Efecto de los Lipidos Dietéticos en la Salud y Resistencia al Estrés
en Peces.

Montero, D. ! & Izquierdo. M.S. 2

1. Instituto Canario de Ciencias Marinas, Gobierno de Canarias. P.O. Box 56.
35200. Telde, Las Palmas. Islas Canarias. Espafia.
2. Departamento de Biologia. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Campus
Universitario de Tafira. 35017. Las Palmas de Gran Canaria.
Islas Canarias. Espafia.

Todas las especies de vertebrados tienen requerimientos de ciertos &acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) que son suministrados por los lipidos en la dieta. Si aparece una
deficiencia, el animal sufre una reduccion en el crecimiento, alteraciones en la reproduccion y
patologias diversas. Estos acidos grasos son los denominados &cidos grasos esenciales
(AGESs). Este término incluye acidos grasos de la serie n-6, derivados del &cido linoleico (18:
2n-6), y de la serie n-3, derivados del 4cido linolénico (18:3n-3).

Los requerimientos de acidos grasos esenciales de la serie n-3 en peces de agua salada so6lo
pueden ser cubiertos por el &cido eicosapentaenoico (EPA), 20:5n-3, y el acido
docosahexaenoico (DHA), 22: 6n-3. Estos &cidos grasos estan incluidos dentro de los
conocidos como n-3 HUFA. Los requerimientos de AGEs de la serie n-3 en peces de agua
dulce quedan cubiertos con el 18:3n-3, ya que estos peces generalmente pueden convertir el
acido linolénico en EPA y DHA, mientras que los peces de agua salada no tienen esta
capacidad, o estd muy reducida, siendo insuficiente para cubrir las necesidades fisiologicas de
dichos acidos grasos (Sargent y col., 1995).

Los acidos grasos son componentes de los fosfoacilglicéridos, componente lipidico mayoritario
de las biomembranas. La composicion de &cidos grasos de los fosfolipidos depende de la
especie y, dentro de una misma especie, del tejido concreto (Sargent y col., 1989). Los n-3
HUFA predominan en el tejido nervioso, organos reproductores y retina (Gurr y Harwood,
1991).

La fluidez de la membrana y el grado de insaturacion de los acidos grasos estan relacionados,
de forma que un aumento en la insaturacién implica un aumento en la fluidez de la membrana.
La fluidez de membrana esta directamente implicada en la adaptacion homeoviscosa, proceso
mediante el cual los animales poiquilotermos se adaptan a los cambios de temperatura.

Los &cidos grasos desempefian un papel estructural en la membrana de manera que las
deficiencias de AGE producen fragilidad de membranas celulares. Por otro lado, determinados
procesos se ven afectados por la deficiencia de AGE, como la b-oxidacion y la fosforilacion
oxidativa (Gurr y Harwood, 1991).

Los &cidos grasos de las series n-3 y n-6 son precursores de eicosanoides, que son sus
derivados oxigenados y que no se acumulan, sino que deben ser sintetizados de novo
inmediatamente después de la activacion celular. Los eicosanoides juegan un papel relevante
en la regulacion del sistema inmunolégico en mamiferos, mediante su efecto directo en células
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del sistema inmune, como son linfocitos y macréfagos, o por su efecto indirecto a través de las
citoquinas. En peces esta demostrado que los eicosanoides regulan la respuesta inmune de la
misma manera que en mamiferos (Secombes y col., 1994; Rowley y col., 1995).

Los requerimientos de AGE para distintas especies han sido revisados por Watanabe (1982).
Los requerimientos cuantitativos de n-3 HUFA varian para distintas especies. Asi, dorada son
de 0.9% de la dieta (Kalogeropoulos y col., 1992), 0.8% de la dieta para rodaballo (Psetta
maxima) (Gatesoupe y col., 1977), 1% de la dieta para el corégono Coregonus lavaretus
(Thongrod y col., 1989) o0 0.5% para la dorada japonesa (Yone, 1978). Algunas especies tienen
requerimientos muy elevados, como el jurel listado (Pseudocaranx dentex) que necesita el
1.7% de DHA en la dieta (Takeuchi y col., 1992). La deficiencia de AGE en general reduce el
crecimiento, provoca una pobre eficiencia alimenticia y un amplio conjunto de deficiencias
anatémicas y funcionales (Watanabe, 1982).

Lipidos dietéticos y resistencia a manipulacion.

Un sintoma de deficiencia de &cidos grasos esenciales descrito para trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) por Castell y col. (1972) consiste en un sindrome de shock después de
una manipulacion. Estos sintomas aparecian de 1 a 3 meses después del inicio de la
alimentacion, siendo muy acusado en peces alimentados con dietas deficientes en acido
linolénico. De manera similar, Bell y col. (1991a) describieron un shock inducido por transporte
en salmén Atlantico (Salmo salar) que causaba un 30 % de mortalidad en salmones
alimentados con dietas con aceite de girasol, que contenian un 9.9% de &cidos grasos de la
serie n-3. Sin embargo, salmones alimentados con dietas con aceite de pescado, con un
contenido en acidos grasos de la serie n-3 de un 23.8% no presentaron mortalidad frente a ese
estrés.

Estos dos trabajos aportan evidencias de una relacion directa entre el tipo de lipidos en la dieta
y las consecuencias derivadas de la accidon de un estresante en peces de cultivo. Bell y col
(1991a) especularon con la posibilidad de que los &cidos grasos de la dieta influenciaran el
estatus de eicosanoides. No obstante, la propia deficiencia dietética en si podria haber sido la
causante de una menor resistencia a esas condiciones estresantes, como se analizard mas
adelante.

A nivel larvario, hay numerosas evidencias de la accion de los acidos grasos esenciales en la
capacidad de resistencia a condiciones estresantes de diferentes especies de peces. Asi,
Izquierdo (1996) sefala que larvas de varias especies de peces marinos alimentadas con
alimento vivo deficiente en n-3 HUFA presentan alta mortalidad 24 horas después del
denominado “test de actividad” consistente en la aplicacion de un estrés agudo (mantenimiento
fuera del agua por algunos segundos, por ejemplo).

Asi, Izquierdo y col. (1989) encontraron que la sensibilidad al test de actividad estaba
relacionada con la tasa acido oleico/n-3 HUFA en los fosfoglicéridos de los peces. Kraul y col.
(1993) demostraron que la recuperacion de las larvas de mahimahi (Coryphaena hippurus)
frente a condiciones de estrés agudo dependia de los niveles de DHA en la dieta, a pesar de
que hubiera suficiente EPA en dieta. Ako y col. (1994) mostraron que el enriquecimiento de los
nauplios de Artemia con acidos grasos mejoraba la resistencia a estrés en las larvas de Mugil
cephalus. Las larvas alimentadas con nauplios sin enriquecer, con un contenido en EPA de
0.36 mg/100 mg (p.s.) y de DHA no detectable, presentaban una supervivencia del 27% tras el
test de actividad. Sin embargo, las larvas alimentadas con nauplios enriquecidos, con un
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contenido en EPA y DHA de 1.02 y 0.50 mg/100 mg (p.s.) respectivamente, presentaron una
supervivencia del 98% tras el mismo test. EI DHA es esencial en la resistencia al test de
actividad en larvas, como demostré6 Kanazawa (1997) para dorada japonesa (Pagrus major).
Un nivel del 2% de DHA en dieta microparticulada permitié un 73% de supervivencia frente al
22% de supervivencia con un 1% de DHA en dieta o la mortalidad total en el grupo alimentado
con dieta sin DHA. Arnaiz et al., han sugerido que la habilidad de las larvas deficientes en
AGEs para soportar el incremento en la demanda de oxigeno provocado por el test de actividad
esta posiblemente deteriorada por el bajo contenido en DHA de las branquias, afectando la
permeabilidad de la membrana celular y la capacidad de transporte de oxigeno.

El papel de los lipidos dietéticos en el consumo de oxigeno. Resistencia a
condiciones de hipoxia y efectos sobre los parametros hematolégicos.

El papel de los acidos grasos en el consumo de oxigeno ha sido estudiado por McKenzie y col
(1995) para esturion del Adriatico (Acipenser naccarii). Estos autores demostraron que esturion
alimentado con una dieta enriquecida con 15% de aceite de menhaden (FOD) como fuente de
n-3 HUFA consume menos oxigeno en condiciones normales que esturién alimentado con una
dieta suplementada con un 15% de aceite de coco hidrogenado como fuente de acidos grasos
saturados (COD). Durante condiciones de hipoxia, los esturiones alimentados con la dieta FOD
no alteran el metabolismo aerdbico, mientras que los alimentados con la dieta COD disminuyen
su consumo de oxigeno. Durante el periodo de recuperacién de la hipoxia, los peces
alimentados con la dieta COD consumieron mas oxigeno que los peces alimentados con la
dieta FOD (Fig. 1).
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Figura. 1. Consumo de oxigeno en esturion del Adriatico alimentado con dietas con distintos tipos de
lipidos en condiciones de normoxia, hipoxia y posterior recuperacion. CD: Dieta comercial; FOD: dieta
con aceite de pescado; COD: Dieta con aceite de girasol. * = Diferencias significativas con el valor en
normoxia; ** = Diferencias significativas con los valores de COD; + = Diferencias significativas con el
valor de hipoxia; ++ = diferencias significativas con los grupos CD y COD en periodo de recuperacion.
(Adaptado de McKenzie y col., 1995)



Kanazawa (1997) demostré que el lenguado jaspeado (Limanda yokohamae) alimentado con
dieta suplementada con DHA, EPA y lecitina de soya resistia mejor las condiciones de hipoxia.
En un estudio posterior, McKenzie y col (1997) demostraron que el efecto de una hipercapnia
moderada producia menor disminucion de oxigeno en la sangre arterial de esturiones del
Adriatico alimentados con la dieta FOD comparado con peces alimentados con la dieta COD.
La suplementacion dietética de n-3 HUFA en mamiferos produce una mejoria en la
hipoxianemia asociada a un shock endotédxico, aunque el mecanismo detrds de estos efectos
moduladores de los n-3 HUFA es desconocido (Murray y col., 1993).

La capacidad de transporte de oxigeno se puede ver alterada por determinadas condiciones de
cultivo como la alta densidad de cultivo, factor asociado a la acuicultura intensiva y que
aumenta la demanda energética, afectando a rutas metabdlicas relacionadas con el
metabolismo lipidico (Vijayan y col., 1990). Como respuesta a esta situacion de demanda
energética, se produce una hemoconcentracion para aumentar la capacidad de transporte de
oxigeno (Sivastava y Sahai, 1987; Montero y col, en prensa (b)). Sin embargo, Montero (1996)
encontré que esta respuesta hematolégica no se producia para dorada alimentada con una
dieta deficiente en n-3 HUFA y cultivada en alta densidad (Tabla 1).

Tabla 1. Valores hematoldgicos para dorada cultivada a distintas densidades y alimentada con
dietas con distinto contenido en n-3 HUFA.

BAJA DENSIDAD ALTA DENSIDAD

Dieta C Dieta NFA Dieta C Dieta NFA
Ht (%) 37.2% 39.5° 43.9° 432%
Hb (g/dl) 9.3% 8.7°% 10.8° 9.9%
RBC (x10° cell/mm?) 2.8° 26° 3.4° 2.9°

Ht= hematocrito; Hb = hemoglobina; RBC = conteo de eritrocitos. Valores con distinta letra en la misma
linea son significativamente diferentes (P<0.05).

Los peces alimentados con una dieta que contenia aceite de pescado (Dieta C) presentaban
hemoconcentracién en alta densidad, a diferencia de los alimentados con una dieta que
contenia grasa de vaca (Dieta NFA), donde los parametros hematoldgicos no variaban
significativamente de las condiciones de baja densidad. Esto podria ser debido a que los peces
alimentados con la dieta NFA no incrementan su gasto metabdlico en alta densidad,
posiblemente debido a alteraciones en el metabolismo lipidico.

Los acidos grasos dietéticos no influencian los parametros hematolégicos basicos: (hematocrito
(Ht), hemoglobina (Hb) o conteo de eritrocitos (RBC)) de en distintas especies de peces, como
Salvelinus alpinus (Yang y col., 1994), trucha arcoiris (Greene & Selivonchick, 1990), salmon
Atlantico (Waagbo y col., 1993), dorada (Sparus aurata) (Montero, 1996) y esturién del
Adriatico (McKenzie y col., 1997). No obstante, algunos trabajos muestran variaciones en
algunos de estos parametros debidas indirectamente a los lipidos dietéticos. Asi, bacalao
(Gadus morhua) alimentado con una dieta con aceite de capelin (rico en monoenos de cadena
larga) presentaba valores de hemoglobina superiores a otros peces alimentados con dietas con
aceite de soya o con aceite de sardina, debido principalmente al aumento de requerimiento de
oxigeno relacionado con una mayor b-oxidaciéon en los peroxisomas (Waagbo y col., 1995).
Klinger y col. (1996) encontraron que la suplementacion de aceite de menhaden en dieta
aumenta el nimero de trombocitos en el bagre (Ictalurus punctatus).
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La disponibilidad de acidos grasos dietéticos y su incorporacion en los fosfolipidos de
membrana son algunos factores primarios para la estructura de la membrana, su correcto
funcionamiento y su fluidez (Brenner, 1984). La composicion en &cidos grasos de la membrana
de los eritrocitos de peces esta relacionada con los niveles dietéticos de acidos grasos (Leray y
col., 1986; Kiron y col., 1994) al igual que ocurre en mamiferos (Moses y Craig, 1983; Popp-
Snijders y col., 1986; McMurchie y col., 1990; Giron y col., 1992). El contenido en fosfolipidos
de los eritrocitos de salmén Atlantico es de 70-75% del total de los lipidos de los eritrocitos
(Thompson y col., 1995), siendo la fosfatidilcolina el principal fosfoacilglicérido encontrado (Lee
y col., 1989). Thompson y col. (1995) describieron que los lipidos de los eritrocitos son ricos en
PUFAs, principalmente n-3 HUFA.

Hagave y col. (1993) describen un aumento de la resistencia osmaética en eritrocitos de ratas
alimentadas con acidos grasos de la serie n-3. Kiron y col. (1994) describieron una variacion de
la fragilidad de eritrocitos en trucha arcoiris alimentada con distintos niveles de acidos grasos
en la dieta, observandose que los peces alimentados con acidos grasos saturados presentaban
una membrana muy facilmente rompible. Boggio y col., (1985) encontraron mayor fragilidad de
eritrocitos es trucha arcoiris alimentada con grasa de cerdo que en peces alimentados con
aceite de sardina. Ambas dietas tenian igual % de PUFA, pero la relacion n6/n3 era distinta,
siendo mayor en la dieta con grasa de cerdo. Ademas, los niveles de &cidos grasos de la serie
22:6 y 20:5 eran menores en esta dieta. Montero (1996) encontré mayor fragilidad de eritrocitos
en dorada alimentada con dietas basadas en grasa de vaca, deficientes en n-3 HUFA para esta
especie. Erdal y col. (1991) encontraron para salmon Atlantico una correlacion positiva entre la
fuerza de la membrana celular y el incremento en los niveles de acidos grasos de la serie n-3
en la dieta. Estos resultados han sido descritos también por Salte y col. (1988) en la misma
especie.

En resumen, los lipidos dietéticos influencian la resistencia de los peces cultivados frente a
condiciones estresantes que requieren un aumento metabdlico y/o un aumento en la capacidad
de transporte de oxigeno. El papel que desempefian los AGEs en la regulacion de
determinados procesos metabdlicos posibilita la adaptacion a condiciones como la hipoxia o la
alta densidad de cultivo. Ademas, el papel de los AGEs como componentes estructurales de las
membranas celulares permite el correcto funcionamiento de la membrana de los eritrocitos vy,
por consiguiente, posibilita los procesos de transporte e intercambio de oxigeno.

Lipidos dietéticos y efectos en el sistema inmune. |. Efectos en células
implicadas en la respuesta inmune.

Los lipidos dietéticos afectan de igual manera la estructura y funcién de otras células en el
organismo, influenciando las propiedades fisicas y, por consiguiente, los receptores de
membrana y las enzimas asociadas. Son numerosos los trabajos que relacionan los niveles
dietéticos de AGEs con la funcion de células implicadas en el sistema inmune. Sheldon y
Blazer (1991) encontraron que el aumento de la actividad bactericida de los macrofagos de
bagre estaba correlacionada con el incremento de los n-3 HUFA en la dieta. Kiron y col. (1995)
describieron semejantes resultados para macrofagos de trucha arcoiris alimentada con cuatro
dietas diferentes (Fig 2). Las dietas incluian acido palmitico (dieta IF1), linoleico (dieta IF2),
linolénico (dieta IF3) y n-3 HUFA (dieta IF4), siendo la dieta IF1 deficiente en AGEs. La
capacidad bactericida de los macrofagos del pronefros estaba disminuida en el grupo
alimentado con la dieta IF1 y era significativamente mayor en el grupo 1F4.
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Figura. 2. Actividad antibacteriana in vitro de macroéfagos del pronefros de trucha arcoiris alimentada con
diferentes acidos grasos: Ifl: acido palmitico; IF2: &cido linoleico; IF3: acido linolénico; IF4: n-3 HUFA.
(Adaptado de Kiron y col., 1995).

Montero (1996) encontr6 que el brote respiratorio de los neutréfilos circulantes de dorada,
medido por el test de reduccion de NBT, estaba disminuido en peces alimentados con una dieta
deficiente en n-3 HUFA. Kiron et al. (1993) encontraron igualmente que la capacidad fagocitica
de los leucocitos de trucha arcoiris estaba incrementada en peces alimentados con una dieta
gue contenia acidos grasos de la serie n-3 comparado con peces alimentados con dietas que
contenian acido palmitico.

Los procesos de fagocitosis son procesos dependientes de la membrana y la fase lipidica de la
membrana juega un papel primordial en los mecanismos endociticos celulares. La
inmunomodulacion por los lipidos dietéticos esta regulada por los cambios en la estructura
lipidica de las membranas, influenciando la funcion de las células implicadas en la respuesta
inmune. Ashton y col. (1994) encontraron una disminucion de linolénico y EPA en los leucocitos
de trucha arcoiris alimentada con una dieta basada en aceite de girasol, que no contenia
acidos grasos de la serie n-3. Asi, cambios en la estructura de la membrana celular alteraran
los receptores de membrana y, de esta forma, se alteraran procesos asociados a los mismos.

La produccion de eicosanoides y la modulacion por los lipidos dietéticos.

Una de las funciones mas importantes de los macréfagos es la produccién de eicosanoides. El
acido araquiddnico es el principal precursor de eicosanoides en peces, aunque el EPA también
funciona como precursor de ciertos eicosanoides (REF). Los mecanismos utilizados en peces
para la sintesis de eicosanoides incluyen la actuacion de dos enzimas dioxigenasas,
lipooxigenasa y ciclooxigenasa, sobre estos acidos grasos liberados de la membrana celular
tras la accion de la fosfolipasa A., producen prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y
lipoxinas.
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Los leucocitos de peces sintetizan eicosanoides derivados de ambos acidos grasos, incluyendo
acido 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE) y &cido 12- hidroxieicosapentaenoico (12-HEPE),
y leucotrienos y lipoxinas de las series 4 y 5 (Rowley y col., 1987; Pettitt y col., 1991). Estos
eicosanoides estan implicados en la produccion de anticuerpos (Knight y Rowley, 1995), en
procesos inflamatorios (Ashton et al., 1994) y en la respuesta de los macrofagos de peces
(Sheldon Y Blazer, 1991). El DHA no parece ser capaz de actuar como sustrato para las
lipooxigenasas en los leucocitos de trucha arcoiris (Ashton y col.,, 1994), aunque se ha
detectado en salmon Atlantico el 14-hidroxidocosahexaenoico (14-HDHE), producto derivado
del DHA por la accion de la 12-lipooxigenasa (Bell y col., 1992b).

Las variaciones en la composicion dietética de acidos grasos poliinsaturados modulan la
biosintesis de eicosanoides (Willis, 1981; Mathias Y Dupont, 1985; Bell y col., 1991b; Ashton y
col., 1994). Asi, por ejemplo, Surette y col. (1995) encontraron que macrofagos de hamster sirio
al que se le suplementd la dieta con acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 reducian la
produccion de eicosanoides derivados del AA por ambas rutas enzimaticas, apareciendo,
ademas, eicosanoides derivados del EPA por la via lipooxigenasa (12-HEPE) sintetizados por
las plaquetas. Bell et al. (1994b) encontraron variaciones en la produccién in vitro de
prostanoides por astrocitos de cerebro en rodaballo suplementando distintos acidos grasos.
Estos autores encontraron que disminuian los prostanoides derivados del AA, principalmente
prostaglandinas PGE, y PGF;; al afiadir EPA al cultivo celular. Asi mismo, la alimentacion de
rodaballo con aceites de origen vegetal en vez de aceite de pescado reduce los niveles
plasméaticos de otro eicosanoide, el tromboxano TXB2, derivado del AA. Estos resultados
sugieren que la produccion de eicosanoides en diferentes tejidos en los peces puede ser
afectada por los lipidos de la dieta, particularmente por la relacién n-3/n-6 y mas
especificamente EPA/AA en el caso de peces marinos. Esta modificacion puede ser debida a
inhibiciones competitivas entre dichos acidos grasos como sustratos de varias enzimas: a) de
la delta-6 desaturasa en el caso de 18:2n-6 y 18:3n-3, que modificaria la sintesis de AA'y EPA
en el caso de los peces de agua dulce; b) de las acilasas y transacilasas que esterifican dichos
acidos grasos en fosfatidil-inositol como sustrato previo en la sintesis de eicosanoides c) o
directamente de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa por la sintesis de eicosanoides.

La sintesis de AA y EPA no es probable que se de en peces marinos, debido a la muy baja o
casi inexistente actividad de la 6 desaturasa (Mourente Y Tocher, 1993). Ashtony col. (1994)
probaron en trucha arcoiris dietas basadas en acido linoleico, acido araquidonico o n-3 HUFA.
Al comparar la produccion de eicosanoides de la via lipooxigenasa en leucocitos observaron
que la proporcion relativa de productos derivados de AA y EPA no fue significativamente
diferente entre los peces alimentados con las dietas ricas en acido linoleico o acido
araquiddnico, aunque los alimentados con la dieta basada en &cido linoleico tenian menores
niveles de Lipoxina As. Sin embargo, al comparar los peces alimentados con las dietas ricas en
linoleico y n-3 HUFA encontraron importantes diferencias en la produccion de eicosanoides. La
proporcion relativa de productos derivados del AA y EPA fue de 14:1 para los peces
alimentados con la dieta basada en &cido linoleico frente a 1:1.5 para los peces alimentados
con la dieta rica en n-3 HUFA. Ademas, no se pudo detectar LTBs en los peces alimentados
con la dieta rica en linoleico. Estos resultados denotan el papel importante de los &cidos grasos
de la serie n-3 en el mantenimiento del equilibrio de eicosanoides.
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Fracalossi y col. (1994) encontraron que bagre alimentado con una dieta basada en grasa de
vaca y, por consiguiente, deficiente en PUFAs presentaban una produccion de LTB menor que
peces alimentados con otras dietas con PUFAs. Estos autores sugieren que esta baja
produccion es debida a la minima cantidad de linoleico en esa dieta (2.64%) y la ausencia de n-
3 como precursores de LTB. El efecto de los &cidos grasos dietéticos sobre la produccion de
eicosanoides se ha descrito para otras especies, como el salmén Atlantico (Bell y col., 1992a) o
el rodaballo (Bell y col., 1994a). Para este Ultimo, Bell y col. (1994a) observaron que los niveles
dietéticos de AA afectaban a los niveles plasmaticos de TXB,. La produccién in vitro de PGE y
TXB; por células aisladas de branquias también fue menor en los peces alimentados con las
dietas deficientes en AA.

Efectos de los lipidos dietéticos en otros parametros del sistema inmune.

Estudios recientes han demostrado los efectos de los acidos grasos dietéticos sobre la cantidad
y forma de los agregados de macréfagos, acumulaciones focales de macréfagos con pigmentos
encontrados en distintos tejidos de peces y que tienen un papel relevante en la respuesta
inmune, incluyendo respuesta humoral e inflamatoria, y que actuan como centros de
almacenaje, destruccién o detoxificacion de sustancias exdgenas y enddgenas, asi como
almacenamiento y reciclaje de hierro (Wolke, 1992). Montero y col. (en prensa (1)) demostraron
que la deficiencia de n-3 HUFA incrementa el niUmero y porcentaje de tejido ocupado por los
agregados de macrofagos del bazo de dorada.

Otros procesos asociados a las células implicadas en la respuesta inmune, como es la
activacion del complemento o la produccién de anticuerpos estan influenciados por los lipidos
dietéticos. Asi, la actividad bactericida del suero, a través de la activacion del complemento,
esta correlacionada negativamente con la cantidad de monoenos de cadena larga en el suero
de bacalao, existiendo una correlacion positiva entre la actividad del complemento y la cantidad
de polienos del suero (Waagbo y col., 1995). Montero y col (1998) encontraron un efecto
directo de la deficiencia de n-3 HUFA en la activacion de la via alternativa del suero de dorada.
Peces alimentados con una dieta que contenia grasa de vaca como principal fuente de lipidos,
con un contenido en n-3 HUFA del 0.42 % (p.s.), presentaban una disminucién importante en la
actividad hemolitica de la via alternativa del complemento, comparado con peces alimentados
con una dieta que contenia aceite de pescado, con un contenido en n-3 HUFA de 1.5% (p.s.)
que cubria los requerimientos para esa especie.

La produccion de anticuerpos esta también mediada por los lipidos dietéticos. Blazer y col
(1989) encontraron variaciones de los anticuerpos circulantes al comparar dietas comerciales y
formuladas en laboratorio para bagre. Estos autores asumieron que las variaciones podrian ser
debidas a las diferentes tasas n-3/n-6 entre dietas. Sheldon y Blazer (1991) encontraron una
mayor produccion de anticuerpos en bagre alimentado con una dieta que contenia aceite de
menhaden, comparado con peces alimentados con dietas con aceite de soya o grasa de vaca.
Fracalossi y Lovell (1994) encontraron una mayor produccién de anticuerpos en bagre
alimentado con dietas con aceite de menhaden. Pilarczyk (1995) observd mayor nivel de
anticuerpos en suero de carpa (Cyprinus carpio) alimentada con una dieta suplementada con
un 10% de aceite de pescado. Kiron y col. (1995) también encontraron en trucha aroiris una
respuesta de produccion de anticuerpos mediada por los lipidos de la dieta. Peces alimentados
con dietas deficientes en AGEs (una dieta sin lipidos y una dieta con acido palmitico)
presentaron menor produccion de anticuerpos que peces alimentados con una dieta rica en
acido linolénico y peces alimentados con una dieta rica en n-3 HUFA.
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Resistencia a enfermedades. Efectos de los AGEs.

Hay numerosos trabajos que demuestran que la capacidad de resistencia de los peces a
patégenos especificos esta modulada por los lipidos de la dieta, si bien los resultados de los
distintos estudios son aparentemente contradictorios. Kiron y col (1995) demostraron que la
capacidad de resistencia de la trucha arcoiris a una infeccién con el virus IHN fue menor en
peces alimentados con dietas deficientes en AGEs. El mismo efecto fue descrito por Salte y col.
(1988) para salmén Atlantico afectado por un brote natural de una vibriosis de aguas frias.
Raynard y col (1991) también demostraron que la deficiencia dietética de AGEs provocaba un
aumento de la incidencia de enfermedad pancreética en salmén Atlantico. El efecto negativo de
la deficiencia de AGEs en la resistencia a patégenos ha sido descrito en mamiferos, incluyendo
raton (DeWille y col., 1979, 1981) y gato (MacDonald y col., 1984).

Sin embargo, otros autores han demostrado con estudios in vivo un efecto inmunosupresivo de
los acidos grasos de la serie n-3. Erdal y col. (1991) encontraron este efecto en salmoén
Atlantico alimentado con dietas con un aumento progresivo de acidos grasos de la serie n-3 de
aceite de menhaden. El estudio se realizé a 10-12°C y los peces alimentados con la dieta
enriquecida con acidos grasos de la serie n-3 tuvieron menor supervivencia frente a una
infeccion con Yersinia ruckeri. Un alto contenido de acidos grasos de la serie n-3 tampoco tuvo
un papel protector frente a una infeccién con Vibrio salmonicida. Li y col. (1994) encontraron
que el bagre cultivado a 24°C presentaba menor resistencia a Edwardsiella ictaluri a medida
que los niveles de acidos grasos de la serie n-3 aumentaban en la dieta. Fracalossi y Lovell
(1994) examinaron la supervivencia del bagre alimentado con diferentes lipidos dietéticos frente
a E. Ictaluri a dos diferentes temperaturas (28°y 17°C). Encontraron que los peces alimentados
con los mayores niveles de acidos grasos en la dieta y cultivados a 28°C presentaban menor
resistencia a la enfermedad. Sin embargo, en los peces cultivados a 17°C no se observaban
diferencias en la resistencia a enfermedades.

Fletcher (1997) en su revision sobre nutricion y estrés sugiere que el papel inmunomodulador
de los lipidos esta relacionado con la temperatura y la especie, pudiéndose explicar de esta
forma las diferencias encontradas entre distintos experimentos. Esta relacion con la
temperatura queda de manifiesto en otros procesos como la fagocitosis. Lingenfelser y col.
(1995) encontraron un aumento de la fagocitosis en bagre alimentado con una dieta con aceite
de menhaden y cultivado a 18°C, comparado con peces alimentados con una dieta con aceite
de bagre (rico en monoinsaturados y ligeramente en acidos grasos de la serie n-6). Sin
embargo, a 28°C, este efecto se invierte, presentando mejor capacidad fagocitica los
alimentados con la dieta rica en monoinsaturados.

Otra explicacién aportada por Kiron y col (1995) es el posible efecto inmunosupresivo que
pueden tener los excesos de n-3 HUFA, como demostraron Friend y col. (1980) en cerdos de
guinea alimentados con dietas que contenian un 20% de lipidos ricos en &cidos grasos
insaturados. Sin embargo, aunque la esencialidad de los lipidos dietéticos en la modulacién de
la respuesta inmune es indiscutible, la interaccidn con otros nutrientes, principalmente vitamina
E y vitamina C, pueden producir variaciones en el tipo de efecto de los lipidos en dieta.
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Los lipidos dietéticos y la resistencia a estrés

Si bien, el efecto inmunomodulador de los lipidos esta demostrado, hay muy pocos trabajos
sobre el efecto de los lipidos dietéticos en la resistencia a estrés y el papel de los mismos en
los mecanismos fisiolégicos desencadenados por la accion de un estresante.

Barton y col (1988) mostraron que salmén chinook alimentado con dietas con un alto contenido
en lipidos y sometido a manipulacion presentaba mayor respuesta de glucosa plasmatica
después de la incidencia del estrés, si bien no fue posible la interpretacion de los resultados
obtenidos de niveles de cortisol plasmatico después de actuar el estresante.

El cortisol es el principal corticosteoride en teledsteos (Idler y Truscott, 1972) y sus niveles en
plasma incrementan como una respuesta primaria al estrés (Schreck, 1981; Barton, 1988;
Pickering y Pottinger, 1989). Por lo general, los niveles de cortisol plasmatico se elevan
después de la accidon de un estresante y retornan a los niveles basales en varios dias
(Pickering y Stewart, 1984). Los niveles de cortisol plasmatico se ven afectados por el estado
nutricional del pez. Asi, el ayuno produce disminucién de los niveles de cortisol (Farbridge y
Leatherland, 1992), que puede ser una estrategia adaptativa para prevenir una movilizacion
excesiva de las reservas energéticas durante periodos de ayuno (Vijayan y col., 1993).

Montero y col. (1998) describieron un efecto de los niveles de n-3 HUFA en dieta sobre la
respuesta de cortisol frente a diferentes condiciones estresantes propias de instalaciones de
cria intensiva. Las doradas fueron alimentadas con dos dietas distintas. Una dieta basada en
harina de sardina y con aceite de sardina como fuente lipidica (dieta C) y otra con grasa de
vaca como principal fuente de lipidos (dieta NFA). La primera cubria los requerimientos de n-3
HUFA para la especie, mientras que la segunda era deficiente en estos acidos grasos
esenciales. Los peces alimentados con la dieta NFA tenian valores basales (sin actuar ningin
estresante) de cortisol plasmatico tres veces superiores a los que tenian los peces alimentados
con la dieta C (13.89 y 3.91 ng/ml plasma respectivamente), aunque no fueron
significativamente diferentes. En condiciones de alta densidad de cultivo, uno de los
estresantes asociados a la produccién intensiva de peces, los valores de cortisol plasmatico del
grupo C aumentaron hasta 16 ng/ml, mientras que en el grupo alimentado con la dieta NFA en
alta densidad, los valores de cortisol plasmatico permanecieron también en 16 ng/ml de
plasma, no observandose un efecto aditivo de la densidad de cultivo y la deficiencia en n-3
HUFA.

Los peces cultivados sin la presencia de un estresante (a baja densidad de cultivo), fueron
sometidos a un estrés agudo repetido en el tiempo (5 minutos de persecucion con red durante
14 dias consecutivos). La respuesta de cortisol plasmatico para los peces alimentados con la
dieta NFA sigui6 un patrdn diferente y adquirié6 mayor intensidad que la observada en los peces
alimentados con la dieta C (Fig. 3).

Un efecto semejante ha sido descrito recientemente para ratas (Kamara y col., 1998). Ratas
adultas fueron alimentadas durante 10 semanas con dietas que variaban en su composicion
lipidica: aceite de soya, de menhaden, de maiz o de oliva. Después de 3 dias no hubo
diferencias en los niveles de corticosterona. Sin embargo, a las 9 semanas de alimentacion se
realizé un test de estrés y se observé que los grupos alimentados con aceites de menhaden,
soya y oliva tenian un nivel significativamente mayor de corticosterona en plasma 1h después
de actuar el estresante. Estos autores concluyen que la respuesta fisiologica a estrés esta
brevemente aumentada durante el inicio en animales alimentados con alto contenido en lipidos
poliinsaturados y argumentan que la continuidad de alimentacién con estas dietas resulta en
una imposibilidad de restituir los niveles basales de corticosterona después de la accion de un
estresante. Tannenbaum y col (1997) también encontraron que un exceso de lipidos en dieta
produce un aumento de los niveles basales de corticosterona en ratas.
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Figura. 3. Evolucion del cortisol plasmatico de dorada alimentada con distintos niveles de acidos grasos
en la dietra y sometida a estrés agudo repetitivo durante 14 dias. Dieta C: dieta control. (1.5% n-3
HUFA) (p.s.). Dieta NFA: dieta deficiente en n-3 HUFA (0.4% n-3 HUFA).

Recientes estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la diferencia de respuesta
del cortisol plasmatico en juveniles de dorada alimentados con diferentes lipidos frente a un
estresante agudo. Si bien las todas las dietas cubrian los requerimientos de n-3 HUFA, las
relaciones n-3/n-6 variaron entre ellas. La respuesta de cortisol durante las tres primeras horas
después de actuar un estresante fue diferente para las distintas dietas, produciéndose una
respuesta mas elevada y permanente para los peces alimentados con una dieta rica en acido
linolénico.

La deficiencia dietética de AGEs actla como un estresante crénico en peces, produciendo una
elevacion en los niveles basales de cortisol sin mediar la accion de un estresante. El hecho de
que la elevacion de la densidad de cultivo no provocara un incremento en los niveles de cortisol
plasmatico de los peces alimentados con la dieta deficiente puede sugerir que mientras que la
alta densidad de cultivo induce la activacion del eje hipotadlamo-pituitaria-glandula interrenal
(HPI), la deficiencia dietética de AGEs no es capaz de activar adicionalmente este eje, puesto
gue no se incrementan los niveles de cortisol al aumentar la densidad de cultivo. Esto puede
ser debido a una disfuncion del propio eje, que puede estar motivada por alteraciones en la
membrana de las células receptoras del ACTH o liberadoras de cortisol en la glandula
suprarrenal. La diferencia de respuesta que se produce en condiciones de estrés agudo puede
también apoyar esta idea.

Disfunciones en la membrana celular pueden estar afectando a la ruta de degradacion y
eliminacién del cortisol plasmatico. El cortisol de origen enddgeno es transformado en el
higado, siendo primeramente reducido a tetrahidrocortisol y después oxidado a
tetrahidrocortisona (Dixon y col, 1967), por medio de la enzima UDP-glucuronato transferasa
(UDPGT) (Forlin y Haux, 1985), para ser luego elimininado por la bilis (Pottinger y col., 1992).
Uno de los efectos directos de la deficiencia de AGEs es alteraciones en las células hepaticas,
como puntos de inflamacién y/o esteatosis. Estas alteraciones pueden producir disfunciones en
la ruta de degradacion del cortisol. No obstante, esta posibilidad parece mas remota, ya que se
observa una respuesta diferente de cortisol plasmatico en los peces sometidos a deficiencia
nutricional.
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Una tercera posibilidad es que la elevacion de cortisol plasméatico se produzca indirectamente
debido a alteraciones y dafios producidos como consecuencia directa de la deficiencia de
AGEs (por ejemplo, esteatosis en el higado o alteraciones en otros tejidos) que producirian en
el pez un estado de malestar general.

No obstante, también es interesante resefiar que el ya comentado desequilibrio de produccion
de eicosanoides que se produce cuando algun acido graso es deficiente en dieta o la relacion
entre ellos no es la adecuada, podria influir en la produccion de corticosteroides. Wales (1988)
encontré que los niveles de cortisol plasmatico de Myxine glutinosa aumentaron tras una
inyeccion de acido araquidoénico y prostaglandina Ez, alcanzando niveles semejantes a los que
produce el ACTH en la misma especie.

El papel estructural de los AGEs en la membrana celular y su funcién en la produccién de
eicosanoides modulan la respuesta a estrés y las consecuencias sobre el sistema inmune. El
papel de los lipidos dietéticos en el mecanismo de respuesta a condiciones estresantes es de
naturaleza compleja y aln es necesario un amplio nimero de estudios para dilucidar los
mecanismos de actuacion de los AGEs en la respuesta a estrés.
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