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“Stress is life and life is stress”
Hans Selye 1956-1976

“El estrés es la vida y la vida es estrés”
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*1. ABREVIATURAS

aa Aminoacidos

A Adrenalina

AA Acido araquidénico

ACTH Hormona adrenocorticotropina
ACP Via alternativa del complemento
APP Proteinas de fase aguda

APR Respuesta de fase aguda

CA Catecolaminas

CLA Acido linoléico conjugado

COX Ciclooxigenasa

CPO Aceite crudo de palma

CRF Factor liberador de la corticotropina
CRH Hormona liberadora de corticotropina
CRP Proteina C reactiva

DHA Acido docosahexaenoico
DHGLA Acido dihomogammalinolénico
EFA Acido graso esencial

EPA Acido eicosapentaenoico

FA Acido graso

FFA Acido graso libre

FO Aceite de pescado

GAS Sindrome de adaptacion general
GCs Glucocorticoides

GLA Acido gammalinolénico

HDL Lipoproteinas de alta densidad
HPA Hipotalamo pituitaria adrenal
HPI Hipotalamo pituitaria interrenal
HSC Hipotalamo simpatico cromafin
HSI Indice hepatosomatico

HSP Proteinas de choque térmico
SNC Sistema nervioso central

HUFAs Acidos grasos altamente insaturados
IDL Lipoproteinas intermedias

Igs Inmunoglobulinas

IL Interleucina

IROs Intermediarios reactivos del oxigeno
LA Acido linoleico

ALA Acido alfalinolénico

LCAT Enzima colesterol transferasa
LDL Lipoproteinas de baja densidad
LNA Acido linolénico

LO Aceite de linaza

LOX Lipooxigenasa

LPS Lipopolisacarido

LT Leucotrienos

LX Lipoxinas

MOS Manano oligosacarido

MSH Hormona estimulante de los melanocitos



MUFAs Acidos grasos monoinsaturados

NA Noradrenalina

NBT Nitro azul tetrazolio

NL Lipidos neutros

PA2 Fosfolipasa A2

PC Fosfatidilcolina

PFDA Acido graso destilado de palma
PGs Prostaglandinas

POMC Pro-opiomelanocortina

PUFAs Acidos grasos Poliinsaturados
RO Aceite de colza

SAP Proteina sérica amiloide

SFAs Acidos grasos saturados

SO Aceite de soja

TAG Triacilglicerol

TNF Factor de necrosis tumoral

TRH Hormona liberadora de la tiroides
VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad
VO Aceite vegetal

a-T Alfa-tocoferol o vitamina E



*ESPECIES NOMBRADAS

N. COMUN
INGLES

Lake sturgeon
Wolffish

Japanese eel
Asian Catfish
African Catfish
Herring
Lumpsucker
Common carp
European Seabass
Sharpsnout seabream
Grouper

Atlantic Cod
Atlantic Halibut
Channel Catfish
Barramundi
Haddock

Striped bass
Dogfish

Golden shiner
Blue tilapia

Chum salmon
Mozambique tilapia
Rainbow trout
Red tilapia
Chinook salmon
Red seabream
Red porgy
Yellowtail catfish
Japanese flounder
Yellow perch
Plaice

Turbot

Yellow croaker
Atlantic Salmon
Artic char

Brown trout
Brook trout

Brill

Turbot

Dogfish
Senegalese sole
Gilthead Seabream

N. CIENTIFICO

Acipenser fulvescens
Anarhichas lupus
Anguilla japonica

Clarias batrachus
Clarias gariepinus
Clupea harengus
Cyclopterus lumpus
Cyprinus carpio
Dicentrarchus labrax
Diplodus puntazzo
Epinephelus malabaricus
Gadus morhua,
Hippoglossus hippoglossus
Ictalurus punctatus
Lates calcarifer
Melanogrammus aeglefinus
Morone saxatilis
Mustelus canis
Notemigonus crysoleucas
Oreochromis aureus
Oncorhynchus keta
Oreochromis mossambicus
Oncorhynchus mykiss
Oreochromis sp.
Oncorhynchus tshawytscha
Pagellus bogaraveo
Pagrus pagrus
Pangasius pangasius
Paralichthys olivaceus
Perca flavescens
Pleuronectes platessa
Psetta maxima
Pseudosciaena crocea
Salmo salar

Salvelinus alpinus

Salmo trutta

Salvelinus fontinalis
Scophthalmus rhombus
Scophthalmus maximus
Scyliorhinus canicula
Solea senegalensis
Sparus aurata

N. COMUN ESPANOL

Esturion de lago
Pez lobo

Anguila japonesa
Gato de rio asiatico
Gato de rio africano
Arenque Atlantico
Lumpo

Carpa comun
Lubina

Sargo picudo

Mero

Bacalao

Halibut

Gato de rio
Barramundi
Roébalo

Lubina estriada
Pintarroja
Sardinilla de quilla
Tilapia azul
Salmo6n chum
Tilapia de mozambique
Trucha arco iris
Tilapia roja

Salmén boquinegro
Besugo

Pargo comun

Gato de rio amarillo
Platija japonesa
Perca amarilla
Platija

Rodaballo

Corvina amarilla
Salmon Atlantico
Trucha alpina
Trucha marrén o comuan
Trucha de arroyo
Rémol

Rodaballo
Pintarroja
Lenguado senegalense
Dorada


http://www.fishbase.org/Eschmeyer/GeneraSummary.cfm?ID=Diplodus
http://www.fishbase.org/Eschmeyer/EschPiscesSummary.cfm?ID=1749




2. INTRODUCCION GENERAL

2.1. Los peces como grupo evolutivo.

Los peces son considerados como la base evolutiva vertebrada tras su radiacion
en el devonico y constituyen en la actualidad el grupo mas exitoso y diversificado
de los vertebrados. Son organismos heterogéneos y representan una aparente
encrucijada entre la respuesta inmunitaria innata y la aparicion de una
respuesta inmunitaria adaptativa (Tort, et al. 2003). Ademas son ampliamente
divergentes representado aproximadamente por 24.600 especies que ocupan
distintos habitats (Nelson, et al. 1999).

2.2. Especies en estudio

2.2.1. Dorada Sparus aurata

Peces teleosteos:  Clase: Actinopterigios (peces con aletas radiadas)
Orden: Perciforme
Familia: Esparidae

(Figura tomada Provincia di Venezia)

2.2.1.1. Morfologia:

De cuerpo ovalado alto y comprimido. Perfil dorsal convexo, ojos pequefios,
cabeza con escamas; preopérculo desnudos; labios gruesos; boca baja y muy poco
inclinada; tiene de 4 a 6 dientes caniformes anteriores en cada mandibula,
seguido por otros mas pequefnios que pasan a ser molariformes, en la parte
delantera formando de 2 a 4 hileras. De 11 a 13 branquiespinas sobre el primer
arco branquial. La linea lateral consta de 73 a 85 escamas. Poseen una sola aleta
dorsal con una parte espinosa y otra formada por radios blandos. Las pectorales
son grandes y en forma de cufia. Las ventrales toracicas con una espina y cinco
radios blandos. La aleta caudal es bifurcada. Su color es gris plateado, una gran
mancha negra entre el opérculo y el origen de la linea lateral. Se caracterizan por
una banda dorada entre los ojos y enmarcada de negro y una linea oscura



longitudinal en la dorsal. La aleta caudal es en horquilla y las puntas de los
bordes negros. Su Talla maxima 70cm.

2.2.1.2. Biologia:

Es una especie de habitos costeros solitarios 0o en pequenos grupos
(ocasionalmente en bancos voluminosos) sobre fondos rocosos y arenosos. Los
jovenes se encuentran en prados de fanerogamas entre los 2 y 150 m. Son
carnivoros, se alimentan de peces, crustaceos y moluscos. En algunas ocasiones
son herbivoros. La reproduccion es hermafrodita proterandrica (primero son
machos y después hembras) y sucede en invierno. Se extienden a lo largo del
Mediterraneo pero rara vez en el mar Negro. En el Atlantico Oriental desde las
islas Britanicas hasta el Senegal, incluidas islas de la macaronesia como las islas
Canarias y el archipiélago de Cabo Verde.

2.2.1.3. Importancia:

Su carne es muy apreciada. Se capturan por diferentes artes (arrastre y
trasmallo) o aperos de anzuelo (palangres, cana, al volante). También es presa de
los submarinistas recreativos. Su talla minima de captura legal es 20 cm (Lloris,
et al. 2002).

2.2.2. Lubina Dicentrarchus labrax
Clase: Actinopterigios (peces con aletas radiadas)
Orden: Perciforme
Familia: Moronidae

Y L s W Iy 0, Sl x
R i

. —m- Lo
(Figura tomada de Pesca Areas de aguas Cabildo de Tenerife /agricultura/pesca)

2.2.2.1 Morfologia:

La lubina es un pez de cuerpo robusto y un poco comprimido, pedunculo caudal
bastante alto. Tiene escamas pequenas y la linea lateral es simple con 62 a 80
escamas. La cabeza es conica, el espacio interorbital con escamas cicloides (lisas).
La boca es relativamente grande, terminal y ligeramente protractil. Los dientes
son pequenos, presentes en el vomer que es dentado en su parte anterior. Los
opérculos tienen dos espinas planas. El preopérculo es dentado con las espinas
dirigidas hacia adelante. Las dos aletas son dorsales, la primera espinosa y la
segunda formada por una espina y radios blandos. La aleta anal es corta con
espinas y radios blandos. Las aletas ventrales estan cerca de las pectorales. La
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caudal es ligeramente forzada. La coloracién del dorso gris plateado con irisado
azuloso, los flancos argentados, la region ventral con irisados amarillos. Los
jovenes frecuentemente presentan pequenas manchas negras sobre el cuerpo.
Tiene una mancha negra generalmente poco visible, sobre el margen superior del
opérculo. Su talla maxima 103 cm. Es una especie demersal, vive en aguas
costeras hasta los 100 m, pero es comun encontrarlas en los fondos rocosos y
arenosos de menos de 50 m. Puede arribar a remontar rios y vive en las lagunas
litorales.

2.2.2.2. Biologia:

Los adultos son solitarios, mientras que los jovenes forman pequenos grupos. Es
una especie carnivora que se alimenta de peces, crustaceos y cefalopodos. La
reproduccion tiene lugar de enero a marzo. Se encuentra en todo el mediterraneo
incluso en el mar Negro, en el Atlantico oriental, desde el sur de Noruega hasta el
Senegal y también en las islas Canarias.

2.2.2.3. Importancia:

Su carne es muy apreciada, es objeto de cultivo y engorde en jaulas marinas. Su
captura forma parte de la pesca artesanal y deportiva. Se captura con artes claro,
cercamiento, arrastre trasmallo, palangres, cana, al volante, curricanes y arpon.

3. EL ESTRES EN LOS PECES

Los organismos requieren una buena comunicacion entre sus sistemas inmune,
nervioso y endocrino para responder adecuadamente a los cambios en su
ambiente. En este sentido se comprueba la existencia de un importante ntiimero
de interconexiones, constituyendo una compleja red de transmisores entre los
tres sistemas (Tort, et al. 1998). Esta comunicacion bi-direccional es posible
gracias a que las senales moleculares sintetizadas por células y tejidos de los tres
sistemas son similares (Turnbull, et al. 1999; Baigent, et al. 2001). Dicha
comunicacion involucra una compleja red de senales, cuyos mensajeros
(hormonas y citocinas de los sistemas neuroendocrinos e inmune) parecen
interactuar en intima colaboracion (Engelsma, et al. 2002).

Esta intercomunicacion es determinante en los cambios psicolégicos y fisiologicos
necesarios para que el organismo pueda dar una respuesta adecuada a las
variaciones ambientales y mantener asi su homeostasis (Engelsma, et al. 2002).

En los vertebrados en general se ha llamado a este proceso de ajuste continuo de
su fisiologia a los cambios en el medio ambiente o de estrés ambiental
(“respuestas de adaptacion”), como homeostasia, que tiene lugar por medio de un
repertorio de respuestas fisiologicas, endocrinas e inmunolégicas que les
permiten, hacer frente a los cambios fisicos, quimicos y biolégicos (Flik, et al
2006). En el caso de los animales e incluso en los humanos sometidos a estrés
ambiental, coinciden igualmente los cambios de su comportamiento ademas de
los de su fisiologia (Flik, et al. 2006; Overli, et al. 2001).
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En el caso concreto de los peces, fueron los primeros vertebrados en desarrollar
una respuesta al estrés, que incluye, interrelaciones entre los ejes relacionados
con el sistema nervioso y el sistema endocrino (Engelsma, et al. 2002; Flik, et al.
2006). En peces teleosteos se conoce el efecto neuro-endocrino en el sistema
inmune (Weyts, et al. 1999; Harris, et al. 2000). Sin embargo se conoce poco
acerca de las senales de las células inmunes hacia el sistema neuroendocrino en
peces. Aunque el rapido descubrimiento de las secuencias de las citocinas, ha
hecho posible investigar esta interaccion (Engelsma, et al. 2002).

Las investigaciones sobre la fisiologia del estrés se basaron en los trabajos de
Cannon (Cannon, et al. 1929) que describio los cambios en las funciones
corporales durante “las situaciones que estimulan las emociones”. Por ejemplo: el
aumento del ritmo cardiaco, ritmo respiratorio, presion sanguinea y azuicar en la
sangre, como la disminucion de la funciéon gastrica e intestinal, atribuidas por el
incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico. Ademas, Canon
concluye que todos estos efectos sirven para aumentar la capacidad de un
individuo a reaccionar activamente a situaciones criticas, para preparar “la lucha
o la huida”.

Pocos términos son tan frecuentemente utilizados en  biologia, medicina,
psicologia y sociologia como “estrés”. La definicion ha cambiado a lo largo de la
historia (Selye, et al. 1950; Engel, et al 1998; Levine, et al. 1991). El
endocrindlogo Hans Selye, introdujo el término estrés y estresante dentro de la
investigacion biomédica; senalé que frente a cualquier agente agresor al
organismo, se producen simultaneamente una serie de reacciones tipicas, en
funcion del estimulo agresor (estresante), y otros grupos de reacciones atipicas
(siempre las mismas), independientemente de la naturaleza de los estimulos.
Estas reacciones suponen: aumento de la actividad suprarrenal, atrofia del
sistema metabdlico de las grasas, otras como pérdida o aumento del peso,
aumento del cortisol en sangre, etc, asi como incremento de la actividad del
cortex adrenal, dato particularmente importante.

El sindrome de adaptacion general (GAS) engloba los cambios que se producen
como respuesta al “estrés” ambiental (Roberts, et al. 1981). Este conjunto de
manifestaciones atipicas reciben diferentes nombres: Sindrome de Estrés, o
también Ley de Selye. E1 GAS tiene distintas etapas segin la duracion del agente
estresante: a) reaccion de alarma inicial, b) fase de resistencia, y c) fase de
agotamiento (Cannon, et al. 1929; Roberts et al. 1981; Maule, et al. 1989). En la
tabla 1, se enumeran las caracteristicas mas importantes del sindrome de
adaptacion general.
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Tabla 1. Sindrome de adaptacion general o Ley de Selye.

SINDROME DE ADAPTACION GENERAL O LEY DE SELYE 1963

Reaccion de alarma Fase de resistencia Fase de agotamiento
inicial

La primera reaccion del  Continua el estrés, el Se mantiene la situacion
animal, es intentar huir animal trata de de estrés y los niveles

o enfrentar el peligro, lo adaptarse a la nueva de cortisol durante un
cual activa un amplio situacion y los niveles largo periodo y la

rango de funciones de las catecolaminas activacion del
fisiologicas: (adrenalina y metabolismo interfieren
1. Activacion motora, noradrenalina) con los demas procesos
ritmo cardiaco, flujo volverian a valores fisiologicos y pueden
sanguineo hacia los normales y se libera el llegar a ser letales para
organos mas activos: cortisol el animal.

cerebro corazon y
musculos esqueléticos.
2. Flujo sanguineo hacia
las branquias y estimulo
de la captaciéon de
oxigeno.

3. Aumento de la tasa
metabolica basal e
intermedia

De esta manera el estrés se puede definir como una situaciéon en la cual el
equilibrio homeostatico es modificado como consecuencia de la accién de un
estimulo (intrinseco o extrinseco) al organismo, denominado agente estresante
(Tort, et al. 1998; Overli, et al. 2001, 2004; Wendelaar Bonga, et al. 1997). El
animal responde mediante una serie de reacciones de comportamiento y/o
fisiolégicas con objeto de compensar y/o adaptarse a la nueva situacion (Overli,
et al. 2001, 2004; Wendelaar Bonga, et al. 1997).

3.1. Estrés y la activacion del sistema de respuesta

En los vertebrados superiores (mamiferos) el conjunto de sistemas organicos
interrelacionados implicados en la respuesta a las situaciones de estrés se
denomina eje HPA (eje hipotalamo-pituitaria-adrenal). Mientras que en los peces
el eje HPA es conocido como el eje hipotalamo-pituitario-interrenal (HPI). Puesto
que no poseen una glandula adrenal como tal, sino un conjunto difuso de células
interrenales.
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El término “eje del estrés” se ha utilizado en los peces debido a la clara
interaccion entre los estimulos al estrés y las funciones de las células del eje HPI
(Weyts, et al. 1999). Asimismo, en los peces existe un segundo eje fisiologico
implicado en el conjunto de la respuesta a los factores estresantes: el eje
Hipotalamo Simpatico Cromafin (HSC). Los estresantes son primero percibidos
por los sensores del sistema nervioso central (SNC) en el hipotalamo, donde se
estimulan los dos grandes ejes reguladores: el HPI y el HSC (Weyts, et al. 1999).
En el eje HSC, la sintesis y liberacion de las catecolaminas (CA) (adrenalina (A),
noradrenalina (NA) en la circulacion, esta estimulada por las fibras colinérgicas
del sistema simpatico y un leve aumento tardio (retraso en minutos) de la
liberacion de las hormonas glucocorticoides (GC). Los somas de esas neuronas
hipotalamicas se encuentran en centros neuronales del hipotalamo anterior y
medial.

Las catecolaminas (CA) son liberadas de la médula adrenal en los mamiferos. En
los peces teleosteos se sintetizan en las células cromafines dispuestas en la pared
de la vena cardinal posterior en la region del rifion anterior (Nilsson 1984; Reid,
Bernier and Perry 1998) y activa varias respuestas de tipo cardiovascular,
respiratoria y metabodlica dirigidas a aliviar los efectos perjudiciales asociados con
los estresantes agudos (Perry, et al. 2004).

La primera hormona en el eje HPI es la hormona liberadora de la corticotropina
(CRH), liberada por las neuronas hipotalamicas de la region pre-optica. La CRH
se ha encontrado en peces, junto con la hormona liberadora de la tiroide (TRH)
(Pepels, et al. 2002). La TRH y la CRH estimulan la liberacion de la hormona
adenocorticotropa (ACTH) desde la parte anterior de la pituitaria, que induce la
produccion y liberacion del cortisol por las células interrenales (Wendelaar
Bonga, et al. 1997; Pepels et al. 2002; Pottinger, et al. 1995; Pickering, et al.
1991; Mommsen, et al. 1999). Ademas de la ACTH, otras hormonas participan en
la secrecion del cortisol, como el péptido Terminal N, angiotensina, urotensinas I
y II, péptido natriurético atrial, entre otros (Mommsen et al. 1999). Los teleosteos
no poseen un sistema portal y las células corticotropicas de la adenohipéfisis son
directamente inervadas por axones del hipotalamo, regulando la liberacion de la
ACTH.

El cortisol es sintetizado en las células interrenales, que estan localizadas en el
rindén anterior o pronefritico, que en los peces es un 6rgano mixto, compuesto por
elementos hematopoyéticos, reticulo-endoteliales, endocrinos y excretores, que
participan en la osmo-regulacion, hematopoyesis, inmunidad, metabolismo
endocrino y excrecion (Matty, et al. 1985). En el rindn, se localizan las glandulas
interrenales, las células cromafines, los foliculos tiroideos y una amplia red
vascular y nerviosa. Esta ubicacion no es aleatoria, revelandose la importante
relacion entre los tres sistemas, existente en las especies filogenéticamente mas
antiguas.

Avances recientes en el campo de la fisiologia comparativa del estrés sugieren,
que el factor liberador de la corticotropina (CRF) juega un papel clave en la
regulacion e integracion de los sistemas neuroendocrino, autonoémo, inmune y
del comportamiento como respuesta a estresantes (Crespi, et al. 2004; Lovejoy, et
al. 2006; Volkoff et al. 2006; Heinrichs, et al. 2004). Su aumento provoca la
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liberacion de otras hormonas como las endorfinas y los péptidos derivados de la
pro-opiomelanocortina (POMC) (Matteri, et al. 1994). Tanto ACTH como
endorfinas y melanotrofinas derivan de un precursor comun, la POMC, y son
sintetizados por dos tipos celulares: células corticotrofas, de la parte anterior de
la hipéfisis que secreta como principal producto biolégicamente activo la ACTH;
en tanto que las hormonas estimulantes de los melanocitos (a-MSH) y pB-
endorfinas, son los principales productos secretados por células melanotrofas,
localizadas en la parte intermedia de la glandula. La presencia de estos tipos
celulares posibilitaria que diferentes tipos de estrés actien sobre una u otra
célula, secretandose hormonas especificas para cada caso (Pepels, et al. 2004;
Rotllant, et al. 2000b). Un gran numero de citocinas son ahora conocidas por
interactuar con el eje HPA en mamiferos y las células que son parte integral del
sistema nervioso también producen citocinas que originalmente se pensé que
eran soOlo producidas por las células del sistema inmune (Weyts, et al. 1998). Las
citocinas pro-inflamatorias interleucina (IL)-1, factor de necrosis tumoral (TNF-a)
e IL-6, son consideradas las principales efectoras en esta comunicacion entre el
sistema inmune y el eje HPA en mamiferos (Engelsma, et al. 2003).

En las Figuras 1 y 2 se observa el conjunto de 6rganos implicados en los dos ejes
reguladores descritos (Overli, et al. 2001; Reid, et al. 1998) y un esquema del

funcionamiento de estos ejes (segun la explicacion del texto) (Tort, et al. 1998).

Cerebro

Médula espinal Rifién anterior

Figura 1. Esquema de la anatomia interna de un pez teledsteo (lubina Dicentrarchus
labrax) mostrando los principales organos implicados en los ejes neuroendrocrinos
Hipotalamo-Hipéfisis-Interrenal (HPI) y Hipotalamo-Simpatico-Cromafin (HSC).

Abreviaturas: BO: bulbo olfativo, Cb: Cerebelo, Hp: Hipotalamo, nlt: nucleus laterales tuberis; npo: nucleus
preopticus; nrl: nucleus recessis lateralis; Pit: Pituitaria o Hipofisis; SNSC: sistema neurosecretor caudal
(neurohip6fisis), T: telencéfalo, TO: tectum 6ptico.

Adaptado de J. Cimbaro. The Florida Fish and Wildlife Conservation Commission & Duane Ravers, Jr.
(kentuckylake.com 2007) y de N.J.Bernier, 2006 (Bernier, et al, 2006).
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Figura 2.- Esquema de la relacién existente en la respuesta a un estimulo estresante
(Tort, et al. 1998).

3.1.1. Respuestas primaria, secundaria y terciaria al estrés

El alcance y la dinamica de la respuesta al estrés pueden ser fuertemente
influenciadas por el estado de desarrollo del animal, la gravedad y la duracion del
estresante entre otros factores. Por ejemplo los factores de la respuesta primaria y
secundaria al estrés, pueden manifestar diferentes patrones entre peces
maduros o inmaduros expuestos a algun estrés generalizado (Barton, et al. 1998;
Maule, et al. 1991).

En el analisis de las respuestas fisiologicas al estrés en los animales, se
distinguen tres tipos de respuestas seguin los diferentes niveles de organizacion
biolégica (Wendelaar Bonga, et al. 1997).

a) Respuesta primaria. Consiste en la activacion de los nucleos cerebrales, células

adenohipofisarias, tejido interrenal y cromafin, con un incremento en los niveles
de catecolaminas y corticosteroides adrenales en plasma.
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b) Respuesta secundaria. Considerada como las modificaciones fisiologicas
originadas por las catecolaminas y corticosteroides: aumento del consumo de
oxigeno, actividad cardiaca, hiperglucemia, perturbaciones del equilibrio
hidromineral, etc.

c) Respuesta terciaria. Se extiende a nivel del organismo y la poblaciéon: inhibicion
del crecimiento, problemas en la reproduccion, alteracion del sistema inmune y
disminucion de la tolerancia a nuevas situaciones de estrés (Mommsen, et al
1999; Arends, et al. 1999; Moon, et al. 1999). Los procesos involucrados en los
sistemas de coordinacién de las respuestas fisiolégicas y del comportamiento,
pueden ser compensadas y/o adaptadas permitiendo al animal superar la
amenaza. Sin embargo, en algunas ocasiones la respuesta al estrés puede perder
su valor adaptativo, pudiendo provocar la inhibicién del crecimiento, alterar las
caracteristicas reproductivas e inducir inmuno supresion (Wendelaar Bonga, et
al. 1997; Weyts, et al. 1998) (Figura 3).

TEJIDO TEJIDO
INTERRENAL CROMAFIN

CATECOLAMINAS

NA-A
PRIMARIA CORTISOL
R
E
S v
P
1Y ¢ . 3 4 Glucosa . 3
E SECUNDARIA Leucocitos ¢ Glucégeno 4 Flujo sanguineo
s ¢ Proteinas ¢ S A Lactato Diurésis
T musculares Equilibrio hidrico ¢ A. Grasos
A
]
¥ Reduccién del crecimiento
TERCIARIA v de la tasa reproductiva
v de la resistencia inmunitaria
de la superviviencia
v de la poblacion
v

Figura 3.- Tipos de respuestas fisiologicas a estrés desde el punto de vista de los niveles
de organizacioén biolégica (segiin Tort, et al. 1998).
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3.2. Factores estresantes

La respuesta al estrés es un proceso que demanda energia (Schreck, et al. 1982;
Davis, et al. 1997). Durante ella, un organismo puede tener menos energia
disponible destinada para otras funciones vitales, comprometiéndolas, temporal o
permanentemente (Barton, et al. 1998).

Las respuestas al estrés son de diferente duracion dependiendo de los estresantes
y de los indicadores medidos; el tiempo es un factor importante para la
recuperacion de la homeostasis. La duracion del estresante influencia
significativamente el estado fisiologico total. Los estresantes agudos involucran
rapidos y altos niveles de secreciones de esteroides, seguidos de una recuperacion
a las pocas horas después de la induccion, siendo por ello reducido el coste
energético de estos episodios de estrés. Por el contrario en los casos de estresores
cronicos o repetitivos son mas constantes los niveles de esteroides secretados,
que involucran frecuentemente largos periodos de recuperacion, siendo mayor el
coste energético y de funcionamiento, debido a la persistencia del estresante y al
efecto derivado de la respuesta del estrés al estresante.

Se han identificado numerosos estresores que afectan a los peces. Estos incluyen
los cambios fisicos extremos del medio ambiente (por ejemplo temperatura,
salinidad, pH bajo y turbiedad), interaccion animal (por ejemplo predacion,
parasitismo, competicibn por espacio, alimentacion, parejas sexuales),
interferencia humana (incluyendo practicas acuicolas, por ejemplo, captura y
manejo, transporte, anestesia) y aguas contaminadas (por ejemplo con metales
pesados) (Weyts, et al. 1998; Iwama, et al. 1991; Bly, et al. 1997; Gerwick, et al
1999; Mazon, et al. 2004). La exposicion quimica aumenta hasta tres veces la
respuesta integrada al estrés y puede causar inmunosupresion e
inmunocompetencia (Wendelaar Bonga, et al. 1997). Ademas son conocidos por
iniciar la secrecion de las CA en peces, provocando varias alteraciones fisiologicas
como anoxia, anemia, acidosis, ejercicio exhaustivo y perturbacién fisica
(Nakano, et al. 1967; Ristori, et al. 1985). Una gran variedad de condiciones tales
como la polucién, el estrés nutricional y fisico, la influencia hormonal puede
modificar todo los niveles de almacenamiento de las CA en el tejido cromafin
(Reid, et al. 1998).

La anorexia es una respuesta caracteristica en los peces sometidos a diversos
agentes infecciosos virales, bacterianos y parasitos, a consecuencia de la
infeccion ingieren menos alimentos y se ven afectados sus mecanismos de
defensa (Bernier, et al. 2006).

Existen también otros efectos en el comportamiento. Por ejemplo, un animal en
repetidas ocasiones sujeto a acciones agresivas por un individuo dominante,
mostrara casi inevitablemente un comportamiento fuertemente inhibido, con la
tendencia a reducir la competencia por el alimento, compafneras reproductivas o
espacios territoriales como principales caracteristicas (Overli, et al. 2004; Maule,
et al. 1991; Sloman, et al. 2002).
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Asimismo, cuando un animal es amenazado inesperadamente por un predador,
detendra precipitadamente su alimentacion e intentara escapar pero, incluso si
se escapa no comenzara a comer de nuevo inmediatamente después de que el
predador se haya ido (Bernier, et al. 2006; Berthoud, et al. 2002; Bernier, et al
2001; Munkittrick, et al. 1991; Volkoff, et al. 2005)

En los peces la derrota social, induce cambios del comportamiento y elevacion
cronica de glucocorticoides en el plasma, asi como alteraciones neuroquimicas en
el cerebro de los poiquilotermos (Korzan, et al. 2002; Summers, et al. 2005). La
hipotesis seria que este tipo de comportamiento agresivo hacia otros, es un
reductor de estrés, que actia copiando la estrategia sufrida después de una
derrota, generalmente contra individuos de menor tamano (Overli, et al. 2004;
Summers, et al. 2005).

3.3. Indicadores de estrés

3.3.1. Indicadores neuroendocrinos (Adrenalina y cortisol)

Los parametros utilizados para identificar el estrés en los peces son los
denominados de respuesta primaria. Indicadores neuroendocrinos como la
adrenalina y el cortisol, que son inductores de cambios rapidos a nivel
cardiovascular y metabdlico. El cortisol esta mas relacionado con los estresantes
cronicos, como parte final del eje HPI.

3.3.2. Indices metabélicos de respuesta secundaria

La adrenalina produce desequilibrio en los iones y en los niveles del agua
produciendo hinchamiento de las células sanguineas (Nikinmaa, et al. 1981;
Nikinmaa, et al. 1982), modificando el numero, tamano de las células y con ello el
valor hematocrito, demandando mas oxigeno, especialmente en el estrés agudo,
durante el cual se observan cambios significativos en los valores hematologicos o
en el numero de globulos rojos. Mientras el cortisol actua en el tejido branquial
modificando el flujo de los iones a través del agua.

Otros indicadores de estrés utilizados son los indices metabdlicos de respuesta
secundaria a estrés midiendo los niveles de glucosa, de lactato y los iones del
plasma (Rotllant, et al. 1997; Rotllant, et al. 2000a; Sunyer, et al. 1995). Como
resultado se produce una mayor movilizacion energética y metabodlica (Rotllant, et
al. 1997; Rotllant, et al. 2000a; Tort, et al. 2005). Los parametros hematologicos y
metabolicos son herramientas para medir la fase de resistencia ya que responden
a la accion del cortisol y las CA (Rotllant, et al. 1997; Sunyer, et al. 1995; Tort, et
al. 2005; Tort, et al. 1996). Estos indicadores fisiologicos generales se miden en la
sangre y en el plasma. El lactato y la glucosa en el plasma son tutiles indicadores
metabodlicos y energéticos del estrés (Tort, et al. 1994; Tort, et al.1991; Tort, et al.
1990). El estrés aumenta los niveles de glucosa liberando las reservas de glicidos
en corto tiempo. A largo plazo, el estrés puede contribuir al incremento de los
niveles de glucosa y a la disminucion de las reservas de glucogeno, rompiéndose
entonces la glucosa y liberandola en la sangre. El lactato también incrementa sus
niveles. En situaciones agudas, se produce una demanda de energia y la via

19



anaerobia que produce el lactato es rapidamente disponible. Sin embargo, los
estresantes cronicos y los de poca intensidad no inducen cambios en el lactato.
La osmolalidad en el plasma y el balance en los niveles de iones, son indicadores
plasmaticos también modificados por las CA y el cortisol (Rotllant, et al. 2000a;
Tort, et al. 1994; Tort, et al 1991; Tort, et al. 1990).

En la Figura 4 se muestra la activacion de la respuesta secundaria como
resultado de la activacion de la respuesta primaria.

CEREBRO
HIPOTALAMO

Rifién anterior
Tejido Tejido
interrenal cromafin

Corticosteroides l Catecolaminas

! ! ! !

Metabolismo energético Sist. Cardio- Sist. Inmune Iono/osmo regulaciéon
respiratorio

¥ Glucégeno hepatico _ ] ¥ Linfocitos circulando Desequilibrio
A Glucosa en plasma 4 Ritmo cardiaco \ 4 Células productoras de  iénico
A Acidos grasos en 4 Perfusién por anticuerpos v Diuresis
plasma | R branqulas. Vv Fagocitosis A Agua corporal
A Lactato en plasma Frecuencia V¥ Actividad Hemolitica V Agua corporal
v Proteina en el respiratoria v Rango de aglutinacién
musculo

Figura 4.- Respuesta secundaria al estrés, donde se observa como afecta la actividad y
fisiologia del sistema neuroendocrino, cardio-respiratorio e inmune y el metabolismo y la
regulacion corporal, razén para ser utilizados como indicadores (Tort, et al. 1998).
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3.3.3. Sistema inmunitario, estrés y respuesta inmunitaria

La funciéon esencial del sistema inmune en todos los vertebrados es la defensa
contra las infecciones. Este sistema permite la supervivencia del individuo y el
mantenimiento de sus funciones corporales en un medio por naturaleza hostil.
Los mecanismos de defensa presentan diferencias significativas a lo largo de la
escala filogenética, tendiendo hacia una mayor complejidad y potencia de las
respuestas de defensa y un reconocimiento especifico de los patégenos, pero
manteniendo los sistemas de defensa presentes en especies menos
evolucionadas.

El primer mecanismo de defensa y el mas efectivo, es impedir la entrada de los
patogenos gracias al desarrollo de barreras fisicas y/o quimicas. Este tipo de
barreras se encuentran en todos los seres vivos, con caracteristicas peculiares
dependiendo de qué organismo se trate. Junto a estas barreras, los animales,
tanto invertebrados como vertebrados, presentan un segundo nivel de
complejidad, presentando ya un sistema inmunitario. En el caso de los
invertebrados, éstos poseen Unicamente un Sistema Inmune Innato, donde
participan componentes celulares (células con capacidad fagocitica), y
componentes solubles o humorales (Janeway, et al. 2005).

Unicamente los animales vertebrados tienen un tercer nivel de complejidad, el
denominado Sistema Inmune Adaptativo o Adquirido, gracias a que poseen
linfocitos T, B y anticuerpos. Entre sus caracteristicas fundamentales, que les
diferencian de los animales invertebrados, estan la capacidad para reconocer de
forma especifica un antigeno (debido a la gran diversidad de receptores distintos
en la superficie de los linfocitos T y B), la posibilidad de recordar exposiciones
previas a un antigeno (memoria), y la de responder de forma mas eficaz después
de ponerse de nuevo en contacto con ese mismo antigeno (maduracion de la
respuesta inmune) (Abbas, et al. 2007).

La mayoria de o6rganos inmunitarios de los mamiferos tienen sus homologos en
los peces. Sin embargo, su eventual menor complejidad estructural podria limitar
su capacidad para generar una respuesta inmunitaria completa y funcional frente
a la invasion de patdgenos. Algunos investigadores discuten sobre la capacidad
de los peces para generar respuestas inmunitarias exitosas; teniendo en cuenta
la robustez aparente de la respuesta innata de los peces, en comparacion con la
observada en vertebrados superiores (Harris, et al. 2000; Ellis, et al. 2001; Tort,
et al. 2003).

4. COMPONENTES NUTRICIONALES EN ACUICULTURA
4.1 Introduccion

Los recursos pesqueros o acuicolas muestran cada vez mayor relevancia
econoémica en todo el mundo debido al crecimiento de su demanda y a la
creciente calidad del producto comercial. Conocer constantemente el estado de la
poblacion cultivada es fundamental, ya que frecuentemente cuando se detecta un
problema es tarde para salvar la poblacion. La correcta adaptacion del animal a
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las condiciones de cultivo es fundamental en la piscicultura. Cuanto mejor sea
esta adaptacion, tanto mejor sera el mantenimiento en cautividad, el crecimiento
y la reproduccion de la especie. Los peces de piscifactorias estan sujetos a
multiples situaciones de manejo, transporte y confinamiento que es responsable
de la aparicion del estrés (Davis, et al. 2002). Se han realizado extensos estudios
sobre la respuesta de los peces a estresantes tipicos en practicas acuicolas
(Arends, et al. 1999; Barton, et al. 2005; Tort, et al. 1996b). Las condiciones de
cultivo deben intentar evitar o minimizar las situaciones de estrés en los
procesos de produccion (Weyts, et al. 1999; Van Weerd, et al. 1998).

Otro factor fundamental para una explotacion piscicola, puesto que resulta
determinante del estado fisiolégico de los animales, tanto de manera directa por
su influencia sobre el estado energético, como de manera indirecta por su
influencia sobre la resistencia al estrés, es la dieta y el estado nutricional. La
racion adecuada de alimentacion se ha demostrado que afecta al crecimiento, la
eficacia de la alimentacion, el estado inmunolégico y la fisiologia de peces como la
dorada Sparus aurata (Canario, et al. 1998). Los sistemas de alimentacion
empleados en las piscifactorias pueden aumentar la competicion por la
alimentacion (Thorpe, et al. 1995; Cutts, et al. 1998) limitando la racién (Jobling,
et al. 1999), reduciendo el indice de la alimentacion, aumentando la
jerarquizacion (Overli, et al. 1999), con un crecimiento de los peces dominantes a
expensas de los subordinados, aumentando los danos en las aletas y generando
interacciones agresivas. Existen evidencias de que algunas dietas mejoran la
resistencia de algunos animales a esas condiciones. Tales dietas son enriquecidas
con vitaminas como la C y E, inositol, acidos grasos insaturados y fosfolipidos (Tort,
et al. 2005; Montero, et al. 1998; Ortuno, et al. 1999; Ortuno, et al. 2001; Montero,
et al. 1999).

En consecuencia, se hacen necesarios estudios para conocer el verdadero alcance
fisiolégico de estas substituciones en la alimentacion de los peces afectando lo
menos posible su salud y, por lo tanto, su rendimiento comercial.

4.1.2. Componentes y efectos de las dietas

Los requerimientos nutricionales de los peces al igual que la de otros vertebrados
permiten un adecuado desarrollo de las especies. Se tiene alguna constancia de
como afectan a la salud de peces en cultivo. En concreto, la calidad y cantidad de
los macronutrientes, algunas vitaminas y minerales esenciales (Wedemeyer, et al.
1973). Las dietas para las especies de nuestro estudio de manera general constan
aproximadamente del 20-30% de lipidos, el 10% de carbohidratos y el 50% de
proteinas ademas de vitaminas y minerales. Desafortunadamente otros factores
nutricionales minoritarios han recibido poca o ninguna atencion (Blazer, et al
1992).

4.1.2.1. Acidos grasos
Los Acidos Grasos Esenciales (EFAs) son indispensables tanto para la vida

vegetal como para la animal y en el caso de los animales no los pueden sintetizar,
por ello deben ser administrados por la alimentacion. Existen 3 series principales
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de los Acidos Grasos Poli-insaturados (PUFAs) (de 18 o mas atomos de carbono)
(@-3, ®-6, ®-9) de las cuales las series ®3, w6 son fundamentales para los
animales, actuando como primer sustrato de una cadena metabdlica y se
denominan por esto, elementos guias. Solo el mundo vegetal posee las enzimas de
desaturacion necesarias para obtener los EFAs guia de las series metabdlicas del
reino animal, a partir de un FA saturado de 18 atomos de carbono (acido
estearico), el elemento guia de la serie ®-9 seguido del elemento guia de la serie
®-6 y por ultimo el elemento @-3. De este modo la serie ®3 posee un grado de
insaturacion superior en comparacion con la serie ®-6, que a su vez posee un
grado superior en relacion con la serie ®-9. En la inmensa mayoria de los casos,
las plantas no pueden transformar los EFAs guias. Por lo tanto los aceites
vegetales no pueden suministrar los metabolitos de estos FAs. Las plantas
terrestres son especialmente ricas en acido linoleico (18:2 ®-6) (LA), pero con
menor contenido en acido linolénico (ALA). Por el contrario la sintesis de acido
linolénico (18:3 ®-3) (ALA) participa principalmente en el metabolismo de las
plantas marinas. Los animales carecen de las desaturasas necesarias para la
formacion de LA y ALA a partir de 18: ©-9. Cada uno de estos tres elementos se
convierte asi en la cabeza de una serie de FAs, dentro de la cual caben
interconversiones pero no siendo posibles los pasos cruzados o interseries.
Ademas, la capacidad de elongar y desaturar el linolénico (18:3 ®-3) hasta los
acidos eicosapentaenoico (EPA) (20:5 »-3) y docosahexaenoico (DHA) (22:6 ®-3), o
de pasar el primero de estos ultimos al segundo, son variables segun la especie o
grupo. Los peces de agua dulce no estan limitados en este aspecto, presentando
suficiente actividad de elongasas y desaturasas para bio-convertir los acidos
linoleico y linolénico en acido araquidonco (20: 4 ®-6) (AA) y EPA + DHA
respectivamente (Sargent, et al. 2002), mientras que los peces marinos
estudiados parecen tener una limitacion absoluta. Por lo tanto, a partir de los
acidos grasos iniciales, en especial linoleico y linolénico que son esenciales en los
animales, y por medio de elongaciones y desaturaciones se obtienen los HUFAs
EPA, AA, DHA, siendo estos ultimos de obligatoria inclusion en las dietas de
peces marinos. En la Figura 5 se muestra un esquema de las secuencias del
metabolismo de los PUFAs.
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SECUENCIAS DEL
METABOLISMO DE LOS PUFAS
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Figura 5. Origen y secuencias del metabolismo de los acidos grasos poli-insaturados
(PUFAs).

Las cadenas metabédlicas de los ®w-3 y ®-6 dan origen a los mediadores
inflamatorios y antiinflamatorios denominados eicosanoides, que son productos
derivados de los FAs (Ganga, et al. 2005). Poseen 20 atomos de carbono e
incluyen: las prostaglandinas (PGs), los tromboxanos (TXs), los leucotrienos (LTs),
los hidroxiacidos y lipoxinas (LXs) (Janeway, et al. 2005). Las PGs y los TXs son
generados por la accion de la las enzimas ciclooxigenasas (COX) y los LTs, los
hidroxiacidos y las LXs por la lipooxigenasas (LOX) (Botana, et al. 2002). Los
eicosanoides producen una amplia serie de efectos biologicos sobre la respuesta
inflamatoria en las articulaciones, la piel y los ojos, también sobre la intensidad y
duracion del dolor, de la fiebre y sobre la funcion reproductora (Abbas, et al
2007). Ademas, desempefian un importante papel en la inhibicién de la secrecion
de los acidos del estéomago, regulan la presion arterial por medio de
vasodilatacion o vaso constriccion e inhiben o activan la agregacion plaquetaria y
la trombosis (Janeway, et al. 2005; Abbas, et al. 2007). En La Figura 6 se
esquematizan las secuencias y efectos biolégicos mas estudiados de los
eicosanoides derivados del acido araquidonico.
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Figura 6. Sintesis y funciones agregante e inflamatoria de los eicosanoides derivados del
acido araquidoénico. Todos los eicosanoides representados participan en la respuesta
inflamatoria.

La composicion de los acidos grasos de los tejidos esta determinada
principalmente por la composicion de los lipidos de la dieta (Sargent, et al. 2002).
Los mecanismos bioquimicos para modificar los FAs implican las vias catabdlicas
y metabodlicas de la desaturacion, del elongamiento y de la esterificacion de los
FAs ®-3, ®-6 y ®-9 en varios tejidos. Los lipidos son la principal fuente de
energia tomada por la ingesta alimentaria y de la utilizacion adecuada de esta
energia, depende el crecimiento de los peces y la reduccién de la materia organica
indeseable y la pérdida de nitrogeno residual de las granjas al medio acuicola
(Martins, et al. 2007).

El aceite de pescado (FO) ha sido tradicionalmente la fuente principal de lipidos

en las dietas comerciales de los peces, pero constituyen un recurso natural
limitado debido a la sobre pesca y a problemas climaticos. Es un producto
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altamente apreciado para otras aplicaciones como los piensos para animales
terrestres y la farmacologia. Ademas, el alto indice de crecimiento de la
acuicultura para hacer frente en el futuro a un mayor aumento del consumo del
pescado, contrasta con la disponibilidad de este aceite, cuya producciéon esta
estancada y se prevé a la baja (Caballero, et al. 2006). Por esta causa hay un
interés creciente en la inclusion de los aceites vegetales en las dietas que
sustituyan o reduzcan parcialmente la dependencia en los peces marinos de los
aceites de pescados (Cheng, et al. 2002; Liu, et al. 2004).

En la busqueda del aceite idoneo para remplazar el FO se han investigado
diversas combinaciones de aceites vegetales (VO) tales como, aceites de maiz, de
colza, de linaza, de soja, etc. A pesar de ello, no se han obtenido en algunos
casos los resultados esperados. Por el contrario, estan apareciendo algunos
efectos indeseados en la salud relacionados con estas nuevas dietas provocando
por ejemplo alteraciones del tiempo 6ptimo de alimentacion. Los aceites vegetales
en la dieta afectan el perfil de los acidos grasos de los peces, un efecto que es mas
obvio en especies marinas debido a su limitada capacidad de convertir C18 en los
PUFAs (Watanabe, et al. 1982). Estos cambios son particularmente importantes
en el musculo donde la incorporacion de 18:2 w-6 en los peces alimentados con
dietas ricas en aceite de soja, reduce considerablemente el cociente ®-3/ ®»-6 de
los FAs de la dieta. Manteniendo altos niveles de ©-3 PUFAs y bajos niveles de o-
6 PUFAs en los peces cultivados, se proporcionan elevados y adecuados valores
nutricionales adecuados para la alimentaciéon humana (Martins, et al. 2007).

Los PUFAs son esenciales para el mantenimiento de la estructura, la fluidez y las
funciones de las membranas celulares. La deficiencia de los EFAs, suprime la
funcién celular inmune en los humanos (Calder, et al. 1995) y en los peces (Tort,
et al. 1996a; Montero, et al. 1998). Sin embargo, la ingesta de altos niveles en la
dieta de ®-3 PUFAs reduce también la respuesta inmune en los humanos (Payan,
et al. 1986; Virella, et al. 1989; Soyland, et al. 1994), en las ratas (Lim, et al.
1996; Jolly, et al. 1997) y en los peces (Kiron, et al. 1995), dependiendo de
diversos factores ambientales y la interacciéon con otros nutrientes, como las
vitaminas antioxidantes. La reduccién en la respuesta inmune en la trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss puede ser debida a la deficiencia de los EFAs en su
dieta (Kiron, et al. 1995), dependiendo de diversos factores ambientales y la
interaccion con otros nutrientes, como las vitaminas antioxidantes. Una probable
explicacion a estos cambios en la respuesta inmune es que la funcion
inmunolégica puede verse alterada por el cambio en la composicion de los FAs en
las membranas celulares (Montero, et al. 2003; Lin, et al. 2007).

La sustitucion del aceite de pescado por aceites vegetales en dietas para peces
depende, por tanto, de que los requerimientos de acidos grasos esenciales queden
cubiertos para la especie que se estudie, sea de agua dulce o marina. Se han
conseguido sustituciones parciales de aceite de pescado por aceites vegetales en
peces marinos, como por ejemplo en el mero Epinephelus malabaricus, donde el
50% del FO se reemplaz6 con aceite de maiz sin afectar el crecimiento (Lin, et al.
2007). Otros VO como aceite de la soja (SO) y de linaza (LO), se consideran
buenas fuentes alternativas de lipidos para los salmoénidos y los peces de agua
dulce (Bell, et al. 2001; Rosenlund, et al 2001; Caballero, et al. 2002). Sin
embargo, los aceites vegetales no pueden ser utilizados como unica fuente de
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lipidos en peces marinos, ya que se requieren los acidos araquidonico (AA),
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), esenciales para los peces
marinos que se encuentran en altas concentraciones en el FO (Sargent, et al.
2002).

El aceite de pescado se puede sustituir totalmente en los peces de agua dulce y
parcialmente en los peces marinos (Izquierdo, et al. 2005; Montero, et al. 2005;
Mourente, et al. 2005; Mourente, et al. 2007), siempre que se cubran los
requerimientos de HUFAs para estas especies. La sustitucion adecuada del FO
reduciria la dependencia absoluta de este ingrediente y de sus costes asociados.
Sin embargo, mientras que varias especies de peces parecen crecer
adecuadamente con parte del aceite sustituido por los VO (Bell, et al. 2003;
Regost, et al. 2003a; Izquierdo, et al. 2003). Estudios recientes muestran
variaciones histologicas en diversos tejidos tales como higado (Caballero, et al.
2004) e intestino (Caballero, et al. 2002; Olsen, et al. 1999; Caballero, et al
2003). Para dorada alimentada con aceite de colza, se observan grandes
acumulaciones de lipidos en los enterocitos y cuando son alimentados con SO
muestran modificaciones en el tamafno y el tipo de lipoproteinas intestinales
(Caballero, et al. 2003). Numerosos estudios revelan los efectos sobre el sistema
inmune en los animales cuyas fuentes lipidicas son vegetales. Ademas, muestran
bajas tasas de supervivencia a las infecciones producida por Edwarsiella ictaluri.
También, una menor capacidad de producir anticuerpos después de alimentar al
gato de rio Ictalurus punctatus con una dieta con aceite de linaza del 7%
(Fracalossi, et al. 1994). La deficiencia de ©-3 HUFA en las dietas de la trucha
reduce también la resistencia de los animales al virus de IHN (Kiron, et al. 1995)
y recientemente, se confirma que la alimentaciéon a largo plazo de la dorada con
SO al 60% puede conducir a la inmunosupresion, mientras que el LO podria
alterar la respuesta al estrés (Montero, et al. 2003).

Sin embargo, la alimentaciéon con los VO disminuye el contenido en el musculo
de EPA, de DHA y de AA. Aumentan los depésitos hepaticos de los lipidos en el
sargo picudo (Hernandez, et al. 2005; Piedecausa, et al. 2007). Efectos similares
se describen en otras especies (Castell, et al. 1994; Takeuchi, et al. 1991;
Lemaire, et al. 1991b), en los salmones atlanticos Salmo salar (Bell, et al. 2001;
Bell, et al. 2003), la trucha comun Salmo trutta (Caballero, et al. 2002), el gato de
rio africano Clarias gariepinus (Ng, et al. 2003), el rodaballo Psetta maxima
(Regost, et al. 2003b), la lubina Dicentrarchus labrax (Montero, et al. 2005;
Mourente, et al. 2005) y la dorada Sparus aurata (Izquierdo, et al. 2005).

Los peces alimentados con el SO muestran asimismo, un indice hepatosomatico
(HSI) perceptiblemente mas alto que los alimentados con FO o LO y se debe
probablemente a un mayor almacenamiento de los lipidos (Caballero, et al
2003). Anteriores estudios no muestran diferencias significativas del HSI en otras
especies de peces alimentados con LO, como los salmones atlanticos (Rosenlund,
et al. 2001; Menoyo, et al. 2004; Tocher, et al. 2003; Bendiksen, et al. 2003; Ng,
et al. 2004a), rodaballo (Regost, et al. 2003a), y lubina (Mourente, et al. 2005;
Tocher, et al. 2003). Los higados de los peces con dietas ricas en SO presentan
sintomas de esteatosis hepatica. Es decir, que los hepatocitos tienen alto
contenido en grasa y migraciones nucleares cuando se comparan con los
alimentados con las otras dietas (Caballero, et al. 2004).
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Estas alteraciones histologicas en el higado de la dorada Sparus aurata se
observan después de reemplazar el 60% del aceite de la dieta con SO o aceite de
colza, pero no se observan cuando se utiliza LO o con una mezcla del VO de
niveles similares. El LO no altera la morfologia hepatica, su elevada proporcion de
18:3 »-3 promueve la oxidacion del lipido hepatico. Disminuye los HSI a valores
similares a los de los peces alimentados con dietas que contenian FO. El alto
porcentaje de 18:2 -6 en el SO promueve la acumulacion de lipidos. Las
alteraciones en los mecanismos fisiologicos implicados en los diversos procesos
de la digestion y de absorcion de los lipidos podrian ser los responsables de las
caracteristicas morfologicas del intestino. Una de las caracteristicas principales
del desequilibrio de los FAs »-3 y ©-6 es el depésito progresivo de lipidos en el
higado (Ogino, et al. 1979). Los impactos fisiologicos de las fuentes vegetales
parecen ser diferentes en el salmoén Atlantico y el bacalao atlantico Gadus morhua
(Mundheim, et al. 2004; Albrektsen, et al. 20006).

Existen diversos problemas derivados de la utilizaciéon de VO tales como, la
regurgitacion del aceite. En trucha arco iris Oncorhynchus mykiss un problema
causado por la fluctuacion de la salinidad en las granjas de cultivo marino,
manifestandose como gotas de aceite que flotan en el contenido estomacal. La
separacion y la acumulacion del aceite libre en el estémago y la digestibilidad
limitada de los lipidos, pueden producir también estrés osmoregulatorio. En la
trucha se puede asociar al sindrome de distension abdominal que puede
agravarse durante la digestion, o también producirse en respuesta a otros
estresantes ambientales, como las fluctuaciones de la temperatura. (Staurnes, et
al. 1990; Baeverfjord, et al. 2006). Son caracteristicos de esta patologia, el
aumento del estomago (hasta 6 veces mas material de lo normal, principalmente
agua y aceite acumulado), la reducciéon del grosor de la pared abdominal y el
estrés osmoregulatorio subletal. En la trucha se observa un incremento en las
concentraciones del plasma de los TAGs, del colesterol, y de la glucosa, limitando
el almacenamiento de la bilis, y acumulando lipidos en el higado y la mucosa
intestinal. Se observa una acumulacion similar de lipidos en los enterocitos de la
trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Caballero, et al. 2002; Olsen, et al. 2003),
y la trucha alpina Salvelinus alpinus (Olsen, et al. 1999; Olsen, et al. 2000);
sufren alteraciones en la transferencia de los lipidos a través de la mucosa por
una fuente dietética escasa en fosfolipidos (Baeverfjord, et al. 2006). En la trucha
de arco iris cultivada, se reduce el problema de la regurgitacion de aceite
suplementando las dietas con el 6xido del trimetilamina (TMAO) para estimular la
sintesis en la bilis.

Existen otras fuentes de VO como el aceite crudo de palma (CPO), a partir del
cual se pueden producir diversos compuestos mediante procesos de refinado
como el Acido Graso Destilado de Palma (PFAD) cuyo contenido es principalmente
FAs libres (FFA). Una caracteristica interesante es que la vitamina E tiende a
concentrarse en las fracciones de PFAD durante los procesos de refinamiento. El
aceite de palma substituye con éxito una parte significativa de FO en las dietas
para varias especies de peces incluyendo el salmon Atlantico (Rosenlund, et al.
2001; Bell, et al. 2002; Olsen, et al. 2003; Torstensen, et al. 2000; Ng, et al
2004b), trucha arco iris (Fonseca-Madrigal, et al. 2005) y algunos peces de agua
templada como el gato de rio Ictalurus punctatus (Legendre, et al. 1995).
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La digestibilidad de los lipidos en la dieta de los peces en algunas especies es
generalmente alta. Sin embargo, hay ciertas diferencias en digestibilidad entre los
FAs, que dependen generalmente de la longitud de la cadena y de la temperatura
del agua (Hoffman, et al. 1976) y aumentan con la insaturacion de los mismos
(Olsen, et al. 1999; Ng, et al. 2004a; Torstensen, et al. 2000). El alto contenido de
los FAs saturados (cerca de 50%), de las fuentes de aceite de palma puede ser un
factor que afecte significativamente la digestibilidad de los FAs y su consecuente
disponibilidad como fuente de energia en las dietas de la tilapia Oreochromis sp.
Se han llevado a cabo con éxito ensayos a corto plazo alimentando la tilapia con
dietas de CPO semipurificado (Ng, et al. 2002), pero los efectos de esta dietas a
largo plazo en la calidad, en el crecimiento y en el filete de tilapia actualmente no
se conocen (Bahurmiz, et al. 2007).

Estudios anteriores en la trucha comun Salmo trutta muestran la reduccion de
la digestibilidad de los SFAs en parte por el aumento de la resistencia de los TAGs
a la digestion con un incremento también de los CPO contenidos en la dieta (Ng,
et al. 2003). Una de las ventajas de la utilizacion de estos subproductos como el
PFAD es su menor costo econémico (15%) comparado con el CPO (Bahurmiz, et
al. 2007); otra ventaja del uso de PFAD en la alimentacion acuicola es el alto
contenido de vitamina E, que se deposita facilmente en los tejidos de los peces
mejorando la estabilidad oxidativa (Ng, et al. 2003; Ng, et al. 2004b; Ng, et al
2002).

El alto nivel de grasas saturadas en las dietas provoca que se formen emulsiones
o micelas que pueden afectar la digestibilidad de los otros FAs (Menoyo, et al
2003). Algunos estudios en trucha arco iris alimentadas con altos niveles de CPO
y a baja temperatura del agua, muestran una disminucion en la digestibilidad y
se encuentran altas concentraciones de TAGs en las heces contribuyendo a
disminuir la digestibilidad de los FAs especialmente de los saturados (Ng, et al.
2003). La solubilizacion micelar luminal es necesaria para que los enterocitos
absorban los FAs. A pesar que los PUFAs sean bien solubilizados, esta
solubilizacion en los SFAs disminuye con la longitud de la cadena y la
disminucioén de la temperatura del agua (Bahurmiz, et al. 2007). La capacidad de
oxidar los lipidos se incrementa cuando aumenta la temperatura, aunque la
capacidad aerobica permanece sin cambios o disminuye (Guderley, et al. 2004;
Thibault, et al. 1997).

La B-oxidacion tiene como principal funcion acortar las largas cadenas de FAs (>
de 20 carbonos) y de otros carboxilos lipofilicos, como los eicosanoides, las
cadenas laterales de los intermediarios en las bilis y xenobiéticos (Van Veldhoven,
et al. 1999). La B-oxidacién peroximal hepatica contribuye significativamente
(hasta un 20%) a la P-oxidacion total en el salmén Atlantico Salmo salar
(Stubhaug, et al. 2007). En agua salada, la capacidad de la (-oxidacion en el
musculo rojo y el higado es estable a temperaturas elevadas (18°C), aunque la
capacidad de B-oxidacion se reduce con la disminucion de la temperatura a 6°C.
En el salmén Atlantico alimentado con dietas ricas en aceite de colza, como
sustituto del FO, no se ven diferencias en el musculo y el higado cuando baja la
temperatura a 4°C (Stubhaug, et al. 2005a). Otros estudios concluyen que el
metabolismo de los lipidos esta mas influenciado por las estaciones que por el
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crecimiento y la temperatura (Kiessling, et al. 1993; Kiessling, et al. 1991;
Kiessling, et al. 2001; Nordgarden, et al. 2003). Otra explicaciéon para la
desaceleracion de la P-oxidacion en agua marina podria ser que los peces
almacenan mas lipidos de los necesarios para la produccion de la energia y
parece ser que el contenido de los lipidos incrementa en el cuerpo en la transicion
a agua marina (Stubhaug, et al. 2006). La capacidad de la B-oxidacion del
musculo rojo, blanco y el higado se ve afectada en mayor grado por los cambios
en la demanda energética debido a las distintas etapas de la vida, y menos por
temperatura, el rango de la tasa del crecimiento y los FAs dietéticos, tales como
MUFAs, EPA y DHA (Stubhaug, et al. 2007).

Las lipoproteinas son los mayores transportadores de lipidos a través del sistema
circulatorio en los vertebrados (Chapman, et al 1980). La distribucion y
caracterizacion de las lipoproteinas en los peces teleésteos como la trucha arco
iris (Babin, et al. 1989), la lubina (Santulli, et al. 1996) o el besugo Pagellus
bogaraveo (lijima, et al. 1995) muestran que la distribucion de sus lipidos y de
sus apoproteinas generalmente se parece a la observada en mamiferos. Las
lipoproteinas de los peces se clasifican de manera similar que las de los
mamiferos, como las de muy baja densidad de lipoproteinas (VLDL),
lipoproteinas intermedias (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las de alta
densidad (HDL) (Chapman, et al. 1980; Babin, et al. 1989; lijima, et al. 1995).

Las HDLs son las lipoproteinas dominantes y se reflejan en los altos niveles de
fosfolipidos circulantes y en el suero de varias especies de peces teleosteos (Ando,
et al. 1993). Las HDLs son las lipoproteinas dominantes en la dorada y esta
implicada principalmente en el transporte de DHA a los tejidos (Brodtkorb, et al.
1997) que esta compuesta por un alto contenido de proteinas y fosfolipidos
particularmente fosfatidilcolina (PC) (Goldstein, et al. 1997; Lie, et al. 1993). Las
LDLs estan también involucradas en el transporte de los lipidos principalmente
del colesterol en la dorada (Caballero, et al. 2006) y también en otras especies
(Torstensen, et al. 2000; Farrell, et al. 1983; Farrell, et al. 1986; Lie, et al. 1986).

El higado juega un papel importante en el metabolismo de los lipidos (Haug, et
al. 1988). Asi, por ejemplo, los gadiformes acumulan una alta cantidad de lipidos
en el higado (50%). Sin embargo su tejido muscular tiene poca capacidad de
almacenamiento de lipidos (Dossantos, et al. 1993; Nanton, et al. 2001);
probablemente sea por la baja concentraciéon en el plasma de las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) (Nanton, et al. 2001). En el robalo Melanogrammus
aeglefinus se ha reportado poca concentracion de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) en el plasma (Nanton, et al. 2001). Ademas, la concentracion de
VLDL en el plasma diversas especies marinas se han relacionado positivamente
con los niveles de lipidos en el musculo (Ando et al. 1993). Es mas, se cree que
las VLDL son importantes vehiculos transportadores de lipidos desde el higado a
los musculos en los peces (Sheridan, et al. 1988).

Los lipidos exégenos absorbidos por el intestino estan integrados
predominantemente en los quilomicrones y las VLDL (Caballero, et al. 2003; Sire,
et al. 1981). Mientras los lipidos endégenos son transportados en las VLDL, LDL y
HDL (Babin et al. 1989; lijima, et al. 1995; Sheridan, et al. 1988). Las proteinas y
los lipidos integrados a diferentes lipoproteinas interacttian con las enzimas o los
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receptores celulares, produciéndose la degradaciéon de las lipoproteinas o la
transformacion.

Los lipidos de los VOs afectan la biosintesis de los TAGs y los fosfolipidos
interfiriendo con los tipos de lipoproteinas producidas por el intestino de la
dorada. La predominancia de las HDL pueden ser consecuencia de la baja
degradacion de estas fracciones comparado con otras lipoproteinas de una
degradacion mas rapida que las VLDL por la lipoproteina lipasa o por un
incremento de su sintesis en el higado y el intestino (lijima, et al. 1995; Leger, et
al. 1990). Aunque se encontraron altos niveles de colesterol en la fraccion LDL
en la dorada Sparus aurata

Inicialmente los quilomicrones y los VDL-TAG son hidrolizados por la enzima
lipoproteina lipasa liberando los FAs que son absorbidos por el tejido adiposo
para el almacenamiento o para su oxidacién en otros érganos como los musculos
(Auwerx, et al. 1992). La salida de las particulas de las LDLs son principalmente
mediadas por receptores extrahepaticos LDL especificos (Goldstein, et al. 1997).
La lecitina acetiltransferasa (LCAT) es una enzima clave en este proceso: es
responsable de la transferencia del colesterol y los FAs de la fosfatidilcolina a los
ésteres del colesterol en la superficie de las HDLs. Esta enzima se observa en el
plasma de los peces teledsteos (Dannevig, et al. 1979; Black, et al. 1987).

Ante la ausencia de estudios en los peces, existen datos disponibles sobre los
efectos de los ®-3 PUFAs con 18 o mas atomos carbono y dos o mas dobles
enlaces, en los niveles del colesterol en el plasma de mamiferos y basandose en
algunos estudios llevados a cabo en ratas y conejos, se concluye que existen
suficientes evidencias de la respuesta lipémica postprandial a las comidas que
contienen predominantemente SFAs, PUFAs ®-6 y ®-3 con niveles de respuesta
de los TAGs en el orden ®-3 PUFAs < ®-6 PUFAs < MUFAs = SFAs (Williams, et al.
1998). En los humanos, el efecto hipocolesterolémico de los FAs sigue también
este patron. En los mamiferos con las dietas con -3 HUFAs podria mejorarse la
actividad de la enzima LCAT localizada en las HDLs (Thornburg, et al. 1995;
Parks, et al. 2000). Tripodi en 1991 observa que la alta afinidad de las fracciones
de las LDLs hacia los receptores del higado inducen la hipocolesterolemia en las
ratas alimentadas con esos FAs (Tripodi, et al. 1991). En la Figura 7 se muestran
los efectos biologicos de los PUFAs en los mamiferos.
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EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS PUFAS

PUFAs n 6: l@ @ | HoL
PUFASs n 3: %2)1, @l LDL

iAgregabilidad lViscosidad l Fibrinégeno

Deformacion de eritrocitos
Efecto Hipotensor

T Tiempo de sangria

l Inflamaciéon - Psoriasis
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- Colitis ulcerosa
- Dermatitis atopica

Figura 7. Efectos biologicos de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en mamiferos:
HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; VLDL:
lipoproteinas de muy baja densidad.

Los receptores de las LDL son proteinas localizadas dentro de las membranas de
la célula, su funcion se ve afectada por la composicion de los FAs de la
membrana. Los cambios en la composicion de los lipidos de la membrana pueden
inducir alteraciones estructurales y funcionales en los receptores especificos
(Gurr, et al. 1992). El contenido de TAGs de todas las fracciones de la lipoproteina
estan también reducidos en la dieta con FO. En humanos, un alto contenido
dietético de w-3 PUFA reduce los niveles de las VLDL-TAG por la disminucion de
la sintesis de los TAGs en el higado (Harris, et al. 1983; Berge, et al. 1999). La
composicion de los acidos grasos de las VLDL estan mas facilmente afectadas
por la dieta que por las HDL. Esto podria corresponderse con el contenido mas
alto de TAGs de la lipoproteina, en los peces (Brodtkorb, et al. 1997; Olsen, et al.
1997). Ademas, la composicion de FAs especifica de las lipoproteinas podria estar
relacionada con las diferentes funciones, el metabolismo y la sintesis de las
lipoproteinas. Finalmente, las HDLs se caracterizan por los altos niveles de 22: 6
®-3, independiente de los FAs de la dieta. (Torstensen, et al. 2000; Lie, et al.
1986; Lie, et al. 1993). Los lipidos transportados como VLDL se almacenan
principalmente en el higado y se catabolizan en el musculo (Nanton, et al. 2003).

La substitucion en la dieta del FO hasta 60% por el aceite de la soja (SO), de
linaza (LO) o de colza (RO) no muestra efectos en la composicion de las
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lipoproteinas, mientras que una substitucion del 80% de SO o LO aumenta el
colesterol en el plasma y las concentraciones de TAGs debido al bajo contenido
de los ®-3 HUFAs en estas dietas (Caballero, et al. 2006). Las HDL pueden
intercambiar los fosfolipidos con las membranas celulares, lo que puede servir
como un importante mecanismo de rotacion que renueva los fosfolipidos de estas
membranas (Illingwo, et al. 1973; Eisenberg, et al. 1984). Las células epiteliales
del intestino distal de los peces teleosteos durante las etapas del desarrollo
poseen gran capacidad endocitosis considerada una importante funcion
inmunologica.

Recientes estudios demostraron que las dietas experimentales con aceite de soja
(SO) disminuyen el colesterol observandose un efecto hipocolesterolémico en el
plasma de los juveniles de pargo de cabeza negra, Acanthopagrus schlegeli (Peng,
et al. 2008). Resultados similares se han reportado en otros peces (Richard, et al.
2006) en los que las dietas que contienen mezclas de aceites vegetales reducen el
colesterol total en el plasma de la lubina y de la trucha arco iris (Richard, et al.
2006b). Esto es posible porque las dietas que contienen los aceites vegetales ricos
en acido oleico (OA), acido linoleico (LA) y acido linolénico (ALA), son conocidos
como FAs reductores del colesterol (Dietschy, et al. 1998). Otra explicaciéon podria
ser la presencia de fitosteroles en los aceites vegetales que pueden afectar la
absorcion de colesterol (Gilman, et al. 2003). Estudios en bioquimica sugieren
que la inclusion de SO aumenta el contenido del a-tocoferol hepatico reduciendo
la peroxidacion lipidica en los peces. La dieta de SO modifican el perfil de los FAs
en el higado, observandose un marcado efecto en el contenido de EPA y DHA
(Peng, etal 2008).

Actualmente los resultados sobre el crecimiento indican que es posible sustituir
hasta el 60% del aceite de pescado por aceites vegetales como SO y CO, sin
afectar el crecimiento (Izquierdo, et al. 2005; Montero, et al. 2005; Mourente, et
al. 2007), contrariamente a lo visto con el uso de PO como sustituto del FO en la
dorada Sparus aurata (Fountoulaki, et al. 2009a).

4.1.2.2. Vitaminas:

Se considera que los componentes de las dietas afectan el sistema inmune de los
vertebrados, las vitaminas antioxidantes, especialmente la vitamina C y E
(Panush, et al. 1985). De hecho, las vitaminas y los minerales han mostrado sus
efectos en la inmunidad y la resistencia a enfermedades en salménidos (Lall, et al
1985; Blazer, et al. 1984) y en el gato de rio Ictalurus punctatus (Durve, et al.
1982; Li, et al. 1985).

Las Vitaminas C (o acido Ascorbico) y E (a-tocoferol o a-T) funcionan como
antioxidantes biologicos para proteger las macromoléculas celulares (DNA,
proteina, lipidos) contra la oxidacion incontrolada por los radicales libres durante
el metabolismo normal o bajo condiciones de desafio oxidativo tales como las
infecciones, el estrés y la contaminacién. Por tal motivo, se considera esencial
para los requerimientos dietéticos de las vitaminas C y E. La vitamina C parece
proteger las membranas celulares contra los danos oxidativos, debido a la baja
oxidacion de los lipidos (Parihar, et al. 1996; Chien, et al. 2001), porqué mantiene
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la integridad membranal para adaptarse a los cambios térmicos en ausencia de
dietas suplementadas con a-T (Chen, et al. 2004).

En el salmon atlantico se ha observado que la vitamina C proteje de manera dosis
dependiente contra la deficiencia en la vitamina E sobre el crecimiento, la
mortalidad la hematologia y la oxidacion de los lipidos en el higado (Hamre, et al.
1997). Por otra parte, la vitamina C no influye en los niveles de vitamina E en los
tejidos, excepto en el caso de deficiencia de la vitamina C. Similares resultado se
han reportado en la trucha arco iris (Furones, et al. 1992). Se cree que la
vitamina C, esta implicada en las reacciones de hidroxilacion actuando en el
subcomponente de Clq que tiene una region unida al colageno que contiene la
hidroxiprolina (Li, et al. 1985). Se ha descrito que en muchas especies acuicolas
la vitamina C ejerce una influencia positiva en la resistencia a enfermedades
(Navarre, et al. 1989; Kumari, et al. 2005).

Por otra parte, el a-T es un potente antioxidante que prolonga la vida de los
eritrocitos y tiene un papel importante en la respiracion celular (Hung, et al
1981). Es el componente celular de los fosfolipidos de las membranas que
previene la oxidacion de las cadenas largas de HUFAs (Bendich, et al. 1988). Los
peces con deficiencia en a-T pueden tener dafos en las estructuras
membranosas y en la funcion. Los peces alimentados con dietas no
suplementadas con a-T se caracterizan por anemias con bajos valores de
hemoglobina y hematocrito; estos valores no se ven afectados por los niveles
elevados de vitamina C en la dieta (Chen, et al. 2004) y parece probable que el
dano de la membrana de los eritrocitos desencadene en una eventual mortalidad
por la peroxidosis hemolitica (Hung, et al. 1981).

La anemia se asocia con frecuencia como una senal de estrés oxidativo
(Henrique, et al. 2002). En la lubina y en la trucha arco iris, se observan
generalmente valores hematocritos bajos en los peces con estrés oxidativo
(Ortuno, et al. 1999; Meseguer et al. 1992). La vitamina E actta destruyendo los
radicales libres y captando el oxigeno (Foote, et al.1984; Foote, et al.1984). Existe
una relacion directa entre el a-T en los tejidos y su concentracion en la dieta
(Hamre, et al. 1997; Ruff, et al. 2003) se ha visto también en el mero Epinephelus
malabaricus, en el rémol Scophthalmus rhombus, y en la dorada (Mourente, et al.
2000).

La actividad reactiva del oxigeno en animales deficientes en a-T puede tener
efectos adversos en la actividad linfocitica y en la respuesta de los macréfagos y
los neutréfilos (Tengerdy, et al. 1990). Los peces con dietas bajas en niveles de
vitamina C y a-T reducen la capacidad antioxidante y aumentan Ila
susceptibilidad a la inflamacion causada por el dano tisular y a posibles
enfermedades infecciosas (Chen, et al. 2003). Es mas, la fuerte interaccion entre
vitamina C y a-T es evidente en el ACP de la sardinilla de quilla Notemigonus
crysoleucas (Chen, et al. 2004) y aparece también en la dorada (Ortuno, et al.
2001) sugiriendo, que los factores del complemento pueden ser protegidos de la
oxidacion por el equilibrio en la racion de a-T y Vitamina C.

La actividad alternativa del complemento (ACP) parece estar influenciada por la
concentracion de Vitamina C. Ademas la ACP fue deficiente en los peces con
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deficiencia en a-T. Como en la trucha arco iris, el salmoén Atlantico y la dorada
(Montero, et al. 1998; Blazer, et al. 1984; Hardie, et al. 1990). Los mecanismos
por los cuales la ACP es reducida por a-T no estan claros (Blazer, et al. 1984). El
total de las inmunoglobulinas y los niveles de hemolisina y aglutininas se
reducen en las truchas arco iris con deficiencia de a-T. Manifestandose
determinantes en la defensa humoral no especifica en los peces.

El efecto de las altas concentraciones de o-T en el sistema inmune de los peces ha
sido menos estudiado. En algunos estudios las altas dosificaciones dietéticas de
la Vitamina E mostraron estimulaciéon del sistema del complemento y las
actividades o resistencia fagocitarias al estrés (Montero, et al. 1999; Pulsford, et
al. 1995; Ortuno, et al. 2000), mientras que en otros no se observo ningun efecto
immunostimulante (Hardie, et al. 1990), aunque los resultados dependen de
multiples factores, como la interaccion con otros nutrientes, el nivel de lipidos y
por su puesto la especie estudiada. La suplementacion de las vitaminas C y/o de
E afectan la inmunorespuesta natural celular de la dorada, como se ha también
descrito también en los mamiferos (Panush, et al. 1985).

Las propiedades antioxidantes del a-T pueden también influenciar la tolerancia a
la temperatura en peces (Chen, et al. 2004). Se sospecha que la vitamina E esta
involucrada también en la salud del sistema esquelético como parte de los
mecanismos de defensa intracelular, protegiendo las células osteoblasticas de los
radicales libres (Xu, et al.1995). Asi mismo, los cartilagos, los huesos, las
vesiculas de la matriz, los osteoblastos y los condrocitos se componen de PUFAs
que los hace ser altamente susceptibles a la oxidacion (Raisz, et al. 1993). La
oxidacion de los lipidos dietéticos puede modificar los componentes celulares de
la membrana de las células del hueso, que afectan la fluidez de la membrana, la
integridad y la funcion de la célula (Xu, et al. 1994; Watkins, et al. 1997).

Estudios realizados en el mero Epinephelus malabaricus no mostraron efectos de
las dietas con o sin suplementacion de vitamina E en el crecimiento y la
mortalidad; similares resultados se reportaron en la dorada (Mourente, et al
2002). El rodaballo juvenil Psetta maxima parece ser sensible a las dietas de
lipidos oxidados (7.5meq/Kg) independientes de la suplementaciéon con la
vitamina E, mostrando en los tejidos estrés oxidativo y anormalidades escolidticas
y lordoticas importantes. El examen de los niveles de tolerancia a los lipidos
dietéticos oxidados para las etapas de desarrollo tempranas del mero puede ser
beneficioso para reducir el predominio de deformidades esqueléticas y de
patologias relacionadas en criaderos comerciales del mero Epinephelus
malabaricus (Lewis-McCrea, et al. 2007).

Otra vitamina que tiene un papel esencial en muchos de los procesos fisiologicos,
incluyendo la vision, la reproduccion, la embriogénesis normal, el crecimiento, la
diferenciacion y el mantenimiento de los tejidos epiteliales es la vitamina A
(Henrique, et al. 2002; Bendich, et al. 1989; NRC (National Research Council)
1993; Combs, et al. 1998). Los peces, como otros vertebrados carecen de la
capacidad para sintetizar la vitamina A y por lo tanto la requieren en la dieta
(Halver, et al. 2001).
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La vitamina A afecta el crecimiento y el desarrollo normal de los peces en las
dietas con exceso o deficiencia (Woodward, et al. 1994). Los sintomas de la
deficiencia de Vitamina A en los peces incluyen retraso en el crecimiento,
anemia, lesiones del ojo y la degeneracion de la retina (Henrique, et al. 2002;
NRC (National Research Council) 1993; Shimeno, et al. 1993; Shimeno, et al
1981) y el exceso de vitamina A muestra efectos parecidos a los de la deficiencia
(Halver, et al. 2001), por ejemplo crecimiento retardado, (Hilton, et al. 1983;
Saleh, et al. 1995; Hernandez, et al. 2005) y alta incidencia de deformidades
vertebrales (Hilton, et al. 1983; Saleh, et al. 1995; Dedi, et al. 1995; Takeuchi, et
al. 1998) observadas previamente en las etapas juveniles y larvales de la platija
japonesa Paralichthys olivaceus (Dedi, et al. 1995; Takeuchi, et al. 1998). El
contenido de la Vitamina A en las dietas afecta el almacenamiento del retinol total
en el higado, de la platija japonesa Paralichthys olivaceus (Hernandez, et al
2005). Resultados similares se han publicado para el salmén atlantico Salmo
salar (Thompson, et al. 1994), la trucha arco iris (Thompson, et al. 1995). En los
homeotermos, la vitamina A afecta la resistencia a las enfermedades. Ademas, en
altas dosis parece tener un efecto positivo en las respuestas mediadas por
células principalmente por su papel en el crecimiento celular (Blazer, et al. 1992;
Liao, et al. 1996). La Vitamina A se almacena principalmente en el higado en los
peces (Combs, et al. 1998), aunque no hay informacion disponible sobre como su
deficiencia o exceso puede afectar la funcion hepatica. Algunos estudios en la
lubina midieron algunos parametros del suero como la proteina total, la albimina
total, la bilirrubina y algunas enzimas que se han utilizado para evaluar los
efectos de los productos quimicos toxicos (Lemaire, et al. 1991a) y las deficiencias
de los lipidos en el higado (Lee, et al. 2001) en otras especies como la carpa
comun (Jeney, et al. 1992) y la platija japonesa Paralichthys olivaceus (Jung, et
al. 2003).

Investigaciones en mamiferos han mostrado que la vitamina A es un factor
importante para diversos mecanismos de resistencia a las enfermedades en los
mamiferos (Blazer, et al. 1992). Sin embargo, poco se sabe de ella en los peces.
Los altos niveles del vitamina A mejoran algunas funciones inmunes tales como
la actividad antiproteasa del suero de los salmones atlanticos (Thompson, et al.
1995) y el sistema inmune celular especifico de la dorada (Cuesta, et al. 2007).
La vitamina A adicionada en la dieta afecta perceptiblemente el crecimiento de la
platija japonesa juvenil. La deficiencia de la Vitamina A produce retardo en el
crecimiento e inapetencia a la alimentacion en la platija japonesa juvenil
alimentadas con dietas sin Vitamina A, observado también en otras especies
(NRC (National Research Council) 1993); Halver, et al. 2001). En la dorada Sparus
aurata (Cuesta, et al. 2002), los altos niveles de vitamina A de la dieta no
aumentaron la actividad de las respuestas no especificas del suero.

Algunos estudios de suplementacion de Vitamina E en la platija japonesa
sugieren que necesitan la vitamina A para mantener la respuestas no especificas
a las enfermedades (particularmente, la actividad antibacteriana del suero) como
se ha observado en otros vertebrados (Combs, et al.1998; Halver, et al. 2001;
Liao, et al. 1996; Hernandez, et al. 2007).

La vitamina D o colecalciferol tiene como principal funcion participar en la
homeostasis del calcio y el fosforo. Ademas interviene en la proliferacion y

36



diferenciacion celular y ejerce una marcada influencia sobre la inmunidad
(Botana, et al. 2002). En el sistema inmune de los mamiferos tiene un papel
importante en la proteccion contra enfermedades como el cancer, las
enfermedades autoinmunes, las infecciones, la proliferacion celular, el
metabolismo xenobidtico y endobidtico (Cerezuela, et al. 2009). En los peces
existen pocos estudios. Sin embargo, se ha demostrado que los peces marinos
poseen grandes depositos en el higado de esta vitamina (Takehuchi, et al. 1984).
La fuente de esta vitamina corresponde a la vitamina D3 (colecalciferol) endégena
producida por la conversion fotoquimica cutanea del 7-dihidrocolesterol, o se
obtiene por la alimentacion de origen vegetal, exogena a partir de la Vitamina D,
(ergocalciferol) producida también por la conversion fotoquimica del ergosterol. La
Vitamina D de la dieta se absorbe con la porcion lipidica y es transportada en los
quilomicrones (Botana, et al. 2002). El receptor de la vitamina D (VDR) en los
vertebrados superiores incluye transformaciones esenciales entre el riion donde
se hidroxila y se activa transportandose a las células diana, para desarrollar su
accion (Cerezuela, et al. 2009). Se ha demostrado que el requerimiento de
Vitamina D es mucho mayor en los peces que en animales terrestres (NRC
(National Research Council) 1993). La forma activa de esta vitamina funciona
como una hormona que interacciona con los receptores del intestino
incrementando la absorcion de calcio y fosforo (Lall, et al. 2007) y su principal
fuente de la Vitamina D para los peces es el plancton (Cerezuela, et al. 2009).

Ciertas investigaciones han demostrado que la administraciéon de la Vitamina D3
afecta algunos parametros inmunes innatos (la actividad hemolitica natural del
complemento y los niveles de peroxidasa) en la dorada Sparus aurata
dependiendo de la dosis y el tiempo de administracion. Es mas, cuando se
administra la Vitamina D3z disminuyen estos parametros. Por el contrario,
mejoran quimiotaxis, la fagocitosis y las funciones citotoxicas, que involucran
respuestas de los macrofagos (Cerezuela, et al. 2009). Sin embargo, se
desconocen los mecanismos por los cuales la Vitamina D3 mejora los parametros
inmunes y se hacen necesarios mas estudios para la utilizacion de esta vitamina
como inmunoestimulador.

La Vitamina K, soluble en grasa, es mejor conocida por su efecto sobre la
coagulacion de la sangre (protrombina, factores VII, IX, X) y su papel
fundamental es estimular la formacion 6sea e inhibir la resorcion, reduciendo la
pérdida o6sea. Las tres formas de vitamina K son biolégicamente activas para la
mayoria de los animales y peces (Lall, et al. 2007). La informacion disponible
acerca de la vitamina K como requisito esencial respecto al metabolismo de los
peces es limitada. El requisito cuantitativo de la vitamina K para la mayoria de
los peces no se ha establecido (NRC, 1993).

4.1.2.3. Aminoacidos:

En los ultimos anos, la investigacion intenta desarrollar nuevos sustitutos para la
alimentacion de los peces que sea sostenible, mejore la relacion costo-eficiencia y
rentabilice la acuicultura. Pero la sustitucion total de la proteina de pescado en la
alimentacion de los peces por proteinas vegetales no es adecuadamente asimilada
por los peces carnivoros/piscivoros debido a los desequilibrios nutricionales de
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los aminoacidos. En los salmones se ha demostrado la presencia de factores que
inhiben el crecimiento o son antinutricionales o con un sabor desagradable (Olli,
et al. 1994; Vandenlngh, et al. 1996; Hamre, et al.2005) aunque no se afecte
necesariamente la digestibilidad de la proteina (Mundheim, et al. 2004).

La mayoria de los estudios sugieren unas exigencias relativamente altas de
proteina, de acuerdo con la naturaleza de carnivoros/piscivoros de los peces. Un
correcto equilibrio de los macronutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos)
repercuten positivamente en el crecimiento y la utilizacion del alimento. Ademas,
en acuicultura permite ahorrar costos, ya que las proteinas son el ingrediente
mas caro e incorporado en mayor proporcion en la alimentacion de los peces
marinos siendo utilizado habitualmente para el crecimiento y no para produccion
de energia (Perez-Jimenez, et al. 2009).

Los aminoacidos esenciales que se consideran generalmente son los mismos 10
en todas las especies piscicolas: Arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, valina y triptéfano (Gurure, et al. 2007).
Cualquier desequilibrio relevante en la composicion de los aminoacidos esenciales
afectara a la conversion alimenticia, reduciendo la utilizacion de las proteinas y el
contenido de los aminoacidos de la dieta que tendrian que ser re-equilibrados con
respecto a los requerimientos nutricionales para un oOptimo rendimiento del
crecimiento (Albrektsen, et al. 2006).

Un factor limitante en las dietas sustitutivas con semilla de soja en la
alimentacion acuicola es el bajo nivel de la lisina, que se encuentra en grandes
cantidades en las proteinas musculares (Harris, et al. 1981; Harris, et al. 1976).
Las proteinas de origen vegetal son generalmente deficientes en lisina y
metionina, precursores de la carnitina una proteina implicada en el transporte de
los acidos grasos (FAs) y en las mitocondrias para la B-oxidacion (Walton, et al
1984; Bremer, et al. 1990). Estudios de sustitucion de las proteinas vegetales
(soja y maiz) en el bacalao y el salmén mostraron que las digestibilidades son
similares. Sin embargo, las respuestas a una mayor inclusiéon dietética de
proteinas vegetales parecen ser diferentes; el salmén es mas sensible a las
proteinas vegetales y muestra una reduccion mas severa en los valores de
digestibilidad que el bacalao para mayores sustituciones de harina de pescado
(Albrektsen, et al. 2006). Estas dietas de sustitucion que utilizan productos no
refinados como las semillas de la soja tienen efecto negativo en los peces
carnivoros debido a la gran cantidad de fibra y a los componentes
antinutricionales que producen mala absorcion o causan patologias intestinales
(Bakke-McKellep, et al. 2000). Estos ingredientes se encuentran en los granos y
forrajes en forma de fitato (inositol hexafosfato), que reduce la disponibilidad del
fosforo, los minerales, las proteinas y el almidon. Adicionando a la dieta la enzima
exogena fitasa (liberadora de las uniones del fitato a los nutrientes), se mejora el
crecimiento en diversas especies (gato de rio Ictalurus punctatus, panga

Pangasius pangasius, trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y carpa comun
Cyprinus carpio (Biswas, et al. 2007) e incrementan la disponibilidad de la union
fitasa-fosforo, optimizando la digestibilidad del material seco (Ricque, et al. 2004),
reduciendo los costos de alimentacion y la contaminacion por el fosforo excretado
(Beegle, et al. 2000).
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Las dietas suplementadas con lisina mejoran los niveles de carnitina y de los
lipidos en el musculo en estudios realizados en gato de rio, mejorando su
crecimiento y la oxidacion de los lipidos (Li, et al. 1992; Zarate, et al. 1997). En
1995, Kaushik observa que la proteina de la soja tiene un efecto
hipocolesteronémico en la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Kaushik, et al.
1995). El papel esencial de la lisina en la biosintesis de la carnitina puede influir
en las largas cadenas de FAs: AA, EPA y DHA utilizadas en la B-oxidacion.
Ademas, el incremento en los niveles de lisina de las dietas tiene un efecto
importante en el contenido total de los lipidos en el musculo disminuyendo los
resultados totales y con ello reduciendo la composicion de otra clase de lipidos
(Biswas, et al. 2007).

En el higado y en el rinén de la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss, la
reduccion en la excrecion de nitréogeno puede deberse a un mejor
aprovechamiento de la proteina suplementada con la lisina y por ello a la menor
excrecion de amoniaco, el producto final del catabolismo de la desaminacion de
los aminoacidos (Walton, et al. 1984; Cowey, et al. 1994; Cowey, et al. 1993). La
fitasa, ademas, reduce las descargas de fosfatos en el agua, tal vez por la mayor
eficiencia del fosforo en la dieta que bloquea los enlaces fosforo-fitasa y 1la
reduccion del fosforo.

Ademas, los peces alimentados con fuentes de proteina vegetal deficientes en
compuestos nitrogenados se ven afectados. Mostrandose algunas consecuencias
sobre el funcionamiento, el crecimiento y la salud de los peces (Albrektsen, et al
2006; Stapleton, et al. 1997; Abe, et al. 2000; Burrells, et al. 2001). Las proteinas
vegetales son perceptiblemente diferentes tanto en el contenido de nitréogeno
como enel contenido de aminoacidos libres, de taurina, de anserina y de
nucleodtidos libres con respecto a las fuentes marinas (Aksnes, et al. 2006). El
bacalao Gadus morhua parece tener mejor tolerancia a las fuentes de proteina
vegetal comparada con otras especies de peces carnivoras como los salmones
(Aksnes, et al. 2006).

Se ha demostrado en diversos estudios que los peces son capaces de adaptarse a
las nuevas situaciones nutricionales cambiando su perfil metabolico (Walton, et
al. 1984). El principal cambio de estado metabdlico en los peces implica que las
dietas ricas en proteinas estimulan las vias proteoliticas y gluconeogénicas. Sin
embargo, la sustitucion parcial de las proteinas por los lipidos podria inhibir la
via lipogénica, mientras el uso de los carbohidratos podria estimular la glicdlisis,
glucogénesis y lipogénesis disminuyendo el catabolismo de las proteinas y la
gluconeogénesis (Perez-Jimenez, et al. 2009). El papel de los niveles de proteina y
la regulacion hepatica en la sintesis de los aminoacidos y enzimas asociados, se
ha estudiado mucho menos que los lipidos o los carbohidratos en la dieta (Peres,
et al. 2007).

La reduccion en los niveles de aminoacidos esta asociada a la disminucion en la
ingesta de alimento independientemente de su nivel de digestibilidad (El-Mowafi,
et al. 2010). En ausencia de alimentacion, los niveles plasmaticos de aminoacidos
se pueden mantener por la glucogenolisis hepatica y/o de la gluconeogénesis, asi
como por la movilizacion de los aminoacidos de las reservas periféricas
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(Mommsen, et al. 1999; Hemre, et al. 2002). Por esto se recomienda ajustar al
alza el porcentaje de energia alimentaria a fin de mantener un rendimiento
optimo y la rentabilidad en piscifactoria (ElI-Mowafi, et al. 2010). Una posibilidad
en los ensayos de crecimiento seria la medicion de los niveles en las
concentraciones de los aminoacidos libres como indicadores de las necesidades
de aminoacidos (Aragao, et al. 2008)

Existen evidencias que el estrés afecta el metabolismo de los aminoacidos
(Aragao, et al. 2008). Asi, algunos estudios muestran que el contenido total de
aminoacidos en el plasma puede aumentar y la concentracion de algunos
aminoacidos libres se verian afectados (Vijayan, et al. 1997), de manera que los
cambios en los niveles de aminoacidos libres en el plasma pueden ser un
indicativo del requerimiento de ciertos aminoacidos en estas condiciones (Wilson,
et al 1996). Asimismo, importantes alteraciones en las concentraciones
plasmaticas de los aminoacidos libres se ven involucrados directa o
indirectamente en la sintesis de compuestos importantes en la respuesta al estrés
(Aragao, et al. 2008). En el lenguado senegalense Solea senegalensis en cambio
no se mostraron variaciones de los aminoacidos en el plasma total bajo
condiciones de estrés como el manejo.

4.1.2.4. Los carbohidratos

Los glacidos constituyen el grupo de nutrientes mas controvertido dentro de la
alimentacion de los peces, si bien es verdad que no aparecen deficiencias o
sintomas carenciales cuando estan ausentes en la dieta. Es mas, se podria
afirmar que sus requerimientos y necesidades son nulas. También puede
afirmarse que estos animales ingieren cantidades mayores o menores de ciertos
gltcidos que se encuentran en los alimentos que consumen normalmente, como
por ejemplo, el glucéogeno en los carnivoros e incluso algunas azuicares sencillos:
manosa, xilosa, glucosa, etc. En el caso de los omnivoros y herviboros ademas
ingieren celulosa y almidon, atin cuando al presencia de este polisacarido es muy
escasa en el medio acuatico. Por ultimo el aztcar presente en la sangre es la
glucosa y por tanto, como en el caso de los anteriores vertebrados utitlizan
monosacaridos como substrato energético en la mayor parte de los tejidos
(Espinosa de los Monteros, et al. 1987).

En la actualidad, los carbohidratos son importantes ingredientes en las dietas
acuicolas como suministro de energia a bajo costo (Krogdahl, et al. 2005). En los
peces marinos carnivoros generalmente, no se incluyen carbohidratos en las
dietas. Sin embargo es una fuente de energia facilmente digerible, principalmente
en forma de azucares aunque no debe ser mayor a 20%. Ensayos llevados a cabo
en Halibut Atlantico indican que pueden tolerar un amplio rango de
carbohidratos suplementados, mientras las proteinas sean suficientes (Hamre, et
al. 2003) siendo estas ultimas la base de las dietas en acuicultura. Se acepta la
hipotesis que con pocos carbohidratos, los lipidos pueden variar su rango sobre el
total de la suplementacion (50 a 300Kg-1). Asi, los requisitos de la proteina en el
Halibut Atlantico juvenil Hippoglossus hippoglossus para evitar posibles efectos
adversos sobre el crecimiento son aproximadamente 580 Kg! de alimento seco
(Hamre, et al. 2005). El aumento en la dieta de los niveles de los carbohidratos
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causa un aumento en el HSI principalmente por una mayor acumulacion de
glicogeno en el higado, mientras que el aumento en la dieta de los lipidos hasta
un 25% no lo hace (Hamre, et al. 2003).

Nuevos estudios en la lubina Dicentrarchus labrax sugieren que el incremento en
la dieta de hasta un 20% de almidon esta probablemente cerca del nivel maximo
tolerable para la utilizacion metabélica de los hidratos de carbono por la lubina
europea juvenil (Moreira, et al. 2008).

4.1.2.5. Los minerales

A pesar de los significativos progresos de las ultimas décadas en la nutricion
piscicola se dispone todavia de poca informaciéon sobre los requerimientos
cuantitativos de los elementos inorganicos y sus funciones fisiolégicas en muchas
especies, en particular sobre los elementos que actiian en el metabolismo de los
organismos acuaticos. Se han hallado grandes dificultades para caracterizar los
sintomas de la deficiencia o toxicidad bajo condiciones medioambientales
controladas (Halver, et al. 2001). En muchas granjas acuicolas se enfrentan a
patologias severas y senales de deficiencias nutricionales de etiologia desconocida
que podrian ser debidas a desequilibrios minerales de las dietas por limitados o
excesivos elementos traza en el agua. Existen notables diferencias entre las
especies de peces de agua dulce, los eurihalinos y los marinos en la absorcion y
utilizacion de elementos minerales indicando también que el requerimiento y
toxicidad de los elementos inorganicos puede ser influenciado por la acidez del
agua (bajo pH). Las formulaciones alimenticias para animales acuaticos deben
tener en cuenta el requerimiento individual de cada elemento, el potencial de
accion con otros elementos inorganicos, los nutrientes presentes en el tracto
digestivo y su nivel metabdlico en los distintos tejidos, la suplementacion para el
medio acuatico asi como la especie, la edad y el sexo de los peces (Halver, et al
2001).

Los minerales esenciales son clasificados en dos grupos principales de acuerdo
con su concentracion en el cuerpo del animal como macroelementos (calcio Ca,
fosforo P, magnesio Mg, potasio K, sodio Na, cloro Cly azafre S) y como
microelementos (cobalto Co, hierro Fe, manganeso Mn, cromo Cr, vanadio V,
yodo I, niquel Ni, cobre Cu, molibdeno Mo, estafio Sn, flior F, selenio Se y silicio
Si, y zinc Zn (FAO 2003). La funcion general de los minerales, los microelementos
o los elementos traza es la de constituyente esencial de las estructuras
esqueléticas, el mantenimiento de la presion osmotica y de la regulacion del
intercambio de agua y solutos, asi como, constituyentes de las estructuras de los
tejidos blandos, la transmision de los impulsos nerviosos y las contracciones
musculares. Ademas, juegan un papel vital en el equilibrio acido-base corporal,
la regulacion del pH en la sangre y otros fluidos. Son también constituyentes
esenciales de muchas enzimas, vitaminas, hormonas y pigmentos respiratorios o
como cofactores en el metabolismo, catalisis y como activadores enzimaticos (FAO
2003). El calcio y el fosforo, tienen un papel clave en la estructura esquelética en
organismos acuaticos y son necesarios también para el crecimiento, el desarrollo
y la salud o6sea en los peces. Muchos microelementos esenciales tales como el
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zinc, el manganeso y el cobre son necesarios también para el crecimiento, el
desarrollo y la salud 6sea en los peces (Lall, et al. 2007).

La biodisponibilidad de un elemento en la dieta puede diferir dependiendo de la
forma molecular en que esté presente, el estado de valencia y el ligando presente
cuando el elemento es ingerido en las diferentes dietas. Los mecanismos
involucrados en la formacién de sustancias insolubles y no absorbentes, puede
facilitar o impedir a la mucosa la entrada en el intestino, el transporte y el
metabolismo de un elemento en el cuerpo. A pesar que los peces tienen la
capacidad de producir ciertos elementos del medio acuatico, necesitan en sus
dietas suplementacion mineral.

Las dietas purificadas sin suplemento mineral provocan pérdida de apetito,
disminucion del tamano, anemia hipocrémica, alta mortalidad y deformidades
craneales (Nose, et al. 1972; Ogino, et al. 1976). Las dietas con base en soja
suplementadas con minerales mejoran el crecimiento y la mineralizacion de los
huesos (Ketola, et al. 1975b) en trucha arco iris Oncorhynchus mykiss reporta
que la adicion de calcio a la dieta que contiene levaduras incrementa el
crecimiento (Arai, et al. 1975). Las dietas comerciales necesitan una
suplementacion adicional de algunos elementos para optimizar el crecimiento y la
mineralizacion de los huesos (Watanabe, et al. 1980; Arai, et al. 1974). Murakami
observa que la adicion de fésforo a la dieta comercial de la carpa Cyprinus carpio
mejora el crecimiento y previene las deformaciones craneales (Murakami, et al
1970). Las excesivas cantidades de los minerales particularmente de Calcio y
Fosforo, reducen la biodisponibilidad del Zinc que esta a su vez relacionado con
la formacion de cataratas en salmoénidos jovenes (Ketola, et al. 1973b;
Richardson, et al.1986).

En la tabla 1 se enumeran las principales seflales de la deficiencia de algunas especies de
interés piscicola.

(1) Trucha arco iris Oncorhynchus mykiss; (2) Trucha de arroyo Salvelinus fontinalis;
(3) Salmoén Atlantico Salmo salar; (4) Salmén Chum Oncorhynchus keta; (5)
Salmén boquinegra Oncorhynchus tshawytscha; (6) Gato de rio Ictalurus
punctatus; (7) Carpa comun Cyprinus carpio; (8) Anguila japonesa Anguila
Jjaponica; (9) Besugo Pagellus bogaraveo; (10) Tilapia azul Oreochromis aureus; (11)
Oreochromis mossambicus (Sargent, et al. 2002; Halver, et al. 2001).
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Mineral

Senales de deficiencia ( n especie)

Calcio

Fosforo

Potasio

Magnesio

Hierro

Zinc

Manganeso

Cobre

Selenio

Yodo

Reduce el crecimiento y pobre conversion del alimento (1,8-10),
anorexia (8). Reduce la mineralizacion 6sea (10).

Reduce el crecimiento (1,3,6-9), anorexia (8), pobre conversion del
alimento (1,3,5,6,9), reduce mineralizacion 6sea (1,3,6,7,9),
deformidades esqueléticas (1,3,7), deformidades craneales (7),
vértebras esponjosas largas y curvadas (9) incremento de la grasa
visceral (7).

Anorexia (5), Convulsiones (5), Tétanos (5), mortalidad (5).

Reduce el crecimiento (1,6,8), anorexia (1,6-8), pesadez (1,6,7),
nefrocalcinosis (1), convulsiones (7), cataratas (1,7), degeneracion
de las fibras musculares y las células epiteliales del intestino
ciego pilorico y de los filamentos branquiales (1), deformidades
esqueléticas (1), reduce la correcta mineralizaciéon o6sea (1),
reduccion o6sea (1,3,6,7,9,10), corporal (3) del suero (3),
concentracion del Mg, mortalidad (1,6,7).

Reduce el crecimiento y pobre conversion del alimento (6), anemia
macrocitica hipocrémica (2,3,7-9), bajos niveles del valor
hematocrito y de la hemoglobina (1,3,6), reduccién del Fe en el
plasma y en la saturacion de la transferrina (3,6).

Reduce el crecimiento (1,3,6,7), anorexia (6,7), enanismo (1,7),
cataratas (1,7), erosion de la aleta (1,7), erosion en la piel (7),
reduccion de las concentraciones de Zn corporal (3), 6sea (1,6) y
osea de Ca (6), bajos niveles de Zn en el suero (6), mortalidad
(1,7).

Reduce el crecimiento (1,7,11), pérdida del equilibrio (11),
enanismo (1,7), cataratas (1,7), alta mortalidad (3,11), reduccion
osea (2,3) y corporal (3), concentracion de Mn (2,3), pobre
anidacion (1,2,3), anormal crecimiento de la cola (1).

Reduce el crecimiento (7), cataratas (7), reduce en el higado la
enzima superoxido Cu/Zn dismutasa (3), y en el corazén la
actividad oxidasa del citocromo c (3,0).

Reduce el crecimiento (6,7), anemia (7), cataratas (7), distrofia
muscular (3) diatesis exudativa (1), reduce la actividad de la

glutation peroxidasa (1,3,6).

Hiperplasia tiroidea (1,2,5).
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A pesar de los significativos progresos de las ultimas décadas en la nutricién
piscicola, se desconocen los requerimientos cuantitativos de los elementos
inorganicos y sus funciones fisiologicas en muchas especies. En particular sobre
los elementos que acttian en el metabolismo de los organismos acuaticos, se han
encontrado grandes dificultades para caracterizar los sintomas de la deficiencia o
toxicidad bajo condiciones medioambientales controladas (Halver, et al. 2001). En
muchas granjas acuicolas se enfrentan a patologias severas y las senales de
deficiencias nutricionales de etiologia desconocida podrian deberse a
desequilibrios minerales de las dietas. Existen notables diferencias entre las
especies de peces de agua dulce, los eurihalinos y los marinos en la absorcion y
utilizacion de elementos minerales. indicando también que el requerimiento y
toxicidad de los elementos inorganicos puede ser influenciado por la acidez del
agua (bajo pH). Las formulaciones alimenticias para animales acuaticos deben
tener en cuenta el requerimiento individual de cada elemento, el potencial de
accion con otros elementos inorganicos, los nutrientes presentes en el tracto
digestivo y su nivel metabdlico en los distintos tejidos, la suplementacion para el
medio acuatico asi como la especie, la edad y el sexo de los peces (Halver, et al
2001).
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* OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL

La presente tesis ha tenido como objetivo general determinar la respuesta
inmunitaria de peces de interés acuicola después de tratamientos dietarios
experimentales.

En particular, este objetivo general se ha desarrollado en varios objetivos
especificos que han conformado el disefio experimental de la tesis:

1) Determinar el efecto de un estrés por manejo y estimulacion inmunitaria
sobre la respuesta de estrés e inmunitaria en la dorada.

2) Establecer la influencia de la concentracion de un inmunoestimulante tipo
manano-oligosacarido en la dieta de lubinas juveniles (Dicentrarchus
labrax).

3) Comprobar el efecto del inmunoestimulante Glucano-manano en la dieta
de doradas juveniles Sparus aurata.

4) Determinar el efecto de la concentracion del acido linoleico conjugado en la

dieta de lubinas juveniles Dicentrarchus labrax sobre la respuesta
inmunitaria.
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5. CAPITULO 1: EFECTO DEL ESTRES AGUDO POR MANEJO E
INFECCION CON LPS EN DORADA Sparus aurata

5.1. Introduccion
5.1.1. El cortisol y el sistema inmune

En los vertebrados las hormonas corticoesteroideas mineralcorticoides (MCs) y
glucocorticoides (GCs) son esenciales para el desarrollo normal, el mantenimiento
de la homeostasis basal y los eventos relacionados con el estrés. Regulando una
amplia gama de procesos metabdlicos y de funciones fisiolégicas a través de dos
clases de los receptores del corticoesteroide (CR y GR). Los GCs ejercen una parte
de sus efectos por difusion a través de la membrana celular, ocupando los
receptores situados en el citosol. El desplazamiento del complejo del GC-receptor
en el nucleo se combinan con los elementos especificos responsables de los GCs
presentes en los promotores del gen o por la interaccién con el factor de la
transcripcion del NF-kB (Cupps, et al. 1982; McKay, et al. 1999) induciendo o
reprimiendo la transcripcion que conduce a la funcién biologica (Cupps, et
al.1982).

El indicador de estrés de uso mas comun en los peces es el cortisol plasmatico.
Por su facil accesibilidad experimental, existen numerosos y variados datos
obtenidos del plasma: 1) el cortisol puede medirse facil y precisamente utilizando
un radioinnmunoanalisis (RIA) (Gamperl, et al. 1994) o un ensayo de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) (Barry, et al. 1993); 2) es posible
obtener niveles de cortisol en el plasma en organismos no estresados por el
propio procedimiento de obtencion de muestras, incluida la anestesia (Boesgaard,
et al. 1993; Laidley, et al.1988a; Iwama, et al. 1989) y 3) los niveles de cortisol en
plasma tienden a incrementarse con la exposicion al estresante (Mommsen, et al.
1999).

Las investigaciones realizadas en Salmon coho con dietas suplementadas con
cortisol, muestran un aumento en el nuimero de leucocitos en el timo y en el
rinén anterior. Mientras, que en el bazo los leucocitos disminuyen (Maule, et al.
1991). Otros autores describen cambios significativos en la respuesta mitogénica
a los lipopolisacaridos (LPS) o después de incubacion de linfocitos con medios
enriquecidos con cortisol (Laidley, et al. 1988b). Sin embargo, el estudio de
Narnaware (Narnaware, et al. 1996) no muestra disminucién significativa de la
actividad fagocitica de macrofagos después de la inyeccion de 200nM del cortisol.
En el caso, del salmoéon Atlantico Salmon salar los resultados fueron
inconsistentes dependiendo de los indicadores analizados. Después de la
inyeccion de cortisol, no fueron observados cambios en los niveles de granulocitos
en sangre, linfocitos o monocitos. Por el contrario, se observan incrementos
significativos en los trombocitos (Narnaware, et al. 1996).

Los altos niveles de cortisol tienen un impacto negativo en la resistencia a
infecciones microbianas en la dorada Sparus aurata como resultado de una
reduccion de la actividad fagocitica de los leucocitos. Se demostré que el cortisol,
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especialmente a altas dosis, tiene un efecto negativo en la regulacion de la
fagocitosis pero no en la actividad citotoxica (Narnaware, et al. 1996). Los
receptores del cortisol se han detectado en los teledsteos en muchos o6rganos
como el timo y el rinén anterior afectando leucocitos (Maule, et al. 1989; Weyts,
et al. 1998). No obstante, el mecanismo que gobierna este efecto en los peces
permanece desconocido.

5.1.2. Indicadores inmunitarios del estrés

Las situaciones de estrés alteran gran numero de parametros inmunes, pero
existen dificultades para identificar los mas adecuados debido a la falta de
conocimiento de los mecanismos involucrados en la respuesta al estrés en los
peces, en comparacion con lo que se conoce en vertebrados superiores.

Los peces son organismos poiquilotermos y de medio acuatico, por lo que
necesitan adaptarse a grandes cambios ambientales de temperatura, niveles de
oxigeno, salinidad, etc. Por esto, su sistema inmune debe actuar rapida y
eficientemente con un amplio rango de antigenos. Ademas, el hecho de vivir en
un medio acuatico los expone a gran cantidad de patégenos. Por lo tanto, un
buen indicador en los peces, es aquel que representa la respuesta inmune
respondiendo a un amplio rango de antigenos, que sea eficiente y potente en
corto periodo de tiempo (Magnadottir, et al. 2006).

Los peces dependen de la respuesta inmunitaria innata como un conjunto de
mecanismos que juegan un papel mucho mas importante que en los vertebrados
superiores (Tort, et al. 2005). En otros vertebrados, estas respuestas las realizan
la inmunidad celular adaptativa o las moléculas de plasma o suero, siendo
especificas o no especificas. En los peces, la respuesta inmune central no es
especifica. Se ha demostrado que la parte mas importante de la respuesta
inmune se centra en la respuesta fagocitica. Dicha actividad fagocitica puede ser
detectada por los indicadores de la reaccion de explosion respiratoria donde se
mide la produccion de radicales libres de oxigeno. Durante esta reaccion las
células incrementan el consumo de oxigeno y los intermediarios reactivos del
oxigeno (IROs) (Secombes, et al. 1996). Esta respuesta también es detectable por
los indicadores fagociticos como la reduccién del Nitro-Blue Tetrazolium (NBT)
causado por los radicales libres del oxigeno, la adherencia celular o la capacidad
de fagocitar particulas de los macroéfagos.

Otros indicadores pueden ser derivados de los cambios celulares inducidos por el
estrés, ya que en estas condiciones se modifica el numero y la distribuciéon de
células blancas. Sin embargo, no hay suficientes estudios que muestren un
panorama completo de estos parametros; por ejemplo, el numero de células en la
sangre (leucocitos o linfocitos) y en los organos linfoides (bazo, rinén anterior y
timo) (Tort, et al. 2005).

Las inmunogloblulinas (Igs) estan menos desarrolladas en los peces que en los
grandes vertebrados. Las formas de Igs, en los peces, son muy reducidas en
comparacion a los grandes vertebrados; el poder de la respuesta es bajo y la
respuesta de la memoria secundaria es muy reducida en potencia y rapidez en el
tiempo (toma de 3-5 semanas para desarrollar la maxima respuesta). Por el
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contrario, otras respuestas como las del sistema alternativo del complemento y
sus propiedades liticas son 10 veces mayores que en mamiferos. Ademas, este
sistema esta activo a un amplio rango de temperaturas y pH (Sunyer, et al
1995).

Nuevas investigaciones han mostrado la relacion entre el aumento de condiciones
de potencia y una gran variabilidad para las proteinas del sistema del
complemento, disminuyendo las condiciones de las proteinas Igs en vertebrados
inferiores. La relaciéon inversa se ha observado en vertebrados superiores (Sunyer,
et al. 1997). Otro sistema no especifico mas eficiente en los peces que en los
vertebrados homeotérmicos es la actividad lisozimica en la sangre, tejidos y piel u
otras moléculas en el suero como lectinas o aglutininas (Tort, et al. 1996; Mock,
et al. 1990).

La Tabla 1 muestra los indicadores mas utilizados para medir inmuno-
competencia no especifica en peces (Anderson, et al. 1997). Los cambios en las
pruebas son siempre herramientas muy utiles, para determinar la eficiencia del
sistema inmune bajo las condiciones de estudio requeridas. Las pruebas de
resistencia a enfermedades con algun patoégeno especifico u oportunista, indican
la capacidad del sistema inmune para afrontar los cambios (Tort, et al. 2005).

Tabla 1. Indicadores inmunes en peces. Agentes y localizacién en el cuerpo (Tort, et al.
1998).

INDICADOR UNIDADES AGENTE LOCALIZACION
Complemento ACHS50 Proteinas C3 Suero
(alternativo) unit/mL

Complemento ACP unit/mL Proteinas del suero + Suero
(Clasico) anticuerpo

Aglutinacion Titulos Ig +Lectinas Suero
Lisozima Titulos Lisozima Moco, Suero
Reduccion NBT Absorbancia  Macroéfagos Sangre
Explosion Absorbancia  Macrofagos Rinon anterior
respiratoria

Adherencia de WBC  Porcentaje Macroéfagos Rinoén anterior
Linfocitos 1000/puL Linfocitos Sangre
circulantes

Quimioluminiscencia Centelleo Macroéfagos Linfocitos
Proliferacion celular Linfocitos Tejido linfoide
Células formadoras Pfu/mL Linfocitos Tejido linfoide
de placas

Cantidad diferencial Formula Células sanguineas Sangre

de WBC

5.1.3. Inmunosupresion inducida por estrés
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Como se ha comentado, las situaciones de estrés tienen consecuencias no solo a
nivel energético, metabdlico y son supresoras potentes de las funciones
fisiologicas que dependen del tiempo de exposicion al supresor. El estudio de
estresantes tales como captura, hacinamiento o dietas deficientes pueden afectar
la homeostasis general de los animales y en concreto del sistema inmune. Como
se puede apreciar en la tabla 2. Donde se muestran algunos de estos indicadores
en la dorada Sparus aurata.

Tabla 2. Cambios de algunos indicadores seleccionados después de exposicion a
diferentes estresantes en Sparus aurata (Tort, et al. 1996).

INDICADOR UNIDADES  %DE TIEMPO ESTRESOR
CAMBIO

Complemento ACHS0 97,4 24 horas Captura (agudo,5

ACP (hemolisis) unidad/mL 88,9 S dias minutos)
70,1 16 dias Hacinamiento

(cronico) Captura

53,3 2 meses diaria (repeticion
52,1 2 meses agudo)

Deficientes en
vitamina Ey n-3

HUFAs
Actividad de Titulos 87,9 24 horas Captura (agudo,5
Aglutinacion 64,7 9 dias minutos)
79,5 16 dias Hacinamiento

(crémnico) Captura
diaria (repeticion

agudo)
Linfocitos 106 cel/mL 94,7 2 meses n-3 HUFAs deficientes
Sangre 84,4 24 meses Captura (agudo,
70,2 9 dias Sminutos)
68,7 16dias Hacinamiento

(cronico) Captura
diaria (repeticion
aguda)

Existen multiples estudios sobre los efectos de los estresantes en el sistema
inmune de los peces relacionados con los cambios ambientales como: los estados
reproductivos, las caracteristicas del agua, la presencia de productos quimicos en
el agua y los procedimientos de cultivo. La mayoria de las investigaciones
demuestran que el estrés produce inmunosupresion, pero la prolongacion de sus
efectos es muy variable y depende de muchos factores claves. La naturaleza de la
respuesta esta relacionada con el estresor: dependiendo de su tipo, intensidad,
persistencia y duraciéon de la exposicion (tiempo) generando diferentes
respuestas. La respuesta del organismo depende del indicador medido, la
localizacion en el cuerpo (sangre, organos o tejidos periféricos) y el estado del pez
(Rotllant, et al. 1997; Barton, et al. 2005; Acerete, et al. 004; Altimiras, et al.
1994; Montero, et al. 1999; Rotllant, et al. 1997).
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Durante la primera fase de activacion del estrés agudo producido por el estrés
social o confinamiento, las células inmuno-competentes de los tejidos linfoides
tales como el rinén anterior, el bazo o el timo pueden mejorar la respuesta
proliferativa/mitoética (Demers, et al. 1997; Pottinger, et al. 1995; Pickering, et al.
1991; Cubero, et al. 1997).

Sin embargo, otros estresantes tales como el transporte o hacinamiento originan
una importante disminucion de la tasa mitotica (Maule, et al. 1989; Mazur, et al.
1993). Los estresantes quimicos tales como pesticidas, metales o componentes
organicos usualmente suprimen la funcion inmune, pero incrementan los
indicadores inmunes y especificamente el indice de fagocitosis (Fries, et al. 1986;
Roberts, et al. 1995; Thuvander, et al. 1993).

Estas discrepancias son probablemente explicadas por las circunstancias en que
los indicadores son medidos; por ejemplo, en el tiempo transcurrido desde la
iniciacion del efecto del estresor y la dinamica del mecanismo inmune particular
(Tort, et al. 1998). Por lo tanto, numerosos indicadores podrian mostrar
incremento cuando el sistema inmune esta en la primera fase de reacciéon
contra el cambio. Asi, el aumento o disminucién del numero de linfocitos podria
ser registrado dependiendo del lugar donde se toman las muestras (sangre o
tejidos linfoide) y el tiempo después de la incursion del estresor. Los indices
fagociticos también son contradictorios dependiendo de las condiciones
particulares del experimento. No obstante, parece no haber duda, que un efecto
principal es la supresion o la mala adaptacion y esto podria ser especialmente
claro a medio o largo plazo cuando el estresor es cronico o repetitivo (Tort, et al
1998; Tort, et al. 1996; Tort, et al. 1996a; Barton, et al.1997).

5.2. Experimento 1

5.2.1. Objetivo

El objetivo de este estudio es evaluar dos tipos de estrés agudo, la manipulacion y
captura y la infeccion experimental con LPS, asi como sus implicaciones en la
resistencia a las infecciones.

5.2.2. Materiales y métodos

5.2.2.1. Animales experimentales

Doscientos ejemplares de doradas fueron distribuidas al azar en cuatro tanques y
con cincuenta peces cada uno; que fueron alimentados por tres semanas ad
libitum hasta adaptarse a las condiciones ambientales de temperatura (19 — 23°C)
y de densidad media (6Kg/m3). Realizandose, el muestreo de seis peces de cada
tanque.

5.2.2.2. Manipulacion y captura

Cien peces fueron seleccionados al azar y distribuidos en dos tanques cilindricos,
de fibra de vidrio con 3001 de capacidad; para facilitar la incubacion de patégenos
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(3 Kg de peces/m3, 50 peces/tanque). Los tanques fueron filtrados con agua
marina (1.39 1/min) a temperatura de 19 — 23.4°C y fotoperiodo (12h luz dia/12h
luz noche).

Los peces fueron alimentados manualmente ad libitum durante tres semanas y
tres veces al dia. En el primer dia, en los intervalos de tiempo O, 1, 2, 4 y 8
horasy los dias segundo, quinto y decimo. Los peces fueron capturados con una
red y sostenidos fuera del agua por 30 segundos. De igual manera, se procedio en
el segundo, el quinto y el décimo dia. Se muestrearon seis peces por tanque,
recogiendo el suero a los tiempos ya descritos para determinar la actividad
lisozimica, bacteriolitica, del complemento ACP, la osmolalidad y el cortisol.

5.2.2.3. Infeccion experimental

En este caso, se inyect6 una sola dosis de LPS bacteriano en la cavidad
peritoneal. Mientras, que los controles respectivos fueron inyectados con suero
fisiologico. Este es un modelo ya probado por el grupo de investigacion en otras
ocasiones, y permite estudiar la respuesta al estrés provocado por las
consecuencias sistémicas de una infeccién (Acerete, et al. 2004; Ribas, et al.
2004; Sunyer, et al. 1997).

Pasado el tiempo de adaptacion, los peces de los dos tanques reciben
tratamientos de infeccion y control, mediante una dosis de inyeccion
intraperitoneal (I.P) de 400ul de endotoxina LPS de E.Coli 026:B6 (Sigma) y una
dosis de solucion salina estéril, respectivamente. En ambos casos, los
especimenes fueron anestesiados con 2-fenoxietanol (Sigma) a una concentracion
no letal de (0,75ml/]). Se tomaron seis ejemplares por tanque para recoger el
suero en los tiempos 0, 1, 2, 4, 8 horas. Se repitio el mismo procedimientos en los
dias 1, 2, 5 y 10; para determinar la actividad lisozimica, bacteriolitica, del
complemento (ACP), la osmolalidad y el cortisol.

5.2.3. Obtencion de muestras
5.2.3.1. Obtencion del suero

La sangre se extrajo mediante punciéon en la vena caudal y posteriormente fue
colocada en tubos Eppendorf. La sangre se almacena a 4°C por un periodo de
tiempo de 4 a 6 horas y se centrifuga a 8000 rpm por 5 minutos. Finalmente, se
recolecta el sobrenadante y se guarda a -80°C hasta que se realicen los analisis
respectivos.

5.2.3.2.1. Técnicas analiticas

5.2.3.2.1.1. Bacteriolisis

Se inoculé una colonia de E. Coli en medio LB, y se dejo crecer toda la noche. Al
dia siguiente, se colocé una muestra de la bacteria en el suero en dilucion (1:2) y

se midio la absorbancia por espectrofotometria, indicando la capacidad
hemolitica bactericida del suero, inhibiendo su crecimiento.

52



5.2.3.2.1.2. Lisozima

La actividad de la lisozima se determina por el método turbidimétrico, que utiliza la
lisis del Micrococcus luteus para la determinacion de la actividad enzimatica
(Rotllant, et al. 1997) utilizando la lisozima de clara de huevo como estandar.

5.2.3.2.1.3. Complemento

La determinacion de la actividad del complemento se realiza siguiendo la técnica
descrita por Sunyer (Sunyer, et al. 1995). Se denominada como ACHS0 se mezcla el
suero del pez con sangre fresca de conejo o cordero.

5.2.3.2.1.4. Osmolalidad

La osmolalidad (mOsm/kg) en el suero es medida directamente en el punto de
congelacion en el osmoémetro (Osmomat 30 Gonotech, Berlin).

5.2.3.2.1.5. Cortisol

Los niveles de cortisol se midieron por la técnica de radioinmunoanalisis (R.I.A)
(Rotllant, et al. 2001). Los anticuerpos utilizados para el ensayo fueron
proporcionados por Biolink, S.L. (Costa Mesa, CA) con una dilucién final de 1:6000.

5.2.7. Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por duplicado. Se realiz6 un analisis de varianza
ANOVA para evaluar la evolucion del estrés con 2 factores (estrés y tiempo) y
(infeccion y tiempo). Se consideran diferencias estadisticamente significativas
cuando p<0,05, indicandose en las figuras con asteriscos (*), p<0,01(*¥),
p<0,001(***). Los valores n=4 estan representados como la media * el error
estandar de la media (Mean + S.E.M.); cuando la ANOVA resultaba significativa
(p<0,05), se realizaron dos analisis adicionales, una t de Student para conocer las
diferencias entre los grupos a cada tiempo, y un Post-hoc Scheffé para conocer
diferencias entre tiempos.

5.2.8. Resultados

5.2.8.1. Manipulacion y captura.

5.2.8.1.1. Actividad bacteriolitica.

Cuando se compararon los peces control con los peces sometidos a estrés agudo
por manipulacién, se observo una elevada capacidad para reducir el crecimiento

bacteriano en el suero respecto a los controles. Es mas, sus niveles de interaccion
fueron significativos para el estrés desde la primera hora hasta el quinto dia.
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Figura 1. Comparacion de la actividad bacteriolitica del suero en peces sometidos a estrés
por manejo y captura (SS) y los grupos control (SC), a lo largo del tiempo (Oh — 5 dias). El
ANOVA mostré diferencias significativas (p<0,001). Media y error estandar n=4. En el
Posthoc Scheffé se encontraron diferencias significativas P<0,001.La letra indica la
diferencia entre los grupos (control- estrés) con una t de Student.

En la tabla n. 3, se observan los resultados del post hoc Scheffé que se realizo
después de la ANOVA, con una gran diferencia significativa para esta variable.

R/Post hoc

Scheffe 1H 4H 8H 1D 2D 5D
Bacteriolisis | 0,001 0,001 0,001 0,001 0,005 0,001
Dif Sig * k% *kk *kk *kk * *kk

5.2.8.1.2. Actividad de la Lisozima

Cuando se compararon los peces control con los sometidos a estrés agudo se
observé disminucién en los niveles de la lisozima. Se apreciaron diferencias
significativas en cuanto a la interaccion de las variables (estrés - tiempo) en los
peces sometidos al estrés. Pero no se registraron cambios significativos respecto a
la evolucion del tiempo.
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Figura 2. La actividad de la lisozima (en K unidades/ml) en peces sometidos a estrés por
captura y manejo (SS) y los grupos control (SC). El ANOVA donde p<0,001 fue

significativo (***). Media * error estandar n=4. En el Posthoc Scheffé no se encontraron
diferencias significativas respecto al tiempo P<0,05 (*). La letra indica la diferencia entre
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los grupos (control- estrés) con una t. Student.

5.2.8.1.3. Actividad del complemento

E1 ACHS0 mostro actividad normal, llegando a su maximo valor en el segundo dia
del tratamiento experimental. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas respecto al estrés.
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Figura 3. Actividad del complemento en unidades (ACHS0/ml) en peces sometidos a
estrés por captura y manejo (SS) y los grupos control (SC), a lo largo del tiempo (Oh-5
dias). E1 ANOVA no fue significativo p<0,05 (¥). Media *+ error estandar n=4. La letra
indica la diferencia entre los grupos (control- estrés) con una t de Student.

5.2.8.1.4. Osmolalidad

Los peces sometidos a estrés no mostraron diferencias relevantes cuando se
compararon con los controles. Este parametro se vidé poco afectado por el estrés
durante el tiempo de experimentacion y se observo poca variabilidad a lo largo del
tiempo (solamente a las 4 horas).
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Figura 4. Comparaciéon de la osmolalidad del suero sometido a estrés por manejo y
captura (SS) y los grupos control (SC), a lo largo del tiempo (OH -5 dias). El ANOVA no fue
significativo (p<0,05 *). Media * error estandar n=4. La letra indica la diferencia entre los
grupos (control- estrés) con una t de Student.
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5.2.8.1.5. Cortisol

En los peces sometidos a estrés agudo se aprecio una elevada actividad en este
parametro, mostrandose un rapido incremento en las primeras horas del
tratamiento que posteriormente fue disminuyendo lentamente; sin embargo, no
hay diferencias significativas respecto al tiempo segin el analisis post-hoc.
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Figura 5. Comparacion de la actividad del cortisol entre el suero de peces sometidos a
estrés por captura y manejo (SS) y los grupos control (SC), a lo largo del tiempo (Oh - 5

dias). E1 ANOVA no fue significativo (p<0,05 *). Media * error estandar n=4. La letra indica
la diferencia significativa entre los grupos (control- estrés) con una t de Student.

5.2.8.2. Infeccion experimental con LPS
5.2.8.2.1. Actividad bacteriolitica
Cuando se compararon los peces sin tratamiento con los infectados por LPS se

pudo observar una elevada respuesta bacteriolitica. A pesar de esto, no se
mostraron diferencias significativas durante el periodo experimental segun el test

estadistico.
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Figura 6. Actividad bacteriolitica del suero en peces sometidos a estrés por una infeccién
experimental (Inf) y los grupos control (InfC), a lo largo del tiempo (Oh -10 dias). E1 ANOVA
no fue significativo (p<0,05). Media + error estandar n=4. La letra indica la diferencia entre
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los grupos (control-infeccion) con una t de. Student.

5.2.8.2.2. Actividad de la Lisozima

Este parametro inmunitario mostré pocas diferencias con los controles ante la
infeccion experimental y no se observaron diferencias significativas considerando
todo el experimento respecto a la evolucion global del tiempo. Sin embargo, se
encuentran cambios significativos en cuanto a la interacciéon de las variables
infeccion-tiempo, y también en los niveles en infectados respecto a los controles
excepto en los dos primeros tiempos en que los controles también son bajos.
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Figura 7. Comparacion de la actividad de la lisozima del suero en peces sometidos a
estrés por infeccion experimental (Inf) y los grupos control (InfC), a lo largo del tiempo (Oh
-10 dias). En el ANOVA no se encontraron diferencias significativas a una p<0,05 (*).
Media * error estandar n=4. La letra indica la diferencia entre grupos (control- estrés) T.
Student.

5.2.8.2.3. Actividad del complemento

La ACHS0 mostré una actividad mas baja al principio y creciéo posteriormente,
siendo su pico mas alto a las cuatro horas de la iniciacion de la infeccion
experimental. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
globalmente.
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Figura 8. Comparacion de la actividad del complemento en el suero entre peces sometidos
a estrés por infeccion experimental (Inf) y los grupos control (InfC), a lo largo del tiempo
(Oh -10 dias). En el ANOVA no se encontraron diferencias significativas, donde p<0,05 (*).
Media * error estandar n=4. La letra indica la diferencia entre los grupos (control-
infeccioén) con una t de Student.
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5.2.8.2.4. Osmolalidad

Durante el tratamiento experimental este indicador no mostréo mucha variacion y
se apreciaron pocas diferencias. Estos resultados son Ssmilares a los que se
presentaron en el primer experimento en el que tampoco se encontraron
diferencias significativas.
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Figura 9. Comparacion de la osmolalidad en suero entre peces sometidos a estrés por
infeccién experimental (Inf) y los grupos control (InfC), a lo largo del tiempo (Oh -10 dias).
En el ANOVA no encontraron diferencias significativas, (p<0,05). Media + error estandar
n=4. La letra indica la diferencia entre los grupos (control-infeccién) segin una t de
Student.

5.2.8.2.5. Cortisol

El cortisol, a pesar que no fue significativo, resulté elevado globalmente, sobre
todo en las primeras horas, reduciéndose después, y aumentaron otra vez al final
del experimento donde mostraban mayor actividad.
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Figura 10. Comparacion de la actividad del cortisol en el suero en peces sometidos a
estrés por infeccion experimental (Inf) y los grupos control (InfC), a lo largo del tiempo (1H
-10 dias). En el ANOVA no se encontraron diferencias significativas, (p<0,05 *. Media *

error estandar n=4.
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5.2.8. Discusion

El sistema inmune innato juega un papel instructivo en la respuesta inmune
adquirida y la homeostasis. Funciona como primera linea de defensa del huésped
y hace posible evitar los ataques microbianos inicialmente y mantenerlos bajo
control hasta que una respuesta inmunitaria adquirida eficiente haya sido
desarrollada (Saurabh, et al. 2008). Se ha demostrado que en los cultivos
intensivos, una de las causas mas comunes de muerte en los peces se relaciona
con el manejo, lo que conlleva la aparicion de enfermedades oportunistas (Davis,
et al. 2002). Los resultados de este estudio permiten comparar dos tipos de estrés
agudo: el manejo durante captura, y la infeccion experimental con LPS.

En la busqueda de soluciones efectivas para determinar alteracion del sistema
inmunitario se han estudiado diversos parametros como las proteinas de fase
aguda (lisozima, ceruloplasmina y los anticuerpos naturales) por sus actividades
relacionadas con la defensa, Ademas, estos parametros intervienen en la
limitaciéon de la dispersion de agentes infecciosos, la reparacion de danos en los
tejidos, el ataque a los microbios y otros patéogenos potenciales, y la restauracion
al estado saludable (Dautremepuits, et al. 2004).

En los peces, la lisozima ha sido frecuentemente utilizada como un indicador de
la respuesta inmunolégica inespecifica, de vital importancia en la lucha contra
infecciones en los peces. Es una enzima con propiedades antibioticas liberada por
los leucocitos con actividad mas pootente y generalizada que en los mamiferos
(Demers, et al. 1997). En todos los vertebrados superiores, la lisozima esta
involucrada en un amplio grupo de mecanismos de defensa, que abarcan
acciones tales como la bacteriolisis, la opsonizacion y en definitiva la potenciaciéon
de la respuesta inmune. Sin embargo, sus actividades antivirales y
antineoplasicas son limitadas (Saurabh, et al. 2008). Actiia principalmente en el
rinén anterior, rico en leucocitos y en otros lugares como las branquias, la piel y
el tracto gastrointestinal (Murray, et al. 1976; Lie, et al. 1989). Actia rompiendo
los enlaces B de el acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina componentes de
las capas de peptidoglicanos de las membranas celulares de las bacterias Gram-
positivas. Sin embargo, las bacterias Gram-negativas no son directamente
afectadas por la lisozima (Saurabh, et al. 2008). La lisozima de peces de agua
dulce muestra un pH optimo de 5.4 y requiere una concentracion baja de
amortiguacion para su actividad, mientras que la lisozima de los peces marinos
necesita un pH o6ptimo entre 6,2 y 9,2 a una osmolaridad relativamente alta
(Sankaran, et al. 1972). Ademas de ser importante en la resistencia a infecciones
es también utilizada como indicador de respuesta al estrés (Saurabh, et al.2008).
Se ha visto que la trucha arco iris expuesta a un factor estresante agudo
aumenta significativamente la actividad de la lisozima en plasma cuando se
compara con los controles (Mock, et al. 1990; Demers, et al. 1997).

Los resultados de este estudio muestran que la bacteriolisis se muestra
significativamente afectada por el estrés. Estos resultados concuerdan con los
encontrados en la dorada S. aurata (Sunyer, et al. 1995) en los que también se
observa una alterada accion bactericida cuando el estrés se produce por
manipulacion y captura. Asi pues, el estrés afectaria la respuesta bactericida del
plasma de los peces. Los resultados muestran unas oscilaciones importantes pero
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no se observa una patron claro, lo que indicaria que la infeccion realizada supone
un reto significativo respecto a este indicador en las condiciones de este
experimento pero con una amplia variabilidad.

La lisozima presenta una reduccion muy importante en los peces sometidos a
estrés por manipulacion y de hecho se registra un descenso de entre un 20-40%
en todos los tiempos. Parece pues, que igual que la actividad bactericida, la
lisozima queda comprometida por el estrés aplicado. En este sentido esos dos
indicadores serian suficientemente sensibles al estrés y serian buenos
indicadores. Respecto a la infeccion, los resultados indican que la infeccion si
afectaria la respuesta de lisozima mientras que los controles mantienen su
actividad. Ello es asi en todos los puntos excepto los dos primeros tiempos en que
los controles también estan en niveles bajos, probablemente debido a los efectos
de la inyeccion de vehiculo que significaria un estrés. Estos resultados
concuerdan con los resultados en el salméon boquinegro Oncorhynchus
tshawytscha (Maule, et al. 1989).

Recientes investigaciones sobre la actividad bactericida del complemento han
confirmado que este es uno de los principales mecanismos para luchar contra las
bacterias en los teleosteos (Ellis, et al. 2001). La actividad por la via alternativa,
que es independiente de los anticuerpos, puede ser directamente activada por el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram-negativas, y puede resultar en la lisis
de las células bacterianas (Sunyer, et al. 1995; Boshra, et al. 2006)

Se ha establecido en trabajos anteriores que el sistema inmune de los peces
puede ser deprimido por varias condiciones de estrés agudo como el
hacinamiento en la dorada S. aurata (Ortuno, et al. 2001) y la hipoxia en la
carpa C. carpio (Yin, et al. 1995). Se aprecia un efecto inmunosupresor en la
actividad del complemento alternativo y en otras respuestas inmunitarias no
especificas en el suero de la dorada sometida a estrés por hacinamiento (Montero,
et al. 1999; Ortuno, et al. 2001). Dado pues, que el complemento es regulado a la
baja en muchas situaciones de estrés, se ha propuesto que esta actividad puede
ser un buen indicador de la inmunocompetencia de los peces (Tort, et al. 1996),
especialmente en animales bajo condiciones tales como la manipulacion,
transporte y tratamiento con anestesia, etc. (Sunyer, et al. 1995; Ortuno, et al.
2002). Se ha establecido también que las estaciones pueden tener un efecto en la
actividad del complemento en el suero de la dorada, registrandose descensos en
los meses mas frios (enero), y el nivel mas alto en el inicio del otoio cuando las
temperaturas del agua llegan a los valores maximos (Hernandez, et al. 2003). Por
el contrario otro estudio muestra los titulos mas elevados de los ACP en invierno
en la tenca (Tinca tinca) (Boshra, et al. 2006)

En este estudio, la actividad del complemento se muestra afectada por el estrés
generado mediante manipulacién e infeccion como en anteriores trabajos en
dorada S. aurata (Sunyer, et al. 1995). Se han visto resultados similares también
en el pargo comun Pagrus pagrus (Rotllant, et al. 1997). Sin embargo en el
presente trabajo se encuentran pocas diferencias significativas entre los grupos a
partir de la t de Student sobre los dos tratamientos. Solo se registran diferencias
significativas a los 5 dias en los grupos estresados, lo que concuerda con otro
trabajo en dorada (Sunyer et al. 1996). En peces infectados parece que solo se
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registran cambios a las 4 horas, lo que parece indicar que el nivel de infeccion en
presente trabajo parece ser insuficiente para disparar significativamente la
respuesta de complemento. Asi pues, si bien parece evidente la disminucion de
los niveles de la actividad del complemento cuando los peces son sometidos a
diversas condiciones de estrés, queda por determinar qué vias y componentes
especificos son los mas afectados, al igual que en trabajos precedentes (Boshra,
et al. 2006).

La osmolalidad como indicador muestra pocos cambios a las condiciones de
estrés agudo en este estudio y estos resultados se asemejan a los encontrados en
la perca europea Perca fluviatilis donde no se detectaron cambios significativos
(Acerete, et al. 2004).

La energia ahorrada podria derivarse a procesos fisiolégicos, como el crecimiento.
Asi, la relacion entre la salinidad del medio ambiente y el crecimiento se ha
estudiado en diferentes especies eurihalinas, pero la salinidad optima para
obtener el mejor crecimiento depende de diferentes factores ambientales y
endogenos, tales como salinidad, temperatura, calidad del agua o la edad (Laiz-
Carrion, et al. 2005). La dorada S. aurata posee un sistema osmoregulatorio con
gran capacidad para afrontar los cambios extremos de salinidad del medio
ambiente y para adaptarse a diferentes ambientes de salinidad (Arends, et al.
1999). Es bien conocido el efecto negativo en el crecimiento de los peces
sometidos a condiciones de estrés (Pickering, et al. 1993 y Wendelaar Bonga, et
al. 1997), por ejemplo por los cambios en la salinidad (Morgan, et al. 1998).

Se cree que el cortisol tiene una funcion protectora en la adaptacion al estrés
osmotico. El cortisol junto con otras hormonas osmoregulatorias juega un papel
clave en la adaptacion al agua de mar en las especies eurihalinas, activando los
iones y los mecanismos osmoregulatorios que conducen a una eficiente
homeostasis de los electrolitos (Laiz-Carrion, et al. 2005). El cortisol aumenta la
gluconeogénesis movilizando el metabolismo de la glucosa, resultando en la
elevacion de los niveles de glucosa circulante (Mommsen, et al. 1999)

El cortisol mostré un incremento en la primera hora después de producir el
estrés, disminuyendo paulatinamente para luego aumentar de nuevo. Este
incremento inicial se puede deber fundamentalmente a la manipulacion de la
inyeccion (del patégeno o del vehiculo en el control). En ambos casos dicha
manipulacion es capaz de subir los niveles de la hormona. Similares resultados
se han visto en los estudios en el pargo comun Pagrus pagrus (Arends, et al.
1999; Rotllant, et al. 1997). Similares resultados se encuentran también en la
trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Pickering, et al. 1991), en la trucha de lago
Salvelinus namaycush (Barry, et al. 1993), en la perca europea Perca fluviatilis
(Acerete, et al 2004) y también en el salmon boquinegro Oncorhynchus
tshawytscha (Maule, et al. 1989). Conviene observar también que los controles
incrementan los niveles de cortisol a las 8h, 1 dia, 2 dias y 5 dias. Dado que el
cortisol es un buen indicador de estrés pareceria que estos peces han estado
también sometidos a algin tipo de factor estresante. Probablemente ello puede
ser debido a la manipulacion efectuada en los tanques y especialmente en el
muestreo. En efecto, si se hace en mas de 5-7 minutos, la manipulacion
necesaria para extraer la sangre implicara subidas de la secrecion de cortisol, lo
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que se registra en los niveles plasmaticos de sangre. Asi, los muestreos se deben
hacer con rapidez i por gente experimentada.

5.2.9. Conclusion

En nuestro estudio la conclusion que se puede extraer es que los peces se ven
afectados de manera muy significativa por las condiciones experimentales del
estrés agudo cuando se comparan con los valores de los grupos control Existen
diferencias estadisticamente significativas en el estrés agudo por manipulacion y
captura, para los indicadores lisozima, bacteriolisis, complemento, osmolalidad y
cortisol. Ello implica que los peces son sensibles al estrés por manipulacién y no
se descarta que el proceso de muestreo pueda influir a menudo, a juzgar por los
resultados de cortisol incluso en los grupos control.

En cuanto al estrés por infeccibn se encontraron también diferencias
significativas en las actividades de la lisozima, pocas en el complemento,
significativas en bacteriolisis y no significativas en osmolalidad o cortisol. Estos
resultados parecen indicar que el tipo de infeccion realizado no significé un reto
inmunitario importante para estos peces, ya que sus principales respuestas
inmunitarias solo respondieron a un nivel discreto. En cuanto al tiempo, la
evolucion global es diferente para cada indicador en cada grupo (control o
experimental) lo que depende probablemente de los mecanismos implicados en la
generacion de la respuesta de cada indicador.
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6. CAPITULO 2: LOS INMUNOESTIMULANTES EN ACUICULTURA

6.1. Introduccién

Los sistemas de acuicultura intensiva han creado un medio ambiente
potencialmente estresante para los peces, por ejemplo, en la alta densidad
poblacional, en las manipulaciones habituales, en el transporte, etc., pudiendo
producir estados inmunosupresivos. El desarrollo de nuevos productos para
enriquecer y suplementar las dietas acuicolas ha promovido el ensayo con
productos que en un principio fueron elaborados para otras especies, como las
aves de corral, los cerdos y el ganado vacuno, demostrandose que mejoran la
funcién intestinal incrementando el tamano de las microvellosidades intestinales,
asi como, su uniformidad e integridad. Con ello se potencia el crecimiento y la
salud (Dimitroglou, et al. 2009).

Al mismo tiempo, la incorporacion de inmunoestimulantes en la dieta que
aumenten la respuesta inmune innata y adaptativa son considerados como un
elemento prometedor junto con los procedimientos de vacunacion o la seleccion
reproductiva y convirtiéndose en una de las principales estrategias para la
prevencion de enfermedades. Recientes estudios indican que el sistema inmune
de los peces en estados inmunosupresivos causados por muchos patogenos
puede activarse con inmunoestimulantes y revertir los efectos deletéreos
mediados por el estrés (Sakai, et al. 1999; Anderson, et al. 1992; Ortuno, et al
2003).

El sistema inmune innato ha evolucionado para responder a unos patrones
moleculares Uinicos que se encuentran en la superficie de los microorganismos.
Muchos de estos patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) son
oligosacaridos complejos que contienen numerosas unidades de manosa o
residuos de glucosa. La mayoria de los organismos superiores, incluidos los
vegetales, los invertebrados, los mamiferos y los peces teledsteos expresan
receptores de lectina asociados a las células del sistema inmune innato que se
reconocen y se unen a oligosacaridos ricos en manosa y glucosa (Kudrenko, et al.
2009).

Los inmunoestimulantes son extractos biolégicos o productos quimicos sintéticos
que estimulan la respuesta inmune potenciando la funciéon fagocitica en las
células e incrementando su actividad bactericida especifico o no especifico de las
células citotoxicas y la produccion de anticuerpos (Sakai, et al. 1999). Se conocen
diferentes sustancias que actuan como inmunoestimulantes pero solo algunas
son apropiadas para la acuicultura (Robertsen, et al. 1990). A pesar de ello, el
uso de algunos inmunoestimulantes esta siendo una practica habitual en el
sector acuicola, con el objetivo de incrementar la supervivencia y preparar a los
peces frente a situaciones criticas como transporte, cambios de temperatura,
manipulacion periodica, problemas patologicos o cualquier otra situacion
estresante.
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Estos inmunoestimulantes son principalmente derivados de extractos celulares
de microorganismos comercialmente disponibles, como la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Couso, et al. 2003; Kogan, et al. 2007; Waldroup, et
al. 2003), levaduras modificadas o hidrolizadas con altos contenidos en
oligosacaridos y nucleétidos. Los oligosacaridos, especialmente los Manano
Oligosacaridos (MO) actian como inhibidores de la union de patégenos a las
células epiteliales del intestino (Montero, et al. 2005). La aplicacion reciente de
estos compuestos en el sector de la cria de animales es prometedora, con la idea
de ayudar a la supresion de patogenos entéricos y en la modulacion de la
respuesta inmune de pollos y pavos (Waldroup, et al. 2003).

Los inmunoestimulantes mas estudiados y que mejoran la respuesta inmune en
los peces son los [-glucanos (Chen, et al. 1992; Figueras, et al 1998).
Constituyen una de las mas importantes estructuras de polisacaridos que
componen la pared celular de bacterias, hongos y plantas (Robertsen, et al.
1990). Estos compuestos son unidades de glucosa unidas por enlaces glicosidicos
del tipo B-1,3 o B-1,6 (glucopiranosil) (Engstad, et al. 1994). Estimulan la
actividad de la lisozima, del complemento (Ortuno, et al. 2001; Engstad, et al
1993) y la accion fagocitica de los macrofagos (Robertsen, et al. 1990; Jorgensen,
et al. 1993; Galeotti, et al.1998).

El mas potente inmunoestimulador conocido es el 1,3-f glucano (Kumari, et al
2006) que mejora la respuesta no-especifica (Sahoo, et al. 2002) y la resistencia
contra las infecciones bacterianas y virales utilizandose para prevenir y reducir la
mortalidad de los animales (Couso, et al. 2003). Para tales efectos se prefiere la
administracion via oral que es la mas apropiada (Sakai et al. 1999; Siwicki, et al.
1994). De todos modos, la respuesta dependera del tipo de glucano (Ai, et al.
2007), la dosis suministrada, la via de administracion, del régimen de
alimentacion, y de la asociacion con otros inmunoestimulantes (Bagni, et al
2005).

El efecto adyuvante de los B-glucanos de la levadura se ha demostrado en peces
como el Salmoén Atlantico Salmo salar (Sahoo, et al. 2001), en el gato de rio
(Siwicki, et al. 1994) y en la trucha arco iris O. mykiss (Anderson, et al. 1994;
Yoshida, et al. 1995; Ainsworth, et al. 1994). No obstante, en este dos ultimos la
administracion oral prolongada de péptido-glucanos disminuye la respuesta
inmune cuando se expone al Vibrio anguillarum (Matsuo, et al. 1993); sugiriendo
un efecto de retroalimentacion negativa de los B-glucanos (Robertsen, et al.
1990).

En combinaciéon con la vitamina C, los B-glucanos modulan la respuesta inmune
incrementando los anticuerpos secretados en el suero por las células plasmaticas
frente a la Edwarsiella ictaluri en el gato de rio y contra la Yersinia ruckeri en la
trucha arco iris (Verlhac, et al. 1996; Jeney, et al. 1997). En otras investigaciones
se ha visto que la administracion conjunta en la dieta de lactoferrina, 1-3p
glucano, levamisol y vitamina C aumentan la resistencia en especies de peces de
agua dulce y marina para enfermedades bacterianas como la Aeromonas sp,
Vibrio sp, Edwarsiella, Yersenia ruckeriy Itchthyophthrius multifiliis (Kumari, et al.
2005; Sakai, et al. 1999; Mulero, et al. 1998b; Sahoo, et al 2002; Sahoo, et al.
2001; Kumari, et al. 2006). También incrementan la proteccion en condiciones
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inmunocomprometidas o de estrés (Kumari, et al 2006). En la lubina
Dicentrarchus labrax se ha encontrado un aumento en la actividad fagocitica con
dietas suplementadas con levamisol y [-glucanos (Jeney, et al 1997). La
actividad del complemento y de la lisozima mejora en lubinas alimentadas con
dietas suplementadas con B-glucanos de levaduras, Vitamina C y E (Bagni, et al.
2000; Peddie, et al. 2002; Dalmo, et al. 1995; Fujiki, et al. 1997).

En el caso de la respuesta especifica, los B-glucanos pueden actuar como
moduladores incrementando los anticuerpos secretados por las células
plasmaticas (Sakai, et al. 1999). La estimulacion del sistema inmune especifico
por la administracion de glucanos en la dieta del rodaballo Scophthalmus
maximus (de Baulny, et al. 1996) y la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss
(Verlhac, et al. 1998) podria estimular indirectamente el proceso de activacion de
los linfocitos. Sobretodo los B-glucanos podrian mejorar la resistencia al ataque
bacteriano en los esparidos (Cook, et al. 2001).

Otros inmunoestimulantes importantes son los probioticos, que se utilizan como
aditivos en el agua o como suplemento alimenticio (Moriarty, et al. 1998;
Skjermo, et al. 2006). Algunas aplicaciones de los probiéticos han demostrado ser
beneficiosas para el crecimiento, la supervivencia y la salud del hospedador
(Moriarty, et al. 1998; Skjermo, et al. 2006). Estudios previos han demostrado que
los probioticos son eficaces para su uso en el cultivo del langostino occidental
juvenil Penaeus latisulcatus (Van Hai, et al. 2009). Las bacterias vivas de los
probioticos y los prebioticos pueden actuar como inmunoestimulantes (Galeotti,
et al. 1998) con capacidad de modular la inmunidad e impulsar sus efectos (Reid,
et al. 2006). Actuan en tratamientos alternativos a los antibioticos y a los
productos quimicos desempenando el papel de alarma para activar las moléculas
del sistema inmune (Lopez, et al. 2003).

La presencia de bacterias como la Aeromonas Hydrophila esta asociada al estrés
por la patogenicidad en peces de agua templada, como la carpa Cyprinus carpio,
el gato de rio Ictalarus punctatus y también en los salmoénidos, produciéndoles
lesiones superficiales con hemorragia local y septicemia (Yin, et al. 1996). A pesar
de que se han probado algunas vacunas efectivas en la carpa y en el gato de rio
(Yin, et al.1996; Nayak, et al. 2004), no se dispone de vacunas comerciales para
la gran diversidad de patégenos que causan infecciones. Adicionalmente, no
pueden utilizarse si el sistema inmune adquirido no ha madurado lo suficiente,
como sucede en el estado larvario o de alevin. Las especies marinas durante los
2-3 meses del periodo larvario y juvenil dependen solo del sistema inmune innato
para resistir a las infecciones (Magnadottir, et al. 2006). Por ello los
inmunoestimulantes pueden ser elementos importantes para prevenir esta
patogenicidad. Una posible estrategia sostenible consiste en optimizar la
inmunidad natural de un animal por medio de la nutricién (Coop, et al. 1995); es
decir, la inmunonutricién podria controlar la resistencia a los patégenos en los
sistemas de produccion convencional y organica del ganado (Coop, et al. 1999),
mejorando asi la inmunocompetencia a través de la dieta (Muturi, et al. 2005).
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6.2. Experimento 2

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE UN INMUNO-ESTIMULADOR TIPO
MANANO OLIGOSACARIDOS (MOS) EN LA DIETA DE LUBINAS JUVENILES
(Dicentrarchus labrax)

6.2.1. Objetivo

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del manano oligosacarido en la
dieta de lubinas juveniles Dicentrarchus labrax, sus implicaciones en ciertos
parametros inmunes y la resistencia a las infecciones.

Esta investigacion se realizé gracias a la colaboracién entre los grupos de
investigacion de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB), Departamento de
Biologia celular, Fisiologia e Inmunologia y del Instituto Canario de Ciencias
Marinas (ICCM), Grupo de Investigacion en Acuicultura (GIA). El mantenimiento de
los peces y el muestreo se realizaron en las instalaciones del ICCM; los andlisis de
las muestras de los parametros inmunes se realizaron en la UAB.

Los resultados que se exponen en este capitulo son parte de un estudio que
pertenece a la tesis doctoral de Silvia Torrecillas Burriel y han sido publicados en
2007 por la citada autora, con la siguiente referencia: Torrecillas, et al. (2007)
Immune stimulation and improved infection resistance in European sea bass
(Dicentrarchus labrax) fed mannan oligosaccharides. Fish & Shellfish immunology
23, 969-981

6.2.2. Materiales y métodos
6.2.2.1. Dietas

Se disenaron tres dietas isonitrogenas e isoenergéticas, con una férmula
comercial que contenia Manano oligosacaridos (MO). Las raciones utilizadas para
formular las porciones guardaban las siguientes proporciones: 0%o para el
control, 2%o0 denominado como MOS-2, y finalmente del 4%o0 como MOS-4,
suplementados con un producto comercial reemplazando los carbohidratos
estandar. Las dietas cumplen con los exigencias nutricionales para las lubinas y
fueron fabricadas en los Graneros de Tenerife,Espana.

6.2.2.3. Animales experimentales

800 lubinas juveniles Dicentrarchus labrax procedentes de (San Bartolomé de
Tirajana, Islas Canarias, Espana) en buen estado sanitario, ingresan en el
Instituto Canario de Ciencia Marina (ICCM). Durante 3 semanas se alimentaron
ad libitum con una dieta comercial (19 — 20.5°C). Después del periodo de
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aclimatizacion se adaptaron a las condiciones ambientales (3Kg/m?2 de densidad
media).

6.2.2.4. Disefno experimental

Se distribuyeron aleatoriamente 792 peces en 9 tanques cilindricos cénicos de
fibra de vidrio con 10001 de capacidad, para una densidad media de 3 Kg/m3 (88
peces por tanque). Los tanques de agua marina filtrada (1.39 1/min) estaban a
una temperatura de 20.5 — 23.4°C y fotoperiodo de 12h luz dia/12h luz noche. El
Oxigeno disuelto fue mantenido a 8.0 £0.2 ppm. Los peces fueron alimentados ad
libitum con una de las tres dietas experimentales durante 9 semanas (3 veces al
dia, 6 dias a la semana). Cada dieta fue ensayada por triplicado.

El primer muestreo se realizdé con 9 peces por tanque y 15 peces por tanque en el
dia 67. Las muestras de sangre fueron tomadas de 15 peces para recoger el
plasma y el suero del dia 67 para determinar la actividad lisozimica y del
complemento ACP.

DIETA
CONTROL
0%o0

DIETA +
MOS 2%o

DIETA +
MOS 4%o0

iy

¢792 lubinas colocadas aleatoriamente en 9 tanques de 1000 1,
después de su aclimatacién son alimentados ad libitum durante 9 sem.
3/dia 6/sem.

————
¢ 88 lubinas por Tanque
®*Muestreo inicial 9 peces

® El dia 67, 15 lubinas por tanque son sacrificados

6.2.3. Preparacion de muestras y recogida de sangre
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Los peces son capturados con un salabre y se realiza una punciéon en la zona
ventral del pedunculo caudal con una jeringa de 1 ml. y el tiempo de
manipulaciéon fue menor a 1 minuto para minimizar los efectos del estrés. Con la
sangre venosa se efectua el analisis de los parametros immunolégicos. Las
alicuotas se dividieron en dos porciones transfiriéndose a los tubos Eppendorfs
permitiendose asi la coagulacion a las 2 horas. El suero se separ6 por
centrifugacion y se guardé a -80°C para las pruebas del complemento via
alternativa (ACP) y determinar la actividad de la lisozima.

6.2.3.1. Técnicas analiticas

La actividad de la lisozima se determina por el método turbidimétrico, que utiliza la
lisis del Micrococcus luteus para la determinacion de la actividad enzimatica
(Rotllant, et al. 1997) utilizando la lisozima de clara de huevo como estandar. Los
resultados son presentados como lisozima/ml.

Actividad de la via alternatica del complemento. La importancia de este indicador se
debe a que en los peces, la actividad del complemento es unas 10 veces mas potente
que en los mamiferos. Para lo cual, se mezcla el suero del pez con sangre fresca de
conejo o cordero produciéndose la lisis de las células sanguineas ocasionado por el
suero. El 50% de la lisis de las células sanguineas del conejo o cordero ocasionado
por el suero se denominada como ACHS0. La determinacion de la actividad del
complemento se realiza siguiendo la técnica descrita por Sunyer (Sunyer, et al
1995).

En la bacteriolisis, se inoculé una colonia de E. Coli en medio LB, y se dejo crecer
toda la noche. Al dia siguiente, se coloco una muestra de la bacteria en el suero
en dilucion (1:2) y se midio la absorbancia por espectrofotometria, indicando la
capacidad bactericida del suero, inhibiendo su crecimiento.

6.2.3.2. Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) para evaluar la evoluciéon de las dietas y la manera en que afectan los
parametros inmunes. Se efectu6 una ANOVA con factor anidado, donde la dieta
es un factor anidado dentro del factor tanque. Se considera estadisticamente
significativa (y indicado en las figuras con asteriscos *) cuando, p<0,05, p<0,01
**) p<0,001 (***). Los valores fueron representados como la media * el error
estandar de la media (Mean + S.E.M.); cuando la ANOVA resulto significativa se
ejecutdo un analisis adicional para conocer los grupos (n=5) en que aparecian
significaciones con un Post-hoc con la prueba de Scheffé.

6.2.4. Resultados

Durante el periodo experimental, no se registré6 mortalidad ralacionada con la
dieta. En cuanto a los parametros inmunes medidos durante la experimentacion,
la actividad bacteriolitica, lisozimica y del complemento ACHS0, no se vieron
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afectados por el tratamiento al inicio del ensayo; sin embargo estos indicadores,
si fueron sensibles durante el experimento.

La figura 1 muestra que la actividad de la lisozima no se vio afectada entre las

dietas suplementadas con los Manano oligosacaridos, y tampoco respecto al
control y las 2 concentraciones de Manano oligosacaridos.
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Figura 1. La actividad de la lisozima (en K unidades/ml) segun las dietas control o
suplementadas con MOS. El ANOVA no mostro diferencias significativas (*) p<0,05.
Media * error estandar n=5.

La actividad del complemento indicé cierto incremento en proporcion al
porcentaje de los Manano oligosacarido; sin embargo, no se observaron
diferencias importantes cuando se compararon las 3 dietas; la dieta con Manano
oligosacaridos 4%o mostr6 un mejor resultado cuando se compararon los
promedios durante todo el periodo experimental. No se observaron diferencias
estadisticamante significativas.
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Figura 2. La actividad del complemento en unidades (ACH50/ml) segiin las dietas control
o suplementadas con MOS. El ANOVA no mostré diferencias significativas (**)p<0,01.
Media y error estandar n=5. En el Posthoc Scheffé no se encontraron diferencias
significativas (*) p<0,05.

La bacteriolisis revel6 una clara tendencia a incrementar su actividad a medida
que la dieta tiene mayor porcentaje de Manano oligosacaridos suplementado. Los
resultados son similares a los encontrados en las dos anteriores técnicas; sin
embargo las diferencias no fueron significativas.
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Figura 3. La actividad bacteriolitica segtin las dietas control o suplementadas con MOS.
El ANOVA no muestra diferencias significativas (*) p<0,05. Media y error estandar n=5.

6.2. Experimento 3

INFLUENCIA DEL INMUNO-ESTIMULADOR GLUCANO-MANANO EN LA DIETA
DE DORADAS JUVENILES Sparus aurata

6.2.1. Objetivo

El objetivo de este estudio es evaluar los efectos de un inmunoestimulador
suplementado en la dieta de doradas juveniles Sparus aurata y en algunos de sus
parametros inmunes. Este inmunoestimulante es una variedad de PB-glucanos o
mananos, como se han descrito en la introduccién.

6.2.2. Materiales y métodos
6.2.2.1. Dietas

Los 6 dietas o tratamientos (A-F), fueron extrusionadas adicionadas con el
inmunoestimulador glucano-manano G1M1. Las dietas fueron manufacturadas
localmente y basadas en dietas comerciales de INVE Technologies (Bélgica). El
inmunoestimulante tenia una composicion a base de glucanos, mananos o mixta
anadidos a la dieta comercial de dorada. Los grupos eran los siguientes:

A: Dieta comercial

B: Dieta comercial + 2,5% Glucano

C: Dieta comercial + 5% Glucano

D: Dieta comercial + 2,5% Manano

E: Dieta comercial + 5% Manano

F: Dieta comercial + 2,5% Glucano + 2,5% Manano

6.2.2.2. Animales experimentales
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750 doradas juveniles Sparus aurata de unos 60 g. de peso de una poblacion
aparentemente libre de enfermedades, fueron mantenidas en tanques y
alimentadas durante 8 semanas con una dieta extrusionada comercial, a
temperatura de 18.5- 19.5°C, hasta que se adaptaron a las condiciones
ambientales (4,5Kg/m3 de densidad media).

6.2.2.3. Diseino experimental

Las doradas juveniles fueron distribuidas aleatoriamente en 18 tanques
cilindricos cénicos de fibra de vidrio (6 tratamientos por triplicado, 9 peces por
tratamiento) con 10001 de capacidad, para una densidad media de 4,5 Kg/m3 (40
peces por tanque). El peso inicial promedio fue de 60g + SD. Los tanques fueron
filtrados con agua marina (1.39 1/min) a temperatura de 18.5 - 19,5°C y
fotoperiodo (12h luz dia/12h luz noche). El Oxigeno disuelto fue mantenido a 8.0
+ 0.2 ppm. Los peces fueron alimentados con comederos automaticos ad libitum
con 6 dietas experimentales por 9 semanas (3 veces al dia, 6 dias a la semana).
Cada dieta fue ensayada por triplicado.

DIETA S N G DIETA F
— | | — | | — | | — | |
DIETA B T T T
DIETA C e —
Sakahamee> By SO E SO 4
P T~ Eat P Lt Eat P Lt Eat — P P
&> T3 -~ -~ ' .

N N
..

La primera dieta tratamiento A: le corresponden los tanques 1, 7, 13 (Dietas
comerciales control)
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El tratamiento B: Tanques 2,8,14 : Dieta comercial + 2,5% Glucano

El tratamiento C: Tanques 3,9,15 : Dieta comercial + 5% Glucano

El tratamiento D: Tanques 4,10,16 : Dieta comercial + 2,5% Manano

El tratamiento E: Tanques 5,11,17 : Dieta comercial + 5% Manano

El tratamiento F: Tanques 6,12,18 : Dieta comercial + 2,5% Glucano + 2,5%
Manano

720 peces comenzaron el ensayo y 9 peces por tanque el dia 67 fueron
muestreados rapidamente. El suero del dia 67 se utiliza para determinar la
actividad lisozimica y del complemento ACP.

6.2.4.4. Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado. Un analisis de varianza (ANOVA) fue
realizado para evaluar la evolucion de las dietas y la manera en se vieron
afectados los parametros inmunes. Se efectué una ANOVA con factor anidado; la
dieta fue un factor anidado dentro del tanque. Se considero estadisticamente
significativa cuando p< 0,05 indicandose en las figuras con un asterisco (*). Los
valores n=9 (3 peces por cada uno de los 3 tanques) fueron representados como la
media * el error estandar de la media (Mean = S.E.M.); cuando la ANOVA resulto
significativa un analisis adicional fue hecho, para conocer los grupos en que
aparecian significaciones con un Post-hoc prueba de Scheffé.

6.3. Resultados

Durante los tratamientos experimentales no se registr6 mortalidad. Los
parametros inmunes se vieron afectados por los tratamientos. Cuando se
compara el control con las otras dietas, se observé una actividad de la lisozima,
similar a la dieta control en los tratamiento B y F, mientras que dicha actividad
fue mas baja en el resto. Sin embargo, se mostraron tendencias a cambios,
aunque no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 4. La actividad de la lisozima (en K unidades/ml) segiin las dietas control (A)
suplementadas con los tratamientos (GLU, MOS, GLU/MOS) en diferentes
concentraciones. El ANOVA no muestra diferencias significativas (*) p<0,05. Media y
error estandar n=3.
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En cuanto al complemento fue mayor su actividad en los tratamientos C y F,
comparada con el control. Ademas, cuando comparamos todos los tratamientos
solo se encontraron diferencias significativas (*) en el tratamiento C.
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Figura 5. La actividad del complemento en unidades (ACH50/ml) segtin las dietas control
o suplementadas con GLU,Manano-oligosacaridos y GLU/MOS en diferentes
concentraciones. El ANOVA muestra una diferencia significativa (***) p<0,001. Media y
error estandar n=3.

En la bacteriolisis no se observé una tendencia al incremento de la actividad
entre los tratamientos. Solo se muestra mayor actividad en el tratamiento C, a
continuacion del tratamiento B y D, a pesar de no encontrarse diferencias
significativas.
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Figura 6. Actividad bacteriolitica segiin las dietas control o suplementadas con GLU,
Manano-oligosacaridos y GLU/MOS en diferentes concentraciones. E1 ANOVA no muestra
diferencias significativas (*) p<0,05. Media y error estandar n=3.

6.4. Discusion

Los inmunoestimulantes ensayados tienen diferentes efectos en las dos especies
marinas, los resultados muestran que con las distintas dietas suplementadas, las
doradas juveniles Sparus aurata responden con mayor sensibilidad a los
parametros inmunes (bacteriolisis, lisozima y complemento), con porcentajes mas
altos de glucanos en comparacion a los de Manano oligosacaridos (MOS). Por el
contrario la lubina Dicentrarchus labrax muestra una mayor sensibilidad a los
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porcentajes de Manano-oligosacaridos que a los glucanos. Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Montero (Montero, et al. 2005) en la lubina
Dicentrarchus labrax, donde se observa un mejoramiento en el estatus inmune y
la resistencia al estrés en peces alimentados con la mezcla de B-glucano y
Manano-oligosacaridos durante 60 dias.

Estudios realizados en lubinas juveniles D. labrax alimentadas con la dieta
suplementada con Manano-oligosacaridos presentan un mayor crecimiento en
general (Torrecillas, et al. 2007). Otros autores han visto en la trucha arco iris
Oncorhynchus mykiss, el gato de rio Ictalurus punctatus y en la tilapia hibrida
Morone saxatilis (Staykov, et al. 2007; Welker, et al. 2007; Genc, et al. 2007)
efectos similares. Algunos autores interpretan este aumento en el crecimiento con
un mayor funcionamiento de los enterocitos (Dimitroglou, et al. 2006; Torrecillas,
et al. 2007). En la trucha arco iris tampoco se observaron efectos perjudiciales en
el intestino por la utilizacion de los Manano-oligosacaridos en las dietas (Yilmaz,
et al. 2007). Diversas investigaciones encuentran una correlacion positiva entre
las dietas suplementadas con Manano oligosacaridos y el incremento en la
ingesta alimentaria en diversas especies como lubina (Torrecillas, et al. 2007)
tilapia roja (Zhou, et al. 2004), carpa comun (Zhou, et al. 2004) y en el pez gato
(Welker, et al. 2007). Es mas, utilizando los Manano-oligosacaridos como
suplementacion en las dietas de trucha arco iris se observa una mayor superficie
de absorcion promoviendo la prolongacion de los plegamientos la mucosa. El
autor observo por microscopia electronica el aumento de superficie de absorcion
confirmando que los Manano-oligosacaridos son capaces de aumentar la
densidad de microvellosidades y su longitud (Dimitroglou, et al. 2009). Otra
justificacion factible para este incremento en el crecimiento, a ciertas dosis, se
relaciona con la mayor eficiencia de la digestion de las proteinas (Waché, et al.
2006). Sin embargo en la tilapia hibrida Oreochromis niloticus x O. aureus los
resultados obtenidos con inmunoestimulantes como el Manano-oligosacaridos no
muestran un aumento en el crecimiento (Genc, et al. 2007b).

Una explicacion posible para los diferentes resultados tiene que ver con la
especie de estudio y con los efectos de la concentracion de proteinas corporales,
las cuales pueden variar dependiendo de los prebidticos en la dieta (Genc, et al.
2007a; Genc, et al. 2007b; Torrecillas, et al. 2007). Ademas, se sabe que los
efectos de los glucanos en el crecimiento pueden variar dependiendo de la
especie, de la dosis, de la duracion de la alimentacion y de la temperatura del
ambiente. De esta manera se explicaria la aparente contradicciéon entre los
diversos resultados publicados (Djordjevic, et al. 2009).

En nuestro estudio, las lubinas mostraron una activacion de la funcionalidad de
la lisozima, que depende de la dosis suministrada del inmunoestimulante. Siendo
el de mayor porcentaje y el mas reactivo el tratamiento con Manano-
oligosacaridos a 4g kg 1. Las doradas mostraron menor sensibilidad a la
actividad lisozimica. Sin embargo, se ve mayor activacion con las dietas ricas en
glucano al 2,5g kg-! en comparacion a la dieta de Sg kg-l. En investigaciones
previas, se ha reportado que el sistema inmune no especifico de la trucha arco
iris O.mykiss fue afectado positivamente cuando la dieta se adicioné con Manano-
oligosacaridos (Staykov, et al. 2007). En el gato de rio africano Clarias gariepinus
las dietas que contienen 10g kg1 MOS, incrementaron el nimero de neutrofilos
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activados durante las primeras 2 semanas, disminuyendo luego hasta el nivel del
control después de 45 dias. La incorporacion en la dieta de 4g kg! de Manano-
oligosacaridos en la lubina D. labrax activa el sistema inmune e incrementa su
resistencia a la infecciobn bacteriana por Vibrio alginolyticus, inoculada
directamente en el intestino por ser uno de los principales sitios de infeccion en
los peces (Torrecillas, et al. 2007).

En el gato de rio africano Clarias gariepinus la actividad de la lisozima sérica es
mayor en los peces alimentados con la dieta Manano-oligosacaridos durante 50
dias en comparacion con los controles. Por el contrario en salmones, estudios
anteriores muestran que la actividad de la lisozima es menor o tiende a ser menor
cuando las dietas contienen Manano-oligosacaridos en comparacion con los
alimentados con la dieta control (Grisdale-Helland, et al. 2008). De todos modos,
algunos autores cuestionan la administracibn a largo ©plazo de
inmunoestimulantes (Yoshida, et al. 1995).

Los resultados econtraos en las lubinas muestran una tendencia a incrementar la
actividad del complemento por la via alternativa a medida que se aumentan los
niveles de Manano oligosacaridos en las dietas, lo que esta de acuerdo con los
resultados de Staykov (Staykov, et al. 2007) que encuentra altos niveles de
actividad bactericida, lisozimica, del complemento por la via alternativa y en los
niveles de anticuerpos en la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y en la carpa
comun Cyprinus carpio alimentados con manano oligosacaridos. Por lo tanto, los
manano oligosacaridos podrian activar y facilitar el procesamiento de antigenos y
utilizarse como estimuladores en etapas iniciales de la respuesta inmune (Sakai,
et al. 1999), en la actividad del complemento y de la lisozima (Ortuno, et al.
2001; Engstad, et al. 1993; Thompson, et al. 1999; Grisdale-Helland, et al. 2008).

Con respecto a las doradas, estas mostraron una gran actividad del complemento
que fue significativa para el glucano suministrado a 5g kg-!. Se ha visto también
un aumento de la actividad del complemento en la tilapia hibrida Oreochromis
niloticus x Oreochromis mossambicus, la lubina Dicentrarchus labrax. En la lubina
estriada hibrida Morone chrysops x M. saxatilis los glucanos proporcionados al
0,1% mejoran la resistencia a la infeccion por Streptococcus iniae, una
enfermedad asociada al manejo a escala industrial (Li, et al. 2009). En general, la
administracion de glucanos en la dieta de los peces ha demostrado que aumenta
los niveles de lisozima (de Baulny, et al. 1996 ; Li, et al. 2009).

Estudios anteriores han senalado que los f-glucanos son excelentes
estimuladores de la actividad del estallido respiratorio de los fagocitos de la
dorada in vitro (Siwicki, et al. 1994), lo que sugiere que pueden aumentar la
resistencia contra pasteurellosis (Couso, et al. 2003). Sin embargo, la dosis
efectiva y el periodo de administracion deberia ser investigado para cada caso, ya
que son dificiles las comparaciones entre los estudios individuales. Por el
contrario, in vitro se ha reportado que altas dosis de PB-glucanos disminuyen el
estallido respiratorio y causan agotamiento celular en el salmén atlantico Salmo
salar (Engstad, et al. 1994). Parece ser que la dosis efectiva de glucanos se da en
un reducido margen la lubina estriada hibrida Morone Chrysops x Morone
saxatilis, en comparacion con el salmon del Atlantico (Figueras, et al. 1998).
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Los derivados de la levadura estudiados mejoran significativamente algunas de
las respuestas inmunitarias innatas, mientras que la resistencia en otras
especies como la corvina amarilla Pseudosciaena crocea, el gato de rio asiatico
Clarias batrachus y el pargo Pagrus auratus no presentan estos cambios
(Djordjevic, et al. 2009). Se ha demostrado también que los (1-3) f3-glucanos
estimulan el sistema inmunologico de los invertebrados, activando la cascada de
la fenoloxidasa, mientras que en los mamiferos activan la cascada del
complemento (Kudrenko, et al. 2009). Rice demostr6 que después de la
administracion oral, los glucanos solubles en agua se traslocan desde las células
epiteliales intestinales al sistema circulatorio, lo que explicaria una mayor tasa de
supervivencia en mamiferos, frente a las infecciones por Staphylococcus aureus o
de Candida albicans (Rice, et al. 2005). Estos procesos, asi como las interacciones
con factores de inmunidad humoral y celular afectan a la migracion y a la
diferenciacion de las células inmunes (Djordjevic, et al. 2009).

La administracion de altas dosis de glucanos puede ser recomendable para
mejorar la resistencia de los peces durante periodos cortos. Sin embargo, cuando
se administran durante periodos mas largos a dosis altas, los glucanos pueden
tener efectos negativos en la resistencia de la dorada S.aurata (Couso, et al
2003).

En este estudio la actividad bacteriolitica de las lubinas muestra poca
sensibilidad; a pesar de ello aumenta su actividad proporcionalmente a la
concentracion de los MOS. En la dorada se observa también una mayor actividad
bacteriolitica relacionada con el porcentaje de glucano y una actividad similar en
las dietas suplementadas con los MOS. Se requieren mas estudios para entender
el papel de los Manano-oligosacaridos en la inmunomodulacion de los peces,
teniendo en cuenta que su adicion en las dietas mejora las actividades
bactericida, lisozimica y del complemento, considerandose una herramienta
eficiente en las situaciones inmunosupresivas que son comunes en los peces de
cultivo.

6.5. Conclusion

Los resultados de este estudio muestran que la incorporacion de
inmunoestimuladores como suplemento en las dieta, tanto en las doradas
juveniles S. aurata (glucanos al 5%) como en la lubina D. labrax suplementada
con Manano-oligosacaridos al 4%. podrian mejorar de forma general la actividad
de los parametros inmunes, aumentando el potencial del sistema inmune innato
a infecciones oportunistas e incrementando la resistencia a las bacterias
infecciosas residentes en el intestino. En cuanto a las diferencias entre especies,
los resultados de estos dos experimentos indican que mientras en la lubina son
los mananos los que potencian la activacion del sistema inmune, en la dorada
esta activacion no se observa y si, se registra una mayor actividad cuando se
administran los glucanos. Otros experimentos deberan llevarse a cabo para
aclarar los mecanismos de accion de los inmunoestimulantes manano-
oligosacaridos, los glucanos y la mezcla de los manano oligosacaridos +
Glucanos. Asi como, el periodo 6ptimo de la alimentacion y la administracion de
las dosis.
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7. CAPITULO 3: NUEVAS TENDENCIAS EN NUTRICION

7.1. Introduccion

Los lipidos en la dieta son utilizados como componente estructural y como fuente
de energia; ademas, son los precursores de los eicosanoides, que ayudan en la
absorcion de las vitaminas liposolubles necesarias para el desarrollo y el
crecimiento normal (Diez, et al. 2007a). En anos anteriores, los piensos acuicolas
han aportado una importante cantidad de lipidos en su composicion para
asegurar un maximo de crecimiento. No obstante, han derivado en dietas
hiperenergéticas con el 20% de lipidos (Tocher, et al. 2003), que en algunas
especies traen como consecuencias un exceso en el almacenamiento de grasas en
el tejido adiposo, efecto que no es deseable para la produccion acuicola. Estudios
recientes muestran variaciones histologicas debidas a la acumulacion lipidica en
diversos tejidos tales como el higado (Caballero, et al. 2004) y el intestino
(Caballero, et al. 2002; Olsen, et al. 1999; Olsen, et al. 2000; Caballero, et al.
2003) en la dorada Sparus aurata (Caballero, et al. 2003; Tocher, et al. 2003). La
tendencia actual es la de evitar excesiva carga energética que pueda acarrear
efectos secundarios.

Por otra parte, el grado de sobreexplotacion de los caladeros de pesca hace que
sea necesaria la busqueda de fuentes alternativas a los aceites de pescado ricos
en o-3 HUFAs, para la fabricacion de piensos para la acuicultura. Ademas, los
aceites de origen vegetal son mas economicos que los elaborados de pescado. Sin
embargo, no existen aceites vegetales ricos en ©-3 HUFAs. De todos modos, los
resultados obtenidos hasta la fecha, parecen indicar que al menos, la
acumulacion de 18:2 -6 en la musculatura del pez, es reversible en parte a
corto-medio plazo, mediante la eliminacion de este acido graso en la dieta y la
reposicion de los -3 HUFAs en la dieta unos meses anteriormente a la
comercializacion del pescado (Izquierdo, et al. 2005; Montero, et al. 2005).

La busqueda de un mejor conocimiento de los mecanismos fisiologicos que
controlan el metabolismo energético asi como de los lipidos y de los FAs,
determinantes en la homeostasis de los peces, ha llevado a investigar la posible
utilidad del Acido Linoleico Conjugado (CLA). Se define un acido conjugado como
aquel que ha sufrido algin cambio en su estructura molecular; de hecho el
nombre de CLA se debe a la posicion y geometria de los isémeros cis-9, trans-11
y trans-10, cis-12. El CLA es un EFA producido por los aceites vegetales de maiz,
girasol, soja, etc. Aunque, en menor proporcion en los mamiferos como los
rumiantes, éste puede alcanzar hasta un 0,65% de los lipidos totales. E1 CLA
incluido como suplemento de la dieta puede tener un papel relevante en la
regulacion de acumulacion de la grasa perivisceral, aspecto que redundaria en
una mejor calidad de los peces de acuicultura.

Diversos estudios han mostrado las diferentes funciones del CLA: Reduccion de la
grasa corporal (Thiel-Cooper, et al. 2001; Tischendorf, et al. 2002; Yamasaki, et
al. 2003) y atenuando la obesidad en determinados animales (DeLany, et al.
2000; Yang, et al. 2003). Los mecanismos anti-obesidad del CLA incluyen la
disminucioén de la energia, el aumento de la ingesta alimenticia y del gasto de la
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energia (Ohnuki, et al2001; Terpstra, et al. 2002), la disminuciéon de la
diferenciacion y la proliferacion pre-adipocitica (Evans, et al. 2000; Evans, et al
2002) o la disminucion de la lipogénesis (Brown, et al. 2001; Oku, et al. 2003).
Asimismo, inducen un aumento en la lipélisis y la oxidacion de los Fas,
incrementando el metabolismo y el volumen de recambio de los FAs en los
preadipocitos, interferiendo con la actividad de las enzimas claves involucradas
en la movilizaciéon de los lipidos (Evans, et al. 2002; Bandarra, et al. 2006)

Los resultados de estudios realizados en diversas especies muestran que la
incorporacion en la dieta de CLA entre el 0,5% y el 2% no afectan el rendimiento
en crecimiento o la ingesta del alimento, o el rango de conversion del alimento
comparados con los controles (Figueiredo-Silva, et al. 2005) y son concordantes
con los trabajos utilizando concentraciones de CLA del 0,5% al 5% en trucha
arcoiris (Figueiredo-Silva, et al. 2005), en la perca amarilla Perca flavescens
(Twibell, et al. 2001) en el gato de rio (Twibell, et al. 2003), en salmoén Atlantico
(Berge, et al. 2004) o en la tilapia juvenil Oreochromis niloticus (Yasmin, et al.
2004). Sin embargo concentraciones de 1% de CLA no incrementan el peso en la
carpa (Choi et al. 2000), el bacalao Gadus morhua ni tampoco mejora sus
parametros de crecimiento o el rango de conversion del alimento o una
disminucion de los adipocitos o en el depodsito de lipidos en el higado (Kennedy, et
al. 2007b).

Los ensayos realizados en otras especies han mostrado diversos resultados:
cuando se incluy6 en la dieta CLA al 0,5% se produjo un mayor HSI en el bacalao
Gadus morhua (Kennedy, et al. 2007b). Resultados semejantes se apreciaron en
la lubina hibrida estriada Morone saxatilis x M. Chrysops (Twibell, et al. 2000), la
perca amarilla Perca flavescens (Twibell, et al. 2001) y la tilapia Oreochromis
niloticus (Yasmin, et al. 2004). El contenido de lipidos en el higado se redujo en
las dietas suplementadas con CLA, en la lubina estriada y en la perca amarilla
(Twibell, et al. 2000; Twibell, et al. 2001). En el salm6on atlantico no se
encontraron diferencias en el contenido de lipidos del higado de los peces
alimentados con CLA al 1% y 2%. Es decir, no habia redistribucion de la grasa
entre el higado y el musculo, ni tampoco modificaciones en el HSI que adviertan
de cambios en la distribucion general de los lipidos corporalesen los salmoénidos
(Kennedy, et al. 2007a;). Similares resultados se han descrito en gato de rio
juvenil con una dieta con CLA hasta un valor del 1% (Twibell, et al. 2003).

Tomando como base estas investigaciones, podemos deducir que las dietas
adicionadas con CLA podrian ser beneficiosas para los peces debido a que se
incrementan los FAs bioactivos, sin perjudicar los niveles de ®-3 PUFAs. Por lo
tanto en el experimento siguiente se traté de determinar el efecto de el acido
linolénico conjugado en la respuesta inmunitaria de la lubina
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7.2. Experimento 4

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO LINOLEICO CONJUGADO
(CLA) EN LA DIETA SOBRE LA RESPUESTA INMUNITARIA DE LUBINAS
JUVENILES Dicentrarchus labrax

7.2.1. Objetivo

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de las dietas suplementadas
con CLA en los parametros inmunes (lisozima y complemento) en las lubinas
Dicentrarchus labrax.

Esta investigacién se realizé gracias a la colaboraciéon de los grupos de
investigacion de la Universidad Autéonoma de Barcelona (UAB), Departamento de
Biologia celular, Fisiologia e Inmunologia y del Instituto Canario de Ciencias
Marinas (ICCM), Grupo de Investigacion en Acuicultura (GIA). El mantenimiento de
los peces y el muestreo se realizaron en las instalaciones del ICCM; los andlisis de
las muestras de los parametros inmunes se realizaron en la UAB.

Los resultados que se exponen en este capitulo son parte de un estudio que
pertenece a la tesis doctoral de Alex Makol y han sido publicados en 2009 por el
citado autor, con referencia: Makol, A., et al., (2009). Effect of conjugated linoleic
acid on dietary lipid utilization, liver morphology and selected immune parameters
in sea bass juveniles (Dicentrarchus labrax). Comp. Biochem. Physiol. 154, 179-187

7.2.2. Materiales y métodos
7.2.2.1. Dietas

Se probaron cuatro dietas isonitrogenas e isoenergéticas, basadas en una
formulacion comercial que contenian 0 % (control), 0,5 % CLA, 1% CLA y 2% de
CLA., (Conjugated Linoleic Acid). Las dietas, que cubren los requerimientos
nutricionales para estas especies (Izquierdo, et al. 2005), fueron manufacturadas
por productores de alimentos comerciales.

7.2.2.2. Animales experimentales

Lubinas juveniles Dicentrarchus labrax de una poblacion aparentemente libre de
enfermedades de la granja ADSA (San Bartolomé de Tirajana, Islas Canarias,
Espana), arribaron al Instituto Canario de Ciencia Marina (ICCM). Los peces
fueron mantenidos en el tanque y alimentados durante 3 semanas con una dieta
extrusionada comercial a temperatura de 19 — 20.5°C hasta ser adaptadas a las
condiciones ambientales (2Kg/m?2 de densidad media).

7.2.2.3. Disefo experimental
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384 lubinas juveniles fueron distribuidos aleatoriamente en 12 tanques
cilindricos conicos de fibra de vidrio de 5001 de capacidad, para una densidad
media de 2 kg/m3 (32 peces por tanque). El peso inicial promedio (g + SD) y
longitud (cm + SD) fue de 34,71 7,61 y 13,52 £ 0,90, respectivamente. Los
tanques estaban a una temperatura de 20,5 - 23,4°C y fotoperiodo (12h luz
dia/12h luz noche). El oxigeno disuelto fue mantenido a 8.0 + 0.2 ppm. Los peces
fueron manualmente alimentados hasta su aparente saciacién con las cuatro
dietas experimentales durante 9 semanas (3 veces al dia, 6 dias a la semana).
Cada dieta fue administrada en tanques triplicados.

7.2.2.4. Preparacion de muestras y recogida de sangre

La sangre se obtuvo por puncion de la vena caudal con jeringa plastica de 1 ml;
no se utilizé anestésico para evitar posibles efectos en los parametros sanguineos
y el tiempo de manipulacion fue menor a 1 minuto para minimizar los efectos del
estrés. Las alicuotas de 1 ml de sangre fueron transferidas a tubos eppendorf y se
dividieron en dos porciones, permitiendo coagular a las 2 horas. El suero se
separo por centrifugacion y se guardo a -80°C para las pruebas del complemento
por la via alternativa (ACP) y determinar la actividad de la lisozima.

7.2.2.4.1. Técnicas analiticas
7.2.2.4.1.1. Lisozima

Los niveles de lisozima en el suero fueron determinados por ensayo turbimétrico
con el método descrito por Anderson & Siwicki (1994) (Siwicki, et al. 1994) que
utiliza la lisis del Micrococcus luteus para la determinacion la actividad enzimatica
(Rotllant, et al. 1997), usando la lisozima de la clara de huevo de gallina (Sigma)
en PBS como estandar. Los resultados presentados como lisozima/ml.

7.2.2.4.1.2. Complemento

La prueba ACP se realizé como la describe Sunyer & Tort (Sunyer et a.l 1995)
para la dorada Sparus aurata, utilizando sangre de conejo. La lisis de los
eritrocitos de conejo causada por el suero del pez se mide como la diluciéon de
suero que causa el 50% de la lisis sangre del conejo denominada titulacion
ACHS5O0 y los valores se representan como unidades ACH/ml.

7.2.2.5. Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) para evaluar la evolucion de las dietas y la manera en que se vieron
afectados los parametros inmunes. Se efectu6 un ANOVA con factor anidado,
siendo la dieta un factor anidado dentro del tanque. Se considero
estadisticamente significativa cuando p< 0,05 indicandose en las figuras con un
asterisco (*). Los valores n=4 fueron representados como la media * el error
estandar de la media (Mean + S.E.M.); cuando el ANOVA resulto significativo se
realizé un analisis adicional para conocer los grupos en que aparecian diferencias
significativas con un Post-hoc prueba de Scheffé.
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7.2.3. Resultados

La mortalidad fue despreciable durante el periodo experimental. Los parametros
inmunes mostraron que la actividad de la lisozima muestra cierta tendencia a
aumentar a medida que aumentaba el porcentaje del CLA, observandose un
mayor incremento en la dieta experimental CLA 1% y encontrandose diferencias
significativas.
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Figura 1. Actividad lisozimica (en K wunidades/ml) segin las dietas control o
suplementadas con diferentes porcentajes CLA. El ANOVA muestra una diferencia
significativa (***) p<0,001. Media * error estandar n=15. Posthoc Scheffé con una
diferencia (*) p<0,05.

El complemento mostré6 una actividad muy parecida a la lisozima es decir,
incrementandose a medida que aumentaba el porcentaje del CLA en las dietas; a
pesar de esto no se encontraron diferencias significativas, presentando el mejor
valor de ACHSO0 los peces alimentados con la dieta suplementada con CLA al 2%.
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Figura 2. Actividad del complemento por la via alternativa, (en unidades ACHS50/ml)
comparando la dieta control y las suplementadas con diferentes porcentajes de CLA. E1 ANOVA
no muestra una diferencia significativa. Media * error estandar n=15.
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7.3. Experimento 5

EFECTOS DE LA SUSTITUCION TOTAL DE ACEITE DE PESCADO POR
ACEITES VEGETALES EN LA DIETA DE DORADAS JUVENILES Sparus
aurata

7.3.1. Objetivo

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la sustitucion total del
aceite de pescado dietético por diferentes aceites vegetales o una mezcla de ellos
sobre algunos parametros inmunes (lisozima, complemento y bacteriolisis) de
juveniles de dorada Sparus aurata.

Esta investigacién se realizé gracias a la colaboraciéon de los grupos de
investigacion de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB), Departamento de
Biologia celular, Fisiologia e Inmunologia y del Instituto Canario de Ciencias
Marinas (ICCM), Grupo de Investigacion en Acuicultura (GIA). El mantenimiento de
los peces y el muestreo se realizaron en las instalaciones del ICCM; los andlisis de
las muestras de los parametros inmunes se realizaron en la UAB.

Los resultados que se exponen en este capitulo son parte de un estudio publicado
en 2008 con referencia: Montero et al., (2008) Total substitution of fish oil by
vegetable oils in gilthead sea bream (Sparus aurata) diets: effects on hepatic Mx
expression and some immune parameters. Fish & Shellfish Inmunol. 24, 147-155 y
pertenecen al proyecto AGL2004-08151-CO3-02

7.3.2. Materiales y métodos
7.3.2.1 Dietas

Las 4 dietas isonitrogenas e isoenergéticas semicomerciales contenian proteinas
al 45% y lipidos al 22%. Las dietas con sustitucion de aceite de pescado fueron
las siguientes: Dieta numero 2 (D2:100 LO), sustitucion completa del aceite de
pescado (FO) por aceite de linaza (LO). Dieta numero 3 (D3:100 SO) sustituciéon
completa del aceite de pescado (FO) por aceite de soja. Dieta 4: mezcla de los
aceites anteriores (LO — SO) (D4:50 LO/50 SO). La dieta 1, que contiene FO al
100% es utilizada como dieta control (D1: 100 FO).

7.3.2.2. Animales experimentales

700 peces doradas juveniles Sparus aurata de una poblacion aparentemente
libre de de enfermedades de la granja (ADSA S.A. San Bartolomé de Tirajana,
Islas Canarias, Espafa, arribaron al Instituto Canario de Ciencia Marina (ICCM)
el primero de junio del 2005. Los peces fueron mantenidos en el tanque y
alimentados durante 3 semanas con una dieta extrusionada comercial p (21,8 -
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22.4°C) hasta que fueron adaptadas a las condiciones ambientales (3Kg/m?2 de
densidad media).

7.3.2.3. Diseno experimental

Después 600 doradas juveniles fueron distribuidas aleatoriamente en 12 tanques
cilindricos coénicos de fibra de vidrio con 5001 de capacidad, a una densidad
media de 3 Kg/m3 (50 peces por tanque). El peso inicial promedio fue de 40g. Los
tanques se mantuvieron a la temperatura de 21.8 — 22.4 °C y fotoperiodo (12h luz
dia/12h luz noche). El Oxigeno disuelto fue mantenido a 5.5 — 7.2 ppm. Los
peces fueron manualmente alimentados hasta su aparente saciedad con una de
las dietas experimentales por 6 meses (3 veces al dia, 6 dias a la semana). Cada
dieta fue ensayada por triplicado.

Las muestras de sangre para recoger el plasma y el suero fueron tomadas de 30
peces de cada dieta al finalizar el experimento para determinar la actividad
lisozimica y del complemento ACP.
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600 doradas juveniles en 12 tanques de 500l. Cada tanque con 50 peces. Se
ensayaron las 4 dietas por triplicado.

7.3.2.4. Analisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) para evaluar la evolucion de las dietas y la manera en que afectan los
parametros inmunes analizados. Se realiz6 una ANOVA con factor anidado,
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siendo la dieta un factor anidado dentro del tanque. Se considero
estadisticamente significativa cuando p< 0,05, indicandose en las figuras con un
asterisco (*), p<0,01 (**) p<0,001 (***). Los valores (n=6) fueron representados
como la media * el error estandar de la media (Mean = S.E.M.). Cuando el ANOVA
resulto significativo se realizé un analisis adicional para conocer los grupos en
que aparecian significaciones con un Post-hoc prueba de Scheffé.

7.3.3. Resultados

No se registro mortalidad durante la alimentacion experimental. La actividad de
la lisozima no mostro efecto segin el tipo de aceite utilizado en la dieta, no
encontrandose diferencias significativas entre las dietas basadas en aceites
vegetales y la dieta control.
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Figura 1. Actividad lisozimica (en K wunidades/ml) segin las dietas control o
suplementadas con diferentes porcentajes de aceites vegetales. El ANOVA no muestra
diferencia significativa p<0,05 (*). Media + SD n=30.

La actividad del complemento mostré6 cambios cuando se compararon las
diferentes dietas, encontrandose diferencias significativas en todos los grupos
alimentados con las dietas suplementadas con aceites vegetales cuando se
compararon con el control, basado en aceite de pescado.
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Figura 2. Actividad del complemento por la via alternativa, (en unidades ACHS50/ml)
comparando las dietas control y las suplementadas con diferentes porcentajes de aceites
vegetales. E1l ANOVA mostré diferencias significativas p<0,001 (*). Media + SD n=30. En el
Posthoc Scheffé se encontraron diferencias significativas donde p<0,05 *).
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Respecto a la actividad bacteriolitica no se encontraron diferencias significativas
(p<0,01) cuando se compararon las tres dietas sustitutivas con la dieta control
D1.

Absorbancia
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Figura 3. Actividad de la bacteriolisis (en absorbancia) comparando las dietas control y
las suplementadas con diferentes porcentajes de aceites vegetales. E1 ANOVA no mostr6
diferencias significativa P<0,001(***). Media + SD n=30. En el Posthoc Scheffé tampoco se
encontraron diferencias significativas, p<0,05 (*).

7.4. Discusion

Histéricamente se ha utilizado el aceite de pescado (FO) como fuente de
alimentacion en la acuicultura marina. El acelerado descenso de la produccion
del aceite de pescado ha llevado a la busqueda de fuentes alternativas de los
aceites vegetales (VO) por su abundacia en la naturaleza y por su bajo costo. Los
esfuerzos hacia la sustitucion del aceite de pescado se ha promovido desde hace
mas de dos décadas, y existe gran cantidad de literatura sobre la sustitucion
parcial de aceite de pescado por ingredietes de origen vegetal en distintas especies
como S. aurata (Fountoulaki, et al. 2009a; Fountoulaki, et al. 2009b; Montero, et
al. 2008) tilapia hibrida Oreochromis niloticus x O. aureus (Bahurmiz, et al. 2007)
o salmoén S. salar (Torstensen, et al. 2000). Se ha demostrado en salmoénidos
como la trucha arco iris O. mykiss, la trucha comun Salmo truttay el salmoén del
Atlantico Salmo salar, que es posible sustituir el aceite de pescado por uno solo o
una mezcla de aceites vegetales, sin afectar el crecimiento o la eficiencia de los
piensos (Sargent, et al. 2002; Bell, et al. 2003; Richard, et al. 20006).

Estudios en modelos animales mostraron que la composicion de los FAs de la
dieta altera los acidos grasos de las células inmunes, siendo posible enriquecer
las células inmunes con una dieta que contenga los acidos grasos deseados en
mayor concentracion (AA, EPA DHA) (Calder, et al. 2008). La sustitucion de los
FO por los VO puede producir variaciones en el perfil de los acidos grasos de los
globulos rojos pudiendo verse alteradas las propiedades de la membrana, y la
resistencia osmoética (Mourente, et al. 2005). También se ve afectado el trafico a
través de la membrana, lo que sugiere que la alimentacion con aceites de origen
vegetal podria causar reducciones significativas en los parametros inmunolégicos
no especificos tales como el valor hematocrito, el recuento de los globulos blancos
y rojos, y el estallido respiratorio de los macrofagos (Bell, et al. 2003; Mourente, et
al. 2005).
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Las sustituciones parciales o totales por aceites vegetales, se asocian con la
modificacion de los genes implicados en la biosintesis del colesterol (Leaver, et al
2008) y de los acidos grasos (Jordal, et al. 2005), encontrandose en los peces
alimentados con la dieta 100% vegetal, niveles mas altos de la expresion génica
en las enzimas involucradas en la biosintesis del colesterol y del proceso de
desaturacion de FAs. Ello sugiere una alteracion de la ruta de la biosintesis de los
lipidos en el higado, por ser el centro del metabolismo intermediario y de la
utilizacion de los nutrientes (Panserat, et al. 2009). Esto explicaria la mala
adaptacion metabdlica de los peces y la menor eficiencia de la alimentacion de los
piensos vegetales. Otra posible causa, es la presencia de factores anti-
nutricionales que existen en las plantas utilizadas (Dupont-Nivet, et al. 2009).

Otras investigaciones sugieren que el epitelio intestinal puede ser alterado para
fomentar el transporte de los lipidos especificos de la dieta. Debido a la rapida
rotacion de componentes de la membrana intestinal los FAs, son altamente
influenciados por los cambios en la dieta (Geurden, et al. 2009). De ahi, la
importancia de poder modular el transporte intestinal por medio de la
manipulacion de los FAs en la dieta. En los mamiferos o las aves tales cambios
han sido demostrados, modificandose la funciéon intestinal y las propiedades de
absorcion de una gran variedad de transportadores pasivos y activos de los
nutrientes como la glucosa, la fructosa, el colesterol, los aminoacidos (Tranchant,
et al. 1998; Geurden, et al. 2009)y los acidos grasos (Tranchant, et al. 1998).

En los peces, s6lo hay informacion limitada acerca de la manera como la ingesta
de los FAs afecta la absorcion intestinal (Caballero, et al. 2006). A pesar de que
los ensayos con diferentes dietas de sustitucion son superiores a las 4 semanas,
se observan efectos en las membranas de los enterocitos, alteraciones del
metabolismo de los lipidos y en la composicién de los tejidos en el salmén del
Atlantico Salmo salar (Torstensen, et al. 2000; Menoyo, et al. 2003) y en la trucha
arco iris O.mykiss (Caballero, et al. 2002). Los indices de digestibilidad de los
SFAs se ven afectados también negativamente por los niveles de ®-3 FAs de las
dietas. Ademas, influyen en la formacion de las micelas en la luz intestinal, y por
tanto reducen la absorcién de los FAs en la zona apical de los enterocitos
(Menoyo, et al. 2003) alterando la fluidez, el funcionamiento de la membrana y la
union a las enzimas y las proteinas con los FAs (Geurden, et al. 2009).

La suplementacion de las dietas con determinados aceites vegetales puede influir
de forma negativa en el sistema inmunologico en los peces, observandose
alteraciones en las membranas celulares en algunas especies como la trucha arco
iris O.mykiss (Kiron, et al. 1995), la dorada S.aurata (Montero, et al. 2003), el gato
de rio Ictalurus punctatus (Francalossi, et al. 1994), el salmoén atlantico S. Salar
(Jordal, et al. 2005) y la lubina D. labrax (Mourente, et al. 2005; Farndale, et al.
1999), a pesar que los mecanismos implicados en tales efectos no son del todo
conocidos (Montero, et al. 2008).

En el presente estudio se observa que las dietas que incluyen aceites vegetales
afectan algunos parametros inmunes en la dorada Sparus aurata. No se aprecian
cambios de la actividad de la lisozima entre los peces alimentados con la dieta
basada en aceite de pescado y los alimentados con las dietas basadas en aceites
vegetales, incluida la mezcla LO-SO. En la actividad del complemento por la via
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alternativa (ACP) si se muestran cambios significativos para todas las dietas
basadas en aceites vegetales. En cuanto a la accion bacteriolitica se muestra una
disminucion de la actividad general; no obstante, las dietas LO y SO manifiestan
una actividad similar. En la dorada Sparus aurata varios estudios han
demostrado que la sustitucion total del FO por el VO por un tnico aceite o la
mezcla de ellos, reduce el crecimiento en la dorada Sparus aurata (Izquierdo, et
al. 2003; Izquierdo, et al. 2005; Montero, et al. 2003) y en otras especies marinas
como la lubina D. labrax (Montero, et al. 2005; Mourente, et al. 2005). Otras
especies como el besugo Pagellus bogaraveo y el sargo picudo Diplodus puntazzo
(Hernandez, et al. 2005) no se ven afectados por la sustitucion total del aceite de
pescado, ya que la cantidad de aceite suministrado en las dietas de estos estudios
es muy pequena y practicamente todo el aceite esta incluido en la harina. No
obstante, también puede haber diferencias relacionadas con las necesidades
dietéticas de los EFAs de cada especie, las fuentes y los contenidos de lipidos de
los FAs. A pesar de estos resultados, es importante continuar con el estudio de
las consecuencias de estas sustituciones totales en la salud de las especies
marinas. Se conocen algunos efectos negativos de la sustitucion total de FO por
aceites vegetales en la dorada Sparus aurata (Montero, et al. 2003; Caballero, et
al. 2004) y se sugiere que el aceite vegetal contenido en las dietas puede afectar
la barrera intestinal incrementando su permeabilidad (Montero, et al. 2008).

Como ya se ha descrito anteriormente, los efectos de las sustituciones de los FAs
afectan también el sistema inmune e intervienen en la composiciéon de las
membranas celulares, alterando la produccion de los EFAs (DHA, AA, EPA)
(Ganga, et al. 2005). La actividad de los eicosanoides afecta también los
mecanismos de transduccion de senales de expresion génica (Montero, et al
2008).

En este estudio, se observan diferencias significativas entre las dietas control y
las suplementadas con CLA, mejorandose las actividades de la lisozima y
encontrandose una tendencia a mejora del complemento con el aumento en la
concentracion del CLA, sobretodo en el CLA de mayor porcentaje. Una posible
explicacion para esta correlacion podria fundamentarse en la capacidad del CLA
para mejorar la respuesta celular inmune. Se conoce que la modulacién del
sistema inmune por los FAs puede ocurrir a través de la regulacion del
metabolismo del AA y la producciéon de eicosanoides (Calder, et al. 1995; Tricon,
et al. 2004; Tricon, et al. 2006). Numerosos datos en diferentes modelos animales
y en los humanos, muestran que la administracion de suplementos dietéticos
ricos en CLA aumenta la eficiencia de las funciones efectoras antigeno-
especificas de las respuestas humoral y celular, a los antigenos bacterianos y
virales (Bassaganya-Riera, et al. 2003; Nunes, et al. 2008; Diez, et al. 2007b).

Por otra parte, las dietas suplementadas con CLA al 0,5%, 1% y el 2% en esta
investigacion no muestran efectos sobre la composicion corporal de las doradas
(Makol, et al. 2009). Similares resultados se describen en el salmén atlantico
Salmo salar (Berge, et al. 2004; Kennedy, et al. 2005), en la tilapia del Nilo
Oreochromis niloticus (Yasmin, et al 2004), en el bacalao Gadus morhua
(Kennedy, et al. 2007b), en la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Kennedy, et
al. 2007a), en la perca amarilla Perca flavescens (Twibell, et al. 2001) y en la
lubina estriada hibrida Morone saxatilis (Twibell, et al. 2000). En otros trabajos
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se observa también, que los peces alimentados con CLA al 1% muestran una
disminucién del crecimiento, si bien se mejora la eficiencia alimentaria (Choi, et
al. 2000). En la lubina se ha visto que el CLA 1% aumenta la actividad plasmatica
de la lisozima y se correlaciona positivamente con la actividad del complemento
que podria estar involucrada en una mejor respuesta de las defensas ante las
bacterias (Makol, et al. 2009).

Diferentes trabajos publicados revelan una reduccion en el peso y en la eficiencia
alimentaria en la tilapia del Nilo Oreochromis niloticus y en la carpa comun
Cyprinus carpio; pero soOlo en los peces alimentados con un mayor contenido de
CLA (> 2%). Por el contrario Valente (Valente, et al. 2007) reporta en su estudio
que la lubina Dicentrarchus labrax, no se ve afectada en su crecimiento ni en la
eficiencia alimentaria por la incorporaciéon CLA. Otros trabajos muestran que la
inclusion de los CLAs al 2% en las dietas de la lubina reducen el almacenamiento
de grasa en la cavidad perivisceral. Ademas, el CLA aumenta la calidad del filete
debido al aumento de ®w-3 HUFAs y a la reduccion de los SFAs en el musculo
contribuyendo, a la produccion de un alimento mas funcional (Makol, et al.
2009).

Otras investigaciones en la dorada S. aurata encuentran que los CLA
promocionan la reducciéon del tejido adiposo, afectando de manera ligeramente
negativa el crecimiento y reduciendo la biosintesis de HUFAs lo cual revela que la
inclusiéon de CLA en las dieta acuicolas seria de poco beneficio (Diez, et al
2007Db).

7.5. Conclusion

Los resultados de este estudio muestran la influencia de los FAs de la dieta en los
parametros inmunes. En los peces marinos el efecto de las dietas de sustitucion
con aceites vegetales modulan el sistema inmune y sus células. Se puede concluir
de los resultados presentes que se producen alteraciones de los parametros
inmunes con las sustituciones de aceites vegetales en las mezcla al S0LO/50SO,
al 100 % de aceite de linaza-LO, al aceite de so0ja-SO y por ello seria
recomendable que este tipo de sustitucion sea no completa. Ademas, el CLA
puede ser utilizado como un eficiente suplemento nutritivo para adicionar a las
dietas de los peces con el objeto de mejorar la funcién inmunolégica. Estos
resultados son similares a los reportados en otras investigaciones y resultan
interesantes en la produccién acuicola para que se obtengan ventajas para el
consumo humano. Por esta razén, se hacen necesarios nuevos estudios que
permitan comprender los mecanismos que intervienen en la modulacion del
sistema inmune en los peces marinos y como pueden influir las condiciones en
las cuales se mantienen los peces en acuicultura. Adicionalmente, los estudios
hechos hasta ahora son insuficientes y adolecen de informacion relevante como
las dosis y el tiempo de tratamiento adecuados, y ademas tienen que ser
realizados para cada una de las especies en cuestion. Con estas informaciones se
podran desarrollar piensos de nueva generacion, mas sostenibles desde el punto
de vista de las materias primas, eficaces en cuanto al crecimiento y salud de los
peces y saludables desde el punto de vista de la ingesta por los humanos.
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8. CAPITULO 4: DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
8.1. Discusion general

En los cultivos intensivos intervienen diversos factores ambientales estresantes
que influencian la salud de los peces. Los efectos de estos factores ambientales
sobre la respuesta inmunitaria de la especie cultivada y su resistencia frente a
patogenos han sido estudiados por diversos autores (Fries, et al. 1986; Mazon, et
al. 2004; Maule, et al. 2005). Estudios anteriores, probaron que la resistencia a
las enfermedades en especies de aguas frias se correlacionan con los parametros
inmunes no-especificos, tales como actividad de la lisozima, del complemento, la
actividad bactericida, hemolitica, la explosion respiratoria y la actividad
fagocitica, indicando la capacidad de respuesta de estos mecanismos para dar
una primera respuesta a patéogenos y propiciando una respuesta inmune
especifica posterior (Reed, et al. 1990; Reed, et al. 2002; Roed, et al. 1993;
Marsden, et al. 1996; Sarder, et al. 2001). Los bajos niveles en los parametros
inmunes afectan a los peces haciendolos mas susceptibles a las infecciones y
reducen la supervivencia (Sahoo, et al. 2004). Los trabajos en genética han
adquirido un interés especial en la determinacién los factores intrinsecos de la
resistencia que protege a los peces de diversas enfermedades. Se ha demostrado
que hay una fuerte base genética en la base de la respuesta innata y/o
mecanismos bioquimicos que confieren resistencia a los parasitos (Sahoo, et al.
2008).

Se conoce poco acerca de las senales de las células inmunes hacia el sistema
neuroendocrino en los peces. En este sentido, recientemente se ha prestado
especial atencion al potencial de las citocinas para la reciproca comunicacion
entre el sistema neuro-endocrino y el sistema inmune en los peces (Engelsma, et
al. 2002). Recientes investigaciones sugieren, que el factor liberador de la
corticotropina (CRH) juega un papel clave en la regulaciéon e integracion de los
sistemas neuroendocrino, inmune y del comportamiento como respuesta a
agentes estresantes (Crespi et al. 2004; Lovejoy, et al. 2006; Heinrichs, et al
2004; Peppels, et al. 2004) No obstante, se requiere un conocimiento mas
detallado de 1la funcion de cada una de las citocinas que participan en este
proceso. Nuevos avances en reproduccion, plantean que la regulacion integrada
de los sistemas neuroendocrinos no actian solos. Se han descubierto otras
hormonas con potenciales funciones fisiologicas sobre las gonadas de los peces
(Reinecke, et al. 2010; Bram, et al. 2006)

Diversas enzimas liticas, que se encuentran en los tejidos y fluidos corporales de
los peces actuando de forma individual o en cascada, son importantes elementos
de defensa especialmente contra las bacterias. Algunas de ellas se utilizan como
parametros inmunes: lisozima, la via litica del sistema del complemento y otras
enzimas bacterioliticas y hemoliticas. La lisozima es un parametro importante en
la defensa inmune de invertebrados y vertebrados, es bactericida, actua
hidrolizando los [-glucosidos y peptidoglicanos unidos a la pared celular
bacteriana y esta principalmente relacionada con la defensa contra las bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Ellis, et al. 2001). Funciona también como
opsonina y activa el sistema del complemento y los fagocitos (Cuesta, et al
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2002; Hernandez, et al. 2003). Muchas especies muestran buena actividad
lisozima en sus tejidos y fluidos corporales (Grinde, et al 1988; Lie, et al. 1989).
Por el contraio otras especies marinas como el bacalao Gadus morhua y el robalo
Melanogrammus aeglefinus, muestran menos actividad lisozimica en sus tejidos o
fluidos corporales. En general hay una gran diversidad en el nivel de respuesta
de la lisozima dependiendo de la especie y el fluido corporal (Saurabh, et al
2008). Otras lisinas naturales en el suero de los peces comunmente detectada por
sus espontaneos efectos hemoliticos en los eritrocitos son usualmente, pero no
siempre atribuidas a la activacion de la via alternativa del sistema del
complemento (Kilpi, et al. 2009).

La modulacion del sistema inmune inducida por los FAs depende de varios
factores biolégicos y metodolégicos, tales como el tipo y la concentracion de los
FAs, tipos de células, las especies de animales de experimentacion, el suero
utilizado en los cultivos in vivo o in vitro, etc. (Calder, et al. 1998). Los
mecanismos que participan en la modulacion del sistema inmune por la adiciéon
de los acidos grasos en las dietas son poco conocidos y se sabe poco acerca del
papel de los acidos grasos en la expresion de genes implicados en estos procesos.
De hecho, la manipulacion en la dieta de la proporcion de w-6/w-3 se ha
demostrado que afecta la resistencia contra agentes patogenos en varias especies
(Caballero, et al. 2002; Caballero, et al. 2004; Menoyo, et al. 2004; Stubhaug, et
al. 2006; Thompson, et al. 1999; Erdal, et al. 1991; Caballero, et al. 2006;
Hernandez, et al. 2007) y en diferentes parametros inmunes tales como la
actividad de la via alternativa del complemento, la actividad fagocitaria de los
macrofagos del rinén anterior (Montero, et al. 2003). Ademas, son determinados
por la composicion de los FAs de las células inmunitarias (Montero, et al. 2003;
Farndale, et al 1999; Montero, et al. 2004) y afectan a la produccion de
eicosanoides (Bell, et al. 2003; Ganga, et al. 2005; Mourente, et al. 2005). Sin
embargo, poco se sabe sobre el efecto de la dieta de FAs en otros procesos, como
los relacionados con la infeccién viral (Montero, et al. 2008).

El suministro de lipidos, ante el previsible aumento del coste del aceite de
pescado, requiere de la utilizacion de fuentes alternativas, principalmente
vegetales por su alta disponibilidad (Jover, et al. 2007). Es decir, la fuente
alternativa de lipidos sostenible y autorizada por las autoridades sanitarias para
ser utilizada como sustituto del aceite de pescado en la dieta de peces marinos,
son los aceites vegetales ricos en PUFAs C18 pero éstos carecen de los EFAs
necesarios para los peces marinos (Montero, et al. 2008). La cantidad de aceites
vegetales incluidos en las dietas para peces marinos esta limitada por la cantidad
de aceite de pescado incorporado para hacer frente a la exigencia de EFAs para
las especies estudiadas y la cantidad total de grasa de la dieta. Las deficiencias
dietéticas de EFAs pueden afectar la salud de los peces por la alteracion de
algunos parametros inmunes (Kiron, et al. 1995; Montero, et al. 2004) y la
disminucion de la resistencia a patogenos (Sheldon, et al 1991).

Las dietas experimentales suplementadas con inmunoestimuladuladores como
los probidticos aumentan la actividad del complemento, cuando se comparan con
el grupo control (Diaz-Rosales, et al. 2006); en los trabajos en los que se
encuentran cambios significativos, se concluye que los valores mas elevados se
alcanzan al final del experimento de acuerdo con los resultados encontrados por
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Panigrahi (Panigrahi, et al. 2004). La mayoria de parametros inmunes innatos
evaluados tuvieron los valores mas altos la tercera semana, por lo que no serian
necesarios periodos experimentales mas largos (Salinas, et al. 2005).

Existen numerosos trabajos en este sentido, pero seria necesario evaluar, ademas
del crecimiento y eficiencia nutritiva, los aspectos econdémicos estimando el
optimo nivel econoémico de inclusion y determinar si ello seria suficiente o haria
falta una alimentacion de finalizacion. En este sentido la realimentaciéon final con
un pienso rico en harina de pescado podria ser interesante (Cuesta, et al. 2007).

Las investigaciones sobre las dietas suplementadas con diversas combinaciones
de vitaminas, sustancias inmunomoduladoras e inmunoestimuladora intentan
mejorar la respuesta del sistema inmune, mejorando la salud y la calidad de los
peces.

8.2. Conclusiones generales

1. Los parametros inmunes no-especificos resultan ser herramientas muy
utiles para el estudio de los factores de estrés agudo mas comunes en
los animales de cultivo.

2. Se observa una diferencia significativa entre los peces estresados por
manejo o infeccion y los peces control, aunque los efectos de
manipulacion son importantes en ambos grupos.

3. En nuestro experimento los grupos de peces alimentados con una dieta
inmunoestimuladora (Manano oligosacaridos, f5-glucanos) muestran
pocas diferencias significativas. Sin embargo en alguno de los
parametros inmunes, se observa cierta tendencia a incrementar Isu
actividad sobre todo con las dietas suplementadas con los porcentajes
mayores.

4. A diferencia de las multiples bilbiografias que manifiestan el
mejoramiento y optimizacion de los piensos mediante dietas
suplementadas con productos inmuno moduladores e inmuno
estimuladores, en nuestro estudio los resultados han sido muy
discretos.
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9. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Los trabajos realizados con las dietas experimentales y los resultados obtenidos
en relacion a la respuesta inmunitaria y de estrés sugieren los siguientes campos
de futuro:

e Sistema inmune en peces: posibles lineas de estudio

En relacion a la funcion del sistema inmune: las enfermedades y la dieta
constituyen dos de los mayores limitantes en el desarrollo de la industria acuicola
afectando la produccién y comercializacion e incrementando la vulnerabilidad del
sector; a pesar de que la mayoria de enfermedades bacterianas y virales no se
consideran peligrosas para la salud y el consumo humano, si influyen
negativamente en la produccién y también la venta y en la confianza de los
consumidores (APROMAR, et al. 2007)

Se considera que las pentraxinas juegan un importante papel en la funcion
inmune demostrandose que pueden iniciar la clasica cascada del complemento
(Cook, et al. 2003). La CRP cumple un rol clave en la defensa innata del huésped
especialmente en vertebrados inferiores, esta evolutivamente conservada en
vertebrados e invertebrados con un rango amplio de propiedades. La union CRP-
CPS o APS puede activar el sistema del complemento y suprimir el crecimiento
bacteriano en trucha arco iris (Nakanishi, et al. 1991).

Existen evidencias de que algunas dietas mejoran la resistencia de algunos
animales a ciertas condiciones de estrés. Tales dietas son enriquecidas con
vitaminas como la C y E, inositol, acidos grasos insaturados y fosfolipidos (Tort,
et al. 2005; Montero, et al. 1998; Ortuno, et al. 1999; Ortufio, et al. 2001;
Montero, et al. 1999). Una de las estrategias con mayor potencial es el
enriquecimiento de las dietas con productos inmunoestimulantes o
inmunomoduladores, tales como los probidticos, levaduras de diversos hongos,
etc. La potenciacion de la respuesta inmune adaptativa mediante
inmunoestimulantes es también considerada como una prometedora via
complementaria a la vacunacion y la cria selectiva, que siguen siendo las
estrategias clave para la prevencion de enfermedades en los peces de acuicultura
(Djordjevic, et al. 2009). Todo ello enmarcado en las estrictas normas existentes
para la utilizacion de antibi6ticos, vacunas vivas etc. En consecuencia, se hacen
necesarios estudios para conocer el verdadero alcance fisiologico de estas
substituciones en la alimentacion de los peces afectando lo menos posible su
salud y, por lo tanto, su rendimiento comercial.

e Estudio del estrés: nuevos indicadores inmunitarios
En el campo de la investigaciéon sobre nuevos indicadores inmunitarios del estrés,
parece que un parametro interesante podria ser el numero y la distribucién de los

globulos blancos. Sin embargo, no hay suficientes estudios que muestren un
panorama completo de estos parametros por ejemplo, el numero de células
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(leucocitos o linfocitos) en la sangre y en los o6rganos linfoides (bazo, rinén
anterior y timo) (Tort, et al. 2005).

Por otro lado, mediante métodos gendomicos y protedémicos, se espera que se
detecten procesos inmunes, tales como los mecanismos siguientes a la infeccion
o durante el desarrollo embrionario y larvario, y que esto conduzca a un avance
considerable en el campo de la inmunologia de los peces (Magnadottir, et al
2006). En este sentido el pez cebra Danio rerio surge como un poderoso y
ventajoso modelo en el estudio del desarrollo de la inmunidad, entre otras cosas
por su tamano, alta fecundidad y transparencia 6ptica de sus embriones (Mulero,
et al. 2007)

En esta linea de investigacion, las pruebas experimentales de exposicion a
patogenos son siempre herramientas utiles para determinar la eficiencia del
sistema inmune bajo condiciones de estudio requeridas. Las pruebas de
resistencia a enfermedades con algiin patégeno especifico u oportunista, indican
la capacidad del sistema inmune de vencer los cambios (Tort, et al. 2005) y por
tanto, constituyen un buen modelo para el estudio del estrés.

Existen discrepancias en cuanto al efecto de ciertos factores estresantes sobre
algunos factores fisiologicos, que pueden ser debidas por ejemplo al tiempo
transcurrido desde la iniciacion del efecto del estresante y la dinamica del
mecanismo inmune particular (Tort, et al 1998). Parece, pues, conveniente
realizar estudios que tuvieran es cuentan mas sistematicamente la evolucion del
efecto del estresante en funcion del tiempo.

El uso de marcadores moléculares pueden ser interesante para revelar los
posibles mecanismos de expresion génica que estan involucrados en el
crecimiento de los peces alimentados con productos 100% vegetales (Panserat, et
al. 2009).

e Interrelacion entre sistemas: nervioso, endocrino e inmune

En los peces al igual que en los mamiferos se ha visto una interrelacion entre los
tres sistemas: nervioso, endocrino e inmune. Por ejemplo, se conoce poco acerca
de las senales de las células inmunes hacia el sistema neuroendocrino en peces.
En este sentido, parece que deberia ponerse especial atenciéon en el potencial de
las citocinas para la reciproca comunicacion entre el sistema neuro-endocrino y
el sistema inmune en los peces (Engelsma, et al. 2002). Se sabe muy poco sobre
las interacciones reproductiva-inmune en los vertebrados no mamiferos (Bram, et
al. 2006 ). En los peces, se han determinado interacciones entre el eje HPG y los
los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) (Reinecke, et al. 2010). El
desconocimiento de informacion genética tales como marcadores de superficie
celular, proteinas recombinantes ha obstaculizado su utilizacion experimental
(Bram, et al. 2006).

Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS), también denominados endotoxinas, son
considerados como un importante factor inmunogénico, en algunos casos son
los desencadenantes de los efectos letales y manifestaciones clinicas de
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enfermedades en los seres humanos y animales; a pesar de que se ha estudiado
su toxicidad en diferentes peces, también ejerce efectos neuro-inmunolégicos,
patologicos, fisiologicos, inmuno-endocrinologicos en varias especies de peces.
Los efectos inmunoestimulantes de la endotoxina activarian diversos parametros
inmunitarios como los linfocitos T y B, los macréfagos y el sistema del
complemento en los teleésteos. La investigacion sobre las endotoxinas (LPS) es de
suma importancia en la alimentacion humana y animal debido a sus multiples
efectos biologicos (Swain, et al. 2008).

e Interés econdmico del estudio del estrés

Por lo que respecta al punto de vista del interés economico del estudio del estrés
en peces, resulta obvio por cuanto en la piscicultura es fundamental la correcta
adaptacion del animal a las condiciones de cultivo (Davis, et al. 2002). Cuanto
mejor es la adaptacion (es decir, menor estrés soportado), tanto mejor seran las
posibilidades del mantenimiento en cautividad, el crecimiento y la reproducciéon
de la especie, y en consecuencia, la productividad comercial y la rentabilidad de
estas explotaciones. Finalmente, las condiciones de cultivo deben evitar o
minimizar las situaciones de estrés; en los procesos de produccion de las
especies acuicolas (Weyts, et al. 1999; Van Weerd, et al. 1998).

El futuro de la acuicultura requiere para su desarrollo y sostenibilidad una
evaluacion adecuada de los planes y estrategias globales de los cultivos y esta
determinado por los avances en el campo tecnologico: El mundo de la alta
tecnologia determina también el futuro de la acuicultura: viveros esféricos,
sistemas hidraulicos sumergibles, fondeadero de punto Unico o de puntos
multiples, transporte aéreo de los alevines, plataforma inteligente de
alimentacion, vigilancia y control a través de camaras submarinas, etc.
(APROMAR, et al. 2007); todo ello encaminado al nuevo reto de la industria que es
el cultivo en mar abierto y en el cual los estudios sobre la influencia del estrés en
estas nuevas condiciones se hace necesario.
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