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Resumen 

RESUMEN 

Los lípidos constituyen un componente de gran importancia estructural y 

funcional en los teleósteos. La elevación de los niveles de lípidos en las dietas 

comerciales para peces de cultivo tiene un gran interés, ya que permite reducir los 

niveles de proteína dietética que es el componente más abundante y caro de las dietas 

para peces. Sin embargo, la limitación en -la producción de aceite de pescado, 

tradicionalmente la principal fuente de lípidos en las dietas para peces, y el paulatino 

incremento de su coste, favorecen la inclusión de aceites de origen vegetal. En 

consecuencia, el aumento progresivo de lípidos en las dietas y la inclusión de aceites 

vegetales alternativos al aceite de pescado son dos tendencias nutricionales que han 

tomado una especial relevancia en los últimos años. 

La mayoría de los trabajos de investigación están orientados a determinar los 

efectos de los lípidos dietéticos sobre el crecimiento o la eficiencia del alimento. Sin 

embargo, todavía se desconocen muchos aspectos del metabolismo de los lípidos en 

peces y de cómo estos organismos utilizan los lípidos dietéticos. Entre los aspectos 

que se desconocen destacan aquellos relacionados con la absorción y el transporte de 

los lípidos dietéticos. Así, el metabolismo de los lípidos en la célula intestinal y los 

posibles de efectos de éstos sobre la morfología del intestino han sido poco 

estudiados en los peces. Además, la efectividad de los lípidos dietéticos requiere de 

un óptimo transporte de éstos por el organismo, por lo que el estudio de las 

lipoproteínas plasmáticas es particularmente importante para optimizar las dietas. Por 

otro lado, la manipulación de los lípidos dietéticos ha provocado la aparición de 

alteraciones histológicas principalmente en e1 hígado, tales como la esteatosis 

hepática. Hasta el momento se desconocen las causas de su presencia y sus 

repercusiones en la salud de los peces cultivados en condiciones de producción 

intensiva. 
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Por todo ello, en el presente trabajo se estudian los efectos del incremento de 

los lípidos en las dietas y la utilización de aceites vegetales alternativos al aceite de 

pescado sobre el transporte de los lípidos, el metabolismo lipídico del hígado e 

intestino y los cambios histológicos de ambos órganos en dorada y lubina. 

Como conclusión, los resultados muestran que no solo la cantidad total de 

lípidos sino también la calidad de la proteína utilizada y la calidad de los lípidos 

dietéticos afectan a la morfología del hígado. Así, se confirma que la reducción del 

contenido de ácidos grasos esenciales en la dieta tiende a ocasionar una deposición 

de lípidos en el hígado. Pero además, los distintos ácidos grasos no esenciales 

incluidos en la dieta afecta de distinta manera a la morfología del hepatocito, 

estableciéndose un orden entre estos ácidos grasos y la aparición de esteatosis 

hepática en los peces marinos, 18:2n-6 >18:ln-9 >18:3n-3 > n-3 HUFA. Sin 

embargo, los resultados de este trabajo han mostrado que estas alteraciones 

morfológicas del hígado son recuperables. En relación al transporte de lípidos, se 

muestra que la composición de las lipoproteínas plasmáticas esta influenciada por la 

composición de ácidos grasos de la dieta. Así, la inclusión de aceites vegetales 

modifica principalmente el porcentaje de triacilgliceroles y colesterol en las 

diferentes fracciones lipoprotéicas, dependiendo principalmente del contenido 

dietético de los n-3 HUFAs en las dietas. El estudio histológico del intestino ha 

mostrado que la inclusión de aceites vegetales incrementan la deposición de grasa en 

el enterocito, debida a la acumulación preferente de los ácidos grasos de 18 carbonos, 

abundantes en dichos aceites, en los triglicéridos de la célula. Finalmente, los 

resultados de los análisis enzimáticos del intestino sugieren que en los enterocitos de 

dorada la principal vía de síntesis de PL es la del glicerol-3-fosfato, teniendo 

posiblemente la vía monoacilglicerol menor importancia que en mamíferos. Además, 

se pone de manifiesto que la composición de los lípidos de la dieta afecta la 

reacilación de los mismos en el enterocito. 
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Introducción 

1.1 IMPORTANCIA DEL CULTIVO Y LA NUTRICIÓN DE LA DORADA Y 

LA LUBINA. 

La dorada (Sparus mata) y la lubina (Dicenfrarchus labra) son las dos 

especies más importantes de la acuicultura Europea. El cultivo comercial de ambas 

especies comenzó hacia los años 80, desarrollándose principalmente en los países 

Meditemáneos, particdarmente en Grecia, Italia y España A partir de los años 90 se 

produjo un notable incremento en la producción de estas especies en estos países y 

una clara expansión en otros, como Turquía, Thez, Malta, Chipre o Israel. Los datos 

de producción industrial sobre el año 2001 publicados por la Federación Europea de 

Productores de Acuicultura (Federation of European Aquaculture Producers, FEAP), 

indican que la produccibn europea de dorada alcanzó las 70.000 toneladas y la de 

lubina cerca de las 50.000. En concreto en Espafla la producción de dorada aument6 

en 4.750 toneladas entre los años 2000 y 2001 y la de lubina en 450 (Fig. 1). 

Fig. 1. Producción de dorada y lubina en España durante los i i lhos  aíios (Datos 

tomados de la FEAP). 
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Para beneficiarse de este progresivo aumento en la producción, las empresas 

m n . 1 : n ~ l n m  tianan en-n nt.;noinal nhiptix~n mauim;. ; rar  pl prprimipntn v líi qiinPrvivPnrin 
U b U L b W L U J  L L W L L W L L  V V L L L V  YIUIVIyUI V V J V C I  I V LlLUILLLIlLUCU V I  - r L - r - i u l s i n i r u  J s- L.-=-- r - r ------ 
con el mínimo coste (KNIGHTS, 1985). Un eslabón para alcanzar este objetivo es la 

mejora de la alimentación, que representa uno de los principales costes en la 

producción intensiva de peces. 

Pero para elaborar alimentos que satisfagan los requerimientos fisiológicos y 

metabólicos de las especies a cultivar es esencial conocer las funciones e 

implicaciones fisiológicas de los principales nutrientes dietéticos en los peces. La 

interacción de estos nutrientes esenciales en la dieta tiene su base en el clásico 

modelo diseñado para optimizar el crecimiento, donde la proteína dietética debe ser 
+,::a,, ,,,, ,,a,:, A, ,:,+,,;, ,, &sihTa& p=~ lc~pa~ l l e~~~e  a la colis~bciói? & les LGJIUVJ, bUlllV 1Gi lGJU U b  3 U l b U J l J  J 

deposición proteica, y los lípidos se deben utilizar esencialmente como fuente de 

energía y como componentes estructurales de las membranas celulares. Los 

carbohidratos tienen una menor importancia debido en parte a la limitada capacidad 

de uso que presentan los peces en comparación con otros vertebrados (HALVER, 

1989) (Fig.2). Un desequilibrio en este modelo supondría un derroche desde el punto 

de vista nutricional, económico y ecológico. 

Alimento - -- Circulación Tejidos 
Depósito 

Depósito 
lipídico 

Fig. 2. Interacciones entre los principales nutrientes de la dieta. (AA: arnino ácidos; 

Glu: glucosa; AGL: ácidos grasos libres). 
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1.2 IMPORTANCIA DE LOS LÍPIDOS EN LAS DIETAS PARA PECES 

Los lípidos dietéticos tienen una especial importancia como fuente de energía 

y ácidos graos esenciales en los peces, y como vehículos de sustancias liposolubles 

(vitaminas, pigmentos, etc), facilitando su incorporación en el organismo. Además, 

los lípidos son imprescindibles para el mantenimiento de la estructura de las 

membranas celulares y su correcto funcionamiento. Así, por ejemplo, la composición 

en ácidos grasos de los fosfolípidos que constituyen las membranas gobierna el 

estado de fluidez de las mismas (BELL et al., 1986). Además, el fosfatidilinositol, 

presente en dichas membranas y caracterizado en peces no solo por los ácidos grasos 

18:O y 20:4n-6 sino también por su contenido en 20511-3, juega un papel importante 

en la traducción de las señales hormonales y en el aporte de precursores de 

eicosanoides (SARGENT et al., 1989) tales como prostaglandinas, tromboxanos y 

leucotrienos, todos ellos con efectos fisiológicos importantes. Por otra parte, estudios 

recientes han demostrado la importancia de los lípidos dietéticos en la resistencia de 

los peces a las enfermedades y al estrés propio de cultivos (MONTERO e 

IZQUIERDO, 1998). 

Algunos ácidos grasos importantes no pueden o sus precursores no pueden 

ser sintetizados por los peces, lo que tienen que ser administrados en la dieta y se 

consideran esenciales. Estos ácidos grasos son principalmente los ácidos 

d~cos&enaeíioicü (22;ón-3, Eiíii') y eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) derivados 

del ácido linolénico (18:3n-3), y el ácido araquidónico (20:4n-6, ARA) derivado del 

ácido linoleico (18:2n-6). Los salmónidos, anguilas y peces de agua dulce en general 

poseen los complejos enzimáticos necesarios para alargar y desaturar los ácidos 

linoleico y linolénico, esenciales para estas especies, y sintetiza. ARA, EPA y DHA. 

Sin embargo, en los peces marinos la actividad de dichos complejos es insuficiente, 

por lo que requieren la presencia de ARA, EPA y DHA en su dieta para cubrir sus 

requerimientos de ácidos grasos esenciales. Los requerimientos de ácidos grasos 

esenciales para alevines y juveniles de dorada han sido estimados entre 0.9 y 1.9% de 



Introducción 

la dieta de n-3 HLTFA (ácidos grasos polinsaturados de 20 o más carbonos: Highly 
7 T unsaimateci Fatry acidsj (~SiSERSiYO'uZOS et al., i992; IBEAS et al., i994j. 

Además de su importancia estructural y funcional, los lípidos tienen una 

especial relevancia en las dietas comerciales para peces de cultivos. Su incremento 

en la dieta permite reducir los niveles de proteína dietética, componente mas 

abundante y caro de las dietas para peces. De esta forma, el pez puede dedicar una 

mayor proporción de estas proteínas dietéticas para la reposición de proteínas 

corporales y por tanto para el crecimiento o la reproducción. Este efecto de los 

niveles lipídicos dietéticos sobre el metabolismo de las proteínas en los peces se 

conoce como "efecto ahorrador". VERGARA et al., (1996) demostraron un efecto 

"&prírd& de !$ynjdOS eg dieta p m  &,qA&, CzUI"I&j se h ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ t ~ k ~ q  pJx~e!eS 

de estos de 9 a 15%, con resultados de mayor crecimiento. En muchas otras especies 

también se ha estudiado este efecto, así, por ejemplo, BEAMISH y MEDLAND 

(1986) encontraron un crecimiento óptimo en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) 

administrando dietas con el nivel mínimo de proteínas (30%) sí incrementaban el 

nivel de lípidos del 12 al 24%. VAN DER MEER et al., (1997) describieron también 

un aumento en la deposición proteica en Colossoma macropomun alimentados con 

dietas con un alto nivel lipídico. 

Por todo ello, el contenido de lípidos en las dietas comerciales para peces 

de cultivo ha ido hcrementándose, y con ello la relevancia de los estudios sobre los 

lípidos en la nutrición de los peces. Por otra parte, la trascendencia de estas 

investigaciones en el desarrollo industrial de la Acuicultura se va acentuando con la 

redUccitñ & ia disp&')iii&& de de pesca&, hcremenb de su precio, por 

ser aquella la principal fuente de lípidos y de ácidos grasos esenciales en las dietas 

para peces de cultivo (CABALLERO et al., en prensa; IZQUIERDO et al., datos no 

publicados). 
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1.3 DIGESTI~N DE LOS LÍPIDOS EN LOS PECES 

El sistema digestivo de la dorada y la lubina, ambas especies carnívoras, se 

caracteriza por presentar un estómago bien desarrollado y un intestino que se 

diferencia en 4 ciegos pilóricos, intestino anterior, posterior y ano (CATALDI et al., 

1987). 

El intestino anterior y ciegos pilóricos son las principales partes del intestino 

implicadas en la absorción de lípidos en teleósteos (SIRE y VERNIER, 1981; 

SEGNER et al., 1987; DEPLANO et al. 1989, 1990). En general, la digestibilidad de 

los Iípidos dietéticos en peces es alta, alrededor de un 95%. Aunque, la digestibilidad 

de los distintos ácidos grasos es diferente dependiendo del grado de insaturación y de 

la longitud de la cadena. Así, los saturados y monoenos son menos digeribles que los 

ácidos grasos poliinsaturados (LIED y LAMBERTSEN, 1982; LIE et al., 1987; 

SIGURGISLADOTTIR et al., 1992; OLSEN y RING0, 1997). Por ello se ha 

sugerido que la absorción de algunos ácidos grasos es más eficiente que la de otros 

(OLSEN et al., 1998). 

Los lípidos dietéticos son hidrolizados en el lurnen del tracto digestivo por las 

enzimas lipolíticas correspondientes, produciendo principalmente ácidos grasos 

libres, monoacilgliceroles, diacilgliceroles y algo de glicerol. Mientras que en 

vertebrados superiores la hidroiisis de los lípidos de la dieta es catalizada 

principalmente por una lipasa pancreática especifica, que hidroliza los ácidos grasos 

de las posiciones sn-1 y sn-3 liberando 2-monoacilgliceroles, en los peces, la 

principal enzima encargada de la digestión de los lípidos neutros es una iipasa neutra 

no especifica dependiente de sales biliares (bile salt activated lipase, BAL) (IIJIMA 

et al., 1998; IZQUIERDO y HENDERSON, 1 998), que hidroliza los enlaces éster de 

diversos ácidos grasos con la molécula de glicerol. Aunque esta enzima esta 

caracterizada por tener un amplio rango de sustratos, parece presentar una mayor 

especificidad por los ácidos grasos poliinsaturados (LIED y LAMBERTSEN, 1982; 

LIE et al., 1987; IIJIMA et al., 1998; IZQUIERDO et al., 2000). 



Las fosfoiipasas son ias enzimas encargadas de la iiidróiisis de los 

fosfolípidos de la dieta. La fosfolipasa A2 (PLA2) ha sido aislada del hepatopáncreas 

de la dorada japonesa (Pagrus major) (IIJIMA et al., 1990), y actúa preferentemente 

sobre ácidos grasos en posición 2, dando lugar a ácidos grasos libres y 

lisofosfolípidos. Su actividad también ha sido encontrada en el intestino de otras 

especies como rodaballo (Psetta maxima) (IZQUIERDO y HENDERSON, 1998), 

dorada y pargo (Pagrus pagrus) (IZQUIERDO et al., 2000). Estos productos son 

absorbidos intactos y sirven como aceptores de grupos acilo resultando en la 

resíntesis de glicerofosfolípidos. 

CTíia vez & i g ~ & = j  !ipi&s Ai&~cos, & s ~ c i j f i  & n ~ n A p  AP CII tracl& 
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desde el lumen del intestino hacia la pared del digestivo, de su paso hacia el interior 

del enterocito y de su transporte desde el enterocito hasta los fluidos extracelulares. 

Así, los productos de la hidrólisis de los lípidos dietéticos, ácidos p o s  libres, 

monoacilgliceroles, diacilgliceroles y lisofosfolípidos, se agrupan con las sales 

biliares para formar pequeñas micelas de solo 4 a 6 pm de diámetro que los 

transportarán hacia el enterocito. El contenido de estas micelas, que también incluye 

otros lípidos como colesterol y vitaminas liposolubles, atraviesa la membrana celular 

por difusión y es vertido en el interior del enterocito. 



Introducción 

1.4 MECANISMO DE ABSORCION DE LÍPIDos EN PECES. S~TESIS  

INTESTINAL DE TRIACILGLICEROLES Y FOSFOLÍPIDOS EN EL 

ENTEROCITO 

A pesar de que existen pocos trabajos sobre el mecanismo de absorción de 

lípidos en peces, desde hace tiempo se ha sugerido que éste no difiere 

fundamentalmente del mecanismo descrito en mamíferos (BAUERMEISTER et al., 

1979; SIRE et al., 1981). La actividad de los enterocitos durante la absorción de las 

grasas es la de empaquetar a los lípidos junto con proteínas, de forma que se 

constituyan moléculas estables para el transporte de éstos por la sangre hacia los 

lugares de su metabolismo y almacén (BREAZILE, 1971; GURR y HARWOOD, 

1991). 

En el interior de las células intestinales, los ácidos grasos de cadena corta 

(menos de 12 átomos de carbono) al ser lo suficientemente solubles en el plasma son 

liberados directamente desde el enterocito a la circulación portal y metabolizados en 

el hígado (GREENE Y SELIVONCMCK, 1987; SHERIDAN, 1988). Los ácidos 

grasos de cadena larga y monoacilgliceroles absorbidos emigran hacia las vesículas 

de retículo endoplásmico, donde son resintetizados en triacilgliceroles o en otros 

lípidos por un complejo multienzimático (BREAZILE, 1971; SEGNER et al., 1987; 

GURR y HARWOOD, 1991). Estos ácidos grasos difunden hacia el retículo 

endopiásmico asociados a una proreína fijadora F B P  (fatty acid b d i n g  proteh), 

que juega un importante papel en el transporte intracelular de los ácidos grasos 

absorbidos. Así, OCKNER y MANNING, (1976) demostraron que la inhibición de la 

proteína FABP intestinal resultaba en una disminución de la incorporación de ácidos 

grasos en triacilgliceroles. En peces, esta proteína tiene preferencia por los ácidos 

grasos insaturados de igual forma que ocurre en los mamíferos (GANGL et al., 

1980). Según SIRE y VERNIER, (1981) esta proteína es más abundante en peces 

sometidos a un régimen rico en lípidos, por lo que podría afectar indirectamente en la 

activación y reacilación de los ácidos grasos. 
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Las dos principaies vías para ia reaciiación de ácidos grasos en íos enterocitos 

son la vía monoacilglicerol y la glicerol-3-fosfat0, ambas rutas producen finalmente 

triacilgliceroles (JOHNSTON, 1977) (ver Fig. 3). La mayoría de las enzimas 

implicadas en estas rutas han sido identificadas y estudiadas en ratas, sin embargo 

hay muy pocos trabajos en peces que hagan referencia a ellas, limitando la 

información a los resultados y sugerencias planteadas principalmente por IInMA et 

al., (1983) y SIRE et al., (1981). Así, IIJIMA et al., (1983) quienes mostraron que 

preparaciones enzimáticas de intestino de carpa (Cyprinus carpio) son capaces de 

esterificar el ácido palmítico en triacilgliceroles y fosfolípidos. Y SIRE et al., (198 1) 

encontraron que el ácido linoleico es mas rápidamente esterificado en 

I,gci!g!ir.er~!~s p e  e! &c& p&m~'tic~ eu e ~ t e r ~ c i t ~ s  & +=u&a kys. A&=&, 

estos autores proponen que mientras en mamíferos la vía monoacilglicerol es la 

predominante debido principalmente a que los productos de la hidrólisis luminal son 

los 2-monoacilgliceroles, en peces, la vía glicerol-3-fofato es la principal debido a 

que ácidos grasos libres y glicerol son los principales productos de la hidrólisis 

intraluminal, por lo que la síntesis de glicerofosfolípidos en peces es más importante 

que en mamíferos. 

Experimentos citoquímicos en ratas han sugerido que la vía monoacilglicerol 

esta asociada al retículo endoplásmico liso, mientras que la vía glicerol-3-fosfato esta 

principalmente localizada en las membranas del retículo endoplásmico rugoso 

(CARTWRIGHT et al., 1997). En peces, SIRE et al., (1981) mostraron que la vía 

glicerol-3-fosfato podría localizarse tanto en el reticulo endoplásmico rugoso (RER) 
r n P T  \ coino en el L&CUIO endopiásmico liso (uL). La iocaiización subceiuiar en ia 

hcción microsomal de ambos complejos enzimáticos se ha demostrado tanto en el 

hígado como en el intestino (COLEMAN y BELL, 1983). 
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Vh monoacilglicero E 

Las reacciones enzimáticas implicadas en la utilización de monoacilgliceroles 

(MAG) para la biosíntesis de diacilgliceroles (DAG) y triacilgliceroles (TAG) ha 

sido investigada en la mucosa intestinal de varias especies (rata, ratón, hámster, 

cerdo de guinea), demostrándose la existencia de un complejo enzimático 

denominado "triacilglicerol sintetasa", que ha sido purificado por LEHNER y 

KUKSIS, (1995). Este complejo esta constituido por cuatro enzimas: 

monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT), diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), 

acil-COA sintetasa (FACS) y acil-COA acyltramsferasa (AAT). 

La MGAT ha sido extensamente estudiada en los rnicrosomas de ratas y 

hámster (JOHNSTON, 1977; KUKNIS y MANGANARO, 1986). Esta enzima 

cataliza la acilación de un grupo acil a un monoacilglicerol, mostrando una marcada 

preferencia por la acilación en la posición sn-1 (paso 4). Estudios iniciales en ratas 

mostraron que los 2-monoacilgliceroles son los sustratos preferidos de la MGAT, 

obteniéndose como productos principales sn-l,2-diacilgliceroles y sn-2,3- 

diacilgliceroles (BRECKENRIDGE y KUKSIS, 1972). Más recientemente, 

LEHNER et al., (1993) confirman mediante el uso de cromatografía líquida de alta 

resolución (HPTLC) la producción de isómeros sn-1,2- y sn-2,3-diacilgliceroles tras 

la incubación de microsomas con 2-oleoilglicerol radiactivo y oleoil-COA, aunque 

remarcan el alto porcentaje encontrado del isómero sn-1,2 diacilgliceroles (80%). En 

este sentido, TSUJITA et al., (1996) sugieren que la actividad de una lipasa 

nanrr&icz p~& CQ~~U;~?-~QU 2 {a ~aqti&d p ; l ü s t ~ j  ,yfi-!,S & i ~ ~ ~ t > f i e e ~ ~ e s ,  r --- 
actuar sobre el bbpool" de diacilgliceroles de la mucosa intestinal. Además, la MGAT 

tiene una cierta especificidad dependiendo de la naturaleza de los ácidos grasos 

esterificados en posición 2. 

La DGAT produce directamente triacilgliceroles por la acilación de un grupo 

acil-COA en la posición sn-3 de un diacilglicerol (paso 5). Esta enzima ha sido 



Introducción 

purificada de microsomas intestinales de hámster, rata, hígado y de semillas 

oieoginosas ("KU-KSíS y LTIUuiR, 200ij. En cuanto a su esteroespeciÍiciaaci, 

LEHNER et al., (1993) mostraron que esta enzima reacciona de igual manera con 

isómeros sn-1,2, sn-2,3 o sn-1,3, sugiriendo que posee un amplio rango de 

esterificación. 

La acil-COA Iigasa regula la entrada de los ácidos grasos en mtas de síntesis u 

oxidación. En vertebrados superiores es activada por ARA, EPA y DHA 

(COLEMAN et al., 2000). La acil-COA aciltramferasa esterifica los ácidos grasos a 

la segunda posición del glicerol y parece tener mayor afmidad por los ácidos grasos 

de cadena larga (MANSBACH et al., 2001). 

Vía glicerol-3-fosfato 

Esta vía contribuye tanto a la biosíntesis de triacilgliceroles como de 

glicerofosfolípidos (PL). La transferencia de grupos acil-COA a un glicerol-3-fosfato 

da lugar a la formación de ácido fosfatídico (PA). Estas reacciones son catalizadas 

por dos enzimas con distinta especificidad sobre las posiciones 1 y 2 del glicerol-3- 

fosfato: la enzima 1-acilglicerol-3-fosfato acilíramferasa (GPAT) que transfiere un 

grupo acil a la posición 1 y tiene una marcada especificidad por acil-COA saturados 

(pasol). Y la enzima 2,l-acilglicerol-3-fosfato aciltramferasa que actúa sobre la 

posición 2 y muestra especificidad hacia acil-COA mono o diinsaturados catalizando 

la conversión del 1 -acilglicerol-3-fosfato en ácido fosfatídico (paso 2). 

El ácido fosfatídico es un importante punto de control en la síntesis de 

glicerolípidos. Este puede ser convertido en CDP diacilglicerol, precuror de 

fosfolípidos aniónicos (fosfatidilinositol (PI), cardiolipin), o ser hidrolizado a 

diacilglicerol mediante la acción de la enzima fosfatídico fosfohidroIasa (PPH-l), 

que es dependiente de M ~ * +  (paso 3). Aunque esta enzima no ha sido purificada o 

clonada todavía, PPH-1 es considerada una importante enzima reguladora de la 
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biosíntesis de TAG y PL, ya que factores dietéticos u hormonales inducen cambios 

más drásticos en su actividad que en la de otras enzima (TIJBURG et al., 1989). 

Así, un incremento celular de ATP favorece la síntesis de PL y reduce la de 

triacilgliceroles, por estirnulación de la actividad de la PPH-1 (CARMAN, 1997). 

El diacilglicérido es el precursor común de fosfolípidos (fosfatidilcolina (PC) 

y fosfatidiletanolarnina (PE)) y de triacilgliceroles. Estos últimos son obtenidos por 

la acción de la enzima DGAT. Aún existe la controversia de sí esta enzima es la 

misma en ambas vía metabólicas, o sí bien existen dos formas, una asociada a la 

conversión del ácido fosfatídico y la otra integrada en el complejo "triacilglicerol 

sintetasa". Recientemente, CASES et al., (1998), han sugerido que una misma 

DGAT funciona en ambas vías en el enterocito, puesto que la misma proteína de 488 

aminoácidos que codifica el DGAT cDNA ha sido encontrado en el complejo 

purificado triacilglicerol sintetasa. 

La biosintesis de PC ocurre principalmente por la reacción de los 

diacilglicéridos con CDP-colina @aso 6), aunque una cierta cantidad puede ser 

producida por la metilación de la PE (paso 8). La colina es un componente esencial 

en la dieta de la mayoría de especies. La enzima colina kinasa, localizada en el 

citosol de los tejidos, cataliza la fosforilación de la colina en presencia de ATP, 

produciendo CDP-colina y ADP (TIJBURG et al., 1989). Esta activación representa 

ei primer paso en ia biosintesis de YC. La enzima envuelta en la formación de PC a 

partir de CDP-colina y diacilglicerol es la DGxolina fosfotransferasa (DGCPT), que 

tiene una marcada especificidad hacia los isómeros sn- 1,2 diacilglicerol. Esta enzima 

juega un importante papel en la regulación de PC en los tejidos (KENT, 1997), que 

es cuantitativamente el principal fosfolípido en mamíferos y peces. De forma similar 

a lo que ocurre en la biosíntesis de PC, PE es sintetizada principalmente por la acción 

sucesiva de la etanolarnina kimsa y DG:etanolamim fosfotransferasa (DGEPT), 

con la participación de CDP-etanolamina y diacilgliceroles @aso 7). Y un porcentaje 

bajo de PE puede ser sintetizado a partir de la descarboxilación de la PS (paso 9) 

(TIJBURG et al., 1989). 
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La actividad de las enzimas DGCPT y DGEPT está regulada por las 

concentraciones ceiuiares de CDP bases. De modo que la disponiDiiáad de 2DP- 

colina o CDP-etanolamina determina la síntesis de PC y PE. Además, la presencia de 

estos cofactores influye en la actividad de la enzima DGAT y consecuentemente 

determina el rango de síntesis de TAG. Así, en presencia de suficiente CDP-colina, 

la afuiidad de la DGCPT por los diacilglicéridos es mayor que la de la enzima 

DGAT, favoreciéndose la síntesis de PC (STALS et al., 1992). 

Otros fosfolípidos como la fosfatidilserina, que se encuentra en pequeñas 

cantidades en los tejidos, pueden ser sintetizados mediante un intercambio de bases 

entre la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (TIJBURG et al., 1989) @aso 10). 

A pesar de estos avances en los conocimientos de las actividades de la 

enzimas de reacilación en el enterocito, todavía se desconocen que factores dietéticos 

pueden modular dichas actividades interfiendo en el proceso de absorción de 

lípidos. En concreto en peces, la única información disponible son los resultados de 

IIJIMA et al., (1983), quienes examinan la influencia de los lípidos oxidados en la 

incorporación del [1 -14c]-ácido palmítico y [(~)-'~~~-~licerol-3-fosfato en los TAG 

y PL del intestino de carpa, encontrando que dichos lípidos inhiben drásticamente la 

biosíntesis de DAG y TAG en la vía glicerol-3-fosfato. La tendencia en los últimos 

años al incremento de lípidos en las dietas comerciales para peces y la creciente 

sustitución del aceite de pescado por aceites vegetales en éstas, junto con la escasa 

información que existe en peces sobre el mecanismo de absorción de lípidos, han 

aumentado el interés por investigar los efectos de estos factores en los eventos 

cei-uiares q-ue tieñeñ lugar iá ábsoEibr, IiPiGica, prd pd~&- de ai-uPiiai- los 

conocimientos y con ello elaborar dietas que se adecuen a la fisiología digestiva de 

cada especie. 
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Fig. 3. Biosíntesis de triacilgliceroles y fosfolípidos en el enterocito (Tomado de 

MANSBACH et al., 2001) P" 

1 : 1 -acilglycerol-3-fostato aciltransferasa (GPAT) 6:  DG:colina fosfotransferasa @GCPT) 
2: 2,l -acilglycerol-3-fosfato aciltransferasa 7: DG:etanolamina fosfotransferasa @GEPT) 

3: fosfatidico fosfohidrolasa ( ~ P H I )  8: fosfatidiletanolamina metil transferasa 
4: monoacilglycerol aciltransferasa (MGAT) 9: fosfatidilserina descarboxilasa 
5: diacilglycerol transferasa WAT) 10: intercambio de bases 
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Los lípidos resintetizados en el enterocito son estabilizados formando 

iipoproteínas áei tipo quiiomicrones @M-) y lipoproteínas de muy baja densidad 

(very low density lipoprotein, VLDL). En las imágenes electrónicas, estas 

lipoproteínas son observadas como pequeñas vacuolas de distinta electrodensidad 

dependiendo de su composición en ácidos grasos en el interior del retículo 

endoplásmico, cisternas del complejo de Golgi, en los espacios intercelulares y en la 

lámina propia intestinal (SIRE et al., 198 1). 

En un principio, se postuló la ausencia de los quilomicrones en peces, lo que 

hizo suponer un mecanismo de absorción y transporte distinto al de los mamíferos. 

Estudios ultraestructurales posteriores (SIRE y VERNIER 198 1 ; SIRE et al., 1 98 1) 

den-mstrzc!~~ !!si presemiu de distktos +mGos de lipcqjiutehi;w, que dependían dei 

porcentaje de Iípidos ingeridos y de la naturaleza de los ácidos grasos. Así, estos 

autores encontraron que cuando truchas arco iris reciben solamente ácido palmítico 

las partículas de lipoproteínas tienen un tamaño de 400-700 A (VLDL). Sin embargo, 

el tamaño de las partículas incrementa de 800 a 2600 A después de la ingestión de 

una dieta que contenga 8% de lípidos de los cuales el 14% sean EPA y DHA y llegan 

a tamaños por encima de 6500 A cuando la dieta contiene 10% de lípidos con 27% 

de EPA y DHA. Los tamaños por encima de 1000 A entran en la gama de los 

descritos para quilomicrones (GLICKMAN y SABESIN, 1988). Otro hecho 

importante que parece influir sobre el tamaño de estas lipoproteínas es la vía 

metabólica utilizada para la reesterificación de los triacilgliceroles. Al ser la vía 

glicerol-3-fosfato la principal vía de reacilación en peces, parece evidente que la 

síntesis de glicerofosfolípidos es más importante que en mamíferos. Este hecho 
..-- ~&do a ia alta cantidad de proteínas que contienen las dietas para peces explicaría la 

mayor formación de materiales de superficie, resultando en lipoproteínas más 

pequeñas (VLDL) comparado con los mamíferos (SIRE et al., 1981). Estudios sobre 

estos temas han sido realizados principalmente en trucha (SIRE y VERNIER, 1981 ; 

SIRE et al., 1981), siendo poco conocidos los mecanismos de formación de 

lipoproteínas intestinales y los factores dietéticos que las regulan en otras especies de 

peces. En lubina, DEPLANO et al., (1989) compararon ultraestructuralmente la 
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formación de lipoproteínas intestinales entre lubinas salvajes y aquellas alimentadas 

con una dieta comercial. 

Por otro lado, la disponibilidad de fosfolípidos parece influir en la formación 

de las lipoproteínas intestinales. En concreto, la fosfatidilcolina ha sido identificada 

como un factor dietético que incrementa la absorción de lípidos que son secretados 

en las lipoproteínas (TSO et al., 1981; MANSBACH et al., 2001). PC puede ser 

reesterificada a partir de la lisofosfatidilcolina absorbida o bien puede ser sintetizada 

de novo por la vía glicerol-3-fosfato. KUMAR y MANSBACH (1997) postularon 

que PC tiene que estar presente en cantidades adecuadas en el enterocito para la 

formación de los fosfolípidos de membrana que son requeridos para la síntesis de las 

lipoproteínas intestinales. En defmitiva, la fosfatidilcolina tiene gran importancia 

como estabilizador de las partículas de triacilgliceroles o de lipoproteínas y como 

reparador de membranas del enterocito modificadas para la absorción y secreción de 

los lípidos (FRIEDMAN Y CARDELL, 1976; GURR Y HARWOOD, 1991). 

Diversos estudios tanto en juveniles como en larvas de diferentes especies de peces 

han mostrado la importancia de la fosfatidiicolina en los procesos de asimilación de 

lípidos (GEURDEN et al., 1998; IZQUIERDO et al., 2000). 

Una segunda forma de lípidos esterificados observada por varios autores 

(BERGOT y FLECHON, 1970; NOAILLAC-DEPEYRE y GAS, 1979; SIRE y 

'v'ENu?ER, 1981) son las vacuoias iipídicas de iocaiización extrarreticuiar y 

supranuclear. Estas gotas lipídicas son detectadas al microscopio electrónico como 

vacuolas de distinta electrodensidad y tamaño, no rodeadas de membrana. Todavía se 

desconocen los motivos de la acumulación de estas vacuolas. Algunos autores han 

sugerido que podría ser debido a la saturación de las rutas de síntesis de 

lipoproteínas, a la entrada excesiva de los productos de la digestión intraluminal o al 

déficit temporal en la síntesis de apoproteínas estructuraies de quilornicrones y 

VLDL. 
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1.5EL TRANSPORTE DE LÍPIDOS Y EL METABOLISMO DE LAS 
L I Y ~ Y K O T E ~ - A S  EN PECES 

El transporte de lípidos y otros componentes liposolubles desde el intestino a 

los tejidos periféricos es mediado predominantemente por lipoproteínas. Estudios 

sobre lipoproteínas plasmáticas han comenzado a ser cada vez más importantes en 

peces, para completar la información sobre el metabolismo lipídico de éstos. 

Las lipoproteínas son partículas que difieren en su proporción de lípidos 

(triacilgliceroles, colesterol, ésteres de colesterol y fosfolípidos) y proteínas. Las 

lipoproteínas plasmáticas han sido clasificadas por su densidad en 5 principales 

qUilG,TicFGEes (QF.9, l~p9YrGtr~yW de muy b8ja &rsi&íj (tnuDL), 

lipoproteína de densidad intermedia (intermediate density lipoprotein, IDL), 

lipoproteína de baja densidad (low density lipoprotein, LDL), lipoproteína de alta 

densidad (high density lipoprotein, HDL) y lipoproteína de muy alta densidad (very 

high density lipoprotein, VHDL = vitellogenin, VTG). Esta última lipoproteína está 

presente solamente durante la vitelogénesis en las hembras, o puede ser inducida por 

estrógenos u otras sustancias en machos o en individuos inmaduros (KWON et al., 

1993). En varias especies de peces han sido aisladas las diferentes fracciones de 

lipoproteínas y caracterizada la composición lipidica y proteica de éstas (SKINNER 

y ROGIE, 1978; CHAPMAN et al., 1978; SHERIDAN et al., 1985; SANTULLI et 

al., 1997), aunque todavía no existen trabajos en dorada. 

Para abordar el estudio del metabolismo de las lipoproteínas es importarte 

resaltar que las clases de iipoproteínas no son independientes sino que están 

funcionalmente interrelacionadas (Fig. 4). 

Como se ha comentado anteriormente, el intestino sintetiza quilomicrones y 

VLDL, y según estudios de IIJIMA et al., (1990a) pequeñas cantidades de HDL. 

Los quilomicrones están constituidos principalmente por ácidos grasos éxogenos de 

cadena larga. El metabolismo de los quilomicrones es rápido y efectivo. Son 
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metabolizados en la superficie de los capilares de músculo y tejido adiposo mediante 

la enzima lipoproteína lipasa (LPL) que se encuentra localizada en la membrana 

plasmática de las células endoteliales (BLACK et al., 1983). La apoproteína C2 

componente de los quilomicrones activa a esta enzima, la cual rompe los 

triacilgliceroles en ácidos p o s  libres y monoacilgliceroles que son absorbidos y de 

nuevo resintetizados en el interior de las células a triacilgliceroles que son el 

producto final para reserva (SHERIDAN, 1988). 

La VLDL transporta principalmente lípidos endógenos y contiene 

preferentemente triacilgliceroles, semejante a los quilomicrones. Su principal lugar 

de síntesis es el hígado. El catabolismo de VLDL es básicamente el mismo que el de 

los quilomicrones, actuando sobre ellas la lipoproteína lipasa que hidroliza a los 

triacilgliceroles. La interacción VLDL-lipasa es menos eficiente que la interacción 

quilomicrón-lipasa, de este modo las lipoproteínas VLDL plasmáticas persisten más 

tiempo en circulación (SHERIDAN, 1988). Durante su degradación, los fosfolípidos 

y la apoproteína C son transferidos a la HDL, mientras que las apoproteínas B y E 

son retenidas en las partículas. 

Estas partículas resultantes, denominadas IDL, están compuestas por una 

menor cantidad de triacilgliceroles y son ricas en ésteres de colesterol, siendo 

finalmente degradadas resultando en la formación de las LDL, que retienen 
-..L. Úni~amen~e la apoproteína B. La principai h c i o  de ía LDL es el transporte de 

colesterol hacia los tejidos periféricos. La apoproteína B tiene un importante papel en 

el reconocimiento de las partículas de LDL por las células, interactuando con 

receptores específicos de membrana. La distribución de LDL en los tejidos parece 

que depende de la actividad de estos receptores de membrana. Así, músculo o tejido 

adiposo tienen pocos receptores, mientras que la glándula adrenal (órgano importante 

en la síntesis de hormonas esteroides derivadas del colesterol) tiene abundantes 

receptores de LDL. Además, los receptores de LDL están regulados dependiendo de 

la concentración de LDL en el plasma. Altas concentraciones plasmáticas de LDL 

deprimen el número de receptores, y éstos aumentan en la situación contraría. 
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HDL es el principal almacén de colesterol, esta lipoproteína acepta el 

coiesteroi de ios tejidos perifericos y lo transporta hacia el hígado para su 

degradación o reutilización. La apoproteína A asociada a las partículas de HDL es un 

activador específico de la enzima lecitim colesterol acil-tramferasa (LCAT). La 

función de esta enzima es la de transferir un ácido graso de la fosfatidilcolina al 

colesterol en la superficie de la HDL para formar ésteres de colesterol que son 

transferidos al interior de la partícula (Fig. 4). Esta redistribución de lípidos convierte 

a la partícula discoidal de HDL en forma esférica. La lisofosfatidilcolina resultante es 

transferida al plasma y es rápidamente degradada o reacilada. Los ésteres de 

colesterol por acción de una colesterol-esterasa, dan lugar a ácidos grasos y 

colesterol libre, el cual puede eliminarse por la bilis, o ser utilizado para la formación 

de h ~ i t j ~ s  bi!ises ~ Q , ~ Q ~ ~  estrr~ideus. E& pwceso es e! &iiorh&o ' ~ ~ p o f i r :  

reverso del colesterol". 

En contraste con los mamíferos donde VLDL y LDL son las lipoproteínas 

dominantes en el plasma, HDL constituye la principal hcción en el plasma de peces 

(BABIN y VERNIER, 1989; IInMA et al., 1990a; LIE et al., 1993). No obstante, la 

distribución de las clases lipídicas varía entre especies y, dentro de una misma 

especie debido a diversos factores como pueden ser el estado de maduración sexual o 

las condiciones nutricionales (FRÉMONT y MARION, 1982; LIE et al., 1993). A 

este respecto, la influencia de la dieta en la composición de las lipoproteínas ha sido 

demostrada principalmente en salmónidos (LIE et al., 1993; TORSTENSEN et al., 

2000), y sin embargo, la información en otras especies como la dorada prácticamente 

es inexistente. 
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Enterocito Capilar 
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Higado 

He patocito 

Fig. 4. Metabolismo de las lipoproteinas. LPL: lipoproteína lipasa; LCAT: lecitina 

colesterol aciltrausferasa (Esquema tomado de GURR y HARWOOD, 1991). 
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El hígado es un órgano esencial implicado en el metabolismo de las 

sustancias absorbidas por el intestino, en su transformación y utilización por el resto 

de los tejidos del organismo. Y es el principal lugar de regulación lipídica implicado 

tanto en la síntesis como en la degradación de los ácidos grasos (CROSS, 1993). 

Los ácidos grasos de la sangre son captados por los hepatocitos, pudiendo 

formar parte de tres vías distintas: 

1.- Como fuente de energía: 

El catabolismo lipídico proporciona energía al organismo. A pesar de que no 

existen muchos trabajos sobre este tema en peces, algunos aspectos metabólicos 

relacionados con la oxidación de los ácidos grasos han sido estudiados en los últimos 

años (FR0YLAND et al., 1998; 2000). 

Los ácidos grasos libres son activados por el acetil coenzima A en la 

membrana exterior de las mitocondrias por un complejo enzimático constituido por 

diferentes enzimas tioquinasas dependientes del tipo de ácido graso. Estos acil-COA 

grasos no pueden entrar directamente a la matriz de la mitocondria para la B- 
oxidación por lo que se requiere un mecanismo de transporte donde entra a formar 

parte la enzima carnitina acil-COA transferasa, que convierte al acil-COA en acil- 

carnitina (BREMER, 1 997). 

Posteriormente, en la matrix de la mitocondria el grupo acil-carnitina es 

nuevamente convertido en acil-COA, que se emplea.como sustrato por el ciclo de la 

P-oxidación del ácido graso (FR0YLAND et al., 1998). Estudios in vitro de P- 
oxidación mitocondrial en peces han sugerido que existe una preferencia sobre los 

ácidos grasos saturados y monoinsaturados como sustratos para la oxidación. Así, 

16:0, 16: 1, 18: 111-9 y 18:2n-6 parecen ser preferentemente oxidados durante periodos 
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de inanición, mientras que el rango de oxidación del 22:6n-3 es bastante bajo en 

dichas circunstancias (KIESSLING y KTESSLING, 1993; HENDERSON, 1996). 

Aparte de las mitocondrias existen otros lugares subcelulares donde existen 

también enzirnas para la B-oxidación, como son los peroxisomas, los cuales 

contienen una primitiva cadena respiratoria. En peces, los peroxisomas fueron 

puestos de manifiesto en estudios de truchas por HENDERSON y SARGENT en 

1984, los cuales demostraron que se inducía una ruta peroxisómica alternativa a las 

mitocondrias que dependía principalmente de los ácidos grasos. Parece ser que los 

peroxisomas actúan sobre los ácidos grasos de cadena larga reduciendo su tamaño a 

acil-COA de bajo peso molecular que son mejores sustratos para la P-oxidación y 

también intervienen en la oxidación de ácidos grasos de cadena corta. 

Cuantitativamente los peroxisomas son mucho menos eficaces que las mitocondrias 

(HENDERSON y SARGENT, 1984; GURR y HARWOOD, 1991). 

La P-oxidación también es llevada a cabo en otros lugares del organismo, 

como músculo o tejido adiposo (GREENE y SELIVONCHICK, 1987; SHERIDAN, 

1988). Esta oxidación está regulada hormonalmente dependiendo principalmente de 

la concentración de ácidos grasos en el plasma y de la demanda de energía de los 

tejidos. 

2.- Como reserva de energía: 

Los triacilgliceroles son la principal fuente de reserva de energía. Así, los 

ácidos grasos son conjugados con glicerol en una serie de acilaciones catabolizadas 

por complejos triacilglicerol sintetasa, constituyéndose triacilgliceroles que se 

almacenan libres en el citoplasma de los hepatocitos como lípidos neutros. Las 

enzima implicadas en la biosintesis de triacilgliceroles son la glicerol-3-fosfato 

acilíransferasa y la fosfatidil fosfohidrolasa que se localizan en el REL. El 

mecanismo de biosíntesis es similar al descrito anterionnente en los enterocitos, de 
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igual manera también forma parte la proteína FABP la cual puede regular la 

activacion y reesterificacion de ios acidos grasos. 

El lugar de almacén de lípidos varía según la especie de pez pudiendo ser, 

hígado, tejido adiposo perivisceral o músculo. La trucha tiende a acumular grasa en 

el tejido adiposo perivisceral, las especies pelágicas como el arenque (Clupea 

harengus) y la caballa (Scomber japonicus) tienen depósitos de lípidos subcutáneos 

en el interior del músculo y el bacalao (Gadus morhua) tiende a almacenar los 

lípidos en el hígado O;IE et al., 1986). Otras especies marinas como dorada y lubina 

tienden a acumular los lípidos en hígado y grasa perivisceral (KAUSMK, 1997). 

U!~ae3~~CtUi~~zeXte,  es+c=s &pósiks de @iac&!icerG!es s ~ l ?  GbseFv~8&s 

como vacuolas de distinta electrodensidad que no poseen membrana exterior y se 

encuentran libres dentro del citoplasma de varios tipos de células (GHADIALLY, 

1988). Al microscopio óptico, grandes espacios vacíos representan lugares 

anteriormente ocupados por los lípidos debido a que son extraídos por los solventes 

utilizados en las técnicas histológicas (CROSS, 1993), por lo que el uso de técnicas 

especiales es requerido para la identificación de los lípidos en los preparaciones 

histológicas de los tejidos. 

Cuando los ácidos grasos son demandados de sus lugares de almacén, los 

triacilgliceroles reesterificados en el REL son conjugados con proteínas procedentes 

del RER y son transportadas al complejo de Golgi (CG), en donde se les incorporan 

los fosfolípidos y colesterol constituyendo las lipoproteínas. En las imágenes 

eiecirónicas estas iipoproteínas son observadas como pequeñas vacuoias de distinta 

electrodensidad dependiendo de su composición en ácidos grasos en el interior del 

retículo endoplásmico, complejo de Golgi, en las vesículas de exocitosis en la 

superficie celular y en el espacio de Disse (GHADIALLY, 1988; FAWCET, 1992). 

Sin embargo, cuando el aporte de lípidos excede la necesidad o la capacidad 

de que las células hepáticas oxiden a los ácidos p o s ,  el resultado es la síntesis y 
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deposición de triacilgliceroles, ó bien cuando la síntesis de proteínas no es paralela a 

la entrada y síntesis de lípidos, estos se acumulan en forma de vacuolas resultando en 

hígado graso o esteatosis (GURR y HARWOOD, 1991). Esta alteración ha sido 

observada frecuentemente en los peces cultivados en condiciones de producción. Su 

aparición esta relacionada principalmente con factores nutricionales, como pueden 

ser deficiencias en ácidos grasos esenciales, enranciamiento de los Iípidos (TACON, 

1996) ó un incremento del porcentaje de Iípidos en las dietas (CABALLERO et al., 

1999). No obstante, todavía se desconocen cuales son los mecanismos por los que 

estos factores nutricionales producen acumulación creciente de grasas en el hígado. 

3.- Participando en la biosíntesis de fosfolipidos, esfingolipidos de 

membranas y otras estructuras @rostaglandinas, etc) 

Los ácidos grasos son componentes de los fosfolipidos, componente lipídico 

mayoritario en las biomembranas. La composición de ácidos grasos de los 

fosfolípidos depende de la especie y, dentro de una misma especie, del tejido 

concreto (SARGENT et al., 1989). Los ácidos grasos de las series n-3 y n-6 son los 

precursores de los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y 

lipoxinas), que son derivados oxigenados de estos ácidos p o s  y que no se 

acumulan, sino que deben ser sintetizados de novo inmediatamente después de la 

activación ceiuiar. 



Introducción 
-- 

1.7 OBJETIVOS 

Dada la creciente importancia de los lípidos en las dietas para peces 

cultivables, la tendencia actual al incremento de los lípidos en éstas ó a la utilización 

de aceites vegetales alternativos al aceite de pescado, el presente estudio tiene la 

finalidad de estudiar los efectos de la manipulación de los lípidos dietéticos sobre 

los procesos de absorción, transporte y metabolismo hepático, para tratar de ampliar 

los conocimientos que actualmente se tienen sobre el metabolismo lipídico en las dos 

especies con importancia en la Acuicultura Mediterránea: la dorada y la lubina. 

Por estas razones y dentro de la línea de investigación sobre Nutrición de estas 

especies se  ha^ e s t l e c i d ~  !es sigdiectes eb'etiríes: .l 

1. Establecer las relaciones porcentaje de lípidos y calidad de harina de pescado y 

evaluar las repercusiones de estas dietas en la histología del hígado de dorada. 

2. Evaluar los efectos a medio plazo de la inclusión de aceites vegetales en el 

crecimiento y sus repercusiones en el metabolismo lipídico del hígado de 

dorada y lubina. 

3. Evaluar los efectos a largo plazo de la inclusión de aceites vegetales y de 

mayores niveles de sustitución del aceite del pescado en el crecimiento y en la 

histología del hígado de dorada y lubina, a la vez que estudiar la reversibilidad 

de estos cambios estructurales en este órgano. 

4. Estudiar el transporte d e  lípidos y los posibles efectos de la composición de 

ácidos grasos de la dieta sobre el metabolismo de las lipoproteínas en la 

dimda. 

5. Estudiar los efectos del porcentaje de lípidos y calidad de harina de pescado 

sobre la histología del intestino en dorada. 

6. Evaluar los efectos de la inclusión de aceites vegetales en el proceso de absorción 

intestinal de lípidos en la dorada y la lubina. 

7. Estudiar la influencia de la dieta en las mtas de reacilación de triacilgliceroles y 

fosfolípidos en el intestino de dorada. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

En este capítulo se presenta la metodología común a todos los experimentos 

llevados a cabo en el presente estudio, incluyendo la relativa a los parámetros 

biológicos, análisis histológicos, bioquímicos y enzimáticos. Las condiciones 

experimentales específicas de cada experiencia se incluyen en los capítulos 

correspondientes. 

2.1 INSTALACIONES Y PECES EXPERIMENTALES 

Los experimentos llevados a cabo en el presente estudio se realizaron en la 

I>lcqb Exp&~~e~,t& & C&+los h&,,ti; Ck?a+o & &ficia Ivfa-;ria, 

perteneciente a la Dirección General de Universidades e Investigación de la 

Consejería de Educación, Cultura y Deportes del Gobierno de Canarias. 

Todos los peces, tanto doradas (Sparus aurata, Linnaeus, 1758) como lubina 

(Dicentrarchus labrax, Linnaeus, 1758) de los distintos experimentos fueron 

suministrados por la empresa local de producción' de peces Alevines y Doradas, S.A 

(ADSA). Los peces se preseleccionaron en la planta de procedencia según el peso 

deseado en cada experimento. Durante tres semanas previas a la realización de la 

experiencia los peces se aclimataron en tanques de 2 m3, donde se alimentaron con 

di&s r.~merci&s. & ~ @ & ~ ~ ~ , r ! s s  +mqjes eqerL%eii~!e~, 19s peces se 

anestesiaron con clorobutanol 1 1 1  tricloro-2-metril-2-propanol) a una 

concentración de 200 mg/l de agua. Seguidamente, se pesaron y se repartieron en los 

distintos tanques experimentales, de manera que no hubiese diferencias significativas 

entre los pesos de los distintos lotes. Se utilizaron tanques de fibra de vidrio de 0.1, 

0.4 y 1 m3, según el peso de los ejemplares utilizados. Los tanques, diseñados por el 

equipo de investigación y construidos por una empresa local, estaban provistos de 

aireación y suministro continuado de agua de mar obtenida de un pozo y procedente 

de un tanque de sedimentación de 27 m3. Diariamente se anotaron las mortalidades y 

se midió la temperatura y la concentración de oxigeno disuelto en el agua. 
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2.2 DIETAS 

Todas las dietas experimentales utilizadas en el presente estudio se diseñaron 

conjuntamente con las empresas noruegas, Norwegian Herring Oil and Meal 

Industry Research Institute (SSF) (Bergen) y Nutreco Aquaculture Research Centre 

(Stavanger), que fueron responsables de su elaboración. En los capítulos dedicados a 

cada uno de los experimentos realizados se detalla la composición de las diferentes 

dietas experimentales. 

2.3.1 Crecimiento 

Para estudiar el crecimiento de los peces se procedió a la determinación del 

peso corporal de cada uno de los individuos a lo largo de toda la experiencia. Antes 

de cada control de peso los peces permanecieron en ayuno durante 24 horas. El peso 

se registró en términos absolutos o bien como porcentaje respecto al peso inicial: 

PesoJinal - Peso inicial 

Crecimiento = X 100 

Peso inicial 

2.3.2 tndice hepatosomático 

Para completar el estudio de crecimiento se determinó el índice 

hepatosomático (HSI), que representa la relación existente entre el peso del hígado y 

el peso corporal total, y está definido por la expresión: 

Peso hígado 

HSI = X 100 

Peso total 
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2.4 ESTUDIOS HISTOL~GICOS 

2.4.1 Recogida de muestras 

Los peces destinados a la toma de muestras de tejidos para los estudios 

histológicos se sacrificaron previamente con una sobredosis de clorobutanol 

(>200rng/l de agua). 

2.4.2 Inclusión en parafina 

Las muestras de intestino e hígado se fijaron con formalina tamponada 10% 

Formalina tamponada 10% 

1 OOml Formo1 concentrado 40% 

900ml Agua destilada 

4g NaH2P04.H20 

6g Na2HP04 

Par9 sc p C e S ~ i V f ? t ~ ,  1% e ~ ~ m ~ ~  efi p q ~ & a s  se 
A -... 

deshidrataron en un gradiente de alcoholes (70-96%) y xilol, y se embebieron en 

moldes con parafina. Sobre los bloques de parafina se hicieron cortes de 3-4ym de 

grosor con un microtomo de rotación (Leica Jung 2050, Alemania). Los cortes se 

tiñeron con la técnica de hematoxilina-eosina (H&E) y de ácido periódico-reactivo de 

Schiff (PAS) (MARTOJA y MARTOJA-PIERSON, 1970). Los cortes se estudiaron 

y fotografiaron con un fotomicroscopio (Leica Leitz DMRBE@, Alemania). 
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2.4.3 Inclusión en resina 

Las muestras de intestino e hígado destinadas a los estudios para microscopia 

electrónica se trocearon en pequeñas piezas (lrnm3) y se fijaron en glutaraldehído al 

2.5% en tampón fosfato al 0.2M, @H 7.2) según MILLONIG (l3ANCROFT y 

STEVENS, 1996) hasta su procesamiento. 

Glutaraldehido tamponado 2.5% 

25% Glutaraldehido 

2.26% NaI-12P04-2H20 

2.52% NaOH 

0.5M C12Ca 

Las muestras correspondientes a los apartados 3.2 y 5.2 se procesaron en el 

Servicio de Microscopia Electrónica y Análisis de Imagen de la Universidad de 

Córdoba, según el método descrito por KARNOVSKY (1971). Para ello, las piezas 

de tejidos se refijaron en tetróxido de osmio al 2% diluido en tampón ferrocianuro al 

1.5% durante 2 horas, se deshidrataron con acetona y se incluyeron en bloques con 

Epon 812 (Fluka, Buchs, Suiza). A partir de los bloques se realizaron cortes de 50nm 

en un ultramicrotomo (Leica LKB modelo Ultratome Nova, Alemania), y se 

colocaron sobre rejillas de cobre. Las rejillas con los cortes se contrastaron con 

aeeLm & -üj-ailci y &-&j & p!OriO. LOS C O ~ ~ S  es&&zrcn y f~?~o-rafiarnn w------ 

empleando un microscopio electrónico PhilipsB CM- 1 O. 

Las muestras correspondientes a los apartados 3.3,5.3 y 5.4 se procesaron en 

el Brart~tra Research Center de la Universidad de Trondheim (Noruega). Estas 

muestras se procesaron por el método descrito por ANGERMULLER y DARIUSH 

FAHIMJ (1982) con algunas modificaciones. Este método describe el uso del tampón 
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hidazol como buffer para el tetróxido de osmio permitiendo una excelente tinción 

de los Iipibos en microscopia electruñica de úransmision. Las piezas de tejidos se 

refijaron en 4% tetróxido de osmio en tampón Imidazol 0.2M (pH 7.2) durante 2 

horas y posteriormente se contrastaron con 1.5% acetato de uranilo durante 1 '/z hora. 

A continuación se deshidrataron en un gradiente de alcoholes (70-100%) y óxido de 

propileno y se incluyeron en bloques con Epon 812. Sobre estos bloques se realizaron 

cortes de 50nm de grosor con un ultramicrotomo (Leica LKB Ultratome Nova, 

Alemania), que se colocaron sobre rejillas de cobre. Las rejillas con los cortes se 

tiñeron con 2% citrato de plomo durante 30 segundos para aumentar el contraste. 

Finalmente, los cortes se estudiaron y fotografiaron empleando un microscopio 

electrónico JEOL 1200EX. 

2.4.3.1 Cortes semifinos 

Los tejidos embebidos en resina se cortaron a lpm de grosor con un 

ultramicrotomo y se tiñeron con Azul de Toluidina y Fuschina Básica (AT&FB) 

(HOFFMAN et al., 1983). Los cortes se estudiaron y fotografiaron empleando un 

fotomicroscopio (Leica Leitz DMRBEO, Alemania). Con esta técnica, los lípidos se 

observan de color verde y el resto de estructuras celulares de azul. 

2.4.4 Cortes en congelación 

Los hígados pertenecientes al apartado 3.2 se sumergieron en isopropanol, se 

congelaron rápidamente en nitrógeno líquido durante 5 minutos y se conservaron en 

-80°C hasta su procesamiento. Sobre este material se realizaron cortes de 5pm en un 

criostato Reichert-Jung 2800 Frigocut N. Estos cortes se tiñeron con Oil-Red O al 

70% en etanol (BANCROFT Y STEVENS, 1996). Los cortes se estudiaron y 

fotografíaron con un fotomicroscopio (Leica Leitz DMRBEO, Alemania). Siguiendo 

este método, los lípidos se observan de color rojo y el resto de estructuras celulares 

de azul. 
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2.4.5 Análisis de imagen 

2.4.5.1 Análisis mor$ométrico del hígado 

En el apartado 3.2 se realizó un estudio morfométrico del hígado. Este estudio 

se realizó en el Servicio de Microscopía Electrónica y Análisis de Imagen de la 

Universidad de Córdoba. Sobre placas negativas de fotos realizadas en el 

microscopio electrónico se determinó el área de las gotas lipídicas. Para ello se 

utilizó el programa de tratamiento y análisis de imagen Imagoo desarrollado por el 

grupo de investigación SIVA (Sistemas Inteligentes de Visión ArtiJcial) de la 

Universidad de Córdoba. Para cada dieta, se midieron 10 placas con el mismo 

aumento (1 95Ox) escogidas al azar. El área se midió en micras cuadradas @m2). 

Sobre las muestras de hígado del apartado 3.3, se realizó un estudio 

estereométrico cuantificando el volumen de tejido hepático ocupado por lípidos, 

según los principios del método del conteo de puntos de WEIBEL (1979). La 

densidad de volumen de vacuolas lipídicas se estimó colocando una plantilla 

cuadriculada con un número concreto de puntos (PT) sobre las fotos de hígado y 

determinando el número de estos puntos que coincidían sobre vacuolas lipídicas 

(Pvi). El volumen de los lípidos se calculó como VG=P,/PT. Aquellos puntos que 

coincidían sobre otro tipo de estructuras, como tejido pancreático o sinusoides, se 

descontaron del total de puntos. Para este estudio se utilizó una plantilla cuadriculada 

con 322 puntos y con una distancia entre puntos de 5mm (equivalente a 15pm). El 

estudio se realizó sobre fotos de cortes semifinos de hígado teñidos con AT&FB y las 

fotografias en un microscopio óptico a 40 aumentos. 

2.4.5.2 Análisis morfométrico del intestino 

Sobre las muestras de intestino del apartado 5.4, se realizó un estudio 

morfométrico donde se determinó el. porcentaje de epitelio intestinal ocupado por 

vacuolas lipídicas y por espacios intercelulares. El área del epitelio intestinal 
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escogida para cada fotografia comprendía desde la membrana basa1 de las 

r n i ~ ~ ~ i i l ~ ~ i & & ~  ha+ra la lh;iiii 
IYIV1 V 1 A*A 3e midieron 20 negativos (35mmj 

escogidos al azar para cada dieta con el mismo aumento (460~). Para el análisis se 

utilizó un sistema de análisis de imagen (Imagen Pro Plus@) 

2.5.1 Recogida de muestras 

Las muestras de sangre se tomaron por punción del seno caudal, a la altura 

del pedúnculo, en peces anestesiados previamente con clorobutanol (200mgA de 
.. . ~gw). Les peces pemmecierofi en q-mo 24 huias previas a la extraccion ae sangre. 

El "pool" de muestras de sangre procedente de 24 peces por tanque se transfirió a 

tubos con EDTA (concentración final 0.01%). El plasma se obtuvo por 

centrifugación a 3000 rpm durante 10 minutos. 

Las muestras de plasma se conservaron a 4"C, se embalaron en hielo para 

mantener la refrigeración y se enviaron inmediatamente al Institute of Nutrition, 

Department of Fisheries and Marine Biology de la Universidad de Bergen 

(Noruega), donde fueron recibidas al día siguiente, comenzando la separación de 

lipoproteínas inmediatamente. La separación de las lipoproteínas debe realizarse 

kmedi&mente devpés de !u extracción y ~LvteiiciSii de1 p i ~ m q  conservándose 

estas intactas como máximo 2 semanas a 4OC. La congelación a -80°C durante meses 

puede producir la degradación de las lipoproteínas (TORSTENSEN, 2000) . 

2.5.2 Separación de lipoproteínas 

Las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), de baja densidad (LDL) y 

de alta densidad (HDL) se separaron mediante el método de ultracentrifugación- 

flotación (HAVEL et al., 1955; AVIRAM, 1983 j. Este método se fundamenta en que 
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la densidad de las lipoproteínas es inferior a la unidad y, por tanto, al aumentar la 

densiciad dei medio en que se encuentran, ascienden a la superficie por flotación. La 

densidad del medio se aumenta agregando cloruro sódico/bromuro potásico y la 

velocidad de flotación se acelera mediante centrifugación. 

Nueve m1 del "pool" de plasma (n=24) procedente de cada tanque se 

centrifugaron a 107500 g y 4"C, usando una ultracentrífuga Pegasus 65 con un rotor 

70-Ti. Los intervalos de densidad se obtuvieron por la adición de cloruro sódico y 

bromuro potásico, siguiendo la metodología descrita por LIE et al., (1994). Los 

tiempos de centrifugación e intervalos de densidad para la obtención de cada fracción 

de lipoproteína fueron los siguientes (WARNICK et al., 1979): 

VLDL d <  1.015g/ml durante 20h I 
LDL 1 .O1 5 g/ml< d < 1 .O85 glml durante 20h 

HDL 1 .O85 g/ml d < 1.2 1 g/ml durante 44h 

Las fracciones de lipoprotehas se guardaron en viales de tipo Eppendorf a 

-80°C hasta su posterior análisis. 

2.5.3 Extracción de Iípidos totales 

El contenido de lípidos totales de cada fiacción de lipoproteína, así como de 

las dietas y tejidos analizados se extrajo mediante el método descrito por FOLCH et 

al., (1 957), usando una mezcla de cloroformo:metanol (2: 1, v:v) conteniendo 0.0 1 % 

de BHT (2,161-Di-tert-Butyl-p-cresol). Una vez extraído el solvente, los lípidos se 

pesaron en seco en atmósfera de N2. 
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2.5.4 Separación de lípidos polares y neutros 

Los lípidos totales de la fracción VLDL obtenidos por el método de FOLCH 

et al., (1957) se separaron en polares y neutros por cromatografia de adsorción en 

cartuchos de sílice (Sep-pak, waters S.A., Mildford, Massachussets) según el método 

de JUANEDA y ROCQUELIN (1985). Para ello, se inyectaron los iípidos en el 

cartucho y se recuperaron los lípidos neutros arrastrándolos con cloroformo a una 

velocidad de flujo de 25 mlhin. A continuación, se recuperaron los polares con 

metanol, siguiendo el mismo procedimiento. 

m r r n  
~3.3 separación de ciases iipídicas 

Las clases lipídicas de los lípidos neutros de las hcciones lipoprotéicas LDL 

y HDL se separaron a partir de los lípidos totales obtenidos con el método descrito 

por FOLCH et al., (1957). Las clases lipídicas de la fracción VLDL se obtuvieron a 

partir de los lípidos neutros separados previamente. Muestras de 2 p1 de lípidos 

neutros disueltos en cloroformo (15mglml) se depositaron por triplicado mediante 

capilares en varillas de cromatografia recubiertas con sílice (Chromarods, Iatronlab). 

Los ésteres de colesterol (CE), los triacilgliceroles (TAG) y el colesterol (CHO) se 

separaron utilizando como fase móvil una solución de hexano:dietileter:ácido 

fbrideo (05: 1 5 :0.040) íVÍv), uIi iierupo be ~esalTO~~o de 3 8 U&-,-QiOS a 4OC y 

se cuantificaron mediante FID en un Iatroscan MK-5 TLC (Iatron Lab. Inc., Tokio, 

Japón). Los picos obtenidos fueron integrados con un Chromatopac C-RSA 

Shimadzu, utilizándose estándares comerciales (Sigrna Chemical, St. Louis, U.S.) 

para su identificación. 

,Las clases lipídicas de los lípidos polares de las hcciones lipoprotéicas LDL 

y HDL se separaron a partir de los lípidos totales obtenidos con el método descrito 

por FOLCH et al., (1957), mientras que las clases lipídicas de la fiacción VLDL se 

obtuvieron a partir de los lípidos polares separados previamente. Muestras de 2 p1 de 
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lípidos polares disueltos en cloroformo (15mgfml) se depositaron por triplicado 

mediante capilares en varillas de cromatografia recubiertas con sílice (Chromarods, 

Iatronlab). La fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilcolina (PC) y la 

lysofosfatidilcolina (LPC) se separaron utilizando como fase móvil 

c1oroformo:metanol:agua desti1ada:ácido fórmico (50: 18: 1.4: 1) (vlv), durante un 

tiempo de desarrollo de 52 minutos a 4OC y se cuantificaron mediante FID en un 

Iatroscan MK-5 TLC (Iatron Lab. Inc., Tokio, Japón). Los picos obtenidos fueron 

integrados con un Chromatopac C-RSA Shirnadzu, utilizándose estándares 

comerciales (Sigma Chemical, St. Louis, U.S.) para su identificación. 

Las condiciones del Iatroscan se ajustaron a las descritas por IZQUIERDO 

(1 988), y fueron las siguientes: 

Aparato: Iatroscan MK-5 TLC 

Flujo de hidrógeno: 0.8 kg/cm2 

Flujo de aire: 2300 ml/min 

Velocidad de barrido: 0.35 cdseg 

. Los ácidos p o s  se obtuvieron por transesterificación en medio ácido 

(CHFUSTIE, 1982) a partir de los lípidos totales obtenidos por el método de FOLCH 

et al., (1957). Se añadió ácido heneicosaenóico (21:O) (Sigma Chemical, St. Louis, 

U.S.) como estándar interno en una proporción del 10% de los lípidos de la muestra. 

Como medio ácido se utilizó una dilución al 1% de ácido sulfúrico en 

metanol. La reacción se realizó a 50°C durante 16 horas. A continuación, se 

separaron las fases por centrifbgación a 1000 rpm usando una solución de 
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hexano:eter (1:l). Los ésteres metilicos de los ácidos p o s  así obtenidos se 

p-ririf lcmri y. se ..argn meaianie roma iowfla en fase iíqui& y gaseosa 

(GLC) usando las condiciones descritas por IZQUIERDO et al., (1 990). 

Las condiciones operativas empleadas fueron: 

/ Aparato: Shimazdu (Analytical instrument división, 

l Kyoto, Japón, GC-14-A) 

Integrador: Shimazdu C-R5A 

Columna: Capilar en sílice fundida con Sulpeco- 1 O 

(3Omx0.32 rnm iDj 

Gas portador: Helio 

Presión del gas: He: 1 kg/cm2 N2: 0.5 kg/cm2 

H2: 0.5 kg/cm2 aire: 0.5 ~ g / c m *  

Temperatura: Detector: 250°C 

Inyector: 250°C 

Rampa de temperatura: 10 min a 180°C; 

subida a 215°C a 2S°C/min y 10 min a 215°C 

Los ácidos grasos se identificaron por su tiempo de retención usando como 

referencia una mezcla comercial de ácidos grasos bien caracterizada (EPA 28, 

Nippai, Ltd.Tolqo, Japón). 
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2.5.7 Determinación de proteína soluble 

El contenido de proteína soluble de cada fracción de lipoproteína se 

determinó por el método de LOWRY et al. (1951), basado en el cambio de color del 

reactivo de Folin-Ciocaltean en respuesta a la cantidad de proteína presente en la 

muestra. La absorbancia se midió a 660nm en un espectrofotómetro W-160A 

Shimadzu. Se usó albúmina de suero bovino como estándar. 

2.6 ENSAYOS ENZIMÁTICOS 

2.6.1 Materiales 

Los reactivos Palrnitoil-COA, Glicerol-3-fosfato, 1-monoacilglicerol, Trizma 

base, suero de albúmina bovina, MgC12, DTT (ditiotreitol), EDTA (ácido 

etilendiamino tetraacético), CDP-colina (citidin difosfato colina), CDP-etanolamina 

(citidin difosfato etanolamina), CTP (citidin trifosfato) se adquirieron en Sigma 

Chemical Company (St. Louis, U.S.). El 1 4 ~ - ~ a l m i t o i l ~ o ~  (55mCi/mmol) y el L- 

(14~)~licerol-3-fosfato (100mCi/mM) fueron suministrados por ARC (American 

radiolabeled Chemicals Inc, St. Louis, U.S.). Las placas de nano-silica gel fueron 

obtenidas de Fiuita (Buchs, Swltzerland). Los estándares de triacilgliceroles, 

diacilgliceroles, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, ácido fosfatidico se 

obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.). Los solventes orgánicos del 

grado HPLC fueron suministrados por Panreac Química (Barcelona, España). 

2.6.2 Recogida de muestras 

Los peces destinados a estos estudios permanecieron en ayuno 24 horas. Para 

la extracción del intestino anterior, los peces se sacrificaron con una sobredosis de 

anestésico (clorobutanol, >200mg/l de agua). Se extrajo el intestino en %o, 
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eliminándose el contenido intestinal y la grasa mesentérica, y se congeló 

ku?ie&ia~ral?iecte iiie@EG fiqUido. La rniiiskZs eoEgzla& se cGfiserQ&-Gfi a 

-80°C hasta su análisis. 

2.6.3 Preparación de microsomas intestinales 

Los microsomas intestinales se prepararon según el método descrito por 

LEHNER y KUKSIS (1 995) con algunas modificaciones. 

Las muestras de intestino se bañaron con buffer fno de Tris-HC150mM @H 

-I ,.Y,, A\ se Uozeíü.oii eii ijequefizs pieza y se homogz~i~ioi i  a. 2000 qiii &iiimiie 2 

minutos en 4 volúmenes @/v) de buffer fiío, de las siguientes características: 

Buffer para homogenización 

Tris-HC150m.M @H 7.4) 

0.225M Sacarosa 

1mM EDTA 

2mM DTT 

El hornogenizado se centrífugo a 1200g durante 10 minutos. Se separó el 

sobrenadanre y se cenmfbgó a 5900g durante i0 minutos. A continuación, 2mi dei 

sobrenadante resultante se centrifugaron (centrífuga TL 100, Beckman) a 106000g 

durante 1 hora. Los microsomas obtenidos se resuspendieron por homogenización 

con el buffer, en un volumen igual al sobrenadante extraído, y se centrifugaron 

nuevamente a 106000g durante 1 hora. Todo el proceso se realizó a 4°C. Por último, 

los microsomas lavados se suspendieron en el buffer Tris-HC1 50mM (pH 7.4), 

0.225M de sacarosa, 1rnM de EDTA y 2mM de DTT y se conservaron en un tubo 

37 



Material y Métodos 

Eppendorf a -80°C hasta su análisis. Dichos análisis se efectuaron en el plazo de una 

semana como miximo sin detectar cambios en la actividad enzimática. La Fig. 5 

muestra la sucesión de pasos para la obtención de microsomas intestinales. 

El contenido de proteína microsomal se determinó por el método de LOWRY 

et al., (1951), descrito en el apartado 2.5.7. 

Homogenización del intestino 

Sobrenadante 

2 m1 de sobrenadante 

a Ultracentrifügación (1 06000g 1 h) 

Microsornas 

1. Resuspensión en buffer 

1 2. Ultracentrifugac i6n (1 O6OOOglh) 

Microsomas lavados, 

resuspendidos en buffer y conservados a -80°C 

Fig. 5. Metodología para la obtención de microsomas intestinales 
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2.6.4 Incubaciones 

2.6.4.1 Ensayo vía glicerol-3-fosfato 

La actividad de la enzima glicerol-3-fosfato aciltramfemsa se determinó 

usando [14c] glicerol-3-fosfato y palmitoil-COA según el método descrito por 

LEHNER y KUKSIS (1995) con ligeras modificaciones. Los sustratos y cofactores 

de la reacción enzirnática fueron los siguientes: 

Solución basa1 1 : 

< 

n u.uu~pmoi n n m  ~-['~~(~)~~iiceroi-3-fosfato @.e. 100 mCi/mM) 

0.200pmol L-a-glicerol-3-fosfato 

0.020pmol Palmitoil-COA 

70mM Tris-HCL (pH 7.4) 

1mM DTT 

3.0 mM MgC12 

2mglml suero de albúmina bovina 

La reacción se inició con la adición de 200pl de microsomas 

(aproximadamente 0.8 mg proteína microsomal), que se incubaron a 37°C durante 

10 minutos en un hcuhad~r crin zgitilci6n E~b~!ef f  (Mehese P& IIbcis, EEUT"3. 

El volumen fuial de la reacción fue de 0.5 ml. Se utilizaron viales de 5 m1 (Pierce, 

Rockford, Illinois, EEUU). Todos los ensayos se realizaron por duplicado. 

La reacción se terminó rápidamente por la adición de 4ml de 

cloroformo:meta.ol (2:l) conteniendo 0.01% BHT. Los lípidos se extrajeron según 

el método descrito por FOLCH et al., '(1957). 
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A continuación, estos lípidos se disolvieron en 3ml de cloroformo. Se 

tomaron alícuotas de lml que se evaporaron bajo una atmósfera de N;! durante 2 

horas y se aplicaron en placas de HPTLC para su separación en lípidos neutros y 

polares. Dichas placas de silica gel se limpiaron previamente con acetato de etilo y se 

activaron a 100°C durante 2 horas. 

Los lípidos neutros se desarrollaron con el solvente hexano:dietileter:ácido 

acético (80:20:2, vlv). Los triacilgliceroles (TAG) y diacilgliceroles (DAG) se 

detectaron por la exposición con vapores de Yodo. Se emplearon estándares de TAG 

y DAG suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.) para su 

identificación. 

Los lípidos polares se desarrollaron con el solvente c1oroformo:metanol: 25% 

amoniaco:agua destilada (65:35:1:3, v/v) y se revelaron con vapores de Yodo. Se 

usaron estándares de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), 

lisofosfatidilcolina (LPC) y difosfoacilgliceroles (DPG) para su identificación. 

Para la identificación del ácido fosfatídico (PA) las placas de HPTLC se 

prepararon en 0.25M de ácido oxálico y se activaron posteriormente a 100°C durante 

2 horas. El solvente utilizado para su separación fue éter de petróleo:acetona:ácido 

fónnico (74:26:0.25, vlv) y se revelaron con vapores de Yodo. Para su identificación 

se empleó un estándar de PA. 

Las áreas correspondientes a TAG, DAG, PC, PE y PA se rasparon y se 

transfirieron a viales de centelleo conteniendo 3ml de Optiphase "2" (Wallac, 

Finland). La radiactividad se determinó en un contador LKB Wallac, 121 1 Rackbeta. 
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2.6.4.2 Ensayo via moñúaciigiiceroi 

La actividad del complejo triacilglicerol sintetasa se ensayó usando 

monoacilglicerol y [ 1 4 ~ ] ~ a l m i t o i l - ~ o ~  como sustratos, según el método descrito por 

LEHNER y KUKSIS (1995) con algunas modificaciones. La mezcla del ensayo 

contenía: 

Solución basa1 2: 

0.040pmol 1 -monopalmitoil-rac-glicerol 

0.00 1 pmol [ l - 1 4 ~ ] ~ a l m i t o i l - ~ o ~  (A. e. 55 mCiírnmo1) 

O .020pmol Palrnitoil-COA 

70mM Tris-HCl (pH 7.4) 

1rnM DTT 

3 .O mM MgC12 

2mglml suero de albúmina bovina 

La reacción se inició con la adición de 200.1 de micr~cnmis 

(aproximadamente 0.8 mg proteína microsomal). El volumen fuial de la reacción fue 

de aproximadamente de 0.5 ml. Después de 10 minutos de incubación a 37"C, la 

reacción se rerminó rhpihente  con la adición de 4ml de cloroformo:metanol (2:l) 

conteniendo 0.01% BHT. Los lípidos se extrajeron mediante el método de FOLCH et 

al., (1957). La separación en lípidos neutros y polares en placas de silica gel se 

realizó como anteriormente ha sido descrita para la vía glicerol-3-fosfato (apartado 

2.6.4.1). De igual manera, las respectivas áreas de TAG, DAG, PC, PE y PA se 

rasparon de las placas de silica gel y su radioactividad se cuantificó en el contador de 

centelleo. 
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Se realizó un análisis de varianza de una entrada (ANOVA) para los datos de 

todos los experimentos. Aquellos datos expresados en porcentajes se transformaron 

previamente en raíz cuadrada del arcoseno para conseguir varianzas homogéneas 

entre los grupos. Las diferencias entre medias se compararon con el test de Tukey o 

test de Duncan con un intervalo de confianza del 95% (PC0.05). 

En los casos en que se obtuvo un valor de P50.05 en el test de Barlett de 

homogeneidad de varianzas, los datos se sometieron al test no paramétrico de 

bsicai-Waiiis (SZiKAL y RQLF, iY95j. Y para determinar ias diferencias entre ias 

medianas de cada grupo se aplicó el gráfico de caja y bigotes con muescas (Box-and- 

Whisker-notched). 



EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA 

EN LA HISTOLOG~~ DEL HÍGADO 



Muchas especies de peces en determinadas épocas de su vida utilizan el tejido 

hepático para el almacenamiento de lípidos, sin que ello implique repercusiones 

patológicas. Sin embargo, una de las alteraciones histológicas Fecuentemente 

observadas en las especies cultivadas en condiciones de producción intensiva es la 

acumulación creciente de grasas en el hígado o esteatosis hepática (MOSCONI- 

BAC, 1990; SPISM et al., 1998). En la mayoría de los casos descritos, esta 

alteración aparece como resultado de desajustes en la dieta, desequilibrios en la 

relación de los niveles dietéticos de los ácidos grasos de las series n-3 y n-6 

(BAUTISTA y DE LA CRUZ, 1988; CABALLERO et al., en prensa), deficiencias 

en ácidos grasos esenciales (MONTERO et al., 2001), elevación del contenido 

dietético de lípidos (CABALLERO et al., 1999) o enranciamiento de los mismos 

(ROBERTS y BULLOCK, 1 989 ). 

Debido a la tendencia actual al incremento de lípidos en las dietas para peces 

o a la utilización de aceites vegetales como consecuencia del creciente descenso en la 

producción de aceite y harina de pescado, el presente capítulo tiene como finalidad 

esniaiar ias impiicaciones que dichas tendencias numciondes tienen sobre ia 

histología del hígado. Por esto, el primer objetivo fue evaluar las repercusiones 

histológicas del hígado de doradas alimentadas con diferentes porcentajes de lípidos 

combinados con dos calidades de harina de pescado (apartado 3.2). Un segundo 

objetivo fue determinar la iduencia de la inclusión de aceites vegetales en el hígado 

de dorada y lubina tras ser alimentadas durante 3 meses con dietas conteniendo un 

60% de aceites vegetales (apartado 3.3). 

Además, debido a las discrepancias en sí el acumulo de grasas en el hígado de 

los peces pueda ser considerado como una respuesta fisiológica a un exceso de 
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lípidos o como una situación patológica (MOSCONI-BAC, 1987; SEGNER Y 
.- . fin,,\ WLIT, IYYU), el tercero de los objetivos propiesios fue eomprobcu si ki a!uiefi*;i~ii;; 

a largo plazo con estas dietas puede llegar a producir patologías hepáticas. Para ello, 

se diseñó una segunda experiencia donde doradas y lubinas fueron alimentadas a 

largo plazo con dietas conteniendo 60% y 80% de aceites vegetales (apartado 3.4). 

Por último, para comprobar la posible reversibilidad de los cambios estructurales del 

hígado, tras el periodo largo de alimentación con las dietas conteniendo aceites 

vegetales, las doradas fueron re-alimentadas con una dieta conteniendo 100% aceite 

de pescado durante los siguientes 3 meses (apartado 3.4). 
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3.2 EFECTOS DEL PORCENTAJE DE LÍPIDOS Y LA CALIDAD DE 

-nAIEINir. DE PESCADO EN DIETAS DE ENGORDE PARA DORADA* 

3.2.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Mil ciento cuarenta doradas de aproximadamente 70g de peso medio inicial 

procedentes de la granja comercial ADSA se aclimataron en tanques de 2 m3 durante 

3 semanas, siendo alimentadas con una dieta comercial (Mistral3mm, Proaqua S.A., 

Palencia, España). Después del periodo de aclimatación, los peces se anestesiaron 

con clorobutanol (200mgíl agua), se pesaron y distribuyeron al azar en 12 tanques 

cilindrocónicos de 400 1 en grupos de 60 peces por tanque. Cuando el peso de los 
2 peces se ~prcfim6 4 16s !50g se UQLIS~E~~O~ a tanques de i m-. Estos tanques 

estaban provistos de aireación, ciclo natural de luz natural y un flujo continuo de 

agua de mar que fue incrementándose de 4 a 10 Vmin en el transcurso del 

experimento. El rango de temperatura a lo largo del experimento osciló entre 20.8 y 

24.4 "C. Los peces se alimentaron hasta saciedad aparente con las distintas dietas 

experimentales dos veces al día, 6 días a la semana durante los 6 meses de duración 

del experimento hasta que los peces alcanzaron un peso final aproximado de 400- 

450g (peso comercial en el mercado Mediterráneo). Los tratamientos se ensayaron 

por duplicado. 

Las dietas experimentales fueron diseñadas y e1aborada.s en cnlzb~rzri6n c m  

la empresa noruega Norwegian Herring Oil and Meal Idustry Research Institute 

(SSF). Esta empresa realizó los análisis de calidad de las harinas y la elaboración de 

ias dietas. Como principai hente proteica se utilizó harina de pescado de dos 

diferentes calidades, una harina de pescado de calidad "estándar"(denorninada en 

este estudio como BC: baja calidad) y otra harina obtenida a baja temperatura 

(Norse-LT 94@) (denominada en este estudio AC: alta calidad). 

*Publicado como: Caballero, M.J., LOpez-Calero, G., Socorro, J., Izquierdo, M.S.,Femández, A.J. 
1999. Combined effect of lipid leve1 and fish meal quality on liver histology of 
giithead seabream (Sparus aurata). Aquacuiíure, 179: 277-290 
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Ambas harinas fueron suministradas por Norsildrnel (Noruega). La calidad se 

evaiuó dependiendo de su contenido en aminas biogénicas (especialmente 

cadaverina) y su digestibilidad proteica para el visón (SKEDE, 1979). Para completar 

el nivel proteico en las dietas se utilizó harina de soja, pan rallado y harina de trigo. 

La composición bioquímica de las harinas se muestra en la Tabla 1. 

La fuente lipídica utilizada en las todas las dietas fue aceite de pescado 

(NorSea OilB). Las mezclas de vitaminas y minerales usadas en la elaboración de las 

dietas se obtuvieron de HofÍman La Roche, Suiza. 

Con estos ingredientes, se formularon 6 dietas experimentales con tres niveles 

de lípidos (15, 22 y 27 %) y cada nivel de lípidos se combinó con cada una de las 

calidades de harina ensayadas en este experimento. La composición de las dietas 

experimentales se muestra en la Tabla 2. Las dietas se procesaron por extrusión y se 

formularon para ser aproximadamente isocalóricas en energía bruta y similares en el 

contenido proteico (Tabla 2). Las dietas experimentales tuvieron una composición 

similar en ácidos grasos. Las principales familias de ácidos grasos de las distintas 

dietas experimentales se muestran en la Tabla 3. 
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Tabla 1. Composición bioquímica de las harinas utilizadas para la elaboración de las 

dietas expe~entales  

Harina de Harina de Harina Pan Harina 

pescado alta pescado baja de soja rallado de trigo 

calidad (AC) calidad (BC) 

(gh 00g peso seco) 

Proteínas (N x 6.25) 71.6 71.9 46.3 14.2 13 

Lípidos 8.0 10.0 1 .O 3.6 1.5 

Cenizas 13.6 11.1  5.7 1.2 4.5 

Humedad 8.3 7.2 11.6 5.2 12.9 

Cadaverha 0.50 1 S O  - - 
Histamina 0.20 0.24 - - - 
Digestibilidad 91.6k0.5 85.0i1.2 - - - 
proteicaa 

a Digestibilidad para el visón (4 animales por muestra). 
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Tabla 2. Ingredientes y análisis proximal de las dietas ensayadas en el presente 

experimento 

DIETA 
AC15 BC15 AC22 BC22 AC27 BC27 

Ingredientes (g/ 100s;) 

Harina de pescado alta 44.6 
calidad (AC) 

o 
Harina de pescado baja O 
calidad (BC) 

45.6 

Aceite de pescado 7.4 6.4 

Harina de soja 22 22 

Harina de trigo 2.0 2.0 

Lecitina de sojaa 0.5 0.5 

Análisis Proximal (g/ l OOgpeso seco) 

Proteínas (N x 6.25) 47.7 51.7 

Lípidos 15.1 16.0 

Cenizas 9 7.4 

~ ~ h ~ h i & ~ s ~  28.2 24.9 

Energía bruta(MJ1 kg) 22 22 - 

a Lecitina de soja obtenida de Denofa (Fredikstad, Norway). 
b Por Kg de pienso: vitamina A 3000 IU (Rovimix A 500P); vitamina D3 1600 IU (Rovimix D3 500); 
vitamina E 160mg (Rovimix ESOSD); tiamina 12mg (thiamin mononitrate); nboflavina 24mg 
(Rovimix B280SD); piridoxina 12mg (pyrodoxin HCl); vitamina C 60mg (Rovimix Stay-C25); ácido 
pantoténico 48mg (Rovimix Calpan); biotina 0.6mg (Rovimix m); ácido fólico 6.0mg (Rovimix 
Folic 80SD); niacina 120mg (Rovimix Niacin); vitamina BI2 0.024mg (B12 1 % FG); menadiona Na- 
bisulfito 12mg. 

C Por Kg de pienso: MnS04-H20 IOmg; MgHP04-3H20 500mg; FeSO4- 2H20 50mg; ZnS04.H20 
80mg; cuso4-5H20 5mg; KH,P04 400mg; K2c03 400mg; K2C03 400mg; Caco3, 18.89 mg. 

Carbohidratos = NFE + fibra = 1000-proteína-lípidos-cenizas. 
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Tabla 3. Principales ácidos grasos de los lípidos totales de las distintas dietas 

experL'iel?:a!es (n=3 j 

DIETA 

C Saturados 24,40 26,4 1 25,46 25,60 25,07 24,17 

C n-3 20,20 19,81 18,44 19,57 18,13 17,61 

C n-6 5,63 7,78 5,40 537 3,81 3,52 

C n-9 12,94 13,14 14,48 13,lO 14,36 11,84 

C n-3 HUFA 15,48 14,99 14,52 14,94 14,17 15,53 

Al final del experimento, se tomaron los hígados de 8 peces por cada tanque 

para el estudio estructural. Estas muestras se fijaron y prepararon para su inclusión 

en parafina como ha sido descrito en el apartado 2.4.2 de Material y Métodos. Los 

cortes se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E). Para el estudio ultraestructural, 

se tomaron los hígados de 2 peces por cada tanque. Estos se trocearon en pequeñas 

piezas y se incluyeron en sus correspondientes bloques con resina (apartado 2.4.3 de 

Material y Métodos). Dos bloques se tomaron al azar para cada muestra. De cada 

uno se realizó al azar un corte del tejido hepático que se colocó en rejilla de cobre 

para su estudio empleando el microscopio electrónico. 

El diámetro de las vacuolas lipídicas se midió sobre placas negativas de fotos 

realizadas en el microscopio electrónico, como ha sido descrito en el apartado 2.4.5.1 

de Material y Métodos. Para cada dieta, se midieron 10 placas con el mismo aumento 

(1950~) escogidas al azar. El área se expresó en micras cuadradas (Irm2). 
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3.2.2 RESULTADOS 

En este apartado se han incluido los resultados de crecimiento importantes 

para el analizar las repercusiones htológicas. 

Los valores obtenidos para el crecimiento expresado en peso M de los 

peces alimentados con las diferentes dietas experimentales se muestran en la Fig. 6. 

1. Harina BC 1 

Fig. 6. Crecimiento expresado en peso medio fmal de doradas alimentadas con Iss 

distintas dietas experimentales * (P< 0.05) (1160x3). 

Comparando los resultados de crecimiento entre los niveles dietéticos de 

lipidos para cada calidad de harina de pescado ensayada, se observ6 que entre los 

peces alimentados con dietas conteniendo harina de pescado AC, aquellos 

alimentados con s6Io 15% de lípidos mostraron significativamente (P< 0.05) los 
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peores crecimientos. En cambio, en los peces alimentados con dietas conteniendo 

harina de pescado Be, soiarnente ei 27% de í~pidos en ia dieta mejoro 

significativamente (PC0.05) el crecimiento. 

Por otro lado, comparando los resultados de crecimiento entre las dos 

calidades de harina ensayadas para cada nivel dietético de lípidos, sólo se 

encontraron diferencias significativas (Pc0.05) para aquellos peces alimentados con 

dietas conteniendo 22% de lípidos, obteniéndose los mayores crecimientos en los 

peces alimentados con harina de alta calidad. Por el contrario, no existieron 

diferencias en el crecimiento entre calidades de harina para el resto de niveles 

lipídicos ensayados (1 5% y 27%). 

Histologh del hkado 

La presentación de los resultados histológicos se realizará describiendo las 

imágenes de microscopia óptica y electrónica del hígado para cada nivel de lípidos 

(1 5,22 y 27%) y comparando calidades de harina para cada uno de ellos. 

En los hígados de estos peces se observaron hepatocitos con núcleos 

grandes y esféricos localizados en posición central y un citoplasma moderadamente 

eosinofilico. Se visualizaron prominentes nucleolos (Fig-la). Al microscopio 

electrónico se observaron pequeñas vacuolas lipídicas distribuidas por el citoplasma 

áei hepatocito. Los núcieos fueron grandes y los orgánuios citopiasmáticos se 

encontraron desplazados hacia la periferia de la célula (Fig. 1 b). 

Los hígados mostraron una morfología similar a la de los peces alimentados 

con 15% de lípidos. Los núcleos celulares eran grandes y esféricos, pero que en este 
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caso se encontraron desplazados hacia la periferia de los hepatocitos (Fig.2a). 
T T I  urtraesinicnirahenie, los bepaiociios presentaron núcleos y orgánuios 

citoplasmáticos desplazados a la periferia celular debido al incremento de tamaño de 

las vacuolas lipídicas observadas en el citoplasma (Fig. 2b). 

Los hígados pertenecientes a los peces alimentados con 27% de lbidos y 

harina de BC mostraron características morfológicas similares a los descritos para 

dietas conteniendo 22% de lípidos y la misma calidad de harina, observándose 

hepatocitos con moderada eosinofília citoplasmática, núcleos grandes y esféricos 

desplazadm del centro celular (Fig3a). lJ!&-i_estnictiiraLmente, 10s heptncit~s 

mostraron gran número de vacuolas lipídicas distribuidas en el citoplasma y núcleos 

celulares grandes y esféricos en la periferia celular (Fig.3b). 

En los hígados de peces alimentados con 27% y harina de AC se observaron 

focos de hepatocitos voluminosos con núcleos alargados en forma de media luna 

situados en el borde celular. El citoplasma poco eosinofilico indicaba la presencia de 

abundantes vacuolas de naturaleza lipidica en su interior (Fig. 4a). 

Ultraestructuralmente, se confmó en los hepatocitos de dietas AC la presencia de 

grandes vacuolas lipídicas de gran tamaño y en pequeño número uniéndose entre sí 

que causaban el desplazamiento del núcleo y de los orgánulos citoplasmáticos hacia 

la periferia de la célula. El núcleo celular era alargado e irregular (Fig. 4b). 

La psemia & raeUo!a fipi&iza e~ los &z&s de ltis &is.kbcw die&- 

experimentales se puso también de manifiesto con la técnica histoquímica de Oil-Red 

O realizada en cortes por congelación (Fig.5). 
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Se realizó un análisis de imagen donde se midió el área de las gotas lipídicas 

de los hepatocitos en las imágenes tomadas con el microscopio electrónico. Los 

valores obtenidos para las diferentes dietas experimentales se muestran en la Fig. 7. 

W Harina AC 
W Harina BC 

Fig. 7. h a  de las gotas lipidicas observadas en los hígados de los peces alimentados 

con las dietas experimentales, comparando los distintos niveles de llpidos en la dieta 

para cada calidad de harina ensayada * (P< 0.05) (media * error standar). 

En general, se encontraron las mayores áreas de vacuolas lipidicas en los 

higados de los peces alimentados con harina de AC. 

En los hígados pertenecientes a los peces alimentados con k h a  AC se 

observaron áreas significativamente mayores (lP< 0.05) para el nivel 27% de íípidos. 

Para los peces alimentados con harina de BC las áreas significativamente menores 

(l?< 0.05) se observaron para el nivel más bajo 15% de íípidos. 
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Comparando entre calidades de harina, para el 15% de lípidos, se encontraron 
. . 2:c :..- "*--*c-,.&: /D,n nc\ .-."lqallnn l..o+..,,+A,.:+fi" ,-la =-,,ac ol;,.,.,n"+o~fic ,.A,., uiic~c~ibias ~ g ~ i i r i b a ~ i v a a  [r --U.WJJ 611 a y u G u u a  u b y a r v b i r u a  u w  p w ~ a  u ~ u ~ i w i i r u u v i >  WULL 

dietas conteniendo harina BC. Para 22% de lípidos no se observaron diferencias 

significativas entre calidades de harina en el área lipídica. En el nivel más alto de 

lípidos (27%), los hepatocitos de dietas conteniendo harina AC presentaron las 

mayores áreas (P< 0.05) con respecto a la dieta conteniendo harina BC. 
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3.2.3 ICONOGRAF~ 
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Figura 8a. Hepatocitos con núcleos grandes y esféricos en posición central. H&E. 

Barra= 10pm 

Figura 8b. Pequeñas vacuolas lipídicas distribuidas por el citoplasma del hepatocito. 

Barra= 2.5pm 
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Figura 9a. Núcleos grandes y esféricos pero desplazados hacia la periferia de los 

hepatocitos (flecha). H&E. Barra= lOpm 

Figura 9b. Barra= 5pm 
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27% @idos. Harina de pescado de baja calidad (IBC) 

Figura loa. Hepatocitos con núcleos grandes y esféricos desplazados hacia la 

periferia similares a los observados para 22% de lípidos (véase figura 9a). 

H&E. Barra= 10pm 

Figura 10b. Núcleo celular grande y esférico. Barra= 2.5 ym 
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2 7% de llpidos. Harina de pescado de alta calidad (AC) 

Figura 1 la. Foco de hepatocitos voluminosos con núcleos alargados en forma de 

media luna situados en el borde celular. H&E. Barra= 10pm 

Figura 1 lb. Grandes vacuolas lipídicas en pequeño número uniéndose entre sí que 

causan el desplazamiento del núcleo y organelas citoplasmáticas. Barra= 5pm 
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Figura 12. Vacuolas lipídicas teñidas con Oil-Red-O. 27% de lbidos y harina de 

pescado de alta calidad ( x  1000). 
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3.2.4 DISCUSION 

La calidad de la harina de pescado fue evaluada dependiendo de la 

temperatura de su procesamiento y el contenido en aminas biogénicas. En general, 

las condiciones de procesamiento parecen afectar al valor biológico de las harinas 

(PIKE et al., 1990). Varios estudios, principalmente en salmón, han demostrado que 

la temperatura de procesamiento de la harina puede influir en el crecimiento de los 

peces alimentados con ella, fundamentalmente por afectar la digestibilidad de la 

proteína (PIKE et al., 1990; MOKSNESS et al., 1995; AKNES y MUNDHEIM, 

1997; AKSNES et al., 1997). En este sentido, MOKSNESS et al., (1995) concluyen 

que el tratamiento de calor puede alterar significativamente los amino ácidos libres 

en 1% hár-bl-a, efccius ficgriuvijs subre 1% p z ~ a + f i t ; . ~ ~  y digeStibifi&d de las 

dietas, afectando al crecimiento. PIKE et al., (1990) han mostrado que la 

digestibilidad proteica ensayada en visón y trucha disminuye significativamente con 

el incremento de la temperatura de procesamiento de la harina de pescado. 

Asimismo, AKSNES y MUNDHEIM (1997) describen una reducción del 4% en la 

digestibilidad de la proteína para dietas procesadas a altas temperaturas y, 

consecuentemente, una reducción en el crecimiento en halibut (Hippoglosus 

hippoglosus) alimentados con esas dietas. En el presente estudio, el crecimiento de 

los peces mostró una tendencia a decrecer cuando los peces fueron alimentados con 

dietas preparadas con baja calidad de harina de pescado, procesadas a 100°C 

comprado con las dietas A preparadas con harinas de alta calidad procesadas a 60°C. 

Así pues, concordando con los resultados de los anteriores autores, la diferencia en la 

temperatura de procesamiento de las harinas podrían ser la causa del diferente 

crecimiento observado entre los grupos experimentados. Simiiares resuitados nan 

sido observados para rodaballo (Scophthalmus maximus) (DANIELSEN et al., 

1989), trucha, salmón atlántico (Salmo salar) (MUNDHEIM y OPSTVEDT, 1989), 

y salmón chinook (Salmo tschmyytscha) (McCALLUM y MGGS, 1989). 

En relación al nivel dietético de lípidos, se observó una reducción del 

crecimiento en los peces alimentados con el 15% de lípidos para ambas calidades de 
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harina de pescado. Este hecho podría indicar que este nivel de lípidos es insuficiente 

para cubrir ias necesidades energéticas dei organismo, iiegando a una subsecuente 

utilización de la proteína de la dieta para este fin, disminuyendo su utilización como 

promotora del crecimiento. Esta idea está en concordancia con las imágenes 

histológicas observadas en los hígados de los peces alimentados con estas dietas. Así, 

los hepatocitos de estos peces mostraron núcleos grandes y esféricos localizados 

centralmente y escasas vacuolas lipídicas de pequeño tamaño. Esta imagen 

histológica reflejaría la utilización de los lípidos en los peces alimentados con los 

niveles bajos de lípidos con el fin de obtener energía, impidiendo su acumulación en 

el hígado. A este respecto, JOBLING et al., (1991) observan en bacalao que los 

peces alimentados con dietas de baja energía conteniendo además niveles bajos de 

!@i& pye~ectaq 1-2 & ~ ~ k g ~ i S f i  e! & SUS &g&~ y ~ ~ ~ ~ ~ y e ~  ;ide !a 

acumulación de lípidos en el hígado depende no sólo de la relación proteína-energía 

de las dietas sino del porcentaje de lípidos de éstas. Por otro lado, el bajo contenido 

de lípidos en estas dietas puede ser el responsable de enmascarar un posible efecto de 

la calidad de la harina de pescado utilizada. 

El crecimiento de los peces alimentados con 22% de lípidos incrementó en 

comparación con los peces alimentados con 15% de lípidos y según el tipo de harina 

empleada, denotando un efecto "ahorrador" de proteínas por parte de los lípidos 

dietéticos. El incremento en el crecimiento se debería a una mejor utilización 

proteica en estos peces, siendo posible esto al incrementarse el porcentaje de lípidos 

en las dietas con la consiguiente utilización de los mismos con fines energéticos. Así, 

la retención de proteina es aumentada por el efecto "ahorrador7' de los lípidos 

wüSIiIh y ?V@EKC, 1994). Este efecto ahorrador motivado por el incremento 

de lípidos en la dieta ha sido estudiado en varias especies de peces. ARZEL et al., 

(1994) encontraron un incremento en la utilización de la proteína en truchas (Salmo 

trutta) alimentadas con dietas conteniendo alto contenido lipídico. VAN DER MEER 

et al., (1997) describieron un incremento en la deposición de proteína en Colossoma 

macropornun alimentados con altos niveles de lípidos en dieta. En trucha arco iris, 

BEAMISH y MEDLAND (1986) encontraron un efecto "ahorrador7' cuando el 
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contenido lipídico de las dietas incrementó del 12 a 24%. Un efecto similar fue 

e n c o n ~ o  en dorada ~vXRGARA et ai., 1996) cuando se incrementó el porcentaje 

de lípidos de 9 a 15%, resultando en un aumento en el crecimiento. En el presente 

estudio, el efecto "ahorrador" observado en los peces alimentados con 22% de 

lípidos fue mas evidente para aquellos peces alimentados con dietas conteniendo alta 

calidad de harina de pescado, que mostraron los mayores crecimientos. En cuanto a 

las imágenes histológicas, el desplazamiento nuclear en los hepatocitos de los peces 

alimentados con 22% de lípidos y las grandes vacuolas lipídicas observadas en el 

estudio ultraestructural parecen ser solamente una adaptación del hígado a un 

incremento en el contenido dietético de Iípidos. Esta idea estaría en concordancia con 

los resultados obtenidos por MOSCONI-BAC (1 987) quién sugiere que la presencia 

& ~ ~ ~ A p ~ ~ ~ ~  11 V O ! i ~ ~ A ~ ~ ~ ~  vuc~=!as !ipi&ica e;; los &ptoeitos p e &  ser -mis 
J 

respuesta fisiológica a un exceso de lípidos, representando un almacén de energía y 

no una situación patológica. SEGNER y WITT (1990) también encuentran que un 

incremento de lípidos en rodaballo después del destete puede ser debido solamente a 

cambios en la alimentación y ser considerado como una expresión de un buen estado 

nutricional, lejos de ser un síndrome patológico. En la mayoría de peces marinos, el 

depósito lipídico en el hígado sir: modificaciones estructurales en los hepatocitos 

puede ser considerado como un mecanismo de adaptación a diferentes condiciones 

nutricionales (KAUSHIK, 1997). 

La elevación de los niveles lipidicos de 22 a 27% condujo a un incremento 

del crecimiento en aquellos peces alimentados con dietas conteniendo harina de baja 

calidad. Estos resultados pueden ser explicados nuevamente como reflejo de un 

efecb "ahorrador" de ios iípidos ai incrementarse éstos en ia dieta para aqueiios 

peces alimentados con harina de baja calidad. Sin embargo, el buen crecimiento 

obtenido en los peces alimentados con 22% de lípidos y harina de alta calidad no 

incrementó cuando el nivel de lípidos fue elevado a 27%, lo que significaría que el 

incremento de lípidos en estas dietas supone un exceso de energía para el organismo 

sin obtener un beneficio en el crecimiento de los peces, tendiéndose por ello al 

depósito graso en los distintos tejidos. Diversos autores han concluido que un exceso 
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de energía en las dietas se manifiesta en deposición grasa en carcasas y vísceras. Así, 

para tiiapia (&eochromis niio?icusj W Z E Y  (í99ij encuentra que un aumento de 

lípidos en las dietas pueden resultar en la producción de peces "grasos". Similares 

resultados han sido obtenidos en pez gato (Clarias batrachus) (ERFANULLAH, 

1998), bacalao (JOBLING et al., 1991) y el híbrido de tilapia (Oreochromis niloticus 

x Oreochromis aureus) (CHOU y SHIAU, 1996). 

De igual manera, efectos de la calidad de la harina fueron observados en la 

morfología del hígado en los peces alimentados con el mayor porcentaje de lípidos. 

Por un lado, peces alimentados con harina de baja calidad mostraron similar 

morfología hepática a la observada con 22% de lípidos y la misma calidad de harina, 
am,.fi..,+&-Anon ha-,,+nn:+nm -.-...Aae n.'.nln,.- A-n-ln-mA-n h.-..-.:.-. l.-. -fi..XfiA.-. .-.-l..l.-.- 
~ I I ~ U L L U Q L I U U J ~  ubpawblwa bu11 ~ U L U G D  IIUUGUD UGJ~I-uva uawa la Y G L I L G L I ~  ~ G ~ U L U  

y vacuolas lipídicas de tamaño medio. 

Por el contrario, los peces alimentados con el 27% de lípidos y harina de alta 

calidad mostraron focos de hepatocitos voluminosos con núcleos irregulares 

localizados en la periferia de la célula. Esta observación esta en concordancia con el 

hecho que el incremento de lípidos al 27% no promovió un efecto "ahorrador" en los 

peces alimentados con harina de alta calidad, llegando a un incremento en la 

deposición de lípidos en los hepatocitos, que no se observó cuando se usó harina de 

pescado de baja calidad. Las modificaciones estructurales del núcleo celular 

observadas en los hepatocitos de este - grupo - experimental podrían reflejar una 

patología nutricional. Algunos autores han descrito que el tamaño del núcleo del 

hepatocito puede ser usado como un indicador del estado nutricional del pez 
- .-. --m-- - A -  --<:-m- (ESSATFE y BEKGSII, 1986; SEGhTIi y BMUNHJXK, LYW; S 1 KUSSN~AN y 

TAKASMMA, 1990). MOSCONI-BAC (1987) relacionaron las modificaciones de 

la forma del núcleo celular, de la densidad de la cromatina y la atípica deposición de 

vacuolas lipídicas en lubina alimentadas con dietas artificiales con una alteración del 

metabolismo lipídico en el hígado, siendo signo de una patología nutricional. 

GHITTINO (1978) también consideró este tipo de deposición lipídica como un 

proceso patológico, refiriéndolo como una degeneración grasa o esteatosis, reflejo de 
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disturbios hepáticos como consecuencia del metabolismo de las grasas. SPISNI et 

ai., (í998) describieron la esteatosis como una alteración del hígado debido a un 

exceso de lípidos dietéticos, que saturan la capacidad fisiológica del hígado, llegando 

a su acumulación. Similar deposición lipídica en el hígado debida a una entrada 

masiva de lípidos ha sido descrita para otros vertebrados tales como pollos, 

denotando una situación patológica (STAKE et al., 1980). Aunque estas 

observaciones no tienen porque ser de carácter irreversible, sería conveniente 

determinar cuanto tiempo puede ser mantenido un régimen rico en lípidos antes que 

los cambios estmcturales de los hepatocitos lleguen a ser irreversibles, esta idea es 

defendida por varios autores STORCH et al., (1984) y MOSCONI-BAC (1990). 

Pc: ú!tim hay +e seña!as v e  iUYSh?S y ?vliTVT=UELiY1 (1337) efic6iimciii 

alteraciones histológicas en el hígado de halibut alimentados con dietas conteniendo 

harina de pescado de baja calidad, procedente de materias primas alteradas. Estos 

autores sugieren un efecto negativo como consecuencia del alto contenido de aminas 

biogénicas encontrado en estas harinas. En el presente estudio, el contenido de 

aminas biogénicas fue más bajo que el descrito por estos autores, por lo que el nivel 

de lípidos en la dieta parece afectar significativamente más a la morfología del 

hígado que el contenido de aminas biogénicas en las dietas. 

En conclusión el incremento de los niveles dietéticos de lípidos ocasiona un 

aumento en la deposición de grasa en el hígado y así, la morfología hepática 

observada en doradas alimentadas con un 22% de lípidos y alta y baja calidad de 

harina de pescado refleja un almacén de reservas lipídicas sin consecuencias 

patoiógicas. Sin embargo, no sóio ei contenido de iípicios de ia dieta, sino también la 

calidad de la proteína utilizada, y por lo tanto la disponibilidad de energía digerible o 

metabolizable, afectan la morfología hepática, por lo que la esteatosis observada en 

los peces alimentados con 27% de lípidos y harina de alta calidad parece ser un 

reflejo de la no utilización de los lípidos dietéticos. Estos resultados muestran que los 

efectos beneficiosos del porcentaje de lípidos siguen una curva y que la 

determinación del punto óptimo depende de la calidad de la harina de pescado. En la 
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práctica, la determinación de los niveles óptimos de lípidos dietéticos para obtener el 

mejor crecimiento dependerá no sólo de ia cannciad sino kmibi6n de la calidad de h 

proteína, por lo que el productor debería exigir en el etiquetado de los piensos 

información no sólo de la cantidad de nutrientes sino de la calidad de las materias 

primas utilizadas en la elaboración de los mismos. Por último, este estudio confuma 

que los estudios de las alteraciones histológicas del hígado bajo distintas condiciones 

ofiecen una idea del estado de los tejidos y células, completando la información 

obtenida con otros parámetros, que en su conjunto determinan el estado nutricional 

del pez. 
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3.3 EFECTOS A MEDIO PLAZO DE NIVELES MODERADOS DE ACEITES 

VEGETALES EN SUSTITUCI~N DEL ACEITE DE PESCADO EN DIETAS 

PARA DORADA Y LUBINA 

33.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las doradas y lubinas utilizadas en esta experiencia fueron suministradas por 

la empresa local ADSA. Trescientas doradas de aproximadamente 10 g de peso 

medio se distribuyeron en tanques circulares de polietileno de 100 L de capacidad 

(20 peces/ tanque). Cada tanque estaba provisto de un flujo continuo de agua de mar 

(36 O&) y aireación. El rango de temperatura del agua a lo largo del experimento fue 

de 20.0 - 24.2"C y el oxígeno disuelto entre 5.0 - 8.3 ppm. Los peces se sometieron a 

un fotoperiodo natural de aproximadamentel2h luz/ 12h oscuridad. Tras la 

finalización del experimento con dorada, 450 lubinas de aproximadamente 8 g de 

peso medio se distribuyeron en los tanques (30 pecesltanque). La temperatura del 

agua a lo largo de este experimento osciló entre 21.5 y 22.8"C y el oxígeno disuelto 

entre 5.2 y 7.4 ppm. 

En ambos experimentos los peces se aclimataron a los tanques durante 2 

semanas con la dieta control previamente a la suministración de las distintas dietas 

experimentales. Las dietas se suministraron hasta saciedad aparente tres veces al día, 

durante 3 meses. Las dietas experimentaies se ensayaron por mpiícacio. 

Cinco dietas experimentales se formularon en colaboración con la empresa 

noruega Nutreco Aquaculture Research Centre A/S y el Grupo de Investigación en 

Acuicultura (GIA). Las dietas fueron iso-energéticas e iso-protéicas (45%) y con un 

contenido de lípidos alrededor de un 25% en peso seco. La única fuente de lípidos 

añadida a la dieta control (100P) fue aceite de pescado, mientras que en el resto de 

las dietas el 60% del aceite de pescado se reemplazo por aceites vegetales. Así, 

aceites de soja, colza o lino y una combinación de los tres se usaron en las dietas 

60S, 60C, 60L y 6OMix, respectivamente. 
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Las dietas elaboradas con aceites vegetales mantuvieron un nivel de n-3 

HUFAs encima del 3% para poder satisfacer los requerimientos en ácidos grasos 

esenciales de estas especies (MONTERO, 1996; LANAR1 et al., 1999). Así, 

mientras la dieta lOOP contenía 6.71% en peso seco de n-3 HUF'As, las otras dietas 

contenían entre un 3.5 - 4 % de n-3 HUFAs (Tabla 4). El contenido en EPA y DHA 

de la dieta lOOP fue mayor que en el resto de las dietas (13.9 y 8.9%, 

respectivamente), que tuvieron semejante porcentaje en cada uno de estos acidos 

grasos (7.5 y 5.4%, respectivamente). Por otra parte, la proporción de ácidos grasos 

de la serie n-3 con respecto a los de la serie n-6 (n-31n-6) varió en gran manera entre 

las dietas experimentales, debido principalmente al contenido en ácido linoleico de 

los aceites vegetales usados, así la relación n-3/n-6 fue de 0.8 para la dieta 60s y de 

3.3 para la dieta 100P. El ácido mayoritario de la dieta 60C fue el ácido oleico con un 

porcentaje del 27.8% y las dietas 60L y 6OMix destacaron por su alto contenido en 

18:3n-3 (23.0 y 18.2%, respectivamente). El contenido de ARA fue mayoritario en 

las dietas lOOP y 60s comparado con el resto de dietas que tuvieron el mismo 

porcentaje. La composición en acidos grasos de las dietas experimentales se muestra 

en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Porcentaje de lípidos y principales ácidos grasos de las distintas dietas 

experimentales 

1 OOP 60s 60C 60L 60Mix 

Ácidos grasos (% área) 

Z Saturados 
C Monoinsaturados 
C n-3 
C n-6 
C n-9 
n-31n-6 
n-3 HUFA 
n-3 HUFA (% p.s.) 

23.2 

3.4 
13.4 

3.8 
0.5 

1 .o 
3.3 
14.4 
1.9 

26.2 
4.7 
1.4 
0.2 
1.8 
0.4 
0.3 
8.1 
0.2 
1.8 
V.! 
0.8 
5.6 

20.9 
24.8 
21.3 
27.5 
16.7 
0.8 
15.2 
3.5 

25.8 

3.1 
11.3 
3.6 
0.4 

0.9 
2.4 

27.8 
2.7 
16.0 
5 -2 

1.3 
0.3 
2.3 
0.3 
0.3 
7.5 
0.2 
1.9 
o.: 
0.7 
5.4 

17.8 
39.5 
20.7 
17.2 
30.9 
1.2 

14.2 
3.7 
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Al final del experimento, se tomaron los hígados de 4 peces por cada tanque 

al azar para el estudio histológico, en total 12 hígados para cada dieta experimental. 

Las muestras se tomaron tras 24 horas de inanición. Los hígados se procesaron para 

su posterior inclusión en parafma o en resina según lo descrito en los apartados 2.4.2 

y 2.4.3, respectivamente. Los cortes de parafina (4pm) se tiñeron con hematoxilina- 

eosina (H&E) y los semifinos (lpm) con azul de toluidina-fuschina básica (AT&FB) 

para la visualización de los lípidos, como se ha descrito en los anteriores apartados 

de Material y Métodos. Sobre los semifinos se realizó el análisis estereométrico, 

calculando el porcentaje de tejido hepático ocupado por vacuolas lipídicas (ver 

apartado 2.4.5.1 de Material y Métodos). 
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3.3.2 RESULTADOS 

Crecimiento 

La Tabla 5 muestra los pesos iniciales y finales de doradas y lubhas 

alimentadas con las distintas dietas experimentales. Para ninguna de las dos especies 

hubo diferencias significativas (Px0.05) en el peso final entre los distintos grupos 

experimentales. Comparando las dos especies, las lubinas mostraron un crecimiento 

mas lento que las doradas, creciendo aproximadamente la mitad que éstas. 

Tabla 5. Peso inicial y final de doradas y lubinas alimentadas con las dietas 

experimentales durante 3 meses* 

DIETA Dorada Lubina 

Peso inicial (g) Peso final (g) Peso inicial (g) Peso final (g) 

1 OOP 9.98 f 1.55 65.38 k 9.28 7.97 k 0.08 32.12 h 0.6 
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Histología del hkado 

Tanto en dorada como en lubina, no se observaron daños en el parénquima 

hepático tales como necrosis, o infiltrado celular para ningún grupo experimental. De 

modo que solamente se encontraron diferencias morfológicas en los hepatocitos de 

los distintos grupos experimentales debido principalmente al acúmulo de lípidos. 

Dorada 

Los hígados de las doradas alimentadas con la dieta lOOP mostraron 

hepatocitos de morfología cuadricular, con núcleos grandes y redondeados 

localizados principalmente en posición central (Fig. 13a). Los cortes sernifinos 

teñidos con AT&FB revelaron la existencia de vacuolas lipídicas en el citoplasma 

celular, que en algunos hepatocitos ocupaban por completo el citoplasma (Fig. 13b). 

Los hígados de los peces alimentados con la dieta 60s mostraron hepatocitos 

voluminosos con núcleos de morfología irregular y localizados en la periferia de la 

célula (Fig. 14a). La tinción con AT&FB reveló la existencia de focos de hepatocitos 

esteatósicos caracterizados por presentar una gran vacuola lipídica que, ocupando 

todo el citoplasma, desplazaba al núcleo hacia la periferia celular (Fig. 14b). 

La tinción de H&E mostró que los hígados de los peces alimentados con la 

dieta 60C presentaban una morfología similar a la del -90 60s: con hepatocitos 

voluminosos y núcleos desplazados hacia la periferia (Fig. 15a). Sin embargo, la 

tinción AT&FB reveló diferencias en el tamaño y número de vacuolas lipídicas entre 

ambos grupos, observándose escasas vacuolas lipídicas en el grupo 60C (Fig. 15b). 

Los hígados de los peces alimentados con las dietas 60L y 60Mix 

presentaron una morfología similar a la del grupo 100P, con hepatocitos poliédricos 

y núcleos redondeados (Figs.16a y 17a). En los cortes semifinos teñidos con AT&FB 
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se observó la existencia de grandes vacuolas lipídicas en los hepatocitos de ambos 

grupos, similares a las encontradas en el grupo control (Figs. 16b y 1%). 

Lubina 

Los hígados de las lubinas alimentadas con la dieta lOOP mostraron 

hepatocitos poliédricos con núcleos esféricos localizados en el borde de la célula 

(Fig. 18a). Los hepatocitos se disponían en columnas alrededor de los sinusoides 

hepáticos. La tinción de AT&FB evidenció una gran cantidad de vacuolas lipídicas 

en los hepatocitos (Fig. 18b). 

Los hígados de las lubinas alimentadas con la dieta 60s presentaron focos 

de hepatocitos esteatósicos caracterizados por su gran volumen y por presentar el 

núcleo celular de forma irregular (Fig-loa). El citoplasma de estos hepatocitos estaba 

ocupado por una inmensa vacuola lipídica, llegando incluso a ocultar la visualización 

del núcleo celular (Fig. 19b). 

Los grupos 60C y 60L mostraron hepatocitos con núcleos desplazados 

hacia la periferia celular (Figs. 20a y 21a). Se observó, además, una gran cantidad de 

vacuolas lipídicas en los cortes teñidos con AT&FB (Figs. 20b y 21b), de manera 

sirnilar a lo observado en el grupo í OOP. 

Los hígados de las lubinas alimentadas con 60Mix presentaron hepatocitos 

voluminosos (Fig. 22a) que contenían grandes vacuolas lipídicas en su citoplasma de 

forma homogénea en todo el parénquima hepático (Fig. 22b). 
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Análisis estereoméfrico 

El cálculo estereométrico del porcentaje de tejido hepático ocupado por 

lípidos confirmó las observaciones histológicas observadas entre los distintos grupos 

experimentales. La Tabla 6 muestra los porcentajes obtenidos en dorada y lubina 

alimentadas con las distintas dietas experimentales. 

La diferencia más relevante entre ambas especies fue el alto porcentaje de 

lípidos en todos los grupos experimentales en el caso de la lubina, obteniéndose 

valores que duplicaban a los encontrados en dorada. 

También se observó un efecto de la calidad de los lípidos dietéticos en los 

porcentajes de tejido hepático ocupado por grasa. Así, doradas alimentadas con la 

dieta 60s mostraron significativamente (Pc 0.05) el mayor porcentaje de lípidos. Los 

grupos 60L y 6OMix tuvieron un porcentaje similar al del grupo control, mientras 

que las doradas alimentadas con la dieta 60C mostraron el menor porcentaje de 

lípidos lo que concuerda con las imágenes histológicas encontradas para este grupo 

donde se observó una menor presencia de vacuolas lipídicas (Fig. 15b). 

En el caso de la lubina, los peces alimentados con la dieta 60s mostraron el 

mayor porcentaje de lípidos aunque fue significativamente similar al de los grupos 

60C y 60Mix. Las lubina alimentadas con la dieta lOOP presentaron el menor 

porcentaje de lípidos, aunque no hubo diferencias significativas con respecto a los 

grupos 60C, 60L y 60Mix. 
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Tabla 6. Porcentaje de volumen de lípidos ocupado en cada hepatocito de doradas y 

lubinas alimentadas con las diferentes dietas experimentales* 

DIETA Dorada Lubina 

Volumen lípidoshepatocito (%) Volumen lípidoshepatocito (%) 

1 OOP 

60s 

60C 

60L 

6OMix 

* Valores con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (P< 0.05); 
(media f sd); n= 12. 

Composición de ácidos grasos del h%ado 

La Tabla 7 muestra la composición de ácidos grasos de los hígados de las 

doradas y las lubinas alimentadas con las distintas dietas experimentales. 

Dorada 

La composición de ácidos grasos de los hígados de las doradas reflejó 

claramente el perfil de ácidos grasos de las dietas. Así, los hígados de la dieta lOOP 

se caracterizaron por un mayor porcentaje de ácidos grasos saturados y de n-3 

HUFA, y los hígados de las dietas 60S, 60C y 60L por un mayor contenido del ácido 

graso linolénico, linoleico y oleico, respectivamente. Hay que destacar la 

disminución del contenido de 18:3n-3 en los hígados con respecto a su porcentaje en 
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las dietas observada en todos los grupos experimentales. Los hígados de las dietas 

con aceites vegetales (60S, 60C, 60L y 60Mix) presentaron una disminución del 

porcentaje de n-3 HUFA, principalmente por una disminución del contenido de EPA 

con respecto a su porcentaje en la dieta. En todos los grupos experimentales, el 

contenido de DHA en los hígados fue ligeramente superior con respecto a su 

porcentaje en la dieta. 

Lubina 

La composición de ácidos grasos de los hígados de las lubinas se 

caracterizaron por un aumento en el contenido de ácidos grasos saturados y 

monoenos (principalmente 18:ln-9) en todos los gmpos experimentales. El aumento 

de oleico en los hígados produjo que las relación 18:ln-9DH.A fuera mucho mayor 

en los hígados de las lubinas. 

El contenido de 18%-6 y 18:3n-3 en los hígados disminuyó con respecto a 

su porcentaje en la dieta en todos los grupos experimentales. Además, una 

considerable disminución en el porcentaje de n-3 HUFA se observó en los hígados, 

principalmente por una reducción tanto en el contenido de EPA como de DHA. 



Dorada Lubina 

DIETA 

Lkidos (% p. s.) 

Ácidos grasos (Aurea) 

Saturados 

18: ln-9 

18: 2n-6 

18: 3n-3 

20: 4n-6 

20: 5n-3 

22: 6n-3 

n-3 HUFA 

1 8: 1 n-9/DHA 

- - - -- 

1 OOP 60s 60C 6OiL 6OMíix 1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 

Tabla 7. Principalles ácidos grasos del hígado de las doradas y las lubinas alimentadas con las distintas dietas experimentales 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta lOOP 

Figura 13a. Hepatocitos de morfología cuadricular con núcleos grandes y esféricos 

@&E) (x 400). 

Figura 13b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Evidencia de vacuolas lipídicas en el 

citoplasma de los hepatocitos (x 400). 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 14a. Hepatocitos voluminosos con núcleos de morfología irregular y 

localizados en la periferia de la célula. H&E (x 400). 

Figura 14b. Corte semifino teñido con AT&FB. Grandes vacuolas lipídicas ocupando 

el citoplasma de los hepatocitos (x 400). 





Inclusión a medio plazo de Aceites Vegetales -Hígado 

Hígados de doradas alimentadas con la dieta 60C 

Figura 15a. Hepatocitos voluminosos con núcleos desplazados hacía la periferia de la 

célula. H&E (x 400). 

Figura 15b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Escasas vacuolas lipidicas en el 

citoplasma de los hepatocitos (x 400). 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 6OL 

Figura 16a. Hepatocitos poliédricos y núcleos redondeados. H&E (x 400). 

Figura 16b. Vacuolas lipidicas en los hepatocitos. AT&FB (x 400). 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 6OMix 

Figura 17a. Hepatocitos con forma regular, similar a la observada en el grupo 100P. 

H&E (x 400). 

Figura 17b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas en los hepatocitos 

(x 400). 
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Hígados de lubinas alimentadas con la dieta 1 OOP 

Figura 18a. Hepatocitos poliédricos con núcleos esféricos localizados en el borde de 

la célula. H&E (x 400). 

Figura 18b. Corte semifino teñido con AT&FB. Gran cantidad de vacuolas lipídicas 

en el citoplasma de-los hepatocitos ( x  400). -. - - 
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Hígados de lubinas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 19a. Focos de hepatocitos esteatósicos. H&E (x  400). 

Figura 19b. Corte semifmo teñido con AT&FB. El citoplasma de los hepatocitos es 
F-- 

,I- - 8%. 

ocupad~~&npletamente por vacuolas lipidicas (x 400). 
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Hígados de lubinas alimentadas con la dieta 6OC 

Figura 20a. Hepatocito's similar a lo observado en el grupo 100P. H&E (x 400). 

Figura 20b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas en los hepatocitos 

(x 400). 
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Hígados de lubinas alimentadas con la dieta 60L 

Figura 21a. Hepatocitos similar a lo observado en el grupo 100P. H&E (x 400). 

Figura 21b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas en los hepatocitos 

(x 400)._ 
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Hígados de Iubinas alimentadas con la dieta 60MUc 

Figura 22a. Hepatocitos voluminosos en todo el parénquirna hepático. H&E (x 400). 

Figura 22b. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas en los 

hepatocitos. - (x 400) 

- 
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3.3.4 DISCUSION 

Pocos estudios han sido publicados sobre el uso de aceites vegetales en dietas 

para especies marinas, debido principalmente a la limitada cantidad de n-3 HUFAs 

de estos aceites (ALEXIS, 1997; ROBIN, 1998). Algunos de los aceites vegetales 

estudiados en dietas para dorada y lubina han sido aceite de soja, girasol, oliva, colza 

y lino (ALEXIS, 1997; YLDIZ y SENER, 1997; EL-KERDAWY y SALAMA, 

1997).'En términos generales, estos autores encuentran que la sustitución por encima 

de un 50% del aceite de pescado por aceites vegetales causa una disminución en el 

crecimiento. Esto contrasta con los resultados del presente estudio donde la 

sustitución de un 60% del aceite de pescado por aceites vegetales no afectó al 

crecimiento de juveniles de dorada y lubina. Estas diferencias podrían ser debidas a 

que las dietas del presente estudio han sido formuladas con un mayor porcentaje de 

lípidos (e.j. 25% fiente a un 12% en el trabajo por ALEXIS, 1997), permitiendo un 

mayor margen de substitución del aceite de pescado sin reducir considerablemente 

los niveles de n-3 HUFAs, que son indispensables para el crecimiento. Es interesante 

destacar así mismo que si bien el crecimiento y los índices de conversión 

(IZQUIERDO et al., datos no publicados) obtenidos en la experiencia con dorada 

fueron muy satisfactorios y superiores a los obtenidos en nuestras instalaciones con 

dietas comerciales, los crecimientos obtenidos para la lubina del presente estudio, 

independientemente del tipo de dieta suministrado, fueron menores que los obtenidos 

en con&ciones s&-ui;a-es Con tipo de die*-. De hecho, 3En&S y GL;TvTA- 

TELES (1999) no encontraron ningún efecto beneficioso de la elevación de los 

niveles dietéticos de lípidos de 12 a 24 % en dietas para lubina. 

La adaptación estructural de los hepatocitos a los cambios en la composición 

de la dieta ha sido sugerida por varios autores (STORCH Y JUAlUO, 1983; 

SEGNER et al., 1984; AVILA 1986% b). Estos cambios dietéticos se reflejan en 

modificaciones del tamaño de la célula o núcleo, del contenido de lípidos y 

glucógeno e incluso de las actividades de enzimas glucogénicas o glucolíticas 

(SEGNER Y BRAUNBECK, 1988). En el presente estudio se observaron cambios 
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en la morfología de los hepatocitos / núcleos y en los depósitos de lípidos entre los 

distintos grupos experimentales. 

En ambas especies, los hepatocitos de los peces alimentados con la dieta lOOP 

presentaron una forma regular-poliédrica y núcleos grandes que se evidenciaron 

fácilmente. Aunque esta morfología podría ser comparable a la observada en doradas 

o lubinas salvajes (ver GODINO et al., 1990; LEMAIRE et al., 1991, 

respectivamente), en general el porcentaje de vacuolas lipídicas ocupando el 

parénquirna hepático fue elevado, confirmando que el' acúmulo de lípidos en el 

hígado es un fenómeno frecuente en los peces de cultivo. En este sentido, es 

interesante resaltar que aunque las dos especies son de origen Mediterráneo y tienen 

similares "estilos de vida", al ser peces de hábitos bentónicos que almacenan los 

lípidos de reserva principalmente en los tejidos extramusculares (McCLELLAND et 

al., 1995), la lubina en condiciones de cultivo tiene una mayor tendencia a la 

acumulación de lípidos en el hígado que la dorada. Así, en este estudio, el porcentaje 

de vacuolas lipídicas en el hepatocito duplicó al de la dorada. Este elevado 

porcentaje de vacuolas lipídicas en hepatocitos de lubinas de cultivo concuerda con 

los estudios de composición bioquímica y enzirnáticos realizados en esta especie por 

otros autores (KRAJNOVIC-OZRETIC et al., 1994; McCLELLAND et al., 1995; 

DIAS et al., 1998; PERES Y OLIVA-TELES, 1999). Desde un punto de vista 

histológico, este acúmulo masivo de grasas en el hígado podría ser reflejo de una 

menor capacidad de utilización de los lípidos dietéticos en la lubina, asociada con el 

retraso en el crecimiento observado en el presente estudio, como consecuencia de 

una menor utilización energética de los lípidos dietéticos a costa de otros nutrientes 

presentes en la dieta. Este fenómeno ha sido descrito por varios autores en otras 

especies (SHEARER, 1994; VERGARA et al., 1996; WEATHERUP et al., 1997). 

Sin embargo, no se puede descartar el posible efecto de la ingesta en el 

crecimiento, que en la lubina fue en general menor de lo esperado (1.53-1.61 g 

alirnento/día/% peso pez, sin diferencias significativas entre las distintas dietas 

experimentales, MONTERO, comunicación personal), bien por el elevado contenido 
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energético de las dietas o por una posible mal adaptación de los peces a los tanques 

de cultivo. Así, estos peces tuvieron un nivel basal de cortisol plasmático superior al 

nivel encontrado en nuestro laboratorio para esta especie, denotando una situación de 

estrés en dichos peces. En cualquier caso, este menor crecimiento en la lubina y la 

mayor acumulación de grasas sugieren la peor capacidad de esta especie para 

adaptarse a dietas con elevado contenido de lípidos y por ello, la necesidad de 

formular dietas específicas para lubina diferenciadas de las de dorada. De hecho, en 

su medio natural los hábitos alimenticios de estas dos especies son diferentes, siendo 

la primera más piscívora que la segunda. Además, si bien el contenido de ácidos 

p o s  esenciales de las dietas ensayadas en este estudio fue igual o superior al 

estimado por LANAR1 et al., (1999) para obtener el mejor crecimiento @HA: 1.51 

%, EPA: 1.81 % y ARA: 0.1 % en peso seco de dieta), no se han ensayado aún 

niveles dietéticos superiores de estos ácidos grasos, con lo que no se puede descartar 

que los requerimientos de ácidos grasos esenciales de la lubina no sean superiores a 

los de la dorada. 

La inclusión de aceites vegetales y por tanto la disminución de los niveles de 

ácidos grasos poliinsaturados en la dieta incrementó el contenido de lípidos en el 

hígado. En estos hígados fue característica la presencia de focos de esteatosis 

conformados por hepatocitos con su citoplasma ocupado por completo por una 

inmensa vacuola lipídica. Semejantes resultados han sido encontrados por ALEXIS, 

(i997j, donde doradas aiirneníadas con aceites vegetaies mostraron una ciara 

degeneración grasa de las células hepáticas. Histológicamente, una causa del 

aumento del volumen celular es la acumulación de lípidos (GHADIALLY, 1988). 

Así, el término de esteatosis es considerado como una alteración de las células 

hepáticas debido a una excesiva disponibilidad de lípidos que satura la capacidad del 

hígado para utilizarlos, resultando en la síntesis y deposición de triglicéridos 

(CHEVILLE, 1994). Niveles bajos de ácidos grasos esenciales han sido relacionados 

con la aparición de esteatosis en numerosas especies (WATANABE, 1982; 

TAKEUCHI et al., 1990; LEMAIRE et al., 1991). Los mecanismos por los cuales 

estos ácidos grasos poliinsaturados previenen la acumulación de triglicéridos pueden 
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ser atribuidos principalmente a los siguientes factores: a una disminución de la 

lipogénesis hepática, un aumento en la oxidación de los ácidos grasos y10 a un 

aumento en la síntesis de lipoproteínas. Por un lado, la reducción de la actividad 

lipogénica parece estar asociada al efecto que los PUFAs tienen sobre la inhibición 

de la expresión de los genes de las enzimas lipogénicas (CLARKE, 2001). 

Por otro lado, el EPA es considerado un potente ácido graso 

hipotrigliceridémico debido principalmente a un incremento de la P-oxidación 

(FR0YLAND et al., 1997; MADSEN et al., 1999). En salmón atlántico, un 40% del 

total de la B-oxidación tiene lugar en los peroxisomas (FR0YLAND et al., 2000). 

Los peroxisomas contribuyen a la oxidación de ácidos grasos, actuando sobre los 

ácidos grasos de cadena larga reduciendo su tamaño a acil-COA de bajo peso 

molecular, que son mejores sustratos para la P-oxidación, y también intervienen 

directamente en la oxidación de ácidos grasos de cadena corta (GUZMÁN Y 

GEELEN, 1993). Además de activar la P-oxidación (por lo tanto la utilización de 

grasa para obtener energía, o sea la reducción de grasa acumulada en el tejido), el 

EPA reduce la síntesis hepática de triglicéridos por inhibir la actividad de la enzima 

diacilglicerol aciltransferasa (E3ERGE et al., 1999). Estudios morfológicos han 

mostrado que el EPA incrementa el tamaño medio de las mitocondrias y el área de la 

célula ocupada por peroxisomas y reduce el porcentaje de área ocupado por gotas de 

grasa en la célula (FR0YLAND et al., 1996; TOTLAND, et al., 2000). Así, la 

presencia de cantidades adecuadas de ácidos grasos poliinsaturados impediría la 

acumulación de lípidos en el hígado y consecuentemente la aparición de esteatosis, 

originando las imágenes histológicas observadas en el presente estudio en aquellos 

hígados de peces alimentados con la dieta 100P. 

El hecho de que la morfología de los hígados de los grupos 60L y 6OMix 

(dietas ricas en 18:3n-3) para ambas especies fuera mas parecida a la del grupo lOOP 

que al resto de dietas con aceites vegetales, y que no hubiera diferencias 

significativas en cuanto al porcentaje de vacuolas lipídicas entre dichos grupos, 

denota un efecto hipolipidémico del ácido linolénico semejante al encontrado con el 
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aceite de pescado. La activación de la oxidación en los peroxisomas es uno de los 

efectos con consecuencias hipolipodémicas del aceite de pescado. En ratas 

alimentadas con aceite de pescado y aceite de lino la oxidación peroxisomal se 

incrementa por igual (RUSTAN et al., (1992). Este resultado, comparando ambas 

dietas, ha sido confirmado recientemente por IDE, (2000) en ratas, lo que demuestra 

que este efecto se debe a un incremento en los niveles de mRNA de las enzimas de 

oxidación hepática, incluyendo la carnitina palmitoiltramferasa I y 11, la aciZCoA 

oxidasa, y las 3-ketoacil-COA tiolasa mitocondrial y peroxisomal. Además, en ratas 

(POUMES-BALLIHAUT et al., 2001) ha sido observado que la tasa de P-oxidación 

aparente de 18:3n-3 es semejante a la del 22:6n-3 (59 y 62 % respectivamente). Estas 

afirmaciones parecen estar en concordancia con el análisis bioquímico del hígado del 

presente estudio, puesto que el contenido de 18:3n-3 en el hígado disminuyó con 

respecto a su contenido en la dieta, especialmente en el caso de la lubina (ver Tabla 

7)- 

Sin embargo, en ambas especies la esteatosis fue muy manifiesta en los 

hígados de peces alimentados con la dieta 60s. Un 33% de los hepatocitos de las 

doradas estaba ocupado por vacuolas lipídicas y un 50% en el caso de las lubinas. La 

composición de ácidos grasos del hígado c o n f i ó  el acúmulo del ácido graso 18:2n- 

6 en doradas y lubinas alimentadas con esta dieta (Tabla 7). Estos resultados esta en 

concordancia con los encontrados por KALOGEROPOULOS et al., (1 992), quienes 

ciescri'ben una aita acumuiacion de acido íinoleico en los hígados de dorada, incluso 

en aquellos peces alimentados con los niveles más bajos de este ácido graso. La 

tendencia a la acumulación de lípidos que posee el ácido linoleico parece estar 

relacionada con varios fenómenos metabólicos. 

Estudios en ratas han demostrado que niveles dietéticos altos de 18:2n-6 

aumentan la actividad de las enzimas lipogénicas, íicido-graso sintetasa y glucosa-6- 

fosfato deshidrogenasa, revelando el efecto hiperlipidémico de este ácido graso 

(IDE, 2000). Además, IKEDA et al., (1998) en ratas encuentran que dietas ricas en 

ácido linoleico no reducen la concentración de triglicéridos en sangre comparadas 
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con aquellas dietas ricas en n-3 PUFA o ácido linolénico, e incluso aumentan el 

contenido de triglicéridos en el hígado. Este hecho parece estar atribuido a la menor 

capacidad oxidativa que posee este ácido graso. Así, la oxidación hepática de ácidos 

grasos fue reducida en los hígados de ratas alimentadas con aceite de girasol (rico en 

18:2n-6) (KABIR e DE,  1996). También KUlLZAMOTO e IDE, (1998) muestran 

que la oxidación peroxisomal de palmitoil-COA es significativamente menor en ratas 

alimentadas con una dieta rica en 1 8:2n-6 (2.1 5 nmol/min/mgproteína) comparada 

con una dieta conteniendo 18:3n-3 (3.03 nmol/min/mgproteína). Estudios 

enzimáticos que actualmente están siendo conducidos en dorada muestran que el 

porcentaje de oxidación inducida en los hígados de peces alimentados con aceite de 

soja es un 21% menor que con el del aceite de pescado, y un 11% menor que con el 

aceite de lino (BAUTISTA et al., datos no publicados). Cabría mencionar aquí, que 

en estudios con larvas de dorada (IZQUIERDO et al., 2000) se ha mostrado que la 

esteatosis intestinal causada por la alimentación de dietas sin lecitina desaparecía 

cuando se añadía un 0.1% de PC de pescado o de soja. Aunque la PC de pescado fue 

más eficiente reduciendo la esteatosis hepática que la PC de soja. Este hecho podría 

estar relacionado con la menor B-oxidación del 18:2n-6 que consecuentemente 

induce el acúmulo de lípidos en el hígado, como anteriormente se ha sugerido. 

Los hígados de las doradas alimentadas con la dieta 60C presentaron un bajo 

porcentaje de vacuolas lipídicas, aunque los hepatocitos fueron muy voluminosos, lo 

que parece indicar la existencia de un depósito de glucógeno en estos hígados. Este 

hecho parece estar en concordancia con los análisis enzimáticos, donde una baja 

actividad de la enzima ácido graso sintetasa y un considerable incremento de la 

actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se encontró en los hígados 

de las doradas alimentadas con la dieta 60C con respecto al resto de dietas 

(BAUTISTA et al., datos no publicados). 

Sin embargo, en el caso de la lubina, los hígados de los peces alimentados 

con la dieta 60C, contenían numerosas vacuolas lipídicas de gran tamaño, que 

ocupaban un 43% de la superficie del hepatocito. El análisis bioquímico reveló altos 
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contenidos de 18: ln-9 en los hígados de todos los grupos experimentales, y donde el 

contenido hepático de ácido oleico fue el doble o mayor que el nivel dietético de este 

ácido graso (ver Tabla 7).  SPISNI et al., (1998), mostraron que un alto contenido de 

ácido oleico en la dieta, junto a una disminución en el nivel de DHA parece 

relacionarse con la aparición de esteatosis en peces marinos, como consecuencia de 

una disminución en la cantidad de peroxisomas en los hígados esteatósicos. En los 

tejidos el porcentaje del ácido oleico aumenta paralelamente a una disminución de 

los niveles dietéticos de n-3 HUFAs. Así, el índice 18: ln-9íDHA es considerado un 

indicador de deficiencia de AGEs en peces marinos. Una consecuencia de la 

deficiencia de AGEs es la aparición de esteatosis (WATANABE, 1982). En este 

sentido, la relación ácido oleico/DHA fue claramente superior en los hígados de las 

lubinas (ver Tabla 7), lo que parece confirmar que los requerimientos de ácidos 

grasos esenciales podrían ser mayores que los de las doradas, como ha sido sugerido 

anteriormente. 

Si en el primer capítulo se demuestra que el nivel de lípidos dietéticos y la 

calidad de la proteína pueden ocasionar la aparición de esteatosis hepática, en el 

presente capítulo se demuestra que no sólo la cantidad total de lípidos sino también 

su calidad afectan la morfología del hepatocito. Así, se confirma en dorada que la 

reducción del contenido de ácidos grasos esenciales en la dieta tiende a ocasionar una 

deposición de lípidos en el hígado, como había sido observado en otras especies. 

Pero además, en este estudio se pone de manifiesto por primera vez en peces que ia 

calidad de los distintos ácidos grasos no esenciales incluidos en la dieta afecta de 

distinta manera a la morfología hepática. En resumen, los resultados del presente 

estudio establecen un orden entre los principales ácidos grasos de los aceites y la 

aparición de esteatosis en los hígados de peces marinos, 18:2n-6 >18:ln-9 >18:3n-3 

> n-3 HLTFA. Este orden podría estar ligado a la distinta capacidad de inducir 

oxidación en el hepatocito, que poseen estos ácidos grasos (EPA > DHA > 18:3n-3 > 

18:ln-9 > 18:2n-6), puesto que una acción fisiológica que se atribuye a la B- 
oxidación es la prevención de la acumulación de ácidos grasos en los tejidos 

(OSMUNDSEN et al., 1991), y a una modificación de la lipogénesis hepática. 
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. . 
Adernh la casi iexistente actividad de 1 s  e d m r  A5 y AV UIYD$J.YGSLIS peses 

marinos (MOURENTE y TOCHER, 1993), que limitan la elongación de los ácidos 

grasos de 18 carbonos, podría estar contribuyendo al acúmulo de estos ácidos grasos 

en el hígado. 

En términos prácticos se demuestra cómo, mientras los niveles de ácidos 

grasos esenciales sean suficientes para cubrir los requerimientos de las especies 

estudiadas, es posible sustituir el aceite de pescado por aceites vegetales en las dietas 

comerciales sin afectar al crecimiento. Sin embargo, el tipo de aceite vegetal 

empleado afecta de distinta manera a la morfología del hígado y por tanto al 

metabolismo lipídico del pez y, en consecuencia, podría tener efectos no deseados en 

la salud del mismo. 
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3.4 EFECTOS A LARGO PLAZO DE LA INCLUSION DE  LES 

MODERADOS Y EXTREMOS DE ACEITES VEGETALES EN 

SUSTITUCI~N DEL ACEITE DE PESCADO EN DIETAS PARA DORADA Y 

LUBINA Y DE SU ALIMENTACIÓN POSTERIOR CON ACEITE DE 

PESCADO EXCLUSIVAMENTE 

3.4.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las doradas y las lubinas fueron suministradas por la empresa local ADSA. 

Mil quinientas sesenta doradas de aproximadamente 79g de peso medio se 

distribuyeron en tanques circulares de polietileno de 500 L de capacidad (65 peces/ 

tanque). Cada tanque estaba provisto de un flujo continuo de agua de mar (36 %) y 

aireación. El rango de temperatura del agua a lo largo del experimento fue de 20.0 - 
24.2"C y el oxígeno disuelto entre 5.0 - 8.3 ppm. Los peces se sometieron a un 

fotoperiodo natural de 12h luzl 12h oscuridad. Cuando los peces alcanzaron un peso 

medio de 200g se transfirieron a tanques de 1000 L de capacidad. Tras la fmalización 

del experimento con doradas, mil cincuenta lubinas de aproximadamente 80g de peso 

medio se distribuyeron en los tanques de 500 L (50 pecesltanque) y posteriormente 

se transfirieron a tanques de 1000 L. La temperatura del agua a lo largo de este 

experimento osciló entre 21.5 - 22.8"C y el oxígeno disuelto entre 5.2 - 7.4 ppm. 

En ambos experimentos ios peces se aciimataron en ios tanques durante 2 

semanas con la dieta control previamente a la surninistración de las distintas dietas 

experimentales. Las dietas se suministraron hasta saciedad, aparente tres veces al día, 

durante 6 meses en el caso de las doradas y 9 para las lubinas. Cada dieta 

experimental se ensayó por triplicado. A lo largo del experimento, se utilizaron dos 

tamaños de grano (3 y 5mm) para cada dieta. 

En el caso de las doradas, después de 6 meses de alimentación con las dietas 

experimentales, 15 peces de cada grupo se alimentaron con una dieta que contenía 

100% aceite de pescado durante los siguientes 3 meses, con el objetivo de estudiar la 
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reversibilidad de los cambios estructurales en los hepatocitos. Este periodo se 

denominó "periodo de recuperación". En el caso de las lubinas esta parte de la 

experiencia esta siendo realizada en estos momentos. 

Siete dietas experimentales se formularon en colaboración con la empresa 

noruega Nutreco Aquaculture Research Centre A/S y el Grupo de Investigación en 

Acuicultura (GLA). Las dietas fueron iso-energéticas e iso-protéicas (45% proteínas) 

y con un contenido de lípidos alrededor de un 22%. La única fuente de lípidos 

añadida a la dieta lOOP fue aceite de pescado. En las dietas 60S, 60C, 60L y 6OMix, 

el 60% de aceite de pescado se reemplazó por aceites vegetales, aceite de soja, colza, 

lino y una combinación de los tres aceites, respectivamente. Finalmente, las dietas 

80s y 80L se elaboraron reemplazando un 80% del aceite de pescado por aceite de 

soja y lino, respectivamente. 

Las dietas elaboradas con aceites vegetales mantuvieron un nivel de n-3 

HSJFA por encima del 3% en orden a cubrir los requerimientos en ácidos grasos 

esenciales para estas especies (MONTERO, 1996; LANAR1 et al., 1999). La dieta 

lOOP se caracterizó por un contenido superior en ácidos grasos saturados y en n- 

3HUFAs que el resto de las dietas. Hubo una marcada diferencia en el ratio n-3ln-6 

entre las distintas dietas experimentales debido principalmente al contenido en ácido 

linoleico de los aceites vegetales usados, rondando el 0.46;0.59 y 0.30;0.31 para las 

dietas 6OS y 80S, en dorada y lubina, respectivamente. Inversamente, las dietas con 

aceite de lino mantuvieron la relación n-3/n-6 por encima de 2, en parte debido a su 

alto contenido en ácido linolénico. La dieta 60C se caracterizó por su alto contenido 

en monoenos, especialmente en 18:ln-9. La dieta 6OMix mantuvo un porcentaje de 

ácidos grasos similares a la dieta 100P. Y las dietas 80s y 80L tuvieron un menor 

contenido en HUFA que el resto de las dietas, especialmente en ARA, EPA y DHA. 

La composición en ácidos grasos de las dietas experimentales para dorada y lubina se 

muestran en las Tablas 8a y 8b, respectivamente. 
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Tabla 8 a. Algunos ácidos grasos de los lípidos totales de las dietas experimentales 

suministradas a las doradas (g/¡ OOg a.g.) 

DIETA 

Leidos (%) 21.14 20.70 21.83 21.83 22.38 20.93 22.58 

C Saturados 
C Monoenos 
C n-3 
C n-6 
C n-9 
E n-3 HUFA 
C n-6 HUFA 
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Tabla 8 b. Al_minos ácidos graos de los lípidos tntder de 1 s  dieta expe~iimmt&~ 

suministradas a las lubinas W00g a.g.) 

DIETA 

Z Saturados 
C Monoenos 
C n-3 
E n-6 
C n-9 
C n-3 HUFA 
n-3In-6 
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Se tomaron los hígados de 4 peces por cada tanque para el estudio 

histológico, un total de 12 hígados se estudiaron por cada dieta experimental y en 

cada punto de muestreo. Estos puntos de muestreo fueron a los 3 meses de 

alimentación, al final de cada experiencia y tras el periodo de recuperación (3 meses 

con dieta 100P) en el caso de las doradas. Los hígados se procesaron para su 

inclusión en parafina, según lo descrito en los apartados 2.4.2 de Material y Métodos. 

Los cortes de parafina (4pm) se tiñeron con hematoxilina-eosina (H&E) (MARTOJA 

y MARTOJA-PIERSON, 1970). 

3.4.2 RESULTADOS 

Parámetros biológicos 

Dorada 

La Tabla 10 muestra los pesos medios de doradas a lo largo del periodo de 

experimentación. 

A los 3 meses de alimentación con las dietas experimentales no hubo 

diferencias significativas en el peso medio de los peces. Después de 6 meses de 

aiimeniación, iodos los grupos experimentales alcanzaron el peso medio comerciai 

(alrededor de 430g), aunque sí existieron diferencias entre los distintos grupos 

experimentales. Así, los peces alimentados con las dietas 80s y 80L crecieron 

significativamente menos (P<0.05) que el resto de grupos. Tras los 3 meses de 

alimentación con la dieta conteniendo 100% aceite de pescado (periodo de 

recuperación), los grupos 80s y 80L mostraron los menores crecimientos 

manteniendo las diferencias estadísticas con el resto de grupos. 
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La Tabla 11  muestra los valores obtenidos p m  diferentes pslt&mz?ms 

hepáticos a lo largo del periodo experimental. A los 3 meses de alimentación con las 

dietas experimentales, no hubo diferencias significativas en cuanto al peso del hígado 

e índice hepatosomático entre los distintos grupos experimentales, aunque los valores 

de ambos p h e t r o s  en los peces alimentados con la dieta 60S, fueron ligeramente 

mayores al resto de grupos. En cuanto al porcentaje de lípidos del hígado, tampoco 

hubo diferencias significativas estadísticamente entre los distintos grupos 

experimentales. 

Después de 6 meses de alimentación con las dietas experimentales, no hubo 

diferencias en el peso de los hígados entre los distintos grupos, aunque los peces 

alimentados con la dieta lOOP presentaron el valor más bajo. En cuanto al índice 

hepatosomático, los peces alimentados con la dieta lOOP y 60L tuvieron un HSI 

significativamente (P<0.05) menor que los peces alimentados con la dieta 80s. Estas 

mismas diferencias se encontraron en el porcentaje de lípidos en el hígado. El resto 

de grupos mostraron estadísticamente similares índices hepatosomaticos y 

contenidos lipídicos. Para este periodo, se estableció correlaciones positivas y 

significativas (Px0.05) entre el porcentaje de Iípidos y el peso de los hígados e 

índices hepatosomáticos (Tabla 1 1) 

Después de 3 meses de alimentación con la dieta conteniendo 100% aceite de 

pescado (periodo de recuperación), la media de los pesos de los hígados de las 

doradas fue de 7.84 + 1.49 (g). El índice hepatosomático medio de todos los grupos 

experhe~k!es fue de ! . ! 6 f 0. ! 6. 

Lubina 

La Tabla 12 muestra los pesos medios y parámetros hepáticos de las lubinas a 

lo largo del periodo de experimentación. 
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A los 4 meses de alimentación con las dietas experimentales, los -peces 

alimentados con la dieta 60L crecieron significativamente menos (k0.05) que los 

peces alimentados con la dieta 100P. El resto de grupos no presentaron diferencias 

significativas con respecto al grupo 100P. Después de 9 meses de alimentación, 

todos los grupos experimentales alcanzaron un peso medio alrededor de 350g, y no 

existieron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. 

Respecto al índice hepatosomático y porcentaje de lípidos en el hígado, no 

existieron diferencias significativas entre las dietas experimentales a lo largo del todo 

el periodo experimental. En comparación con las doradas, el contenido de lípidos en 

el hígados de las lubinas fue alto superando el 60% después de 9 meses de 

alimentación. 

Histología del hkado 

Dorada 

A los 3 meses de alimentación con las distintas dietas experimentales, los 

peces alimentados con la dieta lOOP mostraron un parenquima hepático homogéneo 

con hepatocitos de pequeño tamaño. El citoplasma estaba poco vacuolizado y los 

núcleos celulares, en posición centralj se evidencimm ftcihe,nlte (Iig. 238). 

Además, en estos hígados se observó un acúmulo de grasa alrededor del tejido 

peripancreático (Fig. 23b). Los peces alimentados con la dieta 60s mostraron 

hepatocitos de morfología regular, aunque los núcleos se observaron desplazados 

hacia la periferia celular y el citoplasma de los hepatocitos estaba parcialmente 

vacuolizado, con moderada eosinofilia (Fig. 24a). El acúmulo de grasa 

peripancreática fue menor comparado con los peces alimentados con la dieta lOOP 

(Tabla 9). El grupo 60C presentó similares características histológicas a los peces del 

gmpo 60s (Fig. 25a y Tabla 9). Los peces alimentados con la dieta 60L y 60Mk 

mostraron hepatocitos pequeños similares al grupo 100P, con núcleos localizados 
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principalmente en posición central y citoplasma moderadamente eosinofilico (Figs. 

26a y 27a). Los peces alimentados con las dietas 80s y 80L, mostraron una tendencia 

a la acumulación de grasa peripancreática (Fig. 28a y Tabla 9). Ambos grupos 

mostraron hepatocitos vacuolizados, con citoplasma claro y núcleos desplazados 

hacia la periferia celular (Figs. 28b y 29a). 

Después de 6 meses de alimentación, la morfología estructural de los 

hígados fue similar para todos los grupos experimentales. Las figuras, 23c, 24b, 25b 

y 25c, 26b, 27b, 28c y 29b muestran estos cambios estructurales para cada grupo 

experimental. Esta morfología se caracterizó: a nivel del citoplasma, por un aumento 

en la vacuolización y un reducida eosinofilia citoplasmática; a nivel de núcleos, por 

un marcado desplazamiento nuclear hacia la periferia celular, que en determinadas 

zonas del hígado impedía la visualización de éstos. Y por último, un considerable 

aumento en el acúmulo de grasa peripancreática se observó en todos los grupos, 

aunque fue más evidente en los peces alimentados con las dietas 80s y 80L (Tabla 

9). 

Tras los 3 meses finales de alimentación con la dieta conteniendo 100% 

aceite de pescado (periodo de recuperación), se observaron cambios sustanciales en 

la morfología hepática de los distintos grupos experimentales. Las figuras, 24c y 24d, 

25d, 28d, 29c y 29d muestran estos cambios estructurales, los cuales se 

caracterizaron por una considerable regresión de la vacuolización del citoplasma, 

mostrando una marcada eosinofilía, y una clara visualización de los núcleos celulares 

localizados principalmente en posición central. Esta morfología es comparable a la 

observada en peces de vida salvaje. No obstante, esta regresión en los lípidos 

hepáticos no afectó a los acúmulos de grasa peripancreática,' los cuales aumentaron 

considerablemente tras este periodo de alimentación (Tabla 9). Ninguna alteración 

patológica, como necrosis o degeneración se observó en estos hígados. 
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Tabla 9. Evaluación de los cambios histológicos en hígados de dorada a lo largo - del 

periodo de experimentación (n=12) * 

DIETA 

3 meses de 
alimentación 

Desplazamiento 
nuclear 

Vacuolización del 
citoplasma 1 2 2 2 1 12 1 12 2 

Grasa 
peripancreática 

6 meses de 
alimentación 

Desplazamiento 
nuclear 

Vacuolización del 
citoplasma 

Grasa 
peripancreática 

Recuperación 

Desplazamiento 
ñ-uciear 

Vacuolización del 
citoplasma 

Grasa 
peripancreática 
- - - - - - - 

* O ausencia ; 1 poco; 2 medio; 3 mucho 



DIETA 
- - 

1 OOP 60s 6OC 60L 6OMix 80s 80L 

Peso inicial (g) (n=65x3) 78.2 I 7.2 79.5 f 8.1 79.7 I 7.6 79.6 f 8.1 78.1 1 7.9 79.0 f 8.2 78.4 f 8.3 

Peso a los 3 meses (g) (n=65x3) 199.4 f 20.8 199.5 f 22.7 199.6 f 18.0 206.5 + 22.8 200.0 f 22.2 201.3 f20.8 197.5 f 23.3 

Peso a los 6 meses (g) (n=~:3x3) 463.9 f 50.2a 457.lf 49.7ab 443.9 f48.4ab 461. lf 53.8ab 451.6 f 9.7ab 432.0 I 53db 442.7 f 53.2b 

Peso tras p.recuperación (j&n=25) 689.8 +_ 95.6a 683.8 f 10. la  665.2 f 105.7a 633.6 f94.gab 683.8 f107.8a - 597.2+117.gb 

Tabla 10: Crecimiento eri peso de las doradas alimentadas con las distintas dietas a lo largo del periodo de experimentación (media f 

desviación estándair). Valores con distinta letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05). 



DIETA 

1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 80s 80L 

3 meses de alimentación 
Peso hígado (g) 2.52 f 0.58a 3.06 f 0.57a 2.86 f 0.62a 2.94 f 0.61a 2.84 f 0.66a 2.82 f 0.73a 2.80 f 0.54a 

Índice hepatosomático (HSI) 1.28 I0 .2 l a  1.50 f 0.20" 1.42 f 0,24a 1.44 f 0.27" 1.42 f 0.28a 1.38 f 0.28a 1.43 + 0.25a 

% de lípidos (n=6x3) 39.0 f 2.8 41.1 IT 2.6 42.2 f 0.6 42.2 f 3 . 2  40.6 f 2.8 38.2 f 1.2 38.1 + 1.2 

6 meses de alimentación 

Peso hígado (g) 6.58 f 1.09a 7.65 f 1.76" 6.8'7 f 1.49a 7.03 f 1,77a 7.36 f 1.30a 7.38 f 1.87a 7.17 f 1.51a 

Índice hepatosomático (HSI) 1.47 f 0.19"~ 1.64 f 0.29~" 1.53,) 0 .25~~'  1 S 0  f 0 . 2 8 ~ ~  1.63 f 0.22"' 1.73 f 0.36" 1 S 8  f 0.28~~ '  

% de lípidos (n=6x3) 39.4d~4.4~ 4 8 S f 5 S a b  42.:2f5.4ab 48.1f5.0ab 4 8 . 3 f 1 . 8 ~ ~  53.7 f 5Sb 49.5 f 3.0ab 

Relación peso hígado / Y; lipidos y = 4.344. + 0.060 x; r = 0.797, Pc0.05 (P=0.03 19) 

Relación IHS 1 % lípidos y = 0.845; + 0.016 x; r = 0.824, P<0.05 (P=0.0228) 

~ a b l a  11: Parámetros hepáticos de las doradas alimentadas con las distintas dietas a lo largo del periodo de experimentaci6n (media f 

desviación estándar). Valores con distinta letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05). 



DIETA 

1 OOP 60s 610C 60L 6OMix 80s) 80L 

Peso inicial (g) (n=50x3) 83.84 f 8.87 84.62 f 8.86 82.80 f 8.62 84.06 f 8.29 83.72 f 8.96 83.49 4 8.76 84.18 + 8.47 

4 meses de alimentacidn 

peso (g) ("45x3) 173.30 + 27.20~ 171.72f 25.79ab 167.26 f25.81ab 164.05 f 24.58a 165.33 f26.3gab 171.97 f2!6.21ab 169.65 f 2 4 . 0 2 ~ ~  

HSI 2.12 f 0.42 2.14 f 0.33 2.04 f0.36 1.99 f 0.35 2.17 f 0.43 2.09 f 0.38 2.14 f 0.35 

% de lipidos (n=bx3) 57.73 f 6.35 57.07 f 8.73 55.78 f 1.41 54.89 f 4.36 52.91 f 11.39 51.89 f 8.15 57.37 f 6.09 

9 meses de alimentacidn 

HSI 2.55 f0.42 2.55 f 0.42 2.57:t 0.36 2.55 f 0.47 2.59 f 0.36 - 2.62 f 0.39 

% de lípidos (n=6x3) 63.10 +_ 8.85 65.63 f 1.98 60.92 f 7.26 61.74 f 8.78 64.21 f 1.52 - 64.06 f 2.85 

* Por motivos ajenos a este estudio, los peces correspondientes a la dieta 80s se perdieron. 

Tabla 12: Crecimiento e:n peso y parámetros hepáticos de las lubinas alimentadas con las distintas dietas a lo largo del periodo de 

experimentación (media f desviación estándar). Valores con distinta letra en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05). 
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3.4.3 ICONOGRAFÍA 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 1 OOP 

Figura 23a. 3 meses. Hepatocitos de pequeño tamaño, con núcleos localizados en 

posición central. H&E (~200). 

Figura 23b. 3 meses. Acúmulos de grasa peripancreática. H&E (x40). 

Figura 23c. 6 meses. Desplazamiento del núcleo hacia la periferia celular y 

vacuolización del citoplasma. H&E (x200) 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 24a. 3 meses. H&E (x400) 

Figura 24b. 6 meses. H&E (x400) 

Figura 24c. Periodo de Recuperación. Regresión H&E (x400) 

Figura 24d. Periodo de .Recuperación Acúmulos de grasa peripancreática. H&E 

( ~ 4 0 )  
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 60C 

Figura 25a. 3 meses. H&E (x200) 

Figura 25b. 6 meses. H&E (x200) 

Figura 25c. 6 meses. Grasa peripancreática. H&E (x40) 

Figura 25d. Periodo de recuperación. H&E (x200) 





Inclusión a largo dazo de Aceites Vegetales - Hígado 

Higados de doradas alimentadas con la dieta 6OL 

Figura 26a. 3 meses. H&E (x200) 

Figura 26b. 6 meses. H&E (x200) 

Hígados de doradas alimentadas con la dieta 6OMix 
- -- - ., - --.. - 

Figura 27a. 3 meses. H&E (x200) 

Figura 27b. 6 meses. H&E (x200) 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 80s 

Figura 28a. 3 meses. Grasa peripancreática. H&E (x40) 

Figura 28b. 3 meses. H&E (x200) 

Figura 28c. 6 meses. H&E (x200) 

Figura 28d. Periodo de ., ... . . recuperación. - . .. ,.. H&E (x200) 
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Hígados de doradas alimentadas con la dieta 80L 

Figura 29a. 3 meses. H&E (x200) 

Figura 29b. 6 meses. H&E (x200) 

Figura 29c. Periodo de recuperación. H&E (x200) 

Figura 29d. Periodo de recuperación. Intensa infiltración de grasa peripancreática. 

H&E (x40) 
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En el presente estudio durante el periodo experimental ( ~ 3  meses) 

comprendido desde que las doradas tienen un peso inicial alrededor de 79 g hasta que 

alcanzan un peso aproximado de 200 g, el reemplazamiento del 60% e incluso del 

80% de aceite de pescado por aceites vegetales no afectó al crecimiento de estas, 

confmando los resultados encontrados en el capítulo anterior. Sin embargo, la 

alimentación con estas dietas a largo plazo (6 meses) produjo diferencias en el 

crecimiento entre los distintos grupos experimentales. Así, aunque todos los grupos 

alcanzaron el peso medio comercial (alrededor 430g), los peces alimentados con 

80% de aceite de soja y lino presentaron crecimientos más bajos que el resto de 

grupos. Estas diferencias podrían verse agravadas en condiciones de producción 

comercial intensa, donde el periodo de engorde de dorada se alarga hasta 

aproximadamente 12 meses. Este hecho parece estar relacionado con el menor nivel 

de n-3 HUFAs presente en las dietas con un 80% de sustitución, ya que afectan 

directamente al crecimiento de los peces. Hay que resaltar que estas diferencias en el 

peso final fueron, incluso, mantenidas tras el periodo de recuperación, indicando que 

el posible efecto positivo que la re-alimentación con niveles superiores de n-3 

HUFAs puede producir sobre el crecimiento, requiere de un periodo superior a los 

tres meses de alimentación. 

En ei caso de las lubinas, ei crecimiento no se vio afectado después de 9 

meses de alimentación con las distintas dietas experimentales, aunque el crecimiento 

de estas fue inferior al de las doradas. Este hecho, junto con la mayor acumulación de 

grasa observada en los hígados de las lubinas sugeriría de nuevo que esta especie 

tiene una menor capacidad de adaptación a dietas con elevado contenido en lípidos, 

como anteriormente ha sido discutido en esta tesis (apartado 3.3). 

Aunque no existieron diferencias significativas en el contenido de lípidos en 

el hígado de doradas alimentadas con las diferentes dietas experimentales, las 

imágenes histológicas a los 3 meses de alimentación revelaron diferencias 
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estructurales en el hígado entre los distintos grupos experiimnta!es, eoqleArando la 

información de cómo y dónde se acumulan los lípidos. Las doradas alimentadas con 

la dieta lOOP mostraron hepatocitos poco vacuolizados y con núcleos con 

localización central. Esta morfología fue similar a aquella observada en los hígados 

de los peces alimentados con las dietas 60L y 6OMix. Esos resultados histológicos 

parecen estar relacionados con el diferente grado de oxidación hepática de los 

distintos ácidos grasos. Así, como hemos indicado en el capítulo anterior, el EPA 

(ácido poliinsaturado mayoritario en la dieta 100P) es altamente oxidado impidiendo 

la acumulación de lípidos en el hígado. Y trabajos recientes han mostrado que el 

18:3n-3 (ácido graso de 18C mayoritario en las dietas 60L y 60Mix) es también 

altamente oxidado por hepatocitos aislados de salmón atlántico (STUBHAIUG et d., 

2002). Sin embargo, los peces alimentados con las dietas 60s y 60C tuvieron una 

mayor vacuolización del citoplasma y mayor desplazamiento del núcleo celular, lo 

que parece estar relacionado con la menor oxidación de los ácidos grasos 18: ln-9 y 

especialmente 18%-6 (mayoritarios en las dietas 60C y 60S, respectivamente) en los 

hígados (STUBHAUG et al., 2002). Por otro lado, en el caso de los peces 

alimentados con las dietas 80s y 80L, la acumulación de lípidos observada en los 

hígados podría estar relacionada también con una menor capacidad de síntesis de 

lipoproteínas, ya que es conocido que niveles bajos de n-3 HUFAs en las dietas 

producen una disminución en la síntesis de lipoproteínas impidiendo el transporte de 

lípidos desde el hígado a otros tejidos (WATANABE, 1982; IZQUIERDO et al., 

2000 ). 

' 

Después de un periodo largo de alLmentaci6n se observS una rt-&ica 

vacuolización del citoplasma con el consiguiente desplazamiento del núcleo celular 

en todos los grupos experimentales. Estas imágenes coincidieron con un incremento 

en el porcentaje de lípidos principalmente en los peces alimentados con 80% de 

aceites vegetales. Estos hechos parecen confirmar la tendencia a la acumulación de 

lípidos en el hígado que tienen los peces de cultivo a largo plazo. En este sentido, 

algunos autores han señalado que el aumento del depósito de grasa en peces a largo 

plazo puede estar influenciado por otros factores diferentes a la composición de la 
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dieta, como es el caso del incremento del tamaño del pez (SHEARER, 1994; 

WATHNE, 1995). En mamíferos y en aves, el aumento en la deposición de lípidos 

en el hígado representa, en muchos casos una situación patológica irreversible 

(CHEVILLE, 1994). En peces, la acumulación de vacuolas lipídicas en los 

hepatocitos ha sido interpretado de varías formas. Primeramente, como una 

desviación en el metabolismo lipídico llegando a considerarla como una patología 

nutricional (GHITTINO, 1978). Más recientemente, como una respuesta fisiológica a 

un exceso de lípidos, representando únicamente un almacén de energía (STORCH et 

al., 1984; SEGNER y WITT, 1990). En el presente estudio, excepto cambios 

asociados con el depósito de lípidos, ninguna patología, como necrosis, depósitos de 

ceroides u otras degeneraciones irreversibles se observaron en los hígados tras un 

periodo largo de alimentación con las distintas dietas experimentales. Esto contracta 

con los resultados de ALEXIS, (1997), que encuentra una concentración de 

macrófagos alrededor de zonas necróticas en los hígados de doradas alimentadas con 

aceite de soja y oliva. Esta diferencia podría ser debida a que las dietas formuladas 

por ALEXIS, (1997) contengan algún nutriente adicional que pueda provocar cierto 

grado de necrosis en los hígados. Focos de necrosis hepática han sido descritos en los 

hígados de doradas alimentadas con harina de soja (ROBAINA et al., 1995). 

Además en el presente estudio, la re-alimentación con una dieta con un 100% 

de aceite de pescado indujo la regresión de los dos fenómenos histológicos 

observados en íos hígados; 1-a vd~iioiizaciüii del eit~phmii y e! cfesp!azmie::t~ 

nuclear en todos los grupos experimentales. Esta regresión es indicativa del grado de 

reversibilidad de los cambios hepáticos asociados al depósito de vacuolas lipídicas y 

del carácter no patológico de esta acumulación lipídica en el hígado de la dorada. 

Como consecuencia de este hecho, cabría preguntarse: ¿cómo y por qué se produce 

la movilización de los depósitos de ácidos grasos en los hepatocitos cuando se 

realimenta con dietas conteniendo 100% de aceite de pescado? Las principales 

diferencias dietéticas producidas al cambio de alimentación de dietas conteniendo 

aceites vegetales a la dieta 100% aceite de pescado, fueron una equilibrada relación 

dietética n-3111-6 y un aumento en el contenido de HUFAs. En concreto, esta mayor 
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cantidad de HUFAs podría ser el principal factor que promueve la movilización o 

utilización de los ácidos grasos almacenados en los hepatocitos. Así, recientes 

estudios in vivo e in vitro han mostrado que los PUFA reducen la actividad de las 

enzimas implicadas en la lipogénesis, mientras que producen una activación de la B- 
oxidación peroxisomal mediante la regulación de la expresión de genes encargados 

de estos mecanismos (JUMP et al., 1995; SESSLER Y NTAMBI, 1998; DUPLUS et 

al., 2000; CLARKE, 2001). 

De manera que, el aumento dietético de HUFAs, principalmente n-3 HUFA 

durante el periodo de recuperación, podría inducir la actividad de la P-oxidación 

peroxisomal en los hepatocitos, reflejándose en una reducción de los depósitos de 

ácidos grasos, y. a nivel histológico en una regresión de la vacuolización del 

citoplasma. No obstante, hay que resaltar el mantenimiento de los depósitos de grasa 

peripancreáticos tras este periodo de alimentación, lo que parece indicar una mayor 

facilidad en la utilización de los ácidos grasos intracelulares que extracelulares, como 

pudieran ser depósitos peripancreáticos o grasa perivisceral. 

Por último cabría mencionar que la realimentación con una dieta rica en 

HUFAs en la ultima fase del engorde, podría tener un cierto interés desde una 

perspectiva comercial, puesto que la posible estimulación de la oxidación de los 

ácidos grasos llevada a cabo por los HUFAs, podría darse de igual forma en el 

músculo, modificándose la composición bioquímica y con ello las características 

organolépticas y sensoriales de este tejido. Ambas características están emplazadas 

dentro de los principales objetivos a cubrir cuando se sustituye el aceite de percadn 

por aceites vegetales en dietas para acuicultura, con el fin de mantener la calidad del 

pescado para el consumo humano. 

En conclusión, es posible alimentar durante gran parte del engorde con 

aceites vegetales, siempre que los niveles de sustitución no superen el 60%, sin 

afectar el crecimiento de los peces y sin ocasionar alteraciones morfológicas de tipo 

patológico tales como necrosis. Sin embargo, niveles de sustitución del aceite de 



Inclusión a largo plazo de Aceites Vegetales - Hígado 

pescado de hasta el 80% por distintos aceites vegetales puede llegar a reducir 

significativamente el crecimiento, aunque de nuevo no se observe daños patológicos. 

Finalmente, las alteraciones morfológicas observadas son recuperables, con lo que 

parece confirmase que estas alteraciones son solamente un reflejo del incremento de 

las reservas energéticas en el hígado. 



ESTUDIO DE LA COMPOSICION DE LIPOPROTEÍNAS 

PLASM'TICAS EN DORADA. EFECTO DE LA CALIDAD 

DE LOS LÍPIDOS. 
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El transporte de lípidos y otros componentes liposolubles en peces hacía los 

tejidos es mediado principalmente por lipoproteínas. Así, los lípidos de origen 

exógeno absorbidos en el intestino son integrados preferentemente en quilomicrones, 

y los lípidos endógenos son transportados en forma de lipoproteha de muy baja 

densidad (very low density lipoprotein,VLDL), de baja densidad (low density 

lipoprotein, LDL) y lipoproteína de alta densidad (high densiíy lipoprotein, HDL) 

(SEIERIDAN, 1988). Existe un mecanismo de interrelación entre las lipoproteínas, 

de modo que las apoproteínas y lípidos constituyentes de estas partículas interactúan 

con enzirnas o receptores celulares resultando en una degradación o transformación 

de un tipo de lipoproteína en otra, y en una transferencia de productos desde los 

tejidos a las lipoproteínas. Estos mecanismos ya han sido considerados en detalle en 

la Introducción. 

La proporción y composición de lípidos en cada lipoproteína depende de 

una variedad de factores, tales como el estado de maduración sexual (FRÉMONT y 

MARION, 1982), o el estatus nutritivo (SKERIDAN et al., 1985) entre otros. Puesto 

que la cG,iYosición eUak&iva de los :iPi&js diei&icos po&-ía la c--i&d y 

cantidad de las lipoproteínas plasmáticas, tal como se ha demostrado en otros 

vertebrados, la tendencia actual a la inclusión de aceites vegetales en las dietas 

comerciales para peces esta motivando a estudiar los efectos de estos aceites en el 

transporte de lípidos. Por ello, un primer objetivo del presente estudio fue la 

caracterización de las lipoproteínas en el suero de dorada. Y el segundo objetivo fue 

estudiar la influencia de la dieta y en particular de su perfil de ácidos grasos en la 

composición de lipoproteínas de doradas alimentadas con dietas conteniendo 

diferentes aceites vegetales. 



4.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las muestras de plasma se recogieron de las doradas alimentadas durante 3 

meses con las siguientes dietas experimentales. Todas las dietas fueron iso- 

energéticas e iso-protéicas (45% proteínas) y con un contenido de lípidos alrededor 

de un 22%. La única fuente de lípidos añadida a la dieta lOOP fue aceite de pescado. 

En las dietas 60S, 60C, 60L y 6OMix, el 60% del aceite de pescado se reemplazó por 

aceites de soja, colza, lino y una mezcla de los tres, respectivamente. Las dietas 80s 

y 80L se elaboraron reemplazando un 80% del aceite de pescado por aceite de soja y 

lino, respectivamente. Las dietas elaboradas con aceites vegetales mantuvieron un 

nivel de n-3 HLTFA por encima del 3% para poder satisfacer los requerimientos en 

ácidos grasos esenciales de esta especie (MONTERO, 1996). La dieta lOOP se 

caracterizó por un contenido superior en ácidos grasos saturados y en n-3HUFAs que 

el resto de las dietas. Además esta dieta también tuvo un porcentaje mayor de ácido 

araquidónico. La relación dietética n-3ln-6 varió entre las distintas dietas 

experimentales debido principalmente al contenido en ácido linoleico de los aceites 

vegetales usados, rondando el 0.46 y 0.30 para las dietas 60s y 80S, respectivamente. 

Inversamente, las dietas con aceite de lino mantuvieron la relación' n-3111-6 por 

encima de 2, en parte debido a su alto contenido en ácido linolénico. La dieta 60C se 

caracterizó por su alto contenido en monoenos, especialmente en 18:ln-9. Y las 

dietas 80s y 80L tuvieron un menor contenido en HUFA que el resto de las dietas, 

especiaimente en ARA, EPA y DHA. La composición ácidos grasos de las dietas se 

muestra en la Tabla 13. 

Las condiciones experimentales de cultivo de las doradas se describen en el 

apartado 3.4.1. 

Las metodologías para la recogida de plasma y la separación de lipoproteínas 

se describen en los apartados 2.5.1 y 2.5.2 de Material y Métodos, respectivamente. 

El análisis de los ácidos grasos y clases lipídicas de cada fracción lipoprotéica se 

detalla en los apartados 2.5.4 y 2.5.5. 
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Tabla 13. Algunos ácidos grasos de los lípidos totales de las dietas experimentales 

(g/l OOg a.g.) 

DIETA 

1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 80s 8OL 
14:O 6.21 3.18 3 .O9 3.27 1.94 
l6:O 
16:ln-7 
16:2n-6 
17:l 
16:4n-3 
18:O 
18: ln-9 
18: ln-7 
18:2n-6 
18:3n-6 
18:3n-3 
18:4n-3 
20: ln-9 
20:4n-6 
20:4n-3 
20:5n-3 
22:ln-11 
22:ln-9 
22:3n-6 
22:4n-6 
22:4n-3 
225;-3 
22:6n-3 

Saturados 
Monoenos 
n-3 
n-6 
n-9 
n-3 HUFA 
n-6 HUFA 



4.3 RESULTADOS 

Composición de clases Zipídicas de las fracciones HDL, LDL y CZDL 

HDL fue la fiacción lipoprotéica predominante en el suero de dorada, con una 

concentración de 236.4 * 32.22 mg/ml de suero. La concentración plasmática de 

LDL y VLDL fue de 127.8 * 40.36 y 172 * 40.72 mg/ml, respectivamente. HDL se 

caracterizó por un alto porcentaje de proteína (34.18%), mientras que las hcciones 

LDL y VLDL tuvieron un porcentaje más bajo de proteína, 2.71 y 1.97%, 

respectivamente. 

La distribución de las distintas clases lipídicas en relación al contenido en 

proteína para cada una de fracciones lipoprotéicas se muestra en la Fig. 30, donde los 

datos son expresados como g lípido/ g proteína. Niveles bajos en lípidos neutros 

fueron paralelos a un incremento en el nivel de proteína y de la densidad lipoprotéica 

(HDL > LDL > VLDL), siendo la fracción HDL la de mayor porcentaje de proteína 

(34%). Respecto a los lípidos polares, la fosfatidilcolina (PC) fue el principal 

fosfolípido en todas las fiacciones lipoprotéicas. Otros fosfolípidos, tales como, 

fosfatidiletanolamina o fosfatidilinositol se encontraron a niveles trazas (< 3%). 

Cuando se comparan los datos de mg lípido por g plasma, las clases lipídicas 

de cada fracción se vieron afectadas por las distintas dietas experimentales. En la 

fracción HDL (Fig. 31) a pesar de que no hubo diferencias estadísticas en los mg de 

lípidosl g plasma entre los distintos grupos, se puede reseñar que los peces 

alimentados con la dieta lOOP mostraron un contenido ligeramente más bajo en 

lípidos totales que el resto de los peces (aproximadamente un 32% menos). No 

existieron diferencias en el contenido en proteína por g plasma de los distintos 

grupos experimentales. La Fig. 32 muestra los mg de cada clase lipídica por g plasma 

de la fiacción HDL. Los peces alimentados con la dieta 100P mostraron el nivel más 

bajo en TAG, aunque siendo solamente significativamente (W0.05) menor respecto 

al de aquellos peces alimentados con la dieta 80S, que tuvieron el nivel más alto de 



TAG. Respecto al nivel de CHO, los peces alimentados con la dieta lOOP tuvieron el 

nivel más bajo aunque no difirió significativamente de los grupos 60S, 60C y 60L. Y 

los peces alimentados con la dieta 60Mix, 80s y 80L tuvieron los niveles más altos 

en CHO, aunque solamente el grupo 80s d i f i ó  significativamente (Pc0.05) del 

grupo lOOP y de los grupos con 60% de soja, lino y colza. No hubo diferencias 

significativas en el contenido de CE y PC entre los distintos grupos experimentales. 

No obstante, los peces alimentados con la dieta lOOP tendieron a tener el nivel más 

alto de CE y el menor de PC, respecto al resto de grupos dietéticos. 

La Fig. 33 muestra el nivel de proteína y los mg de lípidos por g plasma en la 

fiacción LDL. No hubo diferencias estadísticas en el contenido de proteínas entre los 

distintos grupos experimentales. El nivel de lípidos totales fue proporcional al 

porcentaje de inclusión de aceites vegetales, encontrándose los mayores (Pc0.05) 

valores en los peces alimentados con 80s y 80L, y los menores en los peces 

alimentados con la dieta 100P. La Fig. 34 muestra los mg de cada clase lipídica por g 

plasma correspondientes a la fiacción LDL. A nivel de triacílgliceroles, los peces 

alimentados con la dieta lOOP tuvieron un menor contenido en TAG (P<0.05), 

respecto al resto de grupos experimentales, que mostraron valores relativamente 

homogéneos para este parámetro. El nivel de CHO fue significativamente (Pc0.05) 

mayor en los peces alimentados con las dietas 80s y 80L y menor (P<0.05) en los 

peces alimentados con la dieta 100P. En el contenido de CE y PC surgieron mayores 

&fcrcí;das es+&&is:iCas efibe ! o " ~ ~ p ~  &&ticcs, res&-aqdc, !es vz!eres I",& b2jQs 

(Pc0.05) encontrados para ambas clases lipídicas en los peces alimentados con la 

dieta 100P. 

La Fig. 35 muestra los mg de lípidos neutros, proteína y de CE, TAG, CHO 

por g plasma de la fiacción VLDL de los peces experimentales. Aunque no hubo 

diferencias significativas en cuanto al total de lípidos neutros y el nivel de proteína 

entre los distintos grupos, el grupo lOOP tendió a tener un menor contenido en ambos 

parámetros. Asimismo, este grupo se caracterizó por presentar los niveles más bajos 

en CHO, siendo significativamente (Pc0.05) diferente al resto de grupos, excepto del 
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grupo 60C. Los peces alimentados con las dietm 81)s y 80L b~vierm !m -,u!sres mis 

altos en TAG aunque solamente difirieron significativamente (Pc0.05) del grupo 

lOOP y 60C. Este último grupo tuvo el nivel más alto de CE, siendo 

significativamente diferente al resto de los grupos experimentales. La Fig. 36 

muestra los mg de lípidos polares y de PC por g plasma de la fi-acción VLDL. 

Aunque no existieron diferencias estadísticas entre los distintos grupos 

experimentales, los peces alimentados con la dieta lOOP y 60C tendieron a tener un 

contenido menor en PC. 



VLDL LDL HDL 

Fig. 30. Composición quúnica de VLDL, LDL y HDL de doradas alimentadas con diferentes fuentes de llpidos durante 3 meses. 

Datos son dados como media desviacibn estándar. 



Proteína Total lípidos 

Fig. 3 1. Cantidad de proteína y de lípidos totales en HDL de doradas alimentadas con diferentes fuentes de iípidos durante 3 

meses. Datos son dados como media desviación estándar (n=3). 



TAG CHO 

Fig. 32. Clases lipidicas de HDL en doradas alimentadas con diferentes &entes de iípidos durante 3 meses. Datos son dados como 

media k demiaci6n estándar (n=3). 
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Fig. 33. Cantidad de proteína y de íipidos totales en LDL de doradas alimentadas con diferentes fiientes de lipidos durante 3 

meses. Datos son dados como media k desviación estándar (n=3) 



TAG CHO 

Fig. 34. Clases lipídicas de LDL en doradas alimentadas con diferentes fuentes de iípidos durante 3 meses. Datos son dados como 

media -i- desviación estandar (n=3). 



0- 
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Fig. 35. Cantidad de proteína y de lípidos neutros y polares en VLDL de doradas alimentadas con diferentes h t e s  de lipidos 

durante 3 meses. Datos son dados como media desviación estandar (n=3) 



T T T  

CE TAG CHO 

Fig. 36. Clases Lipfdicas en VLDL de doradas alimentadas con diferentes fuentes de lipidos durante 3 meses. Datos son dados 

como media k desviacibn est8ndar (n=3). 
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mg CHO 1 g plasma mg CHO 1 g plasma 

Fig. 37. Relación entre el nivel de n-3 HUFA de las dietas y el contenido de colesterol para las fracciones HDL y LDL. 



HDL LDL 

mg CHO 1 g plasma 

Fig. 38. Relación entre el contenido de EPA en la fracción HIIL y LDL con el contenido de colesterol para dichas fracciones. 
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La Tabla 14 muestra la composición de los ácidos grasos de la hcción 

VLDL de los peces alimentados con las dietas experimentales. 

La fracción VLDL se caracterizó por presentar un alto porcentaje de ácidos 

grasos saturados, principalmente de 16:O y 18:O y, en menor medida de 14:0, en 

todos los grupos experimentales. La influencia de la composición de las dietas se 

demostró por el alto contenido de 18:ln-9 en el grupo 60C, por los niveles de 18:2n- 

6 en los grupos 60s y 80s y por los de 18:3n-3 en los grupos 60L y 80L. Los niveles 

de n-3 HUFAs fueron elevados en todos los grupos, debido principalmente al 

aumento del 20511-3 y 22:6n-3. A este respecto, el grupo lOOP mostró diferencias 

significativas con el resto de grupos debido a un aumento significativo (P<0.05) del 

contenido de EPA, aunque esto no ocurrió con el DHA. 

La Tabla 15 muestran la composición de los ácidos grasos de la hcción 

LDL de los peces alimentados con las dietas experimentales. 

La íkacción LDL se caracterizó por un alto contenido de ácidos grasos 

saturados, particularmente del 16:O. Al igual que la fiacción VLDL, los grupos 60C, 

60S;80S y 60L;80L destacaron por sus contenidos en oleico, linoleico y linolénico, 

respectivamente, aunque los niveles de estos ácidos grasos encontrados en la fracción 

LDL fueron inferiores a los de VLDL. Todos los grupos experimentales se 

caracterizaron por presentar niveles altos de EPA y DKA efi la Ersrccibn LDL, mxpe 

el contenido de EPA del grupo lOOP fue significativamente superior (P~0.05) al 

resto de grupos, excepto al del grupo 60L. No existieron diferencias significativas en 

el contenido de DHA entre los distintos grupos. 
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La Tabla 16 muestran la composición de los ácidos grasos de la fiacción 

HDL de los peces alimentados con las dietas experimentales. 

Lo más significativo de la composición de la hcción HDL fue el aumento 

considerable de n-3 HUFAs, debido principalmente al incremento en DHA, en todos 

los gmpos experimentales. Además, los niveles de ARA (20:4n-6) en HDL fueron 

superiores a las otras fracciones. En cuanto a los contenidos de 18:ln-9, 18:2n-6 y 

18:3n-3, la hcción HDL también reflejo el perfil de las dietas, aunque el porcentaje 

de estos ácidos grasos fue menor que en las otras fracciones. Y de manera semejante 

a las otras lipoproteínas, altos contenidos de ácidos grasos saturados, principalmente 

16:0, se encontraron en HDL en todos los grupos experimentales. 



Tabla 14. Ácidos p o s  de VLDL de doradas alimentadas con las distintas dietas 

experimentales durante 3 meses (g /lo0 a.g VLDL) 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 60& 80s 80L 

14:O 

16:O 

16: 1 n-7 

l8:O 

18:l n-9 

18:l n-7 

18:2 n-6 

18:3 n-3 

20:4 n-6 

20:5 n-3 

22:l n-11 

22:l n-9 

22:5 n-3 

22:6 n-3 

Saturados 

Monoenos 30.1k2.3~ 23.9-+2.7a 37.7f5.1b 2 6 . ~ 2 . 3 ~ ~  2 6 . ~ 4 . 2 ~ ~  25.7f4.2a 2 6 . ~ 1 . 4 ~  

* Valores con diferente letra en la misma iínea son significativamente diferentes (Pe 0.05); (media f 
sd); n=3. 



- 7 -7 i'abia 15.  cido os grasos de LUL de doradas alirneniacias con las disihAÍas dieem 

experimentales durante 3 meses (g 11 00 a.g LDL) 

DIETA 

1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 80s 80L 

- n a  -n a i r r n a  r i r \ / i c r a b  n n n t q  1 b  r r r t i  na O L L A  1 1 A 7 a b  Saturados ~ U . U ~ L . Y -  56.4*3.o S J . O ~ ~ . J  ~ 4 . ~ 3 . 1  33.~11.~ 3o.u=r.r A.uI-+. , 
Monoenos 26.6kl .4ab 21.3 *3.2" 3 7 . ~ 6 . 3 ~  28.111.7~ 25.7*0Sab 17.W3.6a 22.U 1.2~ 

n-3 29.3~t4.8~ 22.7*5. lab 21.4f3.4~ 3 7 . ~ 2 . 3 ~  29.5f 1 .oab 19.6f0.5" 35.4f4.6b 

n-6 3.W1.2a 1 5 . ~ 2 . 2 ~  10.8f2.6~ 9.8f 1 . 9 ~ ~  10.9f1.4~ 18.5*4.1ab 11.7f2.6~ 

n - 3 m A  28.5k4.5" 21.4f 4.2a 19.8f3.6a 24.0f2.2" 22.6f0.7" 18.4f0.1a 21 -7~2.5" 

* Valores con diferente letra en la misma línea son significativamente diferentes (P< 0.05); (media IT 
sd); n=3. 
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Tabla 16. Ácidos p o s  de HDL de doradas alimentada cm !as dis~hta dieta 

experimentales durante 3 meses (g 11 00 a. g. HDL) 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 80s 80L 

Saturados 36 .1~3.4~ 33.lf 5.1ab 2 6 . ~ 1 . 3 ~  3 1 -7h2.0~ 3 1.lf 2.7* 32.1k2.8~ 29.8-t5.1ab 

Monoenos l 8 . M  .2a 20.4f2.2a 27Sf 2Ab 2O.W 1 .Oa 22.9f0.4a l9.4f 0.8a l9.Wl .4a 

n-3 39.W3.7a 2 9 . ~ 6 . 7 ~  35.3f2Sab 38.8*2.8a 35.3f2.gab ~5 .8 f3 .2~  39.015.3a 

n-6 6.1k1.3" 1 7 . ~ 0 . 8 ~  1 l.B1.lC 9.2f0.5c 10.8k0.2C 22.8~1.3~ 10.8f1.3C 

n-3KUFA 38.8k3.6a 28.3f 6Sb 3 3 . ~ 2 . 5 ~  31 .6f l .4~  30.3k2.4~~ 24.6f3.1b 28.lf 3.zb 
* Valores con diferente letra en la misma ünea son significativamente diferentes (P< 0.05); (media f 

sd); n=3. 
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La principal lipoproteína encontrada en el suero de dorada fue la hcción 

HDL. Concentraciones elevadas de esta fiacción han sido descritas en varias especies 

de peces, tales como trucha (CHAPMAN et al., 1978,1980; BABIN y VERNIER, 

1989), salmón rosado (Oncorhynchus gorbuscha) (NELSON y SHORE, 1974), carpa 

(IIJIMA et al., 1990b), salmón atlántico (LIE et al., 1993) ó lubina (SANTULLI et 

al., 1989), sugiriendo que la HDL juega un importante papel en el transporte de 

lípidos en los peces. Algunos autores han apuntado que esta alta concentración de 

HDL sea consecuencia de varios hechos: una baja degradación de esta fiacción, una 

rápida degradación de VLDL por la lipoproteína lipasa ó una síntesis alta tanto en el 

higado como en el intestino (LÉGER, 1988; IIJIMA et al., 1990a). 

HDL y LDL son las dos principales lipoproteínas implicadas en el transporte 

y metabolismo del colesterol. HDL transporta el colesterol de los tejidos al hígado, 

para su posterior degradación y reutilización, por ejemplo, para la síntesis biliar, 

mientras que LDL es la encargada de suministrar el colesterol a los tejidos donde 

éste puede ser necesitado para formar las membranas celulares ó convertirse en otros 

metabolitos, como son las hormonas esteroideas (GURR y HARWOOD, 1991). En 

el presente experimento, la fracción LDL mostró mayores niveles de colesterol que 

HDL. No obstante, y en concordancia con estudios en otras especies de peces, 

(FARRELL J hk?TT, 1983; FARELL et d., 1986; LEGEE?, 1388; L E  et ül., 

1993) se confirma que la mayoría del colesterol es transportado por HDL en dorada, 

debido a la abundancia de esta lipoproteína en el suero. 

VLDL es la lipoproteína encargada del transporte de triglicéridos a los tejidos 

(GURR y HARWOOD, 1991). Esta función está claramente reflejada por la alta 

cantidad de triglicéridos encontrados en esta lipoproteína, mientras que las hcciones 

LDL y KDL mostraron menores niveles en TAG. Un patrón similar ha sido descrito 

en otras especies, como carpa (FAINARU et al., 1988), pez gato (Ictalurus 

punctatus) (McKAY et al., 1985), ó trucha (BABIN y VERNIER, 1989). Por otra 
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parte, en el presente estudio una alta cantidad de VLDL se enconttó en el suero de 

dorada, superior a los valores encontrados por LDL. Generalmente, los autores han 

descrito que la VLDL es la hcción que se encuentra en menor proporción en el 

suero, aunque su concentración esta íntimamente influenciada por factores como la 

maduración sexual (FREMONT et al., 1984). Obviando este parámetro pues los 

peces experimentales se encontraban fuera de su época de maduración sexual, esta 

diferencia puede ser reflejo de la contribución del intestino en la síntesis de VLDL. 

En este experimento la extracción de sangre se realizó 24h después de la última toma 

de alimento, este pudo ser un tiempo corto de evacuación de lípidos desde el epitelio 

intestinal hasta los órganos y tejidos periféricos, lo que podría implicar un aporte 

adicional de VLDL por el intestino. En este sentido, hay que señalar que estudios 

histológicos llevados a cabo en nuestro laboratorio han mostrado que el material de 

naturaleza lipídica localizado entre los espacios intercelulares de las células 

intestinales e identificado como lipoproteínas no desaparecía hasta pasadas las 24h 

post-alimentación, sugiriendo una larga fase de absorción lipídica. 

La proporción y composición de lípidos de las diferentes lipoproteínas se 

vieron afectadas directamente por la composición de la dieta. Así se encontraron 

niveles altos de colesterol en la hcción HDL y LDL de los peces alimentados con 

las dietas conteniendo 80% de aceites vegetales, y principalmente para el grupo 80s. 

Mientras que, los niveles más bajos se obtuvieron en los peces alimentados con la 

dieta íOÜ3, sin diferencia con los de los peces alimentados con las dietas 60S, 60C y 

60L en la hcción HDL. Contenidos altos de ácidos grasos saturados en las dietas 

han sido descritos como causantes de niveles crecientes de colesterol en plasma 

(GRUNDY y DENKE, 1990; HAYES et al., 1997). No obstante, TORSTENSEN et 

al., (2000) sugieren que, en peces, la baja digestibilidad de los distintos ácidos grasos 

saturados aminora el efecto hipercolesterolémico de estos ácidos grasos. Así, estos 

autores encontraron que salmones del Atlántico alimentados con 12.5% de saturados 

en dietas con aceite de girasol y 45.3% de saturados en dietas con aceite de palma, 

mostraron semejantes niveles de colesterol en las lipoproteínas, debido a la baja 

digestibilidad del 16:O brincipal ácido graso saturado en estas dietas) en ambos 
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grupos. En el presente estudio, la cantidad de ácidos grasos saturados en la dieta 

control fue relativamente superior a las dietas 80s y 80L (27.9% de saturados fiente 

a 18.64 y 16.28%, respectivamente) (Tabla 13). Sin embargo, la diferencia más 

significativa entre dichas dietas fue el contenido en n-3 HUFAs, un 17.96% para la 

dieta lOOP fi-ente a un 6.91 y 7.43% para las dietas 80s y 80L, respectivamente 

(Tabla 13). Estos datos sugieren que los niveles de colesterol encontrados en las 

fracciones HDL y LDL están relacionados con los niveles dietéticos en n-3 HUFAs. 

Así, se estableció una correlación negativa (r(HDL)= -0.826, r(LDL)= -0.874) y 

significativa (P< 0.05) entre el nivel de n-3 HUFAs de las dietas y el contenido de 

colesterol para ambas fi-acciones (Fig. 37). Cabe resaltar también que los niveles 

dietéticos de n-6 HUFA (Tabla 13) mantienen una relación directa con los niveles de 

colesterol en las lipoproteínas, inversa a la observada para los n-3 HUFA. 

En peces existen escasos trabajos que aborden la relación entre la cantidad 

de n-3 ó n-6 HUFA en dieta y niveles de colesterol en plasma. LEMAIRE et al., 

(1991) en lubina encontraron niveles plasmáticos bajos de TAG y colesterol, 

cercanos a valores fisiológicos de lubinas salvajes, cuando se alimentaron con un 

dieta rica en poliinsaturados. Sin embargo, esta relación ha sido ampliamente 

estudiada en humanos, demostrándose que los niveles de colesterol plasmáticos 

responden al siguiente orden dietético n-3 PUFA < n-6 PUFA < SFA (WILLIAMS, 

1998). Los mecanismos implicados en estos efectos apuntan a dos puntos esenciales 
de la &pdación y meí=&oiism" & las iipopr&kas. La eñzb-ra ~ e c ~ ~ m - r c o ~ e s ~ e r o ~  

aciltransferasa (LCAT) localizada en la superficie de HDL y los receptores de 

membrana que reconocen especialmente a la fi-acción LDL. 

La función de la enzima LCAT es la de transferir un ácido graso desde la 

fosfatidilcolina presente en la partícula de HDL a una molécula de colesterol 

procedente de los tejidos, para su transformación en ésteres de colesterol, los cuales 

son integrados en el interior de la partícula (GURR y HARWOOD, 1991). En el 

presente estudio, los peces alimentados con la dieta lOOP tuvieron una relación de 

CHO / CE en la fi-acción HDL de 0.14, mientras que los peces alimentados con las 
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dietas 80s y 80L tuvieron una relación CHO 1 CE de 022 y n.27, respectivm~??tr. 

Además, aunque no hubo diferencias estadísticas en el contenido de PC, los peces de 

la dieta lOOP tendieron a tener menos PC que los peces de las dietas 80s y 80L. 

Estos resultados reflejan modificaciones en la actividad de la enzima LCAT entre los 

distintos grupos experimentales, ya que colesterol, fosfatidilcolina y ésteres de 

colesterol son sustratos y producto respectivamente de la acción de esta enzima. La 

proporción de n-3 HUFAs en las dieta podría estar determinando la actividad 

enzimática de la LCAT. Varios trabajos en humanos han mostrado que dietas ricas 

en n-3 poliinsaturados afectan a la concentración de colesterol plasmático debido 

principalmente a cambios en la composición de los sustratos de la LCAT. Así, 

THORNBURG et al., (1995) mostraron que dietas ricas en n-3PUFAs disminuyen la 

concentración de HDL-colesterol por una reacción baja de la PC con la enzima 

LCAT. PARKS et al., (2000) confirmaron que las variaciones de ácidos grasos 

poliinsaiurados en la posición sn-2 de la PC son responsables de la disminución de la 

reactividad de la enzima LCAT con la partícula de HDL. 

En cuanto a la fracción LDL, la reducción de los niveles de CHO en los peces 

alimentados con la dieta lOOP podría estar relacionado con un aumento en la 

degradación de la LDL, como resultado de un incremento en la actividad de los 

receptores de LDL en los tejidos. En este sentido, TRIPODI et al., (1991) 

demostraron que la alta afinidad de LDL a sus receptores hepáticos es la responsable 

de ia hipocolesterolemía encontrada en ratas alimentadas con aceite de pescado. Los 

receptores son proteínas incrustadas en las membranas celulares, diseñadas para el 

reconocimiento de moléculas específicas. Las propiedades funcionales de estos 

receptores están íntimamente relacionadas con el microambiente proporcionado por 

los lípidos de membrana (GURR y HARWOOD, 1991). Así, cambios estructurales y 

de composición en los lípidos de la membrana pueden inducir alteraciones 

funcionales en las proteínas de membrana. Además, es conocido que las propiedades 

físicas de las membranas celulares depende en gran medida de su contenido en 

ácidos grasos y especialmente del grado de insaturación de éstos, de forma que un 

aumento en la insaturación implica un aumento en la fluidez de la membrana celular 
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(BELL et al., 1986). De este modo, los contenidos diferenciales en n-3 HUFA de las 

dietas (principalmente EPA y DHA) pueden ser los desencadenantes de las 

variaciones en el contenido de colesterol en la fiacción LDL entre los distintos 

grupos experimentales. Así, estudios in vitro (ver revisión HUANG et al., 1993) con 

células humanas (fibroblastos, mononucleares) expuestas a contenidos altos en 

PUFA han aumentado la actividad de sus receptores de LDL por un incremento en la 

insaturación de los fosfolípidos de la membrana. Además, SPADY, (1993) describe 

que niveles dietéticos altos de EPA y DHA reducen la concentración de LDL- 

colesterol debido a que ambos ácidos grasos estimulan la actividad de los receptores- 

LDL en el hígado. 

Por otro lado, cabría destacar que el tipo de ácido graso parece afectar a la 

concentración de CHO y TAG. Así por ejemplo, el gmpo 80s tendió a mostrar las 

concentraciones más altas en HDL- y LDL-colesterol, lo que parece denotar que el 

ácido graso linoleico tiene un' efecto hipercolesterolémico más marcado que otros 

ácidos de 18C (ej. 18:2n-6 >18:3n-3), cuando su nivel dietético es elevado. En este 

punto, hay que hacer mención que según algunos autores al ácido linoleico, 

procedente de fuentes protéicas vegetales, se le atribuye un efecto 

hipocolesterolémico, sin embargo este efecto parece estar íntimamente asociado al 

mecanismo que ejercen los PUFA sobre el metabolismo del colesterol (HUANG et 

al., 1993). En el presente estudio se estableció una correlación negativa (r(HDL)= - 
n 091 ,/T n r  \- n ocr>\ : : :  m n e : r n ~  I- r m r  V.OLA, A \ L u L , -  -V.OJL) y x~jl l l l~~~auvil  \r< V.UJ)  CIIUC el ~uiricriiuu de crn. ue W L  

y LDL con el contenido de CHO en dichas Facciones (Fig. 38), encontrando que las 

dietas 80s y 80L con un menor contenido de EPA en HDL y LDL mostraron un 

mayor contenido de CHO en dichas fiacciones. De modo que la naturaleza del ácido 

graso puede ejercer una regulación sobre la concentración plasmática de CHO e 

incluso de TAGs. 

En cuanto a los niveles de triglicéridos, la tendencia general observada en las 

tres fiacciones lipoprotéicas fue la disminución de los valores de TAGs en aquellos 

peces alimentados con la dieta 100P, y el mayor contenido de TAGs en los peces de 



Lipoproteínas plasrnáticas 

las dietas 6OMix- 80s y 80L. En humanos, el nivel dietético de n-3 poliinsaturados 

(particulannente EPA y DHA) reduce los niveles de triglicéridos por una inhibición 

de la secreción de VLDL-triglicéridos, al interferir en la síntesis de triglicéridos 

principalmente en el hígado (HARRIS et al., 1983). Además, el hecho que los TAG 

incrementen en aquellos peces de la dieta 80S, principalmente en la hcción HDL, 

podría estar en concordancia con los resultados de IKEDA et al., (1998) quienes 

muestran que ratas alimentadas con dietas ricas en 18:2n-6 no tienen efecto 

hipotrigliceridémico en sangre, comparado con dietas ricas en n-3 HUFA. 

Por otro lado, el proceso de lipólisis también podría verse afectado por los 

niveles de poliinsaturados en la dieta. En este proceso interviene la enzima 

lipoproteína lipasa (LPL) presente en el endotelio capilar de numerosos tejidos. La 

deficiencia en esta enzima, alteraciones en la apoproteína C2 (activadora de la 

lipoproteína lipasa) ó la baja reactividad de triglicéridos con las enzimas lipolíticas 

pueden ser las causas que afecten a la concentración de triglicéridos. Así, altos 

niveles de LPL se encontraron en ratas alimentadas con n-3 PUFAs, sugiriendo que 

la disminución de TAG plasmáticos fue debida a la alta actividad de esta enzima 

(GROOT et al., 1988; LAI y NEY., 1995). Además, triglicéridos formados con un 

mayor porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados parecen ser mejores sustratos para 

la lipoproteína @asa que aquellos triglicéridos constituidos por ácidos grasos 

saturados, provocando una disminución de los triglicéridos (GRUNDY y DENKE, 

1990). Por todo esto, los niveles de TAG encontrados en las distintas fracciones 

lipoprotéicas podría ser también debidos a cambios en la actividad de la enzima 

lipoproteína lipasa como consecuencia de los niveles dietéticos de n-3HUFAs. 

Aunque recientemente en truchas alimentadas con dietas conteniendo aceites 

vegetales no se encontraron diferencias significativas en la actividad de esta enzima 

al comparar con dietas con aceite de pescado (CORRAZE et al., 2002). 

La composición de ácidos grasos de las distintas lipoproteínas se vio 

claramente influenciada por la dieta. Coincidiendo con McKAY et al., (1985) las 

distintas lipoproteínas plasmáticas responden rápidamente a la composición de 
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ácidos grasos de la dieta. En el presente estudio, las VLDL tuvieron una composición 

de ácidos grasos más parecida a la dieta que cualquiera de las otras dos hcciones, 

principalmente en cuanto a los ácidos p o s  saturados y de 18C. De estos últimos, el 

18:ln-9 estaba mayoritariamente integrado en la VLDL en comparación con los 

ácidos grasos 18:2n-6 ó 18:3n-3. 

La LDL, como producto de la VLDL, se caracterizó por retener el ácido 

palmítico y aumentar el contenido de n-3 HUFAs. Sin embargo, en esta hcción el 

porcentaje de ácidos grasos de 18 carbonos, procedente principalmente de los aceites 

vegetales usados, fue menor que en la fiacción VLDL, aunque de nuevo el ácido 

oleico fue encontrado en mayor porcentaje comparativamente con otros ácidos 

grasos de 18 carbonos. Este último resultado está en concordancia con el hecho de 

que el ácido oleico sea el sustrato preferente de la enzima acil-CoA:colesterol 

aciltramferasa (ACAT), siendo de esta manera altamente incorporado en los CE. 

Estas diferencias en la composición de ácidos grasos parecen estar ligadas a 

las diferencias funcionales o metabólicas de cada lipoproteha. Así, VLDL es 

sintetizada tanto en el intestino como en el hígado, y cuando su núcleo de TAGs es 

hidrolizado por la lipoproteína lipasa se transforma en una partícula más pequeña del 

tipo LDL. La HDL puede ser sintetizada en varios lugares, intestino e hígado, ó 

proceder de la lipólisis de los quilomicrones. Hay que resaltar que esta lipoproteína 

se ca%ctepk6 peacipakle;ite par 4!f0 iikV7e! 22:5~-3 k,dqeE&ie;;:emea de 

composición de la dieta. Este resultado esta en concordancia con otros estudios (LIE 

et al., 1993; TORSTENSE et al., 2000), lo que parece indicar que la HDL es la 

lipoproteína encargada de transportar principalmente el DHA hacia los tejidos. 

Además, este transporte está favorecido por ser HDL la lipoproteína predominante en 

el plasma de los peces. MARTIN et al., (1994) sugieren que los CE de la fiacción 

HDL incorporan cantidades altas de DHA para su transporte a la retina o cerebro, 

tejidos ricos en este ácido graso. Asimismo, TORSTENSE, (2000) muestra que la 

composición de ácidos grasos de la HDL es muy parecida a la de la retina en salmón 



atlántico, sugiriendo que esta fiacción tiene un importante papel e.n e! trmsptx?e de 

ácidos grasos hacia este tejido. 

Por otro lado, en la hcción HDL, el contenido de ácido palmítico fue tan 

elevado como en la fracción LDL. LIE et al., (1993) describieron que la composición 

de ácidos grasos de la PC en las hcciones VLDL, LDL y HDL se caracteriza por un 

contenido alto en 16:O. Esto hecho parece confirmar que este ácido graso tiene un 

importante papel principalmente en el mantenimiento de las membranas por su alta 

integración en los lípidos polares. 

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que el 

nivel de n-3 HUFA y en menor media el nivel de n-6 HUFA en la dieta parecen ser 

los factores directamente implicados en los niveles de colesterol y triglicéridos en las 

lipoproteínas, por afectar a los mecanismos involucrados en el metabolismo de éstas. 

De tal manera que, el nivel dietético de n-3 HUFA podría ser desencadenante de: 1) 

cambios en la composición de los sustratos disponibles para la LCAT que afecten a 

su actividad, 2) una alteración en la actividad de los receptores de LDL ó 3) una 

modificación en la actividad de la LPL. Estudios específicos deben ser llevados a 

cabo para clarificar estos mecanismos. Además, se ha mostrado que la composición 

de ácidos grasos de la dieta modifica el perfil de ácidos grasos de las lipoproteínas de 

dorada en el siguiente orden: VLDL > LDL > HDL, e influye también en la cantidad 

de CHO y TAG de dichas fracciones. 

Asimismo, los resultados de este capítulo estarían concordancia con imágenes 

histológicas observadas en los hígados, y mostradas en los capítulos precedentes. 

Así, el alto porcentaje de TAG en la fiacción HDL, sintetizada principalmente en el 

hígado, en doradas alimentadas con aceite de soja podría ser reflejo de la marcada 

esteatosis observada en los hígados de estos peces. Y de una manera similar, los 

niveles altos de TAG en las &acciones lipoprotéicas en aquellos peces alimentados 

con el 80% de soja y lino podrían reflejar la intensa acumulación de grasa observada 

en los hígados de estos peces. Pero además, el hecho concreto que estas dietas con un 
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80% de aceites vegetales tengan un nivel dietético más bajo en EPA y DHA, lo que 

podría estar interfiriendo la síntesis de lipoproteínas ya que como ha sido mostrado 

en esta capítulo las lipoproteínas requieren de una gran cantidad de estos ácidos 

grasos para su formación. Este hecho podría también explicar la acumulación 

creciente de grasa en los hígados de estos peces. 





Intestino 

5. EFECTO DE LOS LÍPIDOS DE LA DIETA EN LA HISTOLOG~ DEL 

INTESTINO 

El intestino es un órgano encargado de importantes funciones implicadas 

principalmente en la asimilación de los nutrientes. Cambios en la composición de la 

dieta pueden afectar a estas funciones. La acumulación de vacuolas lipídicas en las 

células intestinales es una de las principales alteraciones observadas recientemente 

en especies destinadas a cultivo intensivo. Así, daños en el epitelio intestinal como 

consecuencia de la excesiva acumulación de lípidos han sido descritos por varios 

autores para diferentes especies (DEPLANO et al., 1989; OLSEN et al., 2000). Estas 

alteraciones morfológicas parecen estar relacionadas con el alto porcentaje de 

lípidos en las dietas ó bien con la relación de los niveles dietéticos de los ácidos 

grasos de las series n-3 y n-6 (OLSEN et al., 1999). 

Este capítulo tiene la finalidad de estudiar los cambios estructurales que se 

producen en el epitelio intestinal y sus repercusiones en el proceso 'de absorción 

cuando doradas y lubinas son alimentadas con dietas de diferente composición. Por 

esto, el primer objetivo fue evaluar los cambios histológicos que se producen en el 

intestino de doradas alimentadas con dietas conteniendo diferentes porcentajes de 

iípidos (apartado 5.2) Por otro iado, debido nindamentahente a ia creciente 

utilización de aceites vegetales como sustitutos del aceite de pescado en las dietas 

para peces, un segundo objetivo fue evaluar sí la inclusión de estos aceites vegetales 

inducen cambios en la morfología del intestino de doradas y lubinas (apartado 5.3). 

Por último, con la finalidad de completar la información sobre los efectos de los 

aceites vegetales se evaluó la relación entre los cambios morfológicos del intestino y 

su composición bioquímica en doradas alimentadas con dietas conteniendo diferentes 

porcentajes de aceites vegetales (apartado 5.4). 
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5.2 EFECTOS DEL PORCENTAJE DE LÍPIDOS Y LA CALIDAD DE 

HARINA DE PESCADO EN DIETAS DE ENGORDE PARA DORADA* 

5.2.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Mil ciento cuarenta doradas de aproximadamente 70g de peso medio inicial 

procedentes de la granja comercial ADSA se aclimataron en tanques de 2 m3 durante 

3 semanas, siendo alimentadas con una dieta comercial (Mistral3mm, Proaqua S.A., 

Palencia, España). Después del periodo de aclimatación, los peces se anestesiaron 

con clorobutanol (200mgA agua), se pesaron y distribuyeron al azar en 12 tanques 

cilindrocónicos de 400 1 en grupos de 60 peces por tanque. Cuando el peso de los 

peces se aproximó a los 150g se transfirieron a tanques de 1 m3. Estos tanques 

estaban provistos de aireación, ciclo natural de luz natural y de un flujo continuo de 

agua de mar que se incrementó de 4 a 10 Vmin en el transcurso del experimento. El 

rango de temperatura a lo largo del experimento osciló entre 20.8 y 24.4 'C. Los 

peces se alimentaron hasta saciedad aparente con las distintas dietas experimentales 

dos veces al día, 6 días a la semana durante los 6 meses de duración del experimento 

hasta que los peces alcanzaron un peso fmal aproximado de 400- 450g (peso 

comercial en el mercado Mediterráneo). Los tratamientos se ensayaron por 

duplicado. 

Las dietas experimentaies se diseñaron y eiaboraron en coiaboración con ia 

empresa noruega Nonvegian Herring Oil and Meal Indusby Research Institute 

(SSF). Esta empresa realizó los análisis de calidad de las harinas y la elaboración de 

las dietas. Como principal fuente proteica se utilizó harina de pescado de dos 

diferentes calidades, una harina de pescado de calidad "estándar" (denominada en 

este estudio como BC:baja calidad) y otra harina obtenida a baja temperatura (Norse- 

LT 94@) (denominada en este estudio AC: alta calidad). 

* Comunicación personal: Caballero,M.J., López-calero, G., Socorro, J., Izquierdo, M.S. y Femández, 
A.J., 1999. Efecto c o m ó i i o  del nivel de lípidos y la calidad de la harina de pescado en la 
absorción lipídica en dietas de engorde para dorada (Sparus aurata). VD Congreso Nacional de 
Acuicultura. Las Palmas de Gran Canaria. Mayo 1999 
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P m b i ~  hmhas fueran ~üihi~UTaih i j D l  N ~ r s i h h ~ : l  \Worüegaj. La calidad se 

evaluó dependiendo de su contenido en aminas biogénicas (especialmente 

cadaverina) y su digestibilidad proteica medida mediante visón (SKEDE, 1979). Para 

completar el nivel proteico de las dietas se utilizó harina de soja, pan rallado y harina 

de trigo. La composición bioquímica de las harinas se muestra en la Tabla 17. 

La fuente lipídica utilizada en todas las dietas fue aceite de pescado (NorSea 

OilB). Las mezclas de vitaminas y minerales usadas en la elaboración de las dietas se 

obtuvieron de H o f i a n  La Roche, Suiza. 

Con estos ingredientes se formularon seis dietas experimentales con tres 

niveles de lípidos (15,22 y 27 %) y cada nivel de lípidos se combinó con cada una de 

las calidades de harina ensayadas en este experimento. La composición de las dietas 

experimentales se muestra en la Tabla 18. Las dietas se procesaron por extrusión y se 

formularon para ser aproximadamente isocalóricas en energía bruta y similares en el 

contenido proteico (Tabla 18). Las dietas experimentales tuvieron una composición 

similar en ácidos grasos. Las principales familias de ácidos grasos de las distintas 

dietas experimentales se muestran en la Tabla 19. 
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Tabla 17. Composición bioquímica de las harinas utilizadas para la elaboración de 

las dietas experimentales 

Harina de Harina de Harina de Pan Harina de 

pescado alta pescado baja soja rallado trigo 

calidad (AC) calidad (BC) 

(g/I 00g peso seco) 

Proteínas (N x 6.25) 71.6 71.9 46.3 14.2 13 

Lípidos 8.0 10.0 1 .O 3.6 1.5 

Cenizas 13.6 11.1 5.7 1.2 4.5 

Humedad 8.3 7.2 11.6 5.2 12.9 

Cadaverina 0.50 1 S O  - - - 
Histarnina 0.20 0.24 - - 
Digestibilidad 91.6I0.5 85.0*1.2 - - 
proteicaa 

" Digestibilidad para el visón (4 animales por muestra). 
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DIETA 
AC 15 BC 15 AC 22 BC 22 AC 27 BC 27 

Ingredientes (g/ 1 OOg;) 

Harina de pescado alta 
calidad (AC) 
Harina de pescado baja 
calidad (BC) 
Aceite de pescado 

Harina de soja 

Pan rallado 

~ a r i n a  cie trigo 

Lecitina de sojaa 

Análisis Proximal (g/ 1 OOg peso seco) 

Proteínas (N x 6.25) 47.7 51.7 

Lípidos 15.1 16.0 

Cenizas 9 7.4 

~arbohiciratos" 28.2 24.9 

Energía bnita(MJ/ kg) 22 22 

a Lecitina de soja obtenida de Denofa (Fredikstad, Nonvay). 

Por Kg de pienso: Vitamina A 3000 IU (Rovimix A 500P); vitamina D3 1600 iü (Rovimix D3 500); 
vitamina E 160mg (Rovimix ESOSD); tiamina 12mg (ihiamin mononitrate); riboflavina 24mg 
(Rovimix B280SD); piridoxina 12mg (pyrodoxin HCI); vitamina C 60mg (Rovimix Stay-C25); ácido 
pantoténico 48mg (Rovimix Calpan); biotina 0.6mg (Rovimix H2); ácido fólico 6.0mg (Rovimix 
Folic 80SD); niacina 120mg (Rovimix Niacin); vitamina BI2 0.024mg (B12 1% FG); menadiona Na- 
bisuifito 12mg. 

" Por Kg de pienso: MnS04-H20 10mg; MgHPO4-3H2O 500mg; FeS04. 2H20 50mg; ZnS04-H20 
80mg; CuS04-5H20 5mg; KH2P04 400mg; K2C03 400mg; K2C03 400mg; Caco3, 18.89 mg. 

Carbohidratos = NFE + fibra = 1000-proteína-lípidos-cenizas. 
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Tabla 19. Principales ácidos grasos de los lípidos totales de las distintas dietas 

experimentales (n=3) 

DIETA 

AC15 BC15 AC22 BC22 AC27 BC27 

C Saturados 24,40 26,41 25,46 25,60 25,07 24,17 

C n-3 20,20 19,81 18,44 19,57 18,13 17,61 

C n-6 5,63 7,78 5,40 537 3,81 3,52 

C n-9 12,94 13,14 14,48 13,lO 14,36 1 1,84 

C n-3 HUFA 15,48 14,99 14,52 14,94 14,17 1533 

Al final del experimento, se tomaron 4 muestras de intestino anterior por 

tanque y un total de 12 muestras por cada dieta experimental para el estudio 

histológico. El tramo de intestino anterior se seleccionó para el estudio histológico, 

considerando que en experiencias previas sobre enzimas lipoiíticas, esta porción 

presentó una alta actividad lipásica y fosfolipásica, lo que sugiere la importancia de 

este segmento para la digestión y absorción de lípidos dietéticos (IZQUIERDO et al., 

1997). Además, en el presente estudio las muestras se recogieron 4 horas tras la 

alimentación, periodo de tiempo determinado por la presencia de la digesta en el 

tracto digestivo desde el estómago hasta el recto en cada uno de los peces. 

La totalidad de la mucosa intestinal del intestino anterior se examinó al 

microscopio óptico, siguiendo un orden en la visualización de los campos al 

microscopio. Para el estudio ultraestructural, cada muestra de intestino anterior se 

troceó en pequeñas piezas y se embebió en los correspondientes bloques en resina. 

Se tomaron al azar dos bloques por caida muestra. De cada uno de estos bloques se 

realizaron al azar un corte de la mucosa intestinal, que se colocó sobre una rejilla de 

cobre para su estudio con el microscopio electrónico. Aproximadamente de cada 

rejilla se examinaron 10 campos por sección (240 campos por dieta), usando los 

bordes de la rejilla de cobre como guías. 
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Histologh del intestino anterior 

En general, la mucosa intestinal observada al microscopio óptico estaba 

compuesta por un epitelio columnar simple. La superficie apical del epitelio estaba 

cubierta por un borde de microvillosidades y la superficie basal estaba separada de la 

lámina propia por una delgada membrana electrodensa (membrana basal). Se 

encontraron algunos linfocitos intraepiteliales en . la mucosa intestinal. 

Ultraestructuralmente, la morfología del enterocito del intestino anterior de dorada 

fue similar a la descrita en otras especies de peces. Así, el citoplzsma de los 

enterocitos estaba ocupado por cisternas del retículo endoplásmico rugoso y cisternas 

del Complejo de Golgi y en su parte basa1 por mitocondrías alrededor del núcleo 

celular. Los enterocitos adyacentes estaban separados por espacios intercelulares. La 

lámina propia estaba constituida por material lipídico y algunas células tales como 

fibroblastos, glóbulos rojos, linfocitos y células musculares lisas y fibras de 

colágeno. 

La presentación de los resultados histológicos del presente apartado se 

realizará describiéndo las imágenes de microscopia óptica y electrónica del intestino 

anterior para cada nivel de lípidos (1 5,22 y 27%) y comparando calidades de harina 

de pescado para cada uno de ellos. 

El intestino anterior de peces alimentados con dietas conteniendo 15% de 

lípidos presentaron similares características histológicas para ambas calidades de 

harina. 

Al microscopio óptico se observó vacuolización supranuclear en el epitelio 

intestinal. El núcleo celular grande y esférico se encontraba en posición central en el 



Efectos del Porcentaje de Lipidos - Intestino 

enterocito. Se observaron escasos lípidos entre los espacios intercelulares y lámina 

propia. (Fig. 39a). El estudio ultraestructural confirmó la presencia de grandes 

vacuolas lipídicas supranucleares que ocupaban gran parte del enterocito. Pequeñas 

partículas lipídicas se observaron en el interior del retículo endoplásmico situado en 

la parte apical del enterocito y en las cisternas del complejo de Golgi cercanas a la 

membrana lateral intercelular. Asimismo, este tipo de partículas de pequeño tamaño 

también se observaron tanto en los espacios intercelulares como en la lámina propia 

(Figs. 39b y 30c). Las partículas de un tamaño inferior a lOOnm se identificaron 

como lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Esta identificación se realizó 

comparando tamaño de partículas con aquellos obtenidos por otros autores en 

diversas especies de peces (CHAPMAN et al., 1978; SIRE et al., 198 1 ; EZEASOR y 

STOKOE, 198 1). 

Tampoco fue evidente el efecto de la calidad de la harina en el intestino 

anterior de los peces alimentados con dietas conteniendo 22% de lípidos. 

Al microscópio óptico, el intestino anterior mostró grandes espacios 

intercelulares donde se observaron algunos linfocitos. Los núcleos celulares eran 

alargados y estrechos. El citoplasma de la zona apical del enterocito era 

eosbofiiico. En la :&TI$Iz p P i a  y eii las .;asos qiii!ifeaGY se detectj 

la presencia de material presumiblemente de naturaleza lipídica (Fig. 40a). 

Ultraestmcturalmente, lo más relevante en el intestino anterior fue la intensa 

acumulación de partículas lipídicas de gran tamaño en los espacios intercelulares que 

causaban el estrechamiento de los enterocitos (Fig. 40b). La mayoría de las partículas 

tenían un tamaño superior a lOOnm y se identificaron como quilomicrones (QM), 

según los trabajos de CHAPMAN et al., (1978); SIRE et al., (1981) y EZEASOR y 

STOKOE, (1 98 1). 
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En los peces alimentados con las dietas conteniendo el mayor nivel de lípidos 

sí se encontraron diferencias relevantes en la histología del intestino anterior 

dependiendo de la calidad de harina utilizada. 

En el intestino de los peces alimentados con un 27% de li+idos y harina de 

BC se observaron al microscopio óptico células intestinales estrechas y alargadas 

debido a la gran acumulación de material lipidico en los espacios intercelulares. Este 

material también estaba presente en la lámina propia y en los vasos quilíferos Fig. 

41a). Al microscopio electrónico se evidenciaron pzr?:icil!a iuipidicm de m +kiiaii~ 

del tipo quilomicron semejantes a las encontradas para el 22% de Iípidos, localizadas 

en los espacios intercelulares y lámina propia (Fig. 41 b). 

El intestino anterior de los peces alimentados con dietas conteniendo 27% de 

lbidos y harina de AC mostró grandes oquedades supranucleares en el epitelio. El 

núcleo celular de los enterocitos era grande, esférico y situado en posición central 

(Kg. 42a). El estudio ultraestructural confirmó la presencia de vacuolas lipídicas de 

gran tamaño situadas preferentemente en posición supranuclear. En el interior del 

retículo endoplásmico y complejo de Golgi se observaron pequeñas partículas 

lipídicas correspondientes a lipoproteínas del tipo VLDL semejantes a las observadas 

para el 15% de lípidos, que fueron también visibles en los espacios intercelulares y 

en la lámina propia (Fig. 42b). 
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15% de I1pidos 

Figura 39a. Epitelio intestinal con vacuolización supranuclear. Núcleo celular grande 

y esférico en posición central. H&E (x 1000). 

Figura 39. b) Presencia de grandes vacuolas lipídicas supranucleares. VL: vacuola 

lipídica; N: núcleo; Lp: lámina propia; es espacio intercelular. 

c)  Detalle de pequeñas partículas lipídicas en el espacio intercelular (flecha). 
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22% de ¡@idos 

Figura 40a. Presencia de oquedades entre los enterocitos (flecha). Núcleos celulares 

alargados y estrechos. Citoplasma en la zona apical moderadamente 

eosinofilico. H&E (x 1000). 

Figura 40b. Intensa acumulación de grandes partículas lipídicas en los espacios 

intercelulares (*). 
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2 7% de llpidos. Harina de pescado baja calidad (BC) 

Figura 41a. Enterocitos estrechos y alargados debido a la gran acurnulacióm de 

material lipídico en los espacios intercelulares (flecha). Este material también 

esta presente en la lámina propia. H&E (x 1000). 

Figura 41b. Grandes partículas lipídicas se localizan en los espacios intercelulares 

(*)a 
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27% de l@idos. Harina de pescado alta calidad (AC) 

Figura 42a. Grandes oquedades supranucleares en el epitelio (*). Núcleos centrales 

grandes y esféricos. H&E (x 1000). 

Figura 42b. Grandes vacuolas lipídicas supranucleares. Pequeñas partículas lipídicas 

en el espacio intercelular (es). VL: vacuola lipídica; N: núcleo; Lp: lámina 

propia. 
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5.2.4 DISCUSIÓN 

Las pequeñas partículas lipídicas observadas ultraestructuralmente en los 

espacios intercelulares de los peces alimentados con el 15% de lípidos, se 

identificaron como lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), en comparación con 

los trabajos de SIRE y VERNIER, (1981) y DEPLANO et al., (1989). Estos autores 

sugieren que el tamaño de las lipoproteínas puede variar dependiendo del contenido 

de lípidos en las dietas. Estudios ultraestructurales en trucha arco-iris han descrito 

que las dietas con el menor porcentaje de lípidos inducen a la formación de 

lipoproteínas del tipo VLDL (SIRE et al., 1981). Así pues, la formación de estas 

partículas en estos peces, podría ser consecuencia del bajo nivel de lípidos de estas 

dietas. Estudios en ratas corroboran esta hipótesis ya que muestran que mientras la 

secreción de los QM es lineal con respecto al contenido de grasa en las dietas, la 

secreción de VLDL es sigmoidal, lo que significa que a menores porcentajes de 

lípidos en dieta tienden a la formación y secreción de VLDL (KALOPISSIS et al., 

1982). 

Otro hecho apoyaría la formación preferencial de VLDL a nivel intestinal en 

los peces. La vía del glicerol-3-fosfato ha sido propuesta como la vía principal de 

reacilación intestinal en teleósteos (JOHNSTON, 1978; LÉGER et al., 1979; SIRE et 

al., 1981). Esta es utilizada conjugamente para la síntesis de glicerofosfolípidos y 

triacilgliceroles, de este modo, en peces, la síntesis de materiales de superficie 

0,rincipaimente fosfoíípidosj para las iipoprviehzis seda s~jjei"roi a !a~ de ver'tbrados 

superiores tendiendo, por ello, a la formación de lipoproteínas del tipo VLDL. 

Por otro lado, la vacuolización del epitelio intestinal y la observación 

ultraestructural de grandes vacuolas lipídicas supranucleares en los enterocitos de 

peces alimentados con el 15% de lípidos pueden ser reflejo de una alta absorción de 

ácidos grasos que exceda la capacidad de síntesis de VLDL, provocando de este 

modo su acumulación en el citoplasma. Esta idea ha sido sugerida en varios trabajos 

(BERGOT y FLECHON, 1970; NOAILLAC-DEPEYRE y GAS, 1979; SIRE et al., 

1981; FONTAGNÉ et al., 1998). Estos autores están de acuerdo, en que esta 
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acumulación lipídica no representa una situación patológica sino un reflejo de ma 

alta absorción lipídica. Son varios los fenómenos que pueden explicar esta alta 

absorción lipídica en el intestino anterior. Por una parte debido a la alta actividad de 

la lipasa no específica - dependiente de sales biliares (BAL) que poseen los peces 

(LIE et al., 1987; IIJIMA et al., 1998; IZQUIERDO y HENDERSON, 1998). Esta 

enzima hidroliza la mayoría de los triacilgliceroles dietéticos sin depender de 

posiciones determinadas de ácidos grasos siendo los ácidos grasos libres los 

principales productos de su hidrólisis, lo que favorece una mayor absorción de éstos, 

al contrario de lo que ocurre con la lipasa pancreática específica, la cual tiene 

preferencia por ácidos grasos en posición 2 (GURR y HARWOOD, 1991; 

IZQUIERDO y HENDERSON, 1998). Por otra, la NL tiene una mayor afinidad por 

ácidos grasos insaturados y entre éstos, por aquellos de mayor número de 

insaturaciones (GANGL et al., 1980; LIE et al., 1987; IIJIMA et al., 1998; 

IZQUIERDO et al., 2000) lo que junto al hecho de que las dietas de dorada están 

formuladas con elevados porcentajes de ácidos grasos poliinsaturados 

(KALOGEROPOULOS et al., 1992; IBEAS et al., 1994), favorece la difusión de 

ácidos grasos insaturados al interior del enterocito. 

Asimismo, hay que añadir a estos acontecimientos que la reacilación de 

ácidos grasos también puede estar favorecida por dos hechos. El primero, que la vía 

glicerol-3-fosfato preferente en peces encargada de la reacilación, tiene más afinidad 

i;Gi ácidos gasos ii'ores, que son Ios principales productos de la hidrólisis luminal 

por la BAL. El segundo, que la proteína fíjadora FABP (fatty acid binding protein) 

tiene mayor afinidad por ácidos grasos insaturados que están presentes en mayor 

porcentaje en las dietas para dorada (SIRE et al. 1981). En definitiva, la 

consecuencia de todos estos fenómenos es el acumulo temporal de ácidos grasos 

preferentemente en el citoplasma de los enterocitos hasta ser integrados en 

lipoproteínas para su transporte. 

El estudio ultraestmctural del intestino de peces alimentados con un 22% de 

lípidos, evidenció que la dilatación de los espacios intercelulares eran consecuencia 
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de un gran acúmulo de partículas lipídicas de gran tamaño del tipo quilomicron. Los 

QM se caracterizan por ser partículas de gran tamaño (0 > 1000A) que transportan 

un alto contenido de triacilgliceroles. La presencia de QM en los espacios 

intercelulares podría ser consecuencia de varios acontecimientos. M e r o ,  el 

incremento de lípidos en las dietas (de 15 a 22%) aumentaría la cantidad de 

productos de la hidrólisis luminal (ácidos p o s  libres), lo que facilitaría una alta 

absorción de éstos. Este hecho podría conllevar una saturación en la síntesis de 

VLDL, y una estimulación para la síntesis de QM que transportan más cantidad de 

lípidos y requiere menos materiales de superficie para su constitución. Está 

demostrado por varios autores (SIRE y VERNIER, 198 1; DEPLANO et al., 1990) en 

peces que un incremento de Iípidos en las dietas provoca paralelamente un 

incremento en el tamaño de las lipoproteínas. También en rata (HAYASHI et al., 

1990) y conejo (CARTWRIGHT y HIGGINS, 1999) ha sido descrito que la 

respuesta intestinal a un incremento de TAGs es la producción de grandes 

quilomicrones, aunque no se aumente su número. En definitiva, la presencia de QM 

puede ser consecuencia de un desfase entre la síntesis de fosfolípidos y 

triacilgliceroles en las células intestinales, viéndose favorecida la síntesis de estos 

últimos. 

Por otra parte, sí la formación de QM sobrepasa la capacidad de transporte, 

éstos se tienden a acumular en los espacios intercelulares y lámina propia como ha 

sido evidente en ios resuitacios de este trabajo. En este sentido, DEPLANO et al., 

(1989) sugieren que un aumento de tamaño de las lipoproteínas puede impedir su 

evacuación acumulándose en los espacios intercelulares y lámina propia. 

El efecto de la calidad de la harina de pescado fue manifiesto en los peces 

alimentados con el mayor porcentaje de lípidos (27%). Así, los peces alimentados 

con 27% de lípidos y harina de BC mostraron imágenes histológicas del intestino 

similares a las observadas para peces alimentados con 22% de lípidos y la misma 

calidad de harina, encontrándose espacios intercelulares dilatados y ocupados por 

grandes partículas lipoprotéicas del tipo de quilomicron. De manera semejante a lo 
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expuesto para los peces alimentados con 22% de lípidos: estas imágenes podnlan ser 

consecuencia de sucesivos hechos: del aumento de lípidos en la dieta (27%), del 

incremento de absorción de ácidos p o s  libres, de la saturación en la síntesis de 

VLDL y la consiguiente estimulación de una ruta alternativa de formación de QM 

que puede sobrepasar la capacidad de transporte, acumulándose éstos en los espacios 

intercelulares. 

Por el contrario, en los peces alimentados con harina de AC y 27% de 

lípidos no se mantuvo la tendencia a la formación de quilomicrones que fue 

manifiesta para 22% de lípidos y la misma calidad de harina. Así, se observaron 

grandes vacuolas lipídicas supranucleares y lipoproteínas del tipo VLDL en los 

espacios intercelulares. Esto podría ser consecuencia de una mayor disponibilidad de 

proteína, que potenciaría de nuevo la ruta de síntesis de VLDL, que requiere mayor 

porcentaje de proteínas para su formación. Esta disponibilidad de proteína sería 

debida al empleo en estas dietas de una alta calidad de harina de pescado que cubriría 

completamente las necesidades proteicas del pez. En vertebrados superiores, la 

síntesis de lipoproteínas es reducida cuando hay una inadecuada suplementación de 

ciertos amino ácidos tales como lisina y arginina (HüANG et al., 1993). En ratas, la 

inhibición de la síntesis intestinal de proteínas altera la composición y morfología de 

las lipoproteínas, siendo significativamente mayores en tamaño y disminuyendo su 

contenido de apoproteínas (MANSBACH et al., 2001). En este punto hay que hacer 

una consideración, el hecho de que la calidad de harina tenga efecto sobre la síntesis 

de VLDL o de QM y que haya sido evidente solamente al nivel más alto de lípidos 

27%, podría ser consecuencia de que a niveles más bajos de lípidos (22%), no exista 

un exceso de proteína disponible, puesto que la mayor parte de la proteína, sea tanto 

de alta como de baja calidad, está siendo requerida para crecimiento. 

En resumen, se confma que el incremento de lípidos en la dieta promueve 

la formación de lipoproteínas de un mayor tamaño. Además, la calidad de la proteína 

y con ello la disponibilidad de amiqoácidos en el intestino parece interferir en el tipo 

de lipoproteína sintetizada. 
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5 3  EFECTOS A MEDIO PLAZO DE LA INCLUSION DE NTVELES 

MODERADOS DE ACEITES VEGETALES EN DIETAS SOBRE LA 

MORFOLOGÍA DEL INTESTINO DE DORADA Y LUBINA 

5.3.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las doradas y lubinas fueron suministradas por la empresa local ADSA. 

Trescientas doradas de aproximadamente 10 g de peso medio se distribuyeron en 

tanques circulares de polietileno de 100 L de capacidad (20 peces1 tanque). Cada 

tanque estaba provisto de un flujo continuo de agua de mar (36 O h )  y aireación. El 

rango de temperatura del agua a lo largo del experimento fue de 20.0 - 24.2"C y el 

oxígeno disuelto entre 5.0 - 8.3 ppm. Los peces se sometieron a un fotoperiodo 

natural de 12h luz1 12h oscuridad. Tras la finalización del experimento con dorada, 

cuatrocientas cincuenta lubinas de aproximadamente 8 g de peso medio se 

distribuyeron en los tanques (30 peces/tanque). La temperatura del agua a lo largo de 

este experimento osciló entre 21.5 - 22.8OC y el oxígeno disuelto entre 5.2 - 7.4 

PPm- 

En ambos experimentos los peces se aclimataron en los tanques durante 2 

semanas con la dieta control previamente a la suministración de las distintas dietas 

experimentales. Las dietas se suministraron hasta saciedad aparente tres veces al día, 

durante 3 meses. Las dietas experimentíiies se ensayaron por úipiicado. 

Cinco dietas experimentales se formularon en colaboración con la empresa 

noruega Nutreco Aquaculture Research Centre A/S y el Grupo de Investigación en 

Acuicultura (GIA). Las dietas fueron iso-energéticas e iso-protéicas (45% proteína) y 

con un contenido de lípidos alrededor de un 25%. La única fuente de lípidos añadida 

a la dieta control (100P) fue aceite de pescado, mientras que en el resto de las dietas 

el 60% del aceite de pescado se reemplazó por aceites vegetales. Así, aceite de soja, 

co la  y lino y una combinación de los tres aceites se usaron en las dietas 60S, 60C, 

60L y óOMix, respectivamente. 
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Las dietas elaboradas con aceites vegetales mantuvieron un nivel de n-3 

HUFA por encima del 3% en orden a cubrir los requerimientos en ácidos grasos 

esenciales para estas especies (MONTERO, 1996; LANARI et al., 1999). Así, 

mientras la dieta lOOP contenía 6.71% en peso seco de n-3 HUFAs, las otras dietas 

contenían entre un 3.5 - 4 % de n-3 KUFAs (Tabla 20). El contenido en EPA y DHA 

de la dieta lOOP fue mayor que en el resto de las dietas (13.9 y 8.9%, 

respectivamente), que tuvieron semejante porcentaje en cada uno de estos ácidos 

grasos (7.5 y 5.4%, respectivamente). Por otra parte, la proporción de ácidos grasos 

de la serie n-3 con respecto a los de la serie n-6 (n-3111-6) varió en gran manera entre 

las dietas experimentales, debido principalmente al contenido en ácido linoleico de 

los aceites vegetales usados, así la relación n-3111-6 fue de 0.8 para la dieta 60s y de 

3.3 para ia ciieta i OOP. Ei ácido mayoritario de ia dieta 6OC h e  ei ácido oieico con un 

porcentaje del 27.8% y las dietas 60L y 6OMix destacaron por su alto contenido en 

18:3n-3 (23.0 y 18.2%, respectivamente). El contenido de ácido ARA fue 

mayoritario en las dietas 100P y 60s comparado con el resto de dietas que tuvieron el 

mismo porcentaje. La composición en ácidos grasos de las dietas experimentales se 

muestra en la Tabla 20. 
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Tabla 20. Porcentaje de lípidos y principales ácidos grasos de las distintas dietas 

experimentales 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 6OMix 

Ácidos grasos (% 

C Saturados 
C Monoinsaturados 

n-3 
C n-6 
C n-9 
n-3111-6 
n-3 HUFA 
n-3 HUFA (% p. s.) 
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Al final del experimento, se tomaron 4 muestras de intestino anterior por 

tanque y un total de 12 muestras por cada dieta experimental para el estudio 

histológico. El tramo de intestino anterior se seleccionó para el estudio histológico, 

considerando que en experiencias previas sobre enzimas lipolíticas, esta porción 

presentó una alta actividad lipásica y fosfolipásica, lo que sugiere la importancia de 

este segmento para la digestión y absorción de lípidos dietéticos (IZQUIERDO et al., 

1997). Además, en el presente estudio las muestras se recogieron 4 horas tras la 

alimentación, periodo de tiempo determinado por la presencia de la digesta en el 

tracto digestivo desde el estómago hasta el recto en cada uno de los peces. Este 

mismo patrón se utilizó en el caso de la lubina. 

La io~ali&d de la Cosa htesthai &i htesiho mterior se examinó 

microscopio óptico, siguiendo un orden en la visualización de los campos al 

microscopio. Para el estudio ultraestructural, cada muestra de intestino anterior se 

troceó en pequeñas piezas y se embebió en los correspondientes bloques en resina. 

Dos bloques por muestra se tomaron al azar. De cada uno de estos 2 bloques se 

realizaron al azar un corte de la mucosa intestinal, que se colocó en rejilla de cobre 

para su estudio empleando el microscopio electrónico. Aproximadamente de cada 

rejilla se examinaron 10 campos por sección (240 campos por dieta), usando los 

bordes de la rejilla de cobre como guías. 
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5.3.2 RESULTADOS 

Histología del intestino anterior 

Daños en la mucosa intestinal tales como pérdida de microvillosidades, 

necrosis, degeneración o vacuolización autolítica de organelas celulares no se 

observaron en ningún grupo experimental. De modo que solamente diferencias en la 

cantidad, tamaño o localización del material lipídico se encontraron entre los 

distintos grupos experimentales, datos sobre los que se centró nuestro estudio. 

Dorada 

Las doradas alimentadas con la dieta lOOP mostraron algunas vacuolas 

lipídicas supranucleares en el citoplasma de los enterocitos en aquellas zonas de los 

pliegues intestinales en contacto más directo con el lumen. Además, los espacios 

intercelulares estaban ocupados por material lipídico que se detectó con la tinción 

AT&FB (técnica de tinción específica para lípidos) (Fig. 43a). El estudio 

ultraestructural confirmó la presencia de vacuolas lipídicas de diferente tamaño 

(entre 2.1-5.1pm de diámetro) en el citoplasma apical de los enterocitos. En los 

espacios intercelulares se observaron partículas de lipoproteínas (Fig. 43b). Éstas se 

diferenciaban por su tamaño y electrodensidad, encontrando partículas de mayor 

tamaÍio con baja eiectrociensidaci (tamaÍio medio entre 85-143 nmj entre partícuías 

más pequeñas de alta electrodensidad (tamaño medio entre 42-71 nm) (ver detalles 

Figs. 43c y 43d). Las de un tamaño inferior a lOOnm se identificaron como 

lipoprotehas de baja densidad (VLDL), aquellas de tamaño superior se identificaron 

como quilomicrones (QM). Esta identificación se realizó comparando tamaño de 

partículas con aquellos obtenidos por otros autores en diversas especies de peces 

(CHAPMAN et al., 1978; SIRE et al., 1981; EZEASOR y STOKOE, 1981). 

A lo largo de toda la mucosa intestinal de doradas alimentadas con la dieta 

60s se observó un gran acúmulo de material lipídico en los espacios intercelulares 
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principalmente en la parte basal del epitelio y en la lámina propia. Sin embargo, no 

se observaron vacuolas lipídicas en el citoplasma de los enterocitos (Fig. 44a). A 

nivel ultraestructural, la parte apical del citoplasma contenía numerosas cisternas de 

retículo endoplásmico rugoso dilatadas que contenían pequeñas partículas de 

lipoproteínas (tamaño medio de 28-60 nm) (Fig. 44c). En la parte basal del epitelio, 

los espacios intercelulares estaban dilatados como consecuencia de una intensa 

acumulación de partículas lipoprotéicas de diferentes tamaños y electrodensidades 

(partículas de 57-105 nm y de 28- 42 nm) (Figs. 44b y 44d). 

La mucosa del intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60C, 

presentó un acumulo de vacuolas lipídicas de gran tamaño en la zona apical de los 

pkgües htestiaaies (Fig. 45aj. Viuaestructuraimente, se observaron numerosas 

vacuolas lipídicas que en ocasiones ocupaban gran parte del citoplasma de los 

enterocitos y desplazaban a los organelas citoplasmaticas (algunos diámetros de 

vacuolas excedían a 12pm) (Fig. 45b). En los espacios intercelulares se observaron 

partículas de lipoproteínas de tamaños similares a las del grupo experimental lOOP 

(tamaño medio de 85-146 nm y de 37-60 nm) (Figs. 45c y 45d). 

Las doradas alimentadas con la dieta 60L mostraron una mucosa intestinal 

con escasas zonas de acumulo de vacuolas lipídicas, en comparación con el grupo 

control (Fig. 46a). El estudio ultraestructural confirmó la escasa presencia de 

vacuolas lipídicas, aunque partículas de lipprotehas se encmmm m !OS espcim 

intercelulares (Fig. 46b). 

En la mucosa intestinal de doradas alimentadas con la dieta 6OMix se 

observaron numerosos acúmulos de vacuolas lipídicas en las zonas del epitelio en 

contacto con el lumen. Se observó material lipídico en la lámina propia (Fig. 47a). El 

estudio ultraestructural confínnó la presencia de numerosas vacuolas lipídicas de 

diferente tamaño (3.4 - 9.2pm) que ocupaban parte del citoplasma apical de los 

enterocitos (Fig. 4%). En los espacios intercelulares se observaron lipoproteínas de 
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muy baja electrodensidad y con un tamaño medio de entre 142-197 nm, superior al 

observado en los otros grupos experimentales (ver detalles Figs. 47c y 47d). 

Lubina 

Lubinas alimentadas con la dieta 1 OOP, 60C y 60Mix mostraron una mucosa 

intestinal con acúmulos de vacuolas lipidicas de diferentes tamaños en determinadas 

zonas de los pliegues intestinales (Figs. 48,49a, 50). No obstante, la impresión visual 

fue que el grupo 100P tuvo una incidencia más baja de vacuolas Iipídicas. 

Lubinas alimentadas con la dieta 60s presentaron a lo largo de la mucosa 

intestinal, acúmulos de vacuolas lipidicas localizados en posición infi-anuclear y de 

un tamaño inferior a las encontradas en los otros grupos experimentales. Los núcleos 

celulares se encontraban en posición central (Fig. 51a). El estudio ultraestructural 

confmó estas observaciones y reveló la presencia de lipoproteínas en los espacios 

intercelulares y en la lámina propia (Fig. 5 1 b). 

Poca incidencia de vacuolas lipídicas se encontró en el epitelio intestinal de 

las lubinas alimentadas con la dieta 60L (Fig. 52). 
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intestino anterior de doradas aiimentacias con ia dieta íúOP 

Figura 43a. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas supranucleares en 

el citoplasma de los enterocitos (~400). L: lurnen intestinal 

Figura 43b. Vacuolas lipidicas y partículas de lipoproteínas en el espacio intercelular 

(ei) ~5000. VL: vacuola lipídica; ei: espacio intercelular 

Figura 43c. Detalle de las partículas de lipoproteínas en el espacio intercelular 

x8000. 

E:-.. r r g o  43d. Detdie d~ 1as partícuías de iipoproteínas en ei espacio interceíuíar 

x20000 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 44a. Corte-semifino teñido con AT&FB. Acúmulo de lípidos en los espacios 

intercelulares, principalmente en la parte basa1 del epitelio (~400). 

Figura 44b. Acumulación de lipoproteínas en los espacios intercelulares (~3000). Li: .- . 

linfocito 
..,-.+ . - 1-, 

Figura 44c. Cisternas de RER dilatadas que contienen pequeñas partículas de 

Figura 44d. Detalle de las partículas de lipoproteínas (~20000) 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60C 

Figura 45a. Corte semifmo teñido con AT&FB. Acúmulo de vacuolas lipídicas en la 

parte apical de los pliegues intestinales (x400) 

Figura 45b. Grandes vacuolas lipídicas en posición supranuclear (~4000) 

Figura 45c. (~8000). Mb: membrana basa1 

Figura 45d. Detalle de las partículas de lipoproteínas en el espacio intercelular 

(~OOOO? 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 6OL 

Figura 46a. Corte-semifino teñido con AT&FB (x200) 

Figura 46b. (~5000) 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 6OMix 

Figura 47a. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipidicas en los pliegues 

intestinales (x400) 

Figura 47b. (~3000) 

Figura 47c. Detalle de partículas de lipoproteínas en el espacio intercelular (~8000) 

Figura 47d. Detalle de partículas de lipoproteínas en el espacio intercelular (~20000) 
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Intestino anterior de lubinas alimentadas con la dieta 1 OOP 

Figura 48. H&E (x200) 

Intestino anterior de lubinas alimentadas con la dieta 6OC 

Figura 49a. H&-E ( ~ 2 0 0 )  - 

Figura 49b. (~8000)  

Intestino anterior de lubinas alimentadas con la dieta 6OMrX 

Figura 50. H&E ( ~ 2 0 0 )  
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Intestino anterior de lubinas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 5 la. H&E Vacuolas lipídicas localizadas principalmente en posición 

infianuclear en el epitelio intestinal (x400) 

Figura 5 1 b. Partículas de lipoproteínas en la lámina propia (~3000) 

. . - . . . . , . - ..- . . 

Intestino anterior de lubinas alimentadas con la dieta 6OL 

Figura 52. H&E (~200)  
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5.3.3 DISCUSI~N 

La acumulación de vacuolas lipídicas supranucleares fue manifiesta en los 

intestinos de doradas y lubinas alimentadas con la dieta 60C con respecto a la dieta 

control (100P). Dicha dieta se caracteriza por un porcentaje alto de monoinsaturados. 

Aunque la digestibilidad de los monoenoicos es menor que la de los ácidos grasos 

poliinsaturados (LIED y LAMBERTSEN, 1982; RING0 y OLSEN, 1994), la 

proporción de monoinsaturados en las heces de doradas y lubinas alimentadas con las 

dietas 60C disminuyó con respecto a los otros grupos (IZQUIERDO et al., datos no 

publicados), indicando una alta absorción principalmente del ácido oleico (ácido 

graso monoinsaturado presente en altas cantidades en el aceite de colza). De este 

modo aunque el ácido oleico es absorbido bien por las células intestinales, la 

acumulación de lípidos en los intestinos de los peces alimentados con la dieta 60C 

podría ser reflejo de una limitada capacidad de reacilación del ácido oleico en 

triacilgliceroles o fosfolípidos que podría disminuir la formación de lipoproteínas 

impidiendo de esta manera la evacuación intestinal de los lípidos absorbidos. 

Por el contrario, una menor presencia de lípidos en los intestinos se observó 

tanto en las doradas como en las lubinas alimentadas con la dieta 60L. Este hecho 

parece indicar que una mayor proporción de 18:3n-3 en las dietas que cualquier otro 

ácido graso de 18 carbonos favorece la reacilación de los lípidos absorbidos por el 

enterocito en los TAG y fosfolípidos evitando la acumulación de estos. Hay que 
-T m-- T fnnnn\ hacer una consideración con un trabajo de ULXN el al., (LUUU), quienes han 

mostrado que cantidades crecientes de aceite de lino, con alto contenido en 18:3n-3 

promueven la acumulación masiva de vacuolas lipídícas en el intestino de c h m  

ártico (Salvelinus alpinus). Sin embargo, hay que resaltar que dichas dietas se 

formularon libres de ácidos grasos poliinsaturados, lo que podría ser un factor 

determinante en los resultados obtenidos por estos autores, ya que es conocido que la 

deficiencia de ácidos grasos poliinsaturados principalmente de la serie n-3 interfiere 

en la síntesis de lipoproteínas provocando la acumulación de Iípidos en los tejidos 

(WATANABE, 1982; KANAZAWA, 1985; SARGENT et al., 1989). 
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Cuando la relación dietética n-6111-3 se ve favorecida por la cantidad de 

ácidos grasos de la familia n-6, como es el caso de los peces alimentados con la dieta 

60S, una diferencia morfológica significativa se observó en esta dieta con respecto al 

resto de los grupos experimentales. Así y especialmente en el caso de la dorada, la 

ausencia de vacuolas lipídicas en el epitelio intestinal fue acompañada de una 

dilatación de los espacios intercelulares como consecuencia de intensa acumulación 

de partículas de lipoproteínas, las cuales se observaron incluso en numerosas 

cisternas del retículo endoplásmico rugoso. Estas imágenes parecen ser reflejo de una 

estimulación en la síntesis de lipoproteínas, que podría ser consecuencia de una 

estimulación en la producción de fosfolípidos que facilitan la formación de las 

lipoproteínas. Particularmente, la fosfatidilcolina (PC) ha sido identificado como un 

factor que incrementa la secreción de lipoproteínas intestinales (MANSBACH et al., 

1985). Este efecto parece ser debido a la acción que ejerce sobre los eventos 

intracelulares que ocurren durante la síntesis y secreción de las lipoproteínas (TSO et 

al., 1981). De manera que esta posible estirnulación en la síntesis de lipoproteínas 

cuando la célula intestinal absorbe grandes cantidades de 18:2n-6 podría ser reflejo 

de una alta reacilación de este ácido graso preferentemente en los fosfolípidos. 

facilitando con ello la formación de lipoproteínas, y por consiguiente, disminuyendo 

la acumulación de lípidos en el citoplasma de los enterocitos. Además, esta hipótesis 

parece estar apoyada por el hecho de que la inmensa mayoría de lipoproteínas 

encontradas en estos peces correspondían a lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL) TSO et al., (1984) hm sugerido *e e ~ m d o  hay -m a-mento de ia síntesis 

de PL en el intestino, los triacilgliceroles son excretados de la célula intestinal 

principalmente en forma de lipoproteínas de pequeño tamaño del tipo VLDL, en vez 

de en quilomicrones. 

En este punto, cabría mencionar que la dilatación de los espacios 

intercelulares y la intensa acumulación de lipoproteínas en la lámina propia 

observada en las doradas alimentadas con la dieta 60s podría interpretarse además 

como una saturación en el proceso de evacuación de éstas. DEPLANO et al., (1989) 

sugieren que defectos en la evacuación de las lipoproteínas son concomitantes con 
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una situación general de saturación lipídica en el organismo, que es expresada con la 

aparición de esteatosis hepática. Esta idea esta en concordancia con nuestros 

resultados, desde que doradas y lubinas alimentadas con la dieta 60s tuvieron una 

alta incidencia de esteatosis hepática, como ha sido mencionado en el apartado 3.3. 

En el resto de grupos experimentales se observó dos tipos de lipoproteínas: 

VLDL y quilomicrones. En concreto, para el grupo 6OMix las mayoría de las 

lipoproteínas observadas tuvieron un diámetro superior a las del resto de los grupos, 

entrando en la gama de lipoproteínas del tipo quilomicron. En concordancia con lo 

sugerido anteriormente, la relación entre la síntesis de TAG y PL en el enterocito 

parece determinar el tipo de lipoproteína sintetizada. En términos generales, la vía 

monoacilglicerol es la implicada principalmente en la síntesis de TAG, y la glicerol- 

3-fosfato en la de PL. De modo que la estimulación de una vía u otra en determinadas 

condiciones nutricionales puede conllevar la formación de diferentes tipos de 

lipoproteínas, dependiendo de la relación TAGPL en el intestino. 

Por último hay que hacer una consideración con los resultados obtenidos en 

otros trabajos. DEPLANO et al., (1989) y OLSEN et al., (1999) catalogaron de 

carácter patológico la acumulación de vacuolas lipídicas, debido al grado de erosión 

encontrado en la mucosa intestinal. Por el contrario, en el presente estudio no se 

observaron daños en la mucosa intestinal, indicando que las dietas experimentales no 

producen trastornos estructurales en el intestino de dorada y lubina, aunque su perfil 
de: Acidiios hfiuk &sarroiio de los e-venios &EaCeiuiares oc-aos 
durante la absorción de lípidos. 

En conclusión, la inclusión de distintos tipos de aceites vegetales en las dietas 

para estas especies afecta de manera distinta la morfología del enterocito, sugiriendo 

que el metabolismo de los lípidos en estas células, y tanto su reacilación como la 

síntesis de lipoproteínas se ven afectadas. La inclusión de aceite de lino da lugar a 

morfologías más parecidas a la del aceite de pescado, mientras que el aceite de colza 

produce un acumulo de vacuolas lipídicas supranucleares en los enterocitos. Y la 

inclusión de aceite de soja parece inducir la producción de lipoproteínas intestinales. 
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4 4  Wli' l í 'rTílC DE Lo E~L~SISN EE WYLES MGEERATlOS Y 
Y . .  Y I Y Y I V "  

EXTREMOS DE ACEITES VEGETALES EN SUSTITUCI~N DEL ACEITE 

DE PESCADO SOBRE LA MORFOLOGÍA Y COMPOSICIÓN 

BIOQUÍMICA DEL INTESTINO DE DORADA* 

5.4.1 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las doradas utilizadas en esta experiencia fueron suministradas por la 

empresa local ADSA. Mil quinientas sesenta doradas de aproximadamente 79g de 

peso medio se distribuyeron en tanques circulares de polietileno de 500 L de 

capacidad (65 peces1 tanque). Cada tanque estaba provisto de un flujo continuo de 

agua de mar (36 %O) y aireación. El rango de temperatura del agua a lo largo del 

experimento fue de 21-24°C y el oxígeno disuelto entre 6.0-8.0 ppm. Los peces se 

sometieron a un fotoperiodo natural de aproximadamente 12h luz1 12h oscuridad. 

Cuando los peces alcanzaron un peso medio de 200g se transfirieron a tanques de 

1000 L de capacidad. En estos tanques, el rango de temperatura fue de 21.2-24°C y el 

oxígeno disuelto de 6.0-8.0 ppm. 

Previamente al suministro de las distintas dietas experimentales los peces se 

aclimataron en los tanques durante 2 semanas con la dieta control. Las dietas se 

suministraron hasta aparente saciedad, tres veces al día, durante 3 meses. Cada dieta 

experimental se ensayó por triplicado. 

* Comunicación personal: Caballero, M.J., Izquierdo, M.S., Kjmvik, E., Montero, D., Socorro, J., 
Rosenlund, G., 2002. Morphological aspects of intestinal ceiis from gilthead seabream 
(Spam auratus) fed diets containing different lipid sources. 1 @' Znternatiod S 'pos ium on 
Nuaition and Feeding in Fish. Rhodas (Grecia). 2-7 Junio 2002 
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Seis dietas experimentales se formularon en colaboración con la empresa 

noruega Nutreco Aquaculture Research Centre A/S y el Grupo de Investigación en 

Acuicultura (GLA). Las dietas fueron iso-energéticas e iso-protéicas (45%) y con un 

contenido de lípidos alrededor de un 22%. Aceite de pescado fue la única fuente de 

lípidos añadida a la dieta 100P. El 60% del aceite de pescado se reemplazó por 

aceites vegetales, de soja, colza y lino en las dietas 60S, 60C, 60L, respectivamente. 

Y las dietas 80s y 80L se elaboraron reemplazando un 80% del aceite de pescado por 

aceite de soja y lino, respectivamente. 

Las dietas elaboradas con aceites vegetales mantuvieron un nivel de n-3 

KUFA por encima del 3 % para poder satisfacer los requerimientos en ácidos grasos 

esenciales de esta especie (MONTERO, 1996). La dieta lOOP se caracterizó por un 

contenido superior en ácidos grasos saturados y en n-3HUFAs que el resto de las 

dietas. Además esta dieta también tuvo un porcentaje mayor de ácido araquidónico. 

La relación dietética n-3ln-6 varió entre las distintas dietas experimentales debido 

principalmente al contenido en ácido linoleico de los aceites vegetales usados, 

rondando el 0.46 y 0.30 para las dietas 60s y 80S, respectivamente. Inversamente, 

las dietas con aceite de lino mantuvieron la relación n-3111-6 por encima de 2, en 

parte debido a su alto contenido en ácido linolénico. La dieta 60C se caracterizó por 

su alto contenido en monoenos, especialmente en 18:ln-9, Y las dietas 80s y 80L 

tuvieron un menor contenido en HUFA que el resto de las dietas, especialmente en 

ARA, EPA y DHA. La composición en ácidos grasos de las dietas experimentales se 

muestra en la Tabla 2 1. 
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Tabla 21. Algunos ácidos p o s  de los lípidos totales de las dietas experimentales 

(gí100g a.g.). 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 80s 8OL 

14:O 
16:O 
16:ln-7 
16:2n-6 
17:l 
16:4n-3 
18:O 
18: ln-9 
18:ln-7 
18:2n-6 
18%-6 
18:3n-3 
18:4n-3 
20: ln-9 
20:4n-6 
20:4n-3 
20511-3 
22:ln-11 
22: 1 n-9 
22:3n-6 
22:4n-6 
22:4n-3 
22511-3 
22:6n-3 

C Saturados 
C Monoenos 
C n-3 
C n-6 
C n-9 
C n-3 HUFA 
C n-6 HUFA 
n-3/n-6 
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Al final del experimento, se tomaron 4 muestras de intestino anterior por 

tanque para el estudio histológico, con un total de 12 intestinos para cada dieta 

experimental. Se seleccionó el tramo de intestino anterior considerando que en 

experiencias previas sobre enzimas lipolíticas, ésta porción de intestino presentó una 

alta actividad lipásica y fosfolipásica, lo que sugiere la importancia de este segmento 

para la digestión y absorción de los lípidos dietéticos (IZQUIERDO et al., 1997). 

Además, en el presente estudio las muestras se recogieron 4 horas tras la 

alimentación, periodo de tiempo determinado por la presencia de la digesta en el 

tracto digestivo desde el estómago hasta el recto en cada uno de los peces. 

La totalidad de la mucosa intestinal del intestino anterior se examinó al 

microscopio óptico (siguiendo un orden en la visualización de los campos al 

microscopio). Para el estudio ultraestructural, cada muestra de intestino anterior se 

troceó en pequeñas piezas y se embebió en los correspondientes bloques en resina. 

Dos bloques por muestra se tomaron al azar. De cada uno de estos bloques se realizó 

al azar un corte de la mucosa intestinal, que se colocó sobre una rejilla de cobre para 

su estudio empleando el microscopio electrónico. De cada rejilla se examinaron 

aproximadamente 10 campos por sección, usando los bordes de la rejilla de cobre 

como guías. Se examinó un total de 120 campos por dieta. 

Un análisis morfométrico se realizó sobre negativos de fotos tomadas en el 

microscopio eiectronico, caicuiando el porcentaje de epitelio intestinal ocupado por 

vacuolas lipidicas o espacios intercelulares (ver apartado 2.4.5.2 de Material y 

Métodos). Este último porcentaje se realizó para evaluar la acumulación de 

lipoproteínas en dichos espacios. 

La extracción de los lípidos totales de las muestras de intestino anterior se 

realizó siguiendo el método de FOLCH et al., (1957) descrito en el apartado 2.5.3 de 

Material y Métodos. Las hcciones de los triacilgliceroles (TAG), los ácidos p o s  

libres (AGLs) y los lípidos polares (LP) se separaron mediante cromatografia de capa 

fina (Thin-layer chromatography, TLC) usando hexano:dietileter:ácido acético 
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glztchl (80r20r19 v!v) corno solvente de desalrollo. Las placas de sílica se 

pulverizaron con 2',7'-diclorofluoresceina al 0.2% en etanol y se expusieron bajo luz 

ultravioleta para la visualización e identificación de las respectivas bandas. Las 

bandas de TAG, AGLs y LP se rasparon y transfuieron a tubos con 

c1oroformo:hexano (1 : 1, v!v) en el caso de TAG y AGLs y con cloroformo:metanol 

(1:1, VIV) para LP, y se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 minutos. El solvente se 

evaporo con N2 y los Iípidos se cuantificaron. Posteriormente para la determinación 

de los ácidos grasos de cada Cacción se procedió a la metilación de éstos como ha 

sido descrito en el apartado 2.5.6 de Material y Métodos. Los ésteres metílicos de los 

ácidos grasos así obtenidos se purificaron y se determinaron usando cromatografia en 

fase líquida y gaseosa (GLC) usando las condiciones descritas por IZQUIERDO et 

al., (1990). 

5.4.2 RESULTADOS 

Histologia del intestino anterior 

No se observaron daños en la mucosa intestinal tales como pérdida de 

microvillosidades, necrosis, degeneración o vacuolización autolítica de organelas 

celulares en ningún grupo experimental. De modo que solamente se encontraron 

diferencias en la cantidad, tamaño o localización del material lipídico entre los 

distintos _mpos experimentales. 

Las doradas alimentadas con la dieta lOOP mostraron una mucosa intestinal 

de apariencia normal con vacuolas lipídicas de pequeño tamaño en el citoplasma de 

los enterocitos en aquellas zonas de los pliegues intestinales en contacto más directo 

con el lumen. Además, los espacios intercelulares y lámina propia estaban ocupados 

por material lipídico que se detectó con la tinción AT&FB (técnica de tinción 
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específica para lípidos) (Fig. 53a). El estudio ultraestructural confirmó la presencia 

de vacuolas lipídicas de un diámetro medio de 1.9-3.Opm en el citoplasma de los 

enterocitos. En los espacios intercelulares se observaron partículas de lipoproteínas 

(Fig. 53b). El tamaño de estas partículas oscilaba de 300 a cerca de 800nm de 

diámetro (Fig. 53c), entrando en el tamaño de las lipoproteínas del tipo quilomicron, 

en concordancia con diversos trabajos (CHAPMAN et al., 1978; SIRE et al., 1981; 

EZEASOR y STOKOE, 198 1). 

A lo largo de toda la mucosa intestinal de las doradas alimentadas con la dieta 

60s se observó un gran acumulo de material lipídico entre los espacios intercelulares 

principalmente en la parte basal del epitelio y en la lámina propia (Figs. 54a y 54b). 

A nivel ultraestnictural, la parte apical del citoplasma contenía numerosas cisternas 

de retículo endoplásmico rugoso ocupadas en su interior por pequeñas partículas 

lipídicas (Fig. 54c). En la parte basal del epitelio, los espacios intercelulares estaban 

ampliamente dilatados como consecuencia de una intensa acumulación de partículas 

lipoprotéicas. La mayoría de estas partículas tenían un diámetro medio que oscilaba 

entre 56-13311111, tamaño correspondiente a lipoproteínas del tipo VLDL, (SIRE et 

al., 1981 ; DEPLANO et al., 1989), aunque algunas partículas excedían de los 360nm 

de diámetro (Fig. 54d). 

La mucosa del intestino anterior de las doradas alimentadas con la dieta 60C, 

presentó una acumulación de vacuolas lipídicas en la zona apical de los pliegues 

intestinales superior a la observada en la dieta 100P. En la lámina propia se observó 

material lipídico (Fig. 55a). Ultraestructuralmente, se confirmó la presencia de 

vacuolas lipídicas principalmente supranucleares de un tamaño aproximado entre 2.0 

y 3.0 pm de diámetro, que en ocasiones ocupaban gran parte del citoplasma de los 

enterocitos (Fig. 55b). En los espacios intercelulares y lámina propia se observaron 

partículas de lipoproteínas de un tamaño similar a las del grupo experimental lOOP 

(tamaño medio de 300-800 nm) (Fig. 55c). 
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con vacuolas lipídicas, aunque no fueron tan numerosas como las observadas para la 

dieta 60C, de un tamaño medio de diámetro entre 1.8-3.0 pm (Fig. 56a). Al 

microscopio electrónico se evidenció un acumulo de partículas lipoprotéicas en los 

espacios htercelulares y lámina propia inferior al encontrado para la dieta 60S, 

donde predominan aquellas de un diámetro superior a 500nm semejante a las dietas 

lOOP y 60C. (Figs. 56b y 56c). 

Las doradas alimentadas con las dietas 80s y 80L mostraron una mucosa 

intestinal con una intensa acumulación de vacuolas lipídicas de gran tamaño 

localizadas a lo largo de todo el enterocito (Figs. 57a y 58a). Ultraestructuralmente, 

se observó como el acumulo de estas vacuolas ocupaba por completo el citoplasma 

del enterocito, desplazando al núcleo celular y a otras estructuras celulares (Figs. 57b 

y 58b). Sin embargo, en el grupo 80s la mayoría de las lipoproteínas observadas 

principalmente en la lámina propia tenían un tamaño inferior a lOOnm (Fig. 57c) 

similares a las observadas en el grupo 60S, mientras que en el grupo 80L se observó 

la presencia de lipoproteínas de un tamaño mayor comprendido entre 500-800 nm de 

diámetro, semejantes a las observadas en los grupos 100P, 60C y 60L. 

Antilisis morfométrico 

La Tabla 22 muestra el porcentaje de epitelio intestinal ocupado por 

vacuolas lipídicas y por espacios htercelularer de d ~ d s  a!hent&s c m  !S 

distintas dietas experimentales. 

El epitelio intestinal de doradas alimentadas con la dieta lOOP mostró 

significativamente (P< 0.05) un bajo porcentaje de vacuolas lipídicas con respecto al 

resto de los grupos experimentales. Los grupos 60s y 60L tuvieron 

significativamente similar porcentaje de vacuolas, siendo aproximadamente 2.3 
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veces mayor que el 100P. Los mayores porcentajes (P< 0-05) se obtuvieron en 

los grupos 60C, 80s y SOL, siendo aproximadamente 5 veces más altos que el grupo 

100P. 

Con respecto al porcentaje de epitelio ocupado por los espacios intercelulares, 

los intestinos de doradas alimentadas con la dieta 60s tuvieron mayores porcentajes 

significativamente (P< 0.05) que el resto de dietas. En las dietas 60C, 80s y SOL 

donde el porcentaje de epitelio ocupado por vacuolas lipídicas fue alto, se 

encontraron bajos porcentajes de espacios intercelulares, aunque estos no difirieron 

significativamente de la dieta 100P. El grupo 60L mostró un porcentaje 

relativamente alto, aunque fue significativamente similar al grupo 100P. 

Tabla 22. Porcentaje de epitelio intestinal ocupado por vacuolas lipídicas y por 

espacios intercelulares en doradas alimentadas con las diferentes dietas 

experimentales* 

DIETA % Vacuolas lipídicas % Espacios intercelulares 

1 OOP 

60s 

60L 

60C 

80s 

SOL 

* valores con diferente letra en la misma columna son significativamente diferentes (Pc 0.05); 
(media I sd). 
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La Tabla 23 muestra los porcentajes en peso seco de ácidos grasos libres, 

triacilgliceroles y fosfolípidos del total de lípidos del intestino anterior de doradas 

alimentadas con las diferentes dietas experimentales. Aproximadamente un 15% 

correspondió a triacilgliceroles. Los Iípidos polares representaron aproximadamente 

un 5%, y los ácidos grasos libres un 3.5%. Para ninguna de las clases lipídicas se 

encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. 

Tabla 23. Porcentajes de lípidos totales y de las principales clases lipídicas del 

intestino anterior de doradas alimentadas con las distintas dietas 

experimentales* 

1 OOP 60s 60C 60L 80s 80L 

% Lípidos (p.s.) 39.455.8 47.M8.8 37.4rt1.4 38.0I10.5 37.M4.3 43.M4.1 

Triacilglicerols 15.W3.6 16.7rt7.0 13.4i2.6 12.0f4.1 16.5i3.6 137h27 . . 
Lípidos polares 5.1i1.1 5 . 1 3  5.1h1.7 5.6i2.7 4.W0.3 6.W0.9 

* Valores con diferente letra en la misma línea son significativamente diferentes (Pc 0.05); 
(media t sd); n=6x3. 
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La Tabla 24 y la Fig. 59 muestran la composición de los ácidos -gasos libres 

de los lípidos totales de intestino de los peces alimentados con las dietas 

experimentales. 

En todos los grupos experimentales el contenido de ácidos grasos saturados 

fue superior al de las dietas, debido principalmente a un aumento del 18:O en los 

intestinos. El contenido de 18:ln-9 de los AGLs fue significativamente mayor 

(P<0.05) en los intestinos de los peces alimentados con la dieta 60C. Los intestinos 

de los peces alimentados con las dietas 60s y 80s tuvieron significativamente 

(Pc0.05) los mayores contenidos en 18:2n-6, y los de las dietas 60L y 80L en 18:3n- 

3, reflejando el perfil de ácidos grasos de las dietas. 

El porcentaje de ácidos p o s  poliinsaturados fue alto en todos los grupos 

experimentales, debido básicamente a un aumento de los niveles de 20:5n-3 y 22:6n- 

3. Aunque existieron diferencias entre las distintas dietas, así, los intestinos de los 

peces alimentados con la dieta 1 OOP tuvieron significativamente (Pc0.05) mayor 

porcentaje de EPA que el resto de dietas. El nivel de DHA fue mayor (P<0.05) en los 

intestinos de las doradas de las dietas lOOP y 60L, aunque no difirió 

significativamente del resto de los grupos experimentales, excepto del grupo 80L. El 

contenido de 20:4n-6 también fue superior en los AGLs que en las dietas, 

encontrándose significativamente (Pc0.05) un mayor porcentaje en los intestinos de 

la dieta 100P que en el resto de los grupos experimentales. 
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DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 80s 80L 

14:O 
l6:O 
16:ln-7 
l7:O 
l8:O 
18:ln-9 
18:ln-7 
18:2n-6 
18:3n-9 
18:3n-6 
18:4n-6 
18%-3 
18:4n-3 
20:o 
20: ln-9 
20:2n-6 
20:4n-6 
20:4n-3 
20:5n-3 
22:o 
22:ln-11 
22:3n-6 
22:4n-6 
33.<n-? 
*&.4**-J 

22:6n-3 

Saturados 
Monoenos 
n-3 
n-6 
n-9 
n-3HUFA 
n-3111-6 3.5k0.5 O.wO.2 l.lM.3 3.W0.4 0.4k0.1 2.WO.O 
* Valores con diferente letra en la misma línea son significativamente diferentes (Pc 0.05); 

(media k sd); n=3. 
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La Tabla 25 y la Fig. 60 muestran la composición de triacilgliceroles de los 

lípidos totales de intestino de los peces alimentados con las dietas experimentales. 

En general, los triacilgliceroles se caracterizaron por presentar un alto 

contenido de ácidos p o s  saturados y de ácidos grasos de 18 carbonos. Entre los 

acidos grasos saturados, el 16:O se encontró en mayor porcentaje, principalmente en 

el grupo 100P. Una alta reesterificación del 18:ln-9 se observó en los 

triacilglicéridos del intestino de los peces de la dieta 60C, así como una alta 

incorporación del 18:2n-6 en los intestinos de peces alimentados con las dietas 60s y 

80S, y del 18:3n-3 en los alimentados con las dietas 60L y 80L, reflejando el perfil 

de ácidos grasos de las dietas. No obstante, hay que resaltar que el 18:2n-6 se 

incorporó en mayor cantidad en los TAG que el ácido oleico ó Iinolénico. 

En todos los grupos experimentales la incorporación de 20:4n-6, 20511-3 y 

22:6n-3 en los triacilglicéridos fue baja, incluso por debajo de los niveles dietéticos 

de estos ácidos grasos. Aunque los intestinos de doradas alimentadas con la dieta 

lOOP presentaron un mayor porcentaje (Pc0.05) de dichos acidos grasos que el resto 

de los grupos experimentales, que mantuvieron un nivel similar en ARA, EPA y 

DHA sin diferencias significativas entre ellos. 



Efectos de la inclusión de Aceites Vegetales en la Absorción de L+idos -Intestino 

Tabla 25. Comyiosici6n de triadglic&irios, de 10s lipidos de intestino de las doradas 

alimentadas con las distintas dietas experimentales (gl100 a.g.)* 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 80s 80L 

Saturados 3 1.451.4 22.3f 0.1 
Monoenos 39.20.6 30.6f0.5 
n-3 17.8f1.2 10.4k1.1 
n-6 8.4k0.8 35.4k1.0 
n-9 24.6k2.7 22.8k2.2 
n-3HUFA 13.5f1.3 5.W0.7 
n-3111-6 2.1k0.0 0.3kO.O 0.5k0.1 2.5k0.2 0.20.0 2.lkO.2 
*Valores con diferente letra en la misma línea son significativamente diferentes (P< 0.05); 
(media f sd); n=3. 
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La Tabla 26 y la Fig. 61 muestran la composición de los fosfolípidos de los 

lípidos totales de intestino de los peces alimentados con las dietas experimentales. 

Un alto porcentaje en ácidos grasos saturados se encontró en los fosfolípidos, 

debido principalmente a un incremento significativo de los niveles de los ácidos 

p o s  16:O y 18:O. 

La cantidad de 18: 111-9 y 18:2n-6 en los PL fue menor que la encontrada en 

los triglicéridos, especialmente en el caso del ácido oleico. No obstante se 

mantuvieron las diferencias dietéticas de estos ácidos grasos en los PL del intestino. 

Así, los intestinos de doradas de la dieta 60C presentaron un mayor porcentaje de 

oleico y los de las dietas 60s y 80s de ácido linoleico. Aunque estas diferencias entre 

los distintos grupos no fueron tan marcadas como en el caso de los triacilgliceroles. 

El nivel de 18:3n-3 en los fosfolípidos fue más bajo comparado con otros 

ácidos grasos de 18C. Las dietas 60L y 80L tuvieron significativamente (P<0.05) los 

mayores contenidos de ácido linolénico, reflejando el perfil dietético de ácidos 

grasos. 

En general, el incremento de ácidos grasos poliinsaturados, principalmente 

20:4n-6, 20:5n-3 y 22:6n-3, fue muy manifiesto en los fosfolípidos del intestino en 

todos íos grupos experimentales. Aunque, el nivel ARA y EPA fue mayor 

significativamente (R0.05) en los intestinos del grupo 100P, y no hubo diferencias 

significativas en el nivel de DHA entre los distintos grupos experimentales. 
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Tabla 26. Composición de fosfolípidos de los lípidos de intestino de las doradas 

alimentadas con las distintas dietas experimentales (g1100 a.g.)* 

DIETA 
1 OOP 60s 60C 60L 80s 80L 

1.20.1 
0.6h0.1 

18.8kl.4"~ 
1.1h0.1 
0.4kO.O 
0.7k0.2 
1.6k0.3 
9.8k1.0a 
l7.5hl .6b 
3 &O.4 
iu. i*i .u 
l .  lhO.0" 
0.3kO.O 
1 .OkO. 1 
0.5k0.2 

2.1k0.3"~ 
0.20.0 
8.4k1.7~ 
0.20.0 
0.4k0.1 
0.20.0 
0.3kO.O 
2.6k0.1 

18.1k2.4" 

Saturados 38.5k1.0 35.5k1.6 29.7k1.0 37.9k2.6 
Monoenos 14.6k0.9 16.8k2.7 22.3k0.7 l5.wO.9 
n-3 38.6k0.7 29.7h5.3 3 3 . 8 S . l  36.W2.6 
n-6 6.4k0.5 17.1k1.6 13.1k1.3 9.6k0.5 
n-9 9.4k0.9 12.3k2.4 17.7kO.O 12.1k1.3 

n-3fn-6 6.1k0.6 1.8h0.5 2.6k0.5 3.8k0.3 1.1kO.1 2.W0.4 
* Valores con diferente letra en la misma línea son significativamente diferentes (P< 0.05); 
(media + sd); n=3. 
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Fig. 59. Principales ácidos grasas libres del intestino anterior de las doradas 
alimentadas con las distintas dietas experimentales 

14.0 16.0 18.0 18:ln-9 18:2nS 18:3n3 20:4n6 20511-3 226n-3 

[m 1 0 0 ~  E606 O 6OC WsOL 80s W 8OL 1 
Fig. 60. Principales ácidos grasos de los triaciigiicemles del intestino anterior de las 

doradas alimentadas con las distintas dietas experimentales 

Fig. 61. Principaies ácidos grasos de los fosfolipidos del intestino anterior de las 
doradas alimentadas con las distintas dietas experimentales 



Efectos de la inclusión de Aceites Vegetales en la Absorción de LL;riidos -Intestino 



Efectos de la inclusión de Aceites Vegetales en la Absorción de Lípidos - Intestino 

Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 1 OOP 

Figura 53a. Corte semifmo teñido con AT&FB. Vacuolas lipídicas de pequeño 

tamaño en el epitelio intestinal (x 400). Lp: Lámina propia 

Figura 53b. (~2200). Cm: célula mucosa; n:núcleo 

Figura 53c. Partículas de lipoproteínas en los espacios intercelulares (~3900). Ei: 

espacio intercelular; mb: membrana basa1 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60s 

Figura 54a. Corte semifmo teñido con AT&FB. Gran aciimulo de lípidos en los 

espcios intercelulares (x400) 

Figura 54b. (~2200) 

Figura 54c. Parte apical de un enterocito con cisternas del RER ocupadas por 

partículas de lipoproteínas (x 15500) 

Fibrn; 54d. I)&ee basa! de! qitefio &&klZ: ac-;IiT1ulo & i&piehas íxjC)C0j 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60C 

Figura 55a. Corte semifmo teñido con AT&FB (x400) 

Figura 55b. Vacuolas lipídicas en los enterocitos (~2200) 

Figura 55c. Lipoproteínas en la lámina propia (~3900) 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 60L 

Figura 56a. Corte semifino teñido con AT&FB (x400) 

Figura 56b. Lipoproteínas en el espacio intercelular (~2200) 

Figura 56c. Lipoproteínas en la lámina propia (~3900) 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 80s 

Figura 57a. Corte semifmo teñido con AT&FB (x400) 

Figura 57b. (~2200) 

Figura 57c. Lipoproteínas en la lámina propia (Lp) (~15500) 
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Intestino anterior de doradas alimentadas con la dieta 80L 

Figura 58a. Corte semifmo teñido con AT&FB (x400) 

Figura 58b. (~1650) 
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En el presente estudio, los intestinos presentaron un porcentaje 

relativamente alto de ácidos grasos libres en comparación con cualquier otro tejido 

(POLVI y ACKMAN, 1992; McCLELLAND et al., 1995). RODRÍGUEZ et al., 

(2001) también encontraron una cantidad alta de AGLs en los enterocitos de dorada 

aislados de diferentes tramos del intestino. Este resultado refleja el proceso de 

predigestión de los lípidos dietéticos que se lleva a cabo en el lumen intestinal, por el 

cual la mayoría de los triacilgliceroles de la dieta son hidrolizados en ácidos grasos 

libres para que puedan atravesar la membrana del enterocito. A este respecto, 

OLSEN et al., (1998) encontraron altas cantidades de ácidos grasos libres en la 

digesta de peces, sugiriendo la predominancia de la enzimas lipásicas no específicas 

en el intestino de los peces, que degradan los TAGs de la dieta principalmente en 

AGLs. Por otro lado, el perfil de ácidos grasos libres del intestino fue similar al de 

las dietas. Aunque es interesante resaltar que para todos los grupos experimentales el 

contenido de ácidos grasos saturados en los AGLs fue ligeramente mayor que su 

nivel dietético, e incluso fue también más alto en los lipidos polares, lo que parece 

denotar una posible biosíntesis endógena de ácidos grasos saturados en los 

enterocitos. En cuanto al contenido de ácidos grasos insaturados de 18 carbonos, los 

AGLs de los intestinos reflejaron el perfil de las dietas, así se encontró un alto 

porcentaje de 18: ln-9, 18:2n-6 y 18:3n-3 en los intestinos de las dietas 60C, 60S;80S 

y 60L;80L7 respectivamente. Estos resultados sugieren que el intestino asimila 

fácilmente los ácidos grasos dietéticos en sus lípidos, incluso más rápidamente que 

cualquier otro tejido. Sin embargo hay que destacar que el contenido de ácidos 

grasos poliinsaturados en los intestinos fue bastante superior al de las dietas, 

básicamente por el incremento en los ácidos grasos 20:4n-6, 20:5n-3 y 22:6n-3. Este 

hecho parece indicar que la célula intestinal tiene preferencia por la asimilación de 

los PUFAs, lo que podría estar asociado a la alta afinidad que la proteína fijadora de 

ácidos grasos VABP) posee sobre estos ácidos grasos, facilitando su absorción 

(SIRE y VERNIER, 1981). Además es conocido que en peces los PUFAs son buenos 
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sustratos para la actividad lipolítica de las enzimas digestivas (KOVEN et al., 1994; 

IZQUIERDO et al., 2000). 

El porcentaje más alto de los lípidos del intestino anterior correspondió a 

triacilglicéndos, aproximadamente un 15% del total de lípidos en peso seco. En 

trucha, SIRE et al., (1 98 1) encontraron que una alta proporción (aproximadamente 

un 77%) de (1-14c) ácido palmitico 6 de (1-14c) ácido linoleico es incorporado a los 

triglicéridos. Este hecho refleja el proceso de reacilación llevado a cabo en la célula 

intestinal, por el cual los ácidos grasos absorbidos son reesterificados en triglicéridos 

antes de ser integrados en las lipoproteínas para su transporte. En el presente estudio, 

los ácidos grasos insaturados de 18 carbonos se esterificaron fundamentalmente en 

triglicéridos. Además, las variaciones en la composición de estos ácidos grasos entre 

las distintas dietas se reflejaron claramente en el perfil de ácidos grasos de los 

triacilglicéridos, destacando la incorporación de 18: ln-9, 18%-6 y 18:3n-3 en los 

intestinos de los peces alimentados con las dietas conteniendo aceite de colza, soja y 

lino, respectivamente. Sin embargo, los triacilgliceroles mostraron un bajo contenido 

de n-3HUFAs en todos los grupos experimentales. Aunque hay que señalar, que a 

pesar de que en las dietas con 80% de sustitución del aceite de pescado los niveles de 

EPA y DHA fueron más bajos, curiosamente los valores de estos ácidos grasos en los 

intestinos fueron similares a las otras dietas difirieron solamente de los del grupo 

1 OOP. 

La proporción de lípidos polares en los intestinos fue alrededor de un 5% del 

total de lípidos en peso seco. La importancia de los fosfolípidos en el intestino esta 

asociada principalmente al proceso de síntesis de lipoproteínas. En las cisternas del 

retículo endoplásmico se lleva a cabo la síntesis de fosfolípidos principalmente por la 

vía de reacilación glicerol-3-fosfato. Posteriormente estos LP son conjugados con los 

TAG, colesterol y apoproteínas, constituyendo las lipoproteínas. Los resultados del 

presente estudio muestran que los fosfolípidos son la principal forma de transporte de 

los ácidos grasos poliinsaturados, especialmente del 20511-3 y 22:6n-3 que se 

esterificaron altamente en los lípidos polares. Estos resultados están en concordancia 
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cm n!mr estdins @EEZ et alsj 19991, donde una alta incorporacion de EPA y 

DHA se encontró en la hcción polar de los enterocitos de trucha. Este hecho podría 

estar relacionado con la alta afinidad de la enzima 1-lisofosfatidilacilCoA tramferasa 

por los ácidos grasos poliinsaturados (GURR y HARWOOD, 1991), denotando la 

importancia que el EPA y DHA tienen en el mantenimiento de la estructura y 

funciones de las membranas celulares (SARGENT et al., 1995). Asimismo es 

interesante resaltar, que de igual modo que se encontró en los triacilgliceroles, el 

contenido de EPA en los LP fue mayor significativamente en los peces alimentados 

con la dieta 100P, manteniéndose sin embargo los niveles de DHA en el resto de los 

grupos experimentales. IZQUIERDO et al., (2001) mostraron una predominancia por 

la incorporación del DHA en los LP de larvas de dorada, aunque existan variaciones 

dietéticas en el contenido de n-3KUFAs, denotando la alta afinidad de las enzimas 

PC y PE sintetasas por el DHA particularmente en posición 2. 

El contenido de 20:4n-6 también aumentó en la hcción polar de los 

intestinos de todos los grupos experimentales. BELL et al., (1983; 1985) mostraron 

que el ARA se resintetiza preferentemente en el fosfatidilinositol, favoreciendo la 

función osmoreguladora del epitelio. Por otro lado, en los fosfolípidos se observó 

una alta esterificación de ácidos grasos saturados, principalmente 16:O y 18:O. 

Ambos ácidos grasos son componentes estructurales importantes de éstos, 

especialmente de la fosfatidilcolina (MOURENTE et al., 1993). La particular 

abundancia del ácido palmítico en los fosfolípidos del enterocito, hace presuponer 

que este juega un papel importante en la regulación de los procesos fisiológicos que 

tienen lugar durante la absorción de lípidos. En este sentido, OLSEN et al., (2000) 

mostraron que un incremento de 16:O en la dieta disminuye la acumulación de 

vacuolas lipídicas en los enterocitos de charr ártico (Salveljnus alpinus), al contribuir 

a la síntesis de PC en el enterocito, manteniéndose con ello un adecuado rango de 

síntesis de lipoproteínas. Esta idea esta en concordancia con estudios anteriores 

(VAN GREEVENBROEK et al., 1995) que mostraron que el 16:O se incorpora 

eficientemente en los fosfolípidos de la célula intestinal Caco-2, causando 
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acumulación de los precursores de éstos, tales como el ácido fosfatídico y el 

diacilglicerol. También, LIE et al., (1993) encontraron que la composición de ácidos 

grasos de la PC en las distintas hcciones de lipoproteínas se caracteriza por altos 

niveles de l6:O y 22:6n-3, independientemente de la composición dietética. 

Las imágenes histológicas del intestino anterior revelaron la presencia de 

vacuolas lipídicas en los intestinos de los peces, encontrándose diferencias en la 

cantidad y distribución de grasa acumulada entre las distintas dietas ensayadas. Así, 

una mayor acumulación de vacuolas lipídicas se observó en los peces alimentados 

con las dietas conteniendo 80% de soja y lino con respecto a aquellos peces 

alimentados con las dietas conteniendo un 60% de estos mismos aceites. Además, en 

estos cuatro grupos la acumulación de vacuolas lipídicas fue superior al control 

(1 OOP). 

El estudio morfométrico confirmó que el porcentaje de epitelio intestinal 

ocupado por vacuolas lipídicas fue 5 veces mayor en los grupos 80s y 80L y 2.3 

veces mayor en los grupos 60s y 60L que el grupo 100P. No obstante, hay que 

señalar que la intensa acumulación de gotas lipídicas no provocó daños patológicos 

en el epitelio intestinal, observándose rnicrovillosidades intactas y sin signos de 

necrosis o degeneración. La aparición de vacuolas lipídicas en el epitelio intestinal 

parece estar relacionado con el nivel de n-3 HUFAs en las dietas, especialmente en 

ias dietas 80s y 8ÜL donde ei porcentaje de n-3 H-UTAs es aproximadamente un 60% 

menor que en la dieta lOOP y un 32% que en las dietas 60s y 60L. De este modo, la 

acumulación de lípidos podría ser explicada como consecuencia de una reducción en 

la síntesis de lipoproteínas que se produce cuando los niveles dietéticos de n-3 

HUFAs disminuyen (WATANABE, 1 982; KANAZAWA, 1985; SARGENT et al., 

1989). 

No obstante hay que resaltar que los peces alimentados con la dieta 60C, 

rica en 18:ln-9, presentaron un porcentaje tan elevado de vacuolas lipídicas como 

aquellos intestinos de peces alimentados con las dietas conteniendo un 80% de 
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aceites vegetalesí aunque con una distribución principalmente apical. El análisis 

morfométrico no reveló diferencias cuantitativas entre estos grupos. En este caso, es 

importante añadir que sí bien el efecto de los n-3HUFAs sobre la síntesis de 

lipoproteínas podría estar produciendo esta acumulación de lípidos como ha sido 

mencionado anteriormente. El análisis bioquímico mostró un alto porcentaje de ácido 

oleico tanto en los ácidos grasos libres como en los triacilgliceroles de estos peces, 

pero sin embargo, la reacilación del 18:ln-9 en los fosfolípidos fue más baja 

comparada, por ejemplo, con la del 18:2n-6. Este hecho parece indicar que el oleico 

es menos utilizado para la constitución de los lípidos polares, pudiendo por ello 

interferir en la síntesis de lipoproteínas y provocando una mayor acumulación de 

lípidos en el intestino. Esto estaría en concordancia con la idea general de que el 

ácido oleico forma parte principalmente de la fuente de reserva de energía que son 

los triglicéridos (LÉGER et al., 198 1). 

El estudio ultraestructural del intestino reveló la presencia de dos tamaños 

de lipoproteínas tanto en los espacios intercelulares como en la lámina propia. Así, 

mientras que en los intestinos de los peces alimentados con la dieta 60s y 80s se 

observaron partículas de lipoproteínas principalmente de un tamaño aproximado de 

lOOnm (entrarían en la gama de lipoproteínas de muy baja densidad, VLDL). En los 

intestinos del resto de los grupos experimentales, la mayoría de las lipoproteínas 

observadas tenían un tamaño mayor, alcanzando incluso los 800nm de diámetro 

(tamaño correspondiente a lipoproteínas del tipo quilomicron). 

La presencia de partículas de pequeño tamaño en los intestinos de los peces 

de las dietas 60s y 80s podría estar relacionada con el hecho que en los intestinos de 

los peces alimentados con estas dietas, el 18:2n-6 se reacile más altamente en los 

TAG y LP que cualquier otro ácido graso de 18C (18:2n-6 >18:ln-9 >18:3n-3), lo 

que podría estar indicando que el ácido linoleico induce una estirnulación de la 

síntesis de materiales para la formación de lipoproteínas. En este sentido, SIRE et al., 

(1981) sugieren que cuando el rango de síntesis de materiales de la superficie de las 
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lipoproteínas es alto, el resultado es la formación de partículas pequeñas del tipo 

VLDL. Además, las vacuolas lipídicas intracitoplasmáticas observadas en los 

enterocitos del grupo 60s estaban situadas preferentemente en la zona inhuclear, 

indicando una alta reesterificación de los ácidos grasos absorbidos en TAG, puesto 

que es el lugar del enterocito donde principalmente se concentran las cisternas del 

retículo endoplásmico y mitocondrias para la reacilación de los ácidos grasos 

absorbidos. 

Por último, cabria mencionar el hecho que en los intestinos del grupo 60s 

se observó una intensa dilatación basal de los espacios intercelulares que no fue 

evidente en los intestinos de los peces alimentados con la dieta 80s. Así, el análisis 

morfomético confirmó que un alto porcentaje del área del epitelio intestinal estaba 

ocupada por espacios intercelulares en el caso del grupo 60s. Esta diferencia podría 

estar ligada al efecto, mencionado anteriormente, de los n-3HUFAs dietéticos sobre 

la síntesis de lipoproteínas, de modo que en el grupo 80s con una cantidad menor de 

n-3 HUFAs en la dieta estaría reducida la síntesis de lipoproteínas, lo que impediría 

la acumulación de éstas en los espacios intercelulares. 

En resumen, todos estos resultados muestran, que tanto la cantidad de grasa 

acumulada en los enterocitos, como el tamaño de las lipoproteínas depende de la 

composición de ácidos grasos de la dieta, posiblemente por su influencia en los 

mecan~smos de reacilaclón de los lípidos absorbidos durante el proceso de absorción 

intestinal. Así, la inclusión de aceites vegetales en las dietas para dorada incrementan 

la deposición de grasa en el enterocito, debida a la acumulación preferente de los 

ácidos grasos de 18 carbonos, abundantes en dichos aceites, en los triacilgliceroles de 

la célula. De forma semejante a lo observado en el capítulo anterior, la inclusión de 

aceite de colza ocasiona principalmente una acumulación de vacuolas lipídicas 

supranucleares debido a la incorporación preferencial de 18:ln-9 en los 

tiacilgliceroles. La inclusión de soja sin embargo incrementa la aparición de 

vacuolas lipídicas principalmente en la zona basal y la formación de VLDL debido a 

la incorporación de 18:2n-6 en los fosfolípidos. Además, a niveles de 60% de 



Efectos de la inclusión de Aceites Vegetales en la Absorción de Lbidos -Intestino 

inclusión ocasiona un ensanchamiento de los espacios intercelulares. Finalmente, a 

pesar del incremento en la aparición de vacuolas lipídicas ocasionado por la 

inclusión de aceite de lino a 60%, la morfología de los enterocitos asemeja más la de 

los peces alimentados exclusivamente con aceite de pescado. 
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6. ESTUDIO DE LAS RUTAS DE REACILACION DE TRCQCILGLICEROLES 

Y FOSFOL~PIDOS EN MICROSOMAS INTESTINALES DE DORADA. 

EFECTO DE LA CALIDAD DE LOS LÍPIDOS DIETÉTICOS. 

6.1 JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

Los estudios histológicos del intestino llevados a cabo para el desarrollo de 

esta tesis han mostrado una serie de fenómenos ocurridos en las células intestinales 

durante la ingestión de lípidos como fueron la acumulación de vacuolas lipídicas en 

el citoplasma de los enterocitos o la formación de determinadas lipoproteínas 

dependiendo de la naturaleza y cantidad de lipidos (capítulo 5). 

Las rutas de biosíntesis de triacilgliceroles y fosfolípidos en el intestino 

podrían constituir un factor determinante en el desarrollo de estos efectos. Las 

principales rutas para la esterificación de ácidos grasos en los enterocitos son las vías 

monoacilglicerol y glicerol-3-fosfat0, ambas tienen como común intermediario, los 

diacilgliceroles, que son a su vez precursores de la síntesis de fosfolípidos. La vía 

monoacilglicerol acepta como sustratos monoacilgliceroles que, con la incorporación 

de ácidos grasos, son convertidos en diacilgliceroles y por último, en 

triacilgliceroles. La vía glicerol-3-fosfato integra a-glicerofosfatos que son 

transformados en sn-1,2 diacilgliceroles, y estos a su vez en triacilgliceroles o 

fosfoiipidos. Como se detaiio en ia introducción, ias principales emiñlas encmgah 

de estos procesos son: 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), 2,l- 

acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa, fosfatídico fosfohidrolasa (PPH-l), DG:colina 

fosfotransferasa (DGCPT), DG:etanolamina fosfotra71sferasu (DGEPT), 

diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), monoacilglicerol aciltramferasa (MGAT) 

(ver Fig. 62). Los TAG resintetizados son incorporados en lipoproteínas del tipo 

quilomicron y VLDL que son liberadas en el torrente sanguíneo. 

En mamíferos, se han estudiado in vitro muchos aspectos de estas rutas: 

aislamiento de enzimas (JOHNSTON, 1977; KUKSIS y MANGANARO, 1986), 
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fisiología - (TSO, 1994) o esteroquíxnica (KUKSIS y MANGANARO, 1986), . . 

principalmente mediante el uso de sustratos radioactivos y en extractos intestinales 

de hamster, rata o cerdo de Guinea. Sin embargo, ambas rutas de reacilación han sido 

muy poco estudiadas en peces. Por ejemplo, IIJIMA et al., (1983) mostraron la 

influencia de los lípidos oxidados en la incorporación de [l-14~]-palmítico ó [(U)- 

1 4 c ] ~  glicerol-3-fosfato en homogenizados de enzima intestinales en carpa. 

Por ello, las experiencias de este capítulo se llevaron a cabo, para tratar de 

conocer mejor los mecanismos de reacilación en peces marinos, y comprender los 

efectos que la calidad de los lípidos dietéticos ejercen sobre los patrones 

morfológicos observados en el epitelio intestinal. Para ello, se validaron las 

condiciones de aislamiento y actividad de microsomas intestinales en dorada, se 

estudió el efecto de los CDP-nucleótidos, que son cofactores de determinadas 

reacciones enzimáticas en las rutas de resíntesis, y por último se determinó la 

influencia de la dieta en la biosíntesis intestinal de triacilgliceroles y fosfolípidos en 

doradas alimentadas con dietas conteniendo diferentes aceites vegetales. 
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Fig. 62. Biosíntesis de triacilgliceroles y fosfolípidos en el enterocito (Tomado 

de KAuVSRACH et a!., 2!2!2!) 
P" 

1 : 1 -acilglycerol-3-fostato aciltransferasa (GPAT) 6: DG:colina fosfotransferasa @GCPT) 

2: 2,l -acilglycerol-3-fosfato aciltransferasa 7: DG:etanolamina fosfotransferasa @GEPT) 

3: fosfatídico fosfohidrolasa ~ P H I )  8: fosfatidiletanolamina metil transferasa 
4: monoacilglycerol aciltransferasa (MGAT) 9: fosfatidilserina descarboxilasa 
5: diacilglycerol transferasa (DGAT) 10: intercambio de bases 
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6.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Las muestras de intestino destinadas a este estudio se tomaron de las doradas 

alimentadas con las siguientes dietas experimentales. La dieta lOOP donde la única 

fuente de lípidos fue aceite de pescado. Las dietas 60s y 60C, donde el 60% del 

aceite de pescado se reemplazó por aceite de soja y colza, respectivamente. Y las 

dietas 80s y 80L con un 80% de aceite de soja y lino, respectivamente. La 

composición en ácidos grasos de las dietas experimentales se muestra en la Tabla 21 

(pág. 19 1). 

Las condiciones experimentales de cultivo de los peces están descritas en el 

apartado 5 -4.1. 

La recogida de muestras y la preparación de microsomas intestinales se llevó 

a cabo según se indicó en los Apdos. 2.6.2 y 2.6.3 del capítulo de Material y 

Métodos. Las incubaciones con los diferentes sustratos radiactivos se ensayaron 

como se describen en el Apdo. 2.6.4. La dinámica de incorporación del L['~C(U)] 

glicerol-3-fosfato en los productos de la vía glicerol-3-fosfato se determinó con 

ensayos incubados a distintos tiempos (0, 5', lo', 15' y 30') o con diferente 

concentración de proteina rnicrosomal (0.3 y 0.6 mg/ml). Para estudiar el efecto de 

los CDP-nucleótidos en la incorporación de ~-['~~(~)]~licerol-3-fosfato y de [l- 

' 4 ~ ] ~ a h i t o i l - ~ o ~  en fosfolípidos y lípidos neutros, se realizaron una serie de 

incubaciones donde distintos CDP-nucleótidos fueron añadidos a la solución basal. 

La mezcla de las incubaciones se muestra en la Tabla 27. 
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Tabla 27. Mezcla de incubación con los CDP-nucleótidos 

-- 

Mezcla de incubaciones 

Material Control CDP-colina CDP-etanolamina CTP 

Solución basa1 1 * ,2 * * + + + + 

* Solución basal 1 : para vía glicerol-3-fosfato (ver apartado 2.6.4.1 Material y métodos) 

* * Solución basal 2: para vía monoacilg~icero~ (ver apartado 2.6.4.2 Material y métodos) 

Citidin difosfato colina: 0.600pmol 

Citidin difosfato etanolarnina: 0.600pol 

' Citidin trifosfato: 0.600pol 

Tanto el estudio del efecto del tiempo y de la concentración de proteína 

microsomal, como el de la adición de CDP-nucleótidos se realizó con microsomas 

intestinales de doradas alimentadas con la dieta lOOP (100% aceite de pescado). El 

efecto de la dieta en las vías de reacilación se ensayó con microsomas intestinales de 

doradas alheñtacias O-wmte 3 meses con las distintas dietas experimentaies. Se 

tomaron 4 muestras de intestino por cada dieta para los correspondientes análisis. 

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. 
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6.3 RESULTADOS 

Utilización del glicerol-3-fosfato para la síntesis de acil y fosfogliceroles en 

microsomas intestinales de dorada. 

La Fig. 63 muestra el rango de incorporación de L['~c(u)] glicerol-3-fosfato 

en diacilgliceroles, triacilgliceroles y fosfatidilcolina en microsomas intestinales de 

dorada a diferentes tiempos de incubación. En general, la incorporación fue alta en la 

fosfatidilcolina, en menor medida en diacilgliceroles y, sobre todo, en 

triacilgliceroles. Mientras que la incorporación de L[~~CO] glicero1-3-fosfato a 

DAG y TAG presentó la máxima pendiente a los 5 minutos de incubación, 

manteniéndose durante el resto del ensayo, la incorporación a PC fue máxima tras 10 

minutos de incubación, viéndose reducida durante los últimos minutos del ensayo. 

Así, el incremento en la síntesis de PC coincidió con la reducción en la pendiente de 

incorporación a los diacilgliceroles (relación PCDAG de 2.3:1), mientras que a los 

15 minutos, la relación PCDAG disminuyó en 1.1 : 1. En base a estos resultados se 

decidió que el tiempo de incubación de los distintos ensayos fuera de 10 minutos, ya 

que este tiempo recogió el potencial de producción neto de esta ruta enzimática. Este 

mismo tiempo fue escogido, cuando se ensayó la vía monoacilglicerol, con la 

incorporación de [l-14c] Palmitoil COA, siguiendo el método de LEHNER y 

KUKSIS, (1 995). 

La incorporación de L [ ' ~ c ~ ]  glicerol-3-fosfato en diacilgliceroles, 

triacilgliceriles y f~s&i&~!in,u e s  m k r ~ o ~ m a  kIteseades & &i& hciefiiefiib 

proporcionalmente con la cantidad de proteína microsomal. De igual manera que en 

la curva-tiempo, la mayor incorporación se produjo en fosfatidilcolina, seguida de 

diacilgliceroles y triacilgliceroles. Los datos son mostrados en la Fig. 64. 
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Efecto de CDP-nuclebtidos en la síntesis de acil y fosfog~iceroles en microsomas 

intestinales de dorada 

Via glicerol-3-fofato 

Los resultados obtenidos de la adición de CDP-nucleótidos a las incubaciones 

son mostrados en la Fig. 65. En ausencia de CDP-nucleótidos (control) la mayor 

incorporación de L['~c(u)] glicerol-3-fosfato se observó en la fosfatidilcolina. La 

incorporación en diacilgliceroles fue el doble que en triacilgliceroles, con una 

relación de TAGDAG de 0.5:l. Se encontró muy poca incorporación en 

fosfatidiletanolamina y ácido fosfatídico. 

Cuando se añadió CDP-colina al ensayo la incorporación de L['~c(u)] 

glicerol-3-fosfato en la PC fue el triple que en el control. Además, en este caso la 

formación de triacilgliceroles marcados radiactivamente fue significativamente 

menor que en el control y aproximadamente 8 veces menor que la incorporación en 

los DAG, siendo la relación TAGIDAG de 0.13 : 1. 

La adición de CDP-etanolamina al ensayo aumento ligeramente la 

incorporación en PC respecto al grupo control, aunque la incorporación en 

fosfatidiletanolamina y ácido fosfatídico no se vio afectada. La relación TAGDAG 

(O. 13: 1) se mantuvo con respecto al ensayo con CDP-colina. 

Un descenso significativo (más del doble) en la incorporación de L[*~C(U)] 

glicerol-3-fosfato en fosfatidilcolina y diacilgliceroles se observó con la adición de 

CTP al ensayo. Además, no hubo un aumento en la formación de PE ni se registró 

radioactividad en fosfatidilserina (PS). 
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Via monoacilglicerol 

La Fig. 66 muestra los datos de incorporación de [l-14c] Palmitoil COA en 

fosfolípidos y lípidos neutros cuando se añadieron distintos CDP-nucleótidos al 

ensayo. Tanto en ausencia de CDP-nucleótidos (control) como en presencia de CDP- 

colina y CDP-etanolamina, la mayor incorporación de [1-14c] Palmitoil COA se 

cuantificó en los lípidos neutros, siendo superior en los diacilgliceroles que en los 

tríacilgliceroles. La relación de TAGDAG fue aproximadamente de 0.6:l para todos 

los grupos. La formación de fosfolípidos marcados radiactivamente fue bastante baja 

en los tres grupos, siendo la fosfatidilcolina la que mostró mayor incorporación. 

Aunque en presencia de CDP-etanolamina la formación de PC macada 

radiactivamente fue ligeramente superior a la de los otros grupos. 

Efecto de la dieta en la síntesis de acil y fosfogliceroles en microsomas intestinales 

de dorada 

Vía glicerol-3-fosfato 

Las figuras 67 y 68 muestran los datos de incorporación de L['~c(u)] 

glicerol-3-fosfato en lípidos neutros y fosfolípidos en rnicrosomas intestinales de 

dorada alimentadas con las distintas dietas experimentales. En general, el rango de 

incorporación de L['~ccu)] glicerol-3-fosfato en las distintas clases lipídicas fue el 

sigdieotr: PC : DAS- > TAG, en todos 10s grupos experhentaies. Los peces 

alimentados con la dieta 100P y 60s mostraron relaciones semejantes de TAGDAG 

de 0.6:l y de PCDAG (12.7:l y 13.8:1, respectivamente)(Tabla 28). Una 

disminución en la síntesis de TAG se observó en los peces alimentados con la dieta 

60C por lo que la relación TAGDAG en este gmpo disminuyó hasta O.3:1, aunque el 

valor de la relación PCíDAG no se vio afectado (13:l) para este gmpo (Tabla 28). Se 

observó una sustancial síntesis de PC para los peces alimentados con 80s y 
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especialmente, en aquellos peces alimentados con la dieta 80L. Este grupo alcanzó 

una relación PCíDAG de 80.3:l. Este aumento de PC fue acompañado de una 

disminución en la formación de TAG en estos grupos. No obstante, los peces 

alimentados con la dieta 80S, mostraron una mayor incorporación en DAG que los 

peces alimentados con 80L. Los valores de las distintas relaciones entre los 

productos de las reacciones enzimáticas se muestran en la Tabla 28. 

La incorporación de L['~C<COII] glicerol-3-fosfato en otros fosfolípidos, como 

fosfatidiletanolamina o ácido fosfatídico fue insignificante, obteniéndose valores 

próximos al "background". 

Tabla 28. Relaciones de incorporación de L[~~c(u)] glicerol-3-fosfato en 

microsomas intestinales de dorada alimentadas con las distintas dietas 

experimentales. 

Dietas TAG 1 DAG PC / DAG TAG 1 PC 

1 OOP 0.6 12.7 5 lom2 

60s O .6 13.8 4 lo-*. 

60C 0.3 13 2 lo-2 

80s 0.2 18.7 1 10'~ 

80L 0.2 80.3 3 10" 

Vía monoacilglicerol 

Las Figuras 69 y 70 muestran los datos de incorporación de [I-'~c] Palmitoil 

COA en lípidos neutros y fosfolípidos en microsomas intestinales de dorada 

alimentadas con las distintas dietas experimentales. En general, el rango de 

incorporación de [l-14c] Palmitoil COA fue el siguiente: DAG > TAG > PC > PE. 

Los peces alimentados con la dieta 31 00P mostraron una alta incorporación de [l -14c] 



Enzimologia intestinal 

Pahitoil COA en DAG; aunque no fue significativamente mayor a los umpos 60s: 

80s y 80L (Fig. 69). Este mismo patrón se observó en la formación de TA,G. Los 

peces alimentados con la dieta 60C mostraron la menor incorporación de [l-14c] 

Palmitoil COA en DAG y TAG (Fig. 69). 

A nivel de fosfolípidos, los peces alimentados con las dietas 80s y 80L 

mostraron una mayor incorporación en fosfatidilcolina, aunque la formación de PC 

del grupo 80L no fue significativamente mayor al de los otros grupos experimentales 

(Fig. 70). Así, la relación PCDAG en los grupos 80s y 80L fue mayor que aquella 

de los peces alimentados con las dietas lOOP y 60S, mientras que la relación 

TAGPC fue menor que en estos dos últimos grupos (Tabla 29). La incorporación de 

[l-14c] Palrnitoil COA en PE fue menor que en PC aunque se obtuvieron las mismas 

diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales (Fig. 70). Los 

valores de las relaciones se muestran en la Tabla 29. 

Tabla 29. Relaciones de incorporación de [l-14c] Palmitoil COA en microsomas 

intestinales de dorada alimentadas con las distintas dietas experimentales 

Dietas TAG / DAG PC / DAG TAG / PC 

1 OOP 0.7 O. 1 5.8 

60s 0.8 0.2 4.1 

60C 0.8 0.4 2.2 

80s 1.2 0.3 2.9 

80L 0.8 0.3 2.9 



Tiempo (miin.) 

Fig. 63. Efecto del tiempo de incubación en la incorporación de L[~~c(u)] glicerol-3-fosfato en diacilgliceroles (DAG), 

triacilgliceroles (TAG) y fosfatidilcolina (PC). Microsomas intestinales de dorada (200~1-0.6mg proteína) fueron incubados 

a 37'C con L['~c(u)] glicerol-3-fosfato y palrnitoil-COA como ha sido descrito en el apartado 2.6.4.1 de Material y 

Métodos. Cada punto representa la media de al menos dos determinaciones. 
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Fig. 64. Efecto dlel incremento de la proteína microsomal en la incorporación de L['~c(u)] glicerol-3-fosfato en diacilgliceroles 

(DAG), triacilgliceroles (TAG) y fosfatidilcolina (PC). Microsomiis intestinales de dorada fueron incubados a 37°C durante 5 

minutos con L['~c(u)] glicerol-3-fosfato y palrnitoil-CoA como ha sido descrito en el apartado 2.4.6.1 de Material y Métodos. 

Cada punto :representa la media de al menos dos determinaciones. 
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Fig. 65. Efecto de CDP-nuclebtidos en la incorporacibn de L [ " c ~ ]  glicerol-3-fosfato en diacilgliceroles (DAG), 

triacilgliceroles (TAG), fosfatidilcolina (PC), fosf8tidiletanolamina (PE) y ácido fosf8tídico (PA) en microsomas 

intestinales de dorada. Ver Tabla 27 para la mezcla de las incubaciones. Datos son dados como media f desviación 

estándar. La estadistica esta realizada comparando cada clase lfpidica entre las distintas incubaciones (no 

determinaciones=3). 
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Fig. 66. Efecto de CDP-nucleótidos en la incorporación de [l-14c] Pahnitoil COA en discilgliccroles (DAG), triacilgliceroles 

(TAG), fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina @E) en micmsomas intestinales de dorada. Ver Tabla 27 para la 

mezcla de las incubaciones. Datos son dados como media f desviaci6n estándar. La estadística esta realizada comparando 

cada clase lipidica entre las distintas incubaciones (no determinaciones=3). 



Fig. 67. Ef- de la inclusi6n de aceites vegetales en dietas de dorada en la incorpomi6~1 de L['~cc(u)] glicerol-3-fosfato en lipidos 

neutros, dificéridos @AG) y trigliCei.idos (TAG). Mimosomas intestinales de dorada (200~1) fuenn incubados a 37OC durante 

10 minut~s con L [ ' ~ c ~  glicerol-3-fosfab y palmitoil-COA como ha sido descrito en el apartado 2.6.4.1 de Material y 

Métodos. Datos son dados como media f desviación estandar (A). 



Fig. 68. Efecto de la inclusión de aceites vegetales en las dietas de dorada en la incorporación de L['~cu)] glicerol-3-fosfato en los 

lípidos polares, fosfittidilcolina (PC) y fosfatidiletanohins @E). Mimsomas i u t e s ~ e s  de dnada (200fl) fueron incubados a 

37°C durante 10 minutos con L['*c(u)] glicerol-3-fosfato y paimitoil-COA como ha sido descrito en el apartado 2.6.4.1 de 

Material y Métoáos. Datos son dados como media k desviación estandar (n4). 



Fig. 69. Efecto de la inclusión de aceites vegetales en las dietas de dorada en la incorporación de [1-14c] Paimitoil COA en 

diacilgliceroles (DAG), triacilgliceroles (TAG). Microsomas intestinales de dorada (200yl) fueron incubados a 37OC durante 10 

mioutos con [1-"c] Palmitoil COA y 1-monopahnibil-reglicerol como ha sido descrito en el apartado 2.6.4.2 de Material y 

Métodos. Datos son dados como media i desviaci6n estándar (n=4). 



Fig. 70. Efsoto de la inclusión de aceites vegetales en las dietas de dorada en la incorporaci6n de [l-14c] Palmitoil COA en 

fosfatidilcolina (PC) y fosfhtidiletsoolamina (PE). Mimosornas intestinales de dorada (200p1) fberon incubados a 37OC 

durante 10 minutos con [1-14c] Palmitoil COA y 1-monopalmitoil-rac-giicerol como ha sido descrito en el apartado 2.6.4.2 

de Material y Métodos. Datos son dados como media f desviación estándar (n4). 
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En este estudio se demostró la validez de las técnicas desarrolladas en rata por 

LEHNER y KUKSIS, (1995) para el aislamiento de microsomas y el ensayo de su 

actividad enzimática en células del epitelio intestinal de dorada. 

La adición de CDP-colina al sustrato L [ ' ~ c ~ ]  glicerol-3-fosfato incremento 

la formación de PC, y el descenso en la formación de TAG refleja un desvío del pool 

de DAG hacia la síntesis de PC por la activación de la enzima diacilglicerol:colina 

tramferasa (DGCPT). Estos resultados están en concordancia con los obtenidos por 

STALS e? al., (1992) en hepatocitos de rata, donde encuentran que en presencia de 

suficiente cantidad de CDP-colina, la afmidad de la DGCPT por los diacilgliceroles 

es mucho mayor que la de DGAT, favoreciendo la síntesis de fosfatidilcolina. 

Además, como el mismo "pool" de DAG es compartido por las enzimas DGAT y 

DGCPT parece evidente que la formación de triacilgliceroles depende de la 

disponibilidad de estos sustratos comunes. Así pues, es conveniente resaltar que en 

presencia de CDP-colina, la cinética de la enzima DGCPT es superior a la de la 

enzima DGAT. 

La adición de CDP-etanolamina produjo un ligero aumento de la PC con 

respecto al grupo control, aunque no se detectó incorporación de L['~c(u)] glicerol- 

3-fosfato en la fosfattidiletanolamina. Este hecho parece indicar que la conversión de 

PE en PC realizada por una metil-tramferasa se produce más rápidamente que la 

formación de PE a partir de DAG, confirmando la importancia de la fosfatidilcolina 

como la fiacción principal en los lípidos polares. Estos resultados concuerdan con los 

encontrados por IIJIMA et al., (1983) en homogenizados intestinales de carpa, donde 

la adición de CDP-etanolamina no indujo la síntesis de PE, aunque provocó un ligero 

aumento de la PC. La adición de CTP a los ensayos produjo una considerable 

disminución en la síntesis de DG y PC, lo que podría reflejar una inhibición de la 

enzima fosfatídico fosfohidrolasa (PPH-1). Además, el hecho de que no aumentara la 

incorporación de L['~c(U)] glicerol-3-fosfato en la PE y no fiera registrada 
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radiactividad en fosfatidilserina (PS) cuando se adición CTP, parece indicar que la 

principal ruta de síntesis de PE es a través de la incorporación del radical 

etanolamina a los diacilgliceroles. Todos estos resultados sugieren que la principal 

vía de síntesis de PC en el epitelio intestinal es la del glicerol-3-fosfato, y que las 

enzimas DGCPT y DGAT son los dos principales puntos de regulación de la 

biosíntesis de fosfolípidos y triacilgliceroles en el enterocito. SIRE et al., (1981), la 

vía glicerol-3-fosfato podría ser la principal vía de reacilación en peces, debido en 

parte a la hidrólisis total de los triglicéridos de la dieta que se produce durante la 

digestión de los lípidos. Este hecho indicaría que en peces la síntesis de 

glicerofosfolípidos es mayor que en mamíferos, ya que en éstos últimos la vía 

monoacilglicerol tiene mayor importancia. 

La vía monoacilglicerol es encargada principalmente de la síntesis de lípidos 

neutros (NI,), e incluso la adición de CDP-colina o CDP-etanolamina al sustrato [l- 
14 C] Palmitoil COA no contribuye al aumento en la incorporación en fosfatidilcolina 

o fosfatidiletanolamina, respectivamente, denotando la escasa implicación que posee 

la vía monoglicerol en la formación de fosfolípidos. En el presente estudio, la 

formación de fosfatidilcolina fue menos de la mitad que la observada en la vía 

glicerol-3-fosfato, mientras que una mayor incorporación se encontró en los lípidos 

neutros, especialmente en diacilgliceroles. 

Hay que señalar que la mayor diferencia encontrada in vivo e in vitro en la 

reacilación de lípidos es la acumulación del "pool" de DAG observada in vitro, 

mientras que un alto contenido de TAG es encnntradn i~ U ~ U Q ,  CQEIO h e  peste de 

manifiesto en el capítulo anterior. Esto podría ser debido a que la actividad de la 

enzima DGAT sea superior in vivo que in vitro, facilitando así la conversión de DAG 

a TAG. Algunos autores han señalado que esta enzima requiere de una proteína 

citoplasmática que estimula su actividad (L,EHNER Y KUKSIS, 1995), así pues la 

disminución de esta proteína en los extractos microsomales podría ser la causa de la 

acumulación in vifro de DAG. Además la menor disponibilidad de ácidos grasos 

libres in vitro puede ser otra causa del aumento de DAG. 
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En resumen, cuando se activa la vía glicerol-3-fosfat0, se sintetizan 

principalmente fosfolípidos, en particular PC; por el contrario, cuando se activa la 

vía monoaciIgZicerol se produce la síntesis de triacilgliceroles, y se observa una 

considerable disminución en la síntesis de fosfolípidos. Por ello cabe preguntarse, 

¿por qué la fosfatidilcolina no es sintetizada en similares cantidades por ambas vías, 

sí éstas tienen como intermediario común el diacilglicerol? 

Haciendo un análisis de los trabajos más relevantes podemos apreciar algunas 

discrepancias entre los autores con respecto a esta pregunta. Investigaciones pioneras 

de JOHNSTON et al. (1970) en hámster demostraron que los diacilgliceroles 

sintetizados mediante reacilación de monoacilgliceroles no eran convertidos en PC, 

proponiendo la hipótesis de una separación compartimental de ambas vías en la 

célula. Más tarde, un estudio de LEHNER y KUKSIS (1992), aseguró que los 

estudios de JOHNSTON y colaboradores fueron desarrollados en condiciones 

inhibitorias de la enzima DGCPT, y demostraron en rata y hámster que bajo 

condiciones no inhibitorias de esta enzima, los DAG formados por la vía 

monoacilglicerol son fácilmente convertidos en PC. Como consecuencia de esto, 

LEHNER y KUKSIS (1992) plantearon la presencia de un "pool" común de DAG 

microsomales para ambas vías, sugiriendo la existencia de una sola enzima DGAT. 

Los resultados del presente estudio están de acuerdo con estos últimos autores, ya 

que una cierta cantidad de PC fue sintetizada cuando se ensayó la vía 

monoaciigiiceroi en ios microsomas intesthaíes de dorada, aunque la proporción de 

PC con respecto a TAG o DAG fue relativamente pequeña. 

Bajo las condiciones experimentales de los ensayos del presente estudio, la 

esteroespecificidad en la acilación del 1-monopalmitoil-rac-glicerol podría ser otra 

explicación para el hecho de que dichas vías de reacilación sintetizen cantidades 

diferentes de PL y NL. De este modo, en el presente estudio los ensayos de la vía 

glicerol-3-fosfato que se realizaron con la incubación de L['~C(U)I glicerol-3-fosfato 

resultan necesariamente en un "pool" de sn-1,2 diacilgliceroles, ya que la enzima 1- 

acilglicerol-3-fosfato transfeepasa transfiere el grupo acil a la posición 1 del glicerol- 
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3-fosfato y la enzima 2-acilglicerol-3;fosfato lo transfiere en la posición 2 

formándose el ácido fosfatídico, y el resultado tras su desfosforilación es la 

obtención de sn- 1,2 diacilglicerol. Además, solamente el sn- 1,2 diacilglicerol puede 

ser sustrato para la síntesis de fosfatidilcolina, y debido a la alta especificidad de la 

enzima DGCPT por estos intermediarios, la actividad de la enzima DAGT se vería 

desplazada y consecuentemente disminuida la formación de TAG cuando se activa la 

vía glicerol-3-fosfato. Sin embargo, la incubación de 1-monopalmitoil-rac-glicerol 

con [l -14c] Palmitoil COA realizada para el estudio de la vía monoacilglicerol, podría 

dar lugar a la formación conjunta de sn-1,2 y sn-1,3 diacilgliceroles, ya que ambos 

isómeros han sido obtenidos por esta vía por distintos autores. Particularmente el 

isómero sn-1,3 podría ser el más abundante debido a que la enzima DGAT reacila el 

1 -monopalmitoil principalmente en la primera posición. YANG y KUKSIS, (1 99 1) y 

LEHNER y KUKSIS, (1993) han corroborado la presencia de productos sn-2,3 y sn- 

1,2 diacilgliceroles tras la incubación de microsomas intestinales de rata con un 2- 

oleoilglicerol radiactivo y oleil-COA. Asimismo, es importante señalar que estudios 

más recientes (KUKSIS y LEHNER, 2001) han sugerido la posibilidad de que una 

lipasa pancreática presente en las células intestinales de rata pueda generar productos 

sn-1,2 y 2,3-diacilgliceroles por hidrólisis de triacigliceroles, contribuyendo a la 

resíntesis de diacilgliceroles. Así pues, esta mezcla de isómeros podría estar 

interfiriendo en la actividad de la DGCPT, por una disminución en la cantidad del 

sustrato específico de esta enzima (sn-1,2 diacilglicerol), con la consecuente 

reducción en la formación de PC y aumento de TAG cuando se activa la vía 

monoacilglicerol. En resumen, la importancia relativa de una u otra vía de 

reacilación en el enterocito podría verse afectada por la estereoisometría de los 

sustratos disponibles. 

Por otra parte, los resultados previos obtenidos en los estudios histológicos 

del intestino llevados a cabo en esta tesis han sugerido que la composición de ácidos 

grasos de la dieta afecta a los procesos de reacilación de TAG y PL en los 

enterocitos. Por ello, en el presente estudio se realizaron una serie de ensayos 

emimáticos donde extractos intestinales de doradas alimentadas con las diferentes 
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dietas experimentales se incubaron con los dos sustratos radiactivos, para ensayar 

ambas vías de reacilación. 

Los extractos de la dieta 60C mostraron un descenso significativo en la 

incorporación tanto de L['~c(u)] glicerol-3-fosfato y [l-14c] Palmitoil COA en los 

TGs e incluso en los PL. Estos hechos parecen sugerir que el 18:ln-9 es menos 

esterificado en TAG y PL que otros ácidos grasos de 18C, como linoleico. En 

concordancia con la mayor presencia de vacuolas lipídicas supranucleares 

encontradas en las imágenes histológicas de los intestinos de estos peces, reflejo de 

la disminución en los procesos de reacilación intestinal que provoca la acumulación 

de los ácidos grasos absorbidos. 

Si bien la inclusión de un 60% de soja no produjo diferencias significativas 

con el grupo control (100P) sí mostró una tendencia hacia la síntesis de PL, la cual se 

vio favorecida cuando el porcentaje de aceite de soja o incluso lino fue incrementado 

hasta un 80%. Así, en los microsomas intestinales de los peces alimentados con las 

dietas 80s y 80L en ambas rutas, sobre todo en la glicerol-3-fosfato, aparece una 

tendencia a la síntesis de PL en detrimento de la de TAG, y puesto que provienen de 

animales en inanición y la presencia de sustratos provenientes de la dieta sería 

escasa, podría ser debida a alteraciones en la composición de ácidos grasos de las 

membranas de los enterocitos, como se demostró en el capítulo anterior, ya que 

muchas de ias enzirnas de estas rutas e s h  asociadas a eiias. 

Por otro lado, la relación TAGPC varió entre las distintas dietas. Por 

ejemplo, esta relación fue menor para las dietas 60s y 80s con respecto a la dieta 

control en la que predominó la síntesis de TAG sobre la de PL en ambas vías de 

resintetización. Estas diferencias parecen estar relacionadas con el tipo de 

lipoproteína sintetizada en estos grupos. Así, los peces alimentados con las dietas 

60s y 80s mostraron principalmente lipoproteínas del tipo VLDL, mientras que en 

aquellos de la dieta control predominaron los quilomicrones (resultados presentados 

en el capítulo anterior). En vertebrados superiores cuando la producción de 

242 
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materiales de superficie (como son los PL) para la formación de lipoproteínas es 

superior a la síntesis de TAG, las lipoproteínas que se forman son fundamentalmente 

del tipo VLDL que están constituidas por un porcentaje mayor de fosfolípidos (SIRE 

et al., 1981). 

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que en los enterocitos de 

dorada la principal vía de síntesis de PL es la del glicerol-3-fosfato. Si bien la 

importancia relativa de una u otra vía podría depender de la esteroisometría de los 

sustratos disponibles, la vía del monoacilglicerol parece tener en peces menos 

importancia que en mamíferos. Además, se pone de manifiesto en este estudio que la 

composición de los lípidos de la dieta afecta la reacilación de los mismos en el 

enterocito. Así, se confma que la aparición de vacuolas lipídicas supranucleares 

cuando se alimenta con aceite de colza, es debida a la reducción de la reesterificación 

de los lípidos dietéticos y por ello a la menor síntesis de TAG y sobre todo PL. 

Asimismo, se confma que la aparición de lipoproteínas del tipo VLDL en los 

enterocitos de doradas alimentadas con aceite de soja, es ocasionada por una mayor 

síntesis relativa de PL en comparación con los TAG. De esta forma, los estudios 

enzimáticos realizados en este capítulo nos ha permitido comprender mejor las 

imágenes histológicas observadas en capítulos precedentes. 
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7. CONCLUSIONES GENERALES 

1. Los resultados de esta tesis doctoral demuestran cómo los estudios de las 

alteraciones histológicas de hígado e intestino de los peces de cultivo reflejan la 

capacidad de utilización de los nutrientes dietéticos y ofrecen una buena idea del 

estado nutricional de los mismos. 

2. En cuanto al hígado, el incremento de los niveles dietéticos de lípidos ocasiona 

un aumento en la deposición de grasa sin consecuencias patológicas aparentes. 

Además, la calidad de la proteína utilizada puede afectar asimismo la utilización 

metabólica de los lípidos dietéticos y por ello la morfología hepática. 

3. La sustitución del 60% de aceite de pescado por aceites vegetales no afecta el 

crecimiento de la dorada y la lubina a lo largo de su periodo de engorde. Sin 

embargo, sustituciones de un 80% pueden llegar a reducir significativamente el 

crecimiento. 

4. La aparición de esteatosis en los hígados de dorada y lubina esta ligada 

principalmente a la calidad de los distintos ácidos gasos no esenciales incluidos en 

la dietas y que son abundantes en los aceites vegetales, siendo más acusada en peces 

alimentados con aceite de soja y menos acusada en peces alimentados con aceite de 

lino y colza. 
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5. Se confirma en dorada que la reducción del contenido de ácidos grasos esenciales 

por la inclusión de niveles extremos de aceites vegetales tiende a ocasionar una 

deposición de lípidos en el hígado. 

6. La marcada esteatosis, el aciimulo de oleico, y el incremento de la relación 

18:ln-9DHA en los hígados de las lubinas demuestra la menor capacidad de 

utilización de los lípidos dietéticos en esta especie y sugiere diferencias en los 

requerimientos de ácidos grasos esenciales en comparación con la dorada. 

7. La inclusión a largo plazo de aceites vegetales no ocasiona patologías hepáticas. 

Más aún, las alteraciones morfológicas observadas en los hígados son recuperables 

confirmando la importante función de éste órgano como almacén de energía. 

8. La inclusión de niveles extremos de aceites vegetales en las dietas provoca un 

incremento del contenido de colesterol y triglicéridos en las lipoproteínas, debido 

principalmente al contenido bajo de n-3 HUFA de estas dietas. Este incremento es 

más acentuado con la inclusión de aceite de soja que con la de aceite de lino. 

9. La composición de ácidos grasos de VLDL y LDL refleja claramente el perfil de 

ácidos grasos de la dieta, mientras que la HDL es más constante en su composición 

independientemente del perfil de la dieta. 



10. El incremento de los niveles dietéticos de lípidos promueve la formación de 

lipoproteínas de un mayor tamaño. No obstante, la calidad de la proteína utilizada y 

con ello la disponibilidad de amino ácidos en el enterocito influyen modificando el 

tipo de lipoproteína sintetizada por éste. 

11. La inclusión de aceites vegetales en las dietas incrementa la deposición de grasa 

en el enterocito. No obstante, el tipo de aceite vegetal afecta de manera distinta a la 

morfología del enterocito debido principalmente a la acumulación preferente de los 
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12. La inclusión de un 60% de aceite de colza ocasiona principalmente una 

acumulación de vacuolas lipídicas supranucleares debido a la incorporación 

preferencial de 18:ln-9 en los triacilgliceroles. La inclusión de un 60% de aceite de 

soja incrementa la formación de VLDL debido a la incorporación del 18:2n-6 en los 

fosfolípidos. La inclusión de un 60% de aceite de lino da lugar a una morfología del 

enterocito más parecida a la de los peces alimentados exclusivamente con aceite de 

pescado. 

13. La inclusión de un 80% de aceite de soja y lino en las dietas produce un acúmulo 

intenso de grasa en el enterocito como consecuencia del contenido bajo de n-3 

HUFA en estas dietas. 
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14. Se confirma en dorada que la principal vía de síntesis de fosfolípidos es la del 

glicerol-3-fosfato, mientras que la del monoacilglicerol es encargada principalmente 

de la síntesis de triacilgliceroles. No obstante, la importancia relativa de una u otra 

vía parece depender de la esteroisometría de los sustratos disponibles. 

15. La inclusión de aceites vegetales en las dietas afecta la reacilación de los lípidos 

en el enterocito. La inclusión de aceite de colza induce una disminución en la 

. I rpp&ifisuciSri ISs Epidob di&etieus. La k1&isioli de aceite & saja una 

mayor síntesis relativa de fosfolípidos en comparación con los triacilgliceroles. 
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