminas. En cualquier caso, y en funcion de los resultados obtenidos, habria que
atribuir a las catecolaminas, presuntamente elevadas durante el estrés cronico, la

movilizacion del glucégeno. Sin embargo, aun cuando se ha demostrado que las
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catecolaminas, secretadas en una primera respuesta al estrés, actian movilizando las
reservas de glucogeno, como mecanismo para la obtencion de energia inmediata
(Ottolenghi et al., 1989; Vijayan et al., 1997; Fabbri et al., 1998; Janssens y Waterman,
1998), no hay datos disponibles que aseguren que los niveles de catecolaminas
permanezcan elevados durante los largos periodos del estrés cronico, ni que la mayor
sensibilidad a las catecolaminas, inducida por el cortisol, permanezca el tiempo
suficiente como para atribuir a estas hormonas los efectos sobre la disminucion de los

depositos de glucogeno en el higado.

Por otra parte, la movilizacién del glucégeno hepatico ha sido observada en
experimentos de estrés por densidad de peces (Vijayan et al., 1990; Skejervold et al.,
1999, 2001), manipulacion de los animales (Reubush y Heath, 1996), alteraciones de la
salinidad (De Boek, 2000) y otras circunstancias estresantes. En algunas situaciones de
estrés cronico, como salinidad y exposicion a contaminantes, se ha observado que la
disminucion de las concentraciones hepaticas de glucogeno estaba asociada a un
incremento de la actividad GPasa (glucogeno fosforilasa) junto a una disminucién de la
actividad GSasa (glucdgeno sintetasa), (Soengas et al., 1993a, b; Fabbri ef al., 1998;
Lappivaara, 2001). También se ha observado la intervencion de las hormonas tiroideas,
en combinacion con el cortisol, asociadas a un descenso de los niveles de glucégeno y

aumento de la actividad GPasa (Soengas et al., 1992).

En cuanto a las influencias de la dieta, habria que plantear la posibilidad de una
interaccion dieta-estrés cronico en la que los niveles, adecuados o no, de vitamina E, en
presencia de HUFAs, de alguna forma condicionen los depdsitos de glucdgeno. La
presencia de antioxidantes como las vitaminas E y C, asociadas a la inclusion de
HUFAs en la dieta en condiciones de alta densidad, parece establecer una relacion
directa con altos niveles de glucogeno. De hecho, la dieta -C+E presentd niveles
intermedios de glucdgeno en relacion a las dietas +C-E y +C+E. Es interesante destacar
que, en estas condiciones, los animales que ingirieron la dieta -C+E+HUFA mostraron
niveles de glucdgeno similares a los de animales alimentados con dietas -HUFA. La
disponibilidad de HUFAs podria haberse alterado al carecer del efecto antioxidante de

la vitamina C, lo que pudo llevar a este grupo a presentar resultados similares a los

286



V.- Discusion

-HUFA a alta densidad. Se conoce que la deficiencia de vitamina C en dieta esta ligada
a un incremento en la oxidacidon de lipidos, aun en presencia de otras moléculas y
enzimas antioxidantes como la vitamina E (Chakraborty et al., 1994). A este respecto,
no se debe descartar el posible efecto prooxidante de la vitamina E, que se acentuaria en
ausencia de vitamina C, ya que se veria a afectado el potente papel regulador de ésta

sobre la primera (Upston ef al., 1999; Moreno y Mitjavila, 2003).

Los niveles de glucogeno muscular no experimentaron variaciones importantes,
aunque se observa, como ocurre en higado, una tendencia a disminuir en todos los
grupos experimentales (salvo para la dieta -C+E+HUFA que indujo cambios opuestos)
cuando se mantienen en condiciones de alta densidad. La influencia de la dieta en
circunstancias estresantes no presentd las tendencias observadas en el higado. Las
posibles influencias hormonales sobre la movilizacion del glucogeno se han discutido

ya en relacion con el higado, por lo que no se insiste en su comentario.

Los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion de lipidos en plasma no
muestran, en general, una clara tendencia a incrementar sus niveles en animales
sometidos a alta densidad de peces, con el fin de facilitar una mayor disponibilidad de
combustible en estas condiciones (Vijayan et al., 1990). Si bien, y de acuerdo con el
analisis estadistico global (anexo Tablas IV.19. y 1V.20.), a los 21 dias se pone de
manifiesto un aumento significativo de los lipidos, en condiciones de alta densidad, en
aquellos grupos de animales alimentados con dietas ricas en HUFAs, mientras que los
alimentados con dietas -HUFA muestran un descenso que en estas condiciones fue
significativo en los animales -E-HUFA. Este incremento de lipidos totales podria
explicar los beneficios del aceite de pescado sobre la capacidad de resistencia a
condiciones estresantes, caracterizadas por un aumento de las necesidades energéticas
(Kraul et al, 1993; Kanazawa et al., 1997; Gapasin et al., 1998; Sakakura et al., 1998;
Tago el al., 1999; Montero et al., 2003), cosa que, por el contrario, en situaciones de
baja densidad, no se pone de manifiesto, ya que la tendencia se invierte, siendo los
animales alimentados con dietas -HUFA los que presentaron valores elevados de lipidos

totales.
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Con relacion a la influencia de los acidos grasos de la dieta sobre los niveles de
triglicéridos plasmaticos, los estudios que existen no muestran una tendencia clara;
Harris (1996) recoge que un aumento de HUFAs n-3, asociados a la ingesta de aceite de
pescado, da lugar a un aumento de triglicéridos en el hombre, mientras que otros
autores evidencian lo contrario (Horrocks y Yeo, 1999; Kroes et al., 2003) e incluso
apuntan que tanto el linoleico (18:2n6) como los HUFAs n-3 pueden dar lugar a un

descenso de triglicéridos (Moreno y Mitjavila, 2003) .

El patron de respuesta observado a los 21 dias muestra la presencia de niveles
inferiores de triglicéridos y colesterol en animales alimentados con dietas —HUFA,
sometidos a alta densidad, que llegd a ser significativo en los grupos +E-HUFA para
ambos parametros, lo que en parte se ve apoyado por otros estudios en los que una dieta
rica en linoleico (4cido graso presente en el aceite de soja en alta proporcion) disminuye

los niveles de triglicéridos (Chen y Yeh, 2003) y coleterol total (Keys et al., 1970).

Como se observa, la densidad va a condicionar en muchos casos los efectos de
los niveles de HUFAs en dieta, dependiendo, a su vez, en mayor o menor grado, de la
suplementacion de antioxidantes en ésta. Esta influencia parece logica, si se tiene en
cuenta que una mayor presencia de radicales libres puede favorecer un incremento de
TG, CT y LDL, debido a una menor resistencia a la oxidacion en estas moléculas,
asociado a su vez a valores mas bajos de HDL (Goth, 2000; Vanizor et al., 2001). Con
relacion a esto, en los animales alimentados con dietas elaboradas con aceite de soja
(-HUFA) se observa, a los 42 dias, que deficiencias de vitamina E (-E-HUFA) van a dar
lugar a un incremento significativo de los valores de lipidos totales, triglicéridos y
colesterol total con respecto a los grupos suplementados (+E-HUFA). Por otro lado, es
interesante destacar que, al final del experimento y en condiciones de alta densidad, los
animales -E+HUFA muestran un incremento de LDL asociado a un descenso de HDL,
lo que podria significar una mayor predisposicion a la oxidacion de los 4cidos grasos en
este grupo, como ya se puso de manifiesto al analizar los parametros hematoldgicos en
estos animales. El hecho de que estas variaciones se pongan de manifiesto a alta
densidad, se explicaria porque en determinadas situaciones de estrés se puede favorecer

la aparicion de radicales libres y con ello de variaciones entre las lipoproteinas
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plasmaticas, sin olvidar, como ya se ha comentado, la influencia de los niveles de

antioxidantes y del tipo de acidos grasos consumidos en la dieta.

En lineas generales se observa, como ya se ha puesto de manifiesto
anteriormente en salmonidos alimentados con dietas ricas en aceite de soja o pescado
(Lie et al., 1993), que a los 21 dias del experimento hay un efecto conjunto de la
densidad vy del tipo de acidos grasos de la dieta, estimulandose o inhibiéndose la
formacion de determinados lipidos plasmaticos. Por otro lado, al final del experimento,
la suplementacion o no de vitamina E va a influir en las variaciones de lipidos
plasmaticos que a su vez van a estar condicionados por los niveles de HUFAs y las

condiciones de densidad.

2.5. EFECTO SOBRE EL METABOLISMO DE ESPECIES DE
OXIGENO REACTIVO

En determinadas situaciones de estrés, el aumento de la tasa metabolica favorece
una mayor generacion de radicales libres que puede superar la capacidad antioxidante
celular (Ross et al., 2001; Guerriero et al., 2002), conduciendo a una situacion de estrés
oxidativo (Tort ef al., 1996). En este sentido, la composicion de la dieta, en cuanto a los
niveles de vitaminas antioxidantes y tipo de acidos grasos, puede jugar un papel

fundamental (Jackson, 1994).

Como ya se ha comentado a lo largo de esta memoria, una de las principales
funciones atribuidas a la vitamina E es su papel protegiendo los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares frente al ataque de las especies de oxigeno
reactivo (Chow, 1991; Mazor et al., 1997; Stahl y Sies, 1997; John et al., 2001;
Gokkusu y Mostafazadeh, 2003; Udilova et al., 2003). En presencia de vitamina E, los
radicales libres captan un atomo de hidrogeno de esta vitamina en lugar de oxidar los
PUFAs y, de este modo, se rompe la cadena de reacciones que pueden derivar en dafios
en las membranas. Ademas, también se atribuye a esta vitamina un papel estabilizador

de los fosfolipidos de membrana (Golod, 1997).
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HIGADO

A lo largo del experimento (determinaciones a los 21 y 42 dias) se produjo, en
todos los grupos y con independencia de la densidad, un aumento significativo de la
actividad SOD hepatica, asociado a una disminucion de las actividades GPX y GR,
mientras que la actividad de la catalasa, salvo algiin cambio puntual, no se modificd
significativamente a lo largo del tiempo (Tablas IV.21. y IV.22.). La falta de efecto de
la densidad de animales sobre estos parametros descarta, en estas condiciones
experimentales, que, en principio, el estrés cronico por alta densidad llegue a influir de
forma diferente sobre el metabolismo de especies de oxigeno reactivo; otra posibilidad
es que el confinamiento en las cubas experimentales haya podido producir un mismo
estimulo estresante en ambas densidades. Descartando el efecto estrés en ambas
densidades, el que no existan diferencias entre grupos de diferente densidad puede ser
consecuencia de una reaccion compensatoria en los animales sometidos a baja densidad,
provocado por su mayor ingesta de alimento. El mayor aporte de energia, con la mayor
ingesta, ha debido inducir un aumento en la actividad oxidativa y, con ella, una mayor
produccion de especies de oxigeno reactivo, por lo que las posibles diferencias con los
grupos sometidos a estrés cronico se habrian atenuado. Cabe plantearse que, en la
primera respuesta de adaptacion a las condiciones experimentales, la formacion de
especies de oxigeno reactivo esté aumentada por enzimas generadoras de estas especies,
con la consecuente induccion de la actividad de los sistemas enzimaticos de eliminacion
de los peroxidos producidos, entre los que se encuentran la actividad GPX y GR, y, al
mismo tiempo, esa mayor concentracion de perdxido puede haber llegado a inhibir la
actividad SOD (Kono y Fridovich, 1982; Halliwell y Gutteridge, 2000). Por otra parte,
a los 42 dias, se habria producido una acomodacion a las condiciones experimentales
(también hay acomodacion al estrés cronico) en la que la menor actividad oxidativa, y la
mayor eliminacion de peroxido, por las actividades aumentadas previamente de la GPX
y GR, llevaria a un descenso en concentracion hepatica de H>O, que desinhibiria a la
SOD mientras que GPX y GR regresarian a valores mas acordes con la menor

generacion de H,O,.
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Hay que destacar que, a lo largo del experimento, el descenso generalizado de la
actividad GPX fue paralelo al de las actividades GR y G6PDH, siendo esta tltima, junto
con la 6PGDH, una de las principales enzimas generadoras de los equivalentes de
reduccion (NADPH) empleados por la GR para regenerar el glutation reducido (GSH) a
partir de la forma oxidada (GSSG) generada por la actividad GPX (Tian ef al., 1999;
Leopold y Loscalzo, 2000).

Con relacion a la influencia de la densidad, a lo largo del experimento los
efectos no fueron generalizados para los grupos sometidos a una misma densidad, si
bien, parece ser que a los 21 dias existe una interaccion entre tipo de dieta y densidad en
determinados grupos de animales entre los que cabe destacar los -E+HUFA. A alta
densidad, los animales que consumieron esta dieta mostraron valores de actividad GPX
y GR significativamente superiores al resto de los grupos. Al mismo tiempo, en estos
animales el indice de peroxidacion lipidica (MDA) increment6 significativamente, junto
a otros grupos, a alta densidad, alcanzando los animales -E+HUFA el valor de MDA
mas alto de todos los grupos experimentales. Como ya se ha comentado, la deficiencia
de vitamina E aumenta el riesgo de peroxidacion lipidica, especialmente cuando la dieta
contiene elevadas proporciones de acidos grasos altamente insaturados (HUFA), como
ya han puesto de manifiesto muchos autores (Watanabe, 1987; Roberts y Bullock, 1989;
Sargent et al., 1989; Hamre y Lie, 1995; Stephan, et al., 1995). Aunque el volumen de
ingesta fue menor a alta densidad, los efectos de la dieta en este caso ya se detectaron a
los 21 dias del experimento. Estos resultados son acordes con las alteraciones
hematologicas, observadas desde los 21 dias, en este mismo grupo y discutidas en el

apartado 2.3.

La interaccion dieta-densidad sobre las actividad de enzimas antioxidantes
deberia manifestarse mdas claramente con el tiempo, ya que, como se considero
anteriormente, los animales podrian encontrarse ya adaptados a las condiciones
experimentales. De hecho, a los 42 dias se observaron ciertos cambios de actividad
atribuibles al efecto de la densidad en funcién del tipo de dieta ingerida. Esos cambios
de actividad pusieron de manifiesto que, a alta densidad, la actividad de la catalasa

aument6 en el higado de los peces alimentados con la dieta -E+HUFA, con relacién a

291



V.- Discusion

los animales que consumieron la misma dieta a baja densidad. Ademas, se observo una
disminuciéon de la actividad SOD (no se detectaron cambios significativos en las
actividades GPX y GR), lo que podria deberse a una inhibicion de su actividad ligada a
un aumento en la concentracion de H,O; que, de nuevo, pone de manifiesto el diferente
comportamiento de ambas enzimas, aspecto que ya se discutio con relacion al efecto del
tiempo experimental. Por otra parte, en los peces alimentados con las dietas
suplementadas con ambas vitaminas (+E+HUFA y +E-HUFA), se produjo el efecto
contrario, es decir, disminuy¢ la actividad de la catalasa. Efectivamente, ya se demostro
en mamiferos que la presencia de la vitamina E daba lugar a un descenso en la actividad
de enzimas antioxidantes (Atalay et al., 2000) observandose posteriormente, en peces,
un aumento de actividad catalasa asociado a deficiencias dietarias de vitamina E
(Tocher et al., 2002). En este caso, el papel de la vitamina E compensando las actividad
de enzimas antioxidantes se pondria de manifiesto de manera mas clara en condiciones
de alta densidad que, como ya se ha comentado, podria ser una situaciéon mas propensa a
dafios oxidativos. Por otro lado, en el grupo +E-HUFA el descenso de actividad catalasa
a alta densidad va ligado de manera significativa a una menor actividad G6PDH.
Existen estudios que establecen cierta relacion entre ambas enzimas al demostrarse la
presencia de centros de union para el NADPH en las subunidades de la catalasa que lo
hacen necesario para su actividad (Kirkman y Gaetani, 1984; Kirkman et al., 1999). De
esta manera, un descenso de los niveles de NADPH, ligado a una menor actividad

G6PDH, podria implicar una menor actividad catalasa.

Puesto que la influencia de la dieta, especialmente cuando se incluyen dietas
deficientes en el disefio experimental, se manifiesta més claramente con el tiempo, la

discusion se realizara en base a los resultados obtenidos a los 42 dias.

Al comparar el efecto de la suplementacion de vitamina E en los grupos
alimentados con dietas elaboradas con aceite de soja (-HUFA), a alta densidad se puso
de manifiesto un aumento de actividad catalasa y GR en el grupo -E-HUFA con
respecto al +E-HUFA. Parece observarse que la carencia de vitamina E podria
repercutir negativamente en los procesos de eliminacion de radicales libres, hecho que,

como ya se comentd anteriormente, podria verse compensado con un incremento en la
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actividad de enzimas antioxidantes (Tocher et al., 2002). Por otro lado, el H,O, puede
alcanzar niveles tales como para inhibir a la SOD (Kono y Fridovich, 1982), cosa que a
alta densidad explicaria los bajos valores de actividad SOD mostrados en los animales
-E-HUFA. Esto parece concordar con el patron isoenzimdtico de esta enzima
(Figura IV.5.) en el que se observa que, a diferencia de los otros animales, en el grupo
-E-HUFA solo se detectd la presencia de la CuZn-SOD I, lo que en cierto modo
justificaria el valor més bajo de actividad SOD. En cualquier caso, la respuesta
mostrada por este Gltimo grupo se muestra efectiva ya que los niveles de MDA fueron

los mas bajos con relacion al resto de los grupos a alta densidad.

En dietas ricas en HUFAs, el efecto de la deficiencia de vitamina E (-E+HUFA)
en condiciones de alta densidad pone nuevamente de manifiesto un incremento de la
actividad de ciertas enzimas antioxidantes, como la catalasa y GR que, aunque s6lo fue
significativo en esta ultima, podria deberse, como ya se coment6 anteriormente, a una
respuesta compensatoria ligada a una mayor predisposiciéon del animal a procesos
oxidativos (Tocher et al., 2002). A baja densidad, a diferencia de lo observado a alta
densidad, los valores de actividad especifica SOD si parecen estar influenciados por la
deficiencia de vitamina E, ya que los animales -E+HUFA muestran valores altos de
SOD con respecto a +E+HUFA. Sin embargo, la infuencia de los niveles de vitamina E
en dietas con altos niveles de HUFAs no parece afectar al patron isoenzimatico de esta
enzima, que se mostrd estable para estos grupos (-E+HUFA y +E+HUFA) a ambas

densidades.

Con relacion al efecto del tipo de 4cidos grasos consumidos, los resultados
muestran que, en dietas deficientes en vitamina E, la presencia de HUFAs (-E+HUFA)
favorece un incremento de la actividad SOD ligado a la aparicion de la CuZn-SOD II1
en este grupo y un aumento de los niveles de MDA, que fue significativo a alta
densidad. De nuevo los animales que consumieron dietas -E+HUFA muestran al final
del experimento una mayor predisposicion a dafios oxidativos en estas condiciones de
densidad. En el caso de dietas suplementadas con vitamina E, a alta densidad se observa
que los grupos +E+HUFA presentan mayor actividad catalasa, con respecto a los

+E-HUFA, asociada a un descenso significativo de la actividad SOD, posiblemente
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debido al ya mencionado efecto inhibidor del H,O, (Kono y Fridovich, 1982), aunque la
presencia de HUFAs de nuevo esta ligada a la aparicion de la CuZn-SOD III en el grupo
+E+HUFA. Parece ser que la presencia de HUFAs en condiciones de alta densidad
favorece la aparicion de esta forma isoenzimatica lo que en cierto modo podria suponer
una mayor disponibilidad de los sistemas antioxidantes en aquellos animales con mayor
tendencia a la oxidacion. Los niveles de MDA mostraron un incremento de un 28% en
este grupo con respecto a los +E-HUFA, lo que vuelve a poner de manifiesto que de
alguna manera, el consumo de HUFAs podria favorecer la generacion de ROS que

harian al animal mas propenso a dafios oxidativos, reflejados en los niveles de MDA.

Los efectos de la vitamina C se pusieron de manifiesto a baja densidad donde se
observo que cuando existen deficiencias de esta vitamina (-C+E+HUFA) se produce un
descenso en la actividad de las enzimas GR, catalasa, y G6PDH con respecto a los
animales +E+HUFA que, aunque no fue significativo en todos los casos, si parece ser
indicativo de una posible pérdida en la capacidad de respuesta antioxidante en
situaciones donde la regeneracion de la vitamina E ligada a la vitamina C puede verse
afectada, y que explicaria la tendencia a mostrar niveles mas altos de MDA en este
grupo. Con respecto a la actividad SOD, a ambas densidades la carencia de vitamina C
(-C+E+HUFA) no dio lugar a diferencias con respecto a los grupos suplementados
(+E+HUFA), si bien el analisis de formas isoenzimaticas muestra la aparicion de nuevas
bandas en los grupos -C+E+HUFA, que a baja densidad se corresponden con la
Cu,Zn-SOD Il y III y a alta densidad con la hCuZn-SOD. Por otro lado, es interesante
destacar que el grupo +E-HUFA mostrd idéntico patron de isoenzimas al de los
animales -C+E+HUFA en ambas densidades. Una posible explicacién a este efecto
vendria dada por el hecho de que en cierto modo la deficiencia de vitamina C podria
favorecer la oxidacion y por tanto una menor disponibilidad de los HUFAs de la dieta
aun en presencia de vitamina E. De hecho, se ha puesto de manifiesto un papel mas
efectivo de la vitamina C previniendo la oxidacion de lipidos plasméaticos con respecto a
la vitamina E (Sahyoun, 1997; Goth, 2000), lo que indicaria que esta dieta
(-C+E+HUFA) podria ser, en cierto modo, considerada como -HUFA. Una disminucién
de los niveles de HUFAs en presencia de vitamina E podria propiciar la induccion de la

isoforma hCuZn-SOD a alta densidad, que en el caso de +E-HUFA estaria relacionada
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con los niveles maximos de actividad SOD mostrados en este grupo. Por otro lado, no
se puede descartar que esta forma inducible sea derivada de la oxidacion de otra
isoforma existente (en este caso la Cu,Zn-SOD I), como se ha demostrado en peces
sometidos a agentes contaminantes que podrian propiciar la formacién de radicales
libres (Pedrajas et al., 1993, 1995). La oxidacion podria haber causado un cambio
conformacional provocando una movilidad electroforética diferente. A este respecto, se
ha observado que a baja densidad estos dos grupos son los que presentan niveles mas
altos de MDA, que también podrian ser responsables de cambios en los patrones de

1soenzimas, indicativos de situaciones de estrés oxidativo (Pedrajas ef al., 1998).

Como se ha observado, los cambios en la actividad especifica de la SOD pueden
estar relacionados con alteraciones en el patron de sus isoenzimas en cuanto a las
interacciones densidad-dieta. Asi, en higado se observa que aparecen tres isoformas de
la SOD (I, IT y IIT) del tipo CuZn, ya que no se detectd su presencia tras inhibicion con
cianuro, siendo la CuZn-SOD I constitutiva y la II y III inducibles, lo que parece
coincidir con los resultados obtenidos en estudios previos con trucha arco iris (Hidalgo
et al., 2002). La CuZn-SOD I aparece en todos los casos, sin distincion entre dietas ni
densidad, mientras que la aparicion de las isoformas inducibles II, III y hCuZn-SOD en
determinados grupos puede estar asociada a la composicion de la dieta y las condiciones
de densidad. A este respecto, en higado existiria un efecto mas acusado de los HUFAs
que de la vitamina E sobre el patrén isoenzimatico de la SOD, teniendo en cuenta que la
ausencia de vitamina C podria generar una situacion similar a la obtenida con dietas
-HUFA, lo que sumado a la presencia o no de estrés determinaria un patrén u otro de

bandas.

En términos generales, hay que destacar que, a los 42 dias de la ingestion de las
distintas dietas experimentales se llega a una situacion en la que la actividad GPX no se
modifica ni por la dieta ni por las condiciones de densidad de animales; sin embargo,
siempre se produce una respuesta opuesta de la actividad SOD respecto a las actividades
de la catalasa y de la GR, siendo este comportamiento mas acusado cuando los animales

se mantienen en condiciones de alta densidad. Este comportamiento es basicamente el
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mismo que hemos observado al comparar las actividades de estas enzimas a los 21 y 42

dias del experimento y que ya se comento al inicio de este apartado de la discusion.

En resumen, la carencia de vitamina E incrementa la actividad de determinadas
enzimas antioxidantes pero, en ciertas ocasiones, una elevada produccion de radicales
libres, en algunos casos asociada a una mayor ingesta de HUFAs, puede llegar a ejercer
un efecto inhibidor de la actividad de determinadas enzimas antioxidantes. No se
observan cambios que lleven a pensar que exista una situacion de estrés oxidativo a
nivel hepatico, ya que, salvo alguna excepcion, por lo general no existen grandes
diferencias en los niveles de MDA entre grupos. Los cambios observados en las
actividades enzimaticas son un reflejo de las posibles adaptaciones sufridas por el

animal segun el tipo de dieta consumida.

RINON

El hecho de que a lo largo del experimento se produzca un aumento generalizado
de la actividad SOD, asociado, en el caso de los animales sometidos a alta densidad, a
un descenso de las actividades GPX y GR, podria deberse a lo ya indicado en higado, en
el sentido de que la permanencia en las cubas experimentales habria derivado, de algin
modo, en un aumento en la produccién de radicales superdxido, independientemente de
la densidad a la que los animales estaban siendo mantenidos y de la dieta que estaban
ingiriendo, produciéndose un aumento generalizado de de los mecanismos
antioxidantes. La actividad catalasa se vio afectada a lo largo del experimento,
observandose un descenso de sus valores a alta densidad en aquellos grupos
alimentados con dietas suplementadas con vitamina E, poniéndose de manifiesto la
efectividad de esta vitamina en los mecanismos antioxidantes. Es por esto por lo que la
discusion se centrard en los resultados obtenidos a los 42 dias del experimento (Tabla
IV.24.) donde se supone que los cambios observados se deberian a las adaptaciones

derivadas de la diferente composicion de las dietas y/o del aumento de la densidad.

Respecto a los grupos mantenidos a baja densidad, no se observaron cambios

significativos en las actividades SOD, GPX y GR entre los animales alimentados con
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las diferentes dietas; sin embargo, la actividad catalasa si presentd diferencias entre
grupos, que estarian reflejando variaciones en los niveles de H,O, que, en parte, podrian
estar asociados a cambios en la actividad SOD, hecho que, como hemos comentado, no
se puso de manifiesto al observar la actividad especifica de la enzima. Una vez mas, es
posible que esta ausencia de diferencias en la actividad SOD se deba a que en algunos
casos la enzima esté inhibida por el producto de su reaccion, el HyO, (Kono y Fridovich,
1982). En este sentido, el analisis de las formas isoenzimaticas de la actividad SOD
renal en los animales mantenidos a baja densidad (Figura IV.6.) refleja la aparicion de
una nueva banda correspondiente a la isoforma CuZn-SOD II en los grupos +E-HUFA y
+E+HUFA, mientras que en los tres grupos con carencias vitaminicas esta isoforma no
aparece, posiblemente debido a una inhibicion inespecifica de ésta ligada a una mayor

presencia de ROS en estas condiciones.

La actividad G6PDH present6 valores significativamente inferiores en los tres
grupos que ingirieron dietas con aceite de pescado, lo que indicaria que, de acuerdo con
otros estudios, el aumento de HUFAs en la dieta puede llegar a inhibir la actividad de
esta enzima (Hillgartner et al., 1995). Como ya se comentd anteriormente, una de las
funciones primordiales de la G6PDH es aportar el NADPH necesario para el
funcionamiento de la GR, cuya actuacion, a su vez, es fundamental para la GPX (Tian
et al., 1999; Halliwell y Gutteridge, 2000; Leopold y Loscalzo, 2000). Por lo que
respecta a la GR, los resultados no reflejan cambios significativos en la actividad de esta
enzima, si bien en la dieta -E+HUFA fue ligeramente inferior, por lo que no se puede
descartar que el menor aporte de NADPH en este grupo estuviera limitando, en cierto
modo, una posible respuesta de esta enzima y, por tanto, de la GPX a nivel renal. El
hecho de que este grupo presentara una mayor actividad catalasa podria apoyar esta
hipotesis y, asimismo, indicaria que la mayor actividad de esta enzima podria estar
compensando una menor efectividad de las enzimas antioxidantes dependientes de

glutation, derivada de la menor disponibilidad de NADPH.

Los resultados obtenidos en los animales mantenidos a alta densidad indican
que, de algiin modo, esta situacidon experimental favorece que los posibles efectos

derivados de la composicion de la dieta sean mas manifiestos, aunque el aumento de la
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densidad, per se, salvo en algin caso puntual, no parecid ejercer un efecto claro sobre
estos parametros a nivel renal. A esta densidad, de nuevo se pone de manifiesto que la
deficiencia de vitamina E en dieta estd en cierto modo ligada a un incremento de la
actividad especifica de determinadas enzimas antioxidantes como la SOD vy la catalasa,
observandose también, para esta ultima enzima, un comportamiento parecido en
animales que consumieron dietas carentes de vitamina C. Parece claro que, la
deficiencia de vitamina E podria favorecer una mayor generacion de radicales
superoxido a nivel renal, mientras que su aporte en dieta, aparentemente, daria lugar a
una mejora de las condiciones, ligada a valores mas bajos de actividad de estas enzimas.
A este respecto, en el caso de la actividad SOD la ausencia de HUFAs propiciaria una
situaciéon mas favorable (dieta +E-HUFA), mientras que para la catalasa los niveles de
HUFASs no serian determinantes sobre los efectos beneficiosos de la vitamina E, no
existiendo diferencias en la actividad de esta enzima entre individuos alimentados con

dietas +E-HUFA y +E+HUFA.

Como ya se indico en el higado, también a nivel renal se puso de manifiesto una
clara alteracion del patron isoenzimatico de la SOD en los grupos mantenidos a alta
densidad (Figura IV.6.), lo que indicaria que esta situaciéon experimental estaria
ejerciendo, de hecho, un efecto estresante, pero que serian los factores dietarios los que,
en ultimo término, dictarian el patron de la respuesta frente a esta situacion. En este
sentido, se observa que el unico grupo donde no aparece la forma isoenzimatica
CuZn-SOD 1I es el que presenta el valor mas bajo de actividad especifica SOD
(+E-HUFA). Por otro lado, tanto el incremento de HUFAs (+E+HUFA) como la
deficiencia de vitamina E con niveles altos de estos 4cidos grasos (-E+HUFA) van a
suponer situaciones intermedias en las que la actividad especifica de la SOD se ve
gradualmente incrementada y ligada a la aparicion de la isoforma II. Finalmente, una
situacion extrema podria observarse en los grupos -E-HUFA, donde la carencia
conjunta de vitamina E y de HUFAs puede dar lugar a una inhibicion inespecifica de la
isoforma III, presente en resto de los grupos, por un posible exceso de radicales libres.
En este sentido, los animales alimentados con dieta -C+E+HUFA presentaron idéntico
patron isoenzimatico al de -E-HUFA, lo que pondria de nuevo de manifiesto la

importancia de la vitamina C regenerando la vitamina E para asegurar su disponibilidad
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y favoreciendo una mayor estabilidad de los HUFAs (Upston et al., 1999; Moreno y
Mitjavila, 2003).

De las cuatro posibles isoenzimas observadas en rifion, tras inhibiciéon con
cianuro, se pone de manifiesto que una de ellas es Mn-SOD, que junto a la CuZn-SOD I
seria constitutiva. Esta isoforma mitocondrial dependiente de Mn no se ve afectada ni
por la dieta ni por la densidad de peces, de lo que se deduce que no nos encontramos
ante una situacion de estrés tan intensa que pueda afectar al metabolismo mitocondrial,
si bien, la presencia de la isoforma dependiente de manganeso exclusivamente en este

tejido seria un hecho destacable.

En cuanto a las actividades GPX y GR, la ausencia de cambios significativos en
condiciones de alta densidad podria indicar que, a nivel renal, seria la actividad catalasa
la que en mayor medida asumiria el papel de compensar las diferencias en la generacion

de H,O, derivadas de los cambios en la actividad SOD entre otras enzimas.

Por lo que respecta a la actividad G6PDH, bajo estas condiciones, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, desapareciendo, por tanto, la
tendencia encontrada a baja densidad. Puede que la menor ingesta presentada por los
animales mantenidos a alta densidad atenuara el efecto inhibidor de la actividad G6PDH
por parte de los HUFAs presentes en la dieta. Si cabe destacar que, en los grupos
-E+HUFA y -C+E+HUFA se observo una mayor actividad GR y GPX, respecto a los
grupos mantenidos a baja densidad, si bien este efecto solo fue significativo para la
actividad GR del grupo -E+HUFA y GPX del grupo -C+E+HUFA. Paralelamente a este
efecto, se observd una ligera disminucion de la actividad catalasa en esos dos grupos,
respecto a los mantenidos a baja densidad, que fue mas evidente en los animales
alimentados con la dieta -E+HUFA. Estos resultados podrian indicar una mayor
participacion de las enzimas dependientes de glutation en la degradacion del H,O»,
aunque, como ya se ha indicado, el paralelismo entre los cambios observados en la
actividad especifica y el patron isoenzimatico de la SOD y la actividad catalasa podria

reflejar un mayor papel desintoxicante de esta ultima a nivel renal.
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En este tejido, las medidas de MDA se excluyeron debido a la variabilidad de
resultados en los niveles de MDA obtenidos, indicativos de una posible oxidacion de las
muestras durante su procesado. Debido a que éste se realizd6 de manera idéntica para
todos los tejidos, esto podria indicar una gran susceptibilidad del rifién a sufrir procesos
oxidativos, pero no permite concluir con seguridad si los cambios observados en la
actividad de enzimas antioxidantes fueron determinantes en la prevencion de dafios

oxidativos.

GLOBULOS ROJOS

A lo largo del experimento se observa un aumento en las actividades catalasa y
GPX que fue significativo en la mayoria de los grupos, sin hacer distincién en cuanto a
densidad y tipo de dieta. Por otro lado, la actividad SOD presenta una tendencia a
disminuir observada principalmente a alta densidad, siendo significativa en dos casos
(Tablas IV.25. y 1V.26.). Este comportamiento general en todos los grupos, podria ser
de nuevo consecuencia de un periodo inicial de adaptacion a las condiciones de
confinamiento, en el que los procesos de generacion de radicales libres podrian verse
aumentados dando lugar a una posible inhibicion de la SOD asociada a incrementos de

H,0..

En cuanto al los niveles de MDA, se sabe que es un producto derivado de la
peroxidacion lipidica y, por tanto, considerado un indicador del dafio oxidativo.
Basandonos en esto, los niveles de MDA en la sangre de los diferentes grupos
experimentales indican que, considerados como factores independientes, ni el aumento
de los HUFAs ni las carencias vitaminicas provocaron una situacion de estrés oxidativo
a nivel hematologico. Sin embargo, la carencia de vitamina E junto con la adicion de
aceite de pescado (-E+HUFA) produjo un aumento significativo de los niveles de
peroxidacion lipidica (MDA) ya manifestado desde los 21 dias, que fue independiente
de la densidad de peces, lo que pone de manifiesto que seria la combinacion de ambos

factores en la dieta la que provocaria una situacion de estrés oxidativo en los animales.
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Los eritrocitos son células en las que se produce una constante generacion de
especies de oxigeno reactivo (Saltman, 1989) ya que, aunque el oxigeno se une de
forma reversible a la hemoglobina para ser transportado a los tejidos, bajo condiciones
fisiologicas, aproximadamente el 3% de la oxihemoglobina sufre autooxidacion dando
lugar a la generacion de radicales superdxido (Ramasarma, 1982; Lenaz, 1998;
Nagababu y Rifkind, 2000). En condiciones normales, la mayor parte de estas especies
de oxigeno reactivo son eliminadas por la actuacion de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos que constituyen las defensas antioxidantes celulares. Sin embargo, se ha
descrito que en situaciones de anemia o en aquellas en que aumenta la degradacion de
glébulos rojos, bien por envejecimiento de los mismos o a causa de alguna patologia,
los niveles de especies de oxigeno reactivo aumentan, debido tanto a un aumento en su
produccion como a una disminucidn de la capacidad antioxidante celular, dando lugar a

un aumento de la peroxidacion de las membranas de estas células.

A este respecto es interesante destacar que, como ya se puso de manifiesto en los
parametros hematoldgicos (ver Discusion apartado 2.3.), al relacionar los niveles de
MDA vy valores de hematocrito o hemoglobina se observa que, segun el coeficiente de
correlacion de Pearson, ambas variables estan inversamente relacionadas con los niveles
de MDA (ver Resultados Tabla IV.27.). Los valores del coeficiente muestran que el
porcentaje de relacion entre MDA y hematocrito a baja densidad es mayor con respecto
al observado a alta densidad (86% y 73% respectivamente), y que la relacion entre el
MDA vy la hemoglobina solamente es significativa en condiciones de baja densidad (ver
Resultados Tabla IV.27.). Por otro lado, al representar graficamente dichas variables se
pone de manifiesto que los valores de los pares hematocrito-MDA y hemoglobina-MDA
pertenecientes a los animales que consumieron la dieta -E+HUFA se desplazan, con
respecto a los del resto de los grupos, en la zona del intervalo de prediccion (ver
Resultados Figuras IV.3. y IV.4.). Este efecto se hace mas patente en condiciones de
baja densidad, mientras que a alta densidad la separacion este grupos segun el tipo de
dieta consumida no se muestra tan clara, posiblemente debido a que en estas
condiciones los grupos son mas susceptibles de verse influidos por otros factores
ademads de por la dieta. Este comportamiento parece logico si consideramos que, como

ya se comento para los parametros hematoldgicos, los efectos asociados al tipo de dieta
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consumida fueron mas acusados en condiciones de baja densidad, donde ademas la
ingesta de alimento fue mayor. El hecho de que el grupo -E+HUFA sufra un
desplazamiento con respecto a los otros, de nuevo pondria de manifiesto la relacion

entre esta dieta y el incremento de la susceptibilidad a los procesos oxidativos.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto, una vez mads, la importancia del
nivel relativo vitamina E/HUFAs de la dieta para prevenir las alteraciones de las
membranas celulares (Maydani et al., 1987; Farwer, 1994; Ando et al., 1998; Escudero
et al., 1998). En los animales alimentados con la dieta -E+HUFA se estaria produciendo
una alteracion de las propiedades fisicas de las membranas de los eritrocitos, lo que
daria lugar a una mayor degradacion de estas células. Ademads, la ausencia de vitamina
E provocaria un aumento de aniones superoxido que, por accion de la enzima SOD,
dismutarian hasta peréxido de hidrogeno el cual, a su vez, seria eliminado gracias a la
actuacion de las enzimas catalasa y GPX. En este sentido, los resultados obtenidos
reflejan, en condiciones de baja densidad, un aumento de la actividad SOD, catalasa y
GPX en la sangre de estos animales a los 21 dias, que en el caso de la SOD permanecio
hasta los 42 dias. En estas condiciones, aunque no se apreciaron diferencias en el patron
de isoenzimas entre los animales alimentados con distintas dietas (Figura IV.7.),
observandose una unica banda correspondiente a la eCuZn-SOD IV en todos ellos, se
puso de manifiesto que la mayor intensidad de esta banda se correspondia con la del
grupo -E+HUFA, lo que seria un reflejo de la mayor actividad especifica de la SOD

observada en estos animales.

Por lo que se refiere a la actividad G6PDH, se ha indicado que el NADPH
generado en la reaccion catalizada por esta enzima actia como un antioxidante
protegiendo la hemoglobina intracelular (Scott et al., 1991); asimismo, otros autores
indican que el NADPH junto a la catalasa serian los encargados de proteger al eritrocito
frente a los elevados niveles de perdxidos exdgenos (Eaton, 1991). Los resultados
obtenidos revelan, ya desde los 21 dias del experimento, una tendencia a presentar
valores mas altos de actividad en el grupo -E+HUFA a ambas densidades, y que al final
del experimento se puso de manifiesto de manera significativa, a baja densidad, sin

presentar cambios respecto a los demds grupos en condiciones de alta densidad. Estos
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resultados indicarian que, si bien a densidad baja parece observarse una mayor
eliminacion de aniones superdxido a lo largo del experimento, la eliminacion del
perdxido de hidrogeno, generado por esta actuacion aumentada de la SOD, se veria
incrementada a los 21 dias por la accion de la catalasa y GPX, no poniéndose de
manifiesto a los 42 dias. Se sabe que la hemoglobina reacciona con el peroxido de
hidrégeno produciendo ferrihemoglobina, que es un potente oxidante (Winterbourn,
1994; Everse y Hsia, 1997; Nagababu y Rifkind, 2000); a su vez, esta ferrihemoglobina
reacciona con una segunda molécula de peréxido de hidrégeno dando lugar, tras una
serie de reacciones, a la degradacion del grupo hemo (Nagababu et al., 1997). Ademas,
se ha demostrado que tanto la ferrihemoglobina como el hierro producidos como
consecuencia de la autooxidacion de la hemoglobina estan implicados en la oxidacion
de los lipidos de las membranas (Yamada et al., 1991) encontrandose una relacion
directa entre los niveles de peroxidacion lipidica y la tasa de oxidaciéon de la

hemoglobina (Chiu et al., 1996).

Como ya se comentd anteriormente, en condiciones de alta densidad las
diferencias en cuanto a la actividad de enzimas antioxidantes no fueron significativas al
final del experimento. Si bien cabe destacar las diferencias ya comentadas en los niveles
de MDA, como reflejo del desequilibrio en los sistemas antioxidantes. A este respecto,
aunque existen estudios (Scott y Harrington, 1990) donde se pone de manifiesto que el
polimorfismo en la SOD de trucha arco iris no es muy frecuente (1 de cada 12 casos
presentaban una banda distinta), la ausencia de diferencias significativas en la actividad
especifica de la SOD podria estar compensada por la variabilidad en la expresion de sus
formas isoenzimaticas observada a alta densidad (Figura IV.7.). Cabe destacar que, en
el caso de los animales -E+HUFA, la situacion de estrés generada podria dar lugar a
oxidaciones inespecificas de ciertas formas isoenzimaticas ya existentes (Pedrajas et al.,
1993, 1995) como la eCuZn-SOD 1V, justificdndose asi la aparicion de las formas Il y
IIT con diferente punto isoeléctrico y movilidad, lo que vendria apoyado por un
descenso de actividad en la forma IV de este grupo. Esto parece logico si consideramos
que éste es precisamente el grupo mas propenso a dafios oxidativos en relacion a los
niveles de MDA medidos. Por otro lado, no es descartable la posibilidad de que puedan

ser dos nuevas isoenzimas. Es interesante sefialar que, al igual que ocurre en rifidn, los
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grupos -E-HUFA y -C+E+HUFA vuelven a presentar un patrén de isoenzimas comun,
lo que de nuevo podria reflejar la influencia de la vitamina C en el mantenimiento de los
niveles de HUFAs y vitamina E (Upston ef al., 1999; Moreno y Mitjavila, 2003). Por
ultimo, cabe destacar la existencia de la isoforma I en todos los grupos sometidos a alta
densidad, con independencia del tipo de dieta. La aparicion de esta isoenzima, podria
estar asociada a una activacion de los sistemas antioxidantes en respuesta a situaciones
de estrés, donde una activacion de la tasa metabdlica puede dar lugar a aumento en la
produccion de radicales libres (Ross et al., 1991; Martinez-Alvarez et al., 2002). Con
relacion al efecto de la densidad y su interaccion con el tipo de dieta, cabe destacar que,
al final del experimento, la actividad SOD en aquellos animales que consumieron dietas
ricas en HUFAs (-E+tHUFA, +E+HUFA, -C+E+HUFA) mostraron a baja densidad
valores de actividad mas altos con respecto a los de alta densidad. Esto podria asociarse
a una mayor ingesta en estas condiciones, lo que implica un mayor consumo de acidos
grasos altamente oxidables (HUFAs) que a su vez seria el responsable de un incremento
en la actividad de esta enzima con fines antioxidantes. Con relacion a esto, se ha
demostrado que, efectivamente, el patron isoenzimatico de la SOD muestra que las

bandas de actividad fueron mas intensas en estos grupos.

En general, parece que el efecto combinado de la ausencia de vitamina E y la
adicion de elevados niveles de HUFAs en la dieta generaria un estado prooxidante en la
sangre de los animales que daria lugar a una serie de reacciones en cadena que habrian
sido responsables de la situacion de estrés oxidativo que, en ultimo término, habria
derivado en las alteraciones hematologicas observadas en estos animales y que se

discutieron ampliamente.

Al final del periodo experimental se observa que, efectivamente, existe una
variabilidad en cuanto a la actividad de las enzimas asociadas al metabolismo de
especies de oxigeno reactivo y niveles de MDA (Figuras V.3. y V.4.). El higado
muestra valores mas elevados de actividad catalasa y G6PDH con respecto a la sangre y
el rifidn, mientras que la sangre presenta, de manera destacada, niveles inferiores de
actividad SOD, y mas elevados de actividad GPX con relacion a los otros dos tejidos. A

este respecto, parece que existe una relacion inversa entre la actividad catalasa y GPX,
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ya que, en sangre, los niveles menores de actividad catalasa se corresponden, como ya
se ha comentado, con una mayor actividad GPX, observandose en el rindn y
especialmente en el higado el efecto inverso. De hecho, el indice de correlacion de
Pearson (-0.531) pone de manifiesto que ambas enzimas estdn inversamente
relacionadas, existiendo un grado de dependencia del 53% entre ellas. Estudios
realizados en globulos rojos de mamiferos muestran que en condiciones donde los
niveles de H,O, son muy altos la catalasa cobraria un papel mas importante que la GPX
(Davies, 2000; Halliwell y Gutteridge, 2000) observandose algo similar en teledsteos
marinos (Janssens et al., 2000). Segtn los titulos de actividad observados, podria ocurrir
que los valores mas bajos de actividad SOD en sangre con respecto a los otros dos
tejidos, contribuyeran, en parte, a una menor produccion de H,O,, lo que explicaria, en
cierto modo, los valores inferiores de actividad catalasa en sangre ligados a un
incremento en la actividad GPX, siendo este comportamiento, mds que una sustitucion
de la actividad de una enzima por otra, una respuesta adaptativa a variaciones en los

niveles de H,O».

De estos resultados se podria concluir que, posiblemente el higado sea el tejido
que presenta una mayor predisposicion a dafios oxidativos, en parte debida a una
elevada presencia de ROS, viéndose la sangre menos afectada, y ocupando el rifién una
posicion intermedia. De hecho, cabe destacar que el higado muestra, en general, niveles
de MDA superiores a los de la sangre, con la salvedad de que, en ambos tejidos, es de
nuevo el grupo -E+HUFA el que muestra los valores mas elevados de peroxidacion
lipidica que, 16gicamente, en el caso de la sangre fueron mas destacados con respecto a

los grupos alimentados con las otras dietas.
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Figuras V.3. y V.4.- Actividad SOD, Catalasa, GPX, GR, G6PDH vy nivel de MDA al final del experimento en los
distintos tejidos para cada dieta y densidad. H (higado), R (rifién) y S (sangre), a (alta densidad) y b (baja densidad).
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El estudio conjunto de las distintas isoenzimas de la SOD en higado, rifion y
sangre, muestra una amplia variabilidad en el patron de bandas obtenido, que parece
acentuarse en condiciones de alta densidad, ya que, tanto para rifién como para sangre, a
baja densidad, los patrones no varian con el consumo de las diferentes dietas
experimentales, mostrandose so6lo en higado la influencia de la dieta a ambas
densidades. Esto, posiblemente se deba al cardcter regulador que presenta este o6rgano,
con una destacada tasa de actividad en el metabolismo intermediario y procesos de
generacion de radicales libres, lo que explicaria que, con independencia de la densidad,

este tejido se viera mas afectado por variaciones en el tipo de dieta consumida.

La presencia de Mn-SOD en rifion marca una diferencia con respecto .a los otros
tejidos, donde esta isoenzima no se puso de manifiesto. El hecho de que no se detecte en
sangre estaria apoyado por estudios realizados en mamiferos, en los que no se ha
observado dicha isoenzima, o en todo caso, como se observd en higado de rata, no
pareciendo superar el 10% de la actividad SOD total (Halliwel y Gutteridge, 2000). En
base a esto, el hecho de que esta isoenzima no se haya puesto de manifiesto en la
electroforesis nativa en higado puede ser un indicativo de su bajo porcentaje en este

tejido (Hidalgo et al., 2002).

En lineas generales, las variaciones observadas en el patron isoenzimatico de la
SOD tanto en higado, como en rifidn o sangre, parecen estar condicionados por el tipo
de dieta consumida y la densidad de peces, cobrando en algunos casos especial
importancia los niveles de HUFAs, como se observé en higado, siendo en otros casos

determinante los niveles de vitaminas E y C.

2.6. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD INOS EN HIGADO

La produccion de 6xido nitrico por parte de la enzima o6xido nitrico sintasa
(NOS) puede estar asociada, como ya se comentd anteriormente, a determinados tejidos

como el neuronal (nNOS) y el endotelial (eNOS), o bien tener una localizacion mas
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amplia, aunque ligada a procesos de induccion (iNOS). En todos las situaciones
experimentales se detectdé un polipéptido relacionado inmunoldgicamente con la
isoforma inducible de esta enzima en el tejido hepatico, si bien parece que existe cierta
influencia del tipo de dieta consumida y las condiciones de densidad (como posible

gente estresante) en los niveles de dicho polipéptido (Figura IV.8.).
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En la actualidad, existen pocos estudios que relacionen el efecto del estrés y la
actividad iNOS. Por otro lado, es bien conocida la importancia de esta enzima en los
mecanismos de defensa utilizados por las células del sistema inmune, al intervenir en la
sintesis de 6xido nitrico (NO"), molécula toxica frente a determinados patdgenos
(Barroso et al., 2000). Con relacién a esto, Saeij et al. (2003) demuestran que una
situacion de estrés puede favorecer la susceptibilidad a patogenos al disminuir la
efectividad del sistema inmune. Esto podria implicar una posible inhibicion de la
transcripcion de determinadas moléculas inmunomoduladoras asi como de la actividad
iINOS. Sin embargo, estos mismos autores observaron que, en truchas infectadas con
Trypanoplasma borreli la produccién de NO' entre animales estresados y no estresados

fue similar.

Por otro lado, se conoce que, aparte de tener un papel defensivo, el NO™ puede
provocar la activacién/inhibicion de determinadas enzimas asociadas a sintesis de

prostaglandinas y leucotrienos, hormonas, segundos mensajeros, etc., adquiriendo esta
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molécula una funciéon reguladora y adaptativa (Wink y Mitchell, 1998). Asi, en
mamiferos se ha observado la importancia del NO" en el mantenimiento de la respuesta
de estrés asociada a la vasoconstriccion endotelio-dependiente de noradrenalina.
Situaciones de estrés cronico pueden atenuar la respuesta a la noradrenalina, dando
lugar a una relajacion del tono vascular. A este respecto, se ha puesto de manifiesto un
incremento de los niveles de NO' en situaciones de estrés cronico, con el fin de
favorecer el mantenimiento de la vasoconstriccion (Cordellini y Vassilieff, 1998) y
evitar la atenuacion de esta respuesta por procesos adaptativos. El caracter regulador de
esta molécula podria explicar los incrementos de iNOS observados en aquellos grupos
de animales sometidos a alta densidad de peces, los cuales, sumado a la ingesta de
determinado tipo de dieta (-E+HUFA y +E-HUFA), podrian estar sometidos a una

situacion de estrés cronico mas acusada.

Con relacion a la influencia de la dieta, diversos autores han demostrado un
efecto inhibidor de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, en concreto
aquellos de tipo n-3, sobre la iNOS a nivel transcripcional. Asi, se ha puesto de
manifiesto que dietas ricas en DHA (ac. docosahexanoico) favorecen los procesos
infecciosos en maniferos (Khair-El-Din et al., 1996; Kielar et al., 2000), no
encontrando, por el contrario, otros autores, que el descenso de la sintesis de NO™ en

presencia de DHA se produzca a nivel transcripicional (Boutard et al., 1994).

En el andlisis de las muestras de higado, se pone de manifiesto que en aquellos
grupos que presentan un incremento de la iNOS a alta densidad de peces, los valores
mas altos se muestran en los animales que consumieron una dieta carente de HUFAs
(+E-HUFA), seguidos de los -E+HUFA, en los que los bajos niveles de vitamina E
podrian propiciar una menor disponibilidad de los HUFAs debido a su oxidacion. Todo
ello contribuiria a disminuir el efecto inhibidor de estos 4cidos grasos en la sintesis de
iNOS. En el caso de dietas -E-HUFA sometidas a alta densidad los resultados no

muestran este comportamiento.

En cuanto al efecto directo de la vitamina E sobre la produccion de NO', Tang y

colaboradores (2002) no han demostrado disminucién alguna de los niveles de NO® en
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hepatocitos de rata estimulados por endotoxinas y citoquinas en presencia de vitamina
E. Los resultados obtenidos no muestran una actividad diferencial de la iNOS ligada a
la suplementacion de vitamina E en las dietas, lo que, efectivamente, podria ser un
reflejo de que los niveles de su producto (NO') no se ven alterados directamente por la

presencia de esta vitamina.

Como ya se ha comentado anteriormente, existe una contribucion del NO™ al
incremento de los procesos oxidativos debido a la formacion de moléculas reactivas,
observandose incluso cierto papel inhibidor de esta molécula sobre la actividad catalasa
al reaccionar con el Fe del grupo hemo de esta enzima (Farias-Eisner et al., 1996) o
bien por medio de su interaccion con los compuestos intermediarios formados en la
reaccion de la catalasa (Brown et al. 1995), poniéndose también de manifiesto un
descenso del GSH asociado al aumento de NO* (Wink et a., 1994; Walker et al., 1995;
Petit et al., 1996). Paraddgicamente, el NO' también puede ejercer una funcion
antioxidante, ya que puede interferir en la formacion de ROS bloqueando la reaccion de
Fenton, al formar complejos estables con metales de transicion. También podria
bloquear los procesos de propagacion de peroxidacion lipidica al reaccionar con los
perdxidos formados evitando su accion sobre otros lipidos (Wink y Mitchell, 1998). En
nuestro caso, no parece que existan variaciones en la actividad de enzimas antioxidantes
y niveles de MDA asociadas a una mayor presencia de iNOS, lo cual parece indicar que
o bien los cambios en NO' no afectan a los procesos oxidativos o bien, de alguna
manera, la presencia de la enzima no es indicativa de una mayor produccion de NO', lo
cual puede deberse incluso a una inhibicidon de ésta por parte de su propio producto, el

oxido nitrico (Wink y Mitchell, 1998).

En conclusion, se puede considerar que variaciones en la expresion de la iNOS
pueden ser un reflejo de alteraciones en los mecanismos de defensa de los peces y de su
estado de equilibrio; y de como puede haber un efecto conjunto entre una situacion que
podria ser estresante y la relacion HUFAs/vitamina E en la dieta. Por otro lado, es
interesante tener en cuenta que el papel regulador y defensivo de esta enzima, a la larga,

puede favorecer un desequilibrio entre radicales libres y moléculas antioxidantes,
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aunque en este caso no se pone de manifiesto posiblemente debido a fendmenos de

autorregulacion por parte del NO® (Barroso et al., 2000; Tang et al., 2002).
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1.- Al someter a la trucha arco iris a condiciones de alta densidad se induce
una reduccion de la tasa de crecimiento debida, fundamentalmente, a una

disminucién de la ingesta.

2.- La seleccion de animales por su grado de respuesta al estrés resulto util
como estrategia para minimizar los efectos negativos del cultivo intensivo.
De hecho, la seleccion de truchas por su baja respuesta al estrés se mostrd
positiva a nivel metabdlico, hematoloégico y de utilizacion nutritiva de la
dieta para el crecimiento, incluso en condiciones de estrés cronico por alta
densidad. Por el contrario, los animales con alta respuesta de estrés

mostraron los peores resultados en estas condiciones.

3.- No se observd una relacion clara entre los niveles de cortisol y la
respuesta fisiologica derivada del aumento de la densidad de peces. La
ausencia de variaciones en los niveles plasmaticos de esta hormona en la
mayoria de los grupos al final del experimento, podria ser consecuencia de
procesos de aclimatacion a la situacion de estrés. Esto lleva a pensar que el
uso de este parametro como Unico criterio de evaluacion de estrés cronico

no seria valido.

4.- En términos generales, y desde el punto de vista practico, el perfil de
acidos grasos de la dieta no afect6 a los indices de crecimiento y utilizacion
nutritiva, al estar cubiertas las necesidades de 4cidos grasos esenciales. Por
otra parte, la deficiencia de vitamina E o C no llego a afectar al crecimiento

de los animales en el tiempo de duracion de los ensayos.
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5.- La importancia de la relacion vitamina E/HUFAs se puso claramente de
manifiesto en truchas alimentadas con la dieta -E+HUFA. Este grupo
presenté marcadas alteraciones histologicas, hematologicas y metabdlicas,
asi como signos de estrés oxidativo, que se agudizaron en alta densidad,
provocando una mayor mortalidad. La capacidad de la dieta para modular
los efectos derivados del aumento de la densidad de peces, es un aspecto a

considerar en la mejora de las condiciones de cultivo intensivo.

6.- El estudio de parametros relacionados con el metabolismo de especies de
oxigeno reactivo se muestra como una opcion valida y util en la evaluacion
del estado de bienestar de los animales, sumandose al resto de pardmetros

generalmente establecidos como marcadores de su estado fisioldgico.
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