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ANS: 4cido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico

ANOVA: analisis de la varianza
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E,: 17B-estradiol
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EU: Unioén Europea
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GRAS: generalmente considerado seguro
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Hb: hemoglobina

HHI: hipotalamo-hipofisis-interrenal
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deteccion electroquimica

HRPO: enzima peroxidasa de rdbano

HSP30: proteina de choque térmico 30 kDa
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HSP70: proteina de choque térmico 70 kDa

HSP90: proteina de choque térmico 90 kDa

HSPs: proteinas de choque térmico (estrés caldrico)

Ht: hematocrito

IGF: factor de crecimiento similar a la insulina

IGFBPs: proteinas transportadoras del factor de

crecimiento insulinico

IT: isotocina

K: pendiente

kDa: kiloDalton

kg: kilogramo

L: litro

Lac: lactato

LCs,/48 h: concentracion letal 50% a las 48 horas

LCs: concentracion letal 50%.

L-DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina

LH: hormona luteinizante

LO: enzima lactato oxidasa
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Met.: metomidato
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Introduccion

La acuicultura se puede definir como el cultivo de organismos acuéticos,
donde se emplean técnicas con el objetivo de hacer mas eficiente su produccion.
La acuicultura, se remonta a tiempos remotos, tiene una historia de unos 4.000
anos. La primera referencia escrita sobre produccion de peces continentales en
Espana data del afio 1129 cuando, por iniciativa del arzobispo Gelmirez, se
construyé un criadero de peces en Galicia. No obstante, la acuicultura piscicola
industrial inicio6 su desarrollo en 1961 (FAO, 2005).

Durante los ultimos afos la produccion de peces marinos ha experimentado un
crecimiento importante, que se debe fundamentalmente a la dorada Sparus aurata
y a la lubina Dicentrarchus labrax (FAO, 2005). El lenguado (Solea senegalensis)
representa una especie de gran interés para la acuicultura, dado el alto valor
comercial que alcanza entre las especies marinas. Ha sido considerado un
potencial candidato para la acuicultura en Europa desde los anos de 1990 (Engrola
et al., 2007). En 2007 la produccion de lenguado en Espaifia ascendid a 60 Tm, lo
que proporciond una facturacion de 645.000 euros (comercializacion en primera
venta) (Apromar, 2008).

1.1. EL LENGUADO Solea senegalensis KAUP, 1858

El lenguado es un pez teledsteo perteneciente al orden Pleuronectiformes,
familia Soleidae, genero Solea, especie Solea senegalensis Kaup, 1858. Esta
familia engloba un grupo de 89 especies (Nelson, 1994). El lenguado es un pez
plano de cuerpo asimétrico, de forma oval alargada comprimida, con un lado
ciego y con los dos ojos en el lado derecho. La membrana interradial de la aleta
pectoral del lado de los ojos es de color negro (Figura 1). Esta es la principal
caracteristica que lo distingue del lenguado comun (Solea solea), el cual presenta
un punto compacto negro grande en el lado posterior de esta aleta (Desoutter,
1990; Arellano y Sarasquete, 2005).

El lenguado es una especie predominantemente litoral, encontrada en el
atlantico desde el golfo de Vizcaya hasta las costas del Senegal, y también en las
costas del mediterraneo occidental. Es una especie bentonica, que vive en fondos
arenosos o fangosos de la costa y lagos salobres. Se alimenta de pequefios
crustaceos, poliquetos y moluscos bivalvos (Desoutter, 1990; Arellano y
Sarasquete, 2005).

El cultivo del lenguado Solea senegalensis

Bajo condiciones naturales, con proporciones de sexo 1:1 a 1:2 (machos:
hembras), se han registrado puestas naturales desde febrero a mayo, y desde
octubre a diciembre, con una fecundidad media en tormo a los 28.000 huevos por
puesta y kilo de ejemplar hembra (Anguis y Cafiavate, 2005). En estos periodos
las hembras no desovan todos los dias (Dinis et al., 1999), dado que la puesta es
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Introduccion

discontinua durante el ciclo reproductivo (Rodriguez, 1984). Se ha demostrado
que la temperatura ejerce un importante papel sobre el control de la reproduccion
de Solea senegalensis. Asi, en un trabajo reciente, se ha puesto de manifiesto la
relacion existente entre las variaciones de la temperatura, el inicio del desarrollo
gonadal y la produccion de esteroides sexuales (Garcia-Lopez et al., 2006). El
inicio del desove normalmente esta relacionado con un aumento de la temperatura
del agua durante la primavera (Dinis et al., 1999). Dinis et al. (1999) y Anguis y
Cafavate (2005) obtuvieran las mejores tasas de fecundidad con temperaturas
entre 16 y 22 °C.

Figura 1. Vista de un ejemplar de lenguado (Solea senegalensis Kaup, 1858) utilizado en
el presente trabajo de investigacion.

Una vez fertilizados los oocitos (los huevos tienen la capacidad de flotar), su
incubacion normalmente se realiza utilizando tanques cilindro-cénicos (Conceigao
et al., 2007) con una media de 2000 huevos L (Anguis y Cafiavate, 2005). El
tamafio de los huevos ejerce una importante influencia sobre el tamafio de las
larvas al nacer, que presentaran variaciones entre los 2,2 a 2,8 mm (Dinis et al.,
1999). Después de la eclosion, las larvas son almacenadas en tanques con una
densidad media de 60 a 100 larvas L' (Dinis et al., 1999; Cafavate y Fernandez-
Diaz, 1999). Los estadios pré-metamorficos se caracterizan por presentar unas
elevadas tasas de crecimiento y una gran resistencia a las condiciones de cultivo.
A los 12 dias de la eclosion, la metamorfosis esta fuertemente acelerada y las
larvas empiezan a dejar su estilo de vida pelagico (Conceicao et al., 2007);
practicamente la totalidad de la poblacion larvaria es capaz de efectuar la
metamorfosis hacia los 20 - 21 dias de edad (Fernandez-Diaz et al., 2001). Sobre
este periodo de tiempo (18 - 21 dias después de la eclosion) y ya con las larvas
benténicas (Ribeiro et al., 1999), estas son transferidas a tanques de fondo plano
(Dinis et al., 1999) con una densidad de 3000 individuos/m” hasta que finalice el
destete (Canavate y Fernandez-Diaz, 1999; Conceicao et al., 2007). La edad para
el destete (retirada del alimento vivo) difiere entre los autores y las mas utilizadas
estan comprendidas entre los 50 y 60 dias desde la eclosion (Cafiavate, 2007). A
partir de este momento los lenguados seran alimentados con dietas inertes. En
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Introduccion

general se aplican dos estrategias alimentarias para adaptar el lenguado a dicha
dieta: 1) un destete repentino, se cambia repentinamente a una dieta inerte, o i1) un
destete en co-alimentacion con metanauplios de artemia, donde la cantidad
relativa de artemia y dieta inerte se cambian gradualmente de manera inversa
hasta conseguir una dieta inerte al 100% (Conceigao et al., 2007). A partir de este
momento entramos en la fase de engorde del Solea senegalensis, que utilizando
una alimentacion a base de pienso permite alcanzar ejemplares con peso medio de
456 g en un afo de cultivo (Dinis et al., 1999; Olmedo et al., 2003; Rodriguez y
Souto, 2003).

1.2. EL ESTRES EN PECES

El mantenimiento del estado de equilibrio fisiologico (homeostasis) es
fundamental para la supervivencia de un organismo. No obstante, la estabilidad de
este equilibrio se encuentra amenazada continuamente tanto por perturbaciones
intrinsecas al propio organismo como por variaciones provenientes del
medioambiente (Lacoste, 2001). Fue Selye, en 1936, quien introdujo el término
estrés (Stress) para referirse al estado en el cual se encuentra un organismo cuando
tiene que hacer frente a perturbaciones que amenazan su homeostasis. Para evitar
ambigiiedades en la terminologia, se utilizaran los términos factor de estrés o
agente estresante (Stressor) para definir las perturbaciones que se aplican a un
organismo, y la respuesta al estrés (Stress response) para definir al amplio
conjunto de las respuestas necesarias para mantener o restablecer la homeostasis.
De este modo, se puede definir el estrés como un estado de desequilibrio
fisiologico provocado por un agente estresante, que pone en marcha las respuestas
de estrés (Lacoste, 2001). Por tanto, el estrés es la condicion en la que el
equilibrio dinamico del organismo animal, la homeostasis, es perturbado o
amenazado como consecuencia de la accion de estimulos externos o internos, los
denominados agentes estresantes (Chrousos y Gold, 1992).

Dependiendo de su intensidad y duracion el estrés puede clasificarse en agudo
y crénico: 1) el estrés agudo o letal se produce como respuesta a perturbaciones de
corta duracion, como por ejemplo cambios radicales en los factores ambientales, y
i1) el estrés cronico o subletal, es la consecuencia de exposiciones continuas o
periddicas a bajos niveles de agentes causantes de estrés (Ocampo y Camberos,
1999). No obstante, no todos los estimulos estresantes son perjudiciales para el
animal, si no todo lo contrario. En muchos casos estimulos estresantes, como
pueden ser el hambre y/o la sed, son fundamentales para el mantenimiento de la
homeostasis y por tanto de la supervivencia (Breazile, 1988). Segun este autor se
pueden identificar tres grados de estrés (factores de estrés): 1) el euestrés, se asocia
a los estimulos que no son prejudiciales y que inician respuestas beneficiosas para
el animal, necesarias para mantener su homeostasis, ii) el neutralestrés, se asocia a
estimulos que no son dafiinos por si mismos y que inician una serie de respuestas
neutras, ni dafiinas ni beneficiosas para el animal. Son estimulos que dan origen a
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respuestas fisioldgicas o bioquimicas situadas dentro de los limites normales de
variacion, y iii) el disestrés, se asocia a estimulos que pueden ser o no ser dafiinos
por si mismos, pero que llegan a producir respuestas que alteran el equilibrio
fisiolégico o el comportamiento del animal. Las respuestas a este tipo de
estimulos tienen la capacidad de producir alteraciones endocrinoldgicas,
neuroldgicas y patologicas en organos y tejidos, contribuyendo a los procesos
patogénicos de las enfermedades. La amplificacion (intensidad y duracion) de los
estimulos identificados como euestrés, puede llevar a convertirlos en estimulos
identificados como disestrés.

Tanto en la naturaleza como en condiciones artificiales, como puede ser la
acuicultura, los peces estan continuamente expuestos y sometidos a multiples
agentes estresantes. Concretamente en la acuicultura, donde se trata de reproducir
artificialmente las condiciones de la naturaleza, los cambios fisioldgicos que
ocurren en respuesta a las nuevas condiciones pueden provocar estrés y como
consecuencia una disminucién en el rendimiento del animal. Por esta razon, el
estrés es uno de los problemas mds importantes que afectan a la produccion
piscicola, dado que en la acuicultura intensiva son muchas las practicas o factores
que pueden ocasionarlo: la manipulacidon, seleccion, transporte y vacunacion
(Strange et al., 1977; Pickering et al., 1982; Thomas y Robertson, 1991; Iwama et
al., 2004a), el ambiente (Smart, 1981; Pickering, 1993; Roche y Bogé, 1996), la
densidad del cultivo/confinamiento (Vijayan y Leatherland, 1990; Montero et al.,
1999; Binuramesh et al., 2005). El estrés provocado por estas préacticas o por otros
factores, induce una serie de respuestas fisiologicas en los peces, que
normalmente involucran a todos los niveles de la organizacion animal, y que son
colectivamente llamadas respuestas integradas del estrés (Wendelaar Bonga,
1997). Generalmente el estrés no va a ocasionar la muerte del pez, pero si va a
incidir negativamente en diferentes aspectos de su biologia como el crecimiento,
la reproduccion o el sistema inmunitario (Sanchez-Muros y Goémez-Milan, 2001).

De un modo general, las respuestas de los peces al estrés son similares a las
observadas en los mamiferos (Barton e Iwama, 1991). No obstante, en los peces
existen aspectos diferenciales como pueden ser el tiempo de las respuestas y/o la
influencia de parametros medioambientales como la temperatura (Flores
Quintana, 2002).

De un modo resumido, los mecanismos a través de los cuales los agentes
estresantes inducen una respuesta estan mediados fundamentalmente por la
activacion del sistema simpatico-células cromafines y del eje hipotadlamo-
hipofisis-interrenal (HHI), con la consiguiente liberacion de las hormonas,
catecolaminas y cortisol, respectivamente.
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Agentes causantes de estrés

Los distintos tipos de agentes causantes de estrés a los que pueden estar
sometidos los peces en su medio natural se podrian resumir en los siguientes
apartados: 1) agentes estresantes fisicos que inciden directamente sobre los peces.
Los méas importantes son la temperatura, la concentracion de oxigeno y el pH del
agua, ii) los estresantes sociales, como la migracion o el cortejo reproductivo, iii)
los agentes estresantes fisicos que no implican contacto, como la vision, el sonido,
o sustancias quimicas provenientes del agente estresante (ej. un depredador) y iv)
las sefiales de alarma que proceden de peces estresados (por agentes estresantes de
tipo 1 o 11). Por ejemplo, se sabe que diversas sustancias de alarma producidas por
un pez en respuesta a la presencia de un depredador, actian sobre conespecificos
que no perciben directamente a dicho depredador (Moreira y Volpato, 2004).

No obstante, cuando hablamos de animales en cultivo, es conveniente
redefinir ligeramente esta amplia relacion de agentes causantes de estrés que son
inherentes a la propia biologia y medioambiente del animal, y asi también cabe
citar a: 1) las condiciones de cultivo no adecuadas, tanto en el aspecto de las
caracteristicas fisico-quimicas del agua, como en el ambiente bioldgico (densidad,
relaciones sociales, etc.), i1) la calidad de las aguas desde el punto de vista de la
presencia de contaminantes, iii) el manejo y manipulacion de los animales que
tienen lugar en las multiples practicas del cultivo y 1v) Una alimentacion
inadecuada (Sadnchez-Muros y Gémez-Milan, 2001).

Respuestas fisioldgicas al estrés

Una vez que los estimulos estresantes han comprometido la homeostasis del
animal, éste reacciona con una serie de respuestas de adaptacion que le permitiran
enfrentarse a las alteraciones de su equilibrio interno y asi poder mantener o
recuperar su homeostasis. Si esto no fuera posible tendria lugar una inadaptacion
que comprometeria su rendimiento y supervivencia. Este conjunto de respuestas
presentan una serie de caracteristicas comunes: transcurren de un modo secuencial
y estan reguladas conjuntamente por el sistema nervioso y el sistema endocrino
(Schreck et al., 2001). La activacion inicial de estos dos sistemas da lugar a la
liberaciéon de las hormonas del estrés (las catecolaminas y el cortisol), que
actuaran para atenuar los efectos del mismo. Por conveniencia las respuestas al
estrés han sido clasificadas en primarias, secundarias y terciarias (Mazeaud et al.,
1977; Wedemeyer et al., 1981,1990) (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama con los principales componentes neuroendocrinos de las respuestas
integradas de estrés. Acetilcolina (ACh), hormona liberadora de corticotrofina (CRH),
hormona adrenocorticotréfica (ACTH), neuropéptido Y (NPY), hormona concentradora
de melanina (MCH), dopamina (DA), hormona liberadora de la tirotrofina (TRH),
hormona estimuladora de los melanocitos (a-MSH), arginina vasotocina (AVT), isotocina
(IT), B-endorfina (B-END), afecta negativamente (W), estimulo negativo (—), estimulo
positivo (+).

Las respuestas primarias o de alarma implican inicialmente la percepcion de
un estimulo estresante. Son de naturaleza neuroendocrina y conllevan la liberacion
de las catecolaminas y glucocorticoides (cortisol) a la circulacion (Wendelaar
Bonga, 1997; Reid et al., 1998; Barton, 2002). Dentro de las respuestas primarias
hay una primera fase de actuacion inmediata con la activacion del eje sistema
nervioso simpatico-células cromafines y la liberacion de catecolaminas. La
segunda fase es mas retardada y se asocia con la activacion del eje hipotalamo-
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hipofisis-interrenal (HHI) y la liberacion de cortisol desde las células interrenales
(Donaldson, 1981; Sumpter, 1997; Schreck et al., 2001).

Las respuestas secundarias son la consecuencia directa de la liberacion de las
catecolaminas y el cortisol, reflejando las alteraciones inducidas por estas
hormonas en los diferentes 6rganos del pez. Los cambios promovidos por estas
hormonas se podrian resumir en dos aspectos fundamentales: i) en los cambios
que tienen lugar en el sistema circulatorio, respiratorio y en la osmorregulacion, y
i1) en la movilizacién de los sustratos energéticos. Ademas de estas alteraciones
también tienen lugar cambios en la secrecion de diversas hormonas (hipofisarias y
tiroideas) y en la actividad de diversos sistemas de neurotransmision cerebral,
como el serotoninérgico y el dopaminérgico (Mazeaud y Mazeaud, 1981;
Mommsen et al., 1999; FSBI, 2002; Barton, 2002).

Las respuestas terciarias surgen como una consecuencia de mantener
cronicamente los cambios que tienen lugar durante las respuestas secundarias.
Cuando la accion de algunos agentes estresantes es prolongada o repetitiva
(situacidén que puede tener lugar en los cultivos intensivos) existe una constante
perturbacion de la homeostasis. Esta perturbacién es la que finalmente puede
producir una disminucién del rendimiento animal que afecta negativamente a la
reproduccion, al crecimiento y al estado inmunitario, pudiendo llegar a disminuir
sus probabilidades de supervivencia. Estas respuestas terciarias se reflejan tanto a
nivel individual como de la poblacion (Wedemeyer et al., 1990; Wendelaar
Bonga, 1997; Barton, 2002).

Finalmente indicar, que no se puede hablar de respuestas uniformes y
estereotipadas, dado que diferentes tipos de estrés pueden generar diferentes
respuestas, muchas veces no comparables. Ademas hay que tener en cuenta que el
sistema nervioso central (SNC) puede responder de diferentes maneras, incluso
frente a un mismo tipo de estimulo, dependiendo de las condiciones ambientales,
el estado nutricional, la etapa de desarrollo o el estado reproductivo en el que se
encuentra el animal (Flores Quintana, 2002; Guerriero y Ciarcia, 2006).

Respuestas al estrés a nivel celular

Ademads de las respuestas fisiologicas al estrés ya indicadas, también se
producen respuestas a nivel celular. Una caracteristica comun de estas respuestas
es el incremento en la sintesis de algunas proteinas, denominadas proteinas de
estrés. Entre ellas se encuentran las metalotioneinas, las proteinas hemo-
oxigenadas, las proteinas de fase aguda (acute phase protein) y las proteinas de
choque térmico HSPs (heat shock proteins), siendo estas ultimas las mas
estudiadas. En los peces las HSPs ya se expresan desde los primeros estadios
larvales del desarrollo, aunque su capacidad de induccion puede variar de acuerdo
con la especie, tejido, estadio de desarrollo, el tipo de proteina HSP, las
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condiciones de cultivo, la estacion y el factor de estrés (Deane y Woo, 2003;
Iwama et al., 2004b; Sol¢ et al., 2004).

Algunas HSPs pueden ser inducidas por el estrés, y estas responden a una gran
variedad de factores. Asi por ejemplo, se ha observado que en los peces expuestos
a una hipertermia se incrementan los niveles de las diferentes familias de
proteinas HSPs (Iwama et al., 2004b). Estos incrementos mejoraran la termo-
tolerancia a posteriores exposiciones a temperaturas elevadas (Thomas, 1990),
protegiendo de este modo a los animales contra las consecuencias citotoxicas de la
desnaturalizacion (Zarate y Bradley, 2003). También, se sabe que una amplia
variedad de factores estresantes abidticos (estrés osmotico, metales pesados,
efluentes industriales, pesticidas e hidrocarburos aromaticos) y bidticos (presencia
de depredadores y exposicion a organismos patogenos) pueden inducir un
incremento en la expresion de las proteinas de choque térmico (Iwama et al.,
1998; Feder y Hofmann, 1999; Basu et al., 2002). Por esta razén se ha sugerido
que estas proteinas podrian ser usadas como biomarcadores de estrés ambiental en
peces (Iwama et al., 1999). No obstante, existen trabajos que no permiten
generalizar esta posibilidad. Se ha observado que diferentes tipos de estrés ligados
al cultivo de peces, como el estrés de manipulacion en Oncorhynchus mykiss
(Vijayan et al., 1997b; Washburn et al., 2002) o la exposicion a anestésicos,
formalina, hipoxia, hiperoxia, estrés de captura, estrés de aglomeracion, ayuno o
estrés por disminucion de temperatura en Salmo salar (Zarate y Bradley, 2003),
no afectan a la expresion de las HSP60, HSP70, HSP90 musculares, branquiales,
hepaticas y del corazon, o de las HSP30, HSP70, HSP90 branquiales,
respectivamente. Igualmente se ha observado que en el Trematurus bernacchii, un
teledsteo estenotérmico antartico, el estrés térmico no fue capaz de inducir las
HSP70 (Hofmann et al., 2000). En resumen se puede indicar que hasta el
momento no existen suficientes datos que nos permitan generalizar el uso de
HSPs como marcadores de estrés en los peces (Feder y Hofmann, 1999; Iwama et
al., 2004b).

Eje hipotalamo-simpatico-células cromafines

En los peces, al igual que en los mamiferos, la secrecion de las catecolaminas
hacia la circulacion sanguinea es una respuesta inmediata al estrés agudo (Reid et
al., 1998), de modo que el incremento de sus niveles en sangre tiene lugar muy
rapidamente (Mazeaud y Mazeaud, 1981), mucho més que para el cortisol (Barton
e Iwama, 1991; Barton, 2002). Situaciones de estrés como pueden ser la hipoxia,
manipulacion, captura, transporte o estrés térmico provocan un rapido incremento
de las catecolaminas en la sangre (Mazeaud et al., 1977). Su accion
hiperglucemiante tendra como mision la de preparar al organismo frente a un
aumento de la demanda energética, que sera necesaria para el mantenimiento de
las funciones vitales. Para ello incrementard la movilizacion de la glucosa, a
través de la estimulacion de la glucogenolisis y de la gluconeogénesis, desde sus
depdsitos de reserva hepaticos (Iwama et al., 2004a).
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En los peces teledsteos las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) se
sintetizan en el tejido cromafin que se encuentra disperso, en grupos celulares o
individualmente, en la zona cefalica del riion (Perry et al., 1991; Reid et al.,
1996,1998), particularmente revistiendo las paredes de los principales vasos
(Mazeaud y Mazeaud, 1981). Su liberacion desde las células cromafines se
encuentra bajo el control del sistema nervioso simpético, estando por tanto
inervadas estas células por fibras colinérgicas preganglionares. Su estimulacion
induce la liberacion del neurotransmisor acetilcolina (ACh), que al actuar sobre
los receptores colinérgicos (nicotinicos y muscarinicos) presentes en la membrana
de las células cromafines inducen la liberacion de las catecolaminas a la sangre
(Mazeaud y Mazeaud, 1981; Perry et al., 1991). No obstante en la trucha arco iris,
tanto la ACTH, como la serotonina (SHT) y otros mediadores también pueden
estar implicados en el control de la secrecion de catecolaminas (Reid et al., 1998;
Tubio et al., 2002).

En el higado de diferentes especies de peces se ha demostrado que el efecto
hiperglucémico de las catecolaminas es el resultado final de su accion sobre los
receptores P-adrenérgicos, aunque hay estudios que sefialan también la presencia
de receptores a-adrenérgicos mediando su accion (Wendelaar Bonga, 1997).
Durante el estrés cronico el papel de las catecolaminas en la homeostasis de la
glucosa no parece ser tan evidente, y en este caso, el incremento de los niveles de
glucosa parece ser dependiente de la accion del cortisol (Pankhurst y Van der
Kraak, 1997).

Eje hipotalamo-hipofisis-interrenal (HHI)

La activacion del eje HHI forma parte integral de las respuestas primarias al
estrés en peces. Frente a un estimulo estresante agudo los niveles plasmaticos de
la ACTH se incrementan en pocos minutos, provocando una rapida elevacion de
los niveles circulantes del cortisol, que persisten durante horas. Sus niveles
basales se suelen recuperar hacia las 24 horas. Por el contrario, cuando un pez es
sometido a un estrés cronico los niveles del cortisol permanecen elevados durante
dias o semanas, aunque bajo condiciones de estrés muy continuado los niveles del
cortisol pueden llegar a retornar hacia valores normales.

El eje HHI es quien controla la secrecion del cortisol desde las células
interrenales (Donaldson, 1981), células que se encuentran dispersas en la region
cefalica del rifidon en estrecha proximidad con las células cromafines (Reid et al.,
1996). La regulacion de la secrecion del cortisol comienza con la liberacion
hipotaldmica de la hormona liberadora de la corticotrofina (CRH) que controla
mayoritariamente la secrecion hipofisaria de la hormona adrenocorticotrofica
(ACTH). Una vez que la ACTH es liberada hacia el torrente sanguineo llega hasta
las células interrenales donde su principal funcion va a ser la de controlar la
sintesis y secrecion del cortisol (Mommsen et al., 1999). No obstante, en el
control de la secrecion hipofisaria de la ACTH también pueden intervenir otras
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substancias. Por un lado la arginina vasotocina (AVT), la isotocina (IT), las
angiotensinas [ y II, las urotensinas y el neuropeptido Y (NPY) con una
modulacion positiva (Fryer, 1989; Pierson et al., 1996; Kelsall y Balment, 1998;
Gilchriest et al., 2000). Por otro lado encontramos la hormona concentradora de la
melanina (MCH) (Green et al., 1991; Gilchriest et al., 2001) y la dopamina (DA)
(Olivereau et al., 1988; Flik et al., 2006) con una modulacién negativa. También
se ha indicado que un ligero bloqueo dopaminérgico de las células productoras de
ACTH es fundamental en el papel estimulador de la CRH (Flik et al., 2006).

En los teledsteos el control de la secrecion del cortisol es aun mas complejo
dado que, a parte del control hipofisario por parte de la ACTH, la hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH) también estimula su secrecion. Ademas
en ambos casos la B-endorfina puede actuar como un factor potenciador de sus
acciones. A su vez, la secrecion hipofisaria de la a-MSH se encuentra bajo un
doble control hipotaldmico: 1) positivo por parte de la TRH, el NPY y la CRH, y
11) negativo por parte de la MCH y de altas concentraciones de DA (Wendelaar
Bonga, 1997; Sumpter, 1997).

Por tltimo, el cortisol circulante, el corticosteroide més abundante y activo en
la sangre de los peces (Van der Boon et al., 1991; Guerriero y Ciarcia, 2006),
puede actuar sobre el hipotalamo, la hipofisis o la propia glandula interrenal. A
través de una retroalimentacion negativa, el cortisol circulante puede modular la
secrecion de la ACTH y de la a-MSH, y consecuentemente su sintesis y secrecion
(Van der Boon et al., 1991; Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999).
Existen estudios que demuestran que a nivel hipotalamico el cortisol reduce los
niveles del mRNA de la CRH en Carassius auratus (Bernier et al., 1999, 2004), y
de la CRH y del mRNA del NPY en Oncorhynchus mykiss (Doyon et al., 2006).

Entre un 30 y un 55% del cortisol secretado a la sangre desde el tejido
interrenal se encuentra ligado reversiblemente a una glucoproteina (a-globulina)
plasmatica, siendo sélo la fraccion libre del cortisol la que es fisiologicamente
activa. De este modo, las alteraciones de la concentracion de estas a-globulinas
pueden controlar indirectamente la concentracion del cortisol libre en sangre.
Ademas la unioén a dicha glucoproteina protege al cortisol de su inactivacion en el
higado (Van der Boon et al., 1991; Mommsen et al., 1999). Una vez que el
cortisol libre penetra en las células diana se une a un receptor nuclear. A
continuaciéon el complejo cortisol-receptor se unird a una diana molecular del
DNA, modulando la transcripciéon génica de RNA mensajeros especificos. La
induccion de esta sintesis de RNAs mensajeros tiene como consecuencia la
sintesis de muchas clases de enzimas, que finalmente determinaran el efecto de la
hormona (Van der Boon et al., 1991). En los peces, el higado, las branquias, y el
intestino, son importantes tejidos diana sobre los que va a actuar el cortisol. En
circunstancias de estrés cronico con unos niveles elevados de cortisol durante dias
o semanas, se detectaron variaciones de los mecanismos de aclaramiento
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plasmatico y una disminuciéon del numero de receptores para el cortisol
(Pickering, 1990).

La magnitud de la liberacion del cortisol puede variar ampliamente
dependiendo de diversas circunstancias, como pueden ser: el tipo de estrés
(Donaldson, 1981), la especie (Pickering y Pottinger, 1989), el ritmo diario
(Spieler, 1979), la estacion y/o el grado de madurez sexual (Pickering y Christie,
1981). En cualquier caso, la estima de sus niveles plasmaticos es uno de los
indicadores de estrés mas ampliamente utilizados en los peces (Mommsen et. al.,

1999).

En los peces se puede decir que el cortisol opera generalmente como una
hormona hiperglicémica. Para ello, estimula la movilizacion de los aminoécidos
plasmaticos (inhibe la sintesis y estimula el catabolismo de las proteinas) y su
conversion a glucosa a través de la gluconeogénesis. En algunas circunstancias
también se puede hacer uso del lactato y del glicerol como sustratos
gluconeogénicos (Van der Boon et al., 1991; Mommsen et al., 1999). EI cortisol
incrementa la tasa gluconeogénica hepatica al estimular la actividad de las
enzimas claves como la glucosa 6-fosfatasa, la fosfoenol piruvato carboxiquinasa
(PEPCK) y la fructosa 1,6 bisfosfatasa. No obstante, la exposicion a niveles
elevados de cortisol no siempre se traduce en una hiperglucemia, dado que
también se han detectado casos en los que puede disminuir o no producir ningin
efecto sobre los niveles de la glucosa plasmadtica y del glucégeno hepatico
(Mommsen et al., 1999; De Boeck et al., 2001). Segun ciertos autores la ausencia
de efectos sobre la glucemia podria ser el resultado de su elevada utilizacion
(Mommsen et al., 1999); mientras que para otros autores los efectos
hiperglicemicos del cortisol podrian justificarse por su baja utilizacion en los
tejidos periféricos (Van der Boon et al., 1991).

Crecimiento y estrés

En los peces una de las consecuencias tipicas del estrés es la reduccion de la
tasa del crecimiento. Se sabe que cuando la accion del estimulo estresante es
duradera y supera la capacidad de adaptacion del animal, la energia disponible
para el crecimiento deriva casi en su totalidad hacia la restauracion del equilibrio
homeostatico (Pickering, 1990; Pankhurst y Van der Kraak, 1997).

La regulacion del crecimiento somatico y de los fendmenos metabolicos
asociados, se encuentra bajo el control de multiples sistemas endocrinos (Sumpter,
1992). En los peces las hormonas que influyen en el crecimiento se pueden dividir
en dos grandes grupos, el de las hormonas anabolicas (la GH -hormona del
crecimiento-, los esteroides gonadales, las hormonas tiroideas y la insulina) y el
de las hormonas catabdlicas (el cortisol y las catecolaminas) (Pickering, 1990;
Pankhurst y Van der Kraak, 1997) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama simplificado del eje endocrino regulador del crecimiento en el que se
ubican los posibles niveles de accion supresora del cortisol. Serotonina (5HT),
noradrenalina (NA), hormona del crecimiento (GH), somatostatina (SRIF), Hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH), hormona estimulante de la tiroides
(TSH), gonadotrofina (GtH), tiroxina (T4), triyodotironina (T3), testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT), proteinas transportadoras del factor de crecimiento insulinico
(IGFBPs), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), dopamina (DA), polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP), hormona liberadora de tirotrofina (TRH), neuropeptido Y
(NPY), hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), colecistoquinina (CCK), estimulo
negativo (-), estimulo positivo (+), disminucion (W) y aumento () de los niveles,
receptor de la hormona del crecimiento (R), disminucion de la sensibilidad de los
receptores de la hormona del crecimiento (*).

La hormona del crecimiento (GH) es sintetizada en las células somatotropas
de la adenohipodfisis (Mommsen, 2001; Bjornsson et al., 2002) y su regulacion se
encuentra bajo un control estimulador por parte de la hormona liberadora de la
hormona del crecimiento (GHRH) y de uno inhibidor por parte de Ia
somatostatina (SRIF) (Pankhurst y Van der Kraak, 1997; Bjornsson et al., 2002).
No obstante, ademas de este control, la liberacion de la GH también se encuentra
bajo la accion moduladora mediada por numerosos factores estimulantes como la
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DA, galanina, bombesina, neurotensinas, glucagon, B-endorfinas, polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP), hormona liberadora de tirotrofina (TRH), el
neuropeptido Y (NPY), la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la
colecistoquinina (CCK), o inhibidores como el glutamato, serotonina o la
noradrenalina (Janz y Weber, 2000; Flores Quintana, 2002). Una vez liberada, la
funcion primaria de la GH es la de promover el crecimiento somatico directa o
indirectamente. Mayoritariamente su efecto lo ejerce de un modo indirecto al
estimular la sintesis hepatica de los factores de crecimiento similares a la insulina
(IGF-I o IGF-II) y su liberacion hacia los tejidos, donde promoveran el
crecimiento y la diferenciacion celular (Duan, 1997; Janz y Weber, 2000;
Mommsen, 2001; Arsenault et al., 2004).

En peces sometidos a diferentes situaciones de estrés existe una clara
alteracion de los niveles de la GH. En condiciones de estrés agudo se han indicado
tanto aumentos en Carassius auratus y Oncorhynchus mykiss (Cook y Peter,
1984; Takahashi et al., 1991), como disminuciones en Oncorhynchus mykiss y
Oreochromis niloticus, de los niveles circulantes de GH (Pickering, 1990;
Pickering et al., 1991; Farbridge y Leatherland, 1992; Auperin et al., 1997). Con
respecto a unas condiciones de estrés cronico la respuesta mas comun parece ser
un incremento de los niveles de la GH (Pickering, 1990; Pickering et al., 1991).
Cuando se relacionan estos dos parametros, estrés y GH, con la tasa de
crecimiento, existe bastante uniformidad en los resultados. Asi se ha observado
que tanto en Oncorhynchus mykiss como en Salmo salar sometidos a condiciones
de estrés, agudo o cronico, se encontraron niveles elevados de la GH plasmaética y
una disminucién en la tasa de crecimiento (Pickering et al., 1991; McCormick et
al., 1998).

Parece evidente que parte del efecto inhibidor del estrés sobre el crecimiento
esta mediado a través de la accion del cortisol sobre el eje GH-IGF. Se ha
observado que el cortisol disminuye la expresion hepatica del mRNA-IGF-I y de
los niveles plasmaticos de la IGF-I, lo que parece indicar que el cortisol ejerce una
accion desensibilizadora de los receptores hepaticos de la GH (Thissen et al.,
1994, 1999; Kajimura et al., 2003; Pierce et al., 2005). Ademas de estos efectos
directos del cortisol, hay que considerar un posible efecto secundario mediado por
la inhibicion de la ingesta, dado que tanto la caida de los niveles del IGF-I como
la de la tasa de crecimiento se han relacionado con una inhibiciéon de ésta
(Moriyama et al., 1994; Pérez-Sanchez y Le Bail, 1999; Aas-Hansen et al., 2003).
Aunque en los ultimos afios surgieron algunos trabajos que contradicen la relacion
negativa entre estrés e ingesta (Bernier et al., 2004; Liebert y Schreck, 2006), la
inhibicion de la ingesta es una de las respuestas mas tipicas de los peces
sometidos a condiciones de estrés (Wendelaar Bonga, 1997; Schreck et al., 1997).

Entre las otras hormonas anabolicas sobre las que puede actuar el estrés y/o el
cortisol para inhibir el crecimiento citaremos inicialmente las hormonas tiroideas
tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). Estas hormonas modulan positivamente la
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secrecion de GH y la respuesta celular a los IGFs (Sumpter, 1992), por lo que las
modificaciones de sus niveles circulantes pueden alterar el crecimiento (Pickering,
1990, 1993; Pankhurst y Van der Kraak, 1997). De un modo general se ha
observado que el estrés o el tratamiento con cortisol disminuyen los niveles de T4
y/o T3 en diferentes especies de peces (Brown et al., 1984; Redding et al., 1986;
Brown et al., 1989; Vijayan y Leatherland, 1989; Vijayan et al., 1990; Brown et
al., 1991). El origen de parte de estos efectos puede ser el hecho de que el cortisol
aumenta la actividad de los mecanismos de eliminaciéon plasmatica de la T3
(Brown et al., 1991). No obstante y dado que el ayuno disminuye la produccion de
hormonas tiroideas (Higgs et al., 1982), la disminucion de sus niveles también
podria ser, en parte, consecuencia de la inhibicion de la ingesta inducida por el
estrés. Las otras hormonas anabdlicas a tratar son los esteroides gonadales,
fundamentalmente los androgenos (testosterona y 11-cetotestosterona), que tienen
un potente efecto promotor del crecimiento principalmente durante la fase inicial
de la maduracion sexual (Pickering, 1990; Sumpter, 1992; Wendelaar Bonga,
1997). Este efecto positivo de los androgenos es suprimido como consecuencia
del efecto inhibidor del estrés sobre la reproduccion (Pankhurst y Van der Kraak,
1997). Finalmente, también se ha indicado que la accion inhibidora del cortisol
sobre el crecimiento puede ser consecuencia de sus efectos sobre los niveles
plasmaticos de metabolitos que pueden actuar en el cerebro como seiales
inhibidoras de la ingesta, como pueden ser el incremento de los niveles de
aminodcidos o de glucosa (Gregory y Wood, 1999). No obstante, estudios mas
recientes parecen eliminar la opcion de la glucosa (Ruibal et al., 2002; Soengas y
Aldegunde, 2004).

En resumen se puede indicar que la inhibicion del crecimiento que se observa
en condiciones de estrés es consecuencia de las acciones del cortisol en diferentes
niveles. Por un lado una accidn directa actuando sobre el eje GH-IGF, y por el
otro, sus acciones indirectas al actuar sobre otras hormonas (tiroideas y
andrégenos) promotoras del crecimiento y sobre el control de la ingesta.

Reproduccion y estrés

La disfuncion de la reproduccion es un problema comun a las diferentes
especies de peces sometidas a cualquier tipo de estrés. Se sabe que este puede
desajustar el balance hormonal necesario para un funcionamiento correcto de la
funcion reproductiva. Asi por ejemplo, en hembras se ha comprobado la
existencia de un retardo en la maduracion ovocitaria, una vitelogénesis
incompleta, una inhibiciéon de la ovulacién y puesta y/o una atresia folicular
acelerada. En los machos también se han observado alteraciones en la
reproduccion tales como retardos en el desarrollo espermatogénico, inhibicion de
la espermiacion y la presencia de esperma de baja densidad (Pankhurst y Van der
Kraak, 1997; Pottinger, 1999; Zohar y Mylonas, 2001; Goos y Consten, 2002;
Castranova et al., 2005). Tales efectos y su intensidad pueden variar dependiendo
de la especie, del estado de maduracion gonadal y de los diferentes grados de
tolerancia al estrés (Schreck et al., 2001).
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A pesar de la gran variedad de estrategias reproductivas de los peces y de que
los conocimientos actuales surgen de los estudios desarrollados sobre unas pocas
especies, todos los datos apuntan de un modo general a que la regulacion
hormonal de la reproduccion sigue el esquema observado en otros vertebrados
(Figura 4). De este modo, todos los cambios gonadales asociados a los ciclos
reproductivos de los peces dependen de la accidon coordinada de varias hormonas
que se encuentran bajo el control del eje cerebro-hipofisis-gonadas. En un nivel
superior, la reproduccion se encuentra bajo un control doble: uno dominante y
estimulador ejercido por la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y
otro inhibidor ejercido por la dopamina (DA). A su vez las gonadotrofinas
hipofisarias GtH-I (vitelogénica) y la GtH-II (maduracional) son las que controlan
directamente la funcion testicular y ovarica, a nivel del desarrollo gametogénico y
de la sintesis y secrecion de los esteroides gonadales. Finalmente, los esteroides
gonadales son capaces de regular el eje reproductivo mediante un proceso de
retroalimentacion negativa sobre la propia gonada, el hipotdlamo y/o la hipofisis.

Actualmente se sabe que el efecto inhibidor del estrés sobre la reproduccion es
consecuencia de su accion sobre el funcionamiento del eje cerebro-hipofisis-
gonadas. No obstante aun no estan claramente definidos los niveles del eje
reproductivo (hipotdlamo, hipofisis o gonadas) sobre los que el estrés ejerce su
efecto supresor. Aunque, al igual que en el caso del crecimiento, el cortisol
también va a ser el factor principal que mediard la accion inhibidora del estrés,
actuando, en este caso, de un modo negativo en practicamente todos los niveles
del eje neuroendocrino que controla la reproduccion.

Efectos del estrés y/o cortisol sobre el hipotalamo e hipofisis

Tal y como se ha indicado, tanto la GnRH como la DA juegan un papel
primordial en la regulacion de la secrecion de las gonadotrofinas hipofisarias. No
obstante, solo existen algunos trabajos que, directa o indirectamente, relacionan la
supresion de la sintesis y/o liberacion de la GnRH con los efectos del estrés sobre
la reproduccion. Asi se ha observado que la implantacion crénica de cortisol
disminuye los niveles de la GnRH hipotalamica en la carpa (Cyprinus carpio)
(Consten et al., 2001; Goos y Consten, 2002) y que las alteraciones del estatus
social, inductoras de estrés, modifican la expresion de la GnRH en machos y en
hembras de Astatotilapia burtoni (White et al., 2002; Parikh et al., 2006). Una
accion mas directa se ha comprobado en la dorada (Sparus aurata) donde se ha
demostrado que el bloqueo de la maduracion ovocitaria y de la ovulacion por el
estrés, esta asociado a la inhibicion de la liberacion de la GnRH (Zohar et al.,
1995; Zohar y Mylonas, 2001). Esta inhibicion podria estar mediada por diversos
neuromoduladores (AVP, ACTH, opioides y CRH) (Flores Quintana, 2002), o
neurotransmisores como la dopamina (Lepage et al., 2000; @Qverli et al., 2001,
2005) y la serotonina (Mancebo et al., 2005), que se sabe controlan su liberacion y
estan alterados durante el estrés.
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A un nivel inferior, tanto una exposicion crénica al estrés como tratamientos
con cortisol, también pueden alterar la reproduccion al disminuir los niveles de la
GtH hipofisaria y/o plasmatica. No obstante, hay que indicar que los trabajos que
han estudiado los efectos del estrés sobre los niveles de las gonadotrofinas
hipofisarias o plasmaticas han dado lugar a resultados diferentes dependiendo de
multiples variables. De un modo general, parece ser que la consecuencia de un
estrés prolongado, en Catostomus commersoni (Stacey et al., 1984) y en la trucha
arco iris (Zohar, 1980), es la caida de los niveles plasmaticos de la GtH. Sin
embargo en hembras de trucha arco iris sexualmente maduras no parece ser que el
estrés cronico altere los niveles plasmaticos de la GtH maduracional (Pankhurst y
Van der Kraak, 2000). Por el contrario, el efecto del estrés agudo en machos de la
trucha marrén (Salmo trutta) es un incremento de los niveles plasmaticos de la
GtH (Pickering et al., 1987; Sumpter et al., 1987). Con respecto a los tratamientos
con cortisol, los resultados coinciden de un modo general con lo observado
después de un estrés prolongado. Tanto en la trucha marrén, como en la trucha
arco iris y en la carpa, los tratamientos con cortisol inducen una caida de los
niveles de la GtH hipofisaria y plasmatica (Carragher et al., 1989; Consten et al.,
2002) y de su secrecion desde la hipofisis (Carragher y Sumpter, 1990a,1990b;
Consten et al., 2001).

Efectos del estrés y/o cortisol sobre los esteroides gonadales

La actividad de las gonadas femeninas estd controlada principalmente por las
gonadotrofinas hipofisarias (GtHs), que al actuar sobre las células de la teca
inician el proceso de sintesis de las hormonas esteroideas. Durante el crecimiento
ovocitario (vitelogénesis) es cuando se encuentran los niveles plasmaticos mas
elevados del 17B-estradiol, la hormona encargada de inducir la sintesis hepatica de
la vitelogenina. La regulacion de la sintesis y secrecion de esta hormona
esteroidea esta bajo control de la GtH-I (FSH), que inicia su produccion al activar
la sintesis de testosterona en las células de la teca. Posteriormente esta difunde a
las células de la granulosa donde es convertida a 17B-estradiol. Finalizada la
vitelogénesis los ovocitos entran en la etapa final de maduracion, previa a la
ovulacion y puesta. Esta fase también estd controlada por una gonadotrofina
hipofisaria, la GtH-II (LH). Esta hormona activa la sintesis tecal de la 17a-
hidroxiprogesterona, que al difundir a las células de la granulosa es convertida, en
la mayoria de los peces estudiados, en la 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one
(170,20B-DP). Este esteroide actuara directamente sobre la membrana ovocitaria
como factor promotor de la maduracion (MPF), que finalmente desencadenara la
cascada de eventos que dardan lugar a la ruptura de la vesicula germinal
(maduracién ovocitaria) (Nagahama, 1987).

La regulacion de la funcion testicular no estd tan bien definida, pero se sabe
que las gonadotrofinas hipofisarias al actuar sobre receptores situados en las
células de Leydig y de Sértoli, regulan tanto la esteroidogénesis como la
espermatogénesis (Schulz et al., 2001). En primer lugar parece ser que ambas
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GtHs tienen la misma potencia esteroidogénica, fundamentalmente al inicio de la
espermatogénesis y durante el crecimiento testicular rapido (Planas y Swanson,
1995). De un modo general se ha asociado a la GtH I con el control de la
espermatogénesis, por medio de la activaciéon de la sintesis de androgenos
(mayoritariamente la 11-cetotestosterona y testosterona) por las células de Leydig
y de las funciones de las células de Sértoli. Por otra parte la GtH-II (LH) se ha
asociado al control de la maduracion del esperma. Este ultimo proceso estd muy
probablemente mediado por la sintesis de la 170,208-DP a partir de la 11-
cetotestosterona (11-KT) en el esperma (Nagahama, 1987; Miura et al., 1996;
Sakai et al., 1996; Schulz et al., 2001; Schulz y Miura, 2002).

En la mayoria de las especies de peces estudiadas hay préacticamente
unanimidad al indicar que tanto el estrés como el cortisol, inducen una caida de
los niveles plasmaticos de andrégenos y estrogenos. Se ha comprobado que el
estrés, agudo o crénico, en machos de la trucha marron y arco iris (Pickering et
al., 1987; Sumpter et al., 1987; Carragher et al., 1989; Campbell et al., 1994), del
Catostomus commersonii (Van der Kraak et al., 1992), del Acanthopagrus
butcheri (Haddy y Pankhurst, 1999), o del Morone saxatilis (Castranova et al.,
2005), produce una caida de los niveles circulantes de testosterona (T) y 11-KT.
En hembras de la trucha marréon y arco iris (Campbell et al., 1994; Pottinger y
Carrick, 2000), del Acanthopagrus butcheri (Haddy y Pankhurst, 1999), del
Pagrus auratus (Carragher y Pankhurst, 1991; Cleary et al., 2000) y del
Chelidonichthys kumu (Clearwater, 1992; Clearwater y Pankhurst, 1997) se ha
observado una caida de los niveles del estradiol y de la testosterona. No obstante
también se ha observado que en algunas circunstancias el estrés no tiene ningin
efecto sobre los niveles plasmaticos de esteroides, como en el caso de hembras de
la trucha arco iris y marron (Campbell et al., 1994), o en el caso del
Acanthochromis polyacanthus durante el verano (Pankhurst, 2001). Los efectos de
la administraciéon de cortisol sobre los niveles de esteroides circulantes son
similares a los del estrés. Se han determinado caidas de los niveles de T y 11-KT
en machos de la carpa (Cyprinus carpio) (Consten et al., 2001), de la trucha
marrdn y arco iris (Carragher et al., 1989) y de los niveles de T en Oreochromis
mossambicus (Foo y Lam, 1993). Aunque también hay trabajos, en machos
maduros de trucha arco iris y marron, que indican la ausencia de un efecto del
cortisol sobre los niveles de 11-KT (Carragher et al., 1989). En hembras de trucha
arco iris también se han observado caidas de los niveles de T y estradiol
(Pankhurst y Van der Kraak, 2000).

Se ha planteado la hipdtesis de que la caida de los niveles circulantes de
estradiol es consecuencia de la presencia cronica de unos niveles plasmaticos
elevados de cortisol, el cual al desplazar al estradiol de su union con las proteinas
plasmaticas que se unen a los esteroides sexuales (SBP), facilitaria su
metabolizacion y eliminacion (Hobby et al., 2000).
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Efectos del estrés y/o cortisol sobre la vitelogénesis

Durante la vitelogénesis tiene lugar el crecimiento ovocitario como
consecuencia de la entrada de la vitelogenina (Vtg) procedente del higado. Su
sintesis se encuentra controlada hormonalmente por medio del 17B-estradiol (E;)
(Nagahama, 1987; Tyler et al., 1988a, 1988b; Tyler y Sumpter, 1996; Wendelaar
Bonga, 1997), de modo que cualquier disminucioén en sus niveles puede provocar
una disminucién en el tamaio de los ovocitos (Tyler et al., 1996).

Se sabe que el estrés y/o cortisol pueden actuar negativamente sobre la
reproduccion alterando la vitelogénesis (Pottinger, 1999; Lethimonier et al., 2000,
2002). Hembras de trucha marron sometidas a un estrés de confinamiento
presentaron una clara disminucion en los niveles de la Vtg circulante (Campbell et
al., 1994). Igualmente, la exposicion de hembras maduras de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) a un estrés por acidificacion del medio (pH 4,5) durante
20 dias provocd una caida de los niveles de Vtg. No obstante tanto en la trucha
arco iris como en la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) también se observé
que la exposicion a un medio acido durante la reproduccion no afectaba a la
vitelogénesis (Tam et al., 1987, 1990; Roy et al., 1990). Con respecto a los
tratamientos con cortisol también se han detectado cambios en los niveles
plasmaticos de la Vtg. Hembras maduras de trucha marréon y trucha arco iris
implantadas con ¢él, presentaron una disminucién en los niveles de E; y de Vtg. No
obstante en hembras inmaduras de estas mismas especies, el cortisol s6lo provoco
una disminucion de la Vtg pero no del E, (Carragher et al., 1989; Pottinger et al.,
1991). En el Pimephales promelas y en el pez gato (Heteropneustes fossilis) el
aumento del cortisol plasmatico no provocod ningin aumento en los niveles
circulantes de Vtg, pero si fue capaz de potenciar la accion inductora del estradiol
(17a-ethinylestradiol y 17B-estradiol) sobre la sintesis de Vtg (Sundararaj et al.,
1982; Brodeur et al., 2005).

Se han planteado dos posibles mecanismos a través de los cuales el estrés
podria suprimir la vitelogénesis a nivel local: 1) por una accion del cortisol a nivel
transcripcional, dado que se ha observado una reduccion de la expresion del gen
de la vitelogenina en hepatocitos de la trucha arco iris (Pottinger y Pickering,
1990; Lethimonier et al., 2000) y ii) por una accion a nivel pos-transcripcional,
dado que estudios en el Salvelinus alpinus, el cortisol fue capaz de reducir los
niveles de Vtg sin alterar los del mRNA de la Vtg (Berg et al., 2004). Ademas
también se ha indicado que el cortisol tiene la capacidad de disminuir la expresion
génica del receptor de estrégenos en los hepatocitos de la trucha arco iris
(Pottinger y Pickering, 1990; Lethimonier et al., 2000).

En resumen se puede indicar que los efectos negativos del estrés sobre la
reproduccion también estan mediados por los efectos del cortisol, en mayor o
menor medida, en diferentes niveles del eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas.
Aunque cada vez son mayores las evidencias de su actuacion a nivel hipotalamico
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(GnRH) e hipofisario (GTHs), sus acciones sobre los esteroides circulantes son
evidentes.
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Figura 4. Diagrama simplificado del eje endocrino regulador de la reproduccion en peces
en el que se ubican los posibles niveles de accion supresora del cortisol. Hormona
liberadora de gonadotrofina (GnRH); Arginina vasopresina (AVP); Serotonina (5HT);
Dopamina (DA); Gonadotrofina (GtH); hormona liberadora de corticotrofina (CRH);
hormona adrenocorticotrofica (ACTH); 17a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (170,203
DP), 11-cetotestosterona (11-KT); Testosterona (T); Receptores hepaticos de E, (R);
Proteinas plasmaticas ligadoras de esteroides (SBP); Vitelogenina (Vtg); Niveles donde el
estrés y/o cortisol actiian sobre el eje reproductivo (*), estimulo negativo (-), estimulo
positivo (+), disminucion (W) y aumento (4\)de los niveles.

Efectos del estrés y/o cortisol sobre la calidad de los gametos y progenie

Ademas de los efectos del estrés y/o cortisol sobre el eje hipotadlamo-hipofisis-
gbonadas, también hay que tomar en consideracion las consecuencias finales de
estos efectos sobre la calidad de los gametos y progenie, como pueden ser: i) la
reduccion en el tamafio de los ovocitos en hembras y la disminucion de la
cantidad de esperma en los machos (Campbell et al., 1992; Pankhurst y Van der
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Kraak, 1997; Schreck et al., 2001) y ii) la disminucion en la calidad de las larvas,
con una baja tasa de supervivencia y una gran proporcion de larvas anormales,
que finalmente da lugar a una disminucion en la produccion de juveniles viables
(Campbell et al., 1992; Morgan et al., 1999). En cualquier caso, la severidad de
estos efectos estd muy relacionada con multiples variables como pueden ser: la
edad y tamafio del pez, la intensidad y duracion del estimulo estresante y el
estadio de desarrollo gonadal sobre cual incide el estrés (Schreck et al., 2001). Asi
se ha visto que la aplicacion de ciertos estimulos estresantes, en funcion de la
intensidad y del estadio de maduracioén del pez, pueden adelantar la ovulacion
(Ayson, 1989; Contreras-Sanchez et al., 1998), provocar un retraso de la misma
(Campbell et al., 1992), o provocar una atresia y la consiguiente reabsorcion
(Billard et al., 1981; Clearwater y Pankhurst, 1997; Schreck et al., 2001).

Efectos del estrés sobre los neurotransmisores monoaminérgicos

Se ha visto en mamiferos, que durante el estrés, se activan los sistemas
serotoninérgicos, colinérgicos y catecolaminérgicos (Winberg y Nilsson, 1993).
En los peces parece ocurrir lo mismo, especialmente en el caso de los sistemas
serotoninégico y dopaminérgico. Estos incrementos de actividad se reflejan en
incrementos en los niveles cerebrales de los metabolitos SHIAA y DOPAC y de
las relaciones SHIAA/SHT y DOPAC/DA (@verli et al., 2001; Lepage et al.,
2002). Estos cambios, ademas de tener efectos reguladores en los sistemas
neuroendocrinos, parecen estar implicados en los cambios de comportamiento de
los peces cuando se enfrentan al estrés (Qverli et al., 2005).

1.3. ANESTESICOS Y ACUICULTURA

Los anestésicos son agentes fisicos o quimicos, que con el aumento del tiempo
de exposicion o de la concentracion, primero sedan el animal y después causan la
pérdida progresiva de la movilidad, equilibrio y conciencia, para finalmente
bloquear las acciones reflejas (Summerfelt y Smith, 1990).

El uso de la anestesia en peces es deseable y/o imprescindible en muchas
ocasiones como puede ser en el caso de intervenciones quirurgicas, permitiendo
una mayor duracion de los procedimientos quirdrgicos y evitando el dolor e
incomodidad para el animal (Bastos-Ramos et al., 1998). Durante el transporte, en
la pesca y acuicultura, reduciendo la actividad de los peces y asi disminuyendo el
consumo de oxigeno y el estrés (Marking y Meyer, 1985; Summerfelt y Smith,
1990). Finalmente, el uso de una sobredosis también puede ser utilizado como
medio €ético para provocar la eutanasia en peces (Brown, 1992; Kreinberg, 2000).
Por otra parte, tal y como se ha comentado previamente, en la acuicultura el estrés
puede tener un fuerte impacto negativo aumentando la susceptibilidad a las
enfermedades, inhibiendo el crecimiento y afectando negativamente Ia
reproduccion. Por esto, el uso de los anestésicos durante las tipicas

22



Introduccion

manipulaciones de rutina (durante los pesajes, mediciones, marcaciones, seleccion
de reproductores, vacunacion y muestreo) se hace necesario, no solo para evitar y
reducir los dafios fisicos, sino también para minimizar el estrés (Cho y Heath,
2000).

La eleccion de un anestésico no depende solo de consideraciones tales como:
la disponibilidad, costo, facilidad de uso, la seguridad del manipulador o la
naturaleza del trabajo (Cho y Heath, 2000; Pirhonen y Schreck, 2003), sino
también de su eficacia. En acuicultura, la eficacia de un anestésico viene definida
por su capacidad de inmovilizar al pez, permitiendo su manipulacion para llevar a
cabo los trabajos de rutina especificos del cultivo (Gilderhus y Marking, 1987;
Burka et al., 1997). La eficacia depende de factores biologicos (especie, tamafo,
peso o estadio de desarrollo reproductivo) y ambientales (temperatura, pH y
salinidad del agua) (Burka et al., 1997; Ross y Ross, 1999); todos ellos deben ser
considerados antes de hacer uso de un agente anestésico.

En relacion con lo comentado en el parrafo anterior, Marking y Meyer (1985)
describieron una serie de caracteristicas que deberia cumplir el anestésico ideal: 1)
tener un tiempo de induccién menor de 15 min, preferiblemente menor de 3 min,
i1) un corto tiempo de recuperacion, 5 min o0 menos, iii) no ser toxico para el pez,
con gran margen de seguridad, iv) ser de facil manipulacion y no ser peligroso
para el manipulador durante su uso normal, v) no tener efecto permanente sobre la
fisiologia y comportamiento del pez, vi) ser rdpidamente metabolizado y
excretado, no dejando residuos y no requiriendo tiempo de espera para el
consumo, vii) que no produzca efectos acumulativos, o problemas debido a
repetidas exposiciones y viii) que sea barato.

Actualmente existe un considerable numero de anestésicos disponible para su
uso, tanto para la acuicultura como para la investigacion. Las revisiones sobre
anestésicos en peces (Summerfelt y Smith, 1990; Brown, 1992; Burka et al., 1997;
Ross y Ross, 1999; Kreinberg, 2000) nos informan sobre la variedad de opciones
y frecuentemente sobre otros datos tales como su toxicidad, dosis y caracteristicas
fisicas y quimicas. Los de uso mas habitual, segiin Garcia-Gémez et al. (2002) y
Coyle et al. (2004) son el MS-222, 2-fenoxietanol, metomidato, benzocaina,
quinaldina, clorobutanol, Aqui-S® y aceite de clavo. En este trabajo nos
centraremos en cuatro de los mas utilizados, que se describirdn con mas
profundidad a continuacion.

No obstante, conviene indicar que si lo que se busca es minimizar el estrés,
ademas de la eleccion correcta del anestésico, es conveniente tomar en
consideracion una serie de pautas antes de hacer uso del mismo: 1) es
recomendable que los peces sean mantenidos en ayunas 24 h antes de ser
sometidos a la manipulacidén y anestesia, ii) el nivel de agua en los tanques de
cultivo debe ser reducido para facilitar la captura de los mismos y iii) los niveles
de oxigeno deben ser siempre adecuados.
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El aceite de clavo

El aceite de clavo es una sustancia natural obtenida por destilacion de las
partes herbaceas del arbol del clavo (Eugenia aromatica o Eugenia caryophyllata)
(Mylonas et al., 2005). Su principal componente activo (70 a 90 %) es el eugenol
(2-methoxy-4-(2-propenyl) phenol) (Ross y Ross, 1999; Guenette et al., 2000)
(Figura 5). Diversos trabajos confirman su eficacia como anestésico en diferentes
especies de peces (Anderson et al., 1997; Keene et al., 1998; Walsh y Pease,
2002; Iversen et al., 2003; Woolsey et al., 2004; King et al., 2005; Mylonas et al.,
2005; Hajek et al., 2006). Su mecanismo de accidon aln esta bajo investigacion,
aunque podria estar relacionado con la afinidad del eugenol por los receptores
GABA y NMDA (Wie et al., 1997, Aoshima y Hamamoto, 1999; Yang et al.,
2003). Curiosamente, esta sustancia al poder ser utilizada como aditivo
alimentario la hace muy interesante dado que se puede usar con una cierta
tranquilidad por los manipuladores, y no requiere periodos de espera después de
su exposicion a los peces antes de que estos lleguen al consumo humano (Cho y
Heath, 2000; Garcia-Goémez et al., 2002).

OH

HZC o OMe

Figura 5. Estructura quimica del Eugenol. Su peso molecular es de 164,20 g mol™. Es el
principal componente del aceite de clavo, que se presenta comercialmente en forma
liquida oleosa de color amarillo palido. Es muy poco soluble en agua y soluble en
solventes organicos.

El 2-Fenoxietanol

El 2-fenoxietanol (Figura 6) es uno de los agentes anestésicos mas
ampliamente utilizados en las investigaciones y en los cultivos de peces (Pucéat et
al., 1989; Hseu et al., 1998). Es un agente anestésico que actua en los peces como
un anestésico general (Burka et al., 1997) cuyo principio activo es el etilen glicol
monofenil éter (Velisek et al., 2007). Su mecanismo de acciéon no es bien
conocido, aunque podria estar relacionado con su accion sobre las membranas de
las células neuronales (Pucéat et al., 1989; Burka et al., 1997; Ortufio et al., 2002).
Ademas de su efecto anestésico, tiene propiedades antifiingicas y antibacterianas
(Ross y Ross, 1999). Incluso se ha observado, en Sparus aurata, que tenia cierta
capacidad inmunosupresora (Ortufio et al., 2002).
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O~oH

Figura 6. Estructura quimica del 2-fenoxietanol. Este compuesto se presenta
comercialmente en forma liquida oleosa. Es moderadamente soluble en agua (<2,67g/100
mL a 25°C) y muy soluble en etanol. Su peso molecular es de 138,16 g mol™.

El MS-222

El MS-222 (Figura 7), es el acido 3-aminobenzoico etil éster metanosulfonato,
cuya denominacion genérica es la de tricaina. Es un agente anestésico que actua
en los peces como un anestésico general. Es rapidamente absorbido, a través de
las branquias, y metabolizado (Burka et al., 1997). Su excrecion tiene lugar por
via urinaria y a las 24 h sus niveles tisulares disminuyen casi a cero (Ross y Ross,
1999). Se sabe que actiia como depresor del SNC y se ha hipotetizado que su
mecanismo de accion puede estar relacionado con su capacidad para bloquear la
transmision nerviosa (Wang et al., 1994; Burka et al., 1997). Un aspecto negativo
relacionado con su utilizacion es su capacidad para inducir la secrecion de cortisol
(Thomas y Robertson, 1991; Small, 2003).

NH,:HSO,CH,

COOC,H,

Figura 7. Estructura quimica del MS-222. Este compuesto se presenta comercialmente en
forma pulverulenta (cristales de tricaina) de color blanco. Debe mantenerse alejado de la
luz, a una temperatura inferior a los 0 °C y en condiciones de desecaciéon. Su peso
molecular es de 261,30 g mol™. Posee una cadena lateral sulfonada, lo que le confiere una
naturaleza acida pero al mismo tiempo altamente soluble en agua. Este anestésico es mas
potente en aguas templadas y de baja dureza (Ross y Ross, 1999).

El metomidato
El metomidato (Figura 8), (DL-1-(1-fenil-etil)-5-(metoxicarbonil) imidazol
clorhidrato) también conocido como marinil, methoxymol o aquacalm, es un

agente anestésico hipnético no barbitirico (Burka et al., 1997), que induce a un
profundo suefo, sin eliminar la reaccion al dolor (Malmstrem et al., 1993). El
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principal beneficio que proporciona su utilizacion, es su capacidad para prevenir
el aumento en los niveles de cortisol después de un estrés de manipulacion
(Thomas y Robertson, 1991; Small, 2003), posiblemente por inhibicion del
citocromo P450, enzima mitocondrial relacionada con la sintesis del cortisol
(Vanden Bossche, 1984; Wagner et al., 1984).

HaC
MeO,C )1@
ZFN
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N - HCI

Figura 8. Estructura quimica del metomidato (clorhidrato de metomidato). Este
compuesto se presenta comercialmente en forma de polvo seco (cristalino) de color
blanco. Su peso molecular es de 266,72 g mol'. Puede ser almacenado por largos
periodos a temperatura ambiente (20-30°C) si se mantiene seco y protegido de la luz.

1.4. DIAGNOSTICO Y EVALUACION DEL ESTRES

Actualmente es posible detectar y cuantificar los cambios en casi todos los
elementos asociados a las respuestas primarias del estrés (Pottinger, 2008),
aunque de estas el indicador mas utilizado de la activacion del eje HHI es la
determinacion de los niveles plasmadticos de cortisol (Pottinger, 2008), el cual
puede ser medido por técnicas de RIA (Costas, et al., 2008) y/o ELISA (Tintos et
al., 2006). Con respecto al posible uso de las catecolaminas como indices de estrés
hay dos problemas; en primer lugar sus niveles circulantes se incrementan casi de
inmediato después de la generacion de un minimo estrés y en segundo lugar la
complejidad de su extraccion desde la sangre y de su andlisis (HPLC-EC), hacen
que su uso este practicamente restringido a la investigacion sobre el estrés
(Pottinger, 2008). En este ultimo rango también podriamos incluir a la
determinacion de los niveles de neurotransmisores cerebrales (Dverli et al., 2001),
los niveles sanguineos de la ACTH (Sumpter et al., 1986), prolactina (PRL)
(Pottinger et al., 1992) y somatolactina (SL) (Rand-Weaver et al., 1993) o los del
mRNA de la CRH (Doyon et al., 2005).

Por el contrario los andlisis de algunos de los pardmetros relacionados con las
respuestas secundarias son mas faciles de determinar, y por tanto de potencial uso
en acuicultura. Entre ellos podriamos citar el andlisis plasmatico de glucosa y
lactato, ambos pueden ser verificados con el empleo de kits comerciales (Aragdo
et al., 2008; Vijayan et al.,, 1997a), y la determinacion de los indices
hematologicos como la hemoglobina, que puede ser facilmente determinada
mediante el empleo de un kit comercial y el hematocrito mediante el método del
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microhematocrito (Morales et al., 2005). Existen otras medidas pero su uso esta
restringido a la investigacion: niveles de glucdgeno hepatico, niveles de enzimas
metabodlicas (Vijayan et al., 1997a; Trenzado et al., 2003) y niveles de
aminoacidos libres en el plasma (Pinto et al., 2007).

Finalmente, cuando la situacidon estresante persiste y se vuelve cronica,
entonces las llamadas respuestas terciarias son facilmente visibles y detectables
por un piscicultor experto: cambios en el comportamiento, disminucion del
crecimiento, del factor de condicidon, aumento en la incidencia de enfermedades
(ectoparasitos, fingicas, viricas y bacterianas) y un deterioro reproductivo.

1.5. AMINAS BIOGENAS CEREBRALES

En los peces, la mayoria de los aspectos relacionados con la sintesis,
almacenamiento, liberacion, recaptacion y degradacion enzimatica de las aminas
bidgenas cerebrales son similares a aquellos de los mamiferos (Aldegunde, 1998;
Hernandez-Rauda, 1998).

Las catecolaminas: dopamina y noradrenalina

Las catecolaminas cerebrales dopamina (DA) y noradrenalina (NA) estan
implicadas en el control o modulacion de numerosos procesos fisioldgicos.
Distintos grupos celulares catecolaminérgicos, localizados en diferentes areas
cerebrales, estan implicados en funciones de control motor, control respiratorio y
cardiovascular, procesamiento de informacion sensorial, funciones autéonomas,
reproduccion, respuestas al estrés o control endocrino (Kuhar et al., 1998; Deutch
y Roth, 2004). La adrenalina (A) se encuentra en concentraciones muy bajas en el
cerebro de los peces teledsteos y todavia no se conoce su funcion a nivel de SNC
(Winberg y Nilsson, 1993; De Pedro et al., 2001).

La dopamina y la noradrenalina se sintetizan a partir del aminoacido
semiesencial L-tirosina (Figura 9), que puede proceder de la dieta o de la
transformacion del aminoacido fenilalanina en el higado. Llega al cerebro desde la
circulacion sanguinea pasando la barrera hematoencefidlica mediante un
transportador especifico de aminodcidos neutros. La L-tirosina que se encuentra
en el citoplasma celular es hidroxilada al compuesto 3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) por accion del enzima tirosina hidroxilasa (EC 1.14.16.2, TH) utilizando
como cofactores la tetrahidrobiopterina y O,. Esta enzima es la que se considera
como el factor limitante en la sintesis de las catecolaminas (Kuhar et al., 1998;
Deutch y Roth, 2004). Una vez formado el L-DOPA, este es descarboxilado para
formar la DA por accion de la enzima citoplasmatica L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (EC 4.1.1.28, L-AADC), que requiere piridoxal fosfato (vitamina
B6) como cofactor. La mayor parte de la DA asi formada es almacenada dentro de
vesiculas sinapticas principalmente en las terminales neuronales. La NA se
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sintetiza en las neuronas noradrenérgicas a partir de la DA mediante la accion de
la dopamina B-hidroxilasa (EC 1.14.17.1, DBH), que se encuentra asociada a las
vesiculas sinapticas de almacenamiento. Esta enzima requiere del acido ascorbico,
0,, y Cu™ como cofactores para llevar a cabo la reacciéon. La NA es almacenada
de forma similar a la DA, en las terminales de las neuronas noradrenérgicas
(Kuhar et al., 1998; Deutch y Roth, 2004).

La liberacion de la DA y la NA desde las terminales neuronales se realiza por
un proceso de exocitosis durante el cual la membrana de las vesiculas sindpticas
se fusiona con la membrana presindptica, y como consecuencia el contenido
vesicular es liberado a la hendidura sindptica, donde los neurotransmisores se
ligan a receptores especificos en la membrana postsinaptica (von Bohlen und
Halbach y Dermietzel, 2002). Este proceso ocurre en respuesta a la
despolarizacion de la terminal neuronal y es calcio-dependiente (Kuhar et al.,
1998; Deutch y Roth, 2004). Tras su accién sobre los receptores, las
catecolaminas son retiradas de la hendidura sinaptica por un sistema de
recaptacion de alta afinidad desde la membrana presinaptica (ATPasa Na'/Cl~
dependiente) (Kuhar et al., 1998; Deutch y Roth, 2004). Una vez en el citoplasma,
la mayor parte de las aminas es recaptada por las vesiculas de almacenamiento a
través de un proceso de recaptacion dependiente de una H'-ATPasa (Kuhar et al.,
1998; Deutch y Roth, 2004).

La DA y la NA que no son recaptadas por las vesiculas de almacenamiento,
son catabolizadas por las enzimas monoamina oxidasa (EC 1.4.3.4, MAO) y por
la catecol-O-metiltrasferasa (EC 2.1.1.6, COMT). La MAO se encuentra dentro de
las neuronas, ligada a la membrana externa de las mitocondrias, y degrada la NA
al 4cido 3,4-dihidroximandélico (DOMA) y la DA al 4cido 3.,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) (Kuhar et al., 1998; Deutch y Roth, 2004). En
condiciones in vivo normales, la DA se degrada formando sobre todo metabolitos
acidos, siendo el DOPAC el mas abundante. Sin embargo, en el catabolismo de la
NA, se producen mayoritariamente metabolitos de tipo neutro como el
dihidroxifenilglicol y el 3-metoxi-4-hidroxifenilgicol (MHPG), siendo
minoritarios sus metabolitos acidos como el acido 3,4-dihidroximandélico
(DOMA) (von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2002). La ruta metabdlica en la
que interviene la COMT sirve principalmente para degradar las catecolaminas
extracelulares que atin no han sido recaptadas hacia el interior de la terminal
neuronal (Kuhar et al., 1998; Deutch y Roth, 2004). La COMT actua sobre la NA
dando lugar a la normetanefrina, y sobre la DA, dando lugar a la 3-metoxitiramina
(Kuhar et al., 1998; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2002; Deutch y Roth,
2004).

>

Figura 9. Esquema simplificado de la ruta biosintética de la DA y NA. La tirosina (Tyr)
es metabolizada por la tirosina hidroxilasa (TH) a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA),
esta es descarboxilada para formar la DA por acciéon de la enzima L-aminoécido
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aromatico descarboxilasa (L-AADC). La DA es almacenada en las vesiculas sindpticas,
este seria el paso final para las neuronas dopaminérgicas. En la neurona noradrenérgica la
DA es metabolizada a NA, por accion de la dopamina B-hidroxilasa (DBH), siendo

finalmente almacenada de forma similar a la DA (Figura adaptada de Deutch y Roth,
2004).
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La serotonina

La serotonina actia como un neurotransmisor implicado en la regulacion de
numerosos procesos fisiologicos, tales como el sueio, apetito, termorregulacion,
comportamiento y el control de la secrecion de hormonas hipofisarias
(Aldegunde, 1998; Fraser y Hensler, 1998).

La serotonina (SHT) o 5-hidroxitriptamina, es una indolamina sintetizada a
partir del aminoacido esencial L-triptéfano, que procede de la dieta. Llega al
cerebro desde la circulacion sanguinea pasando la barrera hematoencefalica
mediante el transportador especifico de aminoacidos neutros (Aldegunde et al.,
1998). Una vez en el citoplasma de las neuronas serotoninérgicas el L-triptofano
(Figura 10) es hidroxilado a 5-hidroxitriptéfano (SHTP) mediante la accion de la
enzima triptofano hidroxilasa (EC 1.14.16.4, TrpOH). Esta es una enzima
citoplasmatica que requiere como cofactores la tetrahidrobiopterina y O,. Esta
enzima es la etapa limitante en la tasa de sintesis de SHT (Fraser y Hensler, 1998;
Aldegunde et al., 2000; Deutch y Roth, 2004). El SHTP formado es transformado
a SHT mediante una descarboxilacion catalizada por la enzima L-aminoacido
aromatico descarboxilasa (EC 4.1.1.28; L-AADC) que requiere piridoxal fosfato
como cofactor (Kruk y Pycock, 1991). Su actividad in vivo es muy superior a la
de la triptofano hidroxilasa, de modo que la mayoria del SHTP se convierte al
instante en SHT (Tison et al., 1991; Aldegunde 1998). De forma similar a lo
indicado para las catecolaminas, la SHT se acumula en las vesiculas sinapticas.
Tanto la liberacién de la SHT, como su recaptacion, a través de la membrana
neuronal y vesicular, transcurren por medio de mecanismos similares a los
indicados para las catecolaminas (Fraser y Hensler, 1998; Deutch y Roth, 2004).

En los peces, la SHT es catabolizada fundamentalmente por la enzima MAO
que se encuentra en el interior de las neuronas y células gliales. La MAO
transforma la SHT en S5-hidroxindolacetaldehido y éste es oxidado de forma
inmediata por una aldehido deshidrogenasa para producir acido 5-hidroxindol-3-
acético (SHIAA), que es el metabolito mayoritario de la SHT en el cerebro (Fraser
y Hensler, 1998; Some y Helander, 2002; Deutch y Roth, 2004).

>

Figura 10. Esquema simplificado de la ruta biosintética de la serotonina (SHT). El
triptéfano (Tryp) es metabolizado a 5-hidroxitriptofano (SHTP) mediante la accion de la
enzima triptofano hidroxilasa (TrpOH). El SHTP formado es transformado a SHT
mediante una descarboxilacion catalizada por la enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (L-AADC). La 5HT es almacenada en las vesiculas sinapticas (Figura
adaptada de Deutch y Roth, 2004).
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Objetivos

En la acuicultura intensiva es inevitable la presencia de diferentes factores de
estrés que daran lugar a distintos tipos de estrés, un estrés fuerte que puede
provocar mortalidades masivas o un estrés subletal que puede comprometer las
funciones fisiologicas y comportamentales normales. En este ultimo caso los
efectos nocivos no siempre son visibles a corto plazo sino que pueden
manifestarse a medio o largo plazo (Barton e Iwama, 1991). Es evidente que el
estrés significa una importante pérdida econémica para los acuicultores, o puede
confundir los resultados de una investigacion (Small, 2003). Por esta razon,
reconocer los sintomas del estrés y saber prevenir y/o reducir las respuestas de
estrés durante la manipulacion, son factores criticos que pueden reducir el costo y
asi incrementar los beneficios para el piscicultor (Barton, 1997).

Para la prevencion o reduccion de las respuestas de estrés durante la
manipulacion, en muchos casos, es imprescindible el uso de anestésicos. Por esta
razén, en este trabajo nos proponemos estudiar diferentes aspectos de cuatro
anestésicos (2-fenoxietanol, MS-222, aceite de clavo y metomidato) de amplio
uso en la acuicultura que nos permitan caracterizarlos y asi poder evaluar su
adecuacion al uso en los juveniles de Solea senegalensis. Para ello se estudiaran
en cada uno de ellos los siguientes aspectos:

1. Su eficacia anestésica.

2.En base a que la administracion de algunos anestésicos puede inducir un
incremento de los niveles de cortisol, se estudiard su potencial accion
estresante.

3. Se evaluara la capacidad de atenuar las respuestas primarias y secundarias de
estrés (capacidad anti-estrés) desencadenadas por dos tipos de estrés
(exposicion al aire y de persecucion), tipicos en las manipulaciones de rutina
en acuicultura y experimentacion.

4. Actualmente se empieza a considerar que los cambios en la actividad
neurotransmisora cerebral son una respuesta (primaria o secundaria) al estrés.
Dado que los estudios sobre este tema son muy escasos, se estudiara: a) el
efecto de los dos diferentes tipos de estrés sobre la actividad monoaminérgica
en diferentes regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo y tectum 6ptico) y
b) la capacidad de los anestésicos para atenuar las potenciales acciones del
estrés sobre la actividad monoaminérgica.

Uno de los parametros que marcan la calidad del agua, y que es facilmente
alterable en los cultivos de peces, es el nivel del amoniaco. La exposicion de los
peces a ¢l produce evidentes cambios en el comportamiento que son un claro
reflejo de su accidn estresante. Por esta razon, en el presente trabajo se evaluara:
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5.El efecto de la exposicion al amoniaco sobre las diferentes respuestas
primarias y secundarias de estrés.

6. El efecto de la exposicion al amoniaco sobre la actividad monoaminérgica en
diferentes regiones del cerebro (hipotalamo, telencéfalo y tectum Optico).
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Material y métodos

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En todas las experiencias se utilizaron juveniles de lenguado de la especie
Solea senegalensis procedentes del Instituto Espafiol de Oceanografia (Canido,
Vigo), situado a unos 100 km del lugar de trabajo, la Facultad de Biologia de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC). El transporte de los peces se
realizd siempre por las mafanas en tanques especialmente acondicionados y
provistos con un sistema de difusion de aire. Ademads, con el objetivo de reducir el
metabolismo y estrés de los peces durante el transporte, este se realizé siempre
con el agua a bajas temperaturas y con los animales en ayunas.

Al llegar al acuario de la Facultad de Biologia (con un fotoperiodo establecido
de 12 h luz-12 h oscuridad, las luces se encendian a las 8:00 h), los animales se
trasladaron desde los contenedores de transporte a tanques de almacenamiento de
300 L, permaneciendo a una densidad del orden de 2,6 a 2,8 kg m™. Estos tanques
estaban provistos de un aporte continuado de aire y de agua de mar con una
salinidad de 36-38 g L', Esta agua se mantuvo a una temperatura de 14 + 1°C, a
un pH de 7,5-8,0 y con una saturaciéon de oxigeno por encima de un 80 %. Una
vez que los peces estaban en los tanques de almacenamiento y con el propdsito de
que se recuperaran del estrés, derivado del transporte y de su distribucion, los
animales permanecieron sin alimento los primeros 3 o 4 dias del periodo de
aclimatacion, que continuaba posteriormente un minimo de 2 semanas. Durante la
aclimatacion los peces se alimentaron siempre a la misma hora (17:00 h) del dia,
ad libitum, con pienso comercial Skretting LE-2. A partir de estos tanques de
almacenamiento los peces eran retirados de acuerdo con las necesidades
experimentales, para ello los animales eran distribuidos en tranques de
experimentacion (100 L). El dia previo al desarrollo del experimento se
sometieron a un periodo de 24 h de ayuno.

Regularmente, a lo largo de todas las experiencias, ademds de realizar la
limpieza de los tanques retirando los residuos (restos de alimento y heces),
también se controlaron el pH, la temperatura y el oxigeno disuelto (oximetro
modelo Oxi 320/set; WTW Wissenschaftlich, Weilheim, Alemania). Los niveles
de nitrito y amoniaco total (NH3/NH,") se controlaron semanalmente mediante un
kit comercial (API™ - Aquarium Pharmaceuticals Inc., Chalfont, USA). En el
desarrollo de los experimentos siempre se siguieron las directrices marcadas por la
Union Europea (86/609/EU) y el gobierno Espafiol (RD 1201/2005) para el uso de
animales en investigacion.

El acuario funciona en sistema de recirculacion. Este estd compuesto por dos
depdsitos de agua marina externos que sirven para reabastecer y mantener los niveles
de agua de los depositos internos del sistema. El sistema de tratamiento de agua sigue
basicamente esta linea: tanque de decantacion, filtro mecanico (bomba y filtro de
arena), esterilizacion (ultravioleta), filtro biologico y 2 depositos de agua (2000 L). El
circuito cuenta con un sistema automatico de control de temperatura.
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3.2. ANESTESICOS Y REACTIVOS UTILIZADOS

Los anestésicos empleados en los experimentos fueron el 2-fenoxietanol,
metomidato, aceite de clavo y el MS-222, suministrados respectivamente por
Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espafia); Syndel International Inc. (Vancouver,
Canadd); Omya Peralta Gmbh (Hamburg, Alemania); Sigma Aldrich CO, (St.
Louis, USA). Debido a la baja solubilidad del aceite de clavo, este se disolvio
previamente en etanol (94%) 1:9 (aceite de clavo:etanol). Pruebas preliminares,
confirmaron que el volumen de etanol utilizado no tuvo un efecto anestésico. Los
otros anestésicos fueron disueltos directamente en agua marina.

El agua utilizada en todos los experimentos para la preparacion de las
diferentes soluciones, fue destilada y desionizada a través de un sistema Water
PRO™ PS LABCONCO®, (Labconco Corporation, Kansas City, Missouri, USA).
Todos los reactivos utilizados a lo largo de las experiencias fueron de grado
analitico, suministrados por las siguientes casas: Merck (Darmstadt, Alemania),
Scharlau FEROSA (Barcelona, Espafia), Romil Chemicals Limited (USA),
Riedel-deHaén (Seelze, Alemania) y Probus S.A. (Barcelona, Espana). El
acetonitrilo fue de grado cromatogréafico (Merck; Darmstadt, Alemania).

3.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS
Extraccion de la sangre y obtencion del plasma

Para la extraccion de sangre se utilizaron jeringuillas estériles de 1 mL (25
GA, 0,5 x 16 mm; Plastipak, Becton Dickinson, Dublin, Irlanda) previamente
heparinizadas. Para ello se disolvieron 80 mg de heparina amodnica (Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA) en 20 mL de solucién salina (NaCl 0,6% p/v). Esta
solucidon se empled como anticoagulante (Figura 11).

Figura 11. Vision global del método de extraccion de la sangre.
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El lenguado anestesiado se colocaba en una superficie estable sobre un pafo
hiimedo, con el que se le cubria la cabeza. En esta situacion se procedia a la
extraccion de la sangre por medio de una puncion en la region caudal (Figura 11).
Para ello la aguja se insertaba muy suavemente en la region caudal hasta llegar a
tocar la espina dorsal, se procedid entonces a un pequefio retroceso y
desplazamiento de la aguja, aproximadamente un milimetro por debajo de la
misma, hacia la posicion de la vena caudal. Se hizo una ligera succiéon con el
émbolo hasta conseguir la salida de sangre y en este instante la jeringa se mantuvo
fija y se sigui6 aplicando poco a poco una ligera succion hasta recolectar la
cantidad de sangre deseada. Hay que tener cuidado de succionar lentamente para
evitar el colapso venoso. Una vez que la sangre habia sido extraida, se retiraba la
aguja y se invertia la jeringuilla varias veces para que se produjera una mezcla
uniforme entre la sangre y el anticoagulante. Efectuada esta maniobra, la sangre se
guardaba provisionalmente en viales de 1,5 mL mantenidos en hielo picado.
Previamente a la obtencion de las muestras de plasma, y en el mismo dia, se
cuantificaba el hematocrito y se separaban las muestras (100 pL de sangre, a 2°C)
destinadas al andlisis de la hemoglobina.

Para la obtencion del plasma, se centrifugaron las muestras de sangre a 11600
X g durante 5 min a 4°C (Microcentrifuga Kubota KM-15200, Tokio, Japon). El
sobrenadante no hemolizado se transferia a nuevos viales. Se separaban alicuotas
de 50 pL (para el analisis de glucosa, lactato y cortisol) en viales de 1,5 mL.
Todas las alicuotas se almacenaban a -80°C (Sanyo, MDF- U3286 S).

Extraccion del cerebro

Una vez anestesiado el animal, se sacrificd por decapitacion. Para esto se
realizd un corte (a) en sentido transversal a la columna vertebral por detras del
opérculo. A continuacion se realizo otro corte (b), esta vez por encima y paralelo a
la columna vertebral, que nos permitio retirar los tejidos que recubren la parte
superior del craneo (c), dejando expuesto el cerebro (d) (Figura 12). Este se
extrajo con la ayuda de unas pinzas e inmediatamente fue congelado en nitrégeno
liquido y almacenado a -80°C para su posterior procesado.

Figura 12. Vista parcial del proceso de extraccion del cerebro en el lenguado.
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Figura 12 (continuacion). Vista parcial del proceso de extracciéon del cerebro en el
lenguado.

3.4. DETERMINACIONES ANALITICAS
Analisis de la glucosa

La medida de la cantidad de glucosa en el plasma se llevd a cabo mediante el
empleo de un kit comercial (Spinreact, S.A., Girona, Espafia), que se basa en un
test enzimatico-colorimétrico (GOD-POD). Esta cuantificacion se fundamenta en
el método de Trinder (1969) para la determinacion de glucosa, de acuerdo con las
siguientes reacciones:

B-D-Glucosa + O,+ H,O GOD _ Acido gluconico + H,O,

H,0;,+ Fenol + Ampirona  POD_  Quinona + H,O
e

Para el desarrollo del anélisis, con ayuda de una micropipeta, se depositaron
en una placa de 96 pocillos (Bioster s.p.a.; Seriate, Italia), alicuotas de un
volumen de 10 pL de plasma o de patron de concentraciones de glucosa conocidas
(0,2,4,6,8, 10y 12 mM) para la elaboracion de una recta patron (Figura 13). A
continuacion se anadieron 300uL del reactivo unificado.

Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente con 15 min
de agitacion. Con esto el contenido de los pocillos adquiere un color rojo de
intensidad variable. El resultado del analisis se obtiene por medicion de la
absorbancia a una longitud de onda de 492 nm en un lector de placas Sunrise
Absorbance reader (Tecan Group Ltd; Mannedorf, Zurich, Suiza). Todos los
ensayos se realizaron por duplicado. Las concentraciones finales de glucosa en las
muestras se obtuvieron por extrapolacion de las absorbancias obtenidas, tomando
como referencia la recta patron elaborada el mismo dia del andlisis con las
concentraciones de glucosa conocidas.
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Figura 13. Tipica recta patrén de glucosa desarrollada en uno de los analisis realizados
en una muestra de plasma.

El kit consta de dos reactivos y un patron de glucosa de 100 mg dL™. El reactivo 1
consiste en una solucion tampon de composicion: TRIS 92 mM, fenol 0,3 mM, pH
7,4. El reactivo 2 contiene los enzimas: glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4; GOD) 15000 U
L, peroxidasa (EC 1.11.1.7; POD) 1000 U L™ y 4-aminofenazona (4-AF) 2,6 mM.
Una vez mezclados ambos reactivos, la solucion que se obtiene es estable durante un
mes a una temperatura de 2-8°C, protegida de la luz.

Analisis del lactato

Las medidas de la cantidad de lactato en el plasma se llevaran a cabo mediante
el empleo de un kit comercial (Spinreact, S.A., Girona, Espafa), que se basa en un
test enzimatico-colorimétrico (LO-POD). Esta cuantificacion se fundamenta en el
método de Gau (1984) para la determinacion de lactato, de acuerdo con las
siguientes reacciones:

L-Lactato + O, + H,O LO Piruvato + H,O,

2H,0, + 4-AF + 4-Clorofenol POD Quinona + H,0O
—_—

Para el desarrollo del andlisis se depositaron en una placa de 96 pocillos
(Bioster s.p.a.; Seriate, Italia), alicuotas de un volumen de 10 pL de plasma o de
patron de concentraciones de lactato conocidas (0; 0,1; 0,35; 0,6; 0,85y 1,11 mM)
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para la elaboracion de una recta patron (Figura 14). A continuacion se anadieron
225 pL del reactivo unificado. La placa se incub6 durante 10 min a temperatura
ambiente, y se agitdé durante 30 s. Con esto el contenido de los pocillos adquiere
un color rosa de intensidad variable. EI resultado del analisis se obtiene por
medicion de la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm. El
espectrofotometro empleado fue un lector de placas Sunrise Absorbance reader
(Tecan Group Ltd; Mannedorf, Zurich, Suiza). Todos los ensayos se realizaron
por duplicado. Las concentraciones finales de lactato en las muestras se
obtuvieron por extrapolacion de las absorbancias obtenidas, tomando como
referencia la recta patron elaborada el mismo dia del andlisis con las
concentraciones de lactato conocidas.
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Figura 14. Tipica recta patron de lactato desarrollada en uno de los analisis realizados en
muestras de plasma.

El kit consta de dos reactivos y un patron de lactato de 10 mg dL™. El reactivo 1
consiste en una solucion tampon de composicion: PIPES 50 mM, 4-clorofenol 4 mM,
pH 7.5. El reactivo 2 contiene los enzimas lactato oxidasa (EC 1.1.3.2; LO) 800 U L
peroxidasa (EC 1.11.1.7; POD) 2000 U L' y 4-aminofenazona (4-AF) 0,4 mM. Una
vez mezclados ambos reactivos, la solucion que se obtiene es estable durante un mes
a una temperatura de 2-8°C, protegida de la luz.

Analisis de la hemoglobina
La determinacién de la cantidad de hemoglobina en la sangre se llevo a cabo

mediante el empleo de un kit comercial (Spinreact, S.A., Girona, Espana). El
principio del método se basa en que la hemoglobina es oxidada por la accion del
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ferricianuro a metahemoglobina. La intensidad del color formado es proporcional
a la concentracion de hemoglobina presente en la muestra ensayada.

Para el desarrollo del andlisis, con ayuda de una micropipeta, se depositaron
en cada tubo alicuotas de un volumen de 20 pL de sangre o de patron de
concentraciones de hemoglobina conocidas (0; 0,5; 1,0; 2,0 y 4 g dL™") para la
elaboracion de una recta patron (Figura 15). A continuacion se anadieron 5 mL
del reactivo de trabajo, haciendo uso de un dispensador Eppendorf. Los tubos se
agitaron en un vortex y se incubaron durante 3 min a temperatura ambiente. Con
esto el contenido de los tubos adquiere un color marréon de intensidad variable.

El resultado del andlisis se obtiene por mediciéon de la absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm, ajustando a cero con el blanco correspondiente
(NaCl 0,6%), y empleando una cubeta de un centimetro de paso de luz. El
espectrofotometro empleado fue del modelo Uvikon 930 (Kontron AG,
Instruments; Ziirich, Suiza). Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Las
concentraciones finales de hemoglobina en las muestras se obtuvieron por
extrapolacion de las absorbancias obtenidas, tomando como referencia la recta
patron elaborada el mismo dia del andlisis con las concentraciones de
hemoglobina conocidas.
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Figura 15. Tipica recta patron de hemoglobina desarrollada en uno de los analisis
realizados en muestras de sangre.

El kit consta de un reactivo que consiste en una solucion de ferricianuro de potasio
0,60 mM, cianuro de potasio 77 mM y dihidrogeno fosfato de potasio 2 mM. El
reactivo de trabajo se obtiene mezclando la solucion con agua mQ (245 mL de agua
mQ + 5 mL solucidon). Una vez mezclados, el reactivo que se obtiene es estable
durante dos meses a una temperatura de 2-8°C, protegido de la luz.
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Cuantificacion del hematocrito

La determinacién del valor del hematocrito en la sangre se llevd a cabo
mediante la técnica del microhematocrito. Para esto se utilizaron tubos capilares
heparinizados de 75 mm de longitud x 1,5 - 1,6 mm de didmetro (Deltalab S. L.,
Barcelona, Espafia).

Para el desarrollo de la medida se llenaran con sangre los capilares hasta un
maximo de % de su capacidad, sellando una de las extremidades con plastilina. A
continuacion se centrifugd en una centrifuga (modelo radial, marca Orto) para
microhematocrito durante 5 min a 10000 x g. Las determinaciones del
hematocrito se realizaron por duplicado para cada muestra. El valor del
hematocrito se obtuvo calculando el porcentaje ocupado por la columna de
hematies en el volumen total de sangre en el capilar.

Analisis del cortisol

La medida de los niveles de cortisol en el plasma se llevo a cabo mediante el
empleo de un kit comercial (Cortisolo, Ref. KSISEW; RADIM SpA, Roma,
[talia). E1 método esta basado en un inmunoensayo enzimatico (EIA).

La técnica del ensayo se basa en una primera incubacion donde el cortisol de
la muestra compite con el cortisol conjugado por unirse al sitio especifico del
anticuerpo que se encuentra unido al pocillo de la microplaca. A continuacidn se
lava todo el material no unido al anticuerpo. Una vez hecho esto, se afiade el
cromdgeno (substrato), y se realiza una segunda incubacion. Finalmente se
adiciona un bloqueador de la reaccién, y se mide la absorbancia en el
espectrofotometro. La actividad enzimdtica que esta unida a la fase solida es
inversamente proporcional a la concentracion de cortisol en el patron y en las
muestras. Por tanto, el cortisol conjugado, es decir, el que esta ligado a la enzima,
es revelado en la incubacion con cromdgeno. Cuanto més color en las muestras y
en los patrones, mas cortisol conjugado estara presente unido al cromogeno y
tendremos menos cortisol no conjugado. El cortisol no conjugado es el que
queremos determinar.

Para el desarrollo del anélisis, se depositaron en una microplaca de 96 pocillos
alicuotas de un volumen de 10 pL de plasma, control (151 ng mL™ de cortisol) o
de patron de concentraciones de cortisol conocidas (0, 10, 30, 100, 300, 900 ng
mL™") para la elaboracion de una recta patron (Figura 16). A continuacién se
afladieron 200 pL de cortisol conjugado unificado, con un adhesivo se tapd la
microplaca y se incubd durante 60 min en estufa a 37°C. A continuacion, se retird
el adhesivo y se procedio el lavado de la microplaca, eliminando todo el liquido
por inversion en una pileta y secando sobre papel de filtro. A continuacion se
aflade a cada pocillo 300 pL de la solucion de lavado unificada, que
posteriormente se elimina, repitiendo este proceso de lavado otras 4 veces. Hecho
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esto, se afladieron 200uL del cromogeno unificado, preparado minutos antes de
ser utilizado, a todos los pocillos. Se tap6 la microplaca con un adhesivo y se
incubo en estufa a 37°C por 15 min. El contenido de los pocillos adquiere un color
azul de intensidad variable. A continuacion, se retiro el adhesivo y se afiadieron
100 pL del reactivo bloqueador (SO4H; 1N). El contenido de los pocillos adquiere
un color amarillo de intensidad variable. La intensidad del color es inversamente
proporcional a la concentracion de cortisol en las muestras y patrones.

Los resultados de los analisis se obtuvieron midiendo la absorbancia a una
longitud de onda de 405 nm. El espectrofotometro empleado fue un lector de
placas Sunrise Absorbance reader (Tecan Group Ltd; Mannedorf, Zurich, Suiza).
Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Las concentraciones finales de
cortisol en las muestras se obtuvieron por extrapolacion de las absorbancias
obtenidas, tomando como referencia la recta patrén elaborada el mismo dia del
analisis con las concentraciones de cortisol conocidas.

0.8 1 y=(a+bx)/(1+cx)
R? = 0,9950

Absorbancia

0 200 400 600 800 1000

Concentracion (ng mL_l)

Figura 16. Tipica recta patron de cortisol desarrollada en uno de los analisis realizados en
muestras de plasma.

Previamente a su utilizacion, el kit fue validado para su uso en peces
realizando pruebas de linearidad con diluciones seriadas (Figura 17A: 1/1, 1/2,
1/4, 1/8, 1/16, 1/32) de un pool de plasma de lenguado con una elevada
concentracion de cortisol, y de sobrecargas de cortisol (Figura 17B: 10, 20, 50,
200, 300 y 400 ng mL™") a un pool de plasma bajo en cortisol. Los coeficientes de
variacion intraensayo (repetibilidad) e interensayo (reproductibilidad) siempre
estuvieron por debajo de un 7%. La recuperacion (en %) media fue de un 99,3 +
6,7. Este porcentaje vario entre un valor de 91,3 + 12 hasta concentraciones de
200 ng mL™' y uno de 107 + 2,3 por encima de este valor.
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Figuras 17A, 17B. Test de paralelismo entre las curvas de diluciéon del plasma de
lenguado y patrones (17A), y test de sobrecarga (17B).

El kit consta de una microplaca de 96 pocillos, revestidos de anticuerpo (de conejo)
anti-cortisol. Seis viales de patrones liofilizados con las concentraciones: 0, 10, 30,
100, 300 y 900 ng mL™" de cortisol (conservador neomicina), que se reconstituyd
afiadiendo a los viales 1 mL de agua mQ. Estabilidad 10-15 dias a 2-8°C. Un vial con
2,7 mL de conjugado enzimético (concentrado) constituido por: cortisol, HRPO,
BSA, ANS, estabilizadores (conservante neomicina), y dos viales de conjugado
diluyente (12 mL cada) constituido por: tampoén citrato, BSA, (conservantes
neomicina y thimerosal). Para obtener el conjugado enzimatico unificado o de trabajo
(cortisol + enzima) se afiadieron 1,2 mL del conjugado enzimatico concentrado a cada
uno de los viales del conjugado diluyente. Esta solucion es estable durante 8 semanas
a 2-8°C.

Un vial de suero control constituido por cortisol (151 ng mL™") en suero matriz,
liofilizado, (conservante neomicina). Se reconstituyo afladiendo 1 mL de agua mQ.
Estabilidad 5-7 dias 2-8°C.

Un vial (50 mL) con solucion de lavado (concentrado) constituido por PBS-Tween 20
(conservante thimerosal): La solucion de lavado unificada o de trabajo se consiguio
vertiendo el vial de 50 mL a un matraz aforado de 500 mL, a continuacion se afiadio
agua mQ hasta completar los 500 mL. Esta solucion es estable 30 dias a 2-8°C.

Un vial (15 mL) de solucion cromogena constituido por TMB, tampoén citrato-fosfato,
DMSO y un vial (15 mL) de tampon substrato (tampén citrato-fosfato + H,O,). Para
obtener el cromégeno unificado o de trabajo se mezclaron iguales volimenes de
cromogeno y tampon-substrato (15 mL:15 mL). Estabilidad hasta 1 hora después de
preparado.

Un vial (14 mL) de reactivo blogueador (SO4H, IN) listo para uso. Dos adhesivos
para tapar la microplaca.
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3.5. ANALISIS DE AMINAS BIOGENAS CEREBRALES
Procesado de las muestras destinadas a la cuantificacion de aminas

El encéfalo congelado se disecciond a < 4°C. De esta diseccion se extrajeron el
hipotalamo, telencéfalo y el tectum optico (Figura 18). Tras ser pesados, los
tejidos se homogenizaron en frio utilizando la fase movil como vehiculo de
homogenizacion. El telencéfalo e hipotdlamo se homogenizaron en un volumen de
800 pL, y los techos opticos en uno de 1000 pL. Para llevar a cabo la
homogenizacion se empled un procesador ultrasonico Kontes (modelo KT50),
aplicando pulsos de 1 segundo de duracion a intervalos de 5 segundos hasta la
completa disgregacion del tejido. El homogenizado asi obtenido se centrifugo a
20000 x g durante 10 min a una temperatura de 4°C en una centrifuga Beckman
(modelo Avanti"™ 30 Centrifuge). Los sobrenadantes se almacenaran a -80°C,
para el posterior andlisis cromatografico.

Hipotalamo

Figura 18. Regiones cerebrales del encéfalo del lenguado que fueron disecadas para el
posterior analisis. Vision lateral-inferior de un cerebro.

Determinacion cromatografica de los niveles de aminas

El contenido de las aminas bidgenas y metabolitos (SHT, SHIAA, DA,
DOPAC, NA, MHPG) en los tejidos cerebrales se determind mediante
cromatografia liquida de alta eficacia con deteccion electroquimica (HPLC-EC),
segin lo descrito por Ruibal (2003) con modificaciones minimas. El sistema
cromatografico consisti6 en un detector electroquimico (ESA Coulochem II
Model 5100A, Esa Inc., Massachesetts, USA) formado por un modulo de control
y una célula analitica modelo 5010 de electrodo dual. Los potenciales de
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oxidacion aplicados en la célula electroquimica fueron de + 30 mV para el
electrodo 1 y + 290 mV para el electrodo 2 (electrodo de analisis). La bomba
impulsora de la fase moévil fue una bomba Gilson con doble amortiguador de
pulso, modelo 305 Piston Pump (Gilson Medical Electronics, Inc., Middleton,
USA). La columna utilizada para la separacion cromatografica fue una columna
de fase reversa Tracer Extrasil de octadecilsilice (ODS-2), con un relleno
microparticular de 5 um de didametro y unas dimensiones de 15 cm de largo por
0,4 cm de diametro interno (Teknokroma®, Barcelona, Espafia). Durante todos los
ensayos se utilizaron filtros precolumna Phenomenex® (Cjs - ODS, Octadecyl;
SecurityGuard ™, USA).

Los analisis se hicieron a temperatura ambiente y con un flujo de ImL min™".
La inyeccion de las muestras fue manual, utilizando una jeringuilla Hamilton
Gastight® de alta precision de 50 pL. El inyector utilizado fue un Rheodyne
modelo 7125 (Rheodyne Incorporated, California, USA) provisto de un bucle de
20 uL. La fase movil empleada consistido en un tampén de acetato (40 mM de
acetato de sodio y 8mM de 4cido citrico) con 0,134 mM de EDTA, 1,30 mM de
acido octanosulfonico y acetonitrilo (10 % v/v). El pH final se ajusté a 3,65 con
acido ortofosforico (85 %). La fase movil se filtro a través de filtros de nylon de
0,2 um de tamafio de poro (Lida Manufacturing Corp., de Teknokroma® S. Coop.
C. Ltda., USA), y se desgasificd por medio de un bafio de ultrasonidos (Selecta S.
A., Barcelona, Espafia). Con estas condiciones la duracion de los cromatogramas
fue de aproximadamente 12 min.
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Figura 19. Cromatograma tipico de un patron compuesto correspondiente a 50 pg de
cada una de las aminas: Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (S5HT), 4cido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), acido 5-hidroxiindol-3-acético (SHIAA), 3-metoxi-
4-hidroxifenilglicol (MHPG).
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Figura 20. Cromatograma tipico de un homogenizado de hipotdlamo del lenguado.
Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5HT), acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), acido 5-hidroxiindol-3-acético (SHIAA).
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Figura 21. Cromatograma tipico de un homogenizado de telencéfalo del lenguado.
Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5HT), acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), acido 5-hidroxiindol-3-acético (SHIAA).
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Figura 22. Cromatograma tipico de un homogenizado de tectum Optico del lenguado.
Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5HT), acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC), acido 5-hidroxiindol-3-acético (SHIAA).

La adquisicion y posterior integracion de los picos cromatograficos se llevo a
cabo utilizando el paquete informatico Biocrom 2000. Se emplearon las areas de
los picos cromatograficos generados por patrones externos de concentracion
conocida (Figura 19) para la cuantificacion de los niveles de aminas en las
muestras problema (Figuras 20, 21, 22). Para el desarrollo de los patrones se
parti6 de soluciones madre guardadas a -80°C, que en el dia del ensayo se
diluyeron para obtener una concentraciéon de trabajo de 50 pg/20 L.

Se prepar6 un patron compuesto partir de stocks individuales (0,1 mg mL™), de NA,
DOPAC, DA, SHIAA, SHT, MHPG, preparados en una solucion antioxidante de 0,4
M de acido perclorico, 0,1 mM de EDTA Na, y 0,4 mM de metabisulfito Na,.
Alicuotas de cada uno de los stocks individuales se diluyeron conjuntamente en un
volumen adecuado de fase movil, para obtener una concentracién final de 50 ng mL!
de cada amina. Esta solucion se diluy6 finalmente hasta los 50 pg/20uL de SHT,
SHIAA, NA, MHPG, DA y DOPAC en fase movil.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media £+ SEM. La significacion
estadistica de las diferencias entre las medias de dos grupos se establecio
mediante el test paramétrico T-Student. En los casos en los que la comparacion de
las medias era entre varios grupos se emple6 un andlisis de la varianza (ANOVA)
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de una o de dos vias y, en caso de existir significacion, se ejecutaba el test de
comparaciones multiples Student-Newman-Keuls. Las diferencias entre las
medias se consideraron significativas cuando P < 0,05. El anélisis estadistico se
realiz6 con el programa Sigma Stat 2.0 (SPSS Science Software, UK Ltd).
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4.1. DEFINICIQN DE LOS ESTADIOS DE ANESTESIA, INDUCCION Y
RECUPERACION, EN EL LENGUADO

El objetivo de este experimento fue determinar y describir las caracteristicas
que definen cada uno de los diferentes estadios de la anestesia, tanto en su fase de
induccion como en la de recuperacion, y comprobar si siguen los mismos
parametros ya establecidos para otras especies de peces no planos. Para ello se
observaron cuidadosamente los cambios en el comportamiento de juveniles del
lenguado Solea senegalensis (Figura 23).

El estudio comenzd con la captura individual de los peces (n: 10; 65 £ 6 g)
con un salabardo, y su transferencia desde el acuario de mantenimiento (300 L) a
un acuario de observacion (10 L, acuario A), donde ya se habia adicionado
previamente el anestésico 2-fenoxietanol (300 mg L™). A partir de este instante se
verificaron cada minuto los siguientes parametros: el movimiento opercular, el
estado de equilibrio y la respuesta a un estimulo tactil (toque). Se considerd que
cuando la frecuencia opercular era imperceptible se alcanzaba el estadio III de
induccion de anestesia. Tan pronto como el animal alcanzaba este estadio III, se
retiraba del acuario de observacion y se pasaba al de recuperacion (100 L, acuario
B), donde se colocaba con el lado ciego para arriba. A partir de este momento se
evaluaban los mismos pardmetros mencionados previamente.

En estas experiencias se asume que la perdida de equilibrio tiene lugar cuando
el pez colocado con su lado ciego para arriba, es incapaz de recuperar su postura
normal. Del mismo modo, la recuperacion del equilibrio tiene lugar cuando el pez
es capaz de recuperar su postura normal.

NN\

A B

Anestesia Recuperacion

Observar comportamiento, induccion (A) y recuperacion (B) de la
anestesia.

Figura 23. Representacion esquematica del procedimiento utilizado para el estudio de las
caracteristicas que definen los estadios de anestesia y recuperacion en el lenguado.
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4.2. DETERMI,NACI(’)N DE LOS TIEMPOS DE INDUCCION Y
RECUPERACION EN LENGUADOS ANESTESIADOS CON
DIFERENTES DOSIS DE ANESTESICOS

Este experimento se disefid para determinar cual es la dosis minima de cada
uno de los anestésicos que nos permiten alcanzar el estadio II de anestesia, en el
menor tiempo posible. En este trabajo se consideraron adecuados aquellos
tiempos que estan por debajo de los 3 minutos para la induccién, y de 5 minutos
para la recuperacion (Marking y Meyer, 1985). Para llevar a cabo este estudio se
utilizaron animales de un peso de 98,5 = 2,5 g. Se estudiaron 4 anestésicos,
evaluando diferentes dosis de cada uno de ellos: 2-fenoxietanol (300, 400, 500,
600 mg L'l), metomidato (4, 5, 6 mg L'l), aceite de clavo (20, 30, 40 mg L'l) y
MS-222 (50, 75, 100 mg L™"). El numero de animales utilizados para cada dosis
fue de 6-9.

Metodologicamente este experimento se desarrolld de un modo similar al
indicado previamente en el apartado 4.1. No obstante, en este caso se considerd
que el pez se encontraba en el estado de anestesia Il cuando perdia el equilibrio y
no reaccionaba a un pequefio pinchazo en la region caudal (Woody et al., 2002);
es en este momento cuando se determina el tiempo de induccion. El tiempo de
recuperacion se marca cuando el animal en el tanque de recuperacion es capaz de
recuperar su postura normal (Figura 24).

% Zo
A B
Anestesia Recuperacion

Observar comportamiento y medir los tiempos de induccion
(acuario A) y de recuperacion (acuario B) de la anestesia.

Figura 24. Representacion esquematica del procedimiento utilizado para determinar las
dosis menores de cada anestésico precisas para alcanzar el estadio de anestesia II.

4.3. ESTUDIO PARA EVALUAR LA PROFUNDIDAD DE LA ANESTESIA
EN EL ESTADIO II

Este experimento fue disefiado para evaluar la profundidad del estadio II de
anestesia, es decir su capacidad para permitir llevar a cabo una manipulacion

invasiva (Figura 25). Para desarrollar esta experiencia se realizd6 una pequeia
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extraccion de sangre, comprobando la presencia o ausencia de respuestas reflejas
(King et al., 2005). Los anestésicos y dosis evaluadas fueron: 2-fenoxietanol (500
y 600 mg L"), metomidato (6 y 8 mg L™), aceite de clavo (40 y 80 mg L") y MS-
222 (100 y 200 mg L™). Estas experiencias se desarrollaron en funcion del peso
de los peces (74 +4 g, 213 15 g y 300 +12 g). El nimero de animales utilizados
para cada dosis fue de 5-12.

El experimento se desarrolldo siguiendo los protocolos empleados en el
experimento anterior (4.2). Una vez que el animal alcanzaba el estadio II de
anestesia, era capturado y colocado cuidadosamente sobre una pafio himedo. Con
auxilio de una jeringa (ImL - 25 GA) se hizo una pequeia extraccion de sangre
desde la vena caudal. Si el pez reaccionaba a esta manipulacion, este se devolvia
al acuario de observacion, repitiendo el proceso cada minuto hasta que el pez no
presentaba respuestas reflejas. En este momento se determinaba el tiempo.
También, en este caso, se determiné el tiempo de recuperacion del mismo modo
que en los casos anteriores.

Medir tiempo
Simular extraccion
de sangre

__________

Recuperacion

Figura 25. Representacion esquematica del procedimiento utilizado para investigar la
profundidad anestésica del estadio II de anestesia.

4.4. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS DIFERENTES AGENTES
ANESTESICOS SOBRE DIVERSOS INDICADORES SANGUINEOS Y
PLASMATICOS DE ESTRES

El objetivo de este experimento fue investigar los posibles efectos, agudos
estresantes, de la exposicion por un periodo de 5, 10, 20 y 30 minutos, a los
diferentes agentes anestésicos estudiados: aceite de clavo (80 mg L), MS-222
(200 mg L), 2-fenoxietanol (500 mg L") y metomidato (6 mg L™"). Ademas se
plante6 otro grupo de experimentos en el cual, después de exponer a los animales
durante 30 minutos al correspondiente agente anestésico, estos se pasaron a
acuarios de recuperacion (2 peces por acuario) y se muestrearon 24 horas después.

59



Diseflo experimental

La toma de muestras a las 24 horas se realizo bajo anestesia (se utilizo el mismo
anestésico al cual fue expuesto inicialmente). En todos los casos, se valoraron los
siguientes indicadores de estrés: glucosa, lactato y cortisol plasmatico, y los
parametros sanguineos: hematocrito y hemoglobina.

Para esta serie de experimentos los animales (96 + 2 g) se distribuyeron en 5
tanques de 100 L (8 peces/acuario). Todos los peces de un acuario se capturaron
rapidamente y se pasaron al acuario de observacion, donde se habia adicionado
previamente una de las soluciones anestésicas a evaluar. A partir de este
momento, los animales, de un modo aleatorio, son retirados a los tiempos de 5,
10, 20 y 30 min para la extraccién de sangre. Otro grupo de peces después de
permanecer durante 30 minutos en el anestésico se pasaron a acuarios de
recuperacion para ser muestreados a las 24 horas. En toda esta serie de
experimentos los animales retirados a los 5 minutos son los que se toman como
controles (Figura 26). Para cada dosis y tiempo se utilizaron 7-8 peces.

A Recuperacion y
muestreo a las 24 h

\ 4

Obtencion de muestras

Anestesia

5-10-20-30 min de exposicion.

ORI

Figura 26. Representacion esquemadtica del procedimiento utilizado para investigar el
efecto de una exposicion a los anestésicos sobre los niveles de diversos indicadores de
estrés.
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4.5. EVALUACI()N DEL EFECTO ANTIESTRES DE LOS DIFERENTES
ANESTESICOS FRENTE A UN ESTRES AGUDO (EXPOSICION AL
AIRE) EN JUVENILES DE Solea senegalensis

Este experimento, y el siguiente, tuvieron como objetivo evaluar la capacidad
antiestrés del 2-fenoxietanol (600 mg L), metomidato (5 mg L™), aceite de clavo
(30 mg L") y MS-222 (75 mg L) frente a un estrés agudo, en este caso la
exposicion al aire (Figura 27). Se analizaron los siguientes indicadores de estrés:
glucosa, lactato y cortisol plasmatico, y los pardmetros sanguineos: hematocrito y
hemoglobina.

Recuperacion

30 min 30 min 2h 2h 24 h 24 h

Metomidato 10 mg L™

—~—— i iPesar:

S/anestésico C/anestésico

Figura 27. Representacion esquematica del procedimiento utilizado para investigar la
capacidad antiestrés (exposicion al aire durante 3 minutos) de los anestésicos. S: sin
anestesia, C: con anestesia.

Para esta serie de experimentos se utilizaron lenguados de un peso de 79 + 2 g.
Los animales se distribuyeron en 2 acuarios de 100 L (12 peces/acuario) que
estaban revestidos por una red rigida. El desplazamiento vertical de esta red es la
que nos permitid hacer la exposicion al aire. El experimento comenzd con la
exposicion de los peces de un acuario, durante 3 minutos, al aire (peces estresados
sin pretratamiento con el anestésico). Inmediatamente después estos animales son
reubicados en acuarios de recuperacion (50 L) (2 peces/acuario), y a los 30 min, 2
horas y 24 horas son capturados (de dos en dos en menos de 15 s) e introducidos
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en el acuario de observacion al que se le habia adicionado previamente
metomidato (10 mg L") como agente anestésico. Esta dosis induce una rapida y
profunda anestesia en menos de 1,5 min. En este momento se retiran los peces, se
realiza la extraccion de sangre y se pesan. Con los peces del otro acuario de 100 L
se procedié del mismo modo, pero previo a la exposicion al aire los animales se
anestesiaron, afladiendo el agente anestésico correspondiente al acuario durante un
periodo de 3 minutos (peces estresados pretratados con el anestésico).
Inmediatamente después se exponen al aire y se procede del mismo modo que en
el caso anterior.

4.6. EVALUACI(')N DEL EFECTO ANl:IESTRES DE LOS DIFER}ENTES
ANESTESICOS FRENTE A UN ESTRES AGUDO (PERSECUCION) EN
JUVENILES DE Solea senegalensis

En este experimento se evaluaron y analizaron los mismos anestésicos (2-
fenoxietanol 600 mg L™'; metomidato 5 mg L™; aceite de clavo 30 mg L™ y MS-
222 75 mg L'l) y parametros de estrés que en el experimento anterior (4.5), pero
en este caso el estrés es causado por una persecucion con un salabardo (Figura
28).

Recuperacion
30 min 30 min 2h 2h 24 h 24 h
Persecucion Metomidato 10 mg L™
v
: : : :1 Obtencidon de muestras
<m i Pr— S 2
@ e : : @ = : i P !
H H H H ) resar .
S/anestésico C/anestésico

Figura 28. Representacion esquematica del procedimiento utilizado para investigar la
capacidad antiestrés (persecucion durante 3 minutos) de los anestésicos. S: sin anestesia,
C: con anestesia.
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Para esta serie de experimentos se utilizaron lenguados con un peso de 83 + 3
g. Los lenguados se encontraban distribuidos inicialmente en 2 acuarios de 100 L
(12 peces/acuario). El experimento comenz6 con la persecucion enérgica de los
peces, por medio de un salabardo durante 1 minuto. Después se interrumpi6 la
persecucion por 2 minutos, para reanudarla nuevamente durante otros 2 minutos
(peces estresados sin pretratamiento con el anestésico). Inmediatamente después
estos animales se reubicaron en acuarios de recuperacion (50 L) (2 peces/acuario),
y a los 30 min, 2 horas y 24 horas son capturados (de dos en dos) e introducidos
en el acuario de observacion, al que se le habia adicionado previamente
metomidato (10 mg L'l) como agente anestésico. En este momento se realizé la
extraccion de sangre y el pesado. Con los peces del otro acuario de 100 L se
procedié del mismo modo, pero previamente a la persecucion los animales son
anestesiados, anadiendo el agente anestésico correspondiente al acuario durante
un periodo de 3 minutos (peces estresados pretratados con el anestésico).
Inmediatamente después se comenzd con el protocolo de persecucion y se
procedio del mismo modo que en el caso anterior.

4.7. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES (EXPOSICION AL AIRE)
SOBRE LOS NIVELES CEREBRALES DE NEUROTRANSMISORES:
EFECTO DE LOS ANESTESICOS

Esta serie de experimentos se desarrolld para determinar el posible efecto del
estrés sobre la actividad de diversos sistemas de neurotransmision cerebrales
(SHT, DA y NA). Para esta serie de experimentos se utilizaron lenguados de un
peso de 120 + 5 g. Los lenguados se encontraban distribuidos inicialmente en 2
acuarios (Figura 27) de 100 L (12 peces/acuario). El disefio de este experimento
es similar, con pequeias modificaciones, al llevado a cabo en el experimento
previo (4.5). En este caso el muestreo se realizd tnicamente a las 2 y 24 horas de
la aplicacion del estrés a los peces sin o con pretratamiento-anestésico. Después de
estos tiempos los peces se capturaron (de dos en dos) y se introdujeron en el
acuario de observacion al que se le habia adicionado previamente metomidato (10
mg L) como agente anestésico. En este momento se realiza la decapitacion,
extraccion del cerebro y el pesado. El numero total de animales utilizados por
grupo fue de 6.

4.8. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES (PERSECUCION) SOBRE
LOS NIVELES CEREBRALES DE NEUROTRANSMISORES: EFECTO
DE LOS ANESTESICOS

Para este experimento se utilizaron lenguados de un peso de 92 + 4 g. Se
procedio de un modo similar a lo indicado en el apartado 4.6 y 4.7. El nimero de
animales utilizados por grupo fue de 6.
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Para este experimento y el anterior (4.7) se realizd un grupo control. Para ello
partimos de lenguados de un peso de 138 = 7 g, que se encontraban distribuidos
en 3 tanques de 100 L (3 peces/acuario) (Figura 29). En este caso, los peces sin
ningun tipo de manipulacion previa, fueron capturados (< 15 s) del mismo modo
que en los experimentos anteriores e introducidos en el acuario de observacion
(metomidato 10 mg L™"). Una vez anestesiados, los animales se sacrificaron, se
extrajeron los cerebros y se pesaron. El niimero total de animales utilizados en este
grupo control fue de 9.

Anestesia

Metomidato 10 mg L™

+—1

Extraccion del cerebro

__________

Figura 29. Representacion esquematica del protocolo correspondiente al grupo control.

49. EFECTOS DE LA EXPOSICION AL AMONIACO SOBRE
PARAMETROS HEMATOLOGICOS, PLASMATICOS, Y SOBRE LOS
NIVELES DE LOS NEUROTRASMISORES CEREBRALES EN
JUVENILES DE Solea senegalensis

El objetivo de este experimento fue determinar los posibles efectos de la
exposicion durante 12 y 24 horas a 64,4 mg L' (50% de la LC50/48 h) de
amoniaco exdgeno (amoniaco total) sobre diversos indices de estrés (glucosa,
lactato y cortisol, hematocrito y hemoglobina) y sobre la actividad de diversos
sistemas de neurotransmision cerebrales (SHT, DA y NA).

Para este experimento se utilizaron peces con un peso de 86 + 3 g. En este
experimento los animales se distribuyeron en 2 acuarios control y 2 tratados (6
peces/acuario 50 L) (Figura 30). En el dia del tratamiento, se cerrd la entrada del
agua a los acuarios, y se adiciono la solucién de cloruro de amonio (concentracion
teorica en el acuario 64,4 mg L'). A las 12 y a las 24 h de exposicion se
capturaron los peces desde los tanques control o tratados. Para evitar en lo posible
el estrés de captura los peces son sedados previamente, adicionando una solucion
anestésica (metomidato, concentracion final 5 mg L'l) directamente al acuario (50
L) donde se encontraban los animales (home tank anesthesia). Una vez sedados se
transfirieron (de 2 en 2) al acuario de observacion previamente preparado con una
solucién anestésica de metomidato (10 mg L ). Una vez anestesiados se
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retiraron, procediendo a la extraccion de una muestra de sangre, cerebro, y al
pesado. Este protocolo experimental fue repetido otra vez, de modo que el nimero
final de animales por grupo fue de 12.

Control

Tratamientos 12 y 24 h

Tratado /\

Obtencion de muestras

{

{

Control >

Anestesia | l
Metomidato 10 mg L™

{

Tratado i Pesar |

{

Figura 30. Representacion esquemadtica de las condiciones de experimentacion a que
fueron sometidos los lenguados para estudiar el efecto del amoniaco.

Al principio y a las 12 y 24 h se toma una muestra de agua para el analisis
colorimétrico (650 nm, espectrofotometro Perkin Elmer - USA) de los niveles
reales de amoniaco total. A las 12 y 24 h se obtuvieron valores de amoniaco
superiores del orden de un 18 y un 11% con respecto al valor inicial.
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5.1. DEFINICIQN DE LOS ESTADIOS DE ANESTESIA, INDUCCION Y
RECUPERACION, EN EL LENGUADO

Las caracteristicas que definen los diferentes estadios (I, II, III) de anestesia y
recuperacion en el lenguado estan resumidas en la Tabla 1. El estadio II de
anestesia se caracterizd por una pérdida del equilibrio, del tono muscular, de los
movimientos corporales, por una baja tasa de ventilacion opercular y por una
fuerte atenuacion de las respuestas reflejas a un estimulo téctil. El estadio III se
caracteriz6 por una perdida total de la actividad refleja y por unos movimientos
operculares casi imperceptibles.

Estadios de
anestesia

I

Descripcion

Pérdida parcial del equilibrio

Los peces conservan algunos movimientos corporales

Pérdida total del equilibrio y del tono muscular

II Baja frecuencia de movimientos operculares (tasa de ventilacion)
Respuestas reflejas fuertemente atenuadas

Movimientos operculares imperceptibles

I 1 : )
Pérdida total de los reflejos espinales.
Estadios de .,
-y Descripcion
recuperacion
Ausencia de equilibrio
I No presentan ningin movimiento corporal

Empiezan a recuperar los movimientos operculares
Recuperacion del equilibrio y de algunos movimientos corporales

I . , o
Recuperacion de la frecuencia de los movimientos operculares
Similar a preanestesia

I Frecuencia opercular ligeramente aumentada en relacion al estado de

preanestesia.

Tabla 1. Caracteristicas de los estadios de induccidn y recuperacion de la anestesia en el
Solea senegalensis (adaptado de Iwama et al., 1989).

5.2. DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE INDUCCION Y DE
RECUPERACION EN LENGUADOS ANESTESIADOS CON
DIFERENTES DOSIS DE ANESTESICOS

En la Tabla 2 se representan los tiempos de induccién y recuperacion,
obtenidos después de la administracion de las diferentes dosis de los diferentes
anestésicos. Con todos los anestésicos estudiados, los tiempos de induccion fueron
dependientes de la dosis (P < 0,05), es decir, disminuyeron con el aumento de las
dosis. Los mayores y menores tiempos de induccion variaron entre: 1) los 13,16 y
1,50 minutos, para las dosis de 300 y 600 mg L' de 2-fenoxietanol,
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respectivamente, ii) los 3,12 y 1,50 minutos con las dosis de 4 y 6 mg L de
metomidato, respectivamente, iii) los 3,50 y 1,66 minutos con las dosis de 20 y 40
mg L de aceite de clavo, respectivamente, y iv) los 7,50 y 2,25 minutos con las
dosis de 50 y 100 mg L' de MS-222, respectivamente.

Con el 2-fenoxietanol, los tiempos de induccion obtenidos con cada dosis son
significantemente diferentes entre ellos (P < 0,05). Los tiempos de induccion
obtenidos: i) con las dosis de 5y 6 mg L' de metomidato son significativamente
menores (P < 0,05) que el obtenido con la dosis de 4 mg L™, ii) con la dosis de 40
mg L' de aceite de clavo fue significativamente menor (P < 0,05) que los
obtenidos con la dosis de 20 y 30 mg L™, y iii) con las dosis de 75 y 100 mg L™
de M81_222 fueron significativamente menores que el obtenido con la dosis de 50
mg L.

Tiempo (min)

Anestésico C01(1rcnegnt£filc)10n Induccion Recuperacion
2-Fenoxietanol 300 6 13,2+1,30° 5,35+1,03%
400 8 837+0,73 6,09 + 0,92°

500 8  437+0,67° 5,47 +1,52%

600 8 1,50+0,37 1,94 +0,56°

Metomidato 4 9 3,12+0,39° 9,09 + 1,44%
5 6 1,50+0,.22° 3,70+ 1,18°

6 8  1,50+026 430+ 1,20°

Aceite de clavo 20 6 3,50+0,34° 3,20+ 0,75
30 7 3,16 0,40 3,76 £ 1,01°

40 6 1,66+0,33° 3,59+ 1,10°

MS-222 50 4 750+1,19° 2,76 + 1,09

75 7 2,42+0,20° 0,56 + 0,14°

100 8 225+031° 2,99 £ 0,68°

Tabla 2. Tiempos de induccion y recuperacion para el Solea senegalensis anestesiados
con varias concentraciones de cuatro agentes anestésicos. Tiempo de induccién: tiempo
necesario para alcanzar el estadio II de anestesia. Tiempo de recuperacion: tiempo
necesario para retornar al estadio II de recuperacion. Los datos se expresan como la
media + SEM. Para cada agente anestésico, los valores en una misma columna indicados
con diferentes letras sobrescritas indican diferencias significativas (P < 0,05). n: numero
de peces.

Los tiempos de recuperacion para todos los anestésicos evaluados siempre
estuvieron por debajo de los 10 min. Para el aceite de clavo y el MS-222 el tiempo
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de recuperacion fue independiente de la dosis. Los tiempos de recuperacion
obtenidos: i) con las dosis de 5 y 6 mg L' de metomidato fueron
significativamente menores (P < 0,05) que el obtenido con la dosis de 4 mg L™, y
ii) con la dosis de 600 mg L' de 2-fenoxietanol fue significativamente menor (P <
0,05) que los obtenidos con las dosis de 300 y 400 mg L™

Tomando como referencia unos tiempos de induccion y recuperacion menores
de 3 y 5 minutos respectivamente, se observa que las menores dosis efectivas que
se encontraron, fueron: 600 mg L™ para el 2-fenoxietanol, 5 mg L™ para el
metomidato, 30 mg L™ para el aceite de clavo y 75 mg L™ para el MS-222.

5.3. ESTUDIO PARA EVALUAR LA PROFUNDIDAD DE LA ANESTESIA
EN EL ESTADIO 11

Los resultados se resumen en la Tabla 3. En ella se representan los tiempos,
dependiendo del peso de los peces, necesarios para alcanzar una profundidad
anestésica que nos permita una extraccion de sangre, y los tiempos de
recuperacion. Solamente con las siguientes dosis se consiguieron respuestas
efectivas por debajo de los 3 minutos: 600 mg L™ (2-fenoxietanol), 6 y 8 mg L™
(metomidato) con los peces de 74 = 4 g, y 600 mg L' (2-fenoxietanol), 8 mg L'
(metomidato) y 200 mg L™ (MS-222) con los peces de 213 + 15 g. Con el aceite
de clavo los tiempos siempre estuvieron por encima de los 3 minutos.

Cuando se comparan los tiempos de induccion los resultados fueron los
siguientes: 1) con las dosis de 500 y 600 mg L' de 2-fenoxietanol, los tiempos de
induccion fueron significativamente (P < 0,05) mayores en el grupo de peces con
un peso de 300 £ 12 g, que en los grupos de peces con un pesode 74 +4 gy 213 +
15 g. Mientras que con la dosis de 600 mg L™, el tiempo de induccién de los
peces con un peso de 213 £ 15 g fue significativamente (P < 0,05) mayor que el
observado en el grupo de peces con un peso de 74 + 4 g, ii) con las dosis de 6 y 8
mg L ' de metomidato, los tiempos de induccién fueron significativamente (P <
0,05) mayores en el grupo de peces de 300 + 12 g, que en los grupos de peces de
74+ 4 gy 213+ 15 g. Con la dosis de 6 mg L™ el tiempo de induccion del grupo
de peces con un peso de 213 + 15 g fue significativamente (P < 0,05) mayor que
en el observado en el grupo de peces con un peso de 74 £ 4 g, iii) con las dosis de
40 y 80 mg L' de aceite de clavo, los tiempos de inducciéon fueron
significativamente (P < 0,05) mayores en los grupos de peces con un peso de 300
+ 12 gy 213 £15 g, que en el grupo de peces con un peso de 74 + 4 g, y iv) Con
las dosis de 100 y 200 mg L' de MS-222, no se observaron diferencias
significativas en el tiempo de induccion entre los diferentes grupos de peces (74 +
4¢,213£15¢g,y300+ 12 g).
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Para el 2-fenoxietanol y el aceite de clavo el tiempo requerido para una
extraccion de sangre fue dependiente del peso y de la dosis (P < 0,05). Para el
metomidato fue dependiente del peso (P < 0,001), y para el MS-222 fue
dependiente de la dosis (P < 0,001) (Tabla 4).

En la mayoria de los casos, los tiempos de recuperacion para cualquier dosis y
anestésico siempre estuvieron por encima de los 5 minutos (entre 5,36 + 1,75 min
y 40,13 + 8,37 min), con la unica excepcion de la dosis de 600 mg L™ de 2-
fenoxietanol en los peces de menor peso, en este caso el tiempo de recuperacion
fue 4,11 £ 1,31 min (Tabla 3).

2-Fenoxietanol 500 mg L™ 600 mg L™
Peso (g) n Induccion  Recuperacion  Induccion  Recuperacion
74+4 5-6 381 £045  7,00+£1,03"  1,74+0,05 4,11+1,318
21315 6 458+0,05° 567+087" 2,82+036" 7,24+0,97°
300 + 12 6 7,54+0,74°  536+1,75° 430+0,18° 9,82 +2722¢

Metomidate 6mg L’ 8mg L’

Peso (g) n Induccion  Recuperacion  Induccion  Recuperacion
74+4  6-7 2,99 +0,29° 15,74+4,01* 1,51+£0,17" 11,89 +2,40°
213415 5-7  565+045° 20,72+251* 1904032 9,16+2,52°
300+ 12 5 930+ 1,41° 14,15+4,49" 1340+1,96° 40,13 +837¢

Aceite de clavo 40 mg L™ 80mg L
Peso (g) n Inducciéon  Recuperacion  Induccion ~ Recuperacion
74+4 11-12  538+0,53*  6,32+0,73" 4,05+042° 12,56+ 1,73"
213415 10-11 11,00£251° 985+2,17" 8,16+0,57" 12,06+ 1,40°
30012 12 1045+0,84°  870+0,79" 834+0,67" 14,59 +1,97°

MS-222 100 mg L™ 200 mg L™
Peso (g) n Induccion  Recuperacion  Induccion  Recuperacion
74+4 6 7,15+ 0,65" 7,07 £1,08° 3,99 +022° 7,95+ 1,60'
213+ 15 6 6,33+1,02° 7,49+206° 283+031° 10,43 +1,64
300 £ 12 6 6,55+£0,55°  7,19+2,60° 334+025 18,10+3,11"

Tabla 3. Tiempos necesarios para poder desarrollar una extraccion de sangre en el Solea
senegalensis, en funcion del peso de los peces. Tiempo de induccion (min): tiempo
necesario para alcanzar un estadio de anestesia que permita una extraccion de sangre sin
respuestas reflejas. Tiempo de recuperacion (min): tiempo necesario para retornar al
estadio II de recuperacion. Los datos se expresan como la media £ SEM. Para cada agente
anestésico, los valores en una misma columna indicados con diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05). n: numero de peces.

Cuando se comparan los tiempos de recuperacion dentro de un mismo
anestésico, los resultados fueron los siguientes: i) con las dos dosis del 2-
fenoxietanol y del aceite de clavo no se observaron diferencias significativas, ii)
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con la dosis de 8 mg L' de metomidato, el tiempo de recuperacion fue
significativamente (P < 0,05) mayor en el grupo de peces con un peso de 300 + 12
g que el observado en los grupos de peces con un peso de 74 £ 4 gy 213 £ 15 g,
iii) con la dosis de 200 mg L' de MS-222, el tiempo de recuperacién fue
significativamente (P < 0,05) mayor en el grupo de peces con un peso de 300 + 12 g,
que los observados en los grupos de peces conun pesode 74 £t4 gy 213+ 15 g.

Para el 2-fenoxietanol, aceite de clavo y MS-222 los tiempos de recuperacion
fueron independientes del peso (Tabla 4).

Parametro Tratamiento Peso Dosis Peso x Dosis
Induccion 2-Fenoxietanol <0,001 <0,001 ns
Induccion Metomidato <0,001 ns <0,001
Induccion Aceite de clavo <0,001 <0,05 ns
Induccion MS-222 ns < 0,001 ns
Recuperacion 2-Fenoxietanol ns ns ns
Recuperacion Metomidato <0,01 ns <0,001
Recuperacion Aceite de clavo ns <0,001 ns
Recuperacion MS-222 ns <0,01 ns

Tabla 4. P-valores del andlisis de varianza de dos vias de los pardmetros medidos
(tiempos de induccion y de recuperacion) después del tratamiento con los respectivos
anestésicos. ns: no significativo.

5.4. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS DIFERENTES AGENTES
ANESTE,SICOS SOBRE DIVERSOS INDICADORES SANGUINEOS Y
PLASMATICOS DE ESTRES

2-Fenoxietanol

Los datos correspondientes a los efectos de la exposicion al 2-fenoxietanol por
un periodo de: i) 5 (control), 10, 20, 30 min y ii) de 30 minutos con toma de
muestras a las 24 horas, se representan en la Figura 31. Los niveles del
hematocrito y hemoglobina no muestran alteraciones significativas en ninguno de
los casos estudiados. No obstante, si se puede apreciar un aumento significativo
(P < 0,05) después de los 30 minutos de exposicion en los niveles de la glucosa y
lactato, con relacion a sus respectivos controles (5 minutos de exposicion). Con
respecto al cortisol el incremento detectado a los 20 minutos s6lo es significativo
(P < 0,05) frente al control de 5 minutos de exposicion. En todos los casos los
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niveles a las 24 horas y 30 minutos de exposicion, no se modifican
significativamente con respecto a los niveles basales detectados a los 5 minutos de
exposicion.
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<« Figura 31. Efecto de la exposicion al 2-fenoxietanol (500 mg L) sobre los
parametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hemoglobina,
hematocrito) durante 5 (control), 10, 20, 30 min, y a las 24 horas después de una
exposicion de 30 min. Cada valor representa la media + SEM de 7-8 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

Aceite de clavo

Los datos correspondientes a los efectos de la exposicion al aceite de clavo
por un periodo de: i) 5 (control), 10, 20, 30 min y ii) de 30 minutos con toma de
muestras a las 24 horas, se representan en la Figura 32. Los niveles del
hematocrito y hemoglobina no muestran alteraciones significativas en ninguno de
los casos estudiados. Para la glucosa y lactato se observan aumentos significativos
(P <0,05) a los 20 y 30 minutos después de la exposicion, siempre mayores a los
30 minutos, con relacion a sus respectivos controles. Con respecto al cortisol se
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observa una dindmica similar, un aumento gradual y significativo (P < 0,05) a
partir de los 20 minutos de exposicion. En el grupo de 24 horas, los niveles de
lactato y cortisol no son significativos con respecto a los niveles basales
detectados a los 5 minutos de exposicion. Por el contrario los niveles de glucosa
se mantienen significativamente elevados (P < 0,05).
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<« Figura 32. Efecto de la exposicion al aceite de clavo (80 mg L) sobre los parametros
plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hemoglobina, hematocrito) durante
5 (control), 10, 20, 30 min y a las 24 horas después de una exposicion de 30 min. Cada
valor representa la media + SEM de 7-8 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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MS-222

Los datos correspondientes a los efectos de la exposicion al MS-222 por un
periodo de: i) 5 (control), 10, 20, 30 min y ii) de 30 minutos con toma de muestras
a las 24 horas, se representan en la Figura 33. Los niveles del hematocrito y
hemoglobina no muestran alteraciones significativas en ninguno de los casos
estudiados. Para la glucosa se observa un aumento gradual y significativo (P <
0,05) a partir de los 10 min de exposicion, frente a su control; mientras que para el
lactato la dinamica es similar, pero los incrementos significativos (P < 0,05) sélo
se aprecian a los 20 y 30 minutos de exposicion. Con respecto al cortisol se
observa una dinamica similar a la detectada con la glucosa, pero sus niveles s6lo
se incrementan significativamente (P < 0,05) a los 20 y 30 minutos de exposicion.
En todos los casos los niveles a las 24 horas y 30 minutos de exposicion, no se
modifican significativamente con respecto a los niveles basales detectados a los 5
minutos de exposicion.
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<« Figura 33. Efecto de la exposicion al MS-222 (200 mg L) sobre los pardametros
plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hemoglobina, hematocrito) durante
5 (control), 10, 20, 30 min y a las 24 horas después de una exposicion de 30 min. Cada
valor representa la media + SEM de 7-8 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Metomidato

Los datos correspondientes a los efectos de la exposicion al metomidato por
un periodo de: 1) 5 (control), 10, 20, 30 min y ii) de 30 minutos con toma de
muestras a las 24 horas, se representan en la Figura 34. Los niveles del
hematocrito y hemoglobina no muestran alteraciones significativas en ninguno de
los casos estudiados. Para la glucosa se observa un aumento significativo (P <
0,05) 30 minutos después de la exposicion, frente a su correspondiente control;
mientras que para el lactato el incremento fue gradual aunque s6lo significativo (P
< 0,05) a los 30 minutos de exposicion. Con respecto al cortisol solo se observa
un incremento significativo (P < 0,05) de sus niveles a los 10 minutos de
exposicion. En todos los casos los niveles a las 24 horas y 30 minutos de
exposicion, no se modifican significativamente con respecto a los niveles basales
detectados a los 5 minutos de exposicion.
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<« Figura 34. Efecto de la exposicion al metomidato (6 mg L) sobre los parametros
plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hemoglobina, hematocrito) durante
5 (control), 10, 20, 30 min y a las 24 horas después de una exposicion de 30 min. Cada
valor representa la media = SEM de 7-8 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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5.4.1. ESTUDIO COMPARADO DE LOS EFECTOS DE LOS CUATRO
ANESTESICOS SOBRE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS Y
PLASMATICOS: UNA VISION GLOBAL

En la Tabla 5 se representan, de un modo comparado, las acciones de cada
anestésico (2-fenoxietanol 500 mg L™, aceite de clavo 80 mg L™, MS-222 200 mg
L', metomidato 6 mg L) sobre los parametros hematologicos (hemoglobina y
hematocrito) y plasmaticos (glucosa, lactato, y cortisol) por un periodo de: i) 5
(control), 10, 20, 30 min y ii) de 30 minutos con toma de muestras a las 24 horas.
El estudio estadistico sOlo se realizo para comparar las diferencias entre
anestésicos.

En el caso del hematocrito no se apreciaron diferencias significativas entre los
grupos de exposicion a los 5 (control), 10 y 20 min y entre los de 30 min muestreo
a las 24 horas. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas entre los
grupos de exposicion a los 30 minutos, concretamente el valor del hematocrito del
grupo del aceite de clavo es significativamente (P < 0,05) mayor que el observado
para el del metomidato.

Con respecto a los valores de hemoglobina, se observo que los animales
expuestos al aceite de clavo presentaron los niveles més elevados (P < 0,05) en
todos los tiempos de exposicion frente a los obtenidos con los otros grupos de
anestésicos (2-fenoxietanol, MS-222 y metomidato). Entre los otros anestésicos
no se detectaron diferencias significativas.

Con respecto a los valores de glucosa, a los 5 min (control) de exposicion, los
animales expuestos al aceite de clavo presentaron los niveles mas elevados,
aunque solo significativamente (P < 0,05) frente a los del MS-222. Entre los otros
tres anestésicos (2-fenoxietanol, MS-222 y metomidato) no se observaron
variaciones significativas. A los 10 min de exposicidon no se detectaron diferencias
significativas entre los animales expuestos a los cuatro anestésicos. A los 20
minutos de exposicion, nuevamente es con el aceite de clavo cuando se
observaron los valores mas altos, aunque muy similares a los obtenidos con el
MS-222. En ambos casos los valores son significativamente mayores (P < 0,05) a
los observados en los grupos de animales expuestos al 2-fenoxietanol y
metomidato. A los 30 min de exposicion los valores mas altos corresponden a los
observados con el 2-fenoxietanol, aceite de clavo y MS-222, todos ellos fueron
significativamente (P < 0,05) mayores frente a los observados con el metomidato.
Finalmente, en el grupo de animales de exposicion de 30 min y muestreo a las 24
horas, se observaron los valores mas elevados (P < 0,05) en los animales
expuestos al aceite de clavo en comparacion a los detectados con el 2-
fenoxietanol, MS-222 y metomidato. De un modo general se observo la misma
dindmica para 2-fenoxietanol, MS-222 y metomidato, es decir los valores
maximos a los 30 minutos con un retorno hacia los valores control a las 24 horas.
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Hematocrito %

Anest. 5 min (control) 10 min 20 min 30 min 30 min (24h)
2-Phe 1427+ 1,16 1525+1,00 16,50+0,57 13,60 + 1,44 14,96 + 0,99
Ac. clavo 13,84+0,36 14,56+0,84 14,88+0,79 1522+0,52"° 14,13+0,62
MS-222  1571+1,02 14,18+098 16,16+0,64 14,23+0,77" 12,37+1,28
Met. 12,79+ 0,96 14,33+ 1,17 14,18+0,84 11,84+0,76° 12,13 +0,96
Hemoglobina g dL ™!
Anest. 5 min (control) 10 min 20 min 30 min 30 min (24h)
2-Phe  1,68+0,17° 1,68+0,11° 1,77+0,17° 125+0,12* 1,58+0,19°
Ac. clavo  2,33+0,22° 256+021° 2,56+020° 2,89+0,31° 2,73£0,12°
MS-222 1,67+0,14* 1,57+0,11° 1,70 +0,12° 1,48+0,11° 1,66 £0,16
Met. 1,22+£0,15° 1,75+£0,19° 181+0,19° 145+0,12* 1,69+ 0,08°
Glucosa pmol mL ™
Anest. 5 min (control) 10 min 20 min 30 min 30 min (24h)
2-Phe  1,64£0,15° 2,79+0,88 2,68+023" 6,69+0,94° 2,13+029°
Ac. clavo  2,30£0,22° 2,51+£0,29 4,24+032° 527+0,42° 423+0,67
MS-222  1,35+0,12° 2,06+£030 4,14+0,29° 542+027° 121+0,12°
Met. 1,90+ 0,19 2,09+0,14 2,34+0,36" 3.83+043* 2,11+£047
Lactato pmol mL ™'
Anest. 5 min (control) 10 min 20 min 30 min 30 min (24h)
2-Phe 0,26+0,05 0,21+0,05* 0,21 +0,05° 0,83 0,08 0,19 £ 0,06
Ac. clavo 0,31+0,07 0,30=+0,04° 0,60+0,07* 0,76+0,10 0,24 £0,07
MS-222  045+0,11 0,40+0,09° 0,76+0,09° 0,98+0,11 0,22 +£ 0,04
Met. 0,49+0,08 0,61+0,08 0,88+0,12° 1,12+0,17 0,29 £ 0,05
Cortisol ng mL
Anest. 5 min (control) 10 min 20 min 30 min 30 min (24h)
2-Phe 5+1,20 47£20,03 210+92,60° 101 +54,42° 20 +4,36™
Ac. clavo  30=£10,61 19 +2,65 197 56,32 301 +38,30° 27 +324°
MS-222 18 £6,85 55+16,02 264+50,92° 410+ 66,83" 7 +1,45°
Met. 9+1,38 34£1126  5+043° 9£2,46° 12 +2,36®

Tabla 5. Media + SEM. Parametros hematologicos y plasmaticos en juveniles de Solea
senegalensis en funcion del tiempo de exposicion al 2-fenoxietanol, aceite de clavo, MS-
222 y metomidato. Diferentes letras en una misma columna, de un mismo parametro,
indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Con respecto a los valores de lactato y de un modo general los valores mas
altos se encuentran en los animales tratados con el metomidato. No obstante,
cuando se hicieron las comparaciones entre los anestésicos no se apreciaron
diferencias significativas ni a los 5 min (control) y 30 min, ni a los 30 min con
toma de muestras a las 24 horas. Sin embargo a los 10 min de exposicion los
valores de lactato se incrementaron significativamente (P < 0,05) en los animales
expuestos al metomidato frente a los observados con los otros tres anestésicos. A
los 20 min de exposicion los valores obtenidos después de la exposicion al
metomidato, MS-222 y al aceite de clavo son significativamente mayores (P <
0,05) a los encontrados con el 2-fenoxietanol. De un modo general se observo la
misma dindmica para los cuatro anestésicos evaluados, o sea valores maximos a
los 30 min con retorno a los valores de control a las 24 horas.

En el caso del cortisol, el estudio comparativo realizado a los 5 (control) y 10
min de exposicidn no mostré ninguna variacion significativa. A partir de estos
tiempos los valores obtenidos después de la exposicion al metomidato son
siempre los menores, a los 20 min frente a los otros tres (P< 0,05) y a los 30 min
frente al aceite de clavo y MS-222 (P< 0,05). Finalmente, en el grupo de animales
de exposicion de 30 min y muestreo a las 24 horas, los animales expuestos al 2-
fenoxietanol y al aceite de clavo son los que presentaron las concentraciones mas
elevadas, significativas (P < 0,05) frente a los del MS-222. No se detectaron
diferencias significativas entre los animales expuestos al MS-222 y al
metomidato. Con respecto a la evolucion de las dinamicas de variacion estas son
similares para los animales expuestos al MS-222 y al aceite de clavo, donde se
detecta el méaximo a los 30 min de exposicion, con retorno a valores basales a las
24 horas. En el caso de la exposicion al metomidato y al 2-fenoxietanol los
maximos se alcanzaron a los 10 y 20 min respectivamente; en ambos casos las
concentraciones retornan a los valores de control a las 24 horas.

5.5. EVALUACION DEL EFECTO ANTIESTRES DE LOS DIFERENTES
ANESTESICOS FRENTE A UN ESTRES AGUDO (EXPOSICION AL
AIRE) EN JUVENILES DE Solea senegalensis

De un modo general indicar que en los muestreos realizados 24 h después de
haber expuesto a los peces durante 3 minutos al estrés, en ningin caso se
detectaron variaciones significativas entre los grupos de peces estresados no
anestesiados y los de peces estresados anestesiados.

2-Fenoxietanol

Los datos correspondientes a las mediciones de los niveles del hematocrito,
hemoglobina, glucosa, lactato y cortisol, se muestran en la Figura 35. Se observa
que no hubo diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del
hematocrito, hemoglobina, glucosa y cortisol cuando comparamos los animales
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estresados anestesiados y los animales estresados no anestesiados. Sé6lo en el caso
del lactato se observaron valores significativamente (P < 0,05) mayores en los
animales estresados no anestesiados que en los estresados anestesiados a los 30
min.
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Figura 35. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales anestesiados (2-
Fenoxietanol, 600mg L) y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa,
lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después
del estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 35. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales
anestesiados (2-Fenoxietanol, 600 mg L) y no anestesiados sobre los parametros
plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min,
2 y 24 horas después del estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 4 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Aceite de clavo

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato y cortisol, se muestran en la Figura 36. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles de la hemoglobina,
glucosa y lactato cuando comparamos los animales estresados anestesiados con
los animales estresados no anestesiados. Sin embargo en el caso del hematocrito
sus niveles son mayores, tanto a los 30 min como a las 2 h, en el grupo de
animales estresados anestesiados con aceite de clavo. Con respecto al cortisol, sus
niveles siempre fueron menores en el grupo de animales estresados anestesiados,
significativamente (P < 0,05) a los 30 min.
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Figura 36. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales anestesiados (Aceite de
clavo, 30 mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato,
cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del
estrés. Cada valor representa la media = SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 36. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales
anestesiados (Aceite de clavo, 30 mg L) y no anestesiados sobre los parametros
plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min,
2 y 24 horas después del estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 4 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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MS-222

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato y cortisol, se muestran en la Figura 37. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del hematocrito,
glucosa, lactato y cortisol cuando comparamos los animales estresados
anestesiados y los animales estresados no anestesiados. Solo en el caso de la
hemoglobina sus niveles son significativamente (P < 0,05) mayores en el grupo de
animales estresados no anestesiados, a los 30 min.
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Figura 37. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales anestesiados (MS-222, 75
mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y
sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del estrés. Cada
valor representa la media = SEM de 4 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 37. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales
anestesiados (MS-222, 75 mg L) y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos
(glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas
después del estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Metomidato

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato, y cortisol se muestran en la Figura 38. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del hematocrito y
hemoglobina cuando comparamos los animales estresados anestesiados y los
animales estresados no anestesiados. Sin embargo, cuando se observan los niveles
de lactato y cortisol se comprueba que son significativamente (P < 0,05) mayores
en los animales estresados no anestesiados 30 min después de la aplicacion del
estrés. Mientras que los niveles de glucosa son también significativamente (P <
0,05) mayores pero a las 2 h después de la aplicacion del estrés.
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Figura 38. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales anestesiados (Metomidato
5mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y
sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del estrés. Cada
valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 38. Efecto de la exposicion al aire (3 min) en animales
anestesiados (Metomidato 5 mg L) y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos
(glucosa, lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas
después del estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras
indican diferencias significativas (P < 0,05).
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5.6. EVALUACI()N DEL EFECTO AN"l:IESTRES DE LOS DIFER}ENTES
ANESTESICOS FRENTE A UN ESTRES AGUDO (PERSECUCION) EN
JUVENILES DE Solea senegalensis

De un modo general indicar que en los muestreos realizados 24 h después de
haber estado expuestos los peces durante 3 minutos al estrés, en ningln caso se
detectaron variaciones significativas entre los grupos de peces estresados no
anestesiados y los de peces estresados anestesiados.

2-Fenoxietanol

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato y cortisol se muestran en la Figura 39. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del hematocrito,
hemoglobina, glucosa y cortisol, cuando se comparan los animales estresados
anestesiados y los animales estresados no anestesiados. Sin embargo, cuando se
observaron los niveles de lactato se comprueba que son significativamente (P <
0,05) mayores en los animales estresados no anestesiados, 30 min después de la
aplicacion del estrés.
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Figura 39. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados (2-Fenoxietanol
600 mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato,
cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del
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estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 39. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados (2-
Fenoxietanol 600 mg L) y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa,
lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después
del estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Aceite de clavo

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato y cortisol se muestran en la Figura 40. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del cortisol cuando
se comparan los animales estresados anestesiados y los animales estresados no
anestesiados. Sin embargo, cuando se observaron los niveles de hematocrito,
hemoglobina, glucosa y lactato se comprueba que son significativamente (P <
0,05) mayores en los animales estresados no anestesiados 30 min y 2 horas
después de la aplicacion del estrés.
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Figura 40. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados (Aceite de clavo 30
mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y
sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del estrés. Cada
valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 40. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados
(Aceite de clavo 30 mg L) y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa,
lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después
del estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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MS-222

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato, y cortisol se muestran en la Figura 41. Se observa que no hubo
diferencias significativas a lo largo del tiempo en los niveles del hematocrito,
cuando se comparan los animales estresados anestesiados y los animales
estresados no anestesiados. Sin embargo, cuando se observaron los niveles de
hemoglobina, glucosa y lactato se comprueba que son significativamente (P <
0,05) mayores en los animales estresados no anestesiados 30 min después de la
aplicacion del estrés. Mientras que los niveles de cortisol son significativamente
(P <0,05) mayores a las 2 h después de la aplicacion del estrés.
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Figura 41. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados (MS-222, 75 mg L
") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y
sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del estrés. Cada
valor representa la media = SEM de 4 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 41. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados
(MS-222, 75 mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa,
lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después
del estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).

98



Resultados

Metomidato

Los datos correspondientes a las mediciones del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato, y cortisol se muestran en la Figura 42. Se observan los niveles de
hematocrito, hemoglobina, glucosa y lactato, y se comprueba que son
significativamente (P < 0,05) mayores en los animales estresados no anestesiados
30 min y 2 horas después de la aplicacion del estrés, cuando se comparan con los
animales estresados anestesiados. Mientras que los niveles de cortisol son siempre
mayores, pero significativamente (P < 0,05) a las 2 h después de la aplicacion del
estrés.
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Figura 42. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados (Metomidato 5 mg
L") y no anestesiados sobre los pardametros plasmaticos (glucosa, lactato, cortisol) y
sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después del estrés. Cada
valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 42. Efecto de la persecucion (3 min) en animales anestesiados
(Metomidato 5 mg L") y no anestesiados sobre los parametros plasmaticos (glucosa,
lactato, cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina), 30 min, 2 y 24 horas después
del estrés. Cada valor representa la media + SEM de 4 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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5.7. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES (EXPOSICION AL AIRE)
SOBRE LOS NIVELES CEREBRALES DE NEUROTRANSMISORES:
EFECTO DE LOS ANESTESICOS

En todos los experimento se plante6 un grupo de animales control no
estresados (ver apartado 4.8), donde la extraccion del cerebro se realizd en peces
anestesiados con metomidato (10 mg L™).

2-Fenoxietanol

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 43, 44, 45, 46, 47, 48 y 49. En los animales estresados no
anestesiados y en los estresados anestesiados cuando se hicieron las
comparaciones entre ellos y frente al grupo control, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de la NA, DA, DOPAC, SHIAA, SHT ni en las
relaciones DOPAC/DA y SHIAA/SHT.
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Figura 43. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 43. Niveles de DA, DOPAC vy relacion DOPAC/DA en el
hipotalamo de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en
animales anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media = SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 44. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 45. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las
2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 46. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 47. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/5HT en el telencéfalo de

juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las
2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 48. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las
2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 49. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire)
en animales anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media = SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

108



Resultados

Aceite de clavo

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 50, 51, 52, 53, 54, 55 y 56. De un modo general se
comprobo que las variaciones significativas observadas a las 2 y 24 h después de
la exposicion al aire afectaron exclusivamente a los peces estresados no
anestesiados. No se observaron diferencias significativas en ninguna de las
variables relativas al sistema dopaminérgico y noradrenérgico de las distintas
regiones cerebrales estudiadas.

Con respecto al sistema serotoninérgico no se observaron modificaciones
significativas en los niveles de la SHT en las tres regiones estudiadas, cuando se
comparan los animales estresados no anestesiados frente al grupo control. Por el
contrario, los niveles del SHIAA se incrementaron significativamente (P < 0,05)
en los animales estresados no anestesiados a las 2 h en el hipotdlamo (Figura 53),
telencéfalo (Figura 54) y tectum optico (Figura 55), y a las 24 h en el hipotalamo
(Figura 53) y tectum optico (Figura 55), frente a los niveles observados en los
animales del grupo control. Igualmente, en el grupo de los animales estresados no
anestesiados la relacion SHIAA/SHT se increment6 significativamente (P < 0,05)
a las 2 h en el hipotalamo (Figura 53), telencéfalo (Figura 54) y tectum optico
(Figura 55), y a las 24 h en el tectum optico (Figura 55), cuando se comparo frente
a la del grupo control. Cuando se compararon los animales estresados
anestesiados frente al grupo de animales control, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de la SHT, SHIAA ni en la relacion SHIAA/SHT en
ninguna de las regiones cercbrales estudiadas. Cuando se compararon los
animales estresados no anestesiados frente a los animales estresados anestesiados,
se observaron diferencias significativas (P < 0,05) en el contenido del 5-HIAA 2 h
después de la exposicion al aire en el hipotalamo (Figura 53), telencéfalo (Figura
54) y tectum 6ptico (Figura 55). Igualmente, en la relacion SHIAA/SHT también
se observaron diferencias significativas (P < 0,05) a las 2 h en el hipotdlamo
(Figura 53) y en el telencéfalo (Figura 54).
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Figura 50. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 51. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 52. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las
2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 53. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 54. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 55. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las
2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 56. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire)
en animales anestesiados con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media + SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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MS-222

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 57, 58, 59, 60, 61, 62 y 63.

En los animales estresados no anestesiados y en los estresados anestesiados,
cuando la comparacion se realizo frente al grupo de animales control, no se
observaron diferencias significativas en ninguna de las variables relativas al
sistema dopaminérgico, serotoninérgico y noradrenérgico de las distintas regiones
cerebrales estudiadas. Tampoco se observaron diferencias significativas con
relacion a los parametros analizados cuando se comparan los animales estresados
no anestesiados frente a los animales estresados anestesiados.
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Figura 57. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de
la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

117



Resultados

—~ 180 ~
[*}
< 160
T 140 A
en 120 1
ED 100 - T C—— DOPAC control
k= 80 - === DOPAC estrés 2 h
&) 60 - mmmm DOPAC estrés + anestésico 2 h
é 40 4 === DOPAC estrés 24 h
@] 20 A mams DOPAC estrés + anestésico 24 h
e 9
2 24
Tiempo (h)
0,6 1
< 05 A
a T
o 04
g 03 | ratio DOPAC/DA control
8 ’ ratio DOPAC/DA estrés 2 h
° 0,2 ratio DOPAC/DA estrés + anestésico 2 h
'«g | ratio DOPAC/DA estrés 24 h
= 014 ratio DOPCA/DA estrés + anestésico 24 h
0,0

Tiempo (h)

Continuacion Figura 57. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el
hipotalamo de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en
animales anestesiados con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a
las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM
de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 58. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de
la exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

119



Resultados

Tectum oOptico

400 ~
—_
3
= 300 1
g
%o 200 | — DA cont,rol
o0 T —= DAestrés2 h
o mmmm DA estrés + anestésico 2 h
N
< 100 4 === DA estrés 24 h
A mmmx DA estrés + anestésico 24 h
0
2 24
Tiempo (h)
—~ 160 -
=)
=1
el
2 120
"o
= 30 | - —— DOPAC control
& === DOPAC estrés 2 h
@) mm== DOPAC estrés + anestésico 2 h
é 40 1 === DOPAC estrés 24 h
@) mamw DOPAC estrés + anestésico 24 h
8 o
2 24
Tiempo (h)
1,0 -
< )
Q 0,8
O T
< 06 1 .
o ratio DOPAC/DA control
S 04l ratio DOPAC/DA estrés 2 h
° ’ ratio DOPAC/DA estrés + anestésico 2 h
= 02 ratio DOPAC/DA estrés 24 h
= ratio DOPAC/DA estrés + anestésico 24 h
0,0

2

Tiempo (h)

Figura 59. Niveles de DA, DOPAC y cociente DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueran sacrificados a las 2 y 24
horas después del estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras sobrescritas indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 60. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de
la exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 61. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de
la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 62. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24
horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9
peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 63. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire)
en animales anestesiados con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media = SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Metomidato

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 64, 65, 66, 67, 68, 69y 70.

No se observaron diferencias significativas, en ninguna de las variables
relativas al sistema dopaminérgico y noradrenérgico de las distintas regiones
cerebrales estudiadas, entre ninguno de los distintos grupos de animales
evaluados.

Con respecto al sistema serotoninérgico se observé un incremento
significativo (P < 0,05) en los niveles de la SHT hipotalamica (Figura 67) a las 24
h después de la exposicion al aire, en los animales estresados no anestesiados
frente al grupo control. Por el contrario, los niveles del SHIAA no sufrieron
modificaciones significativas en las tres regiones estudiadas (Figuras 67, 68, 69).
Cuando se compararon los animales estresados anestesiados frente al grupo de
animales control, no se observaron diferencias significativas en los niveles de la
SHT, SHIAA ni en la relacion SHIAA/5HT en ninguna de las regiones cerebrales
estudiadas (Figuras 67, 68, 69). Tampoco se observd ningun tipo de variacion
significativa en ninguno de los parametros serotoninérgicos estudiados (Figuras
67, 68, 69), cuando se compararon los animales estresados no anestesiados frente
a los animales estresados anestesiados.
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Figura 64. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 64. Niveles de DA, DOPAC vy relacion DOPAC/DA en el
hipotalamo de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en
animales anestesiados con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media + SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

126



Resultados

Telencéfalo
500 -
)
< 400 +
&
Tco 300 1 ——1 DA control
§D 200 | ™ === DAestrés 2 h
& mmmm DA estrés + anestésico 2 h
<< 100 A =% DA estrés 24 h
A mamw DA estrés + anestésico 24 h
0
2 24
Tiempo (h)
—~ 250 q
]
4]
‘D 200
o
o0 |
= 150 T 1 DOPAC control
2 100 = DOPAC estrés 2 h
QO === DOPAC estrés + anestésico 2 h
= s0f £2=9 DOPAC estrés 24 h
@) sz DOPAC estrés + anestésico 24 h
2 o
2 24
Tiempo (h)
0,7 1
< 0,6 q T
2 o5
O
é 0.4 1 — ratio DOPAC/DA control
0.3 4 3 ratio estres
8 . io DOPAC/DA estrés 2 h
o 02| mmm ratio DOPAC/DA estrés + anestésico 2 h
= 7=73 ratio DOPAC/DA estrés 24 h
= 0,1~ mmem ratio DOPAC/DA estrés + anestéscio 24 h
0,0
2
Tiempo (h)

Figura 65. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 66. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2
y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 67. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 68. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 69. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire) en animales
anestesiados con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2
y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media £+ SEM de
6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 70. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (3 min exposicion al aire)
en animales anestesiados con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media + SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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5.8. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES (PERSECUCION) SOBRE
LOS NIVELES CEREBRALES DE NEUROTRANSMISORES: EFECTO
DE LOS ANESTESICOS

En todos los experimento se desarrolld un grupo de animales control no
estresados (ver apartado 4.8), donde la extraccion del cerebro se realizd en peces
anestesiados con metomidato (10 mg L'l).

2-Fenoxietanol

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 71, 72, 73, 74, 75, 76 y 77. No se observo ninguna
diferencia significativa en el contenido de la NA de las distintas regiones
cerebrales entre los distintos grupos de animales evaluados.

Con respecto al sistema dopaminérgico los niveles de la DA se incrementaron
significativamente (P < 0,05) en los grupos de los animales estresados no
anestesiados y estresados anestesiados 2 y 24 h después de la exposicion al estrés
en el hipotalamo (Figura 71), telencéfalo (Figura 72) y en el tectum optico (Figura
73), frente al grupo de animales control. Igualmente, se observaron incrementos
significativos (P < 0,05) en los niveles del DOPAC: 1) a las 2 h en el hipotadlamo
(Figura 71) de los animales estresados no anestesiados, y ii) a las 2 h en el tectum
optico (Figura 73) de los animales estresados anestesiados, y a las 24 h en los
animales estresados no anestesiados y estresados anestesiados, cuando las
comparaciones se hicieron frente al grupo control. Por el contrario, en ambos
grupos de animales se observo una disminucion significativa (P < 0,05) en la
relacion DOPAC/DA, a las 2 y 24 h en el telencéfalo (Figura 72) y en el tectum
optico (Figura 73) y a las 24 h en el hipotalamo (Figura 71), cuando las
comparaciones se hicieron frente al grupo de animales control. Cuando se
compararon los animales estresados no anestesiados frente al grupo de animales
estresados anestesiados, no se observaron diferencias significativas en los niveles
de la DA, DOPAC ni en la relacion DOPAC/DA a las 2 y 24 h después de la
exposicion al estrés en el hipotdlamo (Figura 71), telencéfalo (Figura 72) y en el
tectum optico (Figura 73).

Con respecto al sistema serotoninérgico, ni en los animales estresados no
anestesiados ni en los estresados anestesiados, se observaron modificaciones
significativas en los niveles de la SHT y de la relacion 5-HIAA/5-HT en las tres
regiones estudiadas cuando la comparacion se realiza frente al grupo control. Por
el contrario, los niveles del SHIAA disminuyeron significativamente (P < 0,05) en
el telencéfalo (Figura 75) de los animales estresados anestesiados 2 h después del
estrés. Con respecto al grupo de animales estresados no anestesiados, los niveles
del SHIAA se incrementaron significativamente (P < 0,05) a las 2 y 24 h después
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del estrés en el tectum optico (Figura 76). En todos los casos las significaciones se
realizaron frente al grupo de animales control.

Cuando se comparan los animales estresados no anestesiados frente a los
animales estresados anestesiados se observaron diferencias significativas (P <
0,05) en el contenido de la SHT en el tectum oOptico (Figura 76) a las 2 h después
del estrés. Igualmente, también se observaron diferencias significativas (P < 0,05)
en los niveles del SHIAA en el telencéfalo (Figura 75) a las 2 h, y en el tectum
optico a las 2 y 24 h (Figura 76). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en la relacion SHIAA/SHT cuando se comparan los animales
estresados no anestesiados frente a los animales estresados anestesiados en las
distintas regiones cerebrales.
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Figura 71. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con 2-
fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Continuacion Figura 71. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el
hipotalamo de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en
animales anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media + SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 72. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con 2-
fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 73. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum Optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

137



Resultados

Hipotalamo
1400 -
)
S 1200 4 T
‘D 1000 A
“op 800
=
oo 600
e 400 -
&
A 200 4
0 2
Tiempo (h)
400 -
Q
S
2 3004 . T
kS
o0 200 A
&
< 100 A
5
7
0
2
Tiempo (h)
0,35 1
— 030 1
E} 0,25 A T
i 0,20 A
— —
a 0,15 1  —
g 0,10 —
£ 005 =
0,00

2

Tiempo (h)

—— 5HT control

T 5HTestrés2 h

mmmm 5HT estrés + anestésico 2 h
= 5HT estrés 24 h

mmam SHT estrés + anestésico 24 h

SHIAA control

SHIAA estrés 2 h

SHIAA estrés + anestésico 2 h
SHIAA estrés 24 h

SHIAA estrés + anestésico 24 h

ratio SHIAA/5HT control

ratio SHIAA/5HT estrés 2 h

ratio SHIAA/SHT estrés + anestésico 2 h
ratio SHIAA/5HT estrés 24 h

ratio SHIAA/5HT estrés + anestésico 24 h

Figura 74. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con 2-
fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 75. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con 2-
fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 76. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 77. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum Optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en
animales anestesiados con 2-fenoxietanol y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media = SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Aceite de clavo

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes

neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 78, 79, 80, 81, 82, 83 y 84.

Con respecto al sistema dopaminérgico se observo un incremento significativo
(P < 0,05) en los niveles de la DA en el hipotalamo (Figura 78), telencéfalo
(Figura 79) y en el tectum Optico (Figura 80), a las 2 y 24 h después de la
exposicion al estrés en los animales estresados no anestesiados y estresados
anestesiados. En ningun caso se observaron diferencias significativas en los
niveles del DOPAC. Por el contrario, se observaron disminuciones significativas
(P <0,05) en la relacion DOPAC/DA en el telencéfalo (Figura 79) y en el tectum
optico (Figura 80), a las 2 y 24 h después de la exposicion al estrés en los
animales estresados no anestesiados y estresados anestesiados. En todos los casos
las comparaciones se realizaron frente al grupo de los animales control. Cuando se
compararon los animales estresados no anestesiados frente al grupo de animales
estresados anestesiados no se observaron diferencias significativas en los niveles
de la DA, DOPAC ni en la relacion DOPAC/DA, en ninguna de las regiones
cerebrales estudiadas (Figuras 78, 79, 80).

Cuando se compararon los animales estresados no anestesiados y los animales
estresados anestesiados frente al grupo de animales control (Figuras 81, 82, 83) no
se observaron alteraciones significativas en los niveles de la SHT ni en la relacion
SHIAA/5HT a las 2 y 24 h después de la exposicion al estrés en ninguna de las
regiones cerebrales estudiadas. Por el contrario se observé un incremento
significativo (P < 0,05) en los niveles del SHIAA en el tectum 6ptico (Figura 83)
a las 2 h en el grupo de animales estresados no anestesiados y a las 24 h en los de
los animales estresados no anestesiados y estresados anestesiados, cuando se
compararon frente al grupo control. Cuando se compararon los animales
estresados no anestesiados frente al grupo de animales estresados anestesiados no
se observaron diferencias significativas en los niveles de la SHT, SHIAA ni en la
relacion SHIAA/SHT en ningtn caso (Figuras 81, 82, 83).

Con respecto al sistema noradrenérgico, el contenido de la NA en los animales
estresados no anestesiados se incrementd significativamente (P < 0,05) en el
hipotalamo (Figura 84) a las 24 h después de la exposicion al estrés, frente al
grupo control. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas cuando
se compararon el grupo de animales estresados anestesiados frente al grupo
control. Cuando se compararon los animales estresados no anestesiados frente a
los estresados anestesiados, no se observd ninguna diferencia significativa en los
niveles de la NA (Figura 84).
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Figura 78. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con aceite
de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después
de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media = SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 79. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con aceite
de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después
de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media = SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 80. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 81. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotalamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con aceite
de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después
de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media = SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 82. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con aceite
de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después
de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media = SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 83. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 84. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum Optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en
animales anestesiados con aceite de clavo y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media + SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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MS-222

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 85, 86, 87, 88, 89, 90 y 91. No se observaron diferencias
significativas en el contenido de la NA en ninguna de las distintas regiones
cerebrales estudiadas (Figura 91).

Con respecto al sistema dopaminérgico se observaron incrementos
significativos (P < 0,05) en los niveles de la DA en el hipotalamo (Figura 85),
telencéfalo (Figura 86) y en el tectum oOptico (Figura 87) a las 2 y 24 h después de
la exposicion al estrés, en los animales estresados no anestesiados y estresados
anestesiados. Igualmente, se observaron incrementos significativos (P < 0,05) en
los niveles del DOPAC, a las 2 h en el hipotalamo (Figura 85) de los animales
estresados anestesiados, a las 24 h en el telencéfalo (Figura 86) de los animales
estresados no anestesiados y a las 2 y 24 h en el tectum optico (Figura 87) de los
animales estresados no anestesiados y estresados anestesiados. Por el contrario, se
observo una disminucion significativa (P < 0,05) en la relacion DOPAC/DA en el
hipotalamo (Figura 85) a las 2 y 24 h y en el tectum 6ptico (Figura 87) a las 2 h
después del estrés, en los animales estresados no anestesiados. En ninglin caso se
observaron diferencias significativas en la relacion DOPAC/DA en los animales
estresados anestesiados (Figuras: 85, 86, 87). En todos los casos las
significaciones se realizaron frente al grupo de animales control. Cuando se
compararon los animales estresados no anestesiados frente a los estresados
anestesiados no se observaron diferencias significativas en los niveles de la DA en
las distintas regiones cerebrales estudiadas (Figura 85, 86, 87). Por el contrario, se
observaron diferencias significativas (P < 0,05) en los niveles del DOPAC en el
telencéfalo (Figura 86) a las 24 h después del estrés. Con respecto a la relacion
DOPAC/DA no se observaron diferencias significativas ni en hipotalamo (Figura
85) ni en el telencéfalo (Figura 86), ni en el tectum optico (Figura 87).

Con respecto al sistema serotoninérgico no se observaron alteraciones
significativas en los niveles de la SHT, en ninguna de las distintas regiones
cerebrales estudiadas (Figuras 88, 89, 90), cuando las comparaciones se realizaron
frente al grupo control. Con respecto a los niveles del SHIAA no se observaron
diferencias significativas en el grupo de los animales estresados anestesiados,
aunque si (P < 0,05) 2 h después del estrés (Figura 90) en el tectum optico de los
animales estresados no anestesiados, en ambos casos frente al grupo de animales
control. Cuando se compararon los animales estresados no anestesiados frente a
estresados anestesiados, no se observaron diferencias significativas en los niveles
de la SHT y SHIAA en ninguna de las regiones cerebrales (Figura 88, 89, 90). En
el hipotalamo (Figura 88) se observaron diferencias significativas (P < 0,05) en el
la relacion SHIAA/SHT a las 24 h después del estrés, cuando se compararon los
animales estresados no anestesiados frente a los estresados anestesiados.
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Figura 85. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con MS-
222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de la
exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 86. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con MS-
222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de la
exposicion al estrés. Cada valor representa la media = SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 87. Niveles de DA, DOPAC vy relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 88. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con MS-
222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de la
exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 89. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con MS-
222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas después de la
exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 90. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 91. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum Optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en
animales anestesiados con MS-222 y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a
las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM
de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Metomidato

Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 92, 93, 94, 95, 96, 97 y 98.

Con respecto al sistema noradrenérgico, en los animales estresados no
anestesiados y en los estresados anestesiados cuando las comparaciones se
realizaron frente al grupo control, se observaron incrementos significativos (P <
0,05) en los niveles de la NA, a las 2 y 24 h después del estrés en el hipotalamo
(Figura 98) y a las 24 h en el telencéfalo (Figura 98). Cuando se compararon los
animales estresados no anestesiados frente a estresados anestesiados no se
observaron diferencias significativas en las distintas regiones cerebrales (Figura
98).

Con respecto al sistema dopaminérgico se observaron incrementos
significativos (P < 0,05) en los niveles de la DA a las 2 y 24 h después del estrés
en el hipotalamo (Figura 92), telencéfalo (Figura 93) y en el tectum optico (Figura
94) de los animales estresados no anestesiados y estresados anestesiados. Por el
contrario, no se observaron diferencias significativas en los niveles del DOPAC
en las distintas regiones cerebrales estudiadas (Figuras 92, 93, 94) de ambos
grupos. Sin embargo, tanto a las 2 h como a las 24 h se observé una disminucion
significativa (P < 0,05) en la relacion DOPAC/DA en el hipotalamo (Figura 92),
telencéfalo (Figura 93) y en el tectum optico (Figura 94) de los animales
estresados no anestesiados y estresados anestesiados. En todos los casos las
significaciones son frente al grupo control. Cuando se compararon los animales
estresados no anestesiados frente a estresados anestesiados no se observaron
diferencias significativas en los niveles de la DA, DOPAC ni en la relacion
DOPAC/DA en ninguna de las regiones cerebrales estudiadas (Figuras 92,93, 94).

Con respecto al sistema serotoninérgico no se observaron alteraciones
significativas en los niveles de la SHT en las distintas regiones cerebrales
estudiadas (Figuras 95, 96, 97). Por el contrario, en el tectum 6ptico (Figura 97) se
observaron incrementos significativos (P < 0,05) en los niveles del SHIAA 2 h
después del estrés en los animales estresados no anestesiados y a las 24 h en
ambos grupos (Figura 97). Igualmente, la relacion SHIAA/SHT también se
increment6 significativamente (P < 0,05) a las 2 y 24 h después del estrés en el
hipotalamo (Figura 95) de los animales estresados no anestesiados y en el tectum
optico (Figura 97) a las 2 y 24 h en el grupo de animales estresados no
anestesiados, y a las 24 h en el grupo de animales estresados anestesiados. En
todos los casos las comparaciones se realizaron frente al grupo de animales
control. Cuando se compararon los animales estresados no anestesiados frente a
los estresados anestesiados, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de la SHT y en la relacion SHIAA/SHT en las distintas regiones estudiadas
(Figuras 95, 96, 97). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas (P <
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0,05) en los niveles del SHIAA en el tectum optico (Figura 97) 2 h después del
estrés, cuando se compararon ambos grupos.
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Figura 92. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 93. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 94. Niveles de DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 95. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotdlamo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media £ SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 96. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de juveniles
de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados con
metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media =+ SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 97. Niveles de SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en animales anestesiados
con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron sacrificados a las 2 y 24 horas
después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la media + SEM de 6-9 peces.
Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

164



Resultados

Hipotalamo
3000 -
=)
3 2500 4 b
2 2000 a
i T
) | ——1 NA control
g 1500 === NAestrés 2 h
g 1000 - mmmw NA estrés + anestésico 2 h
< =77 NA estrés 24 h
Z 500 + mmm NA estrés + anestésico 24 h
0
Tiempo (h)
Telencéfalo
2000 A
=)
< 1600 A ab
5 .
—'cn 1200 1 B —— NA control
g 800 - — NAestrés2 h
%’Z mmmm NA estrés + anestésico 2 h
N
< 400 - =71 NA estrés 24 h
Z mmzm NA estrés + anestésico 24 h
0 2
Tiempo (h)
Tectum 6ptico
1400 -
2 1200 A
3
‘> 1000 A
Rt T
Tep 800 1 —— NA control
§D 600 - = NAestrés2 h
= 400 1 mmmwm NA estrés + anestésico 2 h
< =<3 NA estrés 24 h
Z 200 4 mmwm NA estrés + anestésico 24 h
0
2
Tiempo (h)

Figura 98. Niveles de NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum Optico) de juveniles de lenguado, tras un estrés agudo (persecucion 3 min) en
animales anestesiados con metomidato y no anestesiados. Los animales fueron
sacrificados a las 2 y 24 horas después de la exposicion al estrés. Cada valor representa la
media = SEM de 6-9 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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5.9. EFECTOS DE LA EXPOSICION AL AMONIACO SOBRE
PARAMETROS HEMATOLOGICOS, PLASMATICOS, Y SOBRE LOS
NIVELES DE LOS NEUROTRANSMISORES CEREBRALES EN
JUVENILES DE Solea senegalensis

Los datos correspondientes a los niveles del hematocrito, hemoglobina,
glucosa, lactato y cortisol se muestran en la Figura 99. Se observd que la
exposicion al amoniaco durante 12 y 24 h incrementd significativamente (P <
0,05) los niveles de la hemoglobina, glucosa, lactato y no afectdé a los del
hematocrito. Los niveles del cortisol solo se incrementaron significativamente (P
<0,05) en el tratamiento de 24 h.
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<« Figura 99. Efecto de la exposicion al amoniaco (64,4 mg L), en el lenguado Solea
senegalensis durante 12 y 24 h, sobre los parametros plasmaticos (glucosa, lactato,
cortisol) y sanguineos (hematocrito, hemoglobina). Cada valor representa la media +
SEM de 12 peces. Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Los datos correspondientes a las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores monoaminérgicos de las distintas regiones cerebrales se
muestran en las Figuras: 100, 101, 102, 103, 104, 105 y 106.

Con respecto al sistema noradrenérgico se observaron disminuciones
significativas (P < 0,05) frente a su respectivo grupo control, en los niveles de la
NA hipotalamica (Figura 106) después de una exposicion de 12 h al amoniaco.

Con respecto al sistema dopaminérgico se observaron disminuciones
significativas (P < 0,05) en los niveles de la DA, en el hipotalamo (Figura 100) en
los tratamientos de 12 y 24 h, y en el telencéfalo (Figura 101) y tectum optico
(Figura 102) en el tratamiento de 12 h. Por el contrario, en ninguna de las regiones
cerebrales se observaron diferencias significativas en los niveles del DOPAC
(Figuras: 100, 101, 102). Sin embargo, si se observaron incrementos significativos
(P < 0,05) en la relacion DOPAC/DA, en el tectum optico (Figura 102) con el
tratamiento de 12 h y en el hipotalamo (Figura 100) con el tratamiento de 24 h. En
todos los casos las significaciones se realizaron frente a sus correspondientes
grupos control.

Con respecto al sistema serotoninérgico, con los tratamientos de 12 y 24 h se
observaron disminuciones significativas (P < 0,05) en los niveles de la SHT en el
hipotalamo (Figura 103) y en el tectum 6ptico (Figura 105), y con el de 12 h en el
telencéfalo (Figura 104). Por el contrario, no se observaron modificaciones
significativas en los niveles del SHIAA en ninguna de las regiones cerebrales
(Figuras 103, 104, 105). Sin embargo, si se observaron incrementos significativos
(P < 0,05) en la relacion SHIAA/SHT, en el tectum optico (Figura 105) y en el
telencéfalo (Figura 104) con los tratamientos de 12 y de 24 h, y en el hipotdlamo
(Figura 103) con el tratamiento de 24 h. En todos los casos las significaciones se
realizaron frente a sus correspondientes grupos control.

>
Figura 100. Niveles de la DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el hipotdlamo de
juveniles de lenguado, tras una exposicién al amoniaco (64,4 mg L") durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media + SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 101. Niveles de la DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el telencéfalo de
juveniles de lenguado, tras una exposicion al amoniaco (64,4 mg L) durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media = SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 102. Niveles de la DA, DOPAC y relacion DOPAC/DA en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras una exposicién al amoniaco (64,4 mg L") durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media + SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 103. Niveles de la SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el hipotalamo de
juveniles de lenguado, tras una exposicién al amoniaco (64,4 mg L) durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media + SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 104. Niveles de la SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el telencéfalo de
juveniles de lenguado, tras una exposicion al amoniaco (64,4 mg L) durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media £ SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 105. Niveles de la SHT, SHIAA y relacion SHIAA/SHT en el tectum optico de
juveniles de lenguado, tras una exposicion al amoniaco (64,4 mg L) durante 12 y 24
horas. Cada valor representa la media + SEM de 12 peces. Diferentes letras indican
diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 106. Niveles de la NA en distintas regiones cerebrales (hipotalamo, telencéfalo,
tectum Optico) de juveniles de lenguado, tras una exposicion al amoniaco (64,4 mg L)
durante 12 y 24 horas. Cada valor representa la media £ SEM de 12 peces. Diferentes
letras indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Discusion

Caracterizacion de los estadios de anestesia, induccion y recuperacion, en el
lenguado

En este trabajo se estudio por primera vez en un pez plano (Solea
senegalensis): i) la caracterizacion de los diferentes estadios de la anestesia
(induccion y recuperacion) y ii) los tiempos de induccidon y de recuperacion,
asociados al uso de diferentes anestésicos de amplio uso en acuicultura.

Para el desarrollo de esta parte del trabajo se siguieron las pautas indicadas
por Hikasa et al. (1986), Iwama et al. (1989) y Summerfelt y Smith (1990), para
peces no planos. Una vez superadas las dificultades para evaluar el estado de
equilibrio en el lenguado, se comprobd que las caracteristicas propias que definen
cada uno de los diferentes estadios de anestesia, induccion y recuperacion, son
aparentemente similares a los indicados previamente por dichos autores.

Por razones practicas y de un modo similar a lo indicado por Iwama et al.
(1989), consideramos mas util definir sélo tres etapas de induccion y tres de
recuperacion. En esta linea definimos el estadio II de anestesia como aquel en el
cual el animal presenta una pérdida total del equilibrio y del tono muscular, una
baja frecuencia de movimientos operculares y unos reflejos espinales fuertemente
atenuados (Tabla 1). Estas caracteristicas son comparables a las del estadio II
definido por Iwama et al. (1989), a las del IV/V definido por Summerfelt y Smith
(1990) y a las del estadio IV definido por Hikasa et al. (1986). Con respecto a los
estadios de recuperacion (Tabla 1), el estadio II de recuperacion es el equivalente
al III / IV definido por Hikasa et al. (1986) y al II / III definido por Iwama et al.
(1989).

A partir de este momento, en el trabajo siempre se utilizard como referencia el
estadio II de anestesia, porque comprobamos que es suficiente para realizar la
mayoria de las tareas de rutina propias de la acuicultura, aunque en la mayoria de
los casos no permitio realizar manipulaciones mas invasivas como puede ser una
extraccion de sangre (ver mas adelante).

Eficacia anestésica

Se sabe que las respuestas para un mismo anestésico pueden diferir
ampliamente entre especies, por lo que la caracterizacion de la dosis eficaz para
los diferentes anestésicos en una especie determinada es una tarea muy
recomendable (King et al., 2005).

En este trabajo se utilizaron como referencia unos tiempos, en el rango de los
3 minutos para alcanzar el estadio de anestesia II (tiempo de induccién) y en el de
los 5 minutes para el de recuperacion (tiempo de recuperacion) (Marking y Meyer,
1985; Hseu et al., 1998). Siguiendo esta pauta, se observo que de los cuatro
anestésicos evaluados en el lenguado, siempre encontramos como minimo una
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dosis que dio lugar a unos tiempos que estdn dentro de esos margenes: la dosis de
600 mg L' con el 2-fenoxietanol, las de 5y 6 mg L' con el metomidato, las de 30
y 40 mg L' con el aceite de clavo y las de 75 y 100 mg L™ con el MS-222.

Con el 2-fenoxietanol se observd que con el aumento de la dosis disminuye
progresivamente el tiempo de induccion. Con respecto al tiempo de recuperacion,
se observo que no hay variaciones significativas entre las tres dosis menores,
mientras que con la mayor (600 mg L™) si se observé una fuerte caida del tiempo
de recuperacion. En general estos resultados estan de acuerdo con lo indicado por
otros autores (Hseu et al., 1998; Inoue et al., 2004; Mylonas et al., 2005) en otras
especies de peces no planos (Sparus sarba, Brycon cephalus, Dicentrarchus
labrax). No obstante en algunas especies de peces (Diplodus sargus, Diplodus
puntazzo; Centropristris striata) se observd que con el aumento de la dosis del
anestésico también aumentaba el tiempo de recuperacion (King et al., 2005;
Tsantilas et al., 2006). En nuestro trabajo, la menor dosis efectiva para el 2-
fenoxietanol fue la de 600 mg L™'. En otras especies de peces no planos esta se ha
situado entre los 200 y los 600 mg L™ (Mattson y Riple, 1989; Weyl et al., 1996;
Hseu et al., 1998; Tort et al., 2002; Inoue et al., 2004; Mylonas et al., 2005; King
et al., 2005).

Con el metomidato se comprobo6 que con el aumento de la dosis disminuyeron
tanto los tiempos de induccién como los de recuperacion, y en ambos casos las
diferencias significativas s6lo se encontraron con respecto a la dosis menor. Con
respecto a la evolucion de los tiempos de induccion, se observaron dindmicas
similares por Mattson y Riple (1989) e Iversen et al. (2003) en el Gadus morhua y
en el Salmo salar. Por el contrario Mattson y Riple (1989) no encontraron una
clara relacion entre la dosis y tiempo de recuperacion. Aunque en este trabajo con
la dosis de 4 mg L™ ya se alcanzo el tiempo de induccion requerido, al estar el
tiempo de recuperacion por encima de los 5 minutos se consideré que la dosis
menor efectiva para el metomidato fue la de 5 mg L. Comparando los tiempos de
induccion alcanzados con esta dosis se observd que estan en el rango de lo
indicado para adultos de Oncorhynchus mykiss (Gilderhus y Marking, 1987) y son
claramente inferiores a los determinados en el Gadus morhua y en el Salmo salar
(Mattson y Riple, 1989; Iversen et al., 2003). Pali¢ et al. (2006) con una dosis de 4
mg L™ obtuvieron resultados semejantes a los observados en este trabajo con la
dosis de 5 mg L' en el Pimephales promelas.

En los ultimos afos, el aceite de clavo se ha postulado como una alternativa
efectiva para ser usado como anestésico en los peces, siendo ademas considerado
GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA (United States of America
Food and Drug Administration) (Anderson et al., 1997). Con el aceite de clavo se
observo que con el aumento de la dosis disminuyo el tiempo de induccion, aunque
el tiempo de recuperacion fue independiente de la concentracion. Estos resultados
son comparables a los encontrados en el Oncorhynchus mykiss, Brycon cephalus,
Salmo salar, Dicentrarchus labrax, Sparus aurata, y Cyprinus Carpio (Keene et
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al., 1998; Inoue et al., 2003; Iversen et al., 2003; Mylonas et al., 2005; Hajek et
al., 2006). Sin embargo, y de un modo contrario, en el Dicentrarchus labrax el
tiempo de recuperacion fue dosis-dependiente, disminuyd con el aumento de la
dosis (Mylonas et al., 2005). En el presente trabajo se encontrd que la menor dosis
efectiva fue la de 30 mg L. Al no encontrar datos para comparar con la dosis de
30 mg L', se compararon los resultados obtenidos con la dosis de 40 mg L. En
estas circunstancias se comprobo que los tiempos de induccion encontrados son
inferiores a los observados en el Oncorhynchus mykiss, Salmo salar y Cyprinus
carpio (Anderson et al., 1997; Iversen et al., 2003; Hajek et al., 2006), similares a
los observados en el Brycon cephalus, Dicentrarchus labrax y Sparus aurata
(Inoue et al., 2003; Mylonas et al., 2005), y superiores a los observados en el
Oncorhynchus mykiss (Keene et al., 1998).

Con respecto al MS-222, la evolucion de los tiempos de induccion y de
recuperacion fue similar a la de los del aceite de clavo, es decir el tiempo de
induccion disminuy6 con el aumento de la dosis, siendo el tiempo de recuperacion
dosis-independiente. Resultados similares también fueron observados en el
Cyprinus carpio, en el Gadus morhua y en el Sparus sarba (Hikasa et al., 1986;
Mattson y Riple 1989; Hseu et al., 1998). En nuestro trabajo, la menor dosis
efectiva fue la de 75 mg L™'. Con esta dosis se consiguieron tiempos de induccion
comparables a los indicados para el Cyprinus carpio, Gadus morhua, Pimephales
promelas (Hikasa et al., 1986; Mattson y Riple, 1989; Pali¢ et al., 2006), aunque
con esta misma dosis en el Sparus sarba se obtuvieron tiempos de induccion
superiores (Hseu et al., 1998).

En resumen, comparando los resultados obtenidos en los juveniles de Solea
senegalensis con los reportados previamente en otras especies de peces no planos,
se puede concluir de un modo general que las dosis minimas efectivas para
alcanzar el estadio de anestesia II: i) son menores para el aceite de clavo, ii)
similares para el metomidato y el MS-222 y iii) mayores para el 2-fenoxietanol.
No obstante hay que indicar que las comparaciones son complejas y solo
indicativas, dado que aparte de ser diferentes especies hay otros pardmetros como
el peso/tamafio y la temperatura que influencian fuertemente los tiempos de
induccion y recuperacion de un anestésico. Asi por ejemplo, en el unico pez plano
(Hippoglossus hippoglossus), hasta donde nosotros sabemos, en el que se
evaluaron anestésicos, se indico6 como la menor dosis efectiva la de 10 mg L™
para el metomidato y 250 mg L™ para el MS-222 (Malmstrem et al., 1993).
Ambas claramente superiores a las indicadas en este trabajo para juveniles del
Solea senegalensis, pero en dicho trabajo el peso de los peces estaba en el rango
de los 3 kg.

Por otra parte, comparando el comportamiento de los cuatro anestésicos en el
Solea senegalensis, se comprobo que en todos los casos, aunque con dinamicas
diferentes, los tiempos de induccion siempre fueron dependientes de la dosis. Por
el contrario se observaron diferencias notables entre los tiempos de recuperacion,
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dado que para el 2-fenoxietanol y el metomidato estos disminuyeron con el
aumento de la dosis, y para el aceite de clavo y el MS-222 fueron independientes
de la dosis. Los tiempos de recuperacion obtenidos con el 2-fenoxietanol y el
metomidato podrian estar, en parte, relacionados con el hecho de que con las dosis
mayores el animal estuvo menos tiempo en contacto con el anestésico, lo que les
permitiria una mas rapida recuperacion (Mylonas et al., 2005). En este caso el
tiempo de recuperacion podria ser dependiente del tiempo de exposicion al
anestésico. Por el contrario, para el aceite de clavo y el MS-222, los tiempos de
recuperacion fueron independientes tanto de la dosis como del tiempo de
exposicion. Evidentemente, estas diferentes respuestas dentro de una misma
especie solo pueden ser explicadas por las diferentes cinéticas, mecanismos de
accion y efectos fisioldgicos secundarios de estos anestésicos. En relacion con
este ultimo hecho, Keene et al. (1998) justificaron los menores tiempos de
recuperacion para el MS-222 frente al aceite de clavo en base a su efecto
antagonico sobre el sistema cardiorrespiratorio.

Evaluacion de la profundidad anestésica en el estadio 11

Un método eficaz para evaluar la profundidad anestésica es comprobar su
utilidad ante ciertas tareas mds invasivas, como puede ser una extraccion de
sangre. Por ello en este tercer grupo de experimentos (5.3) se intentd comprobar si
algunas de las dosis caracterizadas previamente y otras mayores, pueden ser
utilizadas para realizar manipulaciones mas complejas como puede ser la
extraccion de sangre. Por ello en este experimento se determind, en funcion del
peso del pez, el tiempo minimo necesario para cada anestésico que permitidé una
extraccion de sangre (tiempo de induccion).

De un modo general, tanto para el 2-fenoxietanol como para el metomidato y
aceite de clavo, con cualquiera de las dosis estudiadas, el tiempo de induccion fue
peso-dependiente, es decir, aumento en los peces de mayor peso. Por el contrario
con el MS-222, no se encontr6 ninguna relacion entre el peso corporal y el tiempo
de induccion. Para los tres primeros anestésicos, nuestros resultados coincidieron
plenamente con lo observado por otros autores cuando utilizaron el 2-fenoxietanol
en el Sparus sarba, Diplodus sargus y Diplodus puntazzo (Hseu et al., 1994;
Tsantilas et al., 2006), el metomidato en el Ictalurus punctatus (Small, 2003) y el
aceite de clavo en el Oncorhynchus nerka (Woody et al., 2002). Por el contrario,
también hay autores que utilizando el 2-fenoxietanol y el aceite de clavo no
observaron una dependencia entre peso y tiempo de induccion en el Carassius
auratus y en la Anguilla reinhardtii (Weyl et al., 1996; Walsh y Pease, 2002), o
que encontraron una disminucion del tiempo de induccion con los peces de mayor
peso (Salmo salar) utilizando el metomidato (Olsen et al., 1995). Es evidente que
cuando se comparan los resultados entre especies, estos son confusos y en algunos
casos contradictorios y dificiles de explicar, aunque las diferencias
interespecificas son el primer aspecto a tomar en consideracion para explicarlas.
(Weyl et al., 1996; Hoskonen y Pirhonen, 2004). Sin embargo, cuando como en
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este trabajo se considero el peso/tamafo del animal, es 16gico que los cambios en
la proporcion del area de branquias o de la piel en relacion al tamafio sea un factor
importante a tener en consideracion (Stehly y Gingerich, 1999; Myszkowski et al.,
2003). Se sabe que las branquias (principalmente) y la piel, son la principal via de
entrada de los anestésicos en los peces (Brown et al., 1972; Ferreira et al., 1984;
Ross y Ross, 1999).

Un hecho importante que se pudo deducir al comparar los tiempos de
induccion del experimento 5.2 y 5.3 (para una misma dosis y para los animales de
pesos equivalentes) fue que con los tiempos de induccion por debajo de los 3
minutos, nunca se alcanzd una profundidad anestésica suficiente como para poder
extraer sangre sin que tuviera lugar ninguna reaccion refleja por parte del animal.
Solamente con las siguientes dosis de algunos agentes anestésicos se consiguio
inducir una anestesia lo suficientemente profunda en menos de 3 minutos (estadio
II de anestesia) como para permitir una extraccion de sangre: el 2-fenoxietanol
(600 mg L) y el metomidato (6 y 8 mg L) para peces de 74 + 4 g, y el 2-
fenoxietanol (600 mg L"), metomidato (8 mg LY y MS-222 (200 mg L para
peces de 213 £ 15 g. Con las otras dosis y agentes los peces reaccionaron a la
simulacion y para la extracciéon de sangre siempre se necesitaron tiempos de
induccidon mayores, en los cuales los peces ya presentaron caracteristicas propias
del estadio de anestesia III. Evidentemente, el estrés inducido por la repeticion de
medidas en un mismo animal pudo afectar el tiempo mostrado en la Tabla 3.

Por otra parte, s6lo se consiguieron unos tiempos de recuperacion por debajo
de los 5 min con la dosis de 600 mg L' de 2-fenoxietanol y con los animales de
74 £ 4 g. Con respecto a la dinamica de los tiempos de recuperacion se observo
que las respuestas inducidas por el 2-fenoxietanol fueron peso- y dosis-
independiente, para el metomidato fueron dosis-independiente y para el aceite de
clavo y MS-222 fueron peso-independiente. De un modo similar, Hoskonen y
Pirhonen (2004) tampoco encontraron efectos del peso sobre los tiempos de
recuperacion cuando ensayaron el aceite de clavo en el Salmo salar, Salmo trutta,
Onchorynchus mykiss, Coregonus lavaretus, Perca fluviatilisy Rutilus rutilus.

Nuevamente se evidencid que existen claras diferencias en las respuestas del
Solea senegalensis a los diferentes anestésicos. Dentro de la misma especie y con
las variables ambientales constantes, estas diferencias solo se pueden justificar por
el hecho de que los anestésicos utilizados poseen diferentes farmacodinamicas y/o
diferentes mecanismos de accion. Si se considera el primer aspecto, aunque hay
muy pocos trabajos, se observd que la mayor vida media (plasma half-life) para
estos anestésicos se encontrd en el aceite de clavo (12 h), después en el MS-222 (4
h) y en el metomidato (1,7-2 h) y finalmente la menor vida media fue para el 2-
fenoxietanol (30 min) (Hunn y Allen, 1974; Hansen et al., 2003; Inoue et al.,
2004; Guenette et al., 2007). Estos datos de vida media no se correlacionaron con
los diferentes tiempos de recuperacion que se observaron en los resultados de este
experimento y el anterior. No parece por tanto que la farmacodinamica propia de
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cada anestésico pueda justificar, o solo en parte, las diferencias encontradas dentro
de una misma especie. En cuanto al segundo aspecto, se sabe que para ejercer su
accion anestésica, los anestésicos generales pueden actuar sobre diferentes
moléculas dianas, particularmente el GABA y receptores de glutamato, aunque
también sobre canales i6nicos y otros receptores (Hemmings et al., 2005). En
estos momentos los datos existentes sobre los mecanismos de accién de los
anestésicos son escasos, no definitivos y estan realizados casi exclusivamente en
mamiferos, aunque nos permiten vislumbrar que los posibles mecanismos de
accion de los anestésicos utilizados en este trabajo no son iguales. Se especula con
que la accion del eugenol (aceite de clavo) esta mediada a través de mecanismos
GABA¢érgicos y glutaminérgicos (NMDA) (Wie et al, 1997, Aoshima y
Hamamoto, 1999; Yang et al., 2003), la de los andlogos del metomidato (ej. el
etomidate) por mecanismos GABAérgicos (Hemmings et al., 2005) y la del 2-
fenoxietanol por mecanismos glutaminérgicos (NMDA) pero sin afectar a los
mecanismos GABA¢érgicos (MuBhoff et al., 1999). Por otra parte, también se sabe
que el MS-222 y el eugenol pueden actuar bloqueando la transmision nerviosa, en
el primer caso alterando las propiedades de apertura (gating) de los canales de Na"
dependientes del voltaje y en el segundo caso las propiedades de apertura de
canales de Na', K" y Ca"™ dependientes del voltaje (Wang et al., 1994; Palmer y
Mensinger, 2004; Li et al., 2007). Tomando en consideracion estos hechos, parece
muy probable que las diferentes respuestas del Solea senegalensis (y otros peces)
a los anestésicos sOlo se pueden justificar por la asociacion de una serie de
caracteristicas y propiedades especificas para cada uno de estos anestésicos, entre
las cuales las diferencias entre sus diferentes mecanismos de accion podrian jugar
un papel preponderante.

Agentes anestésicos e indices de estrés

En ocasiones, los anestésicos son utilizados para minimizar el estrés
producido durante las manipulaciones que tienen lugar durante la realizacion de
las diferentes tareas propias del cultivo de los peces. No obstante, también se sabe
que ellos mismos, en diferente grado de intensidad, pueden actuar como factores
de estrés agudo estimulando la secrecion del cortisol (Thomas y Robertson, 1991)
u otros pardmetros sanguineos.

Tanto los niveles del hematocrito como los de la hemoglobina son
ampliamente utilizados como indicadores (respuestas secundarias) de estrés en
peces (Bourne, 1984; Waring et al., 1996; Montero et al., 1999; Tort et al., 2002;
Plante et al., 2003; Barcellos et al., 2004; Morales et al., 2005; Bolasina, 2006).
En nuestro trabajo ninguno de los anestésicos evaluados fue capaz de modificar de
un modo significativo los niveles del hematocrito ni de la hemoglobina. Tampoco
se encontraron alteraciones de los niveles de estos parametros en otros peces
planos marinos (Pleuronectes platessa, Limanda limanda, Scophthalmus
maximus) después de la exposicion al MS-222 durante un periodo de 15-20 min
(Bourne, 1984). Igualmente, tampoco se encontraron diferencias significativas
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después de utilizar el 2-fenoxietanol o el aceite de clavo, en el Sparus aurata y en
el Oncorhynchus mykiss (Tort et al., 2002). Por el contrario, en otros trabajos si
se encontraron incrementos significativos: 1) de los niveles del hematocrito y de la
hemoglobina en el Sparus aurata después de la exposicion (2 h) al MS-222, y de
la hemoglobina después de la exposicion (2 h) al 2-fenoxietanol (Molinero y
Gonzales, 1995), ii) de la hemoglobina en el Urophycis brasiliensis después de la
exposicion a la benzocaina (Bolasina, 2006) y iii) del hematocrito en el Salmo
salar después de la exposicion al metomidato (1 h) (Olsen et al., 1995).

Se sabe que el bazo actia como un reservorio de sangre y que su contraccion
puede aportar en circunstancias determinadas eritrocitos y hemoglobina a la
sangre circulante, siempre bajo un control del sistema nervioso simpatico (Kita y
[tazawa, 1989). La ausencia de variaciones significativas tanto del hematocrito
como de la hemoglobina nos hizo pensar que la exposicion a los anestésicos, en
nuestras condiciones experimentales: 1) aparentemente no provocaron una
liberacion de las catecolaminas o i) lo hicieron en una cantidad insuficiente como
para dar lugar a una contraccién del bazo lo suficientemente importante como
para modificar significativamente ambos parametros hematologicos. Soportando
esta hipdtesis se ha observado que en los salmonidos, en algunas circunstancias, la
sedacion (AQUI-S) o la anestesia (2-fenoxietanol) no indujeron la liberacién de
las catecolaminas desde las células cromafines (Gerwick et al., 1999; Rothwell et
al., 2005). Evidentemente no se puede descartar una ligera liberacion de
catecolaminas.

Con respecto a los niveles de glucosa se detectaron incrementos significativos
después de la exposicion a cualquiera de los cuatro anestésicos evaluados, a partir
de los 10 min con MS-222, de los 20 min con aceite de clavo y s6lo puntualmente
a los 30 min con el metomidato y el 2-fenoxietanol. Incrementos similares, solo
fueron detectados con la exposicion al MS-222 (100 mg L) durante 15-20 min en
el Scophthalmus maximus (Bourne, 1984) y con el 2-fenoxietanol (300 mg L™)
durante 10 min en el Slurus glanis (Velisek et al., 2007). Por el contrario, otros
autores no encontraron ninguna modificacion significativa en los niveles de la
glucosa plasmatica después de la exposicion a: i) diferentes dosis de eugenol
durante 10 min en el Colossoma macropomum (Roubach et al., 2005), ii) al aceite
de clavo (5 mg L") durante 4 h en el Brycon cephalus (Inoue et al., 2005) y al
aceite de clavo (50 mg L") durante 30 min en el Salmo salar (Iversen et al.,
2003) y iii) al metomidato (3 mg L") durante 30 min en el Salmo salar (Iversen et
al., 2003).

El incremento de la glucosa plasmatica es una de las respuestas secundarias al
estrés mas tipicas, siendo el resultado de la movilizacion de las reservas del
glucogeno hepatico como consecuencia de la activacion de la glucogenolisis por
la acciéon de las catecolaminas y/o del cortisol. En cualquier caso, en este trabajo
se observo que en el lenguado los cuatro anestésicos fueron capaces de provocar
un incremento de los niveles de la glucosa plasmatica, que al menos en parte
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reflejan una activacion de la glucogenolisis hepatica. Evidentemente y en base a lo
comentado previamente esta activacion glucogenolitica no parece depender
principalmente de la liberacion de las catecolaminas.

De un modo general, en nuestro trabajo se observo un incremento significativo
en los niveles de lactato a lo largo del tiempo después de la exposicion a los
anestésicos. Incrementos similares fueron descritos por diversos autores durante la
anestesia con el MS-222 (Houston et al., 1971; Soivio et al., 1977), con el
metomidato (Olsen et al., 1995; Nilssen et al., 1996; Iversen et al., 2003) y con el
aceite de clavo (Iversen et al., 2003). Por otra parte, también se observd que la
evolucion de los niveles del lactato y de la glucosa fue practicamente igual cuando
se utilizaron el aceite de clavo, el MS-222 y el 2-fenoxietanol, aunque solo
coincidieron en el maximo cuando se utilizo el metomidato.

Al igual que la glucosa, el lactato es una importante fuente energética y
precursor gluconeogénico, siendo sus niveles plasmaticos reflejo de respuestas
metabodlicas y hormonales (Suarez y Mommsen, 1987; Fattor et al., 2005). Leach
y Taylor (1980) indicaron que los niveles elevados de lactato pueden tener un
papel importante como wuna fuente de energia facilmente disponible
(gluconeogénesis), en el mantenimiento de unos niveles elevados de glucosa
durante el estrés. De este modo el lactato proveniente de la glucdlisis muscular
podria ser usado para la sintesis de glucosa o para restituir el glucégeno hepatico
en los peces estresados (Vijayan et al., 1997a).

Los incrementos en los niveles sanguineos de lactato pueden surgir cuando la
disponibilidad de oxigeno es baja para el metabolismo celular aerébico (Iversen et
al., 2003). Asi por ejemplo, una de las causas mas comunes para incrementar los
niveles del lactato plasmatico es por la activacion de la glucolisis en musculos
hipoxicos después de un fuerte estrés natatorio. Evidentemente en nuestro trabajo,
teniendo en cuenta que los anestésicos estdn sedando al animal y por tanto
reduciendo su actividad muscular natatoria, el origen de la hipdxia debera de ser
diferente. En relacidon con este hecho, se sabe que diferentes anestésicos producen
una reduccion de la tasa de ventilacion y circulacion (Houston et al., 1971; Iwama
et al., 1989), por lo que los niveles del lactato plasmatico se pueden usar como
indices del efecto de la anestesia sobre el sistema respiratorio (Olsen et al., 1995).
En base a estos datos parece evidente que en el lenguado, los cuatro anestésicos
evaluados estan actuando como depresores del sistema respiratorio. Por otra parte,
se ha comprobado que durante el estrés los niveles de las catecolaminas
plasmaticas se correlacionan positivamente con los del lactato (Barton y Iwama,
1991; McDonald y Milligan, 1992; Randall y Perry, 1992; Brooks et al., 2005) y
que las catecolaminas plasmaticas activan todos los mecanismos que favorecen el
aporte de oxigeno a los tejidos (Reid et al., 1998). Tomando en consideracion
estos hechos y que los anestésicos no parecen activar profundamente la liberacion
de las catecolaminas, parece evidente que en el caso del estrés inducido por los
anestésicos los niveles del lactato no se relacionan con los de las catecolaminas
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plasmaticas y son dependientes en parte de la accion directa supresora de los
anestésicos sobre el sistema respiratorio.

Por otra parte, también se ha demostrado la accion del cortisol sobre el
metabolismo del glucogeno y de la glucosa, activando las rutas metabdlicas que
incrementan la gluconeogénesis y la glucogenolisis (Mommsen et al., 1999). El
cortisol actuaria directamente sobre el higado o indirectamente sobre el
incremento de la demanda de otros tejidos, favoreciendo la movilizacion y el
incremento de sustratos metabolicos como la glucosa y el lactato plasmaticos
(Mommsen et al., 1999). La activacion del eje hipotalamo-hipofisis-células
interrenales de la cabeza del rifién, con la consiguiente liberacion de cortisol por
estas células, es una de las respuestas primarias al estrés.

En este trabajo los niveles basales del cortisol (15,95 + 3,7 ng mL™)
estuvieron en el rango de los observados en el Solea senegalensis, 8,81 + 0,44 ng
mL™" (Tintos et al., 2006), y en otras especies de peces: 28,89 + 5,19 ng mL™ en el
Rhamdia quelen (Barcellos et al., 2004), 13 + 4 ng mL™ en el Oncorhynchus
mykiss (Davidson et al., 2000), 5,65 = 0,21 ng mL" en el Oncorhynchus mykiss
(Tintos et al., 2006), 26,30 + 1,19 ng mL"' en el Dicentrarchus labrax (Tintos et
al., 2006), 10 + 8 ng mL™" en el Dicentrarchus labrax (Vazzana et al., 2002), 50-
100 ng mL™" en el Leuciscus cephalus (Pottinger et al., 2000), 31-47 ng mL™ en el
Oreochromis niloticus (Moreira y Volpato, 2004), 5-50 ng mL’ en el
Oreochromis niloticus (Auperin et al., 1997), 5-15 ng mL™ en el Oreochromis
niloticus (Barcellos et al., 1999), 16-39 ng mL™" en el Oreochromis niloticus
(Volpato y Barreto, 2001), 3,78 + 0,87 ng mL™" en el Sparus aurata (Molinero y
Gonzales, 1995). Como se puede observar, existe una amplia variabilidad de
valores para las diferentes especies y también dentro de una misma especie.

Los peces expuestos a los anestésicos que presentaron menor incremento en
los niveles del cortisol fueron los tratados con el metomidato. Con este anestésico
solo se detectd un incremento, minimo si lo comparamos con el inducido por los
otros anestésicos, significativo a los 10 min de la exposicion. A los 20 min los
niveles ya retornaron a los valores basales, permaneciendo estables durante el
resto de la exposicion. Nuestros resultados coinciden plenamente con lo
observado en el Salmo salar (Iversen et al., 2003) y en el Centropristis striata
(King et al., 2005) utilizando similares dosis (5 mg L") y tiempos de exposicion
(30 min). Realmente estos resultados son predecibles dada la reconocida
capacidad del etomidato y del metomidato para reducir el cortisol plasmatico en
los mamiferos (Preziosi y Vacca, 1982; Fraser et al., 1984) y en los peces,
Sciaenops ocellatus (Thomas y Robertson, 1991), Salmo salar (Olsen et al.,
1995), Ictalurus punctatus (Small, 2003) y Pimephales promelas (Pali¢ et al.,
2006). El mecanismo exacto de como el metomidato afecta al metabolismo del
cortisol ain no esta plenamente establecido (Iversen et al., 2003). Pero se ha
observado que el etomidato, sustancia estrechamente relacionada, afecta a las
enzimas mitocondriales dependientes del citocromo P450 que catalizan la sintesis
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de cortisol, especialmente a la 11p-hidroxilasa, y al citocromo P450 SCC (Vanden
Bossche et al., 1984; Wagner et al., 1984). Por los resultados observados en este
trabajo, parece evidente que en los peces planos también se sigue manteniendo
este mecanismo de accion del metomidato. Con respecto a los otros anestésicos
las respuestas son diferentes y de mayor magnitud. Los lenguados anestesiados
con el aceite de clavo y con el MS-222 presentaron unos perfiles para el cortisol
similares, incrementandose progresivamente y llegando a un maximo a los 30 min
de la exposicion, mientras que para los peces tratados con el 2-fenoxietanol el
maximo se alcanz6 10 minutos antes, es decir a los 20 min de exposicion. Los
resultados observados con el MS-222 coinciden con los observados en el Ictalurus
punctatus (Small, 2003) y en el Centropristis striata (King et al., 2005), donde
también se observo un incremento significativo del cortisol a lo largo del tiempo
de exposicion. No obstante hay autores que usando el 2-fenoxietanol (500 mg L™)
o el aceite de clavo (50, 100, 200 mg L) ya observaron incrementos
significativos después de 10 min de exposicion en el Sparus aurata (Tort et al.,
2002). Por el contrario, hay otros autores que en experimentos similares al nuestro
no observaron ningun tipo de variacion significativa en los niveles de cortisol
después de la exposicién al aceite de clavo (50 y 100 mg L") en el Salmo salar
(Iversen et al., 2003) y al 2-fenoxietanol (300 mg L) o al aceite de clavo (40 mg
L") en el Centropristis striata (King et al., 2005). Estos datos parecen indicar que
las respuestas a los anestésicos, menos al metomidato, dependen en parte de la
especie.

En general todos los parametros estudiados se recuperaron 24 horas después
de la exposicion, con la excepcion de los niveles de la glucosa plasmatica en el
caso de la exposicion al aceite de clavo. Este hecho nos permitié deducir que la
accion estresante de la exposicion a los anestésicos (hasta los 30 min) desaparecio
totalmente a las 24 h.

En resumen, se puede indicar que todos los anestésicos inducen un fuerte
incremento (entre 10 y 42 veces el valor basal) de los niveles del cortisol, con la
excepcion del metomidato en el que solo se detectaron incrementos de 4 veces el
valor basal. La otra respuesta primaria es la liberacion de las catecolaminas, que
por la ausencia de variaciones en el hematocrito y en la hemoglobina parece estar
atenuada y podria indicar que los anestésicos bloquearon parcialmente la actividad
del sistema nervioso simpatico (Tabla 5). Entre las respuestas secundarias se
observaron diferencias significativas en los niveles de la glucosa y lactato, que
parecen depender mayoritariamente de las acciones del cortisol y de la anoxia
(Figura 107).
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Hematocrito | Hemoglobina Glucosa Lactato Cortisol
Fenoxietanol X X 30 min 30 min 20 min
Ac. de clavo X X 20, 30 min 20, 30 min 20, 30 min
MS-222 X X 10-30 min 20, 30 min 20, 30 min
Metomidato X X 30 min 30 min 10 min *

Tabla 5. Resumen de los efectos de la exposicion a los anestésicos sobre los parametros
hematologicos y plasmaticos. x: ningun efecto significativo.

Finalmente, se puede concluir: i) que la exposicion prolongada (30 min) a los
anestésicos: 2-fenoxietanol (500 mg L), aceite de clavo (80 mg L), MS-222
(200 mg L) y el metomidato (6 mg L) indujo una serie de respuestas primarias
y secundarias de estrés en el lenguado (Solea senegalensis). Globalmente, estos
resultados confirman lo que ya habia sido propuesto en otras especies de peces no
planos de que los anestésicos son capaces de generar respuestas de estrés por si
mismos, y ii) que de los cuatro anestésicos evaluados el metomidato es el que
parece ser el menos estresante, lo que lo hace “a priori” el mas adecuado para su
uso en las tareas de rutina de manipulacion de peces.

e > Sistema | _.-»| Catecolaminas | __,_ Hematocrito
simpatico Hemoglobina

Anestésicos 1 Glucosa
tommmmoooes > plasmatica

A

—
Sistema hipotalamo- ol

‘ hipSfisis-interrenal [~ 1 Cortiso 1 Lactato
plasmatico

A

Anoxia

A 4

Figura 107. Esquema hipotético del mecanismo de accidn estresante de los anestésicos.

Estudio de la capacidad antiestrés de los anestésicos frente a un estrés agudo
(exposicion al aire y persecucion) en juveniles de Solea senegalensis

Los efectos nocivos del estrés no siempre son visibles inmediatamente
después de la aplicacion de un factor de estrés, sino que pueden manifestarse a
medio o largo plazo (Barton y Iwama, 1991). La captura y la exposicion al aire
son situaciones estresantes usuales, a las que los peces son sometidos durante
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ciertas operaciones de rutina propias de la acuicultura y/o de la investigacion. Se
ha indicado que el uso de anestésicos, previamente o durante la manipulacion,
podria reducir el estrés. Sin embargo las respuestas de estrés generadas por el
propio anestésico, segun se ha visto en este trabajo, podrian hacer que el uso de
algiin anestésico no fuera recomendable. Dado que existen pocos trabajos que
evaluen la capacidad antiestrés de los anestésicos en los peces, el fin de este
trabajo fue el de estudiar este aspecto en juveniles de Solea senegalensis. Para
ello, se evaluaron los niveles de los siguientes pardmetros indicadores de estrés: el
hematocrito, la hemoglobina, la glucosa, el lactato y el cortisol, en peces
estresados y estresados pretratados con el anestésico.

En primer lugar indicar que, de un modo general, las manipulaciones
aplicadas a los peces (exposicion al aire y persecucion) originaron un perfil de
variaciones similar en todos los casos, con los maximos valores a los 30 minutos.
No obstante, la magnitud de este perfil fue claramente diferente entre ambos tipos
de estrés dado que con la persecucion: 1) en todos los casos existe una clara caida
de los niveles entre los 30 min y las 2 h, menos en el caso del cortisol que el
maximo se encuentra a las 2 h y ii) todos los niveles observados a los 30 minutos
después de la aplicacion de la persecucion, salvo en el caso del cortisol, son
claramente superiores a los observados en el caso de la exposicion al aire. A partir
de estos resultados, parece evidente que solo en el caso de la persecucion, la
intensidad del estimulo estresante fue lo suficientemente grande como para
incrementar significativamente la mayoria de los indicadores de estrés. Por el
contrario, en el caso de la exposicion al aire, s0lo se encontraron incrementos en
el caso del cortisol y de la hemoglobina, e incluso se detectaron niveles menores
que los considerados previamente como basales (Figura 108).

Comparando los resultados de la exposicion al aire con el de otros autores, aun
cuando las condiciones experimentales (tiempo de exposicion y de muestreo) sean
similares, se puso de manifiesto que s6lo existen coincidencias parciales. Asi en el
Soarus aurata, ademés de los incrementos de los niveles del cortisol también se
detectaron incrementos en los del lactato y en la glucosa (Arends et al., 1999). En
el Pseudoplatystoma corruscans se detectaron incrementos de los niveles del
cortisol y de la glucosa y caidas de los del hematocrito sin modificaciones de los
niveles de la hemoglobina (Fagundes y Urbinati, 2008). Por el contrario en
juveniles del Scophthalmus maximus no se encontraron efectos inmediatos sobre
los niveles del hematocrito ni del cortisol (Mugnier et al., 1998). En condiciones
de exposicion al aire de diferente duracion, es llamativa la semejanza de nuestros
resultados con los obtenidos con otro pez plano, el Scophthalmus maximus, donde
después de 9 min de exposicidn al aire no se observaron diferencias en los niveles
del hematocrito, hemoglobina, glucosa y el lactato y un incremento significativo
en los niveles de cortisol (Waring et al., 1996). Por otra parte, en el Pleuronectes
yokohamae después de una exposicion al aire de 10 minutos, se encontraron
incrementos en los niveles del cortisol y de la glucosa (Kakuta, 2002), y en el
Dentex dentex, 45 segundos después de la exposicion al aire, también se
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encontraron incrementos de los niveles del lactato y de la glucosa, pero no en el
del hematocrito y de la hemoglobina (Morales et al., 2005). Finalmente indicar
que coincidiendo con lo observado en este trabajo (cortisol y hemoglobina) a las
12 horas (Morales et al., 2005) o a las 24 horas (Fagundes y Urbinati, 2008;
Kakuta, 2002), los parametros de estrés tienden a recuperarse hacia los valores
basales.
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Figura 108. Niveles del Hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb), glucosa (Glu) y lactato
(Lac) en el lenguado, 30 min después de la aplicacion del estrés (aire o persecucion), y
del cortisol después de 30 miny 2 h. * (P < 0,001) comparando el estrés de persecucion
frente al estrés de exposicion al aire y a los basales. # (P < 0,05) comparando el estrés de
exposicion al aire frente a los basales. Las muestras de los animales basales se obtuvieron
a partir de peces anestesiados (n: 22-29).

En resumen, el Gnico parametro en el que parece haber coincidencia en la
mayoria de los casos es en el incremento de los niveles del cortisol. Dado que el
tiempo de duracion del factor estresante (aire y persecucion) fue el mismo, parece
evidente que la intensidad del estimulo fue menor en el caso de la exposicion al
aire y ello nos permiti6é deducir que los juveniles del Solea senegalensis son peces
poco sensibles a cortos periodos de anoxia. Realmente, solo el fuerte incremento
de los niveles del cortisol nos hizo sospechar de la existencia de una respuesta
estresante. La similitud de las respuestas observadas con las obtenidas en otro pez
plano (Waring et al., 1996) nos hace sospechar de la existencia de un patréon de
respuestas al estrés diferente entre los peces planos y no planos. Este diferente
patron que se centra en la ausencia o en una baja movilizacion de los sustratos
energéticos (glucosa y lactato), podria ser consecuencia de una adaptacion de los
peces con un estilo de vida de baja actividad para prevenir un exceso de
movilizacidon energética (Vijayan y Moon, 1994).

Con respecto al estrés de persecucion, es evidente que los fuertes incrementos
en los niveles de todos los indicadores de estrés, menos en el del hematocrito,
estan reflejando una fuerte respuesta de estrés, y al contrario de lo observado en el
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caso de la exposicion al aire, no cabe la menor duda que el estrés de persecucion
es percibido por el pez como un factor perturbador de elevada intensidad. En el
unico experimento sobre estrés de persecucion que encontramos en la bibliografia,
también se observo un incremento de los niveles del cortisol y de la glucosa
después de una persecucion de 8 min en el Pagrus pagrus (Rotllant y Tort, 1997).

Si comparamos los resultados con otras situaciones de estrés agudo como
pueden ser: la disminucion del volumen de agua o la transferencia de peces entre
tanques, tanto en el Rhamdia quelen (Barcellos et al., 2004) como en el Ictalurus
punctatus (Davis y Small, 2006), o el confinamiento, tanto en el Dicentrarchus
labrax (Vazzana et al., 2002) como en el Scophthalmus maximus (Waring et al.,
1996), el unico indice de estrés que se repite en todos los casos es el incremento
significativo de los niveles del cortisol.

Desde un punto de vista fisiologico el incremento de los niveles del cortisol,
tanto en el caso de la exposicion al aire como en el de la persecucion, fue una
clara consecuencia del aumento de la actividad del eje hipotdlamo-hipofisis-
interrenal, tipica respuesta primaria de estrés agudo, tal y como ya se comento en
apartados anteriores. No obstante donde se encontraron diferencias claras es en las
respuestas secundarias (hematocrito, hemoglobina, glucosa y lactato). Tal y como
ya se comentd previamente estos parametros de estrés son muy dependientes del
aumento de la secrecion de las catecolaminas desde las células cromafines, por
una activacion del sistema nervioso simpatico (Wendelaar Bonga, 1997; Reid et
al., 1998). Por lo tanto, los resultados del trabajo nos permitieron deducir que el
estrés de exposicion al aire de corta duracion fue insuficiente para provocar una
importante activacion del simpatico. Este hecho esta sin duda relacionado con lo
comentado previamente sobre la posible adaptacion energética de los peces planos
(Vijayan y Moon, 1994) y la poca sensibilidad de estos peces a la hipoxia.
Ademas, la ausencia de incrementos del lactato aun cuando los niveles del cortisol
(activacion de la gluconeogénesis) estan elevados, viene refrendada por el hecho
de que los peces planos son animales con una menor capacidad de producir y
liberar lactato desde los musculos en comparacion con los peces no planos (Wood
et al., 1977; Turner et al., 1983; Milligan y Wood, 1987). Las ligeras caidas del
hematocrito, glucosa y lactato y el incremento de la hemoglobina, se consideraron
simplemente como una consecuencia de las fluctuaciones naturales tal y como se
ha comentado para otras especies de peces (Moraes y Bidinotto, 2000).

Con respecto al estrés de persecucion, todas las respuestas primarias y
secundarias estuvieron incrementadas como consecuencia de la activacion de los
ejes: sistema nervioso simpatico-células cromafines e hipotalamo-hipofisis-células
interrenales. En este trabajo existen datos inequivocos de una activacion de la
glucogenolisis y gluconeogénesis. Frente a lo comentado anteriormente sobre la
menor capacidad de liberar lactato desde el musculo a la sangre por parte de peces
planos esto no siempre es asi, dado que cuando las condiciones del estrés son
extremas, como puede ser una hipoxia severa (Dalla Via et al., 1994) si se
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detectaron niveles elevados de lactato, circunstancia coincidente con lo observado
en este trabajo.

Una vez determinado que tanto la exposicion al aire como la persecucion dan
lugar a respuestas de estrés de diferente magnitud en los juveniles del Solea
senegalensis, se estudio la capacidad que tienen los diferentes anestésicos para
atenuar ambos tipos de estrés. Los resultados se resumen en la Tabla 6 y
coincidieron plenamente con las diferentes caracteristicas de ambos tipos de
estrés. En esta parte de la discusion nos centraremos en los resultados obtenidos
en los tiempos de maxima respuesta al estrés, a los 30 min. En el primer caso, con
un estrés de baja intensidad (exposicion al aire) obviamente la capacidad
antiestrés es mas dificil de detectar. Se observaron bloqueos parciales o totales
para los incrementos de la hemoglobina, glucosa, lactato y del cortisol, con la
unica excepcion del aceite de clavo para el hematocrito. Estudiando el caso de la
persecucion, un estrés de mayor intensidad, fue mas facil detectar la capacidad
antiestrés de los diferentes anestésicos y en la mayoria de las circunstancias, salvo
con el 2-fenoxietanol, todos los incrementos de los indices de estrés fueron
bloqueados total o parcialmente por el anestésico.

Estrés Ht Hb Glu Lactato Cortisol
Exposiciéon 30 2 24 30 2|24 30 2 |24 30 2 | 24 30 2|24
al Aire min | h h |mn|h | h | mn|h |h|mn|h]|h | mn]|h
2-Fe RN RN AR
A. clavo AlAl=] 1 (1rl=l1l1l=/=]111lll]|¥]|]l]|=
MS-222 O e . 2V O e o A I I I N
Met | | [t [t [ LIt [¥[=Tw [=[=T¥T]
Estrés Ht Hb Glu Lactato Cortisol
P s 30 2 24 30 2 24 30 2 |24 30 2 | 24 30 2 |24
ersecucton | in | h | h |min| h | h |min| h | h {min| h | h |mn| h|h
2-Fe {20 o I P
A. clavo Vv L Vv =V V] VIV =] Il]|=
M222 | | [ L[ W =]t W [=[t[w[L[t]1 ||t
Met. AR AR 2 A R A 2 e 2

Tabla 6. Vision global de la capacidad antiestrés de los anestésicos frente a un estrés
agudo (exposicion al aire o persecucion). En la tabla solo constan las indicaciones de los
animales estresados anestesiados frente a los no anestesiados. | o 1 = disminuciones o
incrementos no significativos; WV o0 A disminuciones o incrementos significativos; = sin
efecto.

En este estudio se observo que el uso del MS-222 o del aceite de clavo, segun
el tipo de estrés, fueron eficientes total o parcialmente en la prevencion de la
activacion del eje hipotalamo-hipofisis-células interrenales. Estos datos coinciden
con la capacidad del MS-222 para bloquear la liberacion de cortisol en el
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Sciaenops ocellatus después de 2 minutos de exposicion al aire (Tomas y
Robertson, 1991), o del aceite de clavo en el Ictalurus punctatus después de un
estrés de manipulacion (Small, 2003). No obstante, esta potencial capacidad
antiestrés no siempre se pudo conseguir dado que hay circunstancias, tanto con el
MS-222 como con el aceite de clavo, en las que estos anestésicos fueron
incapaces de bloquear los incrementos del cortisol: después de un estrés de
manipulacion y aglomeracion en el Pimephales promelas con ambos anestésicos
(Pali¢ et al., 2006) y después de un estrés de aglomeracion en el Jparus aurata
con el MS-222 (Molinero y Gonzales, 1995). Por lo que se observo en este trabajo
y en base a los de otros autores parece posible que la capacidad antiestrés de los
anestésicos pueda depender del tipo de estrés. No obstante, no se pueden descartar
otros pardmetros como origen de las discrepancias: diferencias entre especies, tipo
y duracién del estrés aplicado, diferencias entre las dosis aplicadas y tiempos de
exposicion al anestésico.

Donde no parece haber dudas es, en primer lugar, en la baja capacidad
antiestrés del 2-fenoxietanol, donde nuestros resultados coincidieron con lo
observado por Molinero y Gonzales (1995) en el Sparus aurata después de un
estrés de aglomeracion; y en segundo lugar en la elevada efectividad del
metomidato para suprimir el incremento de los niveles de cortisol en ambas
situaciones de estrés. Los efectos del metomidato coincidieron con lo observado
previamente en otros peces (Thomas y Robertson, 1991; Olsen et al., 1995; Small,
2003, 2004; Pali¢ et al., 2006). La capacidad de este anestésico para suprimir la
respuesta del cortisol esta relacionada con su capacidad para inhibir la sintesis
(Vanden Bossche et al., 1984; Wagner et al., 1984) y la liberacion (Thomas y
Robertson, 1991; Olsen et al., 1995) del cortisol.

Finalmente, otro aspecto novedoso deducible de nuestros resultados es que
tanto el aceite de clavo como el MS-222 y el metomidato, también tuvieron la
capacidad de bloquear la actividad del simpatico (la otra respuesta primaria de
estrés) con la consiguiente disminucion de la liberacion de las catecolaminas.
Tomando en consideracion los resultados, en base al numero y magnitud de la
capacidad de bloqueo, podriamos secuenciar la eficacia antiestrés de los
anestésicos estudiados del siguiente modo: metomidato > MS-222 = aceite de
clavo > 2-fenoxietanol.

Estudio de los efectos de un estrés agudo sobre la actividad de los sistemas
monoaminérgicos cerebrales en juveniles de Solea senegalensis: efecto del
pretratamiento con anestésicos

Desde hace afios se sabe que en los mamiferos los niveles de la serotonina
(Krieger, 1978) y/o de las catecolaminas (Holzbauer y Sharman, 1972) son
afectados por diferentes tipos de estrés y que estos neurotransmisores pueden estar
involucrados en las respuestas cerebrales al estrés (Yuwiler, 1971; McEwen,
1995). Mas recientemente se ha demostrado mediante estudios de microdialisis
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cerebral que la aplicacién de un estrés agudo se correlaciona con un aumento en
los niveles (Chaouloff, 1993) y en la liberacién (Shimizu et al., 1992; Yoshioka et
al., 1995; Adell et al., 1997; Kirby et al., 1997; Takahashi et al., 1998; Amat et al.,
1998) de serotonina en diferentes regiones cerebrales. Del mismo modo también
se han encontrado incrementos en el turnover y en la liberacion de la dopamina
(Abercrombie y Zigmond, 1989; Imperato et al., 1991; Gresch et al., 1994; Finlay
et al., 1995; Finlay y Zigmond, 1997; Kawahara et al., 1999; Nakahara y
Nakamura, 1999).

Frente a la amplitud de estudios que tratan en los mamiferos el efecto del
estrés sobre el sistema serotoninérgico y/o catecolaminérgico, en los peces apenas
existen estudios y fundamentalmente estan centrados en la accion sobre el sistema
serotoninérgico. Por esta razon se estudié el efecto de dos diferentes tipos de
estrés agudo sobre la actividad monoaminérgica en tres regiones cerebrales.

Hipotalamo MHPG NA SHT SHIAA SHIAA/5HT
control 13+ 2,6 1673+ 98 1161+38 279+17 0,24+0,01
h aire N.D. 1853497 1331+44 350+£37 0,26+0,02
persecucion N.D. 1835+66 1199+£58 330+18 0,28+0,01
24 h aire N.D. 1759+56 1428+44%% 327+27 0,23+0,02
persecucion N.D. 1943+12 1093435° 361+£56 0,33+0,05
Telencéfalo MHPG NA SHT SHIAA SHIAA/SHT
control 11+1,8 1181+61 866+49 320+16 0,38+0,02
h aire N.D. 1416121 963+79 385+44 0,40+0,04
persecucion N.D. 1388+97 891+3 364+17 0,41£0,02
24t aire N.D. 1251161 913+51 308+28 0,35+0,04
persecucion N.D. 1320+69 789+43 460+56 0,41+0,03
Tectum Optico MHPG NA SHT SHIAA SHIAA/SHT
control 10+3,2 893+32 580+27 200+14 0,35+0,03
h aire N.D. 912431 595423 264424 0,45+0,04
persecucion N.D. 926+40 633420 308+13" 0,50+0,03
2t aire N.D. 842+26 597424 251+19 0,45+0,04
persecucion N.D. 920+30 547+20 274+12" 0,52+0,03

Tabla 7. Niveles del MHPG, NA, SHT, SHIAA, y de la relacion SHIAA/SHT, 2y 24 h
después de la aplicacion del estrés (aire o persecucion) (n: 22-24). Diferentes letras
indican diferencias significativas (P < 0,005) comparando el estrés de persecucion frente
al estrés de exposicion al aire. # Diferencias significativas (P < 0,005) frente al control (n:
10). Los niveles de los neurotransmisores son presentados en pg mg ' tejido. N.D.: no
detectado.

En primer lugar y de un modo sorprendente se observo que ninguno de los dos
tipos de estrés modificaba significativamente los pardmetros estudiados. Solo se
detectaron incrementos significativos en los niveles de la SHT en el hipotalamo y
del SHIAA en el tectum Optico después de un estrés de exposicion al aire y de
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persecucion, respectivamente (Tabla 7). En principio estos resultados coinciden
en parte con lo observado en las truchas después de someterlas a un estrés de
confinamiento durante 1 hora, en la que no se detectaron modificaciones
significativas en la relacion SHIAA/SHT (indice actividad serotoninérgica, ver
pag. 202) en el hipotadlamo y tectum Optico, aunque si encontraron incrementos en
el telencéfalo (Qverli et al., 2005). Sin embargo, a partir de los datos de nuestro
trabajo si se pudieron plantear ciertas tendencias utiles para la discusion. Asi en el
hipotdlamo de los peces con exposicion al aire se observaron incrementos de los
niveles de la SHT y del SHIAA sin ninguna modificacion de su relacion, lo que
puede estar reflejando un aumento de la sintesis de la serotonina, pero
posiblemente sin un cambio en la actividad neuronal serotoninérgica
(Commissiong, 1985). En la otra region que se puede generalizar una accién es en
el tectum Optico, dado que con cualquiera de las dos formas de estrés hay una
tendencia al aumento de los niveles del SHIAA con un incremento asociado de la
relacion SHIAA/SHT que puede llegar a ser de un 42% en el caso de la
persecucion. En este ultimo caso si podriamos hablar de una tendencia al aumento
de la actividad serotoninérgica, que en base a dicha relacion ya se vislumbraba en
las otras dos regiones estudiadas. Estas tendencias coinciden con lo observado en
salmonidos (mayoritariamente en estrés social y disminucion de la columna de
agua) (Mclntyre et al., 1979; Winberg et al., 1992; Winberg y Nilsson, 1993;
Edwards y Kravitz, 1997; Overli et al., 1999; Lepage et al., 2002; Cubitt et al.,
2008), pero se diferencian en la magnitud que es significativamente mayor en los
salmoénidos. Por otra parte, existen trabajos de exposicion a diferentes condiciones
de anoxia e hipoxia sobre los niveles de neurotransmisores, pero son exposiciones
a largo plazo y fueron realizados en la carpa (Carassius carassius L.), un pez
tolerante a la anoxia. En estas circunstancias lo que se ha observado es una caida
del metabolismo de la serotonina (Nilsson, 1989a, 1990a, 1990b); evidentemente
ni los resultados ni las condiciones son comparables.

En resumen, contrariamente a lo esperado los resultados ponen de manifiesto
que la accion de ambos tipos de estrés sobre el sistema serotoninérgico es poco
importante y mayoritariamente no significativa. Bien es cierto que la mayoria de
los trabajos donde se observo un aumento del metabolismo o de la actividad de la
SHT en los peces, se centran en un estrés relacionado con el estatus social
(dominancia), agresion y otros. Estos datos ponen de manifiesto, que al igual que
en los mamiferos, la actividad serotoninérgica en las diferentes estructuras
cerebrales es diferente seglin sea el factor estresante aplicado (Adell et al., 1997;
Kirby et al., 1997).

Un aspecto interesante que se puede discutir en base a los resultados de este
trabajo, es el relacionado con la posible interaccion entre el sistema
serotoninérgico y su capacidad para activar el eje hipotalamo-hipoéfisis-interrenal.
Se ha comprobado que en la trucha arco iris la administracion del 8-OH-DPAT,
un agonista SHT) 4, induce un incremento a corto plazo de los niveles de cortisol
(Winberg et al., 1997) y que el sistema serotoninérgico puede modular, positiva o
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negativamente, la actividad del eje hipotalamo-hipoéfisis-interrenal (Lepage et al.,
2002). En base a sus resultados Winberg et al. (1997) plantearon que en los peces
al igual que en los mamiferos, el sistema SHT podria jugar un importante papel en
la integracion de las respuestas autondémica, comportamental y neuroendocrina al
estrés. No obstante si observamos los resultados de este trabajo se comprueba que
en los tiempos de estudio de la actividad de los neurotransmisores, 2 y 24 h, no
hay ninguna correlacion con los niveles plasmaticos del cortisol. De este modo,
nuestros datos no parecen indicar que esta interrelacion SHT-cortisol sea tan
evidente, al menos en el lenguado. Apoyando esta idea se sabe que: i) en los
mamiferos no es generalizable la correlacion entre los efectos del estrés sobre el
sistema serotoninérgico y su capacidad para activar el eje hipotalamo-hipofisis-
corticoadrenal (Kirby et al., 1997), y ii) en el lenguado la distribucion cerebral del
sistema serotoninérgico es diferente al de otros teledsteos, por ejemplo no se
encuentran neuronas inmunoreactivas a la SHT en el area predptica y en los
nicleos talamicos y hay ausencia de fibras inmunoreactivas a la SHT en la
neurohipofisis (Rodriguez-Gomez et al., 2000). Este hecho es muy importante
dado que el eje endocrino involucrado en las respuestas al estrés realmente es el
eje NPO-hipofisis-interrenales (Flik et al., 2006). Todo ello hace que en el
lenguado aln esta por determinar el posible papel de la SHT en la regulacién
adenohipofisaria (Rodriguez-Gomez et al., 2000) y que no se pueda utilizar como
patron general lo observado en s6lo una especie de teleosteo.

Los resultados de este trabajo sobre las acciones del estrés en el sistema
dopaminérgico son totalmente inéditos (Figura 109). Se demostrd un claro efecto
en las tres regiones cerebrales estudiadas sobre los niveles de los parametros del
sistema dopaminérgico. En este caso se puede hablar de una respuesta global
uniforme a los dos diferentes factores de estrés utilizados, destacando el
incremento de los niveles de la DA y la caida de la relacion DOPAC/DA en las
tres regiones cerebrales estudiadas. No obstante, es patente que la accion del
estrés de persecucion sobre estos parametros es de mayor magnitud que la de la
exposicion al aire, lo que concuerda con lo que se dedujo previamente de que el
estrés de persecucion es percibido por el pez como un factor perturbador de
elevada intensidad y superior al de la exposicion al aire. Considerando la relacion
DOPAC/DA como un buen indice de la actividad dopaminérgica y que el
incremento de los niveles de DA es una consecuencia de la disminucion de su
utilizacion, parece evidente que los dos estrés aplicados provocan una inhibicion
de su actividad, mayor en el caso de la persecucion. Al no existir datos en peces
para comparar, sélo indicar que en los mamiferos el estrés agudo generalmente da
lugar a un incremento de la liberacion de DA en regiones tales como el estriado, el
nucleo accumbens y la corteza frontal (Abercrombie et al., 1989; Finlay et al.,
1995; Finlay y Zigmond, 1997; Kawahara et al., 1999). Estos resultados son
claramente contrarios a los observados por nosotros. Con respecto al metabolismo
de la NA no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las regiones
cerebrales estudiadas y tnicamente podemos comentar que existe una tendencia
general a un incremento de los niveles de la NA, lo que coincide con lo observado
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en el caso de la DA. Lo mas llamativo es que los niveles del MHPG (Tabla 7),
metabolito de la NA, no fueron detectables en la mayoria de los analisis realizados
en las regiones cerebrales estudiados y por esta razon no se realizaron las
relaciones MHPG/NA. No obstante se puede suponer que los resultados estan
reflejando una ligera caida de la actividad noradrenérgica, comparativamente
mucho menor que la de la dopaminérgica. Nuevamente estos resultados
contradicen los indicados para mamiferos, en los que diferentes tipos de estrés
agudo incrementan la liberacion de NA (Kalen et al., 1989; Rossetti et al., 1990;
Yokoo et al., 1990; Tanaka et al., 1991).
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Figura 109. Niveles del la DA y de la relacion DOPAC/DA, 2 y 24 h después de la
aplicacion del estrés (aire o persecucion) (n: 22-24). Diferentes letras indican diferencias
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significativas (P < 0,005) comparando el estrés de persecucion frente al estrés de
exposicion al aire. * Diferencias significativas (P < 0,005) frente al control (n: 10).

Considerando que la DA puede estar modulando de un modo inhibitorio la
secrecion de ACTH (Olivereau et al., 1988), la primera interpretacion fisiologica
que se puede realizar es que de algin modo la inhibicion generalizada de la
actividad dopaminérgica puede ser un factor mediador de la liberacion de la
ACTH vy por tanto de la secrecion del cortisol a corto plazo (2 h), dado que en
nuestro trabajo se observa que con el estrés de persecucion los maximos niveles
de cortisol se corresponden a la méxima inhibicién dopaminérgica cerebral.

No obstante se puede plantear otra posible explicacion logica a la respuesta
dopaminérgica no relacionada con la regulacion de la secrecion del cortisol, sino
con una respuesta de miedo. Se sabe que el miedo forma parte del
comportamiento de adaptacion a estimulos amenazantes como es el estrés de
exposicion al aire y en mayor medida el estrés de persecucion. Se sabe que: 1) en
el telencéfalo de los peces existen estructuras que son funcionalmente homoélogas
a aquellas asociadas con el dolor y el miedo en los vertebrados superiores
(Chandroo et al., 2004; Portavella et al., 2004), y i1) los peces poseen un sistema
dopaminérgico similar al que en los vertebrados superiores estd implicado en el
control de la expresion del comportamiento asociado a las emociones y en la
mediacién de los mecanismos del miedo (Chandroo et al., 2004), por lo que se
piensa que los mecanismos basicos cerebrales que subyacen al miedo pueden ser
similares en las diferentes especies animales (Pezze y Feldon, 2004; Ashley y
Sneddon, 2008). Ademas se sabe que en los mamiferos la DA es el
neurotransmisor mas importante en la modulacion de los mecanismos que
subyacen a los estados aversivos como el miedo, dolor o estrés (Levita et al.,
2002; Pezze y Feldon, 2004; Ventura et al., 2007). Tomando con cautela todos
estos hechos se podria especular con que la inhibicion de la actividad
dopaminérgica generalizada observada en este experimento, estaria relacionada
con los mecanismos neuronales de la respuesta al miedo y/o dolor desencadenada
por las traumaticas situaciones de estrés inducidas a los peces, y mayor en el caso
del estrés de persecucion.

Finalmente indicar que el uso de los anestésicos fue incapaz de bloquear las
modificaciones significativas observadas en el caso del sistema dopaminérgico.
Parece evidente que asi como los anestésicos fueron capaces de bloquear, con
mayor o menor eficacia, las respuestas primarias y secundarias al estrés no fueron
capaces de bloquear las alteraciones del sistema dopaminérgico. Esta
circunstancia soporta la hipotesis planteada previamente sobre el posible papel del
sistema dopaminérgico en los mecanismos relacionados con el miedo y/o dolor.
Con respecto al sistema serotoninérgico solo se consiguieron bloqueos
significativos en el incremento de la actividad serotoninérgica en el hipotdlamo y
en el telencéfalo, 2 horas después de la exposicion al aire con el aceite de clavo, y
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en el hipotdlamo 24 h después de la exposicion al estrés de persecucion con el
MS-222.

Exposicion al amoniaco

Se ha observado que en diferentes especies de peces la exposicion (12, 24, 96
horas) a unos niveles elevados de amoniaco provoca estrés (Jeney et al., 1992;
Ortega et al., 2005; Abbas, 2006). Por el contrario existen estudios donde se
comproeba que los peces son capaces de adaptarse a la exposicion cronica (52 'y
84 dias) a bajos niveles de amoniaco (< 11,6 mg L™) y restablecer la homeostasis
(Person Le Ruyet et al., 2003; Pinto et al., 2007).

En los teledsteos, el amoniaco es el principal material de desecho nitrogenado
proveniente del catabolismo de los aminoacidos (Randall y Wright, 1987). Tanto
el alimento no consumido como los residuos orgénicos pueden incrementar los
niveles de amoniaco en el agua de cultivo. En esta, el amoniaco est4 presente en la
forma no ionizada (NH;) e ionizada (NH,"), siendo la proporcion relativa de
ambas formas dependiente de la temperatura, pH y salinidad (Bower y Bidwell,
1978). La forma no ionizada es la mas toxica para los organismos acuaticos,
aunque también se indico algun nivel de toxicidad por parte de la forma ionizada
(Meade, 1985). La principal via de entrada del amoniaco no ionizado (NHj3) son
las branquias, ya que puede pasar facilmente (difusion pasiva) a través del epitelio
branquial (Hampson, 1976), que a su vez es muy poco permeable al amoniaco
ionizado (Alabaster y Lloyd, 1980; Sheehan y Lewis, 1986). Por esta razén en los
peces, la exposicion a elevadas concentraciones de amoniaco provoca un rapido e
importante incremento en sus niveles plasmaticos (Avella y Bornancin, 1989;
Wilson y Taylor, 1992). Pero ademas, se comprobo que el amoniaco no ionizado
(NH3) también puede cruzar libremente la barrera hematoencefalica y asi alcanzar
el cerebro (Cooper et al., 1979). Esto quiere decir que la exposicion al amoniaco
no ionizado no solo puede ser la causa de estrés sino también de una disfuncion
cerebral.

En nuestro trabajo se comprobd que la exposicion al NH; da lugar a
incrementos paralelos en los niveles del hematocrito y de la hemoglobina, aunque
solo significativos en el tltimo caso. De un modo similar también se encontraron
incrementos, de estos dos parametros, después de la exposicion al amoniaco
(500uM) durante 24 h en el Oncorhynchus mykiss (Vedel et al., 1998). No
obstante, los valores de estos dos parametros sanguineos obtenidos por otros
autores en peces sometidos a una exposicidon al amoniaco son confusos y
contradictorios. Se observaron disminuciones de los niveles del hematocrito y de
la hemoglobina en los siguientes casos: i) en el Oreochromis niloticus expuesto
durante 96 horas (16,6% del LCsp) (Ahmed et al., 1992), ii) en el
Ctenophryngodon idella expuesto a una concentracion aguda de amoniaco (Salah
El-Deen, 1999), y iii) en el Cyprinus carpio después de una exposicion al
amoniaco (LCsp) durante 96 h (Abbas, 2006). Por el contrario, la exposicion
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aguda a concentraciones subletales y letales de amoniaco no provocd ningun
cambio significativo de sus niveles en el Labeo capensisy en el Salmo gairdneri
(Hattingh, 1976; Smart, 1978).

Se sabe que la liberacion de las catecolaminas como resultado de una
respuesta al estrés (Wendelaar Bonga, 1997) da lugar a la contraccion del bazo y a
la liberacion de los eritrocitos almacenados a la circulacion (Ellis et al., 1978),
provocando asi un incremento en el hematocrito y hemoglobina en la sangre
(Wojtaszek et al., 2002). Por lo que se puede deducir, que como consecuencia del
estrés por exposicion al NHs, el incremento del hematocrito y de la hemoglobina
observado en este trabajo esta reflejando una activacion del sistema nervioso
simpatico lo suficientemente importante como para modificar dichos parametros.

De un modo similar a lo encontrado en este trabajo, otros autores también
observaron una elevacion en los niveles de la glucosa y del lactato plasmaticos en
peces expuestos a 1-4 mg L' NH; (Shaffi, 1980). Esta hiperglucemia es
probablemente consecuencia de la accion estimuladora de las catecolaminas y/o
del cortisol sobre la glucogenolisis y la gluconeogénesis en el higado (Wendelaar
Bonga, 1997). En concordancia con este hecho se observo que peces expuestos a
elevadas concentraciones de NH; presentan una caida de los niveles del glucogeno
hepatico y muscular (Shaffi, 1980; Miron et al., 2008). Lo que a su vez nos
permite plantear la hipdtesis de que el incremento en los niveles plasmaticos de
lactato estaria asociado a su uso como sustrato para la gluconeogénesis,
estimulada por el cortisol (Mommsen et al., 1999). Con respecto a los niveles del
cortisol siempre se observd un incremento, aunque so6lo significativo 24 h después
de la exposicion al NHj;. Incrementos similares también fueron observados
después de la exposicion al NHj durante 3,75 h, 8 h y 48 h en el Scophthalmus
maximus, Ictalurus punctatus, y Fundulus heteroclitus respectivamente (Tomasso
et al., 1981; Spotte y Anderson, 1989; Person Le Ruyet et al., 1998). Teniendo en
cuenta los resultados, parece evidente que la exposicion al amoniaco desencadend
en el lenguado una respuesta tipica de estrés, con la activacion del sistema
nervioso simpatico y del eje hipotalamo-hipofisis-interrenal, donde ambos
estarian implicados en el desencadenamiento de las respuestas secundarias
estudiadas en este trabajo.

Tal y como se comentd previamente el NH; puede alcanzar facilmente el
cerebro y de este modo alterar la funcion cerebral. En los mamiferos se sabe que
el cerebro es muy sensible al exceso de amoniaco (Guroff, 1979), afectando no
solo a la transmision nerviosa mediada por numerosos sistemas de
neurotransmisores, sino también a la funcion mitocondrial y al metabolismo
energético cerebral y a los astrocitos (Szerb y Butterworth, 1992; Kosenko et al.,
1994; Butterworth, 1998; Monfort et al., 2002; Felipo y Butterworth, 2002). No
obstante, aunque hay muy pocos estudios, los peces no parecen responder del
mismo modo o en la misma intensidad que los mamiferos a la intoxicacion por el
amoniaco, asi se ha comprobado que: 1) son menos sensibles, mas tolerantes, a la
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intoxicacion por el amoniaco que los mamiferos (Arillo et al., 1981; Ip et al.,
2001) y ii) en el Opsanus beta, un pez muy tolerante al amoniaco, la funcion
mitocondrial esta mucho menos afectada que en los mamiferos (Clémence et al.,
2002).

El amoniaco es un contaminante acuatico bastante comun en los cultivos
intensivos del que se sabe inhibe la ingesta en diversas especies de peces
(Beamish y Tandler, 1990; Wicks y Randall, 2002a). Incluso autores han
relacionado esta inhibicion de la ingesta con alteraciones de los sistemas
serotoninérgico y dopaminérgico en la trucha arco iris (Ortega, 2005). Dado que
parece evidente que una de las dianas principales del amoniaco es la funcion
cerebral, en este trabajo se planted estudiar el efecto de la intoxicacion aguda, una
exposicion durante 12 y 24 h al amoniaco, sobre diversos sistemas de
neurotransmision cerebrales.

En general la exposicion al amoniaco indujo una serie de modificaciones
sobre el sistema dopaminérgico muy similares en todas las regiones cerebrales
estudiadas (hipotalamo, telencéfalo y tectum Optico). En este patron de
modificaciones se observaron caidas de los niveles de la DA a las 12 y 24 h de
exposicion, ninguna alteracion significativa de los niveles del DOPAC y un
incremento dependiente del tiempo de exposicion de la relacion DOPAC/DA. Es
importante indicar que no se observaron alteraciones significativas en los niveles
de la NA en précticamente ninguna de las regiones cerebrales. Curiosamente las
modificaciones encontradas en el sistema serotoninérgico siguen exactamente las
mismas pautas que las indicadas para el dopaminérgico, con un incremento
dependiente de la exposicion en la relacion SHIAA/SHT en todas las regiones
estudiadas. A nivel hipotalamico la variacion de los niveles de la SHT y de la
relacion SHIAA/SHT coincide plenamente con lo observado por Ortega et al.
(2005), pero no coincide con lo observado en los niveles del SHIAA y con la
ausencia de acciones en el telencéfalo. Por otra parte, los resultados coinciden
plenamente con lo observado por Ronan et al. (2007) en el Pimephales promelas
48 h después de la exposicion a diferentes concentraciones de amoniaco, salvo en
el caso de la NA en la que dichos autores siempre encontraron caidas
significativas de los niveles de la NA. Comparativamente, en los mamiferos se
observd una mayor variabilidad en los resultados de los estudios de
hiperamoniemia, asi: 1) se han determinado incrementos en los niveles del SHIAA
sin cambios en los de la SHT e incrementos en la relacion SHIAA/SHT (Jessy et
al., 1990; Bergeron,1990), i1) ninglin cambio en los niveles de la DA y en la
relacion DOPAC/DA (Bugge et al., 1989; Jessy et al., 1990; Scorticati et al.,
2006) y ii1) se han observado incrementos (Scorticati et al., 2006), disminuciones
(Bugge et al., 1989) o ninglin efecto (Jessy et al., 1990) en los niveles de la NA.

Vistos nuestros resultados, inicialmente se puede deducir que el efecto de la
exposicion al amoniaco sobre los sistemas aminérgicos cerebrales estudiados es
una accion generalizada y no region-especifica. No obstante, la interpretacion de
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los resultados es mas compleja. Se sabe que la relacion SHIAA/SHT vy
DOPAC/DA se utiliza rutinariamente, no solo en mamiferos sino también en
peces, como un indice de la tasa de liberacion del neurotransmisor (Aldegunde et
al., 1999; Ruibal et al., 2002; Soengas y Aldegunde, 2004; Aldegunde y Mancebo,
2006). Con estos principios, no habria ninguna duda en concluir que los
incrementos de las relaciones SHIAA/SHT y DOPAC/DA observadas en las
diferentes regiones cerebrales son el reflejo de un aumento de la actividad
serotoninérgica y dopaminérgica. Esta interpretacion, aumento de la actividad
SHT y DA, es coincidente con lo sugerido por Ortega et al. (2003) en la trucha y
por Bergeron (1990) en mamiferos.

Con respecto a esta hipdtesis existen datos contundentes que la soportan. En
primer lugar, hay numerosos estudios que indican que el amoniaco o la
hiperamoniemia incrementan el transporte de los aminodcidos neutros (triptéfano
y tirosina) a través de la BBB (Mans et al., 1983; Bergeron et al., 1990; Jessy,
1990; Felipo y Butterworth, 2002) incrementando su disponibilidad en el cerebro
(Curzon et al., 1973; Cummings et al., 1976; Mans et al., 1979). En relacion con
el incremento en el transporte de aminodacidos al cerebro se sabe que en los
mamiferos la eliminacion del exceso de amoniaco por el cerebro esta asociada a
un incremento de la produccion de glutamina cerebral (Butterworth, 1998). Un
mecanismo de detoxificaciéon cerebral similar, con el consiguiente incremento
final de la glutamina cerebral, también se ha demostrado en los peces (Arilo et al.,
1981; Walsh y Milligan, 1995; Vedel et al., 1998; Peng et al., 1998; Jow et al.,
1999; Wicks y Randall, 2002b). Y es precisamente este incremento de la
glutamina cerebral quien, al menos en los mamiferos, aumenta el transporte de los
aminoacidos al cerebro con el consiguiente incremento de sus niveles cerebrales
(Hawkins et al., 1973; Bachmann y Colombo, 1984). Teniendo en cuenta que el
transporte de aminodcidos neutros al cerebro tiene unas caracteristicas similares al
de mamiferos (Aldegunde et al., 1998) no es nada aventurado pensar que la
glutamina cerebral proveniente de la detoxificacion del amoniaco esté
favoreciendo el paso de los aminoécidos triptéfano y tirosina al cerebro en el
lenguado. Con respecto al triptofano, de modo similar a lo observado en los
mamiferos, en los peces el aumento de la disponibilidad del triptéfano en el
cerebro incrementa la sintesis cerebral de la SHT (Aldegunde et al., 2000). Por
otra parte, la relacion entre el incremento de la tirosina y la sintesis de
catecolaminas en el cerebro es mas controvertida. Se sabe que en condiciones
fisiologicas normales la tirosina hidroxilasa, aunque no completamente, presenta
un grado de saturacion elevado (desde s6lo un 50% a la casi totalidad) por su
sustrato, la tirosina (Morgenroth et al., 1976). Por esta razdn la tirosina hidroxilasa
es el factor limitante de la sintesis de DA (Cooper et al., 2002), por lo que la
administracion de tirosina no deberia de afectar a la sintesis/liberacion de la DA.
Sin embargo este principio no parece cumplirse en todas las circunstancias dado
que: 1) hay autores que indican que el aumento de la disponibilidad de la tirosina
puede ser uno de los factores que controlan la sintesis de las catecolaminas
cerebrales (Gibson y Wurtman, 1977), y ii) hay autores que demuestran que el
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aumento de la disponibilidad de tirosina puede aumentar la sintesis y liberacion de
la DA cuando la actividad de las neuronas dopaminérgicas esta incrementada
(Melamed et al., 1980) o cuando el incremento de la tirosina se asocia con la
administracion de drogas que activan la sintesis y liberacion de la DA (Scally et
al., 1977; Jaskiw et al., 2004). Evidentemente en este trabajo no se puede hablar
de condiciones fisioldgicas normales, dado que los animales estan expuestos al
amoniaco, y se ha indicado que en los mamiferos este puede incrementar la
excitabilidad neuronal (Butterworth, 1998) y alterar el almacenamiento y
liberacion “in vivo” de la SHT y/o DA (Bergqvist et al., 1996; Butterworth, 1998;
Anderzhanova et al., 2003). Ambas premisas, segin lo indicado previamente,
sustentan la posibilidad de que el aumento de la disponibilidad de la tirosina
pueda favorecer el incremento de la sintesis y liberacion de la DA.

En relacion con la accion liberadora promovida por el amoniaco, se ha
demostrado que la alcalinizacion causada por el amoniaco induce el vaciado al
citoplasma de las aminas almacenadas en las vesiculas y su posterior liberacion
(no exocitdtica) a la hendidura sindptica por medio de un mecanismo de
retrotransporte (Butterwoth, 1998). Por otra parte, y recordando lo comentado
previamente de que la exposicion al amoniaco afecta a la permeabilidad de la
BBB (barrera hematoencefalica) y al transporte de aminoacidos neutros, indicar
que estos cambios podrian ser suficientes para que no tuviera lugar una
competencia entre los aminodcidos neutros para su transporte al cerebro. En
resumen existen una serie de mecanismos, no excluyentes entre si, promovidos
por la intoxicacion con el amoniaco (aumento de la sintesis de la SHT y DA por
aumento de la disponibilidad de sus precursores y aumento de su liberacion por
una accion directa) que soportan nuestra interpretacion de que el incremento de
las relaciones metabolito/neurotransmisor observadas en este trabajo estan
reflejando un aumento de la actividad serotoninérgica y dopaminérgica.

No obstante y retomando el concepto de que la relacion SHIAA/SHT y
DOPAC/DA se utiliza rutinariamente como un indice de la tasa de liberacion del
neurotransmisor, no podemos obviar que la monoamina oxidasa (MAO A) es la
enzima involucrada en la desaminacion oxidativa de estos neurotransmisores. Por
ello cualquier modificacion de su actividad podria hacer perder peso a la
informacion que se deduce de esas relaciones. En relacion con este hecho son muy
pocos los trabajos que estudiaron el posible efecto del amoniaco sobre la actividad
MAQO, todos ellos en mamiferos y por desgracia poco comparables, observandose
que 11 min después de la administracion de acetato de amonio se detectd un
incremento de la actividad MAO A en las mitocondrias no sinapticas (Kosenko et
al., 2003). Por el contrario también se observé que la administracion de cloruro de
amonio disminuye la actividlad MAO A en diversas regiones cerebrales
(Sadadivudu y Murthy, 1978) o que la hiperamoniemia no altera la actividad
MAO A (Rao et al., 1994). En cualquier caso, en nuestro trabajo la caida de los
niveles de la SHT descarta una inhibicion de la actividad MAO y sdlo podria
explicarse por un aumento de su actividad. No obstante, si esto fuera asi tendria
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que detectarse no so6lo una caida de los niveles de la SHT sino también un
aumento de los niveles del SHIAA en la misma proporcidn, cosa que no ocurre.
Curiosamente en el unico trabajo con exposicion cronica al amoniaco
(hiperamoniemia) no se observd ningun efecto sobre la actividad MAO. En
resumen seguimos considerando que las relaciones estan reflejando un aumento
de la actividad de dichos sistemas de neurotransmisores.

Recientemente se ha sugerido la posibilidad de que la caida de los niveles de
la SHT y DA por la accidon del amoniaco sea consecuencia de una disminucion de
la capacidad de hidroxilacion del triptofano y de la tirosina (Ronan et al., 2007).
Esta hipdtesis se basa en el hecho de que las enzimas involucradas en la sintesis
de las monoaminas, la triptéfano y la tirosina hidroxilasa, requieren del oxigeno
molecular y de un cofactor pteridinico como fuente de electrones. De este modo,
la posible disminucién de la disponibilidad del oxigeno como consecuencia del
estrés disminuiria su actividad y por tanto la sintesis de las monoaminas. No
obstante esta hipotesis debe descartarse en base a los siguientes razonamientos: 1)
la caida de la sintesis de la SHT y DA implicaria la caida de la sintesis de los
metabolitos con la consiguiente caida de sus niveles, hecho que no ocurre en este
trabajo, ii) en los mamiferos se sabe que en condiciones de anoxia o hipoxia
disminuye la hidroxilacion del triptéfano (Davis y Carlsson, 1973; Davis et al.,
1973) y que dicha tasa de hidroxilacion varia proporcionalmente con la PO,
tisular (Carlsson et al., 1977). Sin embrago, la hidroxilacion de la tiroxina no
sigue las mismas pautas de dependencia del oxigeno (Carlsson et. al., 1977). A
pesar de estas diferencias, en este trabajo, tanto la SHT como la DA sufren
variaciones similares, siendo lo més chocante que los niveles de la NA regulados
por la misma enzima que los de la DA, la tirosina hidroxilasa, no se ven
significativamente afectados, iii) Nilsson (1990a) postula que la sintesis de los
neurotransmisores aminérgicos cerebrales en los peces es mucho menos sensible a
la anoxia que en el caso de los mamiferos. Basa su hipotesis en el hecho
demostrado de que la sintesis cerebral de la SHT y de las catecolaminas es mucho
mas lenta en el cerebro de los peces y por tanto menos vulnerable. Esta hipotesis
se soporta claramente en los siguientes trabajos de exposicion (horas a dias) a
situaciones extremas de anoxia en la carpa: después de 22 h de anoxia los niveles
de la SHT cayeron solo un 15% con una caida drastica (80-90%) del SHIAA
(Nilsson, 1989a); después de una semana de anoxia los niveles de la DA y NA
cayeron solo un 17 % (Nilsson, 1989b), y 17 dias después de la anoxia los niveles
cerebrales de SHT, DA y NA no sufrieron caidas notables (Nilsson, 1990b). Aun
siendo la carpa un pez tolerante a la anoxia se observa que los perfiles de las
variaciones no son ni similares a los observados en este trabajo, y 1iv)
consideramos que en los peces sometidos a nuestras condiciones experimentales
nunca va a tener lugar una situacion de anoxia, como maximo de hipoxia ligera.
Tal y como se ha visto anteriormente, la exposicion al amoniaco activa el sistema
nervioso simpatico, cuya primera funcion es la de aumentar el aporte de oxigeno a
los tejidos (Reid et al., 1998), fundamentalmente al cerebro. Evidentemente la
mayoria del lactato plasmatico detectado proviene fundamentalmente del musculo
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e higado (Miron et al., 2008) y no del cerebro. Teniendo en cuenta el hecho de
que, de existir, la hipoxia en el cerebro seria poco intensa y de que la sintesis de
las monoaminas presenta una baja sensibilidad a la hipdxia, parece evidente que
esta posible via de accién del amoniaco asociada a la hipoxia cerebral es muy
poco probable.

En resumen, por todo lo expuesto se puede concluir que la exposicion al

amoniaco estimula la actividad cerebral de los sistemas serotoninérgico y
dopaminérgico en el lenguado Solea senegalensis.
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Las caracteristicas que definen a cada uno de los diferentes estadios de la
anestesia, induccidn y recuperacion, son similares a las indicadas previamente
para otros peces no planos.

Las minimas dosis efectivas, con las que se consiguieron tiempos de
induccion y de recuperacion inferiores a los 3 y 5 min respectivamente, fueron
las siguientes: 600 mg L' para el 2-fenoxietanol, 5 mg L' para el
metomidato, 30 mg L™ para el aceite de clavo y 75 mg L™ para el MS-222.

Los tiempos de induccion siempre fueron dependientes de la dosis,
disminuyendo con su aumento. No obstante, los tiempos de recuperacion no
fueron siempre dependientes de la dosis.

Solo en los siguientes casos se alcanz6, en menos de 3 minutos (estadio I de
anestesia), una profundidad anestésica que permitié una extraccion de sangre:
con el 2-fenoxietanol (600 mg L) y el metomidato (6 y 8 mg L) para peces
de 74 + 4 g, y con el 2-fenoxietanol (600 mg L), metomidato (8 mg L") y
MS-222 (200 mg L") para peces de 213 + 15 g.

La exposicion prolongada al 2-fenoxietanol (500 mg L), aceite de clavo (80
mg L), MS-222 (200 mg L) y al metomidato (6 mg L) provoco una serie
de respuestas primarias y secundarias de estrés, con una clara tendencia a la
recuperacion de los valores basales a las 24 horas.

Los datos permiten deducir que los cuatro anestésicos activaron, aunque con
diferente grado de intensidad, el eje hipotalamo-hipofisis-interrenal; pero
ninguno activd de un modo importante la otra respuesta primaria de estrés, el
sistema nervioso simpatico. De todos ellos el metomidato es el agente
anestésico menos estresante.

Al evaluar el estrés de exposicion al aire y el de persecucion se observaron
diferencias importantes, entre las que destaca el hecho de que el estrés de
exposicion al aire no indujo una importante activacion del sistema nervioso
simpatico (eje hipotdlamo-simpatico-células cromafines). Parece evidente que
la capacidad estresante de la exposicion al aire es inferior a la de la
persecucion.

Las evidencias sugieren que la liberacion de las catecolaminas (activacion del
sistema nerviosos simpatico) sdlo tiene lugar bajo condiciones de un estrés
intenso.

En base a la capacidad de bloquear los indicadores de estrés evaluados,

podriamos secuenciar la eficacia antiestrés de los anestésicos del siguiente
modo: metomidato > MS-222 = aceite de clavo > 2-fenoxietanol.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Los resultados (accidn estresante y eficacia antiestrés) nos permiten concluir
que “a priori” el metomidato es el agente anestésico mas adecuado para su uso
en las manipulaciones rutinarias del cultivo del lenguado.

Ninguna de las dos clases de estrés alter6 de un modo importante la actividad
del sistema serotoninérgico. Los resultados ponen en duda su capacidad para
activar el eje hipotalamo-hipofisis-interrenal durante el estrés, en el lenguado.

En el caso del sistema dopaminérgico, la respuesta a los dos diferentes
factores de estrés utilizados fue global y uniforme: una caida de la actividad
dopaminérgica, mayor en el caso del estrés de persecucion. Consideramos que
esta inhibicion generalizada forma parte de los mecanismos neuronales de la
respuesta al miedo y/o al dolor desencadenada por las traumaticas situaciones
de estrés inducidas a los peces.

Ninguno de los anestésicos evaluados fue capaz de bloquear las alteraciones
del sistema dopaminérgico inducidas por el estrés.

La exposicion al amoniaco estimuld en el lenguado la actividad del sistema
nervioso simpatico y del eje hipotalamo-hipodfisis-interrenal, con las
consiguientes consecuencias (respuestas secundarias). Parece evidente que el
lenguado percibe la exposicion al amoniaco como un estrés de elevada
intensidad.

La respuesta de los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico a una

exposicion al amoniaco fue global y uniforme: una estimulacion de la
actividad cerebral de los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico.
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