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1. INTRODUCCION

1.1. Perspectiva actual y futura de la acuicultura

El desarrollo que la acuicultura ha experimentado en las Ultimas décadas, esta
asociado a la imposibilidad de cubrir, mediante la pesca extractiva, la creciente
demanda de proteina como fuente de alimento. Los factores mas relevantes que han
contribuido al fulgurante desarrollo del sector acuicola, han sido, el incremento de la
poblacion mundial, que alcanzara los 9.000 millones de personas en el afio 2045
(Naciones Unidas, 2009), el aumento en el consumo per céapita de productos
acudaticos destinados al consumo humano (cerca de 20 kg/habitante/afio en 2009
frente a los 11,5 kg/habitante/afio en la década de los 70) y el estado de
sobreexplotacion de muchos caladeros internacionales, que ha dado lugar a que el
nivel de capturas sea practicamente el maximo que puede alcanzarse. A pesar de la
ampliacion de la capacidad tecnoldgica y campo de accion de las flotas pesqueras,
desde el ultimo cuarto del siglo XX, las capturas mundiales se han estabilizado en
torno a 90-95 millones de toneladas (MTm) anuales y, segun la FAO (2008), hay
pocas opciones de que se produzcan incrementos significativos en los proximos afios.
La produccion acuicola, por el contrario, ha mantenido un crecimiento sostenido
desde 1950 hasta finales del siglo XX. Mientras que en el afio 1980, tan solo el 9% del
pescado para consumo humano procedia de la acuicultura, en 2008, el sector
acuicola suministré6 mas de la mitad de los productos acuéaticos destinados al
consumo humano, 68,4 MTm, frente a las cerca de 67 MTm aportadas por la pesca
extractiva (Figura 1.1). Otras 24 MTm capturadas por pesca fueron destinadas a usos
diversos, principalmente a la fabricacién de piensos para ganaderia terrestre, peces y
langostinos (APROMAR, 2010).

A pesar de estos alentadores datos para el sector acuicola, desde principios del siglo
XXI se aprecia una ligera desaceleracién en su tasa de crecimiento a nivel mundial, y
un preocupante estancamiento de la produccion en la Unién Europea, con una media
de crecimiento por afio del 1,3%, frente a medias cercanas al 10% anual alcanzadas

en décadas anteriores (Tidwell y Allan, 2001).
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Figura 1.1. Evolucién de
(APROMAR, 2010).

a produccion acuatica mundial en el periodo 1950-2008

En Europa, los principales productos de la acuicultura son los pescados de alto
valor comercial y los moluscos. En 2008, la produccién de peces supuso un 49% de
las cerca de 1,3 MTm de productos acuicolas obtenidos en el continente. En 2009, la
dorada (Sparus aurata), con mas de 165.000 Tm, fue la especie marina mas
ampliamente cultivada, seguida de la lubina (Dicentrarchus labrax) que superé las
120.000 Tm y el rodaballo (Psetta maxima) con alrededor de 9.500 Tm (APROMAR,
2010).

Tradicionalmente, Espafia ha sido un pais con un alto consumo de productos
marinos, origen del desarrollo de una de las mayores flotas pesqueras mundiales y de
una eficaz red de distribucion. La media anual de consumo de productos pesqueros
por persona en el periodo 2005-2007 fue de 44,2 Kg, lo que nos sitla, junto con
Noruega (51,5 kg) y Portugal (57,2 kg), préximos a paises con una arraigada cultura
de consumo de pescado como Japén, con 58,6 kg, aunque a cierta distancia de

paises como Islandia, con 91,0 kg per capita para ese mismo periodo (FAO, 2008).



Introduccién

La relevancia econémica y social que ha alcanzado la acuicultura de peces
marinos en nuestro pais es notoria. En el afio 2009, la produccion llegé hasta 48.393
Tm, y su comercializacion di6 lugar a una facturacion total en primera venta de 222,4
millones de euros, a los que hay que afadir otros 26,8 millones correspondientes a la
venta de los alevines de las principales especies. Las especies marinas de crianza
con mayor produccion fueron la dorada, la lubina y el rodaballo, con 23.690, 13.840 y
8.320 Tm, respectivamente (APROMAR, 2010). No obstante, se viene apreciando, al
igual que en el conjunto de la Union Europea, una preocupante desaceleracion del
crecimiento del sector en los Ultimos afios, preveiéndose una disminucion de la
produccion para el afio 2010 cercana al 1%. Canarias, con 7.910 Tm de dorada y
lubina producidas conjuntamente en 2009, lo que supone un 21% de la produccion
nacional, es la tercera Comunidad Autbnoma productora, por detrds de la Comunidad
Valenciana (29%) y Murcia (28%). Sin embargo, nuestra Comunidad ha
experimentado una drastica reduccion del 28% de la produccion de dorada en el
periodo interanual 2008-2009, pasando de un total de 4.810 Tm producidas, a 3.460.
Las previsiones indican que la produccién total de pescado marino de crianza en
nuestra comunidad, seguird descendiendo en los préximos afios. De hecho, de las 22
instalaciones que tenian actividad en 2008, s6lo 13 quedaban en activo a final de

2010, cifra que muy probablemente se vera reducida a lo largo del presente afio.

Dos son los factores que mas determinantemente han influido en la inquietante
realidad de la acuicultura espafola en general, y canaria en particular. Por un lado, la
situacion de crisis por la que atraviesa la economia nacional, que ha generado serias
dificultades para la financiacion de las empresas dedicadas a un sector, caracterizado
por largos ciclos de produccion y altas necesidades de capital circulante. Por otro, la
paulatina reduccion en el precio de venta de los productos acuicolas, en ocasiones,

por debajo incluso del coste de produccion.

No obstante, la FAO sigue considerando la acuicultura como una herramienta
basica para luchar contra la mala distribuciéon de la proteina en el mundo, asi como
para contribuir de manera decisiva a reducir el hambre de las regiones mas
desfavorecidas. En el afio 2030, se estima que habiten el planeta 8.300 millones de
personas. El posible aumento de produccion de las llamadas “carnes terrestres”

(porcino, pollo, bovino y ovino) y las capturas pesqueras con una aportacion
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estabilizada en los valores actuales, seguiran siendo totalmente insuficientes para
abastecer las necesidades de la poblacion. Para una prevision de consumo mundial
per céapita de 30 kg, se necesitaria 249 MTm de pescado para consumo directo, mas
otras 35 MTm para otros usos, es decir, un total de 284 MTm. La pesca extractiva
aportaria 95 MTm a esta cantidad, por lo que la acuicultura deberia suministrar 189
MTm, es decir, casi deberia triplicar la produccién actual en estos préximos 20 afios.
Este supuesto parece alcanzable, si tenemos en cuenta que en las Ultimas décadas

del siglo XX, las tasas medias de crecimiento rondaron el 10% anual.

Paradojicamente, el sector acuicola, especialmente el cultivo de peces carnivoros
y crustaceos marinos, es todavia altamente dependiente de las capturas de la pesca
extractiva. En el afio 2006, la acuicultura consumio el 68,2% del total de harina de
pescado producida en el mundo y el 88,5% del aceite de pescado (Tacon y Metian,
2008). Estos datos revelan claramente, lo critico de la continuidad de la expansion
productiva de un sector, que se cimienta en las reservas finitas de pescado de los
océanos. Esta situacion, especialmente agravada en condiciones medioambientales
gue generan escasez de capturas, como cuando ocurre el fenbmeno de El Nifio en el
Sureste del Pacifico, lleva asociada el incremento progresivo en el precio de la
materia prima, que incide directamente en el encarecimiento de las dietas v,
consecuentemente, en la rentabilidad de la actividad. Para determinar la cantidad de
pescado bruto necesario para producir 1 kg de producto procedente de acuicultura, se
utiliza el balance FI-FO (del inglés “Fish-in:Fish-out ratio”). La relacion se calcula a
partir de la cantidad de harina y aceite de pescado utilizados en la fabricacién de
piensos para acuicultura, de sus tasas de recuperacion a partir del pequefio pescado
pelagico utilizado en su fabricacion (22,5% y 5%, respectivamente), y del factor de
conversién del alimento (FCR), es decir, la cantidad de alimento ingerido para
producir un incremento de biomasa en el pez cultivado. A pesar de que esta relacion
ha ido disminuyendo considerablemente en los ultimos afios, en 2006, se necesitaron
aproximadamente 2,2 kg de pescado bruto para producir 1 kg de pescado marino de
crianza como la dorada (Tacon y Metian, 2008). Investigaciones recientes llevadas a
cabo por Benedito-Palos (2010), indican que este valor puede ser reducido hasta 1,7-
1,9, a través de una sustitucion parcial conjunta de harina y aceite de pescado, sin

afectar al crecimiento de los individuos. Por tanto, si la acuicultura quiere seguir
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suministrando una cuota cada vez mayor de la demanda mundial de pescado, debe
abordar, ineludiblemente, la sustitucién parcial o total de harinas/aceites de origen
marino como ingredientes de los piensos de engorde, por fuentes alternativas de

materias primas de alta calidad y origen sostenible.

Peces y crustaceos necesitan, en comparacion con vertebrados terrestres de
interés ganadero, dietas de alto contenido proteico para obtener maximos valores de
crecimiento. Las proteinas son el componente mayoritario y mas caro de la formula
dietaria, siendo, por tanto, el que més afecta al costo final de los piensos comerciales.
En la actualidad, las investigaciones en este campo se centran, no sélo en la
bldsqueda de fuentes proteicas alternativas mas baratas, sino también en la reduccion
de la presencia de las proteinas en la dieta, siendo sustituidas por grasas o hidratos
de carbono que podrian ser utilizados como fuente energética (protein sparing effect)
(Sargent y col.,, 1989, 2002). Estudios sobre necesidades energéticas de peces
carnivoros indican que éstos tienen limitada capacidad para utilizar carbohidratos de
elevado peso molecular (Young y col., 2006; Moreira y col., 2008), por lo que la
incorporacién de lipidos en dietas comerciales adquiere un papel preponderante. Asi,
para el salmén, la presencia de proteina bruta en los piensos de engorde ha ido
disminuyendo progresivamente, pasando de representar un 45% en los afios 80, a un
42% en los 90 y un 36% en la dltima década, mientras que la grasa bruta ha llevado la
progresion inversa, representando un 18, 32 y 38% respectivamente (informacion

obtenida de SEA, “Sustainable and Economic Feeds”, Skretting).

La composicién en acidos grasos de la dieta influye de manera evidente en la
composicion corporal de los peces (Rodriguez y col., 1998a; lbeas y col., 1997;
Navarro y col., 1997; Kennedy y col., 2007; Oku y col., 2009). En la busqueda de
nuevas materias primas para la elaboracion de dietas para peces de crianza, se debe
garantizar el valor nutritivo del pescado a comercializar, a través del mantenimiento en
el masculo de los ejemplares de niveles adecuados de &cidos grasos altamente
insaturados de cadena larga (HUFA). Los alimentos de origen marino son la fuente
mas importante de acido eicosapentanoico (20:5(n-3), EPA) y docosahexanoico
(22:6(n-3), DHA) en la dieta humana (Sargent y col., 1997; Givens y Gibbs, 2006;
Fountoulaki y col., 2009; Turchini y col., 2009), y las bondades que para la salud tiene

su consumo habitual, estdn sobradamente demostradas. Asi por ejemplo, se sabe
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gue reducen la incidencia de algunos tipos de cancer (Tapiero y col., 2002; Berquin y
col.,, 2008; Bougnoux y col., 2010), previenen el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Din y col.,, 2004; He, 2009; Dawczynski y col.,, 2010) y
neurodegenerativas (Hashimoto y col., 2002; Young y Conquer, 2005; Mazza y col.,
2006; Martin y col., 2010) y tienen efectos beneficiosos sobre enfermedades crénicas
con un componente de autoinmunidad y/o caracter inflamatorio, tales como la
esclerosis multiple, lupus eritematoso, artritis reumatoide, psoriasis, e, incluso, ciertos
tipos de diabetes (Hunter y Roberts, 2000; Tapiero y col., 2002; Rizza y col., 2009; Tai
y Ding, 2010). La Sociedad Internacional para el Estudio de Acidos Grasos y Lipidos
(ISSFAL), sugiere una ingesta diaria de 500 mg de EPA+DHA en adultos y un minimo
de 200 mg de DHA en mujeres embarazadas y en lactantes. Ademas, en caso de
padecer enfermedades coronarias, la Sociedad Americana del Corazéon (AHA),
recomienda 1 g diario de EPA+DHA y de 2 a 4 g diarios en pacientes con

hipertrigliceridemia.

Finalmente, hay que tener en cuenta la capacidad metabdlica de las diferentes
especies, ya que los cambios en la composicién de la dieta del pez, pueden afectar a
su salud y bienestar. Los peces marinos, poseen una capacidad muy limitada para
producir HUFA, como el DHA, el EPA y el acido araquidénico (20:4(n-6), ARA), a
partir de sus precursores de 18 atomos de carbono como el 4cido linolénico (18:3(n-
3), LNA) y el acido linoleico (18:2(n-6), LA) (Ghioni y col., 1999; Almaida-Pagéan y col.,
2007; Zheng y col.,, 2009; Monroig y col., 2011). Por lo tanto, éstos HUFA,
considerados Aacidos grasos esenciales (AGE) para peces marinos, deben ser
incluidos en la dieta en proporciones adecuadas para cubrir los requerimientos del
animal y evitar la aparicion de patologias diversas, e, incluso, mortalidades (lbeas y
col., 1994; Rodriguez, 1994; Bell y col., 1995a; Montero, 1996; Ghioni y col., 1997;
McKenzie y col., 1998; Lall y Tibbetts, 2009). Por el contrario, las especies de peces
no estrictamente marinas, como ciertos salmonidos, y las dulceacuicolas, poseen
activa la maquinaria enzimatica necesaria para convertir &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) de 18 atomos de carbono, en Cy y C,, HUFA (Sargent y col.,
2002; Tocher y col., 2002, 2004, 2006), por lo que la presencia de los HUFA en el

alimento no es un factor tan limitante para su correcto desarrollo.
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En definitiva, actualmente la industria de la alimentacién para acuicultura busca
con urgencia encontrar e implementar alternativas sostenibles al aceite de pescado.
El desafio para la produccion piscicola es mantener, si no mejorar, los reconocidos
beneficios del consumo de pescado para la salud humana, buscando maximizar la

sostenibilidad, la salud del pez y la rentabilidad de la actividad.

1.2. Los lipidos en la nutricion de peces

El papel de los lipidos, y en particular de los PUFA, en la nutricion y otras
funciones fisiologicas de vertebrados, incluyendo humanos, sigue siendo objeto de
intensa investigacion (Lauridsen y col., 2007; Calder, 2008; Parra y col. 2008; Holub,
2009; Ramel y col., 2010)

A partir de la década de los 70, los estudios sobre nutricion lipidica en peces se
centraron en establecer los requerimientos cualitativos y cuantitativos de AGE,
observandose que las necesidades variaban no sélo entre especies, sino entre las
distintas fases de desarrollo de una misma especie. A lo largo de estos afios, se han
establecido los requerimientos de AGE de multitud de peces de interés comercial
(revisado en Rodriguez y col., 2009; Turchini y col., 2009). En cuanto a la dorada
europea, S. aurata, sus necesidades en AGE han sido determinadas, tanto para la
fase larvaria (Koven y col., 1989, 1990, 1992; Mourente y Tocher, 1993; Mourente y
col., 1993; Rodriguez, 1994; Rodriguez y col., 1998b), como para la etapa de juvenil y
adulto (Kalogeropoulos y col., 1992; Ibeas y col., 1994, 1996).

Los lipidos cumplen una destacada funcibn como reserva energética,
concretamente en forma de triglicéridos (TG), o en la produccion de energia
metabdlica obtenida por la p-oxidacion de los &cidos grasos que los componen,
destinada al crecimiento, reproduccion y natacion de los peces (Sargent y col. 2002;
Tocher, 2003).

Determinadas clases lipidicas, como los fosfolipidos y el colesterol,
conjuntamente con las proteinas, desempefian un papel crucial en el mantenimiento
de la integridad estructural y funcional de las membranas celulares. La disposicion y

naturaleza de estos compuestos hacen posible que las membranas mantengan
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diferentes concentraciones de electrolitos y sustratos a su través, generando un
microambiente que va a determinar las propiedades termodinamicas de proteinas de
membrana como receptores, canales, transportadores o ATPasas (Diaz, 2010),

condicion indispensable para que tenga lugar el correcto funcionamiento celular.

Ciertos PUFA de 20 atomos de carbono, especialmente el ARA, actian como
precursores de eicosanoides, moléculas biol6gicamente activas que manifiestan su
accién a muy bajas concentraciones. Segun la enzima involucrada en su sintesis,
pueden ser ciclicos y se denominan prostanoides, entre los que se incluyen
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos, o lineales, como los
hidroxieicosatrienos, de donde derivan los leucotrienos y las lipoxinas. Una tercera via
en la produccién de eicosanoides da lugar a las hepoxinas, acidos grasos hidroxi y
otros derivados (Jump, 2002; Tocher, 2003). Estos compuestos regulan numerosos
procesos fisiologicos tanto en mamiferos como en peces, tales como coagulacion
sanguinea, respuesta inmune e inflamatoria, osmorregulacion, tono cardiovascular,
control neuronal y renal, asi como funciones reproductoras (Mustafa y Srivastava,
1989; Lands, 1993; Asturiano y col., 2000, 2001; Ghioni y col., 2002; Tapiero y col.,
2002; Montero y col., 2003; Tocher, 2003; Bell y col., 2006)

Los lipidos dietarios afectan profundamente a la expresion génica, dando lugar a
cambios en el metabolismo, crecimiento y diferenciacién celular. Teniendo en cuenta
la implicacibn de la grasa de la dieta en la iniciacibn o en la progresién de
enfermedades crénicas, el conocimiento de las bases moleculares de su accidn sobre
el genoma es critico para poder conocer su papel en la salud animal (Rodriguez y
col., 2009). Ciertos receptores nucleares son regulados por acidos grasos (Gottlicher
y col,, 1992; Jump y Clarke, 1999). Estos receptores, son activadores de la
proliferacion de peroxisomas (PPARs) y son miembros de una familia de factores de
transcripcion de receptores hormonales nucleares, tales como hormonas esteroideas
o retinoides (Issemann y Green, 1990; Tocher, 2003). Consecuentemente, algunos
acidos grasos o los eicosanoides derivados de ellos, actian como hormonas para
controlar la actividad de estos factores especificos de transcripcion, los cuales son
reguladores criticos de la homeostasis lipidica en vertebrados. A su vez, los PPARs

regulan la expresion de genes, que estan involucrados en el metabolismo lipidico,
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incluyendo el transporte, la biosinteisis, la deposicion y almacenaje, asi como la

oxidacién y metabolismo de los acidos grasos (Smith, 2002).

Los lipidos, a través de sus derivados, pueden actuar modulando diversos
procesos fisiologicos a través de mediadores intracelulares tales como el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), guanosin monofosfato ciclico (GMPc), calcio, inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Otros mediadores lipidicos de reciente
descubrimiento, y aun poco investigados, son las resolvinas y las protectinas. Las
resolvinas, que derivan de los acidos grasos (n-3) HUFA, inhiben la migracién de las
células inflamatorias a las zonas de la inflamacion, e inducen la desactivacion de otras
células similares. Las protectinas, proceden del DHA, y poseen propiedades
antiinflamatorias, inmunoreguladoras y neuroprotectoras (Hong y col., 2005; Serhan y
col., 2006).

Sustitucién del aceite de pescado en la nutricion de peces

La creciente necesidad de buscar fuentes lipidicas alternativas al aceite de
pescado (AP) en la elaboracion de piensos para acuicultura de salmonidos y peces
marinos, ha sido centro de atencién de las investigaciones sobre nutricion de peces
en los Ultimos afos. Si el perfil de acidos grasos de la fuente lipidica sustitutoria, es
sustancialmente diferente al de origen marino, su inclusion en la dieta puede afectar
negativamente al valor nutritivo del pescado, o al estado de salud y bienestar que
deben tener los peces mientras son cultivados. La mayoria de los aceites ensayados
hasta la fecha, presentan niveles significativamente més altos de acido oleico (18:1(n-
9), OA) y de (n-6) PUFA total, especialmente el 18:2(n-6), y mas bajos de ARA y de

(n-3) HUFA como EPA y DHA, y consecuentemente, una menor relacion (n-3)/(n-6).

Los aceites vegetales (AVs) son considerados una fuente lipidica alternativa al
AP por ser facilmente metabolizados por los peces, que los utilizan como fuente
energética (Bell y col., 2001; Regost y col., 2003b; Stubhaug y col., 2007), por su
sostenibilidad y por mantener un precio habitualmente mas bajo que el de los AP.
Estos factores han dado lugar a que su produccion se haya incrementado
considerablemente en las Ultimas tres décadas mientras que las de origen marino han

experimentado cierto retroceso (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Produccién mundial de aceite de pescado, aceites vegetales y grasas animales entre
1980 y 2006 (miles de Tm) y precios medios* del aceite de pescado, de los principales aceites
vegetales y del sebo, en el mercado noroccidental europeo en la Ultima década (US$/Tm)§

Fuente lipidica 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2006

1217 1.481 1412 1379 1307 1.054 988

Aceite de pescado (262) (719) (812)

Aceites vegetales
4543 6.832 11.020 20.322 25.594 33.733 36.733
(310) (422) (478)

13.382 13.974 16.097 15119 21.743 33575 35.187
(338)  (545)  (599)

3.478 6.066 8.160 10.936 14.496 16.205 18.340
(347)  (669)  (794)

5024 6564 7.869 7.003 9.808 9.661 11.094
(392) (677)  (658)

Aceite de palma

Aceite de soja

Aceite de canola/colza

Aceite de girasol

Aceite de semilla de algodén 2922 3942 3.782 3312 3815 4.989 4917
Resto* 7.852 8.866 10.589 14.463 16.038 18.200 18.550

Grasas animales
6.283 6.518 6.813 7.013 8.071 8.211 8.446

2
Sebo‘/grasa (290)  (449)  (451)
Manteca de cerdo 4691 4989 5509 5141 6.580 7.568 7.877
Grasa de mantequilla 5746 6.315 6.500 4.834 5829 6.665 6.790

* Valores entre paréntesis. % Datos modificados de Turchini y col. (2009). * Incluye aceite de mani,
de almendra de palma, de coco, de oliva, de maiz, de sésamo y de linaza. > De vaca y oveja.

En los Gltimos afios, se han testado multiples AVs como potenciales sustitutos del
AP, bien individualmente (Caballero y col., 2003; Regost y col., 2003a,b; Izquierdo y
col., 2005; Ruyter y col., 2006), bien como mezcla de varios de ellos, intentando
conseguir un perfil de acidos grasos mas proximo al de origen marino (Dosanjh y col.,
1998; Oxley y col., 2005; Torstensen y col., 2005, 2008; Francis y col., 2007; Montero
y col., 2008). La mayoria de estas experiencias se han centrado en determinar los
efectos de diferentes niveles de sustitucion, utilizando aceites de procedencia diversa
como colza (Tocher y col., 2000; Bell y col., 2001; Geurden y col., 2009), linaza
(Caballero y col., 2003; Richard y col., 2006b; Montero y col., 2008), soja (Montero y
col., 2003; Izquierdo y col., 2005; Martinez-Llorens y col., 2007), palma (Bell y col.,
2002; Tocher y col., 2004; Fountoulaki y col., 2009), oliva (Torstensen y col., 2004a;
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Stubhaug y col., 2005a; Dépido, 2006), coco (McKenzie, 2001), girasol (Bransden y
col., 2003; Jutfelt y col., 2007; Zakeri y col., 2011), maiz (Fauconneau y col., 1997;
Lane y col., 2006), canola (Dosanjh y col., 1998; Huang y col., 2007; Wilson y col.,
2007), borraja (Bell y col., 1995a; Tocher y col., 1997) y Echium (Bell y col., 2006;
Torstensen y col., 2008; Diaz-L6pez y col., 2009, 2010).

En general, los resultados de éste tipo de investigaciones muestran que
sustituciones de hasta el 100% en salmoénidos (Torstensen y col. 2004b; Fonseca-
Madrigal y col., 2006; Jutfelt y col., 2007; Miller y col., 2007; Nanton y col., 2007), y de
entre un 50 y un 75% en especies marinas (lzquierdo y col., 2003, 2005; Montero y
col.,, 2005; Mourente y col., 2005b; Benedito-Palos y col., 2007, 2008, 2009;
Fountoulaki y col., 2009), pueden llevarse a cabo sin afectar significativamente al

crecimiento del pez, ni a la eficiencia del alimento.

Aunque sustituciones elevadas de AP por AVs parecen tener un impacto reducido
sobre el rendimiento de los ejemplares, si modifican la composicion de acidos grasos
de diferentes 6rganos y tejidos. La menor presencia de los (n-3) HUFA, EPA y DHA,
asi como de ARA, en el muasculo de peces, compromete seriamente el valor
nutricional del filete para consumo humano, ademas de poder afectar varias de sus
caracteristicas organolépticas (Serot y col., 2001; Bell y col., 2002; Regost y col.,
2003a,b; Torstensen y col., 2004b; lzquierdo y col., 2005; Martinez-Llorens y col.,
2007; Nanton y col., 2007). Estas variaciones en el perfil de 4cidos grasos, también
pueden alterar el estado de bienestar y salud de los peces, al incidir sobre diversos
procesos fisiolégicos como metabolismo y respuesta inmune. Los mecanismos por los
gue éstas afecciones pueden tener lugar son diversos. En primer lugar, modificando
las propiedades fisicas de las membranas celulares, lo que varia la respuesta inmune
y la actividad de enzimas asociadas con membranas y receptores (Di Constanzo y
col., 1983; Cahu y col., 2000). Segundo, desbalanceando los patrones de produccion
de eicosanoides derivados de los 4cidos grasos de 20 atomos de carbono, ARA y
EPA (Bell y col.,, 1992, 1993; Tocher, 2003; Tocher y col.,, 2008), que afectan a
multiples procesos del metabolismo celular. Finalmente, actuando sobre las sefiales
de transduccién celulares (Sheldon y Blazer, 1991; Montero y col., 2003), que regulan

la homeostasis lipidica y el estado de inmunocompetencia del pez.
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Asi, aunque hay resultados contradictorios, se han descrito dafios patolégicos
estructurales y funcionales en el epitelio intestinal de peces (Olsen y col., 1999, 2003),
lesiones cardiacas (Bell y col., 1991b, 1993), variaciones en la dinamica respiratoria
(McKenzie, 2001), deterioro funcional en el higado o aparicion de una alta deposicion
de vesiculas lipidicas en hepatocitos (Bell y col., 2001; Stubhaug y col., 2005a;
Fountoulaki y col., 2009). Estas afecciones pueden llevar a la aparicion de cataratas,
deformidades Gseas, descamaciones en la piel (Lall y Tibbetts, 2009), aumentar la
susceptibilidad frente a diferentes patégenos oportunistas (Hosfeld y col., 2009; Kuntu
y col., 2009), pudiendo, en ultimo extremo ocasionar la muerte.

La tendencia alzista de los precios de los principales AVs en los Ultimos afios
(Tabla 1.1), ha incrementado el interés de la industria acuicola por el uso de aceites
de origen animal (AOA) como mantecas de cerdo, sebo de vacuno o grasa de aves de
corral o cordero. Como se refleja en la Tabla 1.1, los AOA son la fuente lipidica méas
barata disponible actualmente para la industria acuicola, y por tanto, su utilizacion en
detrimento del AP, daria lugar a una reduccién sustancial de los costes del alimento.
Ademas, su amplia disponibilidad en los mercados internacionales y su facil utilizacion
como fuente energética por los peces, favorecen su inclusion en la formulacion

dietaria.

Las caracteristicas quimicas de las grasas animales pueden variar ampliamente
dependiendo de la historia nutricional del individuo, de la especie y de la edad. En
general, contienen altos niveles de acidos grasos saturados (entre un 28 y un 48%),
alrededor de un 40 % de monoinsaturados, y bajas proporciones de PUFA (alrededor
del 4% en el sebo de vaca y ligeramente superior al 20% en la grasa de aves de
corral). Aunque ciertas investigaciones han desvelado la presencia de pequefias
cantidades de EPA y DHA en grasas de origen animal (Moretti y Corino, 2008), en
general, han sido citados a niveles traza y por tanto, deben ser considerados carentes
de (n-3) HUFA, al igual que los AVs. Los AOA poseen menores proporciones de
18:2(n-6) que la mayoria de los aceites extraidos de plantas, y por eso, su relacion (n-
3)/(n-6) es mas alta que la de aceites vegetales frecuentemente utilizados en
acuicultura como palma, soja o girasol. Turchini y col. (2009) indican que el contenido
de 18:2(n-6) en la fuente lipidica, debe ser considerado como uno de los parametros

mas desfavorables en la valoracion de una fuente lipidica como ingrediente de dietas
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para acuicultura, ya que es el principal responsable de las negativas modificaciones
de la composicién en acidos grasos de los filetes de peces de cultivo. Por lo tanto, la
inclusion de los AOA como alternativa a sustituir parcialmente al AP en la formulacion
de piensos para acuicultura, parece viable desde el punto de vista de su perfil de
acidos grasos, pobre en 18:2(n-6) y rico en saturados y monoenos (Turchini y col.,
2009), acidos grasos muy abundantes y fisiolégicamente importantes en el medio
marino (Sargent y col., 2002; Tocher, 2003).

Los escasos resultados disponibles hasta la fecha, indican que la incorporacion
de diferentes AOA en la dieta para peces dulceacuicolas y salmoénidos en porcentajes
proximos al 50% del lipido total, no afectan negativamente al crecimiento ni a la
eficiencia del alimento (Rosenlund y col., 2001; Caballero y col., 2002; Turchini y col.,
2003; Bureau y Gibson, 2004; Liu y col., 2004, Higgs y col., 2006; Babalola y col.,
2009), a pesar de que la digestibilidad del AOA parece ser mas baja que la de la
mayoria de los AVs, probablemente debido al elevado porcentaje de saturados de su
composicion (Caballero y col.,, 2002; Martins y col., 2009). La mayoria de estas
investigaciones no detectan efectos negativos por la inclusién de AOA en la dieta en

la calidad del filete.

Por altimo, destacar que uno de los perjuicios que lleva aparejado el consumo de
pescado es el nivel de contaminantes quimicos, tanto organicos como inorganicos,
gue pueden incorporar las distintas especies comerciales (Hites y col., 2004; Corsolini
y col., 2005; Dérea, 2008). En las dietas comerciales de uso en acuicultura, el aceite
de pescado es la fuente mas importante de contaminantes organicos persistentes
(policlorobifenilos, dioxinas, pesticidas organoclorados e hidrocarburos policiclicos
aromaticos). La sustitucién del AP en los piensos para acuicultura, por ingredientes de
origen vegetal o animal terrestre, reduce la presencia de éstos compuestos organicos
en el pescado (Bell y col., 2005; Berntssen y col., 2005; Saera-Vila y col., 2009;
Nacher-Mestre y col., 2009, 2010), con el consiguiente beneficio para la salud

alimentaria.
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1.3. El transporte intestinal en peces

Caracteristicas del transporte intestinal

El intestino es un complejo 6rgano multifuncional. A lo largo del tracto
gastrointestinal de vertebrados se desarrolla la digestion del alimento ingerido y la
absorcion de nutrientes, presentando ademas, un papel fundamental en la inmunidad
de los individuos, al actuar como barrera contra la entrada de patdgenos invasores
hacia el torrente circulatorio. En teleésteos marinos, el epitelio intestinal interviene,
conjuntamente con el epitelio branquial, en los procesos de osmorregulacion e
ionorregulacién, manteniendo el equilibrio hidrosalino y contribuyendo, por tanto, a

mantener la homeostasis del animal.

Aungque muchos de los procesos fisiolégicos que intervienen en la digestion y
absorcién de nutrientes son similares en peces al resto de vertebrados (Tocher y col.,
2008), el ambiente marino en el que habitan, conlleva inevitables diferencias. El fluido
corporal de la mayoria de los teleésteos marinos (~300-330 mosmol/l) es
hipoosmético con relacién al agua de mar (~1000 mosmol/l) (Grosell y Taylor, 2007;
Kurita y col., 2008), y, por tanto, tiene tendencia a perder agua y ganar sales. Para
evitar la deshidratacion, los peces marinos beben agua salada continuamente, agua
gue desalinizan antes de ser absorbida, eliminando finalmente la sal a través de
diversos procesos (Marshall y Grosell, 2005). El agua marina ingerida se desala
parcialmente en el esé6fago como consecuencia de la elevada absorcién de NaCl en
este epitelio, altamente impermeable al agua, antes de entrar en el estomago. El
fluido intestinal continla desalandose a lo largo del intestino gracias al transporte
activo de iones monovalentes desde el lumen hacia la sangre. Los iones
monovalentes absorbidos, principalmente Na* y CI', son excretados posteriormente a
través de las branquias. Los procesos de desalinizacion reducen la osmolaridad del
agua de mar ingerida y permite su absorcién pasiva a través del epitelio intestinal.
Cationes divalentes como Mg*"y Ca®*, también presentes en el agua de mar, se van
concentrando hasta niveles muy altos, a medida que se va produciendo la absorcion
de agua en el intestino. Estos cationes divalentes, se absorben por transporte activo y
son eliminados por el rifidbn, aunque en parte pueden precipitar como depdsitos

carbonatados insolubles en agua, y ser eliminados a través de los fluidos rectales
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(Kurita y col., 2008). La absorcién de electrolitos y agua a través del epitelio intestinal,
juega un papel destacado en la recuperacion o reabsorcién de aquellos productos
secretados al tubo digestivo desde el estbmago, pancreas, vesicula biliar e intestino

delgado, para contribuir a los procesos digestivos (Karasov y Hume, 1997).

La absorcion de agua, juega un papel crucial en los procesos de osmorregulacion
en teledsteos marinos, y esta ligada fuertemente al transporte activo de NaCl, que
depende de la actividad de la ATPasa Na'/K* de la membrana basolateral del
enterocito. Esta ATPasa, muestra una elevada expresion y una alta actividad en el
intestino de peces aclimatados a agua de mar (Fuentes y col., 1997; Jensen y col.,
1998; Cutler y col., 2000; Seidelin y col., 2000), creando un gradiente electroquimico
para el Na*, que permite la entrada de Na*, CI' y K", a través de la membrana apical,
via dos sistemas de cotransporte que actGan paralelamente, Na":Cl" y Na":K":2CI
(Frizzell y col., 1979; Musch y col., 1982; Halm y col., 1985; Trischitta y col., 1992).
Una vez en el interior celular, el CI' y el K difunden a través de la membrana
basolateral, mientras que el Na* es bombeado a los espacios intercelulares por la
ATPasa Na'/K*. Grosell (2006), analiza los resultados obtenidos en las tasas netas de
absorcion de Na*' y CI a través del epitelio intestinal de ocho especies de teledsteos
marinos, concluyendo que en todas ellas, el transporte de cloruro excede al transporte
de sodio. Aunque este exceso en la absorcién neta de cloruro respecto al sodio,
podria ser explicada por la estequiometria del sistema de transporte Na*:K*:2CI', las
bajas concentraciones de potasio en el agua de mar, parecen indicar que existe un
segundo sistema de transporte involucrado en la absorcion de cloruro. Las
secreciones de HCOj3 hacia la luz intestinal (Ando y Subramanyam, 1990; Grosell y
col., 2001, 2009; Wilson y col., 2002; Whittamore, 2008), alcanzando concentraciones
hasta 50 veces superiores a las del medio marino, sugieren que ademas de los 2
cotransportadores que modulan en la entrada de CI' al interior celular, existe un
intercambiador aniénico CI/COz;H en la membrana apical del enterocito, que
contribuye significativamente a la absorcion intestinal de cloruro, a la vez que secreta
CO3H™ hacia la luz intestinal (Grosell, 2006; Grosell y Taylor, 2007). EI COzH" celular
procede de la reaccion del CO, metabdlico con el agua (CO, + H,O0 2 COsH, 2COzH
+ H") en una reaccién catalizada por la enzima anhidrasa carbdnica. Los H*

producidos en la hidratacion de las moléculas de CO,, son intercambiados por Na*

15



Introduccién

mediante un sistema antiporte (Na*/H") localizado en la membrana basolateral. Esta
extrusion de H”, es critica para el intercambio aniénico apical y para generar la fuerza
osmdtica conductora que dirige la absorcién celular de agua. Segun esta hipétesis, el
modelo propuesto para la absorcion de electrolitos y agua a través del intestino de

teledsteos marinos queda reflejado en la Figura 1.2.

Na* cr

:(
O> Na*,K*,ZCI' O.'K Cl

uT

LUMEN FLUIDO
INTESTINAL INTERSTICIAL
HCOs g

B H.0

<:| Membrana basolateral |

Membrana apical =>

Figura 1.2. Modelo simplificado de los procesos de transporte de electrolitos y agua en células
del epitelio intesinal de teledsteos marinos (modificado de Grossell (2011)). UT, uniones tipo
“tight”; (~), ATPasa Na'/K"; IAn, intercambiador anionico; AC, anhidrasa carbdnica.

El movimiento de electrolitos a través del epitelio intestinal genera, entre el lado
serosal y el mucosal, una intensidad de corriente que da lugar a una diferencia de
potencial (DP), tanto a través de la membrana apical y basolateral del enterocito,
como a nivel transepitelial. La evaluacion de las propiedades eléctricas del epitelio
intestinal es una practica habitual en los estudios in vitro sobre flujos transepiteliales
de electrolitos y nutrientes, contribuyendo enormemente a la interpretacién de los

resultados de transporte obtenidos (Kimmich y col., 1977; Field y col., 1978; Smith,
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1983; Hatch y Freel, 1988; Lorenzo y col., 1989; Trischitta y col., 1996, 2007; Lionetto
y col., 1998; Geurden y col., 2009; Grosell y col., 2009). Asi por ejemplo, se ha
observado que la DP en diversas especies de peces eurihalinos se aproxima a cero,
pudiendo ser ligeramente positiva 0 negativa. Cuando los ejemplares son adaptados a
agua salada, la DP incrementa su negatividad o se invirte de serosa positiva a serosa
negativa (Ando, 1975; Ando y col., 1975; Collie, 1985). Estas diferencias han sido
atribuidas al notable incremento de la absorcion intestinal del ién cloruro, comparado
con los valores obtenidos en un medio mas diluido. Durante este proceso, las
propiedades de permeabilidad de la membrana basolateral y de borde en cepillo se
ajustan separadamente (Lahlou, 1983; Grosell y col., 2009).

El epitelio intestinal actia como una barrera formada por enterocitos unidos por
su zona apical mediante uniones tipo “tight”, que regulan la difusién pasiva de iones y
moléculas entre el lumen y el medio interno en funcion de su permeabilidad. En
general, el mecanismo de absorcion intestinal de nutrientes en peces es similar al
descrito en mamiferos. Asi por ejemplo, la entrada de D-glucosa en las células
epiteliales intestinales tiene lugar mediante un proceso de simporte Na*-dependiente,
es decir, una molécula de glucosa y un ion de sodio son cotransportados
simultdneamente a través del mismo transportador, situado en la membrana del borde
en cepillo del enterocito, mientras que su salida de la célula a través de la membrana
basolateral hacia la sangre, se produce por difusion facilitada independiente de Na*
(Eveloff y col., 1980; Ferraris y Ahearn, 1984; Storelli y col., 1986; Drai y col., 1990;
Ahearn y col., 1992; Nordrum y col., 2000). El paso de ambas moléculas al interior
celular tiene lugar aprovechando el gradiente electroquimico favorable para el sodio,
establecido a través de la membrana luminal por la actividad continua de la ATPasa
Na‘/K*, localizada en la membrana basolateral del enterocito. Este cotransportador
Na'-glucosa es pues, el responsable de la absorcion de la D-glucosa en contra de un
gradiente de concentracion considerable y, por lo tanto, de la conservacion de un

nutriente esencial, principal fuente energética para el funcionamiento celular.

Diversos autores han postulado la existencia de diferencias en los procesos
absorptivos a lo largo del eje longitudinal del tracto intestinal, tanto en mamiferos
(Karasov y Hume, 1997; Breves y col., 2007), como en peces (Aoki y col., 20083;

Grosell y Taylor, 2007). Nuestro grupo de investigacién registré variaciones
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significativas en las tasas de transporte transepitelial de glucosa y galactosa entre el
segmento anterior y posterior de juveniles de dorada (Lorenzo y col.,, 1987h).
Asimismo, se ha puesto de manifiesto una heterogeneidad morfoldgica y funcional en
sentido antero-posterior del intestino de esta especie, evidenciando diferencias en la
actividad de enzimas digestivas y de diversas ATPasas de membrana, incluyendo la
ATPasa Na'-K* (Almansa y col., 2001b; D6pido y col., 2004; Dépido, 2006).

Influencia de los lipidos en el transporte intestinal

Como se ha mencionado anteriormente, en las membranas de las células
epiteliales que cubren el lumen intestinal, esta presente una amplia variedad de
sistemas de transporte especializados, que permiten la absorcién selectiva de

nutrientes y electrolitos, y su subsecuente transferencia a los espacios intersticiales.

La actividad fisiologica de las membranas celulares depende de sus propiedades
fisico-quimicas, que estan fuertemente influenciadas por su composicion lipidica. Una
de estas propiedades es el grado de libertad de las moléculas para moverse a través
de ellas, o fluidez de membrana, que esta a su vez relacionada con el
empaguetamiento de los lipidos en la bicapa. Entre los factores que afectan a este
empaguetamiento figuran, la abundancia de colesterol en la membrana, las
interacciones polares y no polares entre lipidos y proteinas, la naturaleza del grupo
polar de los fosfolipidos de membrana, y, en particular, las caracteristicas quimicas de
las cadenas de acidos grasos que los componen y que regularan la relacion
insaturados/saturados y el grado de instauracion o la relacién (n-3)/(n-6) (Di
Constanzo y col., 1983; Brasitus y col., 1985; Spector y Yorek, 1985; Calder y col.,
1994; Barriviera y Hasson-Voloch, 1996; El Babili y col., 1996; Simopoulos, 1999;
Tabas, 2002; Kline, 2008; Deng y col., 2009; Yang y col., 2011).

La capacidad del intestino de especies eurihalinas y euritermas como la dorada,
para aclimatarse a cambios ambientales, manteniendo la integridad de las
membranas celulares, ha hecho que haya sido tomado como modelo para responder
cuestiones concretas sobre regulacion osmética no so6lo de peces, sino también de
mamiferos. Estas adaptaciones llevan asociadas alteraciones en su composicion

lipidica, aceptandose que, en general, altas temperaturas, altas salinidades y bajos
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niveles de oxigeno inhiben mecanismos de desaturaciéon, dando lugar a membranas
mas rigidas y menos permeables (Detorrengo y Brenner, 1976; Leray y col., 1984;
Thomas y col.,, 1998; Tocher y col., 2004). Asi por ejemplo, los peces pueden
adaptarse a temperaturas frias aumentando la presencia de HUFA, especialmente
DHA, en los fosfolipidos de membrana, como un mecanismo para regular la
funcionalidad de las mismas (Miller y col., 1976; Thompson y col., 1977; Ingemansson
y col., 1993; Sargent y col.,, 1995). Por otro lado, como consecuencia de las
adaptaciones fisiolégicas al agua salada, también se producen complejas
modificaciones funcionales y de composicion lipidica, en la membrana de los érganos
osmorreguladores de peces migratorios y eurihalinos (Leray y Florentz, 1983; Veillette
y col., 1993). Leray y col. (1984) observaron que la concentracion de DHA se
incrementaba notablemente en los fosfolipidos de la mucosa intestinal de trucha
(Salmo gairdnerii), cuando era transferida de agua dulce a salada. Esta adaptacion se
produce en respuesta a las necesidades osmoreguladoras del pez, al comenzar a
beber continuamente tras su introduccién en un medio hiperosmaético con respecto al

plasma.

El incremento en la fluidez de las membranas ha sido correlacionado
positivamente también con la reduccion de la entrada Na*-dependiente de hexosas al
interior de células epiteliales de diferentes 6rganos (Friedlander y col.,, 1988;
Friedlander y Amiel, 1989). Asi por ejemplo, tomas moderadas de EPA dieron lugar a
una reduccion en la capacidad de transportar glucosa y colesterol in vitro por parte del
yeyuno aislado de rata (Thomson y col., 1989). Leray y Florentz (1983), y Di
Constanzo y col. (1983), trabajando con trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
demostraron que los AGE jugaban un papel importante en el mantenimiento de la
flexibilidad de la estructura de las membranas, y, por lo tanto, en el mantenimiento de

un correcto transporte iénico y de solutos.

En resumen, la dependencia que de las proteinas de membrana tienen los
sistemas de transporte localizados en las membranas celulares, lleva a pensar que
cualquier modificacion del entorno lipidico de estas proteinas, podria afectar tanto a la
actividad enzimatica de las mismas como a los transportadores, y por tanto, al paso

de electrolitos y nutrientes de un compartimento a otro, alterando la
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absorcion/secrecion neta de los mismos y, concomitantemente, la composicién del

medio interno.

Regulacién de los procesos de transporte

Todos los procesos celulares de transporte a través de las membranas epiteliales
deben ser regulados en funcién de las alteraciones que sufra el medio interno
(concentracién de nutrientes, electrolitos y agua, pH, etc.) y el medio externo
(disponibilidad de los nutrientes, cambios de salinidad y temperatura, etc.). En la
membrana plasmatica existen proteinas receptoras que captan y transducen sefiales
del medio (externo e interno), en otras sefiales intracelulares que son transportadas

por segundos mensajeros entre los que se encuentra el AMPc.

El AMPc es sintetizado a partir del adenosin trifosfato (ATP), mediante la accion
de la enzima adenilatociclasa localizada en la membrana celular. La produccién de
AMPc intracelular en el intestino es estimulada directamente por las prostaglandinas
(eicosanoides derivados principalmente de los acidos grasos 20:5(n-3) y 20:4(n-6)), la
toxina colérica, el péptido intestinal vasoactivo (“vasoactive intestinal peptide”, VIP) y
la forskolina, mediante la activacion de la adenilatociclasa. Por otro lado, la
eliminacion celular del AMPc es catalizada por la fosfodiesterasa, cuya accion es
inhibida por la teofilina. Por tanto, sustancias que estimulan la adenilatociclasa o
inhiben la fosfodiesterasa conducen a la acumulacion intracelular de AMPc. En
general, tanto el AMPc, como los agentes que elevan su concentracion intracelular,
inducen alteraciones en el transporte de cloruro en el intestino de vertebrados,
estimulando su secrecion e invirtiendo su absorcion neta (Binder, 1981; Field, 1981,
Bridges y Rummel, 1986; Hatch y Freel, 1988; Forte y col., 1992; Charney y col.,
1999; Marshall, 2003; Carlson y col., 2004). Frizzell y col. (1979) pusieron de
manifiesto que en el intestino del pez limén (Pseudopleuronectes americanus), el
incremento en los niveles intracelulares de AMPc reduce la absorcion de CI" mediante
la inhibicion del cotransporte Na/Cl en direccion serosa. En la revision de Smith
(1983), el autor hace referencia a que el AMPc afecta al transporte de ClI” a través del
intestino de peces, causando un incremento general en la conductancia pasiva del CI'.
Mas recientemente, Trischitta y col. (1996), mostraron que el AMPc regulaba el

transporte transepitelial en el intestino de la anguila europea (Anguilla anguilla),
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actuando sobre los mecanismos de transporte transcelular. Concretamente, los
autores sugieren que esta regulacion se lleva a cabo activando la secrecion de CI°

mediante la apertura de los canales apicales de CI".

El transporte de D-glucosa dependiente del sodio, es inhibido competitivamente
por la floricina, a nivel del cotransportador que se encuentra en la membrana celular
apical. La validez de la utilizacibn de esta sustancia de origen vegetal, en las
investigaciones sobre el transporte intestinal de D-glucosa, tanto en teledsteos
carnivoros como herbivoros, impidiendo el paso del azdcar al interior celular y, por lo
tanto, evitando su concentracion intracelular, ha sido demostrada por diversos autores
(Storelli y col., 1986; Reshkin y Ahearn, 1987; Ahearny col., 1992).

Si bien existen diversos estudios que relacionan los acidos grasos dietarios con la
composicion lipidica de distintos tejidos y su influencia en la regulacion de diversos
procesos fisioldgicos, no existe informacion, hasta el momento, donde se relacione la
influencia de los acidos grasos de la dieta con los mecanismos implicados en el
transporte de electrolitos y nutrientes a través del epitelio intestinal de peces y su
posible efecto sobre la composicién del medio interno. El propésito del presente
estudio es ofrecer una visién integradora de la influencia de los &cidos grasos
dietarios de origen marino o terrestre, animal o vegetal, sobre el desarrollo, estado de
salud, composicion lipidica corporal y transporte de electrolitos y nutrientes a través

del epitelio intestinal de juveniles de dorada Sparus aurata.
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2. OBJETIVOS

La investigacion desarrollada en la presente Tesis Doctoral pretende evaluar los
efectos que la sustitucion parcial o total del aceite de pescado por mezclas de aceites
de origen terrestre animal y/o vegetal, en la dieta de juveniles de dorada (Sparus
aurata), tiene sobre el desarrollo, estado de salud de los ejemplares, composicion

lipidica corporal e integridad funcional del tracto intestinal.

Para la consecucion de este objetivo se establecieron dos grupos experimentales,
un grupo control alimentado con un nivel dietario adecuado de (n-3) y (n-6) HUFA
(DC), y un segundo grupo alimentado con una dieta deficiente en estos acidos grasos

esenciales (DD), llevandose a cabo un estudio comparado de los siguientes aspectos:
i.  Parametros biométricos.
ii.  Composicion lipidica del masculo.
iii.  Composicion lipidica del higado, hematocrito, cerebro y tracto intestinal.
iv.  Transporte intestinal de cloruro, sodio y glucosa.

V. Andlisis bioguimico del medio interno. Parametros plasmaticos.

23



3. MATERIAL Y METODOS

El desarrollo experimental de la presente memoria se llevd a cabo,

fundamentalmente, en las instalaciones de tres centros de investigacion:

i) Planta de Cultivos Marinos del Centro Costero de Canarias, del Instituto
Espafol de Oceanografia, donde tuvieron lugar todas las tareas relacionadas con el
cultivo de peces como la elaboracion de las dietas experimentales, alimentacién de

los juveniles y realizacion de muestreos biométricos.

i) Laboratorio de Fisiologia del Departamento de Biologia Animal, de la
Universidad de La Laguna, donde se desarrolld la recogida y almacenamiento de
muestras, la extraccion lipidica y los estudios in vitro de electrofisiologia y de
cuantificacién de sistemas de absorcion de electrolitos y nutrientes a través del

intestino.

iii) Laboratorio de Bioguimica Acuatica de la Universidad de Stirling (Escocia),
donde se llevé a cabo la separacién y aislamiento de clases lipidicas de los lipidos
totales, asi como el analisis de la composicién en acidos grasos de los extractos

lipidicos obtenidos.

3.1. Condiciones experimentales

Se distribuyeron aleatoriamente 150 juveniles de dorada europea de 135 g de
peso medio, en 6 tanques troncocdnicos de fibra de vidrio de 1000 | de capacidad,
asignando tres tanques para cada dieta experimental. El cultivo se mantuvo con
renovacién continua de agua de mar filtrada y aireacién suave, para asegurar la
limpieza del medio y mantener el nivel de oxigeno en valores proximos a saturacion.
Durante el periodo de engorde (febrero a junio), el fotoperiodo fue natural y la

temperatura del agua oscil6 entre 18,0y 21,9 °C.

3.2. Alimentacion

Se fabricaron dos piensos experimentales con el mismo aporte total de proteina,
lipido y carbohidrato. En una de las dietas, el aporte lipidico, consistié en una mezcla

de aceite de pescado (35 g/kg dieta) y grasa de origen animal (60 g/kg dieta), que
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complementd el 8,5% de lipido presente en la harina de pescado utilizada en su
fabricacién. Este pienso fue formulado para satisfacer las necesidades de (n-3) HUFA
de los juveniles de dorada (lbeas y col., 1994), y se utiliz6 como dieta de referencia o
dieta control (DC). En la segunda dieta, deficiente en HUFA (DD), se elimind
totalmente el aceite de pescado (incluyendo el 8,5% de la harina de pescado), siendo

sustituido por una mezcla de aceites vegetales (linolénico y maiz, 10:70) (Tabla 3.1).

Los peces fueron alimentados hasta saciedad aparente 2 veces al dia, una por la
mafana (09:00 h) y otra por la tarde (15:00 h), anotandose diariamente la cantidad de
alimento ingerido en cada tanque. Durante el mes previo al comienzo de la
experiencia de engorde, considerado de aclimatacion a las nuevas condiciones de
cultivo y a las caracteristicas de textura, sabor y aroma del nuevo alimento, todos los
ejemplares recibieron la dieta deficiente en acidos grasos esenciales. Tras este
periodo inicial, y durante los siguientes 120 dias, se alimentaron los peces de tres
tanques con la DC, mientras que a los tres grupos restantes se les siguio

suministrando la DD.

Elaboracién de las dietas

Se empled un equipo de mezcladora-picadora-peletizadora que permitia obtener
granulos de caracteristicas similares a las de los piensos comerciales (Figura 3.1). En
primer lugar, se mezclaban los ingredientes secos empezando por los de menor
cantidad (exceptuando el cloruro de colina), a continuacion se afiadia la mezcla de
aceite con la vitamina E y, por ultimo, una cantidad de agua, donde se habia disuelto
el cloruro de colina, para conseguir la peletizacion de la mezcla. El diametro del
pienso fue de 3 mm. Una vez obtenido, fue secado a 35 °C durante 10 h y embolsado
en cantidad suficiente para cubrir la alimentacibn semanal de cada grupo
experimental. El alimento que iba a ser utilizado en la semana en curso era mantenido
en un lugar fresco y oscuro, mientras que el resto se conservé a -20 °C hasta el
momento de su utilizacién. Se recogieron muestras de los dos piensos experimentales
para su posterior andlisis bioquimico. Los ingredientes empleados en la formulacién
de ambas dietas y su composicion proximal, asi como su composicion en clases
lipidicas y en &cidos grasos, aparecen reflejados en la Tabla 3.1, Tabla 3.2 y Tabla

3.3, respectivamente.
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El proceso de elaboracion fue idéntico para las dos dietas, exceptuando que en la
preparacion de la DD, la harina de pescado fue desengrasada previamente, con el fin
de eliminar totalmente su contenido en HUFA. Para desengrasar la harina de
pescado, se introducia en un mezclador con 3 litros de cloroformo por kilogramo de
harina, removiendo continuamente durante 30 minutos aproximadamente.
Seguidamente, se filtraba la mezcla a través de un sistema compuesto por un embudo
Biichner-matraz Kitasato al que se aplicaba vacio, separando la harina de pescado
del cloroformo, que arrastraba los lipidos de la misma, repitiendo esta operacion en 3
ocasiones. Para eliminar los restos de solvente, la harina, practicamente libre de
lipido, era esparcida en bandejas y secada en estufa a 35 °C durante unas 3 horas,

removiéndola periddicamente.

Figura 3.1. Aspecto de las dietas experimentales.
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Tabla 3.1. Ingredientes y composicion proximal de las dietas
experimentales

Ingredientes (g/kg) DC DD
Harina de pescado 530 485*
Caseina 150 150
Almidon de maiz 110 110
a-celulosa 50 50
Cloruro de colina 9 9
Carboximetilcelulosa 5

Vitamina E 1 1
Mezcla de vitaminas y minerales® 50 50
Grasa de vaca 60 60
Aceite de pescado® 35
Acido linolénico 10
Aceite de maiz 70
Composicién proximal (%)*

Humedad 10,4+1,9 122+1,4
Proteina cruda (% peso seco) 50,3+1,0 51,0+0,9
Lipido (% peso seco) 149+14 15,3+0,7
Cenizas (% peso seco) 9,3+0,3 9,9+0,6

DC, dieta control; DD, dieta deficiente en HUFA; *harina de pescado
desengrasada. 'Contiene (por kg de dieta): Acetato de retinol (vit A),
20000 Ul; Colecalciferol (vit D3), 6000 Ul; a-tocoferol (vit E), 240 mg;
menadiona (vit K3), 20 mg; tiamina (vit B1), 50 mg; riboflavina (vit B2),
50 mg; piridoxina (vit B6), 33 mg; cianocobalamina (vit B12), 0,06 mg;
acido pantoténico, 160 mg; acido nicotinico, 300 mg; acido ascorbico
(vit C), 600 mg; acido folico, 15 mg; biotina (vit H), 1,5 mg; inositol,
1500 mg; MgO, 460 mg; MnO, 120 mg; ZnO, 400 mg; FeCOs3;, 16 mg;
(CuSQ,) - 5H,0, 12 mg; (CoSOQy,) - 7H,0, 1,6 mg; Na,Se0s;, 1,6 mg; Ki,
40 mg. *Mezcla de triglicéridos con un 40% de (n-3) HUFA (Nippai
Chemical Food Ltd., Kyoto, Japén). *Valores expresados como media +
DE (n=3).

28



Material y métodos

Tabla 3.2. Composicién en clases lipidicas de las dietas experimentales

DC DD P
Lisofosfatidilcolina 0,8+0,2 1,0+0,2 N.S.
Esfingomielina 1,1+0,3 0,8+0,2 N.S.
Fosfatidilcolina 85+3,1 48+0,9 N.S.
Fosfatidilserina 0,4+0,2 0,1+0,1 N.S.
Fosfatidilinositol 1,1+£0,2 0,6+0,3 N.S.
Fosfatidiletanolamina 25+x11 08+04 N.S.
Total lipidos polares 144 +49 8,2+1,8 N.S.
Acilgliceroles parciales 12+0,4 1,3+0,3 N.S.
Colesterol 56+1,2 34+x1,1 N.S.
Acidos grasos libres 8,0+31 36+0,9 N.S.
Triacilgliceroles 63,2+ 3,8 70,3+2,9 N.S.
Esteres de esterol 74+16 128+1,3 <0,01
No identificados 0,2+0,1 0,4+£0,2 N.S.
Total lipidos neutros 85,6 +4,9 91,8+1,8 N.S.

Valores expresados como media £+ DE (n=3). N.S., no significativamente
diferentes.
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Tabla 3.3. Composicién en acidos grasos (% del total de acidos
grasos) del lipido total de las dos dietas experimentales

DC DD P

14:0 54+0,2 16+04 <0,001
14:1 nd 0.1+0.1 N.S.
15:0 05+0,0 0.2+0,1 <0,001
15:1 tr 02+01 <0,05
16:0 24,0+0.,8 189+3,0 <0,01
16:1(n-9) 0,2+0,2 0,2+0,0 N.S.
16:1(n-7) 56+0,2 14+05 <0,001
16:1(n-5) 0,2+0,2 0,1+0,1 N.S.
16:2 06+00 nd <0,001
17:0 09+0,0 0,7+0,2 <0,05
16:3 04+0,0 0.2+0,2 N.S.
16:4 12+01 nd <0,001
18:0 11.6+0.3 11,1+37 N.S.
18:1(n-9) 22,1+0,7 275+24 <0,001
18:1(n-7) 3,3+0,2 1,3+0,3 <0,001
18:1(n-5) 0,1+0,1 0,1+0,1 N.S.
18:2(n-6) 1.4+£0,0 272+1,2 <0,001
18:3(n-6) 0.2+02 nd N.S.
19:0 nd 01+0.1 N.S.
18:3(n-3) 0,5+0,0 6,9+04 <0,001
18:4(n-3) 14+01 nd <0,001
20:0 01+0.1 0.3+0,0 <0,01
20:1(n-11) 0.4+0,0 0,1+0,1 <0,001
20:1(n-9) 0,7+0,1 0,2+0,0 <0,001
20:4(n-6) 08+0.1 nd <0,001
20:4(n-3) 04+00 nd <0,001
20:5(n-3) 89+1,1 0,2+0,1 <0,001
22:1(n-11) 05+01 nd <0,01
21:5(n-3) 03+00 nd <0,01
22:5(n-3) 1,0+01 nd <0,01
24:0 nd 0.1+0,0 N.S.
22:6(n-3) 55+0.,8 04+0,2 <0,001
No identificados 1,7+0,3 1,1+0,3

Total saturados 425+1.2 33.0+6,5 <0.05
Total MUFA 331+1.2 31,1+34 N.S.
Total PUFA 227+24 348+31 <0,001
Total (n-6) 24+02 272+1,2 <0,001
Total (n-3) 18.1+2.3 75+04 <0,001
(n-3)/(n-6) 75+11 0.3+0,1 <0.,001
Total (n-3) HUFA 162+2.2 06+0,2 <0,001

Valores expresados como media + DE (n=5). N.S., no
significativamente diferentes; nd, no detectado; tr, valor <0,05%;
MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos
poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>Cy, >3
dobles enlaces).
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3.3. Parametros biométricos

Mensualmente, se extraian los ejemplares de cada tanque de cultivo y se
depositaban en recipientes plasticos con 1ml/l de anestésico (300 g clorobutanol/l
etanol 96%) para ser muestreados. Se tomaba la longitud total de cada pez, desde la
boca hasta la furca o punto medio de la aleta caudal, con la ayuda de un ictibmetro, y
se pesaba con una balanza de una décima de gramo de precision. Se comprobaba
asimismo el estado sanitario general de los individuos observando el aspecto de las
branquias, piel y mucus, antes de ser devueltos a los tanques experimentales para

continuar con el desarrollo experimental.

3.4. Recogida de muestras

Al final del periodo de experimentacion, los peces fueron trasladados en grupos
de 3-4 ejemplares, desde su lugar de cultivo hasta el laboratorio del Departamento de
Biologia Animal de la Universidad de La Laguna, en un recipiente de unos 50 | de
capacidad con aireacion continua. Una vez en el laboratorio, eran introducidos en
peceras de 60 | con circuito cerrado de agua, mantenido con un sistema de filtrado
(Aquaviva 500, Sicce, Padova, ltalia) que permitia la recirculacion del agua a una tasa
de 5 I/min y con un motor difusor de aire (Ciroco D-2, Ocoric, Barcelona) que producia

aireacion a una tasa constante.

Los peces eran mantenidos en inanicion en estas condiciones durante 36-48 h
antes de ser sacrificados, con el objeto de eliminar restos de comida del tracto

digestivo.

3.4.1. Extraccidon de sangre

Se pinchaba el pez en la vena caudal, justo por detras de la aleta anal, con una
jeringa en la que se habia introducido previamente un pequefio volumen de heparina
gue actuaba como anticoagulante, y se extraian entre 2 y 3 ml de sangre (Figura 3.2).
Este volumen de sangre era inmediatamente introducido en un tubo de vidrio y
centrifugado a 0 °C a 5000 x g durante 5 min, para conseguir la separacién del

hematocrito y plasma sanguineo. El volumen superior, donde se hallaba el plasma
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sanguineo, se introducia en un Eppendorf, mientras que el inferior, correspondiente al
hematocrito, se pasaba a un vial de plastico. Ambos recipientes se etiquetaban

convenientemente y se congelaban a -80 °C hasta el momento de su andlisis.

Figura 3.2. Extraccion de sangre.

3.4.2. Extraccion de érganos

Inmediatamente después de tomar la muestra de sangre, se sacrificaba al animal
mediante una seccién rapida en la espina dorsal, siguiendo los métodos de sacrificio
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de La Laguna, segin el Real
Decreto 223/1988 (B.O.E. de 18 de marzo), sobre proteccibn de animales de
experimentacion. Esta normativa esta de acuerdo con la Directiva Europea 89/609/CE
relativa a la aproximacion a las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas
de los Estados Miembros, referente a la experimentacion animal. Seguidamente, se
abria el ejemplar lateralmente por la region abdominal y se le extraia diferentes

o6rganos. El intestino, que tras eliminarle el mesenterio y tejido adiposo, era
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inmediatamente sumergido en solucién Ringer a 0 °C, oxigenada, a pH 7,3, para
proceder al lavado y vaciado de contenido. La composicion de la solucién Ringer

utilizada a lo largo de la presente memoria fue:

Solucion Ringer

NacCl 220 mM
NaHCO; 30 mM
KCI 4,5 mM
CacCl, 2 mM
MgSO, 1mM

NaH,PO, 0,6 mM
Na,HPO, 1,4 mM
Glucosa 1 mM

El tracto intestinal se dividia a lo largo de su eje longitudinal en dos secciones:
segmento anterior, desde detras de los ciegos intestinales hasta justo antes de la
zona donde la mucosa se hace mas delgada, y segmento posterior, desde
aproximadamente 1 cm por detrds de ese punto, hasta antes de la cloaca (Figura
3.3). La porcién mas distal de cada segmento de intestino era conservada para su
posterior analisis bioquimico, mientras que la parte proximal, se empleaba para la
medicion inmediata de parametros bioeléctricos y flujos unidireccionales, o para la
determinacion del contenido de adenosin 3’, 5 monofosfato ciclico (AMPC)

intracelular.
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Posterior Anterior

Figura 3.3. Division en segmentos del tracto intestinal de la dorada.

Paralelamente a este proceso se extraia, para su analisis bioquimico, el higado,
que era pesado y perfundido con la soluciéon Ringer de trabajo a través de la vena
hepatica o cualquier otro canal que nos permitiera eliminar restos de sangre (Figura
3.4), una seccion de musculo, libre de piel y de grasa subcutanea, que se obtenia de
la parte dorsal anterior del individuo, justo por encima de la linea lateral, y finalmente,
el cerebro.

Figura 3.4. Perfusion del higado.
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Todas las muestras recogidas para los estudios de composicion bioquimica, eran
almacenadas en viales de plastico convenientemente etiquetados y congeladas a -80

°C hasta el momento de su analisis.

3.5. Incubacion del tracto intestinal

Para la realizacién de los experimentos de medicién de parametros eléctricos y
flujos unidireccionales en el intestino de dorada, se montaron los tejidos en una
camara de Ussing modificada (llundain y Naftalin, 1982). Las camaras de Ussing, 0
modificaciones de las mismas, proporcionan un sistema fisiolégico ideal para efectuar
mediciones in vitro, a través de tejidos intactos o de monocapas celulares de tejidos,
tanto del transporte de iones, nutrientes, agua u otras sustancias quimicas de interés
farmacolégico, como de los parametros electrofisiolégicos generados por los
movimientos electrogénicos transepiteliales. Entre los epitelios estudiados con este
sistema se encuentran la vesicula biliar, vejiga urinaria, piel, trdquea, estobmago e
intestino. Las investigaciones centradas en el epitelio gastrointestinal se han
desarrollado en todos los grupos de vertebrados; peces (Lorenzo y col., 1987b;
Trischitta y col., 1996, 2007; Jutfelt y col., 2007; Whittamore, 2008; Grosell y col.,
2009), mamiferos (Clarke, 2009; Kongsuphol y col., 2009; Herrmann y col., 2010;
Wilkens y col., 2011), aves (Garcia-Amado y col., 2005; Rehman y col., 2006; Awad y
col., 2009), reptiles (Lorenzo y col., 1987a; Diaz y Lorenzo, 1992; Diaz y col., 1994) y
anfibios (Machen y McLennan, 1980; McGreevy y col., 1986; Gerbino y col., 2010).
Las camaras de Ussing estan fabricadas con metacrilato de metilo lo que le confiere
alta transparencia, gran resistencia a los impactos y dureza. El sistema empleado en
la presente investigacion consta de dos semicamaras con cuatro pocillos, cada pocillo
presenta dos orificios, uno en la parte superior y otro en el lateral, de tal forma que al
unir las dos semicamaras, los pocillos quedan conectados dos a dos lateralmente. Los
epitelios son estructuras polares que poseen un lado apical o mucosal, y un lado
basolateral o serosal, la utilizacibn de cdmaras de este tipo, permite estudiar
diferentes tejidos epiteliales de tal manera que, cada lado del tejido queda aislado y

en contacto con una semicamara independiente (Figura 3.5).
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Figura 3.5. lzda. Visidon general de sistema empleado en la determinacion de parametros
bioeléctricos y flujos unidireccionales y netos a traves del epitelio intestinal. Dcha. Montaje de
tejidos en camara de Ussing.

Después de ser limpiado con la solucion Ringer de trabajo, el intestino era abierto
longitudinalmente en segmentos de 15-20 mm aproximadamente Y fijado intacto entre
las dos semicdmaras, sujeto en una serie de agujas metalicas dispuestas alrededor
del orificio lateral de comunicacién. Se hacia descansar el segmento sobre anillos de
neopreno que poseian los orificios laterales, con el objetivo de reducir el dafio sobre el
tejido al cerrar la camara y permitir, al mismo tiempo, el sellado hermético de la
misma. La superficie de exposicién del tejido fue de 0,21 cm? Una vez cerrada la
camara, se llenaban los pocillos con 4 ml de la solucién de trabajo, de tal manera que
ambos lados del tejido quedaban sometidos a la misma presion osmdética e
hidrostatica. Las soluciones eran gasificadas y agitadas continuamente con una
mezcla de 0,/CO, (95%/5%), y mantenidas a 20 °C, similar temperatura a la de cultivo
del pez, mediante la circulaciéon permanente de agua termostatada por un sistema de

conductos que atraviesan interiormente la camara.

En cada ensayo se trabajé con dos segmentos de intestino anterior y dos
segmentos de intestino posterior de un mismo pez, necesitandose menos de 10 min

para montar todos los tejidos en la camara tras la muerte del animal.

36



Material y métodos

3.5.1. Determinacion de parametros eléctricos

Las medidas de la diferencia de potencial eléctrica (DP), intensidad de corriente
de cortocircuito (lcc) y conductancia tisular (Gt), a través de los segmentos
intestinales, fueron determinados por medio de una pinza de voltaje automatica AC-
Microclamp (AC-Copy, D5100 version 82.2, Aachen, Alemania). Este sistema era
controlado por un microprocesador AIM 65 a través de un total de 4 interfases
conectadas a dos parejas de electrodos por camara. Para proceder a estas
mediciones eléctricas, se instalaron los tejidos en la cAmara de Ussing en presencia
de la solucién Ringer de trabajo, y se conectaron los pocillos a cada lado del tejido a
través de dos pares de puentes salinos de agar al 4% (p/v) y KCI 3 M, colocados
cerca de la superficie del tejido. Los puentes eran conectados a dos parejas de
electrodos, una de ellas de calomelano para medir la diferencia de potencial
transmural, y la otra de Ag/AgCl en KCI saturado, para medir la intensidad de
corriente de cortocircuito (Figura 3.6). El electrodo de referencia fue siempre

conectado al lado mucosal, registrandose la DP transmural en el lado serosal.

Electrodo de Ag/AgCil 0
en KCI E '}Iectrodo de calomelano
Il

- I Epitelio intestinal

Figura 3.6. Disposicion de las parejas de electrodos para medidas de parametros
eléctricos en la camara de Ussing.
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Antes de colocar los segmentos de intestino en la camara, se rellenaban los
pocillos con 4 ml de solucién idéntica a la que se iba a utilizar en el experimento, con
el objetivo de medir la diferencia de potencial entre los electrodos y la resistencia de la
solucion de incubacién al paso de la corriente. Estos valores fueron corregidos de los
resultados obtenidos una vez montados los tejidos. Los segmentos de epitelio
intestinal fueron incubados inicialmente en condiciones de circuito abierto. Una vez
estabilizada la DP, aproximadamente 20 min después de que el tejido fuera montado
en la cdmara, se cortocircuitaba el sistema mediante la introduccién de corriente, para
determinar los valores de la corriente de cortocircuito. Momentaneamente y a
intervalos regulares, se interrumpia la corriente y se media la DP transmural.
Adicionalmente, se afiadia cada 5 s, un pulso de corriente de 8 pA de amplitudy 1 s
de duracion. Tras un retraso de 0,5 s, se media el desplazamiento generado por este

pulso desde el cero de la DP, calculandose a partir de éstos datos la Gt en mS/cm?.

3.5.2. Medicion de flujos unidireccionales

La determinacion de los flujos unidireccionales de cloruro, sodio y glucosa fueron
realizadas en condiciones de cortocircuito. Tras el periodo de 20 min necesario para
que se estabilizara el tejido, se afiadi6 Na*’, CI*®* o 3-O-[**C] metil D-glucosa
(Amersham Ibérica S.A., Madrid) a la solucion Ringer en un soélo lado de cada
segmento de intestino, para dar una concentracion en el pocillo de incubacién de 1
mmol/l en el caso de los electrolitos y de 20 umol/l para la glucosa. Cuando se queria
determinar el flujo existente en direccion mucosa-serosa (Jm-s), se afiadia la
sustancia marcada radiactivamente a la soluciéon que bafiaba el lado mucosal del
tejido, mientras que cuando se queria conocer el flujo de serosa a mucosa (Js-m), se
adicionaba el is6topo radiactivo en el lado serosal. Transcurridos 30 min de
incubacién en presencia del radiactivo, se estabilizaban los flujos del isétopo (T0), y
se recogian muestras de 200 pl de los reservorios marcados, que se tomaban como
patrones, y de los reservorios no marcados, extrayéndose de éstos ultimos, otras tres
muestras adicionales cada 10 min. Cuando se queria observar el efecto de sustancias
como teofilina, forskolina o floricina (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid) sobre los
flujos unidireccionales, una vez tomadas las muestras en condiciones control segun el

protocolo descrito anteriormente, se afiadia 50 ul de una solucion concentrada
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conteniendo la sustancia a la solucién Ringer de incubacién, de manera que se
obtuviera la concentracion deseada en el pocilo (3 mM, 10° M y 1 mM,
respectivamente). Tras un periodo de estabilizacion de 20 min, se repetia el proceso

de toma de muestras a intervalos de 10 min.

Las alicuotas eran introducidas en viales de polietieno de 6 ml (EG&G
Instruments, Madrid) donde eran pesadas, este peso era tomado como factor de
correccion de la radiactividad de cada una. Finalmente, se llenaba cada vial con 4 ml
de liquido de centelleo biodegradable para muestras liquidas (Scintron, BDH
Chemical Ltd., Poole, Inglaterra) y se procedia a su conteo en un contador de
emisiones 3 (LKB-1209, Rackbeta, Rockville, MD, EEUU). Todas las muestras fueron
recogidas por duplicado para promediar los valores obtenidos, reemplazando
inmediatamente los volumenes extraidos por idéntica cantidad de solucion de trabajo,

con el objetivo de mantener constante el volumen en el pocillo.

En cada experimento, se tom0 dos alicuotas de la solucion de incubacién no
marcada radiactivamente, los valores obtenidos de su conteo fueron tomados como
factor de correccidon y sustraidos de la radiactividad contenida en las muestras

problema.

Los flujos unidireccionales fueron calculados a partir de las ecuaciones estandar
de Schultz y Zalusky (1964a):

Jm-s (egq/cm?- h) = Vt - [(cpmo/Vmy) - (cpm+/Vm,) - Fc]/ (Ae - At - S)

donde Vt, es el volumen total del compartimento; cpm, el nimero de cuentas por
minuto (muestras 1 y 2); Vm, el volumen de las muestras (1 y 2); Fc, el factor de
correccion para la solucién de trabajo; Ae, la actividad especifica del is6topo; At, el

intervalo de tiempo entre muestras y, S, la superficie de transporte.

El flujo neto (Jnet) fue calculado como la diferencia de los flujos unidireccionales:

Jnet =Jm-s — Js-m
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El calculo de los flujos unidireccionales y netos fue automatizado, utilizando un
programa escrito en GW-BASIC (Diaz y Cozzi, 1991).

3.6. Analisis bioquimicos

En este apartado, se describe la metodologia empleada en el analisis de la
composicion bioquimica de las dietas experimentales, 6rganos del pez y hematocrito,
en las cuantificaciones de los niveles de AMPc intracelular en los dos segmentos de

intestino, asi como en la determinacién de la composicion del plasma sanguineo.

3.6.1. Humedad

Los niveles de humedad fueron calculados a partir de muestras de entre 0,5y 1,5
g de peso inicial (Pi), que eran desecadas en estufa a 110 °C, inicialmente durante 14
h, y posteriormente a intervalos de 2 h, hasta que dos pesadas consecutivas fueran
constantes (Pf) (A.O.A.C., 1990). Previamente a ser pesadas, las muestras eran
atemperadas en un desecador al vacio con silicagel durante media hora. El contenido

de humedad (% H) de la muestra se determiné mediante la ecuacion:

% H = [(Pi = Pf) / Pi] - 100

3.6.2. Cenizas

Este analisis se aplicé exclusivamente a las dietas experimentales. Para ello, se
incineraba la muestra mediante su introduccién en un horno mufla a 600 °C, hasta que
alcanzara un peso constante entre dos pesadas consecutivas (A.O.A.C., 1990). De
igual manera que para la determinacion de humedad, las muestras eran llevadas a

temperatura ambiente antes de ser pesadas.

3.6.3. Proteina total

La determinacién del contenido de proteinas de las dietas experimentales se llevo
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a cabo por el método Kjeldahl (A.O.A.C., 1990), utilizando una unidad destiladora
(Kjeltec System 1003, Tecator, Hbganads, Suecia). Una vez homogeneizada la
muestra, era digerida mediante calentamiento a 400 °C con 5 ml de acido sulfdrico
concentrado en presencia de un catalizador de mercurio. Tras un periodo de
enfriamiento, se le afiadié 20 ml de agua desionizada y 5 ml de Na,SOs3, y se procedio
a su destilacion con NaOH al 40%, actuando el &acido bérico como sustancia
receptora. Finalmente, se valoré la muestra con HCI 0,2 N. El proceso fue repetido sin

muestra para obtener la valoracién del patrén.

El contenido proteico en la muestra se determiné mediante la ecuacion:

% Proteina = [(Vm = Vb) / P] - 0,2 - 14,007 - 6,25 - 100

donde Vm, es la valoracion de la muestra (ml); Vb, es la valoracion media del

blanco (ml) y P, es el peso de la muestra (mg).

3.6.4. Lipido total

La extraccion del lipido de las muestras se realizé segun una modificacion del
método de Folch y col. (1957) descrita por Christie en 1982. Aproximadamente 1 g de
muestra en peso fresco era homogeneizada en 10 ml de una mezcla de
cloroformo:metanol (2:1, v/v), afadiéndose una vez extraido el lipido, 2,5 ml de
dicloruro magnésico (0,88% p/v) para aumentar la polaridad de la fase acuosa. La
mezcla se agitaba vigorosamente, seguidamente se centrifugaba a 2000 rpm durante
2 min y se recuperaba la fase organica, evaporandose el solvente bajo atmdsfera de
nitrdgeno. El extracto lipidico era cuantificado gravimétricamente, redisuelto en
cloroformo:metanol (2:1) a una concentracién de 10 mg lipido/ml solvente y guardado
en atmosfera de nitrégeno a -20 °C hasta el momento de continuar con su andlisis. Si
el extracto lipidico iba a ser posteriormente transmetilado para obtener su
composicion en acidos grasos, se afiadia al solvente 0,05% de hidroxitolueno butilado
(BHT, “butylated hydroxy toluene”), mientras que si iba a ser utilizado para la

determinacion de su composicion en clases lipidicas por densitometria, se
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almacenaba sin el antioxidante.

A lo largo de esta memoria, la cantidad de lipido total presente en una muestra se
expresa en porcentaje de su peso seco. El valor del porcentaje de lipido en peso seco
(% Lps) se calculé a partir de los datos de lipido en peso fresco (% Lpf) y del peso

seco de la muestra (100 - % H).

% Lpf = (Pl / P) - 100

donde PI, es el peso del lipido de la muestra (mg) y P, es el peso de la muestra

(mg).

% Lps = (% Lpf - 100) / (100 - % H)

3.6.5. Clases lipidicas

Separacion y cuantificacion

Las clases lipidicas de los lipidos totales fueron separadas por cromatografia en
capa fina de alta resolucion (HPTLC, “high performance thin layer chromatography”)
unidireccional, empleando placas de vidrio de 10 x 10 cm recubiertas de silicagel (0,2
mm de grosor) y sin indicador de fluorescencia (Merck, Darmstadt, Alemania). Las
placas, previamente desarrolladas con 15 ml de éter dietilico para eliminar impurezas,
y activadas a 110 °C durante 30 min, eran cargadas con 5 alicuotas de lipido de 25
Mg, una de las cuales era un estandar de composiciébn conocida que serviria de

referencia.

Una vez depositadas las muestras en la placa, se introducia en una cubeta donde
se les aplicaba un doble desarrollo (Olsen y Henderson, 1989). Primeramente, se
separaban los lipidos polares mediante una mezcla de acetato de

metilo:isopropanol:cloroformo:metanol:0,25% (p/v) KCl (25:25:25:10:9, en volumen).

42



Material y métodos

Una vez el solvente habia alcanzado la mitad de la altura de la placa, se sacaba ésta
de la cubeta y se dejaba secar en presencia de silicagel durante 30 min en un
desecador al que se hacia vacio. En segundo lugar, se desarrollaban los lipidos
neutros con una mezcla de hexano:éter dietilico:acido acético glacial (80:20:2, en
volumen) dejando que el solvente llegara hasta aproximadamente 0,5 cm del borde
superior de la placa, secando a continuacion la placa de la misma forma citada
anteriormente. Para la deteccion de las clases lipidicas separadas, se tefiia la placa
pulverizandola ligeramente con una solucion de acetato cuprico al 3% y &acido
ortofosférico al 8% y se introducia inmediatamente en una estufa a 160 °C durante
unos 15 min hasta obtener claramente oscurecidas las diferentes bandas
correspondientes a las clases lipidicas de la muestra (Figura 3.7). La cuantificacion
de las clases lipidicas se determinaba midiendo la absorbancia de las bandas a una
longitud de onda de 370 nm mediante la introduccion de la placa en un densitdbmetro
(Shimadzu CS-9000, Kyoto, Japon).
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Figura 3.7. Desarrollo de clases lipidicas en la placa de HPTLC. LT, lipido total; LN, lipidos
neutros; LP, lipidos polares; EE, ésteres de esterol; TG, triglicéridos; AGL, acidos grasos
libres; COL, colesterol; AGP, acilgliceroles parciales; FE, fosfatidiletanolamina; FlI,
fosfatidilinositol; FS, fosfatidilserina; FC, fosfatidilcolina; EM, esfingomielina; LFC,
lisofosfatidilcolina.

Extraccién

Para determinar la composicion en acidos grasos de las diferentes clases
lipidicas, se procedia a su aislamiento y recogida por cromatografia en capa fina
(TLC, “thin layer chromatography”), empleando placas de vidrio de 20 x 20 cm
recubiertas de silicagel (0,25 mm de grosor) sin indicador de fluorescencia (Merck,
Darmstadt, Alemania). Se cargaba la placa con 2 muestras de lipido de 5 mg, mas un
estandar de huevas de bacalao de composicion conocida (250 ug), y se le aplicaba un
doble desarrollo, excepto para el higado, en que se utilizé un Unico desarrollo para
separar lipidos neutros, utilizando los mismos disolventes citados en el apartado
anterior. Una vez separadas las clases lipidicas, se procedia a la tincion sutil de la

placa con 2'-7' diclorofluorisceina (1 g/l en metanol 98% v/v) conteniendo 0,05% (p/v)

44



Material y métodos

de BHT como antioxidante, y a su visualizacién en una cadmara con luz UV. Una vez
identificadas las bandas, se rascaban separadamente de la placa con un bisturi de
punta recta y se introducian en tubos de ensayo esmerilados, para proceder

posteriormente a su transformacién en ésteres metilicos de acidos grasos.

Entre los fosfolipidos, las clases lipidicas recogidas fueron, fosfatidilcolina (FC),
fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (FI) y fosfatidiletanolamina (FE), mientras que
entre los lipidos neutros se recuperaron exclusivamente los triglicéridos (TG). En el

higado sélo se recogieron el total de lipidos polares (TLP) y los TG.

3.6.6. Esteres metilicos de acidos grasos

Para analizar la composicién en &cidos grasos de los extractos lipidicos por
cromatografia de gases, se prepararon previamente los ésteres metilicos de los
acidos grasos (FAMEs, “fatty acid methyl esters”) que los componian, mediante
transmetilacion por catalisis acida de 1-2 mg de lipido total, usando como catalizador
acido sulfarico al 1% (v/v) en metanol. Para favorecer la disolucion de los lipidos
neutros, se afadia tolueno al extracto previamente a la adicion de la solucién de
sulfdrico en metanol. La reaccién se llevé a cabo a 50 °C durante 16 horas y en
atmosfera de nitrégeno para evitar la oxidacion de los mismos. Los ésteres metilicos
de acidos grasos obtenidos fueron purificados mediante desarrollo simple por TLC
con una mezcla de hexano/ éter dietilico/ acido acético glacial (85:15:1, en volumen) y
visualizados bajo luz ultravioleta (365 nm) tras realizar una tincién con 2", 77, -
diclorofluoresceina al 0,1% en metanol del 97% (p/v), conteniendo 0,01% de BHT
(Christie, 1982). Previamente a la transmetilacién, se afiadié a las muestras un 5% del

acido graso eneicosanoico (21:0) como estandar interno.

Los FAMEs ya purificados y rascados de la placa, fueron extraidos de la silice con
una mezcla de hexano/ éter dietilico (1:1), evaporando posteriormente el solvente y
redisolviendolos en hexano a una concentracion de 1 mg/ml. Los FAMEs asi
obtenidos fueron separados y cuantificados mediante inyeccién “en columna” en un
cromatografo de gases provisto de detector de ionizacion de llama, segun las

siguientes condiciones operativas:
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V' Cromatégrafo: Packard 436 (Chrompak Uk Ltd., Londres, Inglaterra)

V' Columna: capilar de silice fundida Supelcowax™ 10 (25 m x 0,32 mm I.D.)
(Supelco Inc., Bellefonte, EEUU) con fase estacionaria polar de acidos grasos

libres
V' Gas portador: Helio

V Presién de los gases: Helio, 1 kg/cm? hidrégeno, 0,55 kg/cm?; aire, 0,55
kg/cm?

\  Temperatura: Inyector 50 °C; Detector 250 °C; Columna, segn rampa con las
siguientes caracteristicas: temperatura inicial 50 °C, tasa de incremento de
temperatura de 39 °C/min hasta alcanzar 150 °C, seguida de tasa de
incremento de 3 °C/min hasta alcanzar una temperatura final de 230 °C que

era mantenida durante 10 minutos.

La identificaciébn de cada acido graso se llevé a cabo mediante la utilizacién,
como patrén, de un aceite de pescado bien caracterizado. Una vez identificados, se
expresé su cuantificacién en porcentaje del total de acidos grasos segln se obtenia
del cromatograma. Complementariamente, se cuantificé en valor absoluto el total de
los acidos grasos del LT de los distintos érganos y hematocrito, expresandolo en g
de acido graso por mg de muestra en peso seco, utilizando para ello el estandar

interno afladido a la muestra antes de la transmetilacion:

AG (ug acido graso/mg muestra en peso seco) = (aAG - Lps - St;) / (aSt; - 100)

donde aAG, es el &rea absoluta de cada &cido graso; Lps, representa el
porcentaje de lipido en peso seco; St;, son los ug de estandar interno por mg de lipido

afiadidos a la muestra y aSt;, es el area absoluta del estandar interno.

Calidad nutricional del pescado

El valor nutricional del filete de los peces cultivados desde el punto de vista de la
salud humana, se evalué utilizando una serie de indices que determinan la calidad del

lipido presente en el musculo, a través del analisis de su perfil de &cidos grasos
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(Valfré y col., 2003; Senso y col., 2007). Asi, el indice de calidad de los lipidos del
filete del pescado (ICP), refleja la relaciébn porcentual entre la suma de los dos
principales (n-3) HUFA (EPA y DHA), con respecto al total de los lipidos presentes en
el masculo. El indice de Aterogenicidad (IAt), que indica el potencial de obstruccion de
las arterias, y el de Trombogenicidad (IT), que muestra la tendencia a la aparicion de
trombos en los vasos sanguineos, también fueron tenidos en cuenta y se calcularon a
partir de la relacion entre los principales acidos grasos saturados y los

monoinsaturados y poliinsaturados, segun las siguientes expresiones:

[12:0 + (4 - 14:0) + 16:0]

IAt =
SMUFA + 5(n-6) PUFA + S(n-3) PUFA

(14:0 + 16:0 + 18:0)

(0,5 - YMUFA) + (0,5 - ¥(n-6) PUFA) + (3 - ¥(n-3) PUFA) + (5(n-3) PUFA / 3 (n-6) PUFA)

3.6.7. AMPc intracelular

Este estudio se llevd a cabo mediante un ensayo (TRK 432, Amersham Ibérica
S.A., Madrid), basado en la competitividad que se establece entre el AMPc no
marcado radiactivamente y una cantidad fija del compuesto tritiado por unirse a una
proteina que tiene una alta especificidad y afinidad por el AMPc. La cantidad formada
del compuesto proteina-*H(AMPc), es inversamente proporcional a la cantidad de
AMPc no marcado, de tal forma que, midiendo la radiactividad ligada a la proteina,
podemos determinar la cantidad de AMPc no marcado presente en la muestra

estudiada.

Una vez extraidos y limpios los segmentos de intestino, se pesaban y se

introducian en tubos de vidrio con 0,5 ml/100 mg tejido, de una solucion Tris/HCI 50
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mM conteniendo 4 mM de EDTA a pH 7,5, para ser homogeneizados hasta que el
tejido quedara completamente disgregado. Tras esta primera fase, se trasvasaba el
contenido a tubos de centrifuga, donde se desproteinizaba completamente el tejido
manteniéndolo al bafio Maria en aceite a 110 °C durante 3 min aproximadamente
(hasta que la proteina apareciera coagulada). Seguidamente, se centrifugaban los
tubos a 5000 x g durante 10 min y se tomaba 50 ul del sobrenadante que eran
almacenados en Eppendorf a -80 °C, hasta el momento de ser afiadidos a tubos de
ensayo que contenian una cantidad conocida de AMPc marcado y proteina ligando.
Se mezclaba el contenido y se mantenia entre 2 y 8 °C durante 2 h, periodo tras el
cual, se afiadia una cantidad de carb6n absorbente al tubo de ensayo para que
captase el AMPc tritiado no unido a la proteina ligando y se centrifugaba lentamente
para sedimentar el carbén. Tras la centrifugacion, dos alicuotas de 200 ul del
sobrenadante eran transferidas a sendos viales plasticos, procediéndose a su contaje
radiactivo de igual manera que en el apartado 3.5.2. La cantidad de AMPc (pmol)
presente en las muestras problema se obtuvo mediante una curva de calibrado
preparada a partir de estandares de concentraciones variables conocidas de AMPc no

marcado.

Cuando se queria comprobar el efecto de sustancias como teofilina o forskolina
sobre los niveles de AMPc intracelular, se incubaba el tejido durante 2 min con una
solucion 3 mM o 10° M de cada producto respectivamente, antes de ser
homogeneizado, siguiendo el resto del proceso la misma pauta descrita

anteriormente.

3.6.8. Determinaciones plasmaticas

Las muestras de plasma fueron analizadas bioquimicamente en la seccién de
bioquimica del laboratorio central del Hospital Universitario de Canarias (La Laguna),
mediante un autoanalizador Hitachi 717 (Tokio, Japon) que permite determinar,
utiizando una serie de kits comerciales (Boehringer Mannhein S.A., Mannhein,
Alemania), su contenido de colesterol total, triglicéridos, proteinas totales, calcio,

fésforo, sodio, potasio y cloruro.
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3.7. Analisis estadistico

En la presente memoria, los datos son expresados como media de un nimero
variable de muestras (n) con su desviacion estandar (DE), excepto para los estudios
de parametros bioeléctricos y de flujos a través del tracto intestinal que son
presentados como media acompafiada de su respectivo error estdndar de la media
(EEM). EI EEM de los flujos netos se obtuvo ponderando las cuasivarianzas

muestrales de ambos flujos unidireccionales:

EEM = (EEMm-s + EEMs-m) / (n1 + n2)”

Para determinar la bondad del ajuste de los datos numéricos a una distribucion
normal, se utilizé el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para cada muestra.
Como los valores expresados en porcentaje de area no se ajustan a una distribucion
normal, fueron transformados en el arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje

dividido por cien, previamente a su andlisis estadistico (Sokal y Rohlf, 1981).

Las comparaciones entre pares de valores se llevaron a cabo aplicando el test t-
Student para muestras independientes, comprobando la homogeneidad de las
varianzas (homocedasticidad) mediante el test de Levene (Zar, 1984). Para comparar
una media poblacional con un valor cero, se aplicé el test t-Student para una sola
muestra (P<0,05). Las diferencias entre mas de dos valores se estudiaron empleando
un andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido del test de Tukey para
comparaciones multiples. En aquellos casos en los que las varianzas no eran
homogéneas, se analizaron los datos mediante el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis.

Las diferencias entre medias fueron consideradas significativas a tres niveles
diferentes P<0,05, P<0,01 y P<0,001.

El andlisis estadistico se desarroll6 utilizando el paquete estadistico SPSS
version 12.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, EEUU).
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4. RESULTADOS

La exposicion de los resultados de la presente memoria ha sido estructurada en

cinco bloques principales, segun lo establecido en el apartado de Objetivos (pag. 23).

Antes de analizar en profundidad los efectos registrados al final del periodo de
alimentacion en los juveniles de dorada a los que se habia suministrado la dieta
control (DC) o la dieta deficiente en HUFA (DD), se caracteriza el perfil lipidico de los
piensos empleados en la experimentacion, y de los juveniles antes del comienzo de la

experiencia, considerada como muestra inicial.

Composicion bioquimica de las dietas experimentales

Las dietas manufacturadas sin harina o aceite de pescado pueden resultar
inicialmente menos aceptadas por los peces (Grisdale-Helland y col., 2002; Geurden y
col., 2005, 2007), posiblemente debido a variaciones en su palatabilidad. Por ello,
durante el mes previo al comienzo de la experiencia, todos los ejemplares fueron
alimentados con la dieta experimental carente de aceite de pescado (DD), como
periodo de adaptacion a las nuevas caracteristicas de textura, sabor y aroma del
alimento. El cambio de la dieta comercial a la experimental produjo una disminucion
de la ingesta durante las 2 primeras semanas, pasandose de suministrar alrededor de
un 60% del alimento preparado (2% de la biomasa de cada tanque/dia) a
aproximadamente la mitad. A partir de este momento, la cantidad de alimento ingerido

retorn6 gradualmente a porcentajes similares al inicial.

Como se refleja en la Tabla 3.1, ambas dietas experimentales presentaron la
misma composicion proximal, la proteina mostré valores ligeramente superiores al
50%, el lipido se aproximé al 15%, la ceniza oscilé entre un 9,3 y un 9,9% vy la
humedad entre un 10,4 y un 12,2%. En cuanto a la composicién lipidica, el total de
lipidos neutros superd en ambos piensos el 85%, siendo los TG, con mas del 63%, la
clase lipidica mas representativa. Entre los lipidos polares, la FC fue la fraccion
principal, aunque no llegé al 9% del total lipidico en ninguno de los piensos
experimentales. Unicamente el porcentaje de ésteres de esterol (EE) varid
significativamente entre tratamientos, acercandose al 13% en la dieta carente de
aceite de pescado o dieta deficiente en HUFA (DD), frente a poco mas del 7% de la

dieta formulada con aceite de pescado, o dieta control (DC) (Tabla 3.2). Segun lo
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esperado, el perfil de acidos grasos de ambos piensos experimentales difirid
sustancialmente (Tabla 3.3). Los (n-3) HUFA representaron el 0,6% de los acidos
grasos de la DD, mientras que en los de la DC se elevd hasta el 16,2%, estando
representados mayoritariamente por un 8,9% de acido eicosapentanoico (20:5(n-3),
EPA) y un 5,5% de acido docosahexanoico (22:6(n-3), DHA). El resto de integrantes
de los (n-3) HUFA, como el acido docosapentanoico (22:5(n-3), DPA), el
docosatetranoico (20:4(n-3)) o el 21:5(n-3), fueron detectados Unicamente en la DC.
En cuanto al &cido araquidonico (20:4(n-6), ARA), tampoco fue detectado en la dieta
carente de AP, mostrando una proporcion del 0,8% dentro de los acidos grasos de la
DC. Asi, en la dieta que contenia la mezcla de aceite de origen animal y vegetal, los
acidos grasos esenciales (AGE) fueron sustituidos basicamente por los acidos grasos
oleico (18:1(n-9), OA), linoleico (18:2(n-6), LA) y linolénico (18:3(n-3), LNA), este
ultimo adicionado al pienso DD en forma pura en una proporcion del 1%. A excepcion
de los acidos grasos monoinsaturados (MUFA), todos los grupos de &cidos grasos
variaron significativamente entre tratamientos. La DD presentd valores mas bajos de
saturados y (n-3) PUFA y mas altos de (n-6) PUFA que la DC, y como consecuencia

de ello, la relacion (n-3)/(n-6) fue menor en la DD (0,3), que en la DC (7,5).

Comparacién de los 6rganos al inicio del periodo experimental

Antes del comienzo de la alimentacion con las dos dietas experimentales, y una
vez todos los juveniles de dorada hubieron recibido exclusivamente la dieta deficiente
en HUFA durante un mes, se sacrificaron 6 ejemplares (uno por tanque) y se
recogieron muestras de masculo, higado, cerebro e intestino anterior y posterior.
Estas muestras, consideradas como muestra inicial, fueron analizadas

biogquimicamente para determinar su composicion lipidica.

La Tabla 4.1 refleja el contenido lipidico y la composicién en clases lipidicas de
los érganos de la muestra inicial. El analisis comparado de estos datos indica que el
musculo mostré la menor proporcion de lipido total (LT) con un 14,31% de su peso
seco, seguido del intestino posterior con el 21,66%, y de higado, intestino anterior y
cerebro donde represent6 entre el 32,21 y el 36,45%. Entre un 27 y un 36% de los
lipidos fueron polares, salvo en el cerebro, donde su porcentaje fue notablemente mas

elevado, superando el 65%. El total de lipidos neutros (TLN) mostrd, obviamente, la
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tendencia contraria. La principal clase lipidica dentro de la fraccién polar de muasculo,
higado y ambos segmentos de intestino, fue, con diferencia, la FC, que supuso mas
de la mitad del TLP en todos ellos, mientras que los TG fueron los mas abundantes en
la fraccién lipidica neutra, representando mas del 85% del total en el masculo, y entre
el 71y el 75% en higado y ambos segmentos intestinales. En el cerebro, también fue
la FC la principal clase lipidica polar (37,8%), seguida por la FE (30,9%), mientras que

cerca de la mitad de la fraccién lipidica neutra fue colesterol, y casi un 30% TG.

Como era de esperar, las diferencias en la composicién de acidos grasos de los
distintos érganos de la muestra inicial fueron evidentes (Tabla 4.2). Asi por ejemplo,
la presencia de MUFA en el masculo fue notoria, llegando hasta el 40,5% del total de
los acidos grasos, siendo su representante mas destacado el 18:1(n-9), que aportd
mas de la mitad al total del grupo. Monoinsaturados de 16, 20 y 22C, alcanzaron las
proporciones mas altas de todos los 6rganos analizados. Asimismo, el musculo
mostrd el mayor porcentaje de LNA (1,0%), EPA (4,9%) y DPA (1,8%) y el segundo
mas alto, conjuntamente con el intestino posterior, de DHA (11,6%), y por tanto, una
alta proporcion de (n-3) HUFA y (n-3) total, s6lo superadas en el cerebro. Por el
contrario, presentd el segundo nivel mas bajo de 18:2(n-6) y de (n-6) total (7,9%), lo
gue, unido a lo ocurrido con los (n-3), dio lugar a una relacién (n-3)/(n-6) elevada, por

debajo Unicamente de la del cerebro.

El higado se caracteriz6 por presentar elevados porcentajes de 18:1(n-9) y
18:2(n-6) (30,8 y 21,2% del total de acidos grasos, respectivamente) y baja presencia
de los dos (n-3) HUFA principales, 1,5% de 20:5(n-3) y 4,8% de 22:6(n-3). Este perfil
individual dio lugar a que el higado presentase el valor mas alto de MUFA (41%) junto
con el del musculo, y el segundo mas alto de la serie (n-6) (22,7%). Por el contrario,
tanto el total de acidos grasos (n-3), como la relacién (n-3)/(n-6) sélo superaron los
valores registrados en el intestino anterior. Hay que destacar la aparicion en el higado
de productos de elongacion y/o desaturacion del 18:1(n-9), como el 18:2(n-9), 20:2(n-
9) y 20:3(n-9), o del 18:2(n-6) como el 20:2(n-6) y 20:3(n-6), asi como de un 1,4% de
19:0, Unico 6rgano de los analizados donde se detectd este acido graso por encima

de valores traza (<0,05% en nuestro trabajo).
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El cerebro presentd las proporciones mas bajas de 18:1(n-9) (18,7%) y 18:2(n-6)
(2,4%), y por ello, del total de monoinsaturados y de la serie (n-6), a pesar de tener el
valor mas alto de 20:4(n-6) de todos los dGrganos estudiados, con un 1,6%.
Contrariamente, mostro6 la cantidad mas importante de (n-3) HUFA, que constituyo el
31,2% del total de los acidos grasos, con un contenido moderado del 3,8% de EPA
frente al 26,0% de DHA, porcentaje éste Ultimo, mas de dos veces superior al
detectado en el musculo o en el intestino posterior. Estos valores del total de (n-3) y
de (n-6), dieron lugar a que la proporcion (n-3)/(n-6) fuera la mas alta de todos los
organos analizados, llegando hasta 7,9. Cabe destacar la presencia en el cerebro de
dimetilacetales (DMA) y de &cidos grasos de 24 atomos de C como el 24:0 y el 24:1,
que no fueron detectados en el resto de muestras analizadas. También estuvieron
presentes en el cerebro, productos derivados del OA, como el 18:2(n-9) o el 20:2(n-

9), pero ninguno procedente del LA.

Por dltimo, se registraron enormes diferencias en el perfil de acidos grasos de
ambos segmentos de intestino. Unicamente mostraron niveles similares entre si
respecto al total de MUFA (35,9 frente a 32,5% en intestino anterior y posterior,
respectivamente), ya que, aunque el 18:1(n-9) fue mas abundante en el intestino
anterior (31,0% frente a 19,9%), el resto de monoinsaturados siguieron la tendencia
opuesta. La proporcion de 18:2(n-6) (35,6%) y, como consecuencia, de (n-6) total en
el intestino anterior fue la mayor de todos los 6rganos analizados, unas 2,5 veces mas
alta que en el segmento posterior, que, por el contrario, exhibié el segundo porcentaje
mas alto de ARA (1,2%), mientras que el mas bajo se obtuvo en el segmento anterior
(0,3%). Otra diferencia relevante entre los dos segmentos intestinales, es la presencia
en el tramo distal de pequefias cantidades de productos derivados del 18:1(n-9),
como el 18:2, 20:2 0 20:3, o del 18:2(n-6), como el 20:2 o 20:3, mientras que en el
tramo proximal sélo estuvo presente el 20:3(n-9). En el segmento anterior del intestino
se dieron los niveles mas bajos de saturados y (n-3) totales. Individualmente, todos
los &cidos grasos saturados y (n-3), fueron menos abundantes en el intestino anterior
gue en el posterior. Los tres (n-3) HUFA principales también mostraron proporciones
mas reducidas en el intestino anterior (0,8, 0,3 y 2,9%) que en el posterior (3,1, 1,5y
11,4%) para 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3), respectivamente.
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Tabla 4.1. Contenido lipidico y composicién en clases lipidicas de 6rganos de la muestra

inicial
Intestino
Musculo Higado Cerebro  anterior posterior
Lipido total (% peso seco) 14,31 32,21 36,45 34,19 21,66
Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,58 0,54 0,61 0,50 0,62
Esfingomielina 0,52 1,08 1,17 0,34 1,20
Fosfatidilcolina 15,68 19,41 24,69 17,93 17,49
Fosfatidilserina 2,21 2,36 7,32 4,36 5,56
Fosfatidilinositol 1,54 2,36 2,22 0,53 0,25
CL/IFG 0,40 0,63 nd nd nd
Fosfatidiletanolamina 5,56 9,38 20,20 9,26 7,33
No identificados 0,78 0,51 0,00 1,27 1,97
Total lipidos polares 27,27 36,27 65,24 34,19 34,42
Acilgliceroles parciales nd 1,63 nd 1,42 0,59
Colesterol 6,40 5,16 16,70 8,38 10,13
Acidos grasos libres 1,71 3,81 1,75 3,43 2,67
Triglicéridos 63,21 45,29 10,19 49,22 48,60
Esteres de esterol 1,40 5,19 2,60 2,64 3,58
No identificados 0,00 2,65 0,00 0,72 0,00
Total lipidos neutros 72,73 63,73 34,76 65,81 65,58

Cada valor representa la mezcla de 6rganos de 6 peces. nd, no detectado; CL, cardiolipin; FG,

fosfatidilglicerol.
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Tabla 4.2. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) del
lipido total de los 6rganos de la muestra inicial

Intestino

Musculo Higado  Cerebro anterior  posterior
Iﬁ;ﬁgiﬁiiﬁf&s 118,4 274,4 276,1 278,5 169,4
14:.0 4,2 2,5 0,8 1,4 3.4
16:0DMA nd nd 0,9 nd nd
16:0 19,2 14,4 15,8 14,0 20,2
16:1(n-9+n-7) 6,6 4,8 4,1 2,0 4,8
17:0 tr 0,5 0,2 0,4 0,5
18:0DMA nd nd 5,0 nd nd
18:1(n-9)DMA nd nd 0,9 nd nd
18:1(n-7)DMA nd nd 0,6 nd nd
18:0 4,1 6,0 9,9 6,3 8,0
18:1(n-9) 22,1 30,8 18,7 31,0 19,9
18:1(n-7) 2,8 2,4 1,6 15 2,4
18:2(n-9) tr 0,8 0,3 nd tr
18:2(n-6) 7,1 21,2 2,4 35,6 13,6
19:.0 tr 1,4 nd nd nd
18:3(n-3) 1,0 0,7 0,2 0,6 0,8
18:4(n-3) 1,6 0,5 0,4 tr 0,9
20:1(n-11+n-9) 4.4 1,3 1,0 0,6 2,7
20:2(n-9) tr 0,5 0,2 nd tr
20:2(n-6) nd 0,3 nd nd 0,3
20:3(n-9) tr 0,5 nd 0,3 0,5
20:3(n-6) nd 0,4 nd nd tr
20:4(n-6) 0,6 0,4 1,6 0,3 1,2
20:4(n-3) 0,8 0,3 0,2 nd 0,5
20:5(n-3) 49 15 3,8 0,8 3,1
22:1(n-11+n-9) 45 1,0 0,8 0,3 2,7
22:5(n-3) 1,8 0,7 1,2 0,3 15
24:0 nd nd 1,8 nd nd
24:1 nd nd 0,8 nd nd
22:6(n-3) 11,6 4,8 26,0 2,9 11,4
No identificados 1,9 2,1 11 1,5 1,4
Total saturados* 28,5 25,6 29,2 22,8 32,8
Total MUFA 40,5 41,0 27,0 35,9 32,5
Total DMA nd nd 7.4 nd nd
Total PUFA** 31,0 33,4 36,3 41,3 34,7
Total (n-6) 7,9 22,7 4,0 36,2 15,5
Total (n-3) 21,8 8,7 31,8 4.7 18,2
(n-3)/(n-6) 2,7 0,4 7,9 0,1 1,2
Total (n-3) HUFA 19,2 7,5 31,2 4,0 16,5

Cada valor representa la mezcla de 6rganos de 6 peces. nd, no detectado; tr, valor <0,2%;
MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; DMA, dimetilacetal; PUFA, &cidos grasos
poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces). *
incluye 15:0, 20:0 y 22:0; ** incluye 16:2.
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4.1. Parametros biométricos

La Tabla 4.1.1 muestra las caracteristicas biométricas de los juveniles de dorada
al inicio y final de la fase experimental, asi como diferentes indices de rendimiento

mostrados por los peces de ambos grupos.

Los peces aceptaron bien los piensos experimentales, no encontrdndose
diferencias significativas entre los niveles de ingesta de ambos grupos a lo largo de
los 120 dias de experimentacion. La cantidad media de pienso en peso seco ingerido
por cada pez a lo largo del periodo de engorde no varié entre tratamientos, siendo de
219,3 g/pez para los ejemplares que fueron alimentados con la dieta carente de aceite
de pescado (DD), y de 227,5 g/pez, para los que ingirieron el pienso formulado con el
aceite de origen marino (DC). Las tasas de eficiencia del alimento y de la proteina

también se mantuvieron invariables entre los dos grupos experimentales.

El peso final de los ejemplares fue menor en aquellos que fueron alimentados
durante las 17 semanas de engorde con la DD, aunque éstas diferencias no se
manifestaron en talla. Otros pardmetros indicativos del crecimiento, como la ganancia
de peso (%) entre el final y el inicio de la fase experimental, o la tasa de crecimiento
especifico, también se vieron afectados por la composicién en acidos grasos de la

dieta, siendo mas bajos en los peces a los que se les suministré la DD (Tabla 4.1.1).

Los resultados de los parametros somatométricos analizados no revelaron
diferencias significativas entre tratamientos. Asi, el indice hepatosomatico (IHS)
mostré valores de 0,92 y 0,93 para los peces que ingirieron la DD y DC,
respectivamente, mientras que el factor de condicién (K), que relaciona el volumen y
peso de los ejemplares y es considerado un indicativo de bienestar corporal del
animal o como un indice de engorde, se mantuvo practicamente invariable a lo largo
del experimento y entre tratamientos, siendo préximo a 2,20 al comienzo de la

experiencia, y 2,13 (DD) y 2,17 (DC), al final de la misma.

Finalmente, ninguno de los dos grupos ensayados presentd mortalidades a lo
largo del periodo de engorde, ni irregularidades en su aspecto externo como

deformidades, erosiones de la piel o aletas, coloracién o mucosidad anémalas.
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Tabla 4.1.1. Resultados de crecimiento y utilizacion del alimento de juveniles de
dorada alimentados durante 120 dias con las dos dietas experimentales

DC DD P
Peso inicial (g) 135,30 £ 1,04 135,27 £ 0,40 N.S.
Longitud total inicial (cm) 18,20 £ 0,00 18,30 £ 0,10 N.S.
Factor de condicion® inicial (Ky) 2,23 +0,06 2,20 + 0,00 N.S.
Peso final (g) 271,43 + 6,81 25520+512  <0,05
Longitud total final (cm) 23,20 £ 0,30 22,87 +£0,12 N.S.
Factor de condicion® final (K) 2,17 £ 0,06 2,13+0,06 N.S.
IHS? 0,93+0,11 0,92 +0,14 N.S.
Ganancia de peso (%) 100,60 £ 3,54 88,67 + 3,46 <0,05
Tasa de crecimiento especifico (%)3 0,58 + 0,01 0,53 +0,02 <0,05
Materia seca ingerida (g/pez) 227,47 + 8,57 219,27 £ 5,75 N.S.
Eficiencia del alimento® 0,60 £ 0,04 0,55+0,01 N.S.
Eficiencia de la protel'na5 1,19+ 0,08 1,07 £ 0,02 N.S.

Valores expresados como media + DE (n=3, salvo para IHS, donde n=20). Cada
réplica representa los resultados medios de cada tanque experimental. * K;; = 100 -
Peso;; (g)/Longitud®; (cm). ? indice hepatosomatico = 100 - peso del higado/peso del
pez. ° Tasa de crecimiento especifico = 100 - [In Pesosna (g) — In Pesoinica (9)]/dias. 4
Eficiencia del alimento = ganancia de peso fresco/ingesta de alimento en peso seco. °
Eficiencia de la proteina = ganancia de peso fresco/ingesta de proteina.
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4.2. Efecto de la composicion lipidica de la dieta sobre la

composicion lipidica del musculo
4.2.1. Perfil lipidico del musculo en condiciones control

Segun refleja la Tabla 4.2.1, el contenido lipidico del musculo de los peces a los
gue se suministré la dieta que contenia aceite de pescado, supuso el 6,4% de su peso
seco. El 43,5% de los lipidos fueron polares y el 56,5% neutros. La FC y la FE
constituyeron las clases lipidicas mas importantes dentro de la fraccién polar, al
representar mas del 50 y del 25% del total, respectivamente. En la fraccién neutra,
destacaron los TG, que constituyeron algo mas de las tres cuartas partes de la

misma.

En el LT de los peces que se alimentaron con la dieta control, los
monoinsaturados representaron el 35,7% del total de acidos grasos, 33,9% los PUFA
y 29% los saturados. Mas de las tres cuartas partes de los acidos grasos que
integraron los PUFA, pertenecian a los (n-3) HUFA, como por ejemplo, el 22:5 (2,1%),
el 20:5 (7,1%) y el 22:6 (13,8%). Por lo que respecta a la serie (n-6), el 18:2 y el 20:4
fueron mayoritarios (4,9 y 1,1%, respectivamente). Dentro de los saturados, el 16:0
fue su representante mas destacado con un 19,4%, y en los monoinsaturados, el
18:1(n-9), que se elevod hasta el 22,3% (Tabla 4.2.2).

En las Tablas 4.2.3 y 4.2.4 se puede observar la composicion en &cidos grasos
de las principales clases lipidicas polares del musculo alimentados con la DC. En
todas ellas, los PUFA y los saturados fueron, por ese orden, los grupos mas
abundantes, mientras que la proporcion de MUFA se aproximé al 11% en la FE, FS 'y
Fl, y al 18% en la FC. Los PUFA constituyeron cerca de la mitad de los &cidos grasos,
y los saturados, entre el 33 y el 40%, excepto en la FE, donde representaron el 58,7 y
el 21,6%, respectivamente. La contribucion de la serie (n-3) a los PUFA totales, fue
sustancialmente mas relevante que la de la serie (n-6), aportando un 76,6% en el Fl,
un 81,9% en la FC, un 84,1% en la FS y un 87,9% en la FE. La proporcién mas
elevada de (n-3) HUFA, se manifesté en la FE (51,5%), las restantes clases lipidicas

polares presentaron valores muy similares y cercanos al 40%. Sélo se detectaron
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DMA en la FE, donde acontecieron por un 7,0% del total, principalmente 16:0DMA vy
18:0DMA.

La contribucion de los principales acidos grasos saturados, el 16:0 y el 18:0, varié
sustancialmente entre las cuatro fracciones lipidicas polares analizadas (Tabla 4.2.3 y
4.2.4). Asi por ejemplo, el 16:0 alcanzé valores de 29,1% en la FC, mientras que en
Fl, FS y FE, fue ostensiblemente mas bajo, entre el 5,6 y el 9,2%. Por el contrario, la
proporcion mas reducida de 18:0 se encontrd en la FC (3,3%), intermedia en la FE
(11,8%) y las més altas, alrededor del 30%, en la FS y Fl. Dentro de los
monoinsaturados, su principal representante fue el 18:1(n-9), que se acumulé en un
valor proximo al 13% en la FC, manteniéndose cercano al 7% en el resto. Productos
derivados del OA, como el 18:2 y el 20:2, estuvieron presentes en las distintas clases
lipidicas, excepto en el FI, donde no se detecto el producto de 18C. El 18:2(n-6) oscild
entre un 2,9 y un 4,5% en todas las clases lipidicas polares, mientras que el 20:4(n-6)
alcanz6 su nivel méas alto en el FI (8,2% del total de &cidos grasos), representando
menos de un tercio del valor anterior en las tres restantes. Componentes de la serie
(n-6) derivados del 18:2 de 18, 20 y 22C, estuvieron presentes en todas las clases
lipidicas polares, excepto el 22:4(n-6) en el Fl, y el 18:3 y 20:2 en la FS. El 18:3(n-3)
particip6 de manera testimonial en los componentes polares del musculo, no
superando el 0,2% en ninguno de ellos. Los dos (n-3) HUFA mas importantes
manifestaron alta variabilidad entre clases lipidicas, asi por ejemplo, la FC present6 el
valor mas alto de 20:5(n-3) (14,2%), valor 1,5, 2 y 3,8 veces superior al obtenido en
Fl, FE y FS, respectivamente. En cuanto a la presencia de 22:6(n-3), sigui6 el orden:
FE > FS > FI > FC, obteniéndose porcentajes de 40,5, 31,7, 26,5 y 22,5%,
respectivamente. Otro (n-3) HUFA destacado fue el 22:5, que represent6 entre el 2,2

y el 3,5% del total de &cidos grasos en las distintas clases lipidicas.

Como cabia esperar, el perfil de acidos grasos de los TG (Tabla 4.2.4) difirio
notablemente del de las distintas clases lipidicas polares. Asi por ejemplo, mostraron
niveles de saturados mas bajos que los de la FC, FS y FI, y mas altos que los de la
FE. El contenido total de MUFA fue alrededor de 4 veces mayor en la clase lipidica
neutra que en la FE, FS y FI, y 2,5 veces superior al de la FC. Por el contrario, los
PUFA supusieron, escasamente, la mitad del valor registrado en las clases lipidicas

polares. Finalmente, el porcentaje de (n-6) total (6,8%) fue similar al de la FC, FE y
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FS, y algo menos de la mitad del obtenido en el FIl, mientras que el total de (n-3)
(15,5%) fue unas 2,5 veces mas bajo que en la FC, FS y FI, y 3,3 veces menor que en
la FE.

Individualmente se debe destacar que la proporcién de 14:0 en los TG se elevé
hasta el 4,8%, mientras que en las fracciones polares no pasé del 0,4%, ademas, el
contenido de 16:0 super6 entre 2 y 3 veces al encontrado en la FE, FS y FI, pero fue
algo mas bajo que el de la FC. Sorprendentemente, el 18:0 s6lo alcanz6 un 4,4%,
valor equiparable al encontrado en la FC, 2,7 veces menor que el de FE y alrededor
de 7 veces por debajo del de FS y Fl. Los TG del musculo presentaron valores
superiores de todos los MUFA, incluyendo el 18:1(n-9), que representdé mas de una
cuarta parte del total de acidos grasos, llamando la atencion el de 22C, que estuvo
préximo al 3%, no habiendo sido detectado en los lipidos polares. Aunque el
porcentaje de 18:2(n-6) super6 entre 1,3 y 2 veces al de las distintas clases lipidicas
polares, el de 20(4n-6) fue entre 2 y 3 veces mas bajo que en la FC, FE y FS, y mas
de 10 veces menor que en el Fl. Se detectaron derivados de 18 y 20C con dos
insaturaciones, procedentes del 18:1(n-9) y del 18:2(n-6). Las proporciones de 18:3(n-
3) y 18:4(n-3) en los TG, fueron muy superiores a las presentes en los fosfolipidos. El
EPA mostré un nivel similar en los TG al observado en la FS, aunque entre 2 y 4
veces inferior al de FE, Fl y FC, el DHA fue entre 3 y 6 veces menos abundante en la

clase lipidica neutra (Tabla 4.2.3 y 4.2.4).

4.2.2. Efecto de la deficiencia dietaria de HUFA en el musculo

No se registraron variaciones significativas al final del periodo experimental, ni en
el contenido lipidico del musculo, ni en la proporcion total de lipidos polares o neutros.
La unica diferencia estadistica encontrada en este drgano entre los peces de ambos
tratamientos se detectd en el contenido de colesterol, que fue mas bajo en los
ejemplares que ingirieron la dieta deficiente en HUFA, donde represent6 el 5,9%,
frente al 6,5% de los peces DC (Tabla 4.2.1).

A pesar de las diferencias en la composicion lipidica de las dietas experimentales,
el contenido total de saturados, MUFA, DMA y PUFA del LT del mdsculo se mantuvo

invariable entre ambos grupos de peces (Tabla 4.2.2). Sin embargo, en los
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ejemplares que recibieron la DD, el sumatorio de (n-6) fue mas de dos veces superior
al de los DC, mientras que el de (n-3) y la relacién (n-3)/(n-6) fueron menores. Aunque
la proporcién de 18:1(n-9) no varidé entre tratamientos, la concentracion de 20:3(n-9)
en los que ingirieron la dieta deficiente en HUFA fue significativamente mayor. Los
ejemplares alimentados con esta dieta presentaron un 13,2% de 18:2(n-6) frente al
4,9% de los peces DC y mitad de ARA, sin embargo, ninguno de los compuestos
derivados del LA reflejaron diferencias significativas entre tratamientos. El misculo de
los individuos a los que se suministré la DD contenia 3,3 veces mas LNA en el LT,
gue el de los ejemplares que recibieron la dieta con AP. Por el contrario, todos los (n-
3) HUFA fueron significativamente méas bajos en el grupo deficiente (20:4 y 21:5 para
P<0,05, 22:6 para P<0,01 y 20:5y 22:5 para P<0,001).

La FC del musculo de los juveniles que se alimentaron con la DD, presenté menor
proporcion de saturados, (n-3), (n-3) HUFA totales, asi como una relacién (n-3)/(n-6)
inferior, y porcentajes mas altos de (n-6) y PUFA que los pertenecientes al grupo DC
(Tabla 4.2.3). Ni la cantidad global de MUFA, ni la de sus componentes individuales
variaron entre tratamientos, tampoco lo hicieron los productos de elongacién y/o
desaturacion del 18:1(n-9). La disminucion en el sumatorio de saturados es debida a
la reduccién de su principal componente, el 16:0. Tanto el 18:2(n-6) como sus
derivados de 20C con 2 o 3 insaturaciones, fueron mas abundantes en los individuos
gue ingirieron la dieta deficiente en AGE, mientras que la cantidad de ARA
permanecid estable. A pesar de que la presencia de 18:3(n-3) fue mas de 6 veces
superior en los individuos DD, el porcentaje de sus productos derivados en los
ejemplares de ambos tratamientos no resultdé modificado. Por altimo, los principales
(n-3) HUFA presentaron concentraciones menos elevadas en los peces a los que se
suministro la dieta carente de AP, aunque a niveles de significacién diferentes (P<0,01
para el 22:5y el 22:6, y P<0,001 para el 20:5).

En la FE, los &cidos grasos saturados de 16 y 18 atomos de C, que representaron
mas del 96% del grupo, se mantuvieron constantes entre tratamientos (Tabla 4.2.3).
Tampoco resultaron alterados por la composicion dietaria, el total de MUFA, DMA o
PUFA. Por el contrario, los juveniles que fueron alimentados con la dieta deficiente en
HUFA mostraron proporciones inferiores de (n-3), (n-3) HUFA, asi como de la relacién

(n-3)/(n-6) y mas altas de la serie (n-6). A pesar de que el 18:1(n-9) fue mas
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abundante en los peces que recibieron la DD, ninguno de sus derivados presento
valores significativamente diferentes entre grupos. Entre los (n-6), el 18:2 fue mas de
3 veces superior en los peces del grupo DD, el 20:2 cuatro veces, y el 20:3 doble, por
el contrario, el nivel de 20:4 no evidencid diferencias significativas. El 18:3(n-3)
representd el 1,0% del total de acidos grasos del musculo en los juveniles que
recibieron la DD, mientras que en aquellos que ingirieron la DC se detectd a nivel
traza, también fue mayor en los primeros el nivel de 20:3(n-3). La presencia de los
tres (n-3) HUFA més relevantes fue mas baja en los peces alimentados con la DD,
donde alcanzaron valores de 4,2% el EPA, 2,1% el DPA y 36,5% el DHA (P<0,001,
P<0,01 y P<0,05, respectivamente).

La composicion lipidica de la dieta no afecté al total de saturados ni de PUFA
presentes en la FS (Tabla 4.2.4). Sin embargo, el contenido de (n-3) HUFA, de (n-3),
asi como la relacion (n-3)/(n-6) fueron mas bajos en los peces DD, mientras que el
total de MUFA y de la serie (n-6) experimentaron un significativo ascenso. Las
variaciones encontradas en los monoinsaturados se debieron exclusivamente a los
componentes de 16C. Ni el OA, ni ninguno de sus derivados, mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos de peces. Por lo que respecta a la serie (n-6), el
porcentaje de 18:2 en los individuos del lote DD superé en 2,5 veces al del lote DC, el
20:3(n-6) fue doble en el primer grupo, y por contra, la concentracién de 20:4 se
redujo. Dentro de los (n-3), solo el 18:3 alcanzd una proporcién superior en los
ejemplares que tomaron la dieta deficiente, mientras que (n-3) HUFA como el 205 y
22:5 fueron menos abundantes (P<0,05 y P<0,01, respectivamente), no registrandose
diferencias significativas en la cantidad de 22:6 (27,2 y 31,7% en ejemplares DD y

DC, respectivamente).

El FI presentdé las mismas tendencias observadas en la FE, aunque menos
acusadas (Tabla 4.2.4). Asi por ejemplo, los juveniles que tomaron la dieta deficiente
en AGE mostraron un nivel méas reducido de (n-3) HUFA, de (n-3), asi como de la
proporcion (n-3)/(n-6), y mayor de la serie (n-6), permaneciendo invariables los
porcentajes individuales de todos los 4cidos grasos saturados y monoinsaturados, sus
totales, y el sumatorio de PUFA. El 18:2(n-6) triplicd su presencia en los individuos DD
con respecto al valor obtenido en los DC, tanto el 20:2(n-6) como el 20:3(n-6) fueron

también mas abundantes en los primeros, en cambio, el 20:4(n-6) se mantuvo en
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torno al 8% en ambos tratamientos. A pesar de que el porcentaje de 18:3(n-3) fue 6
veces mas alto en los ejemplares que ingirieron la dieta sin AP, no se detectaron
diferencias entre tratamientos en sus productos derivados. Los (n-3) HUFA, salvo el
20:3(n-3), presentaron niveles mas bajos en los individuos deficientes en AGE, siendo
estas diferencias mas acusadas para el 20:5(n-3) y 22:5(n-3) (P<0,01), que para el
20:4(n-3) y 22:6(n-3) (P<0,05).

Con respecto a la composicién en acidos grasos de los lipidos neutros del
musculo, los TG de los juveniles del tratamiento DD presentaron un porcentaje mas
bajo de saturados, MUFA y (n-3) HUFA totales, asi como de la relacion (n-3)/(n-6)
(26,3%, 43,1%, 11,1% y 1,1, respectivamente) que el de los individuos DC (29,3%,
44,7%, 13,3% y 2,3, respectivamente). Por el contrario, la proporcién total de PUFA 'y
de (n-6) fue mayor en los primeros (30,0% vs. 245% y 13,6% vs. 6,8%,
respectivamente). La variacion encontrada en el total de MUFA es debida a los acidos
grasos de 16C, ya que el resto de componentes permanecio constante, mientras que
en los saturados, los 14, 16 y 18C, son los responsables de las diferencias
encontradas. Los productos derivados del 18:1(n-9) se mantuvieron sin variaciones en
los ejemplares de ambos tratamientos. Dentro de la serie (n-6), el 18:2, 20:2 y 20:3
fueron significativamente mas altos en los peces que ingirieron la dieta deficiente en
AGE, mientras que el 20:4 sigui6 la tendencia opuesta. El contenido de 18:3(n-3) en
los juveniles del grupo DD triplicé el del grupo DC, siendo también mas alto en los
primeros el 20:3(n-3). Tanto 20:5(n-3) como 22:5(n-3), fueron mas escasos en los
ejemplares a los que se suministré la DD, mientras que la concentracion de 20:4(n-3)

y 22:6(n-3) no vario6 entre tratamientos (Tabla 4.2.4).

Finalmente, en la Tabla 4.2.2 aparecen reflejados los resultados obtenidos de la
evaluacion nutricional para consumo humano del filete de juveniles de dorada de
ambos grupos experimentales. El indice que determina la calidad de la fuente lipidica
(ICP) fue significativamente menor en el musculo de los peces que ingirieron la dieta
gue carecia de AP (DD), mientras que el indice de trombogenicidad (IT), fue més alto
en ese grupo. No se detectaron diferencias estadisticas (P=0,061) entre tratamientos

para el valor del indice de aterogenicidad (IAt).
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Tabla 4.2.1. Contenido lipidico y composicién en clases lipidicas del misculo
de juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta
deficiente en HUFA (DD)

DC DD
Lipido total (% peso seco) 6,4+0,5 59+0,6 N.S.
Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,8+0,1 0,9+0,1 N.S.
Esfingomielina 1,0+0,1 0,9+0,1 N.S.
Fosfatidilcolina 221+1,6 19,3+2,2 N.S.
Fosfatidilserina 2,6+0,2 25+0,1 N.S.
Fosfatidilinositol 48+0,6 40+0,4 N.S.
CL/IFG 1,0+0,1 0,9+0,2 N.S.
Fosfatidiletanolamina 11,2+0,8 10,3+1,3 N.S.
No identificados 0,1+0,1 0,1+0,1
Total lipidos polares 43,5+3,2 38,9143 N.S.
Acilgliceroles parciales 1,0+0,2 1,4+0,1 N.S.
Colesterol 6,5+0,1 59+0,2 <0,01
Acidos grasos libres 2,5+0,3 300,11 N.S.
Triglicéridos 429+35 47,7+ 4,0 N.S.
Esteres de esterol 3,6+0,4 29+0,2 N.S.
No identificados 0,1+0,1 0,3+0,1
Total lipidos neutros 56,5+ 3,2 61,1+4,3 N.S.

Valores expresados como media + DE (n=8 para contenido lipidico y n=3 para
composicion en clases lipidicas). Cada réplica representa la mezcla de masculo de 6
peces. N.S., no significativamente diferentes; CL, cardiolipin; FG, fosfatidilglicerol.
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Tabla 4.2.2. Composicidn en acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) del lipido total del masculo de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

DC DD P
Total acidos grasos 55,0 + 4,1 47,0+ 48 <0,05
(ng/mg peso seco tejido)
14:0 32+0,1 3,2+0,3 N.S.
16:0 19,4+0,9 18,1+1,2 N.S.
16:1(n-9+n-7) 58+0,2 54+0,3 N.S.
18:0 56+0,5 47+04 <0,05
18:1(n-9) 223+1,0 234+11 N.S.
18:1(n-7) 2701 25+0,2 N.S.
18:2(n-9) 0,3%+0,0 0,3+0,1 N.S.
18:2(n-6) 49+0,8 13,2+0,7 <0,001
18:3(n-3) 0,7+£0,0 2,3+0,3 <0,001
18:4(n-3) 12+0,1 1,2+0,1 N.S.
20:1(n-11+n-9) 25+0,2 3,0£0,2 <0,05
20:2(n-9) 0,3+0,1 0,3+0,0 N.S.
20:2(n-6) nd 0,1+0,1 N.S.
20:3(n-9) 0,1+0,1 0,3+0,0 <0,01
20:3(n-6) 0,1+0,1 0,2+0,0 N.S.
20:4(n-6) 1,1+0,1 0,6 0,0 <0,001
20:4(n-3) 0,7+0,1 0,6 0,1 <0,05
20:5(n-3) 7,1+0,3 3,6+0,1 <0,001
22:1(n-11+n-9) 23+0,2 29+0,1 <0,01
21:5(n-3) 0,3%+0,0 0,2+0,1 <0,05
22:5(n-6) 0,3%+0,0 0,2+0,1 N.S.
22:5(n-3) 21+0,1 1,4+0,0 <0,001
22:6(n-3) 13.8+1,3 10,0+£0,8 <0,01
No identificados 1,1+£0,2 1,0+0,3
Total saturados* 29,0+1,2 27,115 N.S.
Total MUFA 35,7+15 37,220 N.S.
Total DMA** 0,3£0,2 0,1+£0,1 N.S.
Total PUFA*** 33,9+0,7 34612 N.S.
Total (n-6) 6,4+0,8 14,4+0,5 <0,001
Total (n-3) 259+15 19,1+0,9 <0,001
(n-3)/(n-6) 41+0,8 1,3+£0,1 <0,001
Total (n-3) HUFA 239+1,6 156+1,0 <0,001
ICP 20,84 £ 1,54 13,51 +£0,92 <0,001
1At 0,47 £ 0,01 0,44 + 0,03 N.S.
IT 0,28 £ 0,01 0,31 +£0,02 <0,05

Valores expresados como media = DE (n=4 para DC y n=5 para DD). Cada réplica
representa la mezcla de muasculo de 6 peces. N.S., no significativamente
diferentes; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; DMA, dimetilacetal; PUFA,
acidos grasos poliinsaturados; HUFA, 4cidos grasos altamente insaturados (>C,, y
>3 dobles enlaces). * incluye 15:0, 17:0, 19:0 y 20:0; ** incluye 16:0DMA y
18:0DMA; *** incluye 16:2, 16:3 y 16:4. ICP, indice de calidad de los lipidos en el
filete; IAt, indice de aterogenicidad; IT, indice de trombogenicidad.
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Tabla 4.2.3. Composiciéon en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilcolina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE) del musculo de juveniles de dorada
alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

FC FE
DC DD DC DD

14:0 0,3+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,3+0,1
16:0DMA nd nd 1,9+0,4 1,9+05
16:0 29,1+0,8 26,3+1,0 9,2+0,4 9,2+0,3
16:1(n-9+n-7) 1,8+0,3 1,4+0,3 12+0,1 1,1+0,2
18:0DMA nd nd 3,3+£07 3,3+£0,6
18:1(n-9+n-7)DMA nd nd 1,8+0,4 1,8+0,5
18:0 3,3+0,0 3,6 +0,1° 11,8 +0,7 11,2 +0,4
18:1(n-9) 13,3+0,4 14,6 0,9 6,7+0,2 7,9+0,1°
18:1(n-7) 24+02 20+0,2 2,2+0,1 1,8 +0,1°
18:2(n-9) 02+0,1 0,3+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
18:2(n-6) 45+1,1 20,1+2,8° 3,0+0,6 10,3+ 1,2°
18:3(n-6) 01+0,1 nd 0,1+0,1 nd
18:3(n-3) 0,2+0,0 1,3+0,2° tr 1,0 + 0,2
18:4(n-3) 0,1+0,0 0,1+0,0 nd nd
20:1(n-11+n-9) 0,4+0,1 0,3+0,1 0,7+0,2 0,8+0,2
20:2(n-9) tr 01+0,1 0,2+0,1 0,3+0,1
20:2(n-6) 0,1+0,0 0,4+0,0° 01+0,1 0,4 +0,0°
20:3(n-6) 0,3+0,0 0,5+0,1° 0,2+0,0 0,4+0,1°
20:4(n-6) 24+03 15+0,4 2,4+02 2,1+03
20:3(n-3) nd nd nd 0,3+0,0°
20:4(n-3) 0,4+0,0 0,3+0,0 0,7+0,1 0,5+0,1"
20:5(n-3) 14,2 +0,9 6,3+0,9° 70+0,1 42+0,5°
22:4(n-6) 0,2+0,0 tr ! 0,1+0,1 nd
22:5(n-6) 0,5+0,0 0,4+0,0 0,8+0,0 0,7+0,1
22:5(n-3) 22+0,1 1,4+0,22 3,0+0,2 2,1+0,22
22:6(n-3) 225+0,7 17,0 +1,8° 40,5+ 0,6 36,5+2,1°
No identificados 0,3+0,1 05+0,1 1,9+0,4 1,3+0,3
Total saturados* 33,2+0,7 31,1+0,7* 216+1,1 21,2+0,4
Total MUFA 17,9+ 0,6 18,3+ 1,0 10,8+ 0,5 11,6 +0,2
Total DMA nd nd 70+1,6 6,9+1,5
Total PUFA** 48,6 +0,3 50,1 + 0,3° 58,7 + 0,5 59,0 + 1,6
Total (n-6) 8,1+0,8 23,0+25° 6,6 +0,5 13,9 +0,9°
Total (n-3) 39,8+1,0 26,4 +27° 51,6+0,6 44,6 +2,6"
(n-3)/(n-6) 49+0,6 1,2+0,2° 79+0,6 3,2+0,4°
Total (n-3) HUFA 395+1,1 25,0+ 2,9° 51,5+0,7 43,6 +2,8°

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de musculo de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, &acidos grasos monoinsaturados; DMA,
dimetilacetal; PUFA, acidos grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados
(>C5 y >3 dobles enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de
datos son expresadas como: ' P<0,05, > P<0,01, ® P<0,001. * incluye 15:0, 17:0 y 19:0; ** incluye
16:2 'y 16:3.
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Tabla 4.2.4. Composicidon en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (FI) y triglicéridos (TG) del musculo de juveniles de
dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

FS FI TG
DC DD DC DD DC DD

14:0 04+00 08+0,1° 02+0,0 0,3+0,0 48+01 41+072"
15:0 04+00 08+0,2° 02+0,1 03+01 04+0,0 03+0,0
16:0 7706 109+29 56+07 62+06 18,9+05 17,2+0,4"
16:1(n-9+n-7) 09+02 26+072° 0,7+0,2 06+0,1 79+03 71+02'
16:3 01+01 02+02 01+0,0 01+01 08+0,0 05+0,0°
18:0 30,3+1,4 249+42 29,8+15 282+0,2 44+02  3,7+0,0°
18:1(n-9) 74+02 89+16 73+06 7,7+02 26,1+0,8 253+1,0
18:1(n-7) 23+03 21+06 25+05 24+02 43+06 36+01
18:2(n-9) 03+0,1 02%02 nd 0,1+0,1 04+02 04+02
18:2(n-6) 40+0,2 10,1+1,4 29+09 92+14° 57+0,6 12,5+1,4°
18:3(n-6) nd nd 0,1+0,1 nd 0,1+0,1 nd

19:0 06+00 05%0,1 02+0,0 0,1+0,0 02+0,0 04+01"
18:3(n-3) nd 0,6 +0,1* 01+0,1 0,6+0,1? 08+0,1 25+04°
18:4(n-3) 02+0,1 nd 0,1+0,0 0,1+0,0 14+01 1,3+0.1
20:1(n-11+n-9) 0,7+0,2  0,7+0,2 05+0,2 04+0,1 33+0,3 36+05
20:2(n-9) 01+0,1 nd tr 0,1+0,1 04+0,1 04+0,0
20:2(n-6) nd 0,2+0,2 01+0,1 05+0,1? 02+0,0 0,3+0,0°
20:3(n-6) 0,2+0,0 0,4+0,1" 0,3+0,0 06+01" nd 0,1+0,0°
20:4(n-6) 1,6+02 1,0+0,2* 82+04 76+02 08+0,1 0,6+0,0°
20:3(n-3) nd nd nd 0,1+0,0 nd 0,1+0,0°
20:4(n-3) 05+0,1 04+01 02+0,0 0,1+0,0" 06+0,0 06+0,1
20:5(n-3) 3702 20+0,6" 94+04 79+0,3° 41+03 25+072°
22:1(n-11+n-9) nd nd nd nd 29+0,3 3,3+0,5
22:4(n-6) 0,4+0,0 0,1+0,2 nd nd nd nd

22:5(n-6) 09+0,1 080,11 0,3+0,0 0,2+0,0 nd nd

22:5(n-3) 35+04 20+03° 29+0,1 21+0,2° 1,7+00 1,2+0,2"
22:6(n-3) 31,7+1,7 272+38 26,5+20 229+0,8" 6,7+05 64+07
No identificados 1,0+0,3  1,5+0,3 1,2+04 1,0+0,0 15+05 0,6+0,1

Total saturados* 40,2+2,0 388%3,6 366+10 356+0,8 293+0,8 26,3+0,5°
Total MUFA** 11,4+02 14,414 109+09 11,1+03 44,7+0,5 43,1+0,1°
Total PUFA**  473+23 453+5.2 51,3+10 523+1,0 245+1,1 30,0%0,5°

Total (n-6) 71+0,4 12,6+1,4° 11,8+15 18,1+1,7* 6,8+0,6 13,6+1,3°
Total (n-3) 398+18 322+4,3" 393+2,1 340+1,0 155+0,4 14,8+0,9
(n-3)/(n-6) 56+0,2 2,6+0,2° 3.4+0,6 1,9+0,2* 2,3+0,1 1,1+0,2°

Total (n-3) HUFA 39,6 +1,8 31,6 +4,3" 39,1+2,2 332+1.1' 13,3+0,3 11,1+1,2*

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de musculo de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces).
Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: *
P<0,05, > P<0,01, ® P<0,001. * incluye 17:0 y 20:0; ** incluye 14:1y 24:1; *** 16:2 y 16:4.
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4.3. Efecto de la composicion lipidica de la dieta sobre la
composicion lipidica del higado, hematocrito, cerebro y tracto

intestinal
4.3.1. Perfil lipidico del higado en condiciones control

El higado de los juveniles alimentados con la DC estuvo compuesto en un 22,2%
de su peso seco por lipido, de los que un 40,1% fueron polares y un 59,9% neutros.
La FC representd mas de la mitad de la fraccion lipidica polar, y la FE casi el 30%,
entre los lipidos neutros, los TG fueron la clase lipidica mas abundante, superando el
60% del total (Tabla 4.3.1).

Los MUFA constituyeron el grupo mas abundante del LT del higado de los peces
DC (37,2%), siendo el 18:1(n-9) su componente mas destacado. Se detecté la
presencia en estos ejemplares de pequefias cantidades de productos de elongacion
y/o desaturacion del 18:1(n-9) como el 18:2 o el 20:2. El segundo grupo en
importancia fue el de los saturados, donde el contenido de 16:0 se aproximé al 20%,
y, finalmente, los PUFA, con un 29,0%. La contribucion de la serie (n-3) al total de
poliinsaturados quintuplic6 a la de la serie (n-6), donde el LA y el ARA fueron
mayoritarios (2,6 y 1,6%, respectivamente). Dentro de los (n-3), la concentracion de
18:3 fue del 0,5%, mientras que los HUFA superaron el 21% del total de &cidos
grasos, principalmente debido a las proporciones de EPA (6,5%), DPA (2,2%) y DHA
(11,9%) (Tabla 4.3.2).

Al comparar la composicion en &cidos grasos del TLP con la de los TG en
juveniles alimentados con la DC (Tabla 4.3.3), destaca el menor porcentaje de
monoinsaturados y las cerca de 4 veces mas (n-3) HUFA total, presentes en el TLP.
Como consecuencia de este bajo nivel de (n-3) HUFA, el total de (n-3), de PUFA, asi
como la relacion (n-3)/(n-6), se vieron reducidos en los TG. Otra diferencia resefiable
entre ambas fracciones lipidicas fue la presencia de ciertos DMA en el TLP,
compuestos no detectados en los TG. Por lo que respecta a acidos grasos
individuales, destacar que, 14:0, todos los MUFA, 18:2(n-6), 18:3(n-3) y 18:4(n-3),
presentaron contenidos superiores en la clase lipidica neutra. Asimismo, productos
derivados del OA como el 18:2(n-9) o el 20:2(n-9), o del LA como el 18:3(n-6), fueron
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también mas abundantes en los TG. Por el contrario, fueron menos importantes en
esta clase lipidica, el 20:5(n-3), 22:5(n-3), 22:5(n-6), y, sobre todo, 20:4(n-6) y 22:6(n-

3), siendo éstos Ultimos entre 5 y 6 veces mas escasos.

4.3.2. Efecto de la deficiencia dietaria de HUFA en el higado

Las doradas alimentadas con la dieta deficiente en HUFA incrementaron
sustancialmente el contenido de LT del higado con respecto a las que recibieron la
dieta control (35,5 vs. 22,2%) (Tabla 4.3.1). Esta diferencia no influyé en la proporcion
total de lipidos polares y neutros, que se mantuvo proxima al 40 y 60%,
respectivamente, en los dos tratamientos ensayados. De entre las clases lipidicas,
sélo variaron significativamente la FC y los acilgliceroles parciales, que mostraron
porcentajes superiores en los individuos del grupo DD. El efecto de la deposicion
grasa en el higado, generada por la deficiencia dietaria de HUFA, fue evidente a
simple vista, dando lugar a 6rganos inflamados, de consistencia blanda y palidos
(Figura 4.1).

Figura 4.1. Aspecto externo del higado de ejemplares experimentales. lzda. Peces alimentados
con la DD. Dcha. Peces alimentados con la DC.

Segun se refleja en la Tabla 4.3.2, el perfil de acidos grasos del LT del higado
resultd afectado por la composicion lipidica del alimento. Asi por ejemplo, en los
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peces del grupo DD, el total de 4cidos grasos saturados, y los contenidos individuales
de 14:0 y 16:0, se redujeron significativamente, mientras que el 19:0, que no estuvo
presente en los individuos del tratamiento control, se increment6 hasta el 1,8%. Los
(n-3) HUFA disminuyeron su porcentaje total hasta el 7,1%, debido a que sus acidos
grasos mas representativos, EPA, DPA y DHA, fueron 5, 3,7 y 2,5 veces mas bajos,
respectivamente, que en los peces que recibieron la dieta control, estando ausente en
el grupo DD, el 21:5(n-3). Esta importante reduccion en los (n-3) HUFA, dio lugar a
una disminucién del contenido de (n-3) total y de la relacién (n-3)/(n-6). Por el
contrario, la serie (n-6) cuadruplicé su presencia en el grupo que no ingiri6 AGE, como
consecuencia del fuerte incremento de 18:2(n-6) en estos ejemplares (18,0% frente a
2,6%), ya que el ARA solo representé la tercera parte del contenido presente en el
grupo control. Esta mayor aportacion de la serie (n-6) al total de PUFA, compenso la
reduccion de los (n-3), de forma que el porcentaje total de poliinsaturados permanecio
invariable entre tratamientos y préximo al 30%. Finalmente, el total de MUFA se
mantuvo constante entre tratamientos, a pesar de que su componente MmAas
abundante, el 18:1, fuera significativamente mayor en el higado de los peces
alimentados con la dieta carente de AP (29,8% del total de acidos grasos). En este
grupo, las cantidades de derivados del OA, como el 18:2(n-9) y el 20:3(n-9), o del
LA, como el 20:3(n-6) fueron mas elevadas. Por el contrario, a pesar de que la
proporcion de 18:3(n-3) fue 6 veces superior, ninguno de sus productos derivados

presentaron concentraciones estadisticamente mayores.

Al analizar la composicién en acidos grasos del TLP del higado de los juveniles
de dorada al final de la fase de alimentacién (Tabla 4.3.3), se observa que la dieta no
alter6 el nivel total de saturados ni de sus principales componentes, el 16:0 y el 18:0
(alrededor del 20 y del 10%, respectivamente en ambos tratamientos), aunque si
propicio la aparicion del 19:0 en los animales que no recibieron AGE en el alimento.
En éstos peces, fueron mas bajos los porcentajes totales de DMA, PUFA, (n-3) HUFA
y (n-3), asi como la relacién (n-3)/(n-6), mientras que el total de MUFA y de (n-6)
fueron mas altos. Tanto el 18:1(n-9) y sus productos de desaturacion y/o elongacion,
como el 18:2(n-6) y su producto derivado 20:3(n-6), alcanzaron valores
significativamente mayores en los peces del lote DD. El 18:3(n-3) y el 20:3(n-3)

también fueron mas abundantes en éstos ejemplares, mientras que los tres (n-3)
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HUFA principales y el ARA, tuvieron un contenido menor, cuatro veces el EPA, cerca
de la mitad el DPA y el DHA, y casi un tercio el ARA.

En cuanto a los TG, los peces gue recibieron la dieta desbalanceada mostraron
porcentajes mas bajos de MUFA, (n-3) HUFA y (n-3), y mayores de la serie (n-6), lo
gue dio lugar a una menor relacion (n-3)/(n-6) (Tabla 4.3.3). Dentro de los saturados,
cuyo total permanecié invariable, destacar la reduccién del 14C, y la presencia 9
veces mas alta de 19:0 en los peces a los que se suministr6 la DD. Las cantidades de
18:1(n-9) y 18:2(n-9) también fueron superiores en el grupo DD, aunque, a diferencia
de lo sucedido en el TLP, no se detectaron variaciones en el contenido de otros
derivados del OA, como el 20:2(n-9). Los individuos que ingirieron la dieta deficiente
en HUFA incrementaron 4,5 veces la cantidad de 18:2(n-6) y 18:3(n-3) presente en
los TG del higado con respecto a los del lote DC, también fueron significativamente
mas altos en los primeros, algunos de sus productos de elongacion como el 20:2(n-6)
o el 20:3(n-3). Por el contrario, tanto el ARA, como todos los (n-3) HUFA, salvo el
mencionado 20:3(n-3), mostraron niveles entre dos y cuatro veces mas bajos en TG

hepaticos de los juveniles alimentados con la DD.
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Tabla 4.3.1. Contenido lipidico y composicién en clases lipidicas del higado de
juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente
en HUFA (DD)

DC DD P
Lipido total (% peso seco) 222+24 355+3,9 <0,001
Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,3+0,1 0,3+0,1 N.S.
Esfingomielina 15+0,3 1,3+0,2 N.S.
Fosfatidilcolina 20,7+1,7 247 +1,3 <0,05
Fosfatidilserina 19+0,5 1,8+0,4 N.S.
Fosfatidilinositol 23+04 2,7+04 N.S.
CL/FG 0,7+0,1 06+0,1 N.S.
Fosfatidiletanolamina 11,8+1,8 12,2+2,2 N.S.
No identificados 1,1+0,2 1,0+£0,0
Total lipidos polares 40,1+2.2 44,4 + 3,8 N.S.
Acilgliceroles parciales 09+0,1 2,0+0,2 <0,001
Colesterol 70+11 59+0,8 N.S.
Acidos grasos libres 46+0,2 54+05 N.S.
Triglicéridos 37,0+ 3,3 33,2+5,1 N.S.
Esteres de esterol 10,4+ 0,7 9,1+1,5 N.S.
Total lipidos neutros 59,9+2,2 55,6 + 3,8 N.S.

Valores expresados como media + DE (n=8 para contenido lipidico y n=3 para
composicion en clases lipidicas). Cada réplica representa la mezcla de higado de 6
peces. N.S., no significativamente diferentes; CL, cardiolipin; FG, fosfatidilglicerol.
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Tabla 4.3.2. Composicidn en acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) del lipido total del higado de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

DC DD P
Total acidos grasos 189,1 £ 8,2 284,4 +33,2 <0,01
(ug/mg peso seco 6rgano)
14:0 3,7+0,2 26+0,2 <0,001
16:0 19.8+1,2 15,3+0,7 <0,001
16:1(n-9+n-7) 59+0,3 40+0,3 <0,001
17:0 0,6+0,1 0,5+0,1 N.S.
18:0 78+0,3 75+0,8 N.S.
18:1(n-9) 249+29 29,8+1,2 <0,05
18:1(n-7) 32+0,1 21+0,2 <0,001
18:2(n-9) 04+0,1 1,1+0,1 <0,001
18:2(n-6) 2,6+0,2 18,0+1,3 <0,001
18:3(n-6) 0,1+0,1 nd N.S.
19:0 nd 1,8+0,3 <0,01
18:3(n-3) 05+0,1 3,1+04 <0,001
18:4(n-3) 0,8+0,1 0,8+0,2 N.S.
20:1(n-11+n-9) 1,8+0,2 1,2+0,1 <0,01
20:2(n-9) 0,4+0,2 05+0,1 N.S.
20:3(n-9) nd 0,4+0,0 <0,01
20:3(n-6) nd 05+0,1 <0,05
20:4(n-6) 16+0,2 05+0,1 <0,001
20:3(n-3) nd 0,1+0,1 N.S.
20:4(n-3) 0,6 0,0 0,3+0,0 <0,001
20:5(n-3) 6,5+0,3 1,3+0,2 <0,001
22:1(n-11+n-9) 1,5+0,2 1,1+0,2 N.S.
21:5(n-3) 0,2+0,0 nd <0,05
22:5(n-6) 0,1+0,1 tr N.S.
22:4(n-3) 0,1+0,1 nd N.S.
22:5(n-3) 22+0,3 0,6+0,1 <0,001
22:6(n-3) 119+1,6 48+05 <0,001
No identificados 1,4+04 15+0,2
Total saturados* 324+18 282+1,2 <0,01
Total MUFA 37,2+ 3,6 38,3+1,7 N.S.
Total PUFA** 29,0+24 320+1,6 N.S.
Total (n-6) 45+0,4 19,0+1,3 <0,001
Total (n-3) 229+23 11,0+ 0,7 <0,001
(n-3)/(n-6) 5,0+0,1 0,6+0,0 <0,001
Total (n-3) HUFA 21621 7,1+£0,7 <0,001

Valores expresados como media + DE (n=3 para DC y n=4 para DD). Cada réplica
representa la mezcla de higado de 6 peces. N.S., no significativamente diferentes;
nd, no detectado; tr, valor < 0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA,
acidos grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados (>C,o y

>3 dobles enlaces). * incluye 15:0, 20:0 y 22:0; ** incluye 16:2, 16:3 y 16:4.
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Tabla 4.3.3. Composicién en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) del total de
lipidos polares (TLP) y triglicéridos (TG) del higado de juveniles de dorada alimentados con
la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

TLP TG
DC DD DC DD

14:0 1,6 +0,1 1,4+0,1* 48+0,1 3,1+0,3
16:0DMA 0,6+0,0 0,3+0,0° nd nd

16:0 20,8+ 0,6 20,1+1,6 21,5+0,7 18,3+1,9
16:1(n-9+n-7) 2,1+0,1 1,6 £0,1° 6,8+0,3 41+0,2°
17:0 0,8+0,1 0,7+0,0 0,6 +0,0 0,5+ 0,0*
16:3 nd nd 0,8+ 0,0 0,5 + 0,0
18:0 9,6+0,5 10,1+ 0,5 7,0+0,1 73+1,1
18:1(n-9) 7,8+0,5 15,3 +0,9° 26,9+1,2 30,0 + 0,6
18:1(n-7) 1,7+0,1 1,6 +0,1 3,1+0,0 2,0+0,0°
18:2(n-9) nd 0,6 + 0,0 0,3+0,0 0,7 + 0,0
18:2(n-6) 1,2+0,1 17,7 +0,4° 36+05 16,4 + 2,72
18:3(n-6) nd nd 0,2+0,0 nd 2
19:0 nd 0,5+ 0,1 0,1+0,1 0,9+ 0,12
18:3(n-3) 0,1+0,1 1,5+0,1° 0,7+0,1 3,1+0,7%
18:4(n-3) 0,1+0,1 nd 1,0+0,1 0,6 + 0,0
20:1(n-11+n-9) 0,5+0,1 0,7+0,2 28+05 21+0,1
20:2(n-9) nd 0,4+0,1" 0,4+0,0 0,4+0,1
20:2(n-6) 0,1+0,1 nd 0,1+0,1 0,4 + 0,0
20:3(n-9) 0,1+0,1 0,8 + 0,02 nd nd
20:3(n-6) 0,2+0,0 1,2+0,1° 0,1+0,1 0,2+0,0
20:4(n-6) 25+0,1 0,9+0,1° 0,4+0,0 0,2 +0,0°
20:3(n-3) nd 0,3 + 0,0 nd 0,2 + 0,0
20:4(n-3) 0,4+0,0 0,4+0,0 0,6 0,0 0,3 + 0,0?
20:5(n-3) 8,6+0,1 2,2+0,4° 3,9+0,2 1,0 £ 0,0°
22:1(n-11+n-9) 0,2+0,0 0,4+0,2 25+0,6 1,8+0,1
22:4(n-6) 0,3+0,0 0,1+0,1 0,2+0,0 0,1+0,1
22:5(n-6) 0,6+0,0 0,5 + 0,0 0,1+0,1 nd
22:5(n-3) 34+0,1 1,5+0,2° 1,7+0,1 0,6 +0,0°
22:6(n-3) 338+1,8 17,3+1,9° 6,3+0,5 3,1+0,0°
No identificados 1,7+0,3 1,4+0,1 1,4+0,2 1,3+0,4
Total saturados* 332+1,1 329+22 34,6 +£0,6 30,8+3,3
Total MUFA** 12,3+0,5 19,6 + 1,5° 425+ 0,4 40,0+ 0,6"
Total DMA*** 1,5+0,0 0,8+0,1° nd nd

Total PUFA**** 51,2+1,8 453+ 26" 215+1,2 27,8+35
Total (n-6) 49+0,1 20,4 +0,3° 4,7+0,7 17,3+2,8°
Total (n-3) 46,3+1,9 23,1+2,4° 14,5+ 0,5 8,9 + 0,72
(n-3)/(n-6) 9,5+0,6 1,1+0,1° 3,1+04 0,5 + 0,0
Total (n-3) HUFA 46,2 +1,7 21,6 +2,4° 12,8+ 0,4 5,2 +0,0°

Valores expresados como media + DE (n=3, excepto para TG DD donde n=2). Cada réplica
representa la mezcla de higado de 6 peces. nd, no detectado; MUFA, &cidos grasos
monoinsaturados; DMA, dimetilacetal; PUFA, acidos grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos
altamente insaturados (>C,; y >3 dobles enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias
significativas entre pares de datos son expresadas como: * P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001. * incluye
15:0, 20:0 y 22:0; ** incluye 14:1, 15:1 y 24:1; *** incluye 18:0DMA y 18:1(n-9)DMA,; **** incluye
16:2 y 16:4.
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4.3.3. Perfil lipidico del hematocrito en condiciones control

Durante las dos ultimas semanas de alimentacion, se tomaron muestras de
sangre de peces de ambos grupos experimentales inmediatamente antes de ser
sacrificados, separandose las muestras recogidas en hematocrito y plasma
sanguineo, segun se ha descrito en el apartado de Material y métodos de la presente

memoria.

Los juveniles que fueron alimentados con la DC mostraron un contenido lipidico
total en el hematocrito del 4,0% en peso seco. La fraccion polar representd un 40,5%
del LT y la neutra un 59,5%. Mientras que el 64% del TLP lo constituy6 la FC, las
proporciones mas importantes de los lipidos neutros estuvieron representadas por
TG, colesterol y EE con un 42,0, 32,3 y 21,3%, del total, respectivamente (Tabla
4.3.4).

Como se refleja en la Tabla 4.3.5, los grupos de acidos grasos mas abundantes
en el LT del hematocrito de las doradas del grupo control fueron saturados >
monoinsaturados > PUFA >> DMA. El 16:0, con un 26,1%, fue el acido graso
mayoritario en las doradas alimentadas con la DC, aunque el 18:0 estuvo también
ampliamente representado (10,9%). Los monoinsaturados tuvieron en el 18:1(n-9) a
su maximo exponente (21,0%), del que derivaron pequefias cantidades de 18:2 y
20:2. La aportacion de los (n-3) al total de PUFA fue 4,5 veces mayor que la de los (n-
6), siendo los mas destacados dentro de los primeros, el 22:6(n-3) con un 10,7%,
seguido del 20:5(n-3) (6,4%) y del 22:5(n-3) (1,4%), resefar que el 18:3(n-3)
contribuyd minimamente con un 0,3%. El LA y el ARA fueron los Unicos componentes

de la serie (n-6) detectados en el LT del hematocrito de los peces DC.

Las Tablas 4.3.6 y 4.3.7 muestran la composicion en acidos grasos de las
diferentes clases lipidicas polares del hematocrito. En la FC, FS y FI, los grupos mas
importantes fueron saturados, que oscilaron entre el 44,8 y el 48,4%, seguidos de
PUFA (del 29,5 al 37,0%) y de MUFA (entre el 11,5 y el 21,9%). Sin embargo, en la
FE, los poliinsaturados tuvieron una contribucion mayor que los saturados, siendo,
ademas, la unica fraccion lipidica de las analizadas en la que se detectaron

dimetilacetales (3,2%). Dentro de los fosfolipidos, el porcentaje mas bajo del total de
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(n-6) se obtuvo en la FC y la FS (3,8 y 4,4%, respectivamente), en la FE se elevd
hasta el 7,6% y en el Fl hasta el 15,2%. El total de (n-3) siguié la pauta marcada por
los (n-3) HUFA, que manifestaron su mayor proporcion en la FE (37,3%), seguida de
la FC (26,9%), la FS (24,0%) y el FI (21,3%). El patron de distribucién de los (n-3) y
(n-6) PUFA dio lugar a que se localizara la relacién (n-3)/(n-6) mas alta en la FC,

seguida de la de FS, FE, y finalmente, la de FI.

A pesar de que en todas las clases lipidicas polares estudiadas, los acidos grasos
de 16 y 18 C fueron los més abundantes dentro de los saturados, la proporcion entre
ambos varié notablemente entre clases lipidicas (Tabla 4.3.6 y 4.3.7). Asi por
ejemplo, sélo en la FC el porcentaje de 16:0 fue mayor que el de 18:0 (33,6% frente a
8,8%). En la FE, FS y FI, el 16:0 represent6 el 10,2, 14,7 y 6,9% del total de &cidos
grasos, mientras que el 18:0 tuvo una presencia mas destacada, llegando hasta 17,6,
29,4 y 38,4%, respectivamente. EI OA fue el maximo exponente de los MUFA,
especialmente en la FC donde superd el 17%, mientras que en las restantes clases
lipidicas polares se mantuvo entre el 7,1y el 9,1%. Sélo en la FC de los peces control,
se detectd la presencia de 18:2(n-9) procedente del OA, mientras que otro de sus
derivados, el 20:2(n-9), estuvo presente en todos los fosfolipidos menos en el Fl. Las
diferencias registradas entre clases lipidicas en la serie (n-6) se debieron mayormente
al patréon de abundancia del ARA, ya que el LA se mantuvo en todas ellas entre el 1,6
y el 2,6%. Asi, los niveles mas bajos de ARA se registraron en la FC y la FS (en torno
al 1,4%), este valor se increment6 en la FE hasta el 4,5% y en el Fl hasta el 13,1%. El
18:3(n-6) y el 20:3(n-6), procedentes del LA, estuvieron presentes enla FCy en el FI,
de igual manera que otros (n-6) de 22C fueron detectados en todas las clases
lipidicas polares estudiadas, a excepcion del 22:5 en el Fl. La contribucion del 18:3 al
total de la serie (n-3) no superd el 0,5% en ninguna de las clases lipidicas polares.
Las diferencias de concentracion de los tres principales (n-3) HUFA fueron notorias,
asi por ejemplo, el EPA se ajust6 al patrén de relevancia Fl (16,0%) > FE (11,7%) >
FC (9,8%) > FS (3,0%), mientras que el DPA y DHA siguieron este otro, FE (3,0;
22,0%) > FS (2,2; 18,2%) > FC (1,4; 15,3%) > FI (0,8; 4,1%).

Los TG del hematocrito de los peces alimentados con la DC maostraron un perfil
de &cidos grasos totalmente diferente al de las clases lipidicas polares (Tabla 4.3.7).

El porcentaje total de MUFA se aproximé al 50%, valor entre 2,2 y 4,2 veces mas
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elevado que en cualquiera de los fosfolipidos, el siguiente grupo en importancia fue el
de los saturados (37,4%), s6lo mayor que en la FE y, por ultimo, el de los PUFA
(12%), entre 2,5 y 3,8 veces mas bajo que en las fracciones polares. Individualmente,
el componente mas importante de los saturados en los TG fue el 16:0, con el 23,4%
del total de acidos grasos, valor sélo superado por el obtenido en la FC, mientras que
el 18:0 mostré el nivel mas bajo de todas las clases lipidicas analizadas (7,4%).
Dentro de los saturados, el 4,9% de 14:0 en los TG fue de 4 a 8 veces mas elevado
que en el resto de clases lipidicas del hematocrito. Todos los MUFA fueron mas
abundantes en los TG, destacando el 30,6% de 18:1(n-9) y el 7,5% de 16:1, también
el 20:1 y el 22:1 estuvieron representados de manera importante (3,1 y 2,8%,
respectivamente). El 18:2(n-6) alcanzé el porcentaje mas alto de todas las clases
lipidicas (3,4%), mientras que la cantidad de ARA fue testimonial (0,3%). También se
detectaron en los TG, productos derivados del OA, como el 18:2(n-9) y 20:2(n-9), o
del LA como el 18:3 y 20:2. Tanto el contenido total de (n-3) HUFA (5,4%), como el de
sus componentes principales, mostraron el nivel mas bajo en la clase lipidica neutra.
Asi, el DHA represent6 un 2,5%, el EPA un 1,8% y el DPA un 0,8%, valores que para
el DHA y el EPA llegan a ser hasta cerca de 10 veces mas bajos que los encontrados

en FE y Fl, respectivamente.

4.3.4. Efecto de la deficiencia dietaria de HUFA en el hematocrito

La composicion lipidica dietaria no afect6 al contenido de LT del hematocrito, que
se mantuvo en un 4% en peso seco, ni a la proporcién total de lipidos polares y
neutros. La distribucién de clases lipidicas individuales apenas resulté modificada por
la férmula dietaria, ya que sdOlo se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos en el porcentaje de FI (3,0 y 3,6% del LT, en individuos alimentados con
la dieta sin o con AP, respectivamente) y de EE, que también fueron mas bajos en los
ejemplares DD (Tabla 4.3.4).

La Tabla 4.3.5 muestra que el total de saturados, MUFA y DMA presentes en el
LT del hematocrito no se vio afectado por el perfil de acidos grasos del alimento. Sin
embargo, el total de PUFA creci6 significativamente hasta el 30,1% en los individuos
gue ingirieron la dieta deficiente en HUFA. Este incremento fue debido a que los (n-6)

cuadruplicaron su presencia en estos peces, mientras que los (n-3) experimentaron

78



Resultados

una reduccion del 42%. Estas variaciones debidas a la dieta, afectaron, l6gicamente,
a la relacion (n-3)/(n-6), que se redujo hasta 0,6 desde el valor de 4,5 obtenido en los
juveniles del grupo control. El total de saturados se mantuvo invariable entre
tratamientos, a pesar de que los <C17 fueron mas bajos en los ejemplares que
recibieron la dieta deficiente. Mientras que el 18:1(n-9) incrementd su porcentaje en
los ejemplares del grupo DD, el 18:1(n-7) y los 16:1 lo disminuyeron. La proporcion de
18:2(n-6) se vid incrementada mas de 6 veces, mientras que la de 20:4(n-6), se redujo
a la mitad. Todos los compuestos resultantes de la elongacion y/o desaturacion de
18:1(n-9) y 18:2(n-6) alcanzaron porcentajes mayores en las doradas que recibieron
el pienso sin AP. Nuevamente, a pesar de que el 18:3(n-3) mostré un valor 6 veces
mayor en este grupo, las concentraciones de sus productos derivados no resultaron
modificadas. El total de (n-3) HUFA fue un 50% mas bajo en el LT del hematocrito de
los peces DD, de igual manera que también fueron menores los porcentajes
individuales de sus tres componentes principales, aunque a niveles de significacion
diferentes (P<0,01 para el DHA y P<0,001 para EPA y DPA).

La FC del hematocrito de los individuos del grupo DD (Tabla 4.3.6), present6 un
porcentaje menor de saturados, (n-3) HUFA y (n-3), y superior de (n-6) que la de los
pertenecientes al grupo DC y, como consecuencia, la relacién (n-3)/(n-6), fue unas 14
veces mas baja en los primeros (0,5 vs. 7,1). El resto de las familias de acidos grasos
permanecieron invariables. De manera individualizada, en los ejemplares que
ingirieron la DD, se detectaron cantidades de 18:1(n-9) superiores a las del grupo DC.
También el 18:2(n-6) y compuestos derivados como el 20:2(n-6) y 20:3(n-6) fueron
estadisticamente mas altos en los peces a los que se suministrd la dieta sin AP,
mientras que el ARA mostr6 un valor 5 veces mas pequefio. A pesar de que el 18:3(n-
3) fue 14 veces mas abundante en este lote experimental, no se detectdé cantidad
alguna de sus productos de elongacion y/o desaturacion. Los principales (n-3) HUFA
presentaron concentraciones mas reducidas en el lote DD, siendo menor el nivel de
significacion para el DHA (7,8 vs. 15,3%, P<0,05), que para el EPA (1,7 vs. 9,8%,
P<0,001) y el DPA (0,7 vs. 1,4%, P<0,001).

Las tendencias encontradas en la FE fueron las mismas que en la FC, aunque las
diferencias entre los distintos grupos de acidos grasos fueron menos acusadas (Tabla

4.3.6). Se registraron diferencias significativas en el total de (n-6) (18,6 frente a 7,6%),
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total de (n-3) (29,6 frente a 37,7%), en la proporcion (n-3)/(n-6) (1,6 y 5,0) y en el total
de (n-3) HUFA (28,5 y 37,3%), correspondiéndose las parejas de datos resefiadas
con los tratamientos deficiente en HUFA y control, respectivamente. Los &cidos
grasos 18:1(n-9) y 20:2(n-9) fueron mas abundantes en los peces que recibieron la
DD. También resulté mas alta en estos peces, la proporcion de 18:2(n-6) y sus
derivados 20C de 2 y 3 insaturaciones, mientras que el 20:4(n-6) representdé menos
de la mitad que en los peces que recibieron la DC. Tanto el 18:3(n-3) como el 20:3(n-
3) fueron significativamente mayores en la FE del hematocrito de las doradas
alimentadas con la DD. De los (n-3) HUFA mas importantes, el contenido de DHA se
mantuvo invariable entre tratamientos, mientras que el 22:5(n-3) y el EPA
disminuyeron en el lote DD (2,1% frente a 3,0% y 5,6% frente a 11,7%,

respectivamente).

El total de &cidos grasos de la serie (n-6) en la FS del hematocrito de los
individuos a los que se suministré la DD, fue doble que en aquellos que recibieron la
DC (8,7 y 4,4%, respectivamente), mientras que la relaciéon (n-3)/(n-6) se redujo a la
mitad, al no sufrir modificaciones el total de (n-3) HUFA, ni, en consecuencia, el de (n-
3). A pesar de que la proporcion de 18:1(n-9), el mas abundante de los MUFA en esta
clase lipidica, no varié entre tratamientos, la cantidad detectada de 20:2(n-9) fue
superior en el lote con escaso aporte dietario de AGE. Las diferencias observadas en
la serie (n-6) fueron debidas al incremento experimentado por el 18:2(n-6) y algunos
de sus productos derivados, como el 20:2, el 20:3, e incluso el 22:4 en los peces DD,
ya que el 20:4(n-6) se redujo a la mitad. Dentro de los (n-3), el 18:3 y el 20:3 fueron
mas abundantes en los individuos pertenecientes al lote deficiente en HUFA, el 20:5
la mitad, y los C22 no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos

experimentales (Tabla 4.3.7).

En el FI se repitieron, en general, las variaciones observadas en la FS (Tabla
4.3.7). Las unicas diferencias entre tratamientos fueron registradas en el total de (n-6),
que represento el 18,4% de los acidos grasos en los individuos del grupo DD, y el
15,2% en los pertenecientes al grupo DC, y en la proporcién (n-3)/(n-6) que fue de 1,1
y 1,4, respectivamente. Tanto el LA como sus derivados 20C de 2 y 3 insaturaciones
fueron méas abundantes en el conjunto de células sanguineas de los peces a los que

se suministrd la DD, mientras que, a diferencia de lo sucedido en el resto de clases
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lipidicas, el 20:4(n-6) se mantuvo constante entre tratamientos. A pesar de que el
18:1(n-9) y el 18:3(n-3) no modificaron su proporcion en los lotes experimentales,
productos derivados de los mismos, tales como 20:2(n-9) y 20:3(n-3), presentaron
porcentajes mas altos en los juveniles que habian sido alimentados con el pienso
deficiente en AGE. Ni EPA ni DHA variaron sus concentraciones entre lotes
experimentales, sélo detectandose diferencias significativas dentro de los (n-3) HUFA,

en la presencia de 22:5, que fue menor en los individuos que ingirieron la DD.

El perfil de acidos grasos de los TG del hematocrito resulté mas afectado por los
cambios en la composicion lipidica del alimento que las clases lipidicas polares (Tabla
4.3.7). Asi, los individuos del grupo DD presentaron un contenido méas reducido de
saturados (31,2%), menor proporcion (n-3)/(n-6) (0,5) y un nivel mas alto del total de
PUFA (22,0%) y de (n-6) (13,9%) que los pertenecientes al grupo DC (37,4%, 1,6,
12,0% y 4,0%, respectivamente). A pesar de que el 16:1 disminuyo un 14,5% en los
ejemplares DD, el total de MUFA no varidé entre tratamientos, ya que el 18:1(n-9),
componente mayoritario en los TG, se mantuvo en porcentajes ligeramente superiores
al 30% en ambos lotes de peces. Todos los saturados <17C mostraron un porcentaje
mas bajo en los juveniles DD. En los TG del hematocrito de estos peces, el 18:2(n-6)
y el 20:2(n-6) fueron mas altos, mientras que, por el contrario, la presencia de 20:4(n-
6) fue menor. A pesar de que el 18:3(n-3) se acumulé por encima de 4 veces en los
juveniles del lote DD, ninguno de sus derivados present6 diferencias significativas con
respecto al control. Los (n-3) HUFA, que mantuvieron constante su proporcion total,
mostraron variaciones estadisticas en varios de sus componentes, como 20:5(n-3) y
22:5(n-3), que fueron la mitad de abundantes en los peces a los que se suministro la

dieta sin AP, mientras que 20:4(n-3) y 22:6(n-3) permanecieron estables.
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Tabla 4.3.4. Contenido lipidico y composicion en clases

dieta deficiente en HUFA (DD)

lipidicas del
hematocrito de juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la

DC DD
Lipido total (% peso seco) 4,0+0,8 4,0+0,7 N.S.
Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,3+0,1 0,4+0,1 N.S.
Esfingomielina 29+04 2,0+0,6 N.S.
Fosfatidilcolina 259+1,7 276+1,6 N.S.
Fosfatidilserina 26+04 29+0,6 N.S.
Fosfatidilinositol 3,6+0,2 3,0+£0,2 <0,05
CL/FG 0,6 0,2 0,7+0,2 N.S.
Fosfatidiletanolamina 4,4+0,6 4,6 £0,6 N.S.
No identificados 0,2+0,1 0,4+0,2
Total lipidos polares 405+2,.2 416+14 N.S.
Acilgliceroles parciales 0,8+0,1 0,9+0,0 N.S.
Colesterol 192+3,2 20,0+2,0 N.S.
Acidos grasos libres 1,7+0,2 2,0+0,2 N.S.
Triglicéridos 250+6,4 27,4+272 N.S.
Esteres de esterol 12,7+1,9 8,1+1,1 <0,05
Total lipidos neutros 59,5+2,2 584+14 N.S.

Valores expresados como media + DE (n=4 para contenido lipidico y n=3 para
composicion en clases lipidicas). Cada réplica representa la mezcla de hematocrito de

10 peces. N.S., no significativamente diferentes; CL, cardiolipin; FG, fosfatidilglicerol.
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Tabla 4.3.5. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) del lipido total del hematocrito de juveniles de dorada alimentados
con las dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

DC DD P
Total acidos grasos
(ug/mg peso seco células) 30,6 5.2 28654 N.S.
14:0 29+0,6 21+0,2 <0,05
15:0 0,4+0,0 0,3+0,1 <0,05
16:0 26,1+1,8 21,7+15 <0,05
16:1(n-9+n-7+n-5) 48+0,8 35+0,4 <0,05
17:0 0,7+0,0 0,5+0,0 <0,001
18:0 10,9+1,8 10,6 £1,3 N.S.
18:1(n-9) 21,0+0,9 23,5+0,5 <0,01
18:1(n-7) 28+0,2 20+0,1 <0,001
18:2(n-9) 0,2+0,0 0,5+0,0 <0,001
18:2(n-6) 2,7+05 16,7+1,1 <0,001
18:3(n-3) 0,3+0,1 1,8+0,3 <0,001
18:4(n-3) 05+0,1 0,3+0,1 N.S.
20:1(n-11+n-9) 1,9+04 1,8+0,2 N.S.
20:2(n-9) 0,2+0,0 0,2+0,0 <0,05
20:3(n-9) nd 0,4+0,0 <0,01
20:3(n-6) nd 0,4+0,1 <0,05
20:4(n-6) 1,5+0,2 0,7+0,1 <0,001
20:3(n-3) nd 0,1+0,1 N.S.
20:4(n-3) 0,3+0,0 0,2+0,1 N.S.
20:5(n-3) 6,4+0,4 1,8+04 <0,001
22:1(n-11+n-9) 1,7+04 1,7+0,2 N.S.
22:5(n-3) 1,4+0,1 0,6+0,2 <0,001
22:6(n-3) 10,7+0,4 6,4+1,6 <0,01
No identificados 1,5+£0,1 1,3+0,3
Total saturados* 41,3+3,0 359+28 N.S.
Total MUFA 32,1+29 326+1,2 N.S.
Total DMA** 0,4+0,3 0,1+0,1 N.S.
Total PUFA*** 24,7 +0,7 30,1+34 <0,05
Total (n-6) 43+0,3 17,7+1,2 <0,001
Total (n-3) 195+0,6 11,3+25 <0,01
(n-3)/(n-6) 45+0,4 0,6+0,1 <0,001
Total (n-3) HUFA 18,7+£0,7 92+21 <0,001

Valores expresados como media + DE (n=3 para DC y n=4 para DD). Cada
réplica representa la mezcla de hematocrito de 10 peces. N.S., no
significativamente diferentes; nd, no detectado; MUFA, &cidos grasos
monoinsaturados; DMA, dimetilacetal; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados;
HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>C, y >3 dobles enlaces). * incluye
19:0 y 20:0; ** incluye 16:0DMA, 18:0DMA y 18:1DMA; *** incluye 16:2, 16:3 y
16:4.
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Tabla 4.3.6. Composicidn en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilcolina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE) del hematocrito de juveniles de dorada
alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

FC FE

DC DD DC DD
14:0 1,2+0,1 0,7+0,0° 0,8+0,2 0,7+0,2
16:0DMA nd nd 0,9+0,2 0,7+0,1
16:0 33,6+0,5 26,5 + 1,4 10,2+1,0 8,4+1,6
16:1(n-9+n-7) 21+0,2 1,3+0,1° 1,6+0,3 0,9+0,22
17:0 0,7+0,0 0,5+0,0° 0,7+0,0 0,5+ 0,0?
18:0DMA nd nd 1,3+0,3 1,2+0,3
18:1(n-9+n-7)DMA nd nd 1,0+0,3 0,8+0,2
18:0 8,8+0,6 10,2+1,0 17,6 +1,3 17,2+1,8
18:1(n-9) 17,1+1,5 20,0+ 0,2 8,4+0,5 112+11"
18:1(n-7) 1,8+0,2 0,9 +0,22 2,6+0,0 25+0,2
18:2(n-9) 0,2+0,1 0,4+0,1 nd 0,2+0,1
18:2(n-6) 1,6+04 22,0 +1,0° 2,6+0,3 14,4 +0,9°
18:3(n-6) 0,1+0,0 nd nd nd
18:3(n-3) 0,1+0,1 1,4+0,2° 0,2+0,2 1,1+0,2°
18:4(n-3) nd nd 0,2+0,2 nd
20:1(n-11+n-9) 05+0,1 05+0,1 1,4+0,.2 1,7+0,3
20:2(n-9) 0,1+0,1 0,2+0,0 0,3+0,1 0,5+0,0"
20:2(n-6) nd 0,4 +0,0 nd 0,7+0,1%
20:3(n-6) 0,2+0,0 0,6 +0,1° nd 0,7+0,1*
20:4(n-6) 1,5+0,2 0,3+0,1° 45+0,2 2,1+0,2
20:3(n-3) nd nd nd 0,7 +0,0?
20:4(n-3) 0,2+0,0 0,2+0,0 0,7+0,2 0,6+0,1
20:5(n-3) 9,8+1,2 1,7+0,4° 11,7+0,7 56+0,8°
22:1(n-11+n-9) 0,2+0,0 0,2+0,0 1,2+0,1 1,1+0,3
22:4(n-6) 0,2+0,0 0,1+0,1 0,2+0,2 0,3+0,0
22:5(n-6) 0,2+0,0 0,1+0,1 0,4+0,0 0,4+0,0
22:5(n-3) 1,4+0,1 0,7+0,1° 3,0+0,1 2,1+0,3
22:6(n-3) 153+24 7,8+1,6" 22,0+1,2 19,5+2,0
No identificados 1,7+0,4 21+0,6 50+1,3 26+0,8
Total saturados* 448+1,1 38,9+2.2" 306+1,1 279+35
Total MUFA** 21,9+1,8 23,0+0,7 15,3+0,9 17,7+2,1
Total DMA nd nd 3,2+0,8 26+0,7
Total PUFA*** 31,6 +3,4 36,0+3,1 459+23 49,2 +4,0
Total (n-6) 38+0,2 234+1,1° 76+0,2 18,6 +1,1°
Total (n-3) 27,0+ 3,7 11,9 + 2,47 37.7+272 29,6 + 3,0
(n-3)/(n-6) 71+13 05+0,1° 50+0,2 1,6 +0,1°
Total (n-3) HUFA 26,9 +3,6 10,5 + 2,32 37,3+1,8 28,5 + 3,1

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de hematocrito de
10 peces. nd, no detectado; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; DMA, dimetilacetal; PUFA,
acidos grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles
enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas
como: ! P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001. * incluye 15:0, 19:0 y 20:0; ** incluye 15:1 y 24:1; *** incluye
16:2 'y 16:3.
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Tabla 4.3.7. Composicidon en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (FI) y triglicéridos (TG) del hematocrito de juveniles de
dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

FS FI TG
DC DD DC DD DC DD

14:0 1,1+02 09+0,2 06+01 06+0,1 49+03 3,7+04
15:0 1,0+03 08+0,2 04+0,1 05+01 05+0,0 0,4+0,0
16:0 147+1,0 109+27 6,9+06 57+12 234+15 20,0+1,1°
16:1(n-9+n-7) 16+03 1,1+0,3 09+0,2 09+0,3 75+04 57+06°
17:0 1,0+00 07+01" 08+0,0 0,6+0,0° 08+0,1  0,5+0,0%
16:3 02+0,2 nd 01+0,1 tr 0,7+0,1 0,5+0,0°
18:0 29,4+0,8 303+14 384+15 38,0+0,2 74+13 58+05
18:1(n-9) 91+11 99+19 71+04 87+10 30,6 +28 30,8+07
18:1(n-7) 25+02 1,7+072° 1,8+0,1 1,3+01° 37+04 25+072°
18:2(n-9) nd nd nd nd 0,3+0,1 0,5+0,1
18:2(n-6) 23+02 59+06° 1,7+0,1 52+0,6° 34+05 132+14°
18:3(n-6) nd nd 01+0,1 nd 01+0,1 0,1+00
18:3(n-3) 05+0,1 08+0,1" 03+0,1 0,6+0.2 05+0,2 2,3+0,4?
18:4(n-3) 03+0,1 0,1+01 02+0,1 01+01 04+0,1 05+01
20:0 0,7+0,0 0,7+0,0 02+0,0 0,2+00 02+0,0 0,2+00
20:1(n-11+n-9) 16+01 15+0,2 06+01 08+0.2 31+06 30+04
20:2(n-9) 01+01 03+00" nd 0,2 +0,0° 03+0,0 03+01
20:2(n-6) nd 0,5 +0,0° nd 0,2+0,0" 0,1+0,1 0,3+0,0"
20:3(n-6) nd 04+0,1 tr 1,1+02° nd 0,1+0,1
20:4(n-6) 1,3+03 0,7+0,2" 13,1+05 11,9+09 0,3+0,1 0,1+0,0°
20:3(n-3) nd 04+01" nd 0,1+0,0° nd nd

20:4(n-3) 06+02 04+00 0,3+0,2 0,2+0,0 03+0,1 03+01
20:5(n-3) 30+04 15+04" 16,0+0,9 151+25 1,8+04 09+02"
22:1(n-11+n-9) 21+02 20+02 0,7+0,2 0,7+0.2 28+0,6 30+04
22:4(n-6) 04+0,0 06+0,1" 02+0,1 nd nd nd

22:5(n-6) 0,5+0,0 0,6 +0,2 nd nd nd nd

22:5(n-3) 22+05 16+04 08+0,1 05+0,1" 08+0,1 04+0,1"
22:6(n-3) 182+27 204+47 41+06 32+04 25+0,7 22+05
No identificados 4,9+0,3 4,4+1,0 38+0,8 30+04 23+06 13+03

Total saturados* 48,4+2,1 448+4,7 477+1,8 46,0+14 374+26 31,2+1,6
Total MUFA** 172+16 166+27 115+1,1 127+19 483+24 455+15
Total PUFA*** 295+38 343%6,1 37,0+19 384+35 120+2,0 22,0+2,9°

Total (n-6) 4,4+0,2 8,7+0,5° 152+0,3 18,4+1,0° 40+05 139+1,5°
Total (n-3) 248+38 253+5,7 21,7+16 198+28 63+17 66+15
(n-3)/(n-6) 56+0,7 2,9+0,8 1,4+0,1 1,1+0,1* 16+06 05%0,12
Total (n-3) HUFA 240+35 24,3+59 21,3+1,4 19,1+3,0 54+15 38+1,1

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de hematocrito de
10 peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces).
Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como:
! P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001. * incluye 19:0; ** incluye 14:1, 15:1 y 24:1; *** incluye 16:2 y 16:4.
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4.3.5. Perfil lipidico del cerebro en condiciones control

El 42,4% del peso seco del cerebro de los peces a los que se suministro la dieta
gue contenia AP fueron lipidos, de los que el 58,7% fueron polares y el 41,3%
neutros. La FE y la FC, que se desarroll6 conjuntamente con la esfingomielina en la
placa de HPTLC, fueron las principales representantes de los LP, mientras que los TG
y el colesterol aglutinaron el 50 y el 40% de la fraccion lipidica neutra,

respectivamente (Tabla 4.3.8).

El LT del cerebro de los peces que recibieron la DC mostr6 niveles préoximos al
30% de saturados, MUFA y PUFA. El resto de acidos grasos fueron DMA (7,0%),
destacando en este grupo los de 18C. El porcentaje de 16:0 y 18:0 fue similar (15,3 y
11,3%, respectivamente), siendo también destacable la presencia de un 0,7% de 22:0
y, sobre todo, de un 3,3% de 24:0. Los MUFA de 16 y 18C fueron los mas abundantes
del grupo al representar el 4,5 y el 22,8%, respectivamente Cerca del 90% de los
PUFA pertenecian a la familia (n-3), siendo sus componentes mas relevantes el 22:5
(1,1%), el 20:5 (3,7%) y el 22:6 (19,5%), mientras que el 18:3 contribuy6é Unicamente
con un 0,1%. Por lo que respecta a los (n-6), LA y ARA, con un 1,8 y un 1,5%,

respectivamente, aglutinaron la totalidad de la serie (Tabla 4.3.9).

Las diferencias en el perfil de acidos grasos de los distintos fosfolipidos del
cerebro fueron evidentes (Tablas 4.3.10 y 4.3.11). La FC estuvo constituida en orden
decreciente por saturados, MUFA y PUFA, en la FE, fueron los PUFA los mas
abundantes, seguidos de MUFA, saturados y DMA en proporciones muy similares,
mientras que en la FSy el Fl, los PUFA, representaron cerca de la mitad de los acidos
grasos, y a continuacién saturados y monoinsaturados. Hay que resaltar la presencia
de un 19% de DMA en la FE de los ejemplares control, no siendo detectados en
ninguna otra de las clases lipidicas polares. El porcentaje total de (n-6) no llegé al 3%
en la FC, FE y FS, mientras que en el FI superd ligeramente el 14%. Finalmente, el
contenido mas elevado de (n-3) HUFA total, y por tanto, de (n-3) total, se manifesto en
la FS (43,7%), seguido de la FE y FI (33,5%), y, por ultimo, de la FC (21,2%).

La proporcion entre los dos acidos grasos saturados mas abundantes en todas

las clases lipidicas polares del cerebro de las doradas que fueron alimentadas con la
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DC, el 16:0 y el 18:0, vari6 ampliamente entre ellas. Asi por ejemplo, en la FC, el
contenido de 16:0 fue 3,7 veces mayor que el de 18:0, en la FE y el FI, el 18:0
practicamente dobl6 al 16:0 y en la FS fue 10 veces superior. También destaca dentro
de los saturados, la considerable proporcion de compuestos de 22 y 24 atomos de
carbono presente en la FC (0,7 y 3,5%, respectivamente). En cuanto a los MUFA, la
FC acumulé las cantidades mas relevantes de 18:1(n-9) (23,9%), valor 1,3 veces
superior al de la FE, doble del de FS y 2,8 veces el de FI. El 22:1y 24:1 (0,6 y 2,1%,
respectivamente) tambén fueron superiores en la FC. El 20:4(n-6) se acumuld
notablemente en el Fl (12,5%), porcentaje mas de 10 veces superior al de FCy FS, y
unas 6 veces mayor que el de la FE. También el 18:2(n-6) se concentr6 en mayor
proporcion en el FI (1,4%) frente a valores entre 0,5 y 0,8% presentes en el resto de
fosfolipidos. En todas las clases lipidicas polares se detectaron productos derivados
del OA como el 18:2(n-9) y el 20:2(n-9), mientras que los del LA fueron menos
frecuentes, apareciendo pequefas cantidades de 20:3(n-6) en la FC, FS y FI. Por lo
gue respecta a los (n-3), destacar que el 18:3(n-3) so6lo fue detectado en la FE, y que
la distribucion de los dos (n-3) HUFA principales siguié tendencias opuestas en las
distintas fracciones lipidicas polares. El 20:5(n-3) represent6 cerca del 40% del total
de (n-3) HUFA en el FI, el 14% en la FC, poco mas del 10% en la FE, y Unicamente el
3% en la FS, mientras que el 22:6(n-3), supuso un 57% en el FI, entre el 82 y el 85%
en la FC y FE, y alrededor del 92% en la FS. El 22:5(n-3) se aproximé al 3% del total
de (n-3) HUFA en la FC y se mantuvo entre un 4,2 y un 4,5% en el resto de

fosfolipidos, llegando incluso a superar al 20:5(n-3) en la FS (Tablas 4.3.10 y 4.3.11).

Los TG mostraron niveles mas bajos de saturados en las doradas del grupo DC
que los presentes en la FC, FS y Fl, y superiores a los de la FE, destacando a nivel
individual, el 4,5% de 14:0, y la alta relacion 16:0/18:0, que super6 incluso, a la
encontrada en la FC (Tablas 4.3.10 y 4.3.11). El total de MUFA fue 2-3 veces mayor
en la clase lipidica neutra que en la FE, FS y FI, y ligeramente superior que en la FC.
Individualmente, todos los integrantes del grupo mostraron proporciones superiores
en los TG, a excepcion del 18:1(n-9) en la FC y del 24:1, que Unicamente no fue
detectado en la fraccion neutra. El contenido total de PUFA en los TG fue similar al de
la FC y menor que en el resto de las muestras polares. El sumatorio de (n-6) superé

entre 2,4 y 3,3 veces al de la FC, FE y FS, y constituy6 algo menos de la mitad del
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presente en el Fl. El 5% de 18:2(n-6) registrado en los TG, fue mas de 4 veces
superior a su porcentaje en las clases lipidicas polares, mientras que la proporcién de
20(4n-6) fue similar a la de FC y FS, mitad que la de FE, y 12,5 veces menor que la
de FI. Tanto el 18:3(n-6) como el 20:2(n-6) fueron detectados exclusivamente en los
TG, mientras que en los productos derivados del 18:1(n-9), no se registraron
variaciones importantes. El 18:3(n-3), que estuvo ausente 0 minimamente
representado en las clases lipidicas polares, alcanzé valores de 0,8% en los TG. La
presencia de EPA en los juveniles que recibieron la DC fue superior a la de FC, FE y
FS, y menos de la mitad de la del Fl. El nivel de DHA en los TG fue el méas bajo de
todas las clases lipidicas analizadas, representando cerca de la mitad que en la FC y
Fl, casi una tercera parte que en la FE, y una cuarta parte que en la FS. Este perfil
individual dio lugar a un total de (n-3) HUFA ligeramente inferior al de FC, y entre 1,9

y 2,5 veces mas pequefio que el del resto de clases lipidicas polares.

4.3.6. Efecto de la deficiencia dietaria de HUFA en el cerebro

La deficiencia de HUFA en la dieta no alterd el contenido lipidico presente en el
cerebro de los peces, aunque incrementd la proporcion total de LP (65,8 vs. 58,7), y
los porcentajes de lisofosfatidilcolina y de esfingomielina/FC, que se desarrollaron
conjuntamente. En los lipidos neutros de los peces DD disminuyeron los TG (Tabla
4.3.8).

El total de acidos grasos saturados, monoinsaturados y acidos grasos en la forma
DMA presentes en el LT del cerebro, no resultaron afectados por la composicién
lipidica de la dieta (Tabla 4.3.9). Sdélo la relacion (n-3)/(n-6) fue significativamente mas
baja en los juveniles alimentados con la DD que en el de los que recibieron la DC (5,4
y 7,8, respectivamente). Sin embargo, alcanzaron mayor relevancia, el total de PUFA
y de (n-6), asi como, sorprendentemente, el total de (n-3) HUFA y de (n-3). Aungue la
concentracion de 18:1(n-9) se mantuvo invariable en ambos lotes de peces, los
ejemplares alimentados con la dieta deficiente en HUFA presentaron un nivel de
18:2(n-9) significativamente mayor. Tanto el 18:2(n-6) como el 18:3(n-3) mostraron
concentraciones mas elevadas en los ejemplares a los que se suministré la DD,
aungue, de entre sus derivados, s6lo el 20:3(n-6) fue estadisticamente mas alto. Por

el contrario, el contenido de 20:4(n-6) fue menor en los juveniles que ingirieron la dieta
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sin AP. El 22:6(n-3) constituyé mas de las tres cuartas partes del total de los (n-3)

HUFA en ambos grupos de peces, siendo mayor en los peces DD.

Los resultados que aparecen en las Tablas 4.3.10 y 4.3.11 muestran que el perfil
de &cidos grasos de los fosfolipidos del cerebro resulté escasamente afectado por la
composicion lipidica de la dieta, que influyé de forma mas notoria en la clase lipidica
neutra. Como se observa en la Tabla 4.3.10, la FC de los juveniles del grupo DD,
presentd, en comparacion con la del grupo DC, contenidos mas bajos de (n-3) HUFA
y (n-3) total (19,6 frente a 21,2%), menor relacion (n-3)/(n-6) (5,3 y 10,6,
respectivamente) y un porcentaje superior de (n-6) (3,7 vs. 2,0%). A pesar de que el
nivel de 18:1(n-9) no varié entre tratamientos, el 18:2(n-9) fue significativamente mas
alto en los ejemplares a los que se suministré la DD. También mas abundantes en
estos peces el 18:2(n-6) y el 20:3(n-6), mientras que el 20:4(n-6) disminuyo
estadisticamente. Con respecto a los (n-3), sefalar la ausencia de LNA y que, dentro
de los (n-3) HUFA, el EPA y el DHA fueron menos abundantes en el grupo deficiente

en AGE, para niveles de significacién de P<0,01 y P<0,05, respectivamente.

La composicion en &cidos grasos de la FE del cerebro apenas resulté afectada
por la formula dietaria, no existiendo diferencias significativas entre tratamientos en
ninguno de los totales de &cidos grasos. Individualmente, sélo modificaron su
contenido, el 18:2(n-6), que en las doradas DD practicamente doblé el valor
alcanzado en las DC, y el 20:4(n-6) y 22:5(n-3), que fueron mas bajos en los primeros
(Tabla 4.3.10).

De igual manera que en la FE, la FS del cerebro de los juveniles no vié alterada
su composicion por grupos de acidos grasos tras la fase experimental. El contenido
de 20:2(n-9) fue superior en los ejemplares que ingirieron la dieta deficiente en HUFA
a pesar de que el nivel de 18:1(n-9) permaneciera constante en ambos tratamientos.
Dentro de los (n-6), Unicamente el 18:2 y el 20:3 presentaron variaciones estadisticas,
siendo mas abundantes en los peces DD. No se detectaron diferencias significativas

entre tratamientos en ninguno de los integrantes de la serie (n-3) (Tabla 4.3.11).

Tampoco sufrio alteraciones importantes entre grupos experimentales, el perfil de

acidos grasos del Fl al final del periodo de alimentacién (Tabla 4.3.11). EI LNA no fue
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detectado en los ejemplares de ninguno de los dos tratamientos. Unicamente se
registraron diferencias significativas en el porcentaje de 20:2(n-9), que fue mayor en
los individuos que recibieron la dieta deficiente en AGE a pesar de no variar el de
18:1(n-9); en la cantidad de 18:2(n-6), que fue mas del doble en esos peces; en la de
su producto de elongacion y desaturacion, el 20:3(n-6); asi como en el 22:5(n-3) que

presentd una proporciéon mas reducida.

Contrariamente a lo observado en los LP, la dieta afect6 notablemente a la
composicion de los TG del cerebro (Tabla 4.3.11). Los juveniles del grupo DD
presentaron un porcentaje menor de saturados (25,3% frente a 28,8% del grupo DC),
MUFA (39,9 y 41,5%, respectivamente), (n-3) HUFA (13,7 y 17,8%) y (n-3) (17,4 y
20,0%), asi como una relacion (n-3)/(n-6) mas baja (1,2 vs. 3,0), y un nivel mas alto
de PUFA (33,8 frente a 28,6%) debido a la sustancial diferencia en los (n-6) (14,9 vs.
6,7%). Individualmente, tanto los saturados =<C16, como el 16:1, mostraron
porcentajes menores en los peces a los que se suministré la dieta carente de AP,
evoluciébn opuesta a la observada en el 18:1(n-9) y el 18:2(n-9). En este lote
experimental, la concentracién de 18:2(n-6) practicamente triplicé a la del grupo DC,
18:3(n-6) y 20:2(n-6) también fueron significativamente mas altos y el ARA se redujo
en un 40%. El contenido de 18:3(n-3) en los TG de las doradas que fueron
alimentadas con la DD superd en algo mas de tres veces al de las que recibieron la
DC. Todos los (n-3) HUFA, exceptuando el 20:3, experimentaron una disminucién en
sus porcentajes cuando no fueron suministrados en la dieta, aunque esta variacion
fue mas acusada para el 20:4, EPA y DPA (P<0,01), que para el DHA (P<0,05).
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Tabla 4.3.8. Contenido lipidico y composicion en clases lipidicas del cerebro
de juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta
deficiente en HUFA (DD)

DC DD

Lipido total (% peso seco) 42,4 +£0,6 41,3+0,7 N.S.

Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,5+0,1 0,8+0,1 <0,05
Esfingomielina + fosfatidilcolina 192+1,4 23,7+21 <0,05
Fosfatidilserina 6,3+0,7 7,7+1,0 N.S.
Fosfatidilinositol 2,0+£0,2 25+0,3 N.S.
Fosfatidiletanolamina 21,7+0,5 22,1+05 N.S.
Sulfatidos 24+0,1 24+0,1 N.S.
Cerebrosidos 6,6 0,2 6,6 0,4 N.S.
Total lipidos polares 58,7+2,1 65,8 +2,6 <0,05
Colesterol 17,0+ 0,6 16,2+0,9 N.S.
Acidos grasos libres 1,9+0,1 2,1+0,2 N.S.
Triglicéridos 208+ 1,7 145+2,0 <0,05
Esteres de esterol 1,5+0,1 1,4+0,1 N.S.
Total lipidos neutros 41,3+2,1 342+26 <0,05

Valores expresados como media + DE (n=5 para contenido lipidico y n=3 para
composicion en clases lipidicas). Cada réplica representa la mezcla de cerebro de 9
peces. N.S., no significativamente diferentes.
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Tabla 4.3.9. Composicién en acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) del lipido total del cerebro de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

DC DD P
Total acidos grasos
(Lg/Mmg peso seco 6rgano) 290,1 +14,2 301,5+94 N.S.
14:0 1,4+0,2 0,8+0,2 <0,01
16:0DMA 0,9+0,1 0,9+0,0 N.S.
16:0 153+1,9 15,7+1,8 N.S.
16:1(n-9+n-7) 45+0,6 3,8+0,5 N.S.
18:0DMA 4,7+0,3 48+0,3 N.S.
18:1(n-9)DMA 0,9+0,1 0,9+0,1 N.S.
18:1(n-7)DMA 0,5+0,1 0,6+0,1 N.S.
18:0 11,3+25 10,7+1,9 N.S.
18:1(n-9) 20,6 £1,8 19,8+1,5 N.S.
18:1(n-7) 2,2+0,2 1,6+0,2 <0,01
18:2(n-9) 0,1+0,1 0,3+0,0 <0,05
18:2(n-6) 1,8+04 3,7+£0,2 <0,001
18:3(n-3) 0,1+0,1 0,5+0,0 <0,001
18:4(n-3) 0,5+0,2 0,5+0,1 N.S.
20:1(n-11+n-9) 1,0+0,3 0,9+0,2 N.S.
20:2(n-9) 0,1+0,1 0,2+0,0 N.S.
20:3(n-6) nd 0,2+0,0 <0,001
20:4(n-6) 1,5+0,0 1,3+0,1 <0,01
20:4(n-3) 05+04 0,1+0,1 N.S.
20:5(n-3) 3,7+£0,3 3,2+0,3 N.S.
22:0 0,7+0,3 0,4+0,1 <0,05
22:1(n-11+n-9) 0,9+0,2 0,7+0,2 N.S.
22:4(n-6) 0,1+0,1 nd N.S.
22:4(n-3) 0,3+0,2 nd N.S.
22:5(n-3) 1,1+0,1 09+0,1 N.S.
24:.0 33+1,1 20+04 N.S.
24:1 0,5+0,2 0,7+0,1 N.S.
22:6(n-3) 195+1,3 23,0+0,8 <0,01
No identificados 1,5+0,3 1,1+0,1
Total saturados* 32,6+43 29,9137 N.S.
Total MUFA 29,6 +2,8 27, 7+25 N.S.
Total DMA 7,0+£0,5 72+0,4 N.S.
Total PUFA 29,3+1,8 341+1,3 <0,01
Total (n-6) 33+05 52+0,2 <0,001
Total (n-3) 257+14 283+1,1 <0,05
(n-3)/(n-6) 78+1,1 54+0,1 <0,01
Total (n-3) HUFA 251+1,1 27,3+x1,0 <0,05

Valores expresados como media + DE (n=4 para DC y n=5 para DD). Cada réplica
representa la mezcla de cerebro de 9 peces. N.S., no significativamente diferentes;
nd, no detectado; MUFA, &acidos grasos monoinsaturados; DMA, dimetilacetal;
PUFA, acidos grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados
(>C4 y >3 dobles enlaces). * incluye 15:0, 17:0 y 20:0.
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Tabla 4.3.10. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilcolina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE) del cerebro de juveniles de dorada
alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

FC FE

DC DD DC DD
16:0DMA nd nd 2,1+0,4 2,4+0,2
16:0 26,4+1,4 275+1,7 6,4+0,5 6,2+0,2
16:1(n-9+n-7) 57+0,5 55+0,4 2,3+0,1 2,1+0,.2
18:0DMA nd nd 12,8+2,9 14,2 +2,0
18:1(n-9)DMA nd nd 2,3+0,3 2,7+0,3
18:1(n-7)DMA nd nd 1,7+0,4 1,9+0,3
18:0 7,1+0,2 7,3+0,3 12,5+1,9 13,2+1,6
18:1(n-9) 239+0,3 23,4+0,3 18,0+ 0,6 16,4+ 1,9
18:1(n-7) 1,9+0,0 2,0+0,1 15+0,1 1,3+0,1
18:2(n-9) 0,5+0,0 0,6 +0,1* 0,2+0,1 0,2+0,0
18:2(n-6) 0,7+0,1 25+0,3° 0,5+0,0 0,9+0,1°
18:3(n-3) nd nd 0,1+0,1 nd
18:4(n-3) nd nd 0,7+0,2 0,8+0,2
20:1(n-11+n-9) 0,8+0,1 0,8+0,1 0,5+0,1 0,4+0,0
20:2(n-9) 0,2+0,0 0,2+0,0 tr 0,1+0,1
20:2(n-6) nd 0,1+0,1 nd nd
20:3(n-6) tr 0,2 + 0,0 nd nd
20:4(n-6) 1,1+0,0 0,9 +0,0° 2,1+0,1 1,8 +0,1°
20:4(n-3) 0,1+0,0 0,1+0,11 nd nd
20:5(n-3) 30+0,1 2,4+0,2° 36+0,3 33+0,3
22:0 0,7+0,1 0,6+0,1 nd nd
22:1(n-11+n-9) 0,6+0,0 0,6+0,1 nd nd
22:4(n-6) 0,1+0,0 tr 0,3+0,0 0,2+0,1
22:5(n-3) 0,6+0,1 0,5+0,1 1,4+0,1 1,0+0,1"
24:0 35+04 3,1+0,5 nd nd
24:1 2,1+0,3 2,0+0,3 tr tr
22:6(n-3) 17,5+0,3 16,6 + 0,4" 28,4+4,3 279+3,6
No identificados 2,0+0,2 1,6 £0,3 20+0/4 2,3+0,7
Total saturados* 38,8+1,0 40,0+1,3 19,2+24 19,7+1,7
Total MUFA 35,0+0,7 34,3+1,0 22,3+0,7 20,3+2,2
Total DMA nd nd 19,0 + 4,0 21,3+29
Total PUFA** 24,1+0,2 24,4+0,2 375+45 36,4+28
Total (n-6) 2,0+0,1 3,7+0,3° 2,8+0,0 3,0+0,1
Total (n-3) 21,2+0,2 19,6 + 0,5° 344+4.4 33,1+3,0
(n-3)/(n-6) 10,6 +0,3 53+0,7° 12,3+1,4 11,0+1,4
Total (n-3) HUFA 21,2+0,2 19,6 + 0,5 33,5+4,6 32,3+3,2

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de cerebro de 9
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; DMA,
dimetilacetal; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; HUFA, &acidos grasos altamente insaturados
(>C» y =3 dobles enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos
son expresadas como: * P<0,05, ? P<0,01, * P<0,001. *incluye 14:0, 15:0 y 20:0; ** incluye 16:3.
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Tabla 4.3.11. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilserina (FS), fosfatidilinositol (FI) y triglicéridos (TG) del cerebro de juveniles de

dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

TG
DC DD DC DD DC DD

14:0 02+0,0 04+02 04+02 04+01 45+02 32+072°
16:0 32+02 40+16 109+16 11,9+0,7 18,6 +0,2 17,0+0,3?
16:1(n-9+n-7) 1,3+02 1,3+0,3 1,0+02 09+0,0 74+03 58+02°
16:3 02+02 01+0,1 nd nd 07+0,1 06+0,1
18:0 315+1,9 30,0+4,0 240+1,6 249+17 45+03 42+02
18:1(n-9) 115+0,6 10,2+2,2 84+08 94+06 241+05 254+0,6"
18:1(n-7) 1,3+0,1 09+0,1* 27+06 31+04 41+03 32+072°
18:2(n-9) 03+0,1 0,2+0,0 tr 0,1+0,1 02+0,0 05+0,0°
18:2(n-6) 0,8+0,0 1,2+0,0° 1,4+01 3,1+0,5° 50+05 134+1,7°
18:3(n-6) nd nd nd nd 0,2+0,0 0,4 +0,1°
18:3(n-3) nd 0,1+0,1 nd nd 08+0,0 2,7+04°
18:4(n-3) nd 0,2+0,2 01+0,0 01+01 1,4+00 1,0+0,0°
20:1(n-11+n-9) 0,8+0,1  0,7+0,2 1,2+02 1,0+0.1 32+03 30+05
20:2(n-9) 02+00 03+0,0" 0,3+0,0 0,55+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0
20:2(n-6) nd nd nd 0,1+0,1 02+0,0 0,3+0,0°
20:3(n-6) 01+01 02+00 ' 03+01 1,3+0,2° 01+0,1 01401
20:4(n-6) 1,1+02 09+0,1 125+1,8 10,7+0,6 1,0+01 06+0,1°
20:3(n-3) nd nd nd nd nd 0,1+0,1
20:4(n-3) 02+0,0 03%02 02+0,1 03+01 0,7+0,0 05+0,0°
20:5(n-3) 1,3+0,1 15+0,3 12,7+20 13,4+0,6 49+04 26+03°
22:1(n-11+n-9) 0,4+02 0,1+0,1 0,3+0,3 nd 27+05 25+06
22:4(n-6) 02+00 02+0,0 02+0,0 02+0,0 nd nd

22:5(n-3) 1,9+03 16+0,2 15+0,1 1,0+0,1* 1,8+0,1 1,1+0,1°
22:6(n-3) 40,3+1,3 42,0+4,7 19,1+3,8 14,8+1.2 102+0,1  9,1+0,7*
24:1 08+0,1 07+0,1 02+0,0 02+01 nd nd

No identificados 1,5+0,3  1,7+0,2 1,2+03 15+0,5 1,1+03 1,0+0,3
Total saturados* 35,9+1,8 354+2,1 365+33 383+0,8 28,8+0,3 253+0,2°
Total MUFA 16,1+1,1 14,1+3,0 139+2,1 146+0,8 415+0,6 39,9+05"
Total PUFA** 464+10 488+26 485+52 456+0,8 286+0,1 338+1,0°
Total (n-6) 21+0,1 25%03 144+1,7 153+04 6,7+05 149+16°
Total (n-3) 437+13 458+3.2 336+4,0 29,7+1,0 20,0+05 17.4+0,8°
(n-3)/(n-6) 20,8+1,6 182+42 24+08 20%0,1 30+03 1,2+072°
Total (n-3) HUFA 43,7+1,3 454+3,7 335+4,0 29,6+0,9 17,8+0,6 13,7+1,1°

Valores expresados como media =+ DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de cerebro de 9
PUFA, acidos grasos
poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces). Dentro de
una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: * P<0,05, °
P<0,01, ® P<0,001. * incluye 15:0, 17:0, 19:0, 20:0, 22:0 y 24:0; ** incluye 16:2 y 16:4.

peces. nd,

no detectado;

MUFA, &cidos grasos monoinsaturados;
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4.3.7. Perfil lipidico del tracto intestinal en condiciones control

En el presente apartado se detallan las principales caracteristicas de la
composicion lipidica de los dos segmentos intestinales, llevando a cabo un estudio

comparado entre ambos.

El intestino anterior (IA) de los peces alimentados con la dieta control mostré un
contenido lipidico en peso seco significativamente mayor (36%) que el del intestino
posterior (IP) (Tabla 4.3.12). A pesar de las diferencias encontradas tanto en el TLP
(38,2 frente a 44,1% en intestino anterior y posterior, respectivamente), como en el de
neutros (61,8 frente a 55,9%), éstos no fueron significativamente diferentes. Las
Unicas diferencias estadisticas en la distribucién de clases lipidicas entre ambos
segmentos se pusieron de manifiesto en la proporciéon de lisofosfatidilcolina (0,7% en
IA vs. 0,5% en IP) entre los lipidos polares, y en las de colesterol y TG, dentro de la
fraccion lipidica neutra (10,8% en IA vs. 13,4% en IP y 41,4% en IA vs. 33,8% en IP,
respectivamente). En todo el tracto intestinal, los lipidos polares estuvieron
representados principalmente por FC y FE, en tanto que los TG y el colesterol,

constituyeron los representantes mas destacados dentro de los neutros.

En la Tabla 4.3.13 se detalla el perfil de acidos grasos del LT del intestino de
peces de los dos grupos experimentales. En ambos segmentos de los ejemplares que
se alimentaron con la dieta formulada con AP, el grupo mas numeroso fue el de los
saturados, que super6 el 40%, seguido de MUFA y PUFA, que se mantuvieron en
torno al 27%, finalmente, los DMA representaron menos del 1% del total de los acidos
grasos. Sin embargo, la aportacion de las series (n-3) y (n-6) al total de los PUFA si
vari6 en ambos segmentos de intestino, asi, en el IA, la serie (n-3) aporté un
porcentaje superior que en el IP (22,3% frente a 19,0%, respectivamente), y la (n-6)
menor (4,0% vs. 5,6% en el IP), lo que dio lugar a una relacién (n-3)/(n-6) mas alta en
el IA.

El principal 4cido graso saturado en ambos segmentos de intestino, el 16:0,
mostréo un porcentaje menor en el intestino anterior (23,1%) que en el posterior
(25,1%), mientras que el 18:0, no modifico significativamente su presencia. Salvo el

16:1, mas abundante en el IA, la proporcién individual del resto de MUFA se mantuvo
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invariable entre los dos segmentos de intestino de peces alimentados con la DC. A
pesar de que el principal integrante de los MUFA, el OA, permanecié constante en
ambos tramos intestinales, su producto de desaturacion, el 18:2(n-9), fue detectado
exclusivamente en el IP. Las diferencias encontradas en el total de (n-6) se deben al
LA, que signific6 un 1,6% del total de &cidos grasos en el IA, porcentaje
estadisticamente menor que el 2,9% presente en el IP. Productos derivados del
18:2(n-6), como 18:3(n-6) o 20:2(n-6), estuvieron presentes en los dos tramos de
intestino, en tanto que el 20:3(n-6) solo fue detectado en el IA. Los componentes mas
relevantes de los (n-3) fueron el 22:6, con una proporcién cercana al 10% en ambos
segmentos intestinales, el 20:5, que redujo su porcentaje en el sentido proximo-distal
de un 8,3% a un 6,5%, y el 22:5, también mas elevado en el IA (1,8%) que en el IP
(1,4%). Debe destacarse la escasa participacion del 18:3 en el total de acidos grasos
(0,5%), asi como la aparicién, dentro de esta serie, del acido graso de cadena impar,

21:5(n-3), que aportd un 0,3% en ambos segmentos de intestino (Tabla 4.3.13).

Como se refleja en la Tabla 4.3.14, el perfil de acidos grasos de la FC resulté
muy similar en los dos segmentos de intestino de los juveniles DC. La proporcién total
de los diferentes grupos de acidos grasos permanecio invariable, ajustandose al
patrén de magnitud en sentido antero-posterior: saturados (55,9% - 47,2%) > PUFA
(31,0% - 34,1%) > MUFA (11,6% - 16,7%). La contribucién de los (n-3) y de los (n-6)
al total de PUFA fue equivalente en ambos segmentos, por lo que la relacion entre
ambas series no varié a lo largo del eje longitudinal del intestino. Todos los saturados
mantuvieron sus proporciones individuales, el 16:0 fue el componente mas destacado,
representando algo mas del 71% del total del grupo en el IA, y cerca del 67% en el IP,
seguido del 18:0, que supuso el 23,4 y el 26,5%, respectivamente. Tampoco se alterd
el contenido individual de los MUFA, que tuvieron en el OA a su integrante mas
importante al aportar alrededor del 70% al total del grupo. Dentro de la serie (n-6), el
ARA (2,0 - 2,1%), el 18:3 y el 22:5, mantuvieron sus porcentajes en ambos segmentos
de intestino, mientras que el 18:2(n-6), 20:2(n-6), 20:3(n-6) y 22:4(n-6), fueron mas
abundantes en el segmento posterior. Como se menciond anteriormente, a pesar de
estas diferencias, el total de (n-6) no sufri6 cambios significativos en el eje préximo-
distal del tracto intestinal. También es destacable la escasa aportacion del 18:3(n-3) al

perfil de acidos grasos que componen la FC del intestino, con un 0,1% en ambos
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segmentos. El sumatorio de los (n-3) HUFA permanecié invariable (26,7 - 28,1%) en
la FC de ambos segmentos intestinales de los peces control, el Gnico de sus
integrantes que modificd su proporcion fue el 22:5(n-3), mostrando un valor mas bajo
en el 1A (1,3%) que en el IP (2,8%).

En la FE, el grupo de acidos grasos mas relevante en las doradas que fueron
alimentadas con la dieta que contenia AP fue el de los PUFA (43,9 - 48,5% en |IA e IP,
respectivamente), seguido de los saturados, mas abundantes en el segmento anterior
(33,0% frente a 24,6% en el IP), a continuacién los DMA, que permanecieron
invariables (12,3 - 17,9%), y, finalmente, los MUFA, con mayor presencia en el
intestino anterior (7,8%) que en el posterior (6,1%) (Tabla 4.3.15). En direccion
antero-posterior, un 6,1 y un 6,5% de los PUFA pertenecieron a la serie (n-6),
mientras que un 37,1y un 41,6% eran (n-3), lo que dio lugar a que la relacién (n-3)/(n-
6) no cambiara entre segmentos. El 18:0, con valores de 17,4 y 15,7%, y el 16:0,
significativamente mayor en el 1A (13,8%) que en el IP (7,3%), fueron los &cidos
grasos mas destacados de los saturados en la FE. Dentro de los MUFA, los isbmeros
18:1 tuvieron la representacibn mas elevada, siendo ademas, significativamente
mayores en el tramo anterior. El Unico acido graso de los (n-6) que difirid
significativamente entre segmentos, el 22:4, fue mas alto en el IP, mientras que el
ARA, principal integrante de esta serie, aporté alrededor de un 4,0% al total de acidos
grasos en ambas secciones del tracto intestinal. Ni los (n-3) HUFA totales (37,1 y
41,5%), ni el DHA, acido graso mas abundante de la FE (27,0% en el IA'y 30,7% en el
IP), ni el EPA (6,9 - 6,4%), experimentaron cambios significativos en sus contenidos,
Unicamente el 22:5(n-3) varié entre segmentos, de forma similar a lo descrito para la

FC, adquiriendo mayor relevancia en el tramo distal (4,2%), que en el proximal (2,8%).

Al comparar el perfil de acidos grasos de la FS a lo largo del tracto intestinal de
los peces que se alimentaron con la dieta control (Tabla 4.3.16), se observaron
diferencias mas notorias que las registradas en la FC o FE. Unicamente el total de
MUFA, grupo menos representativo en esta clase lipidica, mantuvo su porcentaje en
ambos segmentos intestinales. Los saturados, que fueron el grupo mayoritario,
decrecieron en sentido préximo-distal (75,2 frente a 60,7%), en tanto que los PUFA
siguieron la tendencia contraria, aportando un 14,8% en el IA y algo mas del doble en

el IP. Tanto los (n-3) como los (n-6) fueron menos abundantes en el tramo anterior
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gue en el posterior (11,9 y 2,8% frente a 23,5 y 4,5%, respectivamente). A nivel
individual, todos los MUFA mantuvieron invariables sus proporciones en ambos
segmentos intestinales, siendo el 18:1(n-9) su principal componente, al representar
mas del 50% del total del grupo. Los dos saturados mayoritarios, 18:0 y 16:0, fueron
mas abundantes en la seccién proximal del intestino (55,8 y 15,7%, respectivamente)
gue en la posterior (46,9 y 10,3%). De la serie (n-6), el LA y el ARA, mantuvieron
constantes sus porcentajes en ambos segmentos de intestino, para el primero se
registraron valores de 1,5y 1,9% en IA e IP, respectivamente, y de 0,7 y 1,1% para el
segundo. Se detect6 la presencia en la FS de numerosos productos de elongacion y/o
desaturacion procedentes del 18:1(n-9), como el 18:2, del 18:2(n-6), como el 18:3,
20:2, 20:3, 22:4 y 22:5, o del 18:3(n-3), como el 18:4, la mayoria de ellos mejor
representados en el tramo distal que en el proximal. En cuanto a los (n-3), mencionar
gue el LNA represent6 Unicamente el 0,1% de los acidos grasos y que el total de (n-3)
HUFA fue la mitad en el 1A que en el IP, como consecuencia de que sus elementos
mas abundantes, el 22:6(n-3) y el 22:5(n-3), fueron mas bajos en el tramo proximal
(8,8 y 1,1%, respectivamente) que en el distal (18,9 y 2,8%), mientras que el EPA

mantuvo su proporcién entre segmentos.

El FI vi6 escasamente modificada su composicién en acidos grasos a lo largo del
eje longitudinal del intestino, presentando diferencias significativas exclusivamente en
el total de (n-6) (10,5 y 17,7% en IA e IP, respectivamente), y en la relacion (n-3)/(n-6)
(2,7enlAy 1,4 en IP) (Tabla 4.3.17). Los grupos de acidos grasos mas abundantes
en el Fl de los juveniles que se alimentaron con la DC fueron saturados y PUFA, que
rondaron el 40% en ambos segmentos, los MUFA no llegaron al 13%. El integrante
mayoritario de los saturados, el 18:0, representé cerca de una cuarta parte del total de
acidos grasos en ambos tramos intestinales, mientras que el 16:0 varid
significativamente (14,9% en IA frente a 9,3% en IP). Todos los MUFA permanecieron
constantes, siendo su principal componente el 18:1(n-9), que se aproximé al 7% del
total de acidos grasos. Los elementos mas destacados de los (n-6) mostraron pautas
diferentes a lo largo del eje antero-posterior del intestino. En tanto que el 18:2(n-6)
mantuvo su nivel estable, el 20:4(n-6) present6 un valor mas bajo en el IA (5,8%) que
en el IP (13,0%). No se detectd la presencia de derivados del OA en el FlI, pero si del

LA. Dentro de la serie (n-3), tanto el 18:3, minimamente representado, como el total
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de (n-3) HUFA vy sus principales componentes, DHA, EPA y DPA, permanecieron
invariables entre segmentos, con valores de 19,0, 4,9 y 2,3%, respectivamente en el
IA,y 13,5, 7,8y 2,7% en el IP.

Las proporciones de todos los grupos de acidos grasos permanecieron
inalteradas en los TG de ambos segmentos intestinales, siendo poco relevantes las
escasas variaciones detectadas en sus componentes individuales (Tabla 4.3.18). La
abundancia relativa por familias fue: saturados (> 41%), monoinsaturados (= 37%) y
PUFA (17-19%). El principal integrante de los saturados fue el 16:0, que constituyo el
24,7% del total de &cidos grasos, seguido del 18:0, con un 11,7 - 9,3% en sentido
antero-posterior, y del 14:0, préximo al 5,5% en ambos segmentos. Los 18C MUFA se
aproximaron al 28% del total de acidos grasos, y los de 16C se mantuvieron entre el
6,1 y el 6,4%, solo se registraron diferencias significativas en los isomeros de 22C,
mas de dos veces superiores en el IP. Derivados del OA, como 18:2(n-9) o 20:2(n-9),
fueron detectados en ambos segmentos del tracto intestinal, mostrando un porcentaje
mas elevado en el tramo distal. Los componentes mas relevantes de la serie (n-6)
fueron nuevamente el 18:2(n-6) y el 20:4(n-6), aunque debemos también sefalar la
aparicion de otros (n-6) como el 18:3, 20:2, 22:4 o 22:5, especialmente en el IP,
aungue sin manifestar variaciones estadisticas con respecto al IA. Los principales
componentes de los (n-3) HUFA en los TG del intestino de los peces DC fueron el
DHA (3,9 - 5,6%), el EPA (4,6 - 3,5%) y el DPA (1,3 - 1,4%), que al igual que el resto

del grupo, no variaron entre segmentos.

4.3.8. Efecto de la deficiencia dietaria de HUFA en el tracto
intestinal

La deficiencia de acidos grasos esenciales en la dieta increment6 el contenido
lipidico en ambos segmentos de intestino en algo mas del 50%, aunque la distribuciéon
en lipidos polares o neutros se vio modificada exclusivamente en el IA, donde el TLP
se elevo un 26,4%. Individualmente, también parecen resultar mas afectadas las
clases lipidicas del segmento anterior, que presentd niveles superiores de CL/FG
dentro de la fraccion polar y de acilgliceroles parciales dentro de la fraccion neutra.
Por el contrario, tanto TG como EE, disminuyeron un 22,7 y un 65%, respectivamente

en el IA de las doradas DD. Por lo que respecta al IP, las variaciones se manifestaron
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en la reduccién del contenido de FS y de colesterol, un 43 y un 24%, respectivamente
(Tabla 4.3.12). De forma similar a lo ocurrido en el higado, la alimentacién de los
peces con la dieta formulada sin AP, dio lugar a un intestino de poca consistencia,

flojo y blanquecino (Figura 4.2).

Figura 4.2. Aspecto externo del intestino de los ejemplares experimentales. lzda. Segmento
extraido de peces alimentados con la DD (L) o con la DC (H). Dcha. Segmento abierto por su eje
longitudinal extraido de peces alimentados con la DD (L) o con la DC (H).

En la Tabla 4.3.13, podemos observar como la practica totalidad de los acidos
grasos del LT, tanto por grupos como individualmente, vieron alteradas sus
proporciones en el IA de los peces que ingirieron la dieta deficiente en HUFA al
compararlos con los valores obtenidos en los peces del tratamiento control. Asi,
todos los saturados y MUFA disminuyeron significativamente en el tramo proximal.
En los (n-6), que incrementaron su contenido total alrededor de 7 veces, las
variaciones experimentadas por sus integrantes no resultaron tan uniformes, ya que
de sus dos representantes mayoritarios, el 18:2 se elevé mas de 17 veces, mientras
gue el 20:4 fue 8 veces menos numeroso. Los (n-3) redujeron a menos de un tercio

su aportacion al total de los PUFA en el IA de peces del grupo DD, a pesar de que el
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LNA fue 9 veces mayor en este grupo, ya gque todos los (n-3) HUFA, salvo el 20:3(n-
3), disminuyeron drasticamente. Como resultado de esta tendencia opuesta de las
dos series, la relacion (n-3)/(n-6) fue mas baja en los ejemplares del lote DD que en
los del DC, y el porcentaje total de PUFA mas elevado. En el IP, la influencia de la
composicion lipidica de la dieta parece ser menos acusada que en el IA. La
reduccion del componente mas destacado de los saturados, el 16:0, hizo disminuir el
total del grupo. Los MUFA mostraron la pauta contraria gracias al 18:1(n-9), pues el
resto de acidos grasos de esta familia fueron menores. Por lo que respecta a los (n-
6), su proporcion en el LT del IP fue alrededor de 3,6 veces mayor en los juveniles
DD. El 20:4(n-6) descendi6 desde 2,1% en el grupo DC hasta 0,5% en el DD,
mientras que el 18:2(n-6), que representd mas del 95% del total de la serie, se
incrementd casi 7 veces. Ninguno de los productos derivados del OA o del LA,
variaron sus concentraciones. Finalmente, tanto el total de (n-3), como los
porcentajes de sus componentes individuales, fueron mas bajos en el IP de las
doradas del lote DD, a excepcion del 18:3, que manifestd la evolucién inversa, y el
20:3, que se mantuvo constante. Como acabamos de exponer, las series (n-3) y (n-
6) mostraron comportamientos opuestos, teniendo mayor influencia sobre el total de
PUFA, que se vi6 incrementado, la accion de los (n-6) que la de los (n-3). Como
consecuencia, la relacién (n-3)/(n-6) fue 8,5 veces mas baja en los peces que se

alimentaron con el pienso carente de AP.

Las variaciones que ambos segmentos de intestino mostraron en el perfil de
acidos grasos de la FC como consecuencia de la deficiencia dietaria de HUFA
fueron similares (Tabla 4.3.14). Saturados, MUFA y PUFA mantuvieron invariables
sus porcentajes totales con respecto a los de los peces DC. Los saturados, debido a
gue sus representantes mayoritarios, 16:0 y 18:0, no alteraron sus proporciones. En
el IA de los juveniles a los que se suministré la DD, los MUFA mantuvieron su
proporcion total con respecto a la de los DC a pesar de que el 18:1(n-9), que supuso
el 73% del total del grupo, increment6 su contenido, debido a que el resto de MUFA
disminuyeron significativamente. Por el contrario, en el IP el 18:1, que supuso el
84% del grupo, se mantuvo constante entre tratamientos. Los PUFA mantienen su
proporcion debido a que tanto la serie (n-3) como la (n-6), mostraron tendencias

opuestas equilibradas. Asi, en ambos segmentos intestinales de los peces DD, el
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total de (n-6) fue 6-7 veces mas alto que en los peces DC, mientras que los (n-3) se
redujeron hasta un tercio aproximadamente. El incremento de los (n-6) se debi6
principalmente al LA, ya que el ARA disminuy6é su contenido 2-3 veces. Soélo se
detectaron diferencias en los derivados del 18:2(n-6) para el 20:2 que multiplic6 por
6 el contenido presente en el intestino del grupo DC. Finalmente, el total de (n-3) en
la FC se redujo en ambas secciones intestinales a pesar de que el LNA increment6
su proporcién desde 0,1% a 1,6 - 1,7%, debido a que los (n-3) HUFA principales
disminuyeron de manera significativa en ambos segmentos intestinales cuando los

peces fueron alimentados con la DD.

En general, el efecto de la composicion en acidos grasos de la dieta sobre el
perfil de acidos grasos de la FE fue menos evidente que sobre la FC (Tabla 4.3.15).
No modificaron su contenido en ninguno de los segmentos, los totales de saturados,
DMA y PUFA, ni tampoco el total de (n-3) HUFA ni de (n-3) en el IA. El incremento
experimentado por los MUFA en ambos tramos de intestino de los peces DD, esta
directamente relacionado con el ascenso de los isémeros de 18C, ya que los de 16C
no variaron. De igual manera, la subida en el total de (n-6) se debe principalmente al
18:2, ya que el 20:4 rebaj6é su contenido en algo mas del 37% en ambos segmentos.
De entre los derivados del LA, sélo la proporcién de 20:3(n-6) mostrd diferencias
estadisticas, siendo mayor en el IP de los juveniles del grupo DD. El total de (n-3)
HUFA, que constituy6 la practica totalidad de los (n-3), decreci6 en la FE del IP de
los peces alimentados con la dieta carente de AP, no resultando afectado en el
tramo anterior. A pesar de ello, los componentes individuales mostraron
comportamientos similares en ambos segmentos de intestino, donde 20:5(n-3) y

22:5(n-3) decrecieron significativamente, en tanto que el DHA se mantuvo constante.

La Tabla 4.3.16 muestra el distinto comportamiento del perfil de &cidos grasos
de la FS a lo largo del tracto intestinal en respuesta a la variacion en la composicion
lipidica de la dieta. En el IA, a pesar de que el 18:1(n-9) alcanz6 un valor superior en
los peces que se alimentaron con la dieta deficiente en AGE, no se modifico el total
de MUFA debido a que el resto de componentes se mantuvieron estables. Los
saturados <C19 presentaron concentraciones mas bajas en los peces que ingirieron
la dieta deficiente en HUFA, y, por tanto, también disminuyé el total del grupo. El

total de (n-6) cuadruplicé su proporcion gracias al incremento del 18:2 y productos
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derivados como 20:2 y 20:3, ya que el nivel de ARA, se mostr6é independiente del
tratamiento dietario. Esta subida en la serie (n-6), junto con la estabilidad del total de
(n-3), aun a pesar de que el LNA quintuplicé su proporcion en el IA de los peces DD,
dio como resultado un porcentaje mayor del total de PUFA y una reduccién de la
relacion (n-3)/(n-6). El sumatorio de (n-3) HUFA permaneci6 invariable ya que
Unicamente el 20:5(n-3) vi6 alterado su contenido por la composicién de la dieta,
disminuyendo hasta la mitad con respecto a los valores de referencia obtenidos en
los ejemplares DC. En la FS del IP, no se vieron afectados por la composicion
lipidica dietaria, el total de saturados, monoinsaturados ni PUFA. A nivel individual,
el componente mas destacado de los saturados, el 18:0, que represent6 cerca del
80% del total del grupo, permaneci6 invariable entre tratamientos, mientras que 16:0
y 17:0 fueron mas bajos en los peces que ingirieron la DD. Todos los MUFA
mantuvieron su proporcién, independientemente del tratamiento dietario. La mayor
presencia de (n-6) en el tramo distal de las doradas alimentadas con la dieta sin AP
resultd contrarrestada por la reduccion sufrida por los (n-3), lo que hizo mantener
constante el total de PUFA. Tanto el 18:2(n-6) como sus productos derivados, 20:2 y
20:3, fueron mas abundantes en el IP del grupo DD, mientras que el 20:4 representd
aproximadamente un tercio del porcentaje del lote DC. La reduccién del total de (n-3)
en los juveniles que tomaron la DD, en contra de la tendencia observada para el
18:3(n-3), 4 veces mas alto en ese grupo, fue consecuencia de la disminucién

porcentual del 20:4, 20:5y 22:5, ya que el DHA permanecié invariable.

El perfil de acidos grasos del FI de ambos segmentos de intestino resulté
afectado de manera similar por la composicion lipidica de la dieta (Tabla 4.3.17). Las
Unicas diferencias detectadas en la pauta de variacién en los segmentos de intestino
de peces alimentados con la DD, con respecto a los valores considerados control,
estriban en los saturados y en los productos derivados del 18:2(n-6). El total de
saturados permanecio invariable en el IA, al no variar sus componentes mayoritarios,
18:0 y 16:0, mientras que en el IP disminuyé debido a la reduccion sufrida por el
18:0. El sumatorio de MUFA en cada seccion intestinal de los peces DD coincidio
con el obtenido en los peces DC, a pesar de que su elemento mas abundante, el
18:1(n-9), incrementd su proporcién en el tratamiento DD ya que el resto de

integrantes del grupo mantuvieron sus proporciones. El aumento en el porcentaje
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total de (n-6) fue menos acusado que la reduccion de los (n-3), por lo que el
sumatorio de PUFA disminuyd con respecto a los peces control. La subida del nivel
de 18:2(n-6) y de su producto derivado 20:2(n-6), fue la causante de la mayor
presencia del la serie (n-6) en el FI de los peces que tomaron la dieta deficiente en
HUFA, a pesar de que el 20:4 siguiera la pauta contraria. Otros (n-6) como el 20:3 y
el 22:4 contribuyeron a esta tendencia en el IP. En cuanto a los (n-3), mientras que
el LNA increment6 su valor en el Fl de los peces del lote experimental DD, los

principales (n-3) HUFA vieron reducida su presencia.

La préctica totalidad de los acidos grasos de los TG resultaron afectados por la
dieta, aunque la incidencia parece mas evidente en el IA que en el IP (Tabla 4.3.18).
En el tramo proximal, el Unico grupo que no varié su contenido total fue el de los
MUFA, a pesar de que todos sus componentes variaron entre tratamientos, mientras
gue los isbmeros 18:1 subieron su porcentaje en los peces DD, los de 16, 20 y 22C
lo disminuyeron. Todos los saturados y por tanto su sumatorio, decrecieron en el 1A
de las doradas que se alimentaron con la dieta deficiente en AGE. La mayor
proporcion de PUFA en los ejemplares DD con respecto a los DC, fue debida a que
los (n-6) incrementaron 8,6 veces su proporcion mientras que los (n-3) sélo la
disminuyeron 2,3 veces, por lo que la relacién entre las dos series de acidos grasos
se redujo de 4,4 a 0,2. El fuerte ascenso experimentado en el total de (n-6) fue
debido al LA y a su producto de elongacion el 20:2(n-6), ya que 18:3(n-6), 22:4(n-6),
y, sobre todo, 20:4(n-6), descendieron. Dentro de la serie (n-3), el 18:3 incrementé
su porcentaje casi 8 veces en los TG del IA de los peces que ingirieron la DD con
respecto a los que tomaron la DC, a pesar de ello, el total de (n-3) disminuyd, como
consecuencia de la escasa aportacion de los (n-3) HUFA, que significaron un 1,1%
del total de acidos grasos, habiendo disminuido los tres componentes mayoritarios
Su presencia con respecto a la presente en el grupo control. En los TG del IP se
mantuvo estable la presencia de los tres grupos principales de acidos grasos en
ambos lotes de peces, a pesar de las variaciones experimentadas en sus
componentes individuales. Los saturados, solo vieron reducida la aportacion del
14:0, ya que los de 16, 17 y 18C se mantuvieron en los valores control. Por lo que
respecta a los MUFA, s6lo se mantuvo invariable su componente mas destacado, los

isbmeros 18:1. La subida experimentada por los (n-6) en el grupo deficiente en AGE,
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fue compensada por la reduccién de los (n-3), lo que trajo consigo el mantenimiento
de los valores alcanzados por los PUFA y la disminuciéon, menos acusada que en el
segmento anterior, de la relaciéon (n-3)/(n-6). El principal exponente de los (n-6), el
18:2, incrementd su porcentaje mas de 5 veces con la DD, en tanto que el segundo
componente mayoritario en condiciones control, el ARA, no fue detectado en los
juveniles del grupo DD. ElI comportamiento de los distintos integrantes de la familia
(n-3) difirid notablemente entre si, por un lado, el 18:3 incrementd su proporcion en
el grupo DD, por otro, todos los (n-3) HUFA de mas de tres insaturaciones, fueron
mas bajos aunque a niveles de significacion diferentes (P<0,01 DHA y 20:4(n-3),
P<0,001 EPAy DPA).
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Tabla 4.3.12. Contenido lipidico y composicion en clases lipidicas del intestino anterior y
posterior de juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente
en HUFA (DD)

Intestino anterior Intestino posterior
DC DD DC DD
Lipido total (% peso seco) 36,0+ 2,3 54,6 + 4,7° 234+36  ©353+81%°
Clases lipidicas (% lipido total)
Lisofosfatidilcolina 0,7+0,1 0,6 +0,0 0,5+ 0,0 & 0,3+x01°?
Esfingomielina 0,8+0,1 15+04 1,0+£0,3 0,9+0,3
Fosfatidilcolina 18,1+2,4 21,4+1,6 18,3+0,2 174+26
Fosfatidilserina 23%04 3,2+0,8 30+04 1,7 +£0,5"
Fosfatidilinositol 29+0,3 40+0,6 3,6+0,3 3,1+0,9
CL/FG 0,3+0,2 1,4 +0,4" 0,3+0,0 02+0,1 ¢
Fosfatidiletanolamina 10,1+2,0 13,0+£19 13,2+2,0 11,8+0,7
No identificados 3,0+£0,2 3,2+0,5 4,2+0,8 31+1,1
Total lipidos polares 38,2+3,3 48,3 +1,4° 44,1+ 3,0 385+6,0 2
Acilgliceroles parciales 1,2+0,2 2,0+0,1° 1,7+0,2 1,9+0,5
Colesterol 10,8 +0,3 125+2,4 13,4+£0,6 ® 10,1+1,6"
Acidos grasos libres 3,8+04 3,6+0,5 4,0+£0,3 3,8+0,2
Triglicéridos 41,4+ 3,2 32,0+2,6t 33,8+1,8 2420+x6,3°2
Esteres de esterol 46+0,9 1,6+0,3? 2,9+0,6 37+11 °
Total lipidos neutros 61,8 +3,3 51,7 +1,4% 55,9+3,0 61,5+6,0 @

Valores expresados como media =+ DE (n=8 para contenido lipidico y n=3 para composicion en
clases lipidicas). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6 peces. CL, cardiolipin; FG,
fosfatidilglicerol. Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son
expresadas como: ' P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento
intestinal de individuos alimentados con la DC o DD, y como: # P<0,05, ® p<0,01, ¢ P<0,001, para
comparaciones entre intestino anterior y posterior de individuos alimentados con la misma dieta.
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Tabla 4.3.13. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) del lipido
total del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados con la dieta control
(DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior Intestino posterior
DC DD DC DD

Total acidos grasos

2,
(Mg/mg peso seco tejido) 308,5 £ 75,0

293,1+ 23,3 453,4 + 42,9° 161,5+40,2°

Acidos grasos

14:0 3.8+0.2 15+0.1° 2.4 +0,6° 17+05
16:0 23,1+1,0 156+2,1° 25.1+1,6% 22,3 +1,9
16:1(n-9+n-7+n-5) 46+0.2 1.9+0.2° 4.0+ 0.4° 2.6+045%°
17:0 1,0+0.0 0.6+0.,1° 09+0.1 08+01 32
16:3 0,7+0.,0 0.4 +0,0° 0.6 + 0,0° 0.4 +0,1°
18:0 122 +0.6 8.9+07° 137+19 119+19 2
18:1(n-9) 19,7+ 0,9 315+15° 17.8+2,0 26,0+ 2,7%°
18:1(n-7) 29+0,1 1.4+01° 29+0.2 1,2 +0,1%°
18:2(n-9) nd 0.1+0.1 0.1+0.1 0.1+0.1
18:2(n-6) 1.6+0.1 27.7+22° 2.9+0.,6° 19,5 + 4,7%°
18:3(n-6) 0.2+0,0 0.1+0.1 02+0.1 nd

18:3(n-3) 05+0,0 45+0,6° 05+0.,1 3.1+0,9%
18:4(n-3) 0.8+0,1 0.1+0,0° 0.7+0.2 0.2 + 0,22
20:1(n-11+n-9) 0.9+0,0 0.5+0,0° 1.2+0.3 0.7+0,2*
20:2(n-6) 0.1+0.1 0.3+0.0° 02+0.2 0.4+0.2
20:3(n-6) tr tr nd nd

20:4(n-6) 16+0.2 0.2 +0,0° 2.1+05 0.5+ 0,2%?
20:3(n-3) nd 0.1+0.0 nd 0.1+0.1
20:4(n-3) 0,5+0,0 nd 8 0.5+0.,0 0.2 + 0,12
20:5(n-3) 8.3+0.,6 0.3+0,1° 6.5+ 0,6 0,7 +0,2%2
22:1(n-11+n-9) 0.6+0,0 0.1+0,0° 0.6+0.2 0.3+0.,1*
21:5(n-3) 0.3+0,0 nd 8 03+0.1 nd !
22:4(n-6) 0.2+0,0 tr 8 0.1+0.1 nd

22:5(n-6) 0.2+0,0 nd 8 0.2+0.1 nd

22:5(n-3) 1.8+0.,1 0.1+0,0° 1,4+02° 0.4+0,.2°
22:6(n-3) 10,1+ 0.9 1,2+0.3® 91+1,9 3.2 +2,0?
No identificados 1.9+0.2 1.7+0.2 2.6 +0.6 1.6 £+ 0.6
Total saturados* 40,9 +1,7 275+ 3,0° 43,0+ 3.0 37.6 + 3,8
Total MUFA** 29.1+1.3 35.8+1.6° 27.2+3.1 31.0+28 32
Total DMA*** 0.7+0.0 0.1+0.1° 0.4 £ 0,0° 0.2 +0,2¢
Total PUFA**+* 27.4+1.6 35.0+25° 26.8+2.6 296+22°
Total (n-6) 4,0+0,1 28.3+272° 5.6 +0.,8° 20,5+ 4,1%°
Total (n-3) 223+15 6.3+0,4° 19.0 + 2,2° 8.8+272°
(n-3)/(n-6) 56+0.3 0.2+0.0° 3.4 +0.6° 0.4 +0,2%2
Total (n-3) HUFA 21.0+15 1.7+03° 17.8+25" 4.7 +3,0°

Valores expresados como media + DE (n=5). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor< 0,05%; MUFA, &acidos grasos monoinsaturados; DMA,
dimetilacetales; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; HUFA, &cidos grasos altamente insaturados
(>C, y >3 dobles enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos
son expresadas como: ! P<0,05, ? P<0,01, * P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento
intestinal de individuos alimentados con la DC o DD, y como: # P<0,05, ® P<0,01, ¢ P<0,001, para
comparaciones entre IA e IP de individuos alimentados con la misma dieta. * incluye 15:0, 19:0, 20:0,
22:0y 24:0; ** incluye 14:1, 15:1 y 18:1(n-5); *** incluye 18:0DMA y 18:1(n-9)DMA; **** incluye 16:2.

107



Resultados

Tabla 4.3.14. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilcolina del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior

Intestino posterior

Acidos grasos DC bD DC bD

14:0 1,1+0,2 0,7+0,1" 1,1+0,2 0,7+0,1"
16:0 39,8+6,8 28,7+4,1 31,6 +2,2 26,9+2.2
16:1(n-9+n-7) 1,3+0,1 0,7+0,1% 15+0,.2 1,1+0,1*
17:.0 1,2+0,3 0,8+0,1 1,0+0,1 0,7+0,1*
18:0 13,1+29 13,6 +2,6 125+1,4 12,3+0,7
18:1(n-9) 7.9+20 14,7 + 3,2 122+1,8 155+1,3
18:1(n-7) 1,9+0,1 1,3+0,1? 2,2+0,3 1,5+0,2
18:2(n-9) tr tr 0,1+0,0 02+0,1 2
18:2(n-6) 1,3+0,.2 252 +6,3° 2,0+0,3% 28,2 +3,6°
18:3(n-6) 0,1+0,0 nd 3 0,1+0,0 nd 2
18:3(n-3) 0,1+0,0 1,6 +0,2° 0,1+0,1 1,7 + 0,42
18:4(n-3) tr tr nd 0,2+0,0°
20:2(n-6) 0,1+0,0 0,6 +0,1° 0,2+0,1% 1,2 +0,4%2
20:3(n-6) 0,1+0,0 0,2+0,1 0,3+0,0° 0,4+0,2
20:4(n-6) 2,0+05 0,9+0,2° 21+04 0,7+0,22
20:3(n-3) nd 0,1+0,0" nd 0,1+0,0
20:4(n-3) 0,3+0,0 0,1+0,1 0,3+0,1 0,1+0,1*
20:5(n-3) 10,9 +3,2 1,3+ 0,42 9,0+1,0 1,0+0,1°
22:4(n-6) 0,1+0,0 0,1+0,1 0,4 +0,0° nd 2
22:5(n-6) 0,2+0,1 tr 04+0,1 tr 2
22:5(n-3) 1,3+0,3 0,7+0,2 2,8+0,3" 0,6 +0,2°
22:6(n-3) 14,1 +3,0 52+1,5° 15,9 + 3,4 46+1,2°
No identificados 16+04 2,3+0,7 19+04 0,7+0,2
Total saturados* 55,9+9,8 445 + 6,8 472 +3,9 415+3,0
Total MUFA** 11,6 +25 17,1+3,1 16,7+25 185+1,5
Total PUFA*** 31,0+2,6 36,1+7,8 34,1+5,1 39,3+2,3
Total (n-6) 40+1,0 27.0+6,42 55+0,3 30,7+3,3°
Total (n-3) 268+2,1 9,0+ 0,9 28,2+5,1 8,2+ 1,12
(n-3)/(n-6) 6,4+1,6 0,3+0,1° 51+1,1 0,3+0,1°
Total (n-3) HUFA 26,7+2,0 7.4+ 0,6 28,1+5,0 6,3+ 1,6

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces).
Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: *
P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento intestinal de
individuos alimentados con la DC o DD, y como: * P<0,05, b p<0,01, ¢ P<0,001, para
comparaciones entre intestino anterior y posterior de individuos alimentados con la misma dieta.
*incluye 15:0, 19:0, 20:0 y 22:0; ** incluye 15:1, 20:1, 22:1 y 24:1; *** incluye 16:3.
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Resultados

Tabla 4.3.15. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidiletanolamina del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados
con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior Intestino posterior

Acidos grasos DC bD DC bD
16:0DMA 37+1,0 2,3+0,3 50+1,1 33+07
16:0 13,8+3,2 93+14 73+0,3° 69+1,1
16:1(n-9+n-7) 1,2+04 09+0,1 1,0+0,2 1,1+0,2
17:0 09+0,1 0,7+0,0 0,7+0,1 0,6 + 0,0
16:3 0,6+0,2 04+0,1 0,4+0,1 05+0,1
18:0DMA 53+1,3 41+0,.2 89+1,8 81+20°
18:1(n-9+n-7)DMA 3,3+0,6 35+0,3 4,0+0,7 34+0,6
18:0 17,4+22 18,2+0,1 157+1,6 16,4+22
18:1(n-9) 46+0,1 8,1+1,4% 3,1+0,1° 57+1,3"
18:1(n-7) 1,8+0,1 2,4+0,4" 1,5+0,1° 2,0+0,3"
18:2(n-9) nd nd 0,1+0,1 nd
18:2(n-6) 1,0+0,3 135+27° 1,2+0,.2 11,9 + 3,5°
18:3(n-6) nd tr 0,1+0,1 nd
18:3(n-3) nd 0,7+0,2 nd 06+0,2
18:4(n-3) tr 0,1+0,11 0,1+0,1 nd
20:2(n-6) nd 05+0,1 nd 05+0,1
20:3(n-6) nd 04+0,1 tr 0,4+0,0°
20:4(n-6) 43+0,7 2,6+0,5" 40+05 2,5+0,4
20:3(n-3) nd 0,1+0,11 nd 0,2+0,0
20:4(n-3) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,2+0,0 0,1+0,1
20:5(n-3) 6,9+1,0 3,4+0,6° 6,4+0,1 3,0+0,4°
22:4(n-6) 0,3+0,0 04+0,1 0,5+0,0° 0,3+0,1"
22:5(n-6) 0,5+0,1 04+0,1 0,7+0,0 0,6+0,1
22:5(n-3) 2,8+0,2 2,3+0,2" 42+0,4° 2,8+0,3"
22:6(n-3) 27.0+54 216+4,1 30,7+2,3 257+24
No identificados 3,0+0,5 25+04 29+04 2,2+0,3
Total saturados* 33,0+3,3 292+14 246 +1,92 248 + 3,2
Total MUFA** 7.8+0,2 11,7+1,8 6,1+0,2° 9,3+1,6
Total DMA 12,3+3,1 99+1,0 17,9+3.3 147+35
Total PUFA 439+7,0 46,7 +3,1 485+2,0 49,1+1,7
Total (n-6) 6,1+0,6 17,8 + 2,6° 6,5+04 16,2 + 3,9
Total (n-3) 37.1+6,2 285+4,1 416+1,8 32,4+22°
(n-3)/(n-6) 6,0+0,7 1,6 +0,5° 6,4+04 21+0,6°
Total (n-3) HUFA 37.1+6,3 27.8+4.4 415+1,9 31,8+2,5°

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; DMA,
dimetilacetal; PUFA, &cidos grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados
(>C, y >3 dobles enlaces). Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de
datos son expresadas como: * P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo
segmento intestinal de individuos alimentados con la DC o DD, y como:  P<0,05, ® P<0,01, ©
P<0,001, para comparaciones entre intestino anterior y posterior de individuos alimentados con la
misma dieta. * incluye 14:0, 15:0, 19:0 y 20:0; ** incluye 20:1y 24:1.
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Resultados

Tabla 4.3.16. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de la
fosfatidilserina del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior

Intestino posterior

Acidos grasos DC bD DC bD

16:0 157+17 11,0+ 2,6 10,3+0,6" 7.8+1,0"
16:1(n-9+n-7) 0,7+0,2 0,7+0,1 0,9+0,2 0,8+0,1

17:0 1,6+0,1 1,0+0,3! 1,3+0,1° 1,0+0,1"
18:0 55,8 + 3,0 46,3+52" 46,9 + 1,6° 452+ 2.4

18:1(n-9) 39+1,0 72+1,6" 40+0,4 56+1,3

18:1(n-7) 23+05 2,0+0/4 1,8+04 1,7+0,2

18:2(n-9) nd nd 0,2 +0,0° 0,2+0,0 2
18:2(n-6) 1,5+0,.2 9,4+27° 1,9+0,3 9,8+1,4°
18:3(n-6) tr nd 0,1+0,0 0,1+0,1

19:0 1,0+0,0 0,7+0,1* 1,2+0,1% 1,0+0,2

18:3(n-3) 0,1+0,0 0,5+0,1% 0,1+0,1 0,4+0,1"
18:4(n-3) 0,2+0,1 0,2+0,0 0,2+0,1 04+0,1

20:0 0,6 +0,0 0,8+0,1 0,7+0,1 0,9+0,2

20:1(n-11+n-9) 04+0,1 04+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1

20:2(n-9) nd nd nd 0,1+0,1

20:2(n-6) 0,1+0,1 0,7+0,2% nd 0,7+0,1*
20:3(n-6) 0,1+0,1 0,3+0,1" 0,2+0,0 0,6+0,2"
20:4(n-6) 0,7+0,2 0,6+0,1 1,1+0,3 0,4 +0,0°
20:3(n-3) nd 0,2+0,1 nd 0,2+0,0
20:4(n-3) 04+0,1 04+0,1 0,2+0,0% tr la
20:5(n-3) 1,0+0,2 0,5+0,1% 1,3+0,2 0,4+0,1°
22:4(n-6) 0,2+0,0 0,2+0,2 0,5+0,1° 04+0,1

22:5(n-6) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,7+0,1° 0,5+0,1"
22:5(n-3) 1,1+0,3 1,0+0,2 2,8+0,2° 1,5+0,2%2
22:6(n-3) 8,8+20 10,4+ 2,0 18,9 +2,6° 16,0+0,4 °
No identificados 24+0,3 43+1,3 3,3+0,8 28+04

Total saturados* 75,2+43 60,5+ 7,3 60,7 £2,3° 56,3+ 3,3

Total MUFA** 75+1,6 104 +1,1 73+1,0 87+1,6

Total PUFA*** 14,8 +3,0 248 +5,7* 28,6 +2,8° 322+15

Total (n-6) 2,8+0,6 11,5 + 3,32 45+0,2° 12,6 +1,6°
Total (n-3) 11,9+25 13,3+23 235+2,9° 19,0 £+ 0,2*2
(n-3)/(n-6) 43+0,0 1,2+0,2° 52+0,7° 1,5+0,2°
Total (n-3) HUFA 115+25 126+2.2 232+2,9° 18,1 + 0,4

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (=C,, y >3 dobles enlaces).
Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: *
P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento intestinal de
individuos alimentados con la DC o DD, y como: ® P<0,05, ® p<0,01, ¢ P<0,001, para
comparaciones entre intestino anterior y posterior de individuos alimentados con la misma dieta. *
incluye 14:0 y 15:0; ** incluye 22:1 y 24:1; *** incluye 16:3.
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Resultados

Tabla 4.3.17. Composicién en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) del
fosfatidilinositol del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados con la
dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior

Intestino posterior

Acidos grasos DC bD DC bD

14:0 0,8+0,2 1,1+0,.2 0,8+0,1 0,7+0,2

15:0 1,0+0,2 1,6 +0,3" 1,0+0,1 0,7+0,2 2
16:0 149+35 18,3+3,7 9,3+0,3% 13,0 + 1,22
16:1(n-9+n-7) 1,5+0,.2 15+0,2 1,6+0,2 1,3+0,2

17:.0 1,0+0,2 1,0+0,1 1,1+0,1 0,8+0,1"
18:0 24,4+3,0 22,1+5,1 28,1+0,8 229+1,7%
18:1(n-9) 72+0,1 10,3+ 24" 6,5+04 8,7+1,0
18:1(n-7) 3,2+0,9 2,0+0,6 1,8+0,2 1,8+04

18:2(n-9) nd 0,1+0,1 nd 0,1+0,1

18:2(n-6) 38+1,0 12,9 + 3,9 3,8+0,6 14,7 +2,7°
18:3(n-6) nd nd 0,1+0,1 0,1+0,1

18:3(n-3) 0,1+0,1 0,8+0,2% 0,2+0,1 1,0+ 0,3
18:4(n-3) 0,6+0,1 0,7+0,2 0,6 +0,2 1,3+0,3
20:2(n-6) 0,1+0,1 0,5+0,1" nd 1,1+0,2
20:3(n-6) 0,2+0,2 04+0,1 0,3+0,1 0,9 £ 0,222
20:4(n-6) 58+0,5 41+0,3? 13,0+1,8° 48+1,1°
20:3(n-3) nd nd nd 0,2+0,2

20:4(n-3) 0,7+0,4 0,6+0,1 0,6 +0,2 05+0,1

20:5(n-3) 49+12 2,0+0,5° 78+14 1,8 +0,6°
22:4(n-6) 0,2+0,2 0,1+0,2 0,1+0,1 0,5+0,1"
22:5(n-6) 04+0,1 0,1+0,1* 04+0,1 0,3+0,0

22:5(n-3) 23+0,3 1,1+ 0,3 2,7+0,3 1,2 +0,1?
22:6(n-3) 19,0+5,3 8,0+2,2" 13,5+0,8 10,2 + 0,9
No identificados 59+1,6 8,7+21 5,0+0,8 98+1,1

Total saturados* 428+7,0 450+ 4.4 40,7+0,9 38,9+0,7'°
Total MUFA** 129+1,4 14,4 +3,3 11,0+0,7 12,5+0,9

Total PUFA™ 395+3,5 31,9+2,0" 433+1,6 38,9+1,4
Total (n-6) 105+2,2 18,1+ 3,8 17,7+1,6% 225+1,6"
Total (n-3) 27.7+4,3 13,4 + 3,6 25.4+0,8 16,2+0,9°
(n-3)/(n-6) 2,7+04 0,7+0,1% 1,4+0,1° 0,7+0,1%
Total (n-3) HUFA 27.0+4,1 11,9 + 3,42 24,6+0,9 139+1,3°

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos
poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces). Dentro
de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: 1 p<0,05,
2 P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento intestinal de individuos
alimentados con la DC o DD, y como: ? P<0,05, b P<0,01, para comparaciones entre intestino
anterior y posterior de individuos alimentados con la misma dieta. * incluye 19:0, 20:0, 22:0 y
24:0; ** incluye 20:1, 22:1 y 24:1; *** incluye 16:3.
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Resultados

Tabla 4.3.18. Composicion en acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de los
triglicéridos del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada alimentados con la dieta
control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD)

Intestino anterior

Intestino posterior

Acidos grasos DC bD DC bD
14:0 55+0,3 2,0+0,6° 54+0,2 2,3+0,6°
16:0 24,7+0,9 17,0 + 3,3 24,7+1,9 23,7+6,4
16:1(n-9+n-7) 6,1+0,2 2,4+0,6° 6,4+0,4 2,4+0,6°
17:.0 1,0+0,1 0,7+0,1* 0,8+0,2 0,9+0,2
16:3 0,8+0,1 0,4+0,1° 0,7+0,0 0,4 +0,0
18:0 11,7+0,8 9,0 +0,9" 9,3+20 115+28
18:1* 28,1+1,0 349+22" 26,3+1,2 29,9 +33
18:2(n-9) 0,1+0,1 0,1+0,1 0,3+0,0° 0,1+0,1
18:2(n-6) 1,8+0,6 23,7+5,3° 35+1,0 18,5 + 4,12
18:3(n-6) 0,3+0,0 0,1+0,0° 0,2+0,1 nd 2
18:3(n-3) 0,5+0,0 39+1,0° 0,6+0,1 3,3+0,6°
18:4(n-3) 1,0+0,1 0,1+0,1° 1,0+0,1 0,2+0,1°
20:1(n-11+n-9) 15+0,5 0,6+0,2" 25+0,7 0,9+0,3"
20:2(n-9) 0,1+0,1 nd 0,3+0,0° tr !
20:2(n-6) nd 0,2 +0,0? 0,1+0,1 0,2+0,0
20:4(n-6) 0,6+0,1 0,1+0,0° 0,4+0,0 nd !
20:3(n-3) nd tr nd 0,1+0,1
20:4(n-3) 0,5+0,1 tr 2 0,5+0,0 0,1+0,1%
20:5(n-3) 46+1,4 0,4+0,2° 35+05 0,3+0,1°
22:1(n-11+n-9) 1,0+0,3 0,3+0,1" 2,2+0,6% 0,8+0,3"
22:4(n-6) 0,2+0,0 nd ! 0,2+0,0 nd 2
22:5(n-6) nd nd 0,1+0,1 nd
22:5(n-3) 1,3+0,3 0,1+0,1% 1,4+0,.1 0,2+0,2°
22:6(n-3) 39+04 0,5+0,2% 56+1,0 1,1+ 0,4
No identificados 2,3+0,3 2,0+04 1,7+0,3 2,0+0,2
Total saturados** 437+1.2 29,6 + 4,92 41,4 +43 39,3+9,6
Total MUFA*** 373+1,6 38,4+1,6 376+2.2 34,3+33
Total PUFA**** 16,6 +1,9 30,0 + 4,9* 19,2+272 24,4+58
Total (n-6) 28+05 242+5,3° 44+1.2 18,7 +6,1°
Total (n-3) 12,0+2.3 52+1,12 12,8+1,3 52+ 1,6
(n-3)/(n-6) 44+15 0,2+ 0,12 30+05 0,3+0,1?
Total (n-3) HUFA 105+2.1 1,1+0,3® 112+1.1 1,7 +0,6°

Valores expresados como media + DE (n=3). Cada réplica representa la mezcla de intestino de 6
peces. nd, no detectado; tr, valor <0,05%; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados (>C,, y >3 dobles enlaces).
Dentro de una misma fila, diferencias significativas entre pares de datos son expresadas como: *
P<0,05, ? P<0,01, ® P<0,001, para comparaciones entre el mismo segmento intestinal de
individuos alimentados con la DC o DD, y como: # P<0,05, para comparaciones entre intestino
anterior y posterior de individuos alimentados con la misma dieta. * predominantemente 18:1(n-9);
** incluye 15:0, 19:0, 20:0, 22:0 y 24:0; *** incluye 14:1, 15:1 y 24:1; **** incluye 16:2 y 16:4.
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4.4. Transporte transepitelial de cloruro, sodio y glucosa.

4.4.1. Parametros bioeléctricos y movimientos unidireccionales y
netos de cloruro y sodio en los segmentos anterior y posterior del
intestino. Efectos de la adicidon de teofilina y forskolina. Niveles de
AMPc intracelular.

Parametros bioeléctricos

Una vez montadas las secciones de ambos segmentos de intestino en la camara
de Ussing en presencia de la solucién Ringer (ver Material y métodos, pags. 32-36),
se esperaba unos 20 min hasta alcanzar la estabilidad del tejido antes de iniciar el
experimento. A partir de ese momento (tp), se registraban las caracteristicas eléctricas
del epitelio intestinal (diferencia de potencial transmural (DP), intensidad de corriente
de cortocircuito (lcc) y conductancia tisular (Gt)), a intervalos de 20 min, durante un
periodo de 2 horas (t12), con el fin de determinar su evolucién a lo largo del tiempo.
Se analizo6 el efecto de la dieta sobre los parametros eléctricos, comparando pares de
valores obtenidos en un mismo segmento de intestino de peces que ingirieron la DD o
la DC, asi como las diferencias existentes entre el tramo proximal y distal de los

ejemplares alimentados con una misma dieta experimental.

Los registros eléctricos obtenidos a lo largo del periodo experimental de 2 horas,
aparecen reflejados en la Figura 4.3 para el segmento anterior, y en la Figura 4.4
para el segmento posterior de peces alimentados con la dieta control (a) o con la dieta
deficiente en HUFA (b). Debemos resefiar que para facilitar la comprensién de los
resultados, las comparaciones estadisticas entre IA e IP de doradas alimentadas con
la misma dieta experimental no se han reflejado en la presente memoria aunque si se

hace referencia en el texto.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la DP permanecio estadisticamente
estable a lo largo del tiempo en los dos segmentos de intestino estudiados, tanto en
los individuos que ingirieron la dieta que carecia de AP, como en los que tomaron la
que contenia el aceite de origen marino. Asi, en el IA de los peces alimentados con la
DD, la DP se mantuvo estable entre 1,12 + 0,12 mV y 0,86 + 0,09 mV al inicio (to) Yy

final (t120) del periodo de incubacion, respectivamente, mientras que en el de los peces
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del grupo DC, los valores promediaron 1,02 + 0,15 mV al comienzo de los registros y
0,81 + 0,08 mV, al final de los mismos. En el IP, se repitié la tendencia observada en
el segmento proximal, con un rango similar de oscilacion de la DP, entre 1,18 + 0,14
mV (to) y 0,97 £ 0,11 mV (t120) en el de los ejemplares que ingirieron la DD, y de 0,93
0,15 (to) y 0,77 £ 0,13 mV (t120) en el de los que se alimentaron con la DC. En todas
las mediciones realizadas, el lado serosal del tejido fue eléctricamente positivo con

respecto al lado mucosal.

La deficiencia de AGE en el alimento no alteré la DP en ninguno de los dos
segmentos de intestino. De igual forma, tampoco varié significativamente, para
ninguno de los tratamientos dietarios, el valor de la DP entre el segmento anterior y

posterior del intestino (Figuras 4.3y 4.4).

Al igual que ocurrio con la DP, la lcc de ambos tramos intestinales permanecio
invariable a lo largo del periodo experimental cuando fueron incubados en condiciones
control, independientemente de la dieta ingerida por el animal. En el IA de los peces
alimentados con la DD, los valores de Icc fueron 11,33 + 2,40 uA/cm? a tiempo 0, y
8,96 + 2,78 uA/cm?, tras 120 min de experimento. En este mismo segmento de peces
alimentados con la DC, los registros se mantuvieron entre 10,01 + 1,71y 8,51 + 1,49
pA/cm?, al principio y final del ensayo, respectivamente. En el IP de los ejemplares
que ingirieron la dieta sin AP, la Icc se elevé hasta 45,88 + 8,21 pAlcm? (to) y 29,76 +
5,40 pA/cm? (t120), mientras que en el de los juveniles del grupo control, promedi6
13,75 + 2,51 pAlcm? y 12,38 + 1,68 pA/cm? al inicio y final del registro,

respectivamente.

Por lo tanto, la deficiencia dietaria de HUFA incrementd significativamente la lcc
en el tramo posterior del intestino para todos los tiempos ensayados (Figura 4.4), no
afectando al tramo anterior (Figura 4.3). Esta efecto en el segmento posterior de los
peces que recibieron la DD, dio lugar a que la Icc fuera mayor que la registrada en el
segmento anterior de los peces que se alimentaron con esa misma dieta (Figura
4.4.b vs. Figura 4.3.b), no siendo significativas, por el contrario, las diferencias
encontradas al comparar la Icc a lo largo del eje antero-posterior del intestino de

doradas que ingirieron la DC (Figura 4.4.a vs. Figura 4.3.a).
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La Gt del IA se mantuvo estable a lo largo del periodo experimental,
independientemente de la dieta ingerida, con medias préximas a 10 mS/cm? en
ejemplares que ingirieron la DD, y de 11,11 + 2,73 (to) y 7,76 = 2,28 mS/cm? (t120), €N
los que tomaron la DC. ElI IP tampoco experimenté variaciones temporales
significativas de la Gt, oscilando entre 48,83 + 7,72 (to) y 37,39 £ 7,31 mS/cm? (t120) €N
el grupo DD, y entre 24,03 + 4,29 (t;) y 16,80 + 5,08 mS/cm? (t1»0) en el grupo DC.

La composicioén lipidica de la dieta no afect6 significativamente a la Gt del IA de
los peces (Figura 4.3), aunque si lo hizo sobre la del segmento posterior, que fue
superior para cada tiempo de registro, en los individuos alimentados con la DD con
respecto a los que tomaron la DC (Figura 4.4). Independientemente de la dieta
ingerida, las conductancias tisulares registradas en la seccion anterior del intestino de
los ejemplares fueron mas bajas que las de la seccién posterior (Figura 4.3 vs.
Figura 4.4), salvo tras 120 min de experimento en los peces DC, donde los valores

obtenidos no mostraron diferencias significativas.

Movimientos transepiteliales de cloruro

En la Figura 4.5 se cuantifica el transporte de cloruro a través del tracto intestinal

de juveniles de dorada alimentados con las dos dietas experimentales.

Cuando los peces fueron alimentados con la DD, no hubo absorcién neta de
cloruro en el tramo proximal del intestino (Jne = 0,46 * 0,34 peg/cm?-h), debido a que
los movimientos del i6n en ambos sentidos del tejido fueron iguales, 5,29 + 0,74
peg/cm?-h para el flujo del lado mucosal al serosal, y 4,83 + 0,94, para el flujo en
sentido serosa-mucosa. En las doradas a las que se suministr6 la DC, el movimiento
unidireccional en sentido mucosa-serosa (Jm.s = 7,96 + 0,94 peg/cm?-h) fue superior al
alcanzado en el grupo DD, mientras que el de serosa a mucosa (Jsm) ho resultd
modificado (3,25 + 0,47 peg/cm?-h), dando lugar a un flujo neto (Jnew) absortivo de
4,71 + 0,31 peg/cm?h.

Independientemente de la dieta recibida, los flujos unidireccionales de cloruro en
el segmento posterior del tracto intestinal de los juveniles de dorada mostraron
valores superiores a los obtenidos en el tramo anterior. Los ejemplares del grupo DD

presentaron un flujo neto nulo en el IP (-0,53 * 0,46 peg/cm?-h), debido a la igualdad
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en los flujos unidireccionales que lo originaron (Jm.s = 12,25 + 0,96 peg/cm?hy Je.m =
12,78 + 1,43 peg/cm?-h). Por el contrario, en los juveniles del grupo DC, el Ju fue
mayor que el J.n (10,85 * 0,90 peg/cm®*h vs. 7,19 * 0,52 peg/cm?h,
respectivamente), dando lugar a una absorcién neta de 3,66 + 0,29 peg/cm?-h. Esta
absorcion neta es de menor magnitud que la obtenida en el intestino anterior de peces

alimentados con la misma dieta (P<0,05).

Movimientos transepiteliales de sodio

Los flujos unidireccionales y netos de sodio a través del intestino de juveniles de

ambos grupos experimentales aparecen reflejados en la Figura 4.6

De igual manera a lo ocurrido con el cloruro, los peces alimentados con la DD, no
mostraron absorcion neta de sodio en el segmento anterior del intestino (Jne = -0,18 £
0,30 peg/cm?-h) ya que los movimientos unidireccionales del i6n a través del tejido
fueron iguales (4,66 + 0,52 ueq/cmz-h para el Jns y 4,84 £ 0,85 para el Jsm). Sin
embargo, en los juveniles alimentados con la DC, se registré una absorcion neta de
3,78 + 0,20 peg/cm?-h, originada por un flujo de mucosa a serosa de 6,95 + 0,47

peg/cm?-h y un flujo en sentido contrario de 3,17 + 0,38 peg/cm?h.

Dentro de cada lote experimental, los movimientos unidireccionales de sodio
fueron mas elevados en el IP que en el IA, a excepcién del flujo de mucosa a serosa
en peces alimentados con la dieta formulada con aceite de pescado, que permanecio
invariable. Las doradas que tomaron la DD, no mostraron absorcion neta en el tramo
distal del intestino, debido a un movimiento en sentido mucosa-serosa, de igual
proporcién que el de serosa a mucosa (Jm.s = 9,40 + 1,04 peg/cm?h y Jo.m = 8,97 +
1,16 peg/cm?-h). En los juveniles del grupo DC, el J,.s fue mayor que el Js., (8,07 *
1,21 ueq/cmz-h y 6,15 + 0,95 ueq/cmz-h, respectivamente), dando lugar a un Jne, de
1,92 + 0,50 peg/cm?-h, de menor magnitud que el obtenido en el intestino anterior de

peces alimentados con la misma dieta (P<0,01).
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Figura 4.3. Evolucién temporal de los parametros eléctricos en el intestino anterior de
juveniles de dorada en presencia de la solucion Ringer. (a) Dieta control, (b) dieta deficiente en
HUFA. Icc (O), DP (A) y Gt (0O). Valores expresados como media £+ EEM (n=9).
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Figura 4.4. Evolucién temporal de los parametros eléctricos en el intestino posterior de
juveniles de dorada en presencia de la solucion Ringer. (a) Dieta control, (b) dieta deficiente en
HUFA. Icc (O), DP (A) y Gt (0O). Diferencias significativas con la dieta control: * P<0,05, **
P<0,01. Valores expresados como media + EEM (n=9).
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Figura 4.5. Flujos de cloruro a través del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada
alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD). J,., flujo de
mucosa a serosa; Jsm, flujo de serosa a mucosa; J,e, flujo neto. Diferencias significativas con
el segmento anterior de peces alimentados con la misma dieta: * P<0,05, *** P<0,001.
Diferencias significativas con el mismo segmento de intestino de peces alimentados con la DC:
* P<0,05, ™ P<0,01, ™ P<0,001. Valores expresados como media + EEM (n=12).
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Figura 4.6. Flujos de sodio a través del intestino anterior y posterior de juveniles de dorada
alimentados con la dieta control (DC) o con la dieta deficiente en HUFA (DD). J,., flujo de
mucosa a serosa; Js.m, flujo de serosa a mucosa; J,e, flujo neto. Diferencias significativas con
el segmento anterior de peces alimentados con la misma dieta: * P<0,05, ** P<0,01.
Diferencias significativas con el mismo segmento de intestino de peces alimentados con la DC:

# P<0,05, ™ P<0,01. Valores expresados como media + EEM (n=10).
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ADICION DE TEOFILINA (3 mM).

La teofilina es un alcaloide que incrementa los niveles de AMPc intracelular al
inhibir la fosfodiesterasa, enzima que cataliza la hidrdlisis del enlace ribosa-fosfato del
AMPc, transformandolo en AMP (Pansu y col., 1989). Al igual que otras sustancias
que incrementan los niveles de AMPc, tales como prostaglandinas, VIP (“vasoactive
intestinal peptide”) o toxina del cdlera, la teofilina inhibe la absorcion de fluidos y
electrolitos pudiendo producir incluso secrecién de los mismos (Field y col., 1980;
Gazittia y Robinson, 1982; Smith, 1983).

Efectos sobre los parametros bioeléctricos

Los efectos de la adicion de teofilina sobre las caracteristicas eléctricas del
intestino de juveniles alimentados con la dieta control (a) o deficiente en HUFA (b),
aparecen reflejados en la Figura 4.7 para la seccion anterior, y en la Figura 4.8 para
la seccion posterior. Una vez alcanzada la estabilizacion del epitelio (tp), se tomaron
registros durante 30 min de la DP, Icc y Gt del tejido en presencia de la solucion
Ringer, valores considerados como controles. Transcurrido este periodo de
incubacién (t3), se afadié teofilina a ambos lados del segmento intestinal para dar
una concentracion final de 3 mM en cada pocillo de la semicamara, y se continu6 con

los registros durante 60 min adicionales (too).

La teofilina no alter6 los valores de la DP obtenidos en el tramo anterior del
intestino de los peces alimentados con la DD, que permanecieron constantes entre
0,87 £ 0,10 y 0,71 = 0,10 mV, justo antes (t3) y tras 60 min de incubacién en
presencia del alcaloide (tg), respectivamente. Por el contrario, en los juveniles que
ingirieron la DC, dio lugar a una disminucién significativa de este parametro, desde
0,92 + 0,08 mV (tz0) hasta 0,69 + 0,08 mV (te0). En el segmento posterior, se aprecio el
mismo comportamiento de la DP que el observado en el segmento anterior, es decir,
no se manifestd efecto alguno para los ejemplares del grupo DD (0,96 + 0,11y 0,88 +
0,08 mV, antes y después de afiadir la sustancia, respectivamente), dando lugar a
una reduccién de la DP en las de las doradas del grupo DC desde 1,07 + 0,09 mV (t3o)
a 0,79 £ 0,08 mV (tyo).
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La Icc no experiment6é variacion significativa en el segmento anterior de los
individuos de ninguno de los dos grupos experimentales tras la adicion de teofilina 3
mM. El rango de la Icc registrada en el IA de los ejemplares que ingirieron la DD
oscilé entre 8,76 + 2,31y 9,98 + 1,52 pA/cm? justo antes y 1 h después de afiadir el
alcaloide al pocillo de incubacién, respectivamente, y entre 9,36 £ 1,89y 7,22 + 1,38
HA/cm? en el de los juveniles alimentados con la DC. En los peces pertenecientes al
grupo DD, el IP presentd una lcc que se mantuvo estable entre 32,50 + 3,58 (t3g) ¥
31,78 + 3,28 pA/cm? (to), mientras que en el de los que tomaron la DC, tendié a
disminuir, aunque no significativamente, desde 14,03 + 3,10 pA/cm? cuando fue
incubado en las condiciones iniciales, hasta 6,97 + 2,98 pA/cm?, 60 min mas tarde de
la adicion de la teofilina.

Finalmente, la Gt del segmento anterior de peces alimentados con la dieta
deficiente en HUFA experiment6 un incremento significativo tras 60 min de incubacion
en presencia de la teofilina, desde 10,27 + 1,23 mS/cm? hasta 14,03 + 1,19 mS/cm?,
mientras que en el de los que tomaron la dieta control, se mantuvo invariable en
medias ligeramente superiores a 10 mS/cm?. La adicion de la teofilina no modificé la
Gt en la seccion posterior del intestino de las doradas pertenecientes al grupo DD
(51,06 £ 7,27 (ts) y 49,87 + 7,12 mS/cm? (teo)), pero si en la del grupo DC, donde
experimentd un incremento después de la incubacion con teofilina desde 19,26 + 4,37
mS/cm? (ts) hasta 31,86 + 5,64 mS/cm? (tgo).

Efectos sobre el transporte de cloruro

Los flujos unidireccionales y netos de cloruro obtenidos en presencia de la
solucion de trabajo y tras la adicion de la teofilina en el tramo proximal y distal del

intestino, se representan en la Figura 4.9 (a) y (b), respectivamente.

La teofilina increment6 los flujos unidireccionales a través del segmento anterior
de los peces alimentados con la dieta deficiente en HUFA, aunque el flujo neto
resultante permanecio invariable y no distinto de cero (-1,01 + 0,54 peg/cm?-h y -1,29
+ 0,63 peg/cm?-h, sin y con teofilina, respectivamente). En los peces que tomaron la
dieta que contenia AP, la absorcidn neta detectada en condiciones control fue
anulada con la incubacion en presencia del alcaloide (Jper = 4,37 = 0,52 peg/cm®hy -

1,12 + 0,48 peg/cm?-h, respectivamente). Esta pauta se debe tanto a la disminucion
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del Jns de 7,82 + 0,92 peg/cm?®h a 4,64 + 0,85 peg/cm?-h, como al incremento del Js.
m, desde 3,45 + 0,74 peg/cm?-h hasta 5,76 + 0,66 peg/cm?-h.

En la seccion distal del intestino de individuos del grupo DD, la teofilina 3 mM no
produjo cambios significativos en los movimientos unidireccionales ni netos de cloruro,
que permanecieron nulos antes (-0,45 + 0,76 peg/cm?-h) y tras 60 min en presencia
del alcaloide (1,48 + 0,94 peg/cm?®-h). En el IP de peces alimentados con la DC, la
incubacién con teofilina no alteré significativamente el Jn,s, y doblé el de serosa a
mucosa (6,96 + 0,78 peg/cm?-h inicialmente, frente a 14,29 + 1,82 pueg/cm?-h, tras la
adicion de teofilina 3mM), anulando la absorcion neta de cloruro encontrada en las
condiciones iniciales con la solucién Ringer (Jneo = 2,97 * 0,49 peg/cm?®-h vs. -1,09 +
0,91 peg/cm?-h).
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Figura 4.7. Efecto de la adicion de teofilina 3 mM sobre los parametros eléctricos a través
del intestino anterior de juveniles de dorada. (a) Dieta control, (b) dieta deficiente en HUFA.
Icc (O), DP (A) y Gt (0). Valores expresados como media + EEM (n=5).
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ADICION DE FORSKOLINA (10° M).

La forskolina es un diterpeno extraido de las raices de la planta Coleus forskonhlii
(Bhat, 1977) que activa la adenilato ciclasa, incrementando la cantidad de AMPc
intracelular (Metzger y Lindner, 1981; Seamon y Daly, 1981; Seamon y col., 1981).
Los efectos de la forskolina se desarrollan rapidamente y son reversibles, resultando
una sustancia particularmente util para el estudio de alteraciones en el transporte de
macromoléculas y electrolitos mediados por el AMPc (Bridges y col., 1983; Kiliaan y
col., 1996).

Efectos sobre los parametros bioeléctricos

Como se aprecia en la Figura 4.10y 4.11, el efecto de la adicién de forskolina 10
M al medio de incubacion, sobre las caracteristicas eléctricas del epitelio intestinal de

peces vario segun el segmento de intestino y la dieta ingerida por el animal.

En el tramo anterior de los peces alimentados con la DD, la incubacién en
presencia de forskolina no alteré los valores de la DP del tejido, que fueron 0,94 +
0,15 instantes antes de afiadir la sustancia (t3) y 0,79 £ 0,12 mV, 60 min mas tarde
(too). En este mismo segmento de peces alimentados con la DC, la DP disminuyé
significativamente desde 1,03 £ 0,09 mV a 0,81 + 0,11 mV, a los 30 y 90 min de
ensayo, respectivamente. La inclusion de forskolina en el pocillo de la semicamara no
produjo modificacion significativa de la DP en la seccién distal del intestino de los
ejemplares del grupo DD (1,05 £ 0,11 mV y 0,91 + 0,10 a t3g Y tgo, respectivamente),
sin embargo, disminuyé las medias en la de los juveniles que ingirieron la DC, desde
1,04 + 0,12 mV hasta 0,78 £ 0,07 mV.

La Icc se mantuvo constante en 7,82 + 1,90 pA/cm? (tzo) y 8,29 + 1,72 pAlcm? (tog)
en el IA de las doradas que ingirieron la DD, mientras que en el de las que recibieron
el tratamiento dietario DC, disminuy6 significativamente desde 9,38 + 1,07 puA/cm?,
hasta 5,81 + 1,22 pA/cm?. Independientemente de la dieta ingerida por el pez, la
inclusion de forskolina 10° M en el medio de incubacién, no modificé la lcc del IP, a
pesar de que en los peces DC se aprecié una tendencia no significativa a reducirse.
Asi, se registraron valores de 29,13 + 6,31 y 28,29 + 2,76 pA/cm?, tras 30 y 90 min de

127



Resultados

experimento, y de 17,18 + 3,82 y de 8,31 + 2,82 pA/cm? a esos mismos tiempos de

ensayo, en los individuos del grupo DD o DC, respectivamente.

Por dltimo, la incubaciéon en presencia de forskolina 10° M no alterd
significativamente la Gt del segmento anterior del intestino registrada en las
condiciones iniciales, en ninguno de los dos grupos de peces, promediando valores
de 8,41 + 1,12 mS/cm? (ts) y 10,24 + 1,71 mS/cm? (tg) en el de los que recibieron la
dieta deficiente en HUFA, y de 8,18 + 1,64 mS/cm?y 9,13 + 1,78 mS/cm? en el de los
ejemplares a los que se suministrd la DC. En el IP de los juveniles que se alimentaron
con la dieta carente de AP, la Gt present6 valores constantes de 53,85 + 4,83 (t3o) Y
51,06 + 4,29 mS/cm? (tgo), mientras que en el de los que pertenecian al grupo DC, las
medias mostraron una tendencia no significativa a incrementarse desde 26,02 + 4,66
mS/cm? (ts) hasta 37,39 + 5,51 mS/cm? (tgo).

Efectos sobre el transporte de cloruro

La Figura 4.12 (a) y (b), muestra la influencia que la adicion de forskolina 10° M
tiene sobre los flujos unidireccionales y netos de cloruro en el segmento anterior y
posterior del intestino de peces alimentados con las dos dietas experimentales. En
general, los flujos obtenidos en este conjunto de experimentos fueron muy similares a

los obtenidos al adicionar teofilina al medio de incubacion.

Los movimientos unidireccionales y netos de cloruro en el IA de peces
alimentados con la DD, no resultaron afectados al incubar el tejido en presencia de
forskolina, manteniéndose el flujo neto nulo. Antes de la adicién de la sustancia, el
Jneto fue de -1,19 + 0,73 peg/cm?-h, y después, Jne = 0,62 + 0,40 peg/cm?-h. En los
peces alimentados con la dieta control, la adicibn de forskolina afectd
significativamente a los flujos netos a través del segmento anterior, anulando la
absorcién de 5,10 + 0,77 peg/cm?h existente cuando el tejido fue incubado con la
solucion Ringer. Esta variacién fue debida tanto al descenso del J,.s desde 8,07 +
1,64 peq/cmz-h hasta 4,66 + 0,62 ueq/cmz-h, como al incremento del Js.,, desde 2,97 +
0,51 peg/cm?®-h hasta 6,15 + 1,10 peg/cm?-h.

La forskolina 10° M no produjo cambios significativos en los flujos

unidireccionales ni netos de cloruro a través del IP de los peces del grupo DD, que
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permanecieron nulos antes (-0,89 + 0,81 peg/cm?h) y después (-1,11 * 0,57
peg/cm?-h) de la adicién de la sustancia. Sin embargo, en el IP de los juveniles
alimentados con la DC, anul6 la absorcién neta medida en presencia de la solucion
Ringer (4,40 + 0,73 peg/cm?®.h), debido, fundamentalmente, al aumento significativo
del flujo en direccion serosa-mucosa desde 7,52 + 0,67 ueq/cmz-h inicialmente, hasta

11,30 + 1,27 ueq/cmz-h, tras la adicion del diterpeno.
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Figura 4.10. Efecto de la adicién de forskolina 10° M sobre los parametros eléctricos a través
del intestino anterior de juveniles de dorada. (a) Dieta control, (b) dieta deficiente en HUFA.
Icc (O), DP (4) y Gt (0O). Valores expresados como media + EEM (n=6 para dieta control y n=5
para dieta deficiente en HUFA).
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PRODUCCION DE AMPc INTRACELULAR.

El efecto que la composicién lipidica dietaria tiene sobre la produccion de AMPc
intracelular en condiciones control, parece variar a lo largo del eje longitudinal del
intestino. Asi, las cantidades de AMPc detectadas en el IA permanecieron estables
entre lotes experimentales (9,63 + 0,26 nmol/mg tejido en los ejemplares que
ingirieron la dieta deficiente en HUFA y 11,68 + 1,15 nmol/mg tejido en los que se
alimentaron con la dieta control). Por el contrario, en el IP, el nivel de AMPc en peces
del grupo DD fue inferior que en los peces del grupo DC (5,59 + 0,84 nmol/mg tejido
rente a 11,18 + 0,70 nmol/mg tejido, respectivamente) (Figura 4.13).

La adicién de teofilina 3 mM o de forskolina 10° M al medio de incubacién, mostré
efectos semejantes en la produccion de AMPc intracelular en el intestino de los
juveniles de dorada, dando lugar a un incremento significativo tanto en el segmento
proximal como en el distal de ambos grupos de peces, aunque con un nivel de
significacion mayor en los que recibieron la dieta deficiente en HUFA (P<0,001), que

en los que se alimentaron con la dieta control (P<0,01, P<0,05).
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4.4.2. Movimientos unidireccionales y netos de glucosa en los
segmentos anterior y posterior del intestino. Efectos de la adicion de

floricina.

La solucion Ringer empleada para la incubacién del tracto intestinal durante el
desarrollo de estos experimentos, fue idéntica a la de los estudios de transporte de
cloruro y de sodio. En la Figura 4.14 se muestran los flujos unidireccionales y netos
de glucosa en el intestino anterior (a) y posterior (b) de doradas alimentadas con las
dos dietas experimentales, asi como el efecto que la adicién de floricina 1 mM tiene
sobre los mismos. La floricina es un potente inhibidor competitivo y reversible del
sistema de cotransporte de glucosa dependiente de sodio, en una amplia variedad de
células y tejidos.

En el IA de los peces alimentados con la DD, el movimiento unidireccional de
glucosa en sentido mucosa a serosa fue de 1,50 = 0,28 nmol/cm?-h y el de serosa a
mucosa de 2,08 + 0,38 nmol/cm?-h, lo que dio lugar a un flujo neto, no distinto de
cero, de -0,58 + 0,22 nmol/cm?h. Idéntica tendencia se observé en los ejemplares
que ingirieron la DC, donde el flujo neto también fue igual a cero, debido a un Jns =
3,23 + 0,40 nmol/cm?-h y un Js., = 3,21 + 0,51 nmol/cm?-h.

La adicion de floricina 1mM no modificé los flujos unidireccionales ni netos en
ninguno de los dos grupos de peces. En los ejemplares que se alimentaron con la DD
los valores registrados fueron de Jns = 2,67 £ 1,11 nmol/cm?-h, Jo.m = 3,69 + 0,77
nmol/cm?-h Y Jneto = -1,02 £ 0,60 nmol/cm?-h, mientras gue en los que ingirieron la DC,
Jms = 2,60 + 0,69 nmol/cm?-h, Jgm = 2,25 + 0,33 nmol/cm*h y Jyeo = 0,35 0,27

nmol/cm?-h.

Cuando se incub6 el IP de los juveniles de dorada del grupo DD con la solucion
Ringer de trabajo, no se detect6 absorcién neta de glucosa (Jnetoe = -1,24 + 1,01
nmoI/cmZ-h) debido a la similitud de los movimientos unidireccionales (Jn.s = 11,26 *
2,68 nmol/cm?-h Yy Jsm = 12,50 £ 0,95 nmoI/cmz-h). La adicién de la floricina 1 mM al
medio de incubacion no modificd los flujos unidireccionales (Jms = 10,68 + 2,35
nmol/cm®h, Jom = 11,44 * 0,99 nmol/cm?h) ni el neto (Jnew = -0,76 + 1,04

nmol/cm?-h). Por el contrario, los juveniles alimentados con la DC, presentaron una
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absorcién neta de glucosa de 7,56 + 0,96 nmol/cm?-h, producida por un J,.s de 12,34
+ 1,77 nmol/cm®h y un J.., de 4,78 + 1,02 nmol/cm®-h. Al afiadir la floricina, se
produjo una disminucién significativa de la absorcion neta (Jnee = 3,10 * 0,47
nmol/cm?-h) debido excusivamente a la reduccién del flujo de mucosa a serosa (Jm.s =

7,34 + 0,78 nmol/cm?-h) ya que el flujo en sentido contrario no se vio afectado.
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Figura 4.14. Efecto de la adicion de floricina 1 mM sobre los flujos de glucosa a través del
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4.5. Analisis bioquimico del medio interno. Parametros

plasmaticos.

Como se refleja en la Tabla 4.5.1, la mayoria de los parametros plasmaticos
analizados no fueron afectados por la composicion lipidica dietaria. S6lo se detectaron
diferencias significativas en el nivel plasmatico de cloro, colesterol total y TG, que
mostraron valores superiores en los ejemplares a los que se suministrd la dieta
formulada con AP (DC).

Tabla 4.5.1. Composicion en electrolitos, proteina total, colesterol total y triglicéridos
del plasma sanguineo de juveniles de dorada alimentados con la dieta control (DC) o
con la dieta deficiente en HUFA (DD)

DC DD P
Calcio (mg/dI) 13,3+0,8 13,3+ 1,3 N.S.
Fosforo (mg/dl) 91+14 9,3+ 2,0 N.S.
Sodio (mmol/dl) 185,2 + 4,8 183,2 +11,4 N.S.
Potasio (mmol/dl) 51+0,8 54+ 11 N.S.
Cloro (mmol/dl) 166,6 £ 5,5 156,8 + 8,8 <0,001
Proteinas totales (g/l) 38,5+3,3 372+ 25 N.S.
Colesterol total (mmol/l) 76+0,8 4,7+ 0,3 <0,001
Triglicéridos (mmol/l) 43+10 23+ 0,6 <0,001

Valores expresados como media + DE (n=45 para DC y n=41 para DD). N.S., no
significativamente diferentes.
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La continuidad del desarrollo de la acuicultura pasa, ineludiblemente, por la
reduccion de los ingredientes de origen marino en la formulacion de las dietas. La
limitada capacidad que tienen los peces carnivoros para metabolizar carbohidratos de
elevado peso molecular (Young y col.,, 2006; Moreira y col., 2008), impide que se
incremente significativamente su participacion en la dieta, por lo que las
investigaciones han centrado su atencién en la busqueda de fuentes de proteina y
lipido alternativas a las harinas y aceites de pescado, disponibles para producciones a
gran escala, sostenibles, y econé6micamente efectivas (Sargent y col., 2002; Bell y
Waagbo, 2008; Turchini y col., 2009). En este sentido, los piensos comerciales para
peces carnivoros como la dorada incorporan ya entre un 30 y un 40% de AVs en su
formulacion, si bien el precio de esta materia prima muestra una preocupante

tendencia al alza.

Dentro del ciclo de desarrollo del pez, la fase de engorde es la que conlleva la
mayor necesidad de alimento, y por tanto, de materias primas. En la presente
memoria de investigacion, se aborda la problematica de la disminucién del AP en los
piensos de engorde para dorada, mediante la elaboracibn de dos dietas
experimentales isoproteicas e isolipidicas, de bajo contenido lipidico (15%), donde el
aporte de harina de pescado se mantuvo invariable y dentro de los valores de
referencia de las dietas para peces marinos carnivoros (400-600 g/kg), mientras que
la fuente lipidica se modificO entre tratamientos, combinando aceites de origen
terrestre animal (AOA) y vegetal, en la dieta deficiente en HUFA (DD), y utilizando una
mezcla de AP y AOA en la dieta control (DC) (ver Tabla 3.1).

Como se sefial6 en el apartado de Material y métodos, para generar la deficiencia
dietaria de HUFA, se desengrasé la harina de pescado. En funcion de su origen, la
harina de pescado puede contener entre un 8 y un 15% de aceite residual, con un 20-
35% de (n-3) HUFA (Bimbo, 2000; Bransden y col., 2003; Regost y col., 2003b), por lo
gue la cantidad de harina sin desengrasar utilizada en nuestra dieta DC (530g/kg),
aportaria alrededor de un 1% de HUFA en peso seco, cantidad suficiente para
satisfacer las necesidades de AGE de los juveniles de dorada y garantizar un
adecuado crecimiento y supervivencia (Kalogeropoulos y col.,, 1992; Ibeas y col.,

1994, 1996). En esta dieta, se incluy6 ademas 35 g/kg de AP, un suplemento muy
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inferior al que suele utilizarse hoy en dia como referencia para especies
carnivoras/omnivoras marinas (Regost y col., 2003a,b; Montero y col., 2005; Bell y
col., 2006; Mourente y Bell, 2006; Almaida-Pagan y col., 2007; Benedito-Palos y col.,
2007, 2008). En cualquier caso, la dieta DC asi formulada aport6 2,53% de HUFA (n-3
+ ARA) y un 42,5% de acidos grasos saturados. En definitiva, las dietas preparadas
presentaron proporciones similares de proteina total y mas bajas de lipido total, que la
mayoria de las dietas comerciales y que las utilizadas en otras investigaciones
desarrolladas recientemente en juveniles de dorada (Do6pido, 2006; Benedito-Palos y
col., 2007, 2008; Montero y col., 2008; Fountoulaki y col., 2009).

A pesar de la variacion de los ingredientes lipidicos utilizados y de sus
proporciones, la distribucién de clases lipidicas en las dietas experimentales resultd
escasamente modificada, si exceptuamos la mayor presencia de EE en la DD que
podria tener su origen en los AVs empleados en su elaboracién (Clark y Levitt, 1956;
Christie, 1982; Sandstrom y Cleland, 1989; Cequier-Sanchez y col., 2008). De manera
similar, la eliminacion del AP y la inclusion de aceite de maiz y linolénico en esta
dieta, dio lugar a proporciones elevadas de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y
PUFA de 18C propios de estas fuentes lipidicas, asi como a la casi total ausencia de
HUFA (0,09% p.s.), aporte insuficiente para satisfacer las necesidades minimas de

estos AGE en los juveniles de dorada.

Influencia de la composicién en acidos grasos de la dieta sobre el

crecimiento de los ejemplares

Los indices de crecimiento de los juveniles DC fueron muy similares a los
obtenidos recientemente por Fountoulaki y col. (2009) en la misma especie, usando
como control una dieta comercial formulada con 150 g/kg de AP como Unica fuente
lipidica. indices de crecimiento superiores o inferiores a los reportados en otras
fuentes bibliograficas (Benedito-Palos y col. 2007, 2008; Montero y col., 2008; Diaz-
Lépez y col., 2009, 2010; Bouraoui y col., 2011), podrian atribuirse al peso de los
ejemplares experimentales, que presentan superiores velocidades de crecimiento y
capacidades mas altas de metabolizacidon y aprovechamiento del alimento durante

fases tempranas de su desarrollo (von Bertalanfi, 1938; Querellou, 1984; Guillaume y
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col., 2002). De hecho, aunque el crecimiento depende de la interaccion entre multiples
variables, el peso de los peces y la temperatura son los parametros fundamentales
considerados en los distintos modelos matematicos de crecimiento que se han
desarrollado para las especies en condiciones de cultivo, incluyendo a la dorada
(Petridis y Rogdakis, 1996; Hernandez y col., 2003; Libralato y Solidoro, 2008; Mayer
y col., 2008). Otros factores ambientales como salinidad o calidad del agua (Brett,
1979; Bouef y Payan, 2001; Laiz-Carrién y col., 2005), o la mejora genética de los
individuos (Benedito-Palos y col., 2008), también pueden haber tenido cierta influencia
en la variabilidad de los resultados. En cualquier caso, y en concordancia con lo
descrito para otras especies (Watanabe, 1987; Turchini y col., 2003; Montero y col.,
2004; Higgs y col., 2006), nuestros resultados con la dieta DC de bajo contenido
graso, indican que es factible incluir AOA en proporciones elevadas en la dieta de
juveniles de dorada en sustitucion al AP sin afectar al crecimiento del pez, siempre y
cuando, como en nuestro estudio, se garanticen los requerimientos de AGE de los

ejemplares.

Los aceites de origen terrestre, tanto vegetales como animales, estan ausentes
en la dieta natural de peces marinos carnivoros como la dorada. Su composicion en
acidos grasos difiere sustancialmente de la de los AP, principalmente en la longitud de
la cadena y el grado de instauracion de sus integrantes, caracteristicas que pueden
afectar a la aceptacion de las dietas por los peces (Grisdale-Helland y col., 2002;
Geurden y col., 2005, 2007). En nuestro estudio, tras el periodo de adaptacion inicial
de los peces a las nuevas caracteristicas organolépticas de las dietas experimentales,
ni la tasa de ingestién, ni la eficiencia del alimento o de la proteina, resultaron
afectadas al sustituir parcial o totalmente, el AP por otras fuentes lipidicas carentes de
HUFA. Estos resultados coinciden con los obtenidos tanto en dorada (Benedito-Palos
y col., 2007, 2008; Montero y col., 2008, Diaz-Lépez y col., 2009), como en otros
tele6steos marinos como la lubina (Montero y col., 2005; Mourente y Bell, 2006), el
sargo (Piedecausa y col., 2007), el bacalao (Bell y col., 2006) o el rodaballo (Regost y
col., 2003b).

A lo largo del periodo de engorde no hubo incidencia de mortalidad en ninguno de
los dos tratamientos dietarios. Los indices de crecimiento tras 4 meses de

experimentacion fueron, sin embargo, mas bajos en los peces que recibieron la dieta
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gue carecia de AP, por lo que al no haber diferencia en la aceptacion de las dietas, ni
cambios en otros componentes dietarios, sugerimos que las diferencias encontradas
se deben a que los peces no vieron cubiertas sus necesidades minimas de AGE.
Sustituciones elevadas del AP por AVs individuales de perfil equilibrado, o por
mezclas bien balanceadas de AVs, son posibles sin mostrar efectos adversos en el
crecimiento y/o mortalidad de los ejemplares (Hardy y col., 1987; Bell y col., 2003a;
Bendiksen y col., 2003; Izquierdo y col., 2003, 2005; Mourente y col., 2005b; Richard
y col., 2006b; Jutfelt y col., 2007; Miller y col., 2007; Benedito-Palos y col., 2007,
2008, 2009; Fountoulaki y col., 2009; Diaz-Lépez y col., 2009, 2010). Sin embargo, en
general, la sustitucion total o superior al 75% del AP en la dieta de especies marinas
afecta negativamente el crecimiento y/o supervivencia de los peces (Regost y col.,
2003b; Izquierdo y col., 2003, 2005; Benedito-Palos y col., 2007, 2008; Montero y col.,
2008), y solo cuando la proporcion de harina de pescado usada como fuente proteica
contiene cantidad suficiente de HUFA (n-3) y (n-6) para satisfacer los requerimientos
de AGE de la especie, como es el caso de la dieta control de nuestro estudio, se hace
posible elevar este grado de sustitucién (Glencross y col., 2003; Bell y col., 2006;

Almaida-Pagan y col., 2007; Piedecausa y col., 2007; Bouraoui y col., 2011).

A pesar de la deficiencia dietaria de AGE, el IHS de ambos grupos
experimentales permanecié invariable y similar al descrito para dorada por otros
autores (Martin, 2003; Diaz-Lépez y col., 2009; Fountoulaki y col. 2009). Otro de los
indices indicativos de la evolucion del engorde del pez, el factor de condicién (K),
también permanecié constante, independientemente del tratamiento alimentario
suministrado, y coincidiendo con valores habituales encontrados en la literatura para
esta especie y bajo deferentes tratamientos dietarios (Ibeas y col., 1996, 1997; Laiz-

Carrion y col., 2005; Diaz-Lopez y col., 2009).
Influencia de la composicion en acidos grasos de la dieta control (DC) sobre
la composicion lipidica de los 6rganos y células sanguineas

La ausencia de alimento en los nichos ecolégicos de los peces es un suceso
frecuente que les obliga al ayuno o a modificar la dieta. Los lipidos juegan un papel

fundamental en estas situaciones de cambio del régimen dietario en especies
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carnivoras, que han desarrollado mecanismos fisiolégicos para subsanar dichos
desajustes en el suministro de nutrientes, con el fin de mantener la homeostasis
lipidica y la funcionalidad de o6rganos vitales como el cerebro, a expensas de
alteraciones del metabolismo intermediario en tejidos como higado y musculo
esquelético (Vigliano y col., 2002). Estos 6rganos son considerados por tanto,
indicadores validos para evaluar el posible grado de afeccion del pez por la
composicion lipidica dietaria. Por otro lado, el hematocrito esta integrado casi
exclusivamente por glébulos rojos o eritrocitos, responsables del transporte del
oxigeno necesario para los procesos de oxidacion, desde las branquias hasta los
organos y tejidos del pez, asi como de la recogida del CO, producido en las
reacciones metabdlicas celulares. Modificaciones en la composicion lipidica de la
membrana del eritrocito pueden afectar a la flexibilidad celular y a la permeabilidad
selectiva, poniendo en riesgo su funcion fisiologica. El tracto intestinal de peces
juega un papel vital en la absorcion de nutrientes y electrolitos, en el mantenimiento
de la homeostasis del animal y en la defensa ante patégenos externos que entran en
el organismo a través de la boca, por lo que su integridad funcional es critica para el
adecuado desarrollo de los ejemplares. Teniendo en cuenta que la composicién en
acidos grasos de los lipidos corporales de los peces esta directamente influenciada
por la de los lipidos de la dieta (Watanabe, 1987; Brodtkorb y col., 1997; Dosanjh y
col., 1998; Sargent y col., 2002; Izquierdo y col., 2003; Jobling y Bendiksen, 2003;
Diaz-Lépez y col., 2009, 2010), el analisis detallado del perfil lipidico de los 6rganos
citados y del hematocrito en peces alimentados con la DC (35% AP, 65% AOA),
aportara valiosa informacion sobre el estado de salud y bienestar de los juveniles de
dorada a lo largo de su desarrollo, sobre su valor nutricional, asi como sobre las

alteraciones que una dieta deficiente en AGE pudiera generar en ellos.

En la dorada, como en la mayoria de los salmonidos, la grasa de reserva es
depositada principalmente en el tejido adiposo y el musculo y, en menor proporcion,
en el higado (Takama y col., 1994; Jobling y col., 1998). Aunque en mamiferos, tanto
el tejido adiposo como el tejido hepatico parecen ser igualmente importantes para la
sintesis de &cidos grasos de novo, en peces, esta funcion parece estar centrada
preferentemente en el higado (Sargent y col., 1989; Tocher, 2003; Bouraoui y col.,

2011). Los estudios disponibles sefialan que en la dorada, el higado es efectivamente
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el centro para la biosintesis de los lipidos y que la dieta regula la actividad enzimética
lipogénica (Kaushik, 1997). Asimismo, constituye el érgano mas importante en la
oxidacion de los acidos grasos y proporciona PUFA de cadena larga a otros tejidos
(Poisson y col., 1992; Rincén-Sanchez y col., 1992). En este sentido, el misculo de
los peces DC presentd el nivel mas alto de TG de todos los 6rganos analizados,
confirmando su implicacién en el almacenamiento de acidos grasos destinados a
suplir las necesidades energéticas inherentes a la natacion activa (Stubhaug y col.,
2005a). Como era de esperar, el higado DC también presenta niveles elevados de
TG, debido a su participacién en los procesos de almacenamiento de grasa de
reserva. Las altas proporciones de productos de la actividad lipasica como acidos
grasos libres y EE detectadas en el higado, corroboran la importancia de éste 6rgano
en la actividad metabdlica de los peces, tanto en los procesos de ‘turnover’ de los
fosfolipidos, como en los de oxidacion de los acidos grasos con fines energéticos.
Henderson (1996), postulé que el musculo esquelético, el higado y el corazén son los
tejidos mas importantes implicados en la oxidacién de los &cidos grasos en especies
dulceacuicolas. Mas recientemente, Stubhaug y col. (2005a), confirman que en el
salmoén Atlantico, el musculo blanco y rojo, y el higado, se encargan de ajustar las
tasas de la B-oxidacion en relacién a los cambios dietarios en el perfil de &cidos
grasos. Sefalar por ultimo, que los valores de LT y las proporciones de las distintas
clases lipidicas presentes en musculo e higado de peces alimentados con la DC, son
similares a los descritos por otros autores para esta misma especie alimentada con
dietas formuladas con AP (Almansa y col., 200la; Diaz-Lépez y col., 2009;
Fountoulaki y col., 2009; Martin y col., 2009).

La influencia de los lipidos dietarios sobre la funcionalidad de las membranas
celulares, afecta también a las células sanguineas. Asi, la inmuno-modulacion de los
lipidos dietarios guarda relacion con los cambios en la estructura lipidica de las
membranas de las células implicadas en la respuesta inmune, incluyendo los
mecanismos que tienen lugar en los leucocitos durante los procesos de fagocitosis
(Montero e Izquierdo, 2001). En nuestros peces control, la relacion
colesterol/fosfolipidos mas elevada se detectd en el hematocrito, superando incluso a
la presente en d6rganos donde los cambios rapidos en la fluidez de la membrana

juegan un papel primordial como son cerebro e intestino. Sorprendentemente, la
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distribucién de clases lipidicas del hematocrito en dorada y salmén Atlantico son
semejantes, destacando el elevado nivel de colesterol encontrado, y que la FC fue,
con diferencia, la clase polar mas importante (Lee y col., 1989; Thompson y col.,
1995). Las diferencias existentes entre ambas especies estriban en la mayor
proporcion de TG y menor de FE en las clases lipidicas de dorada, pudiendo ser
atribuidas a las diferentes condiciones medioambientales en las que se desarrollan
ambas especies, a las variaciones en la formulacién dietaria 0 a que en nuestro
estudio, se analizé conjuntamente el ‘pool’ de células sanguineas, mientras que en el
trabajo con el salmén se separaron los eritrocitos de los leucocitos, que contienen

mayores proporciones de TG y menores de FE (Thompson y col., 1995).

El cerebro presento el nivel méas alto de lipido de todos los 6rganos analizados y
una composicion exclusiva de clases lipidicas. La alta proporcion de TLP confirma
qgue el sistema nervioso central es muy rico en fosfolipidos, imprescindibles para el
correcto funcionamiento neuronal y visual de los peces (Ayala y col., 1991, 1993;
Sargent y col., 1993, 2002; Tanaka y col., 2003). Es de destacar la presencia Unica
entre las clases polares del cerebro, de sulfatidos y cerebrésidos, glucoesfingolipidos
formados por una esfingosina esterificada por un &cido graso y un glicido,
componentes de las membranas plasmaticas de las células del tejido nervioso de
vertebrados. El contenido de LT del cerebro de juveniles DC, es menor que el
encontrado para esta especie por Benedito-Palos y col. (2010) usando dietas basadas
en AP como unica fuente lipidica. El elevado contenido lipidico detectado por estos
autores es atribuido a la sorprendentemente alta proporcién del TLN (mas del 75% del
LT), y en particular, de los TG (55,7%), muy superiores al 41,3% y 20,8%,
respectivamente, encontrados en nuestro estudio. El suministro prolongado de una
dieta de alta energia, con un 21% de lipido en peso seco, podria haber generado esta
excesiva deposicion de TG observada en todos los tejidos analizados por Benedito-

Palos y col. (2010), incluyendo el cerebro.

El alto contenido lipidico y de TG presente en ambos segmentos del intestino de
peces DC, especialmente en el tramo anterior, podria justificarse por la elevada
demanda de energia metabdlica necesaria para la digestibn mecanica y quimica de
los alimentos y para los procesos absortivos. Este alto contenido graso, concuerda

con el sefialado recientemente para esta misma especie por otros autores (Caballero
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y col., 2003; Martin y col., 2010). Ilgualmente, la disminucién del contenido de LT y de
TG en el sentido préoximo-distal, coincide con la heterogeneidad descrita para
enterocitos aislados de ciegos piléricos, intestino anterior e intestino posterior de la
misma especie, alimentada con una dieta comercial rica en (n-3) HUFA (Dépido,
2006). No sorprende la presencia en el intestino de niveles importantes de acidos
grasos libres y diacilgliceroles, procedentes de la digestion luminal de los lipidos
dietarios (Leger, 1985; Sheridan, 1988; Caballero y col., 2003), de la actividad
metabdlica asociada a los procesos digestivos anteriormente mencionados, o del
fuerte ‘turnover’ de fosfolipidos que tiene lugar en este epitelio (Pérez y col., 1999;
Tocher y col., 2002, 2004; Bell y col. 2003b; Mourente y col., 2005a; D6pido, 2006).
La proporcion de colesterol, significativamente mas alta en el tramo posterior, y la
relacion colesterol/TLP que se mantiene constante en ambos segmentos intestinales
(Tabla 4.3.12), se relacionan indudablemente con su papel estructural en las
membranas biolégicas, interviniendo directamente en la regulacién de las propiedades
fisicas de la bicapa lipidica, responsables de la fluidez y funcionalidad de las
membranas. Asi, Brasitus y col. (1985), detectaron mecanismos regulatorios que
modulaban el contenido de colesterol de las membranas de las microvellosidades,
con el objetivo de mitigar cambios en la fluidez lipidica. Una alta relacion
colesterol/fosfolipidos en las membranas plasmaticas produce un aumento en la
rigidez de las mismas y viceversa, contribuyendo a regular la funcionalidad del epitelio
intestinal en el transporte de agua, electrolitos y nutrientes (Brasitus y Schachter,
1982; Di Constanzo y col., 1983; Sched! y col., 1989; Meddings y col., 1990), y su
adaptacion ante los cambios de temperatura (Crockett y Hazel, 1995; Robertson y

Hazel, 1997) o tonicidad del medio (Leray y Florentz, 1983; Leray y col., 1984).

En definitiva, frente a otras dietas experimentales y comerciales formuladas con
AP y AVs, nuestra dieta control, de bajo contenido graso (15% p.s.), parece haber
contribuido a mantener niveles moderados de grasa corporal y equilibradas las
proporciones de las distintas clases lipidicas, a pesar de haber sustituido buena parte

de los AGE del AP, por &cidos grasos saturados y MUFA presentes en AOA.

La composicion en acidos grasos del LT de los 6rganos aporta informacién global
sobre el papel que cada 6érgano juega en las funciones fisiolégicas mediadas por

acidos grasos, incluyendo la regulacion de la expresion génica o la produccion de
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eicosanoides. Los acidos grasos del LT resultan de la combinacion de los presentes
en los LN y en los fosfolipidos. Por tanto, el andlisis del perfil de acidos grasos de los
TG y de las distintas clases de fosfolipidos, proporciona una informacién mas
detallada sobre el papel que un determinado &cido graso juega en cada 6rgano. Se
discute a continuacion algunas de las caracteristicas mas significativas del perfil de
acidos grasos de los érganos de los peces alimentados con la DC, intentando
destacar las particularidades mas relevantes en las distintas clases lipidicas en
relacion con su funcionalidad y con la informacién disponible hasta la fecha para
dorada y otras especies de teledsteos.

Independientemente del érgano estudiado, los acidos grasos mas abundantes en
el LT fueron 16:0, 18:0, 18:1(n-9), 20:5(n-3) y 22:6(n-3). Como cabia esperar, los
lipidos neutros reflejaron mas fielmente que los lipidos polares el perfil de acidos
grasos dietario (Watanabe, 1987; March, 1993; Sargent y col., 2002; Tocher, 2003;
Skalli y Robin, 2004; Schulz y col., 2005), debido a que un limitado nimero de acidos
grasos tiende a dominar en los lipidos polares, independientemente de su presencia
en la dieta. Asi, saturados como el 16:0 o MUFA como el 18:1(n-9), se localizan
preferentemente en la posicidn sn-1 de la molécula de diacilglicerol, mientras que un
monoinsaturado o un poliinsaturado como EPA, DHA o ARA se unen en la posicién
sn-2 (Henderson y Tocher, 1987; Jump, 2002; Sargent y col., 2002). No obstante,
tanto el TLP, como las clases lipidicas polares individuales son también afectadas por
la dieta, en mayor o menor medida, dependiendo del 6rgano analizado. En general,
podemos afirmar que en los peces alimentados con la DC, las enzimas involucradas
en los procesos de deacilacidn/reacilacion han mantenido la caracteristica distribucion
de los acidos grasos dentro de las diferentes clases de fosfolipidos propia del
ambiente marino. Asi, a pesar de la variedad de 6rganos y células estudiados en la
presente memoria, la distribucion de los acidos grasos dentro de las diferentes clases
lipidicas polares, siguié con ligeras modificaciones, las pautas resumidas por Tocher y
col. (2008). La FC present6 los mayores niveles de 16:0 y 18:1(n-9) de todas las
clases lipidicas polares, y generalmente mas bajos de PUFA que la FE y FS. La FE
mostrd los niveles mas bajos de saturados, intermedios de MUFA y los mas altos de
(n-3) HUFA, excepto en el cerebro, donde fue superada por la FS, debido a la mayor

acumulacién de DHA. La FS se caracterizé por poseer las proporciones mas altas de

147



Discusion

18:0 y bajas de HUFA (salvo en el cerebro). Finalmente, el FI también tuvo alta
presencia de 18:0 y baja de PUFA, y la mas destacada de ARA, mostrando la menor

relacion (n-3)/(n-6) de todos los fosfolipidos.

La retencién preferencial de DHA y ARA observada en los érganos y células
sanguineas, acumulandose por encima de los niveles suministrados en la DC,
confirma su escasa disponibilidad como sustratos para la B-oxidaciéon (Bell y col.,
2001; Bendiksen y Jobling, 2003) y su destacada importancia fisiolégica en los peces.
Ambos acidos grasos se encuentran en altas concentraciones en cerebro y retina de
mamiferos y peces, indicando su vital papel en la funciéon neuronal y visual (Sastry,
1985; Crawford, 1993; Sargent y col. 1993; Uauy-Dagach y col., 1994, Tanaka y col.
2003; Valenzuela, 2009). Ademés, el DHA tiene un papel relevante en el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de las membranas celulares,
facilitando, gracias a su particular disposicion espacial, que le confiere una
sorprendente flexibilidad, la creacion de una fase hexagonal en lugar de la
convencional bicapa, facilitando rapidos cambios conformacionales en las proteinas
de membrana, que de otra manera serian energéticamente desfavorables (Sargent y
col., 1993; Teague y col.,, 2002). EI DHA se acumula en todas las clases lipidicas
polares, preferentemente en la FE, facilitando rapidos eventos de fusion de membrana
como los que tienen lugar, por ejemplo, en los procesos sinapticos y de fertilizacion
del 6vulo por el esperma (Glaser y Gross, 1994; Zalata y col., 1998). En todas las
muestras analizadas, y como se ha descrito para la seriola (Tanaka y col., 2003), el
ARA se localiza casi exclusivamente en el Fl. Concretamente, Sargent y col. (1989)
sefialan que se encuentra anclado en la posicion sn-2 del Fl y que desempeiia un
papel crucial en la transduccion de las sefiales celulares. EI ARA, juega un papel
preponderante como precursor de eicosanoides, compuestos biol6gicos altamente
activos de 20C, derivados de los C20 PUFA, principalmente ARA y EPA.
Practicamente cualquier tejido del pez es capaz de producir eicosanoides, que
intervienen en un amplio rango de acciones fisiolégicas como la coagulacion
sanguinea, respuesta inmune, respuesta antiinflamatoria, tono cardiovascular, funcion

renal, funcién neuronal, osmorregulacion y reproduccion (Sargent y col., 2002).

Es interesante resaltar también, que los acidos grasos saturados presentes en

musculo, higado y cerebro de los ejemplares que recibieron la DC se mantuvieron
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estables alrededor del 30%, a pesar de que su nivel en la dieta fue muy superior
(42,5%). Esta misma tendencia hacia la estabilidad de los saturados en determinados
tejidos fue observada en trucha arco iris (Yu y col., 1977) y pez gato (Stickney y
Andrews, 1971). Por tanto, parece factible pensar en la existencia de un mecanismo
en los peces para regular y mantener el adecuado nivel de saturacion de sus lipidos,
de manera que el valor de la relacion insaturados/saturados refleja, en cada 6rgano,
el equilibrio de los sistemas enzimaticos implicados en la produccion y/o esterificacion
de esos &cidos grasos, necesario para su correcto funcionamiento. En nuestro
estudio, esta relacion resulta mas baja en el hematocrito e intestino, que en el resto
de organos. En el intestino, existen potentes mecanismos para la regulacion
homeoviscosa de las membranas celulares de un epitelio osmoregulador, que esta en
constante contacto con un medio de tonicidad variable y que es responsable del
transporte de agua, electrolitos y nutrientes. Se hace necesario por lo tanto, ajustar de
manera precisa el grado de insaturacién de sus membranas mediante la modificacién
de la actividad de las enzimas implicadas en su deacilacion/reacilacion y
elongacién/desaturacion, las proporciones de las distintas moléculas de fosfolipidos, e
incluso, la relacién colesterol/fosfolipidos. En el hematocrito, es igualmente esencial
mantener una proporcion insaturados/saturados adecuada para evitar la fragilidad de

su membrana celular (Lee y col., 1989; Thompson y col., 1995).

Destacar por ultimo, que la relacién (n-3)/(n-6) se mantuvo bastante estable en
todos los érganos y hematocrito, oscilando entre valores de 3,4 y 5,6, salvo en el
cerebro, donde se elevé hasta 7,8, reflejando una vez mas, la bien documentada
importancia de esta relaciéon no so6lo de cara a asegurar la correcta funcionalidad de
las estructuras de la membrana (Sargent y col.,, 2002), sino también en el
mantenimiento de un equilibrio en la actividad de las enzimas involucradas en la
produccion de eicosanoides. En este sentido, ciertos acidos grasos poliinsaturados de
la dieta y mas especificamente la relacion EPA/ARA, modulan la biosintesis de
eicosanoides (Willis, 1981; Bell y col., 1991a; Ashton y col., 1994). Asi, el EPA reduce
la produccion de eicosanoides con accion proinflamatoria derivados del ARA,
incrementando la formacién de eicosanoides de baja actividad biol6gica derivados del
EPA via lipooxigenasa (12-HEPE) (Surette y col., 1995). Bell y col. (1994), trabajando

con astrocitos de cerebro de rodaballo, encontraron una disminucién de PGE, y PGF,
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al afiadir EPA al cultivo celular y demostraron que la alimentacién de esta especie con
aceites de origen vegetal reducia los niveles plasmaticos del tromboxano TXB,,
derivado del ARA. Esta modificacion puede ser debida a inhibiciones competitivas
entre dichos &cidos grasos como sustratos de varias enzimas: a) de la A6 desaturasa,
que modificaria la sintesis de ARA y EPA a partir de 18:2(n-6) y 18:3(n-3),
respectivamente, sobre todo en peces de agua dulce; b) de las acilasas y
transacilasas que esterifican dichos acidos grasos en el FI como sustrato previo en la
sintesis de eicosanoides c) directamente de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa por la
sintesis de eicosanoides (Montero e lzquierdo, 2001). Ashton y col. (1994) probaron
en trucha arcoiris dietas basadas en &cido linoleico, o (n-3) HUFA y encontraron que
la proporcion relativa de eicosanoides derivados del ARA y EPA fue de 14:1 para los
peces alimentados con la dieta basada en acido linoleico, frente a 1:1,5 para los
peces alimentados con la dieta rica en (n-3) HUFA. Ademas, no se pudo detectar
LTBs en los peces alimentados con la dieta rica en linoleico, demostrando el relevante
papel de los acidos grasos de la serie (n-3) en el mantenimiento del equilibrio de

eicosanoides.

La elevada presencia de 18:1(n-9) y 18:2(n-6) en los TG del musculo de las
doradas del grupo DC frente a las clases lipidicas polares, confirma el uso
preferencial de éstos acidos grasos como fuente de energia metabdlica para la
natacion (Sidell y col., 1995; McKenzie, 2001; Sargent y col., 2002). No obstante,
también parecen ser importantes para la produccion de energia en este 6rgano,
acidos grasos monoinsaturados de 16, 20 y 22C, asi como saturados de 14 y 16C. De
hecho, el 22:1(n-11) fue detectado exclusivamente en los TG, coincidiendo con la
apreciacion de que en rarisimas ocasiones esta presente en cantidades significativas
en los fosfolipidos, por lo que se le asigna una funcién exclusivamente energética en
peces (Sargent y col., 2002). Por tanto, la oxidacion selectiva de monoinsaturados y
saturados frente a PUFA en este tejido, contribuiria a explicar la retencion de ARA,
DHA, y en menor medida de EPA en sus lipidos polares, como se evidencia en
nuestro trabajo y en otros llevados a cabo en dorada y otras especies carnivoras
marinas (Regost y col., 2003b; Izquierdo y col., 2005; Montero y col., 2005; Mourente
y Bell, 2006; Fountoulaki y col., 2009), asi como en salménidos (Skuladottir y col.,
1990; Brodtkorb y col., 1997; Bell y col., 1998; Miller y col., 2007). Esta acumulacién
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de DHA en el musculo, es clave en la evaluacion de la calidad nutricional del filete de
cara al consumo humano. En este sentido, la Sociedad Internacional para el Estudio
de Acidos Grasos y Lipidos (ISSFAL) sugiere una ingesta diaria de 500 mg de
EPA+DHA en adultos y un minimo de 200 mg de DHA en el caso de mujeres
embarazadas y lactantes. Ademas, la EFSA, Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria, recomienda el consumo diario de, al menos, 250 mg de EPA+DHA, para
mantener una buena salud cardiovascular. Una racion de 200 g, libre de espinas y
piel, de un pez perteneciente a la DC aportaria aproximadamente 400 mg de DHA 'y
200 mg de EPA, cubriendo holgadamente estas recomendaciones. A pesar de que los
aceites de origen animal aportan menores proporciones de 18:2(n-6) que la mayoria
de los AVs utilizados en acuicultura, la presencia de este acido graso en los
fosfolipidos del musculo, y por ende, en su LT, es mayor que en cualquier otro 6érgano
estudiado. Este hecho debe hacernos reflexionar sobre la inclusion del 18:2(n-6) en
las dietas para acuicultura, de cara a preservar el valor nutricional del pescado para
consumo humano, ya que como se demuestra en éste y otros estudios, se trata de un
acido graso que se incorpora facilmente al musculo de los animales (Turchini y col.,
2009), en detrimento de la incorporacion de otros mas beneficiosos como el EPA o el
DHA.

El perfil de acidos grasos presente en los TG de higado de los peces DC es
semejante al del masculo. Asi, el 26-27% de 18:1(n-9), y el aproximadamente 3% de
los MUFA de 20 y 22C, parecen indicar que ambos o6rganos presentan
especificidades similares a la hora de oxidar éstos acidos grasos monoinsaturados.
Por el contrario, la mayor proporcion de saturados de 16C vy, sobre todo, de 18C
presente en los TG del higado, sugiere que su B-oxidacion es importante en este
organo de manera similar a lo observado para diversas especies de teledsteos
(Tocher y col., 2002; Stubhaug y col., 2005a). Por otro lado, la marcada acumulacion
de PUFAs, especialmente de la serie (n-3), en los fosfolipidos hepéaticos, se debe
indudablemente al papel estructural de estos compuestos en las biomembranas de
numerosos organulos implicados en la alta actividad oxidativa y lipogénica del higado,
asi como a su presencia en las lipoproteinas resultantes de esta actividad lipogénica.
Al comparar el perfil de acidos grasos de los peces alimentados con la DC, con los

obtenidos para esta misma especie por Martin (2003), observamos que, a pesar de
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gue las dietas empleadas presentaron una composicion en acidos grasos totalmente
diferente, y que los ejemplares experimentales eran machos reproductores, los peces
mantuvieron su perfil de acidos grasos en el TLP practicamente iguales a los de
nuestro estudio, mientras que el de los TG mostrd las diferencias existentes entre las
dietas. Estas observaciones parecen indicar la existencia de mecanismos

homeostaticos lipidicos muy precisos y bien definidos genéticamente en la dorada.

Como se sefalé anteriormente, la relacion insaturados/saturados presente en el
hematocrito de los peces DC, es tan baja como la de ambos segmentos del tracto
intestinal, lo que parece indicar una baja fluidez de sus membranas. Por otro lado,
podemos suponer que la elevada relacion colesterol/fosfolipidos encontrada en las
membranas de las células sanguineas, también participa activamente en la regulacion
de la fluidez de sus membranas (Hazel, 1995; Crockett, 1998), reduciendo la fragilidad
celular, proporcionando la flexibilidad necesaria para discurrir por el minusculo
didmetro de los capilares sanguineos y, en definitiva, contribuyendo a mantener su
funcionalidad. Los escasos estudios existentes que analizan la composicién en acidos
grasos del hematocrito dificultan la discusién de nuestros resultados. Tomando como
referencia el estudio de Thompson y col. (1995) en salmoén Atlantico, observamos que
el LT de los eritrocitos de salmén es especialmente rico en (n-3) HUFA, sobre todo en
DHA, mientras que el hematocrito de dorada presenta valores casi 4 veces mas bajos
de éste acidos graso, aunque similares de EPA, diferencias que podrian ser atribuidas
al patron tipicamente de aguas frias que presenta el eritrocito de salmén con
necesidad de acidos grasos con mayor numero de instauraciones (Henderson y
Tocher, 1987). Del analisis individualizado de la composicién en acidos grasos de las
distintas clases lipidicas polares, destacamos la alta presencia de ARA en el Fl del
eritrocito de salmén Atlantico, que contrasta con los mayores niveles de EPA frente a
ARA presentes en esta clase lipidica en la dorada, y que sugiere, bien la mayor
disponibilidad del (n-6) PUFA para la produccion de eicosanoides en el salmén, bien
una mayor relevancia del EPA como componente estructural y como precursor de
eicosanoides en la dorada. Por otro lado, 18:0 y 18:1(n-9) presentan porcentajes entre
2 y 3 veces mas bajos en el salmén Atlantico. Muchas de estas variaciones pueden
ser atribuidas a las diferentes condiciones ambientales y dietarias en las que se

desarrollan ambas especies.
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La concentracion de DHA presente en el cerebro de los peces DC fue la mas alta
de todos los drganos estudiados, acercandose al 20% del total de acidos grasos y
alcanzando su maxima representatividad en la FS (40,3%). Esta mayor concentracion
del DHA en la FS, a diferencia de lo observado en el resto de 6rganos, donde se
acumula de manera preferente en la FE, es probablemente debida a que la FS sea el
fosfoglicérido que presenta mayor abundancia de la especie molecular di-22:6(n-3)
(Sargent y col., 1993). Estudios de modelaciéon molecular indican que las especies di-
22:6(n-3) de los fosfoglicéridos generan estructuras altamente ordenadas dentro de
las bicapas lipidicas (Teague y col., 2002). EI DHA juega un papel critico en el
desarrollo y funcionamiento del cerebro, y del sistema nervioso en general, durante
las primeras etapas del periodo postnatal (Valenzuela, 2009), por lo que su papel es
fundamental en los fosfolipidos de cerebro y retina, observandose una funcién visual
reducida en mamiferos (Innis, 1991; Connor y col., 1990, 1992) y peces (Sargent y
col.,, 2002) que presentan bajas concentraciones de este &cido graso en estos
organos. La deteccion de una proporcion relevante de 24:1 en la FC, coincide con la
aparicion en esta clase lipidica de una especie molecular Unica, como es la
combinacién 18:1-24:1 en las posiciones sn-1 y sn-2, y cuya funcionalidad ain no se
ha definido claramente (Sargent y col., 1993). Nuestros resultados apoyan la funcién
estructural del 24:1 al estar presente en todas los fosfolipidos del cerebro, pero no en
los TG. También se considera interesante destacar la elevada selectividad en la
acilacion del EPA en la molécula de FI del cerebro de la dorada y de la seriola, en
proporcion 1:1 con el ARA (Tanaka y col., 2003), probablemente con el objetivo de
regular la produccion de eicosanoides derivados de uno u otro acido graso. Ademas,
teniendo en cuenta que la activacion de la proteinkinasa C (PKC) es mas potente
cuando los diacilgliceroles presentan ARA (Bell y Sargent, 1987; Pettitt y Wakelam,
1998), el equilibrio EPA/ARA en el cerebro, podria ayudar a la regulacion de este
proceso. Finalmente, debemos citar la presencia en éste érgano, de manera casi
exclusiva y en cantidades representativas, de dimetilacetales (DMA), concentrados en
la FE. Los DMA son éteres de &cidos grasos que proceden exclusivamente de los
plasmaldgenos. Los plasmaldgenos son glicerofosfolipidos que llevan en su posicion
sh-1 una cadena de 18:0 (y en menor medida 16:0 y 18:1(n-9)), asi como un acido
graso poliinsaturado, especificamente ARA o DHA, ocupando la posicion sn-2. Por lo

tanto, la cantidad de DMAs refleja estequiométricamente la cantidad de
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plasmalégenos, constituyentes mayoritarios de la vaina de mielina, presentes
principalmente en la FE (plasmeniletanolaminas), en menor medida en la FC, y de
manera esporadica en otros fosfolipidos como el Fl. Ademas de contribuir a la
integridad estructural de la membrana, los plasmalégenos estan implicados en
multiples funciones celulares como la formacion de vesiculas y la fusiébn de
membranas, el transporte de iones y la generacion de sefales de segundos
mensajeros como el factor activador de plaquetas (PAF). El enlace vinil-eter de estas
moléculas les confiere propiedades antioxidantes que mitigan la formacion de
radicales libres causantes de dafio celular (Nagan y Zoeller, 2001; Brites y col., 2004;
Farooqui y col., 2008).

Salvo excepciones puntuales, ambos segmentos intestinales manifestaron en
los peces DC los niveles mas altos de 16:0 y 18:0 de todas las clases lipidicas
polares, el primero de ellos principalmente en la FC, y el segundo en la FS, asi como
los més reducidos de 18:1(n-9) en FC, FS y FE, de los mas bajos en EPA y valores
medios de DHA. Esta distribucién de acidos grasos da lugar a que para cada clase
fosfolipidica, el ratio insaturados/saturados en ambos segmentos de intestino sea, con
la excepcion del presente en el FI del hematocrito, el mas reducido de todos los

6rganos analizados y hematocrito.

La probable mayor acilacion de los acidos grasos saturados 16 y 18C en las
posiciones sn-1 de las moléculas de fosfoglicerol, especialmente en la FC y FE, las
mas abundantes de las clases lipidicas polares, o la elevada proporcion
colesterol/fosfolipido total encontrada en ambos segmentos, deben conferir al
enterocito un equilibrio entre la fluidez y la rigidez de la membrana, necesario para su
correcto funcionamiento en condiciones ambientales cambiantes (Di Constanzo y col.,
1983; Crockett y Hazel, 1995). La presencia de DMAs en el LT del intestino, aunque
en proporciones inferiores al 1%, es atribuible a la presencia de dos importantes
plexos nerviosos en este tejido. El plexo de Auerbach o plexo mientérico o externo
(entre las capas musculares longitudinal y circular), que controla los movimientos
gastrointestinales y el plexo de Meissner o plexo interno (en la submucosa), que
regula la secrecion gastrointestinal y el flujo sanguineo local (Hill y col., 2006). Por
altimo, podemos afirmar que el perfil de acidos grasos de ambos segmentos

intestinales es muy similar. No obstante, se detectan pequefias modificaciones en el
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nivel de ciertos acidos grasos, considerados clave para conferir a las membranas
celulares sus propiedades fisicas y que podrian explicar, al menos en parte, las
diferencias de funcionalidad encontradas en el eje antero-posterior de los ejemplares
alimentados con la DC. Asi, destacaremos la menor presencia de 16:0 en todos los
fosfolipidos del tramo posterior salvo en la PC, de 18:1(n-9) en la FE, asi como de
18.0 en la FS. Igualmente es relevante el hecho de que el porcentaje de DHA en la FS
y de ARA en el FI fuera mas de dos veces superior en el tramo distal. En conjunto,
estas variaciones de composicion en &cidos grasos del intestino de doradas DC,
dieron lugar a una relacion insaturados/saturados significativamente mas baja en
todas las clases lipidicas del tramo anterior, que al mantenerse constante la
proporcion colesterol/fosfolipido, podria ser responsable, al menos parcialmente, de

las diferencias funcionales encontradas.

En definitiva, de nuestras observaciones parece deducirse que, a nivel lipidico, el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de las membranas celulares
depende de la interaccién de un amplio conjunto de factores. Entre estos factores
podrian incluirse, no soélo la relaciéon insaturados/saturados, o el contenido de
colesterol y del total de fosfolipidos, sino también, la proporcion relativa de cada clase
fosfolipidica, la composicién de acidos grasos especifica de cada una de ellas, en
particular, de 16:0, 18:1(n-9), EPA, DHA y ARA, y el ratio entre familias de acidos

grasos como las series (n-3) y (n-6).

Influencia de la composicién en acidos grasos de la dieta deficiente en

HUFA (DD) sobre la composicion lipidica de los érganos y células sanguineas

Seguidamente se analizan las alteraciones mas destacables producidas por la
deficiencia dietaria de AGE, al sustituir totalmente el AP por una mezcla de AOA y
AVs. Estas alteraciones se ven reflejadas en el patrén lipidico del 6érgano o tejido,
pudiendo comprometer su funcionalidad, afectar al saludable desarrollo de los

juveniles y reducir el efecto beneficioso que el pescado tiene para el consumidor.

La deficiencia dietaria de AGE puede modificar el contenido lipidico de ciertos
tejidos y 6rganos de los peces (Bell y col., 2001; Dépido, 2006; Menoyo y col., 2006;
Benedito-Palos y col., 2008; Peng y col., 2008; Diaz-L6pez y col., 2009). Diversos
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autores han demostrado que la deficiencia de AGE puede dar lugar a alteraciones
metabdlicas y endocrinas relacionadas con el almacenamiento y la oxidacion de los
acidos grasos, que conllevan mayores flujos de estos compuestos desde el tejido
adiposo hacia el higado y masculo (Browning y Horton, 2004; Avramoglu y col., 2006).
En nuestro estudio, no todos los 6rganos resultaron afectados de la misma manera
por la ingestion prolongada de la DD, sino que se generd una alta deposicion grasa en
el higado y en el intestino, que no se manifiestd6 a nivel de la masa muscular, el
hematocrito o el cerebro. Benedito-Palos y col. (2010), también observaron
diferencias en los patrones de conservacion lipidica en 6rganos de doradas
alimentadas con dietas en las que se sustituyo el AP por niveles crecientes de AVs.

Tanto el IHS como el aspecto general del higado, se relacionan con la existencia
de alteraciones metabodlicas como higado graso o estaetosis hepatica, propia de
peces obesos y que puede estar inducida por la deficiencia dietaria de AGE
(Caballero y col., 2004; Piedecausa y col., 2007; Peng y col., 2008; Fountoulaki y col.,
2009). Esta deficiencia dificulta un adecuado empaquetamiento de las lipoproteinas
necesarias para el transporte de los lipidos desde el higado, dando lugar a la
acumulacion de grasa en este tejido (Henderson y Tocher, 1987). La administracion
de AVs en proporciones elevadas en la dieta de peces carnivoros y omnivoros se
suele asociar con este incremento de la deposicion grasa en el higado
(Kalogeropoulos y col., 1992; Rodriguez y col., 1997; Bell y col., 2001; Tocher y col.,
2002; Menoyo Yy col., 2004, 2006; Ruyter y col., 2006; Francis y col., 2007; Benedito-
Palos y col., 2008; Peng y col., 2008), que va ligado con frecuencia al aumento del
IHS (Piedecausa y col., 2007; Peng y col., 2008; Fountoulaki y col., 2009), y a la
formacion de vesiculas de grasa en hepatocitos (Caballero y col., 2002, 2004;
Rodriguez y col., 2002; Benedito-Palos y col., 2008). Un desequilibrio lipidico dietario
como es la deficiencia de HUFA, pudo dificultar igualmente la adecuada sintesis y
transporte de quilomicrones a nivel del enterocito (Leger, 1985), dando lugar a un
incremento lipidico en el intestino, similar al registrado en el higado (51 y 60 %,
respectivamente), y que puede llegar a producir la acumulacién grasa en los
enterocitos y en los espacios intercelulares del epitelio intestinal (Olsen y col., 1999,
2003; Caballero y col., 2003; Sitja-Bobadilla y col., 2005; Do6pido, 2006). Otros

sintomas indicadores de un “tejido graso”, como son la inflamacién, abrasion, blanda
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consistencia y palidez (Castell y col., 1972a; Takeuchi y col., 1983; Deplano y col.
1989, 1991; March, 1993; Rodriguez y col., 2002), se manifestaron tanto en el higado,
como en ambos segmentos intestinales de las doradas DD (Figuras 4.1 y 4.2). No
obstante, el incremento del IHS que suele ir asociado a un higado graso (Piedecausa
y col., 2007; Peng y col., 2008; Fountoulaki y col., 2009), no se registré en nuestro
estudio, tal vez debido a que el fuerte incremento de lipido fue acompafiado de una
disminucion significativa de su contenido hidrico (67,89% en DC y 64,91% en DD), y
por lo tanto, del peso del higado. Esta disminucién de agua asociada al incremento de
grasa también tuvo lugar en el IA (66,67% en DCy 62,39% en DD) y en el IP (72,65%
en DCy 69,55% en DD).

A pesar de los desajustes generados por la dieta en el higado, no resultaron
afectadas sus proporciones relativas del TLP y TLN, ni la de TG. El incremento
homogéneo del LT a lo largo del tracto intestinal de las doradas DD, es similar al
descrito en enterocitos de esta misma especie por DApido (2006), utilizando una dieta
elaborada con aceite de oliva (72% de 18:1(n-9)) como Unico aporte lipidico. Asi, la
deposicién grasa observada por el autor en condiciones de deficiencia dietaria de
HUFA en enterocitos y musculatura subyacente de cada tramo de intestino, ronda
igualmente el 50%. Sin embargo, la respuesta de la distribucién de las clases lipidicas
a la deficiencia de AGE, resulta diferente en el intestino completo y en las células
aisladas. Asi, mientras que en los enterocitos tiene lugar un incremento generalizado
de los TG, al analizar el tejido completo, el IA aumenta su contenido en LP y
disminuye el de TG, mientras que el IP responde de manera inversa. Las diferencias
encontradas se deben probablemente a la metodologia empleada, al utilizar el tejido
completo en nuestro estudio o células aisladas por Dépido (2006). Variaciones en la
distribucion de otras clases lipidicas, como colesterol o FG, entre ambos segmentos
intestinales en respuesta a la deficiencia de AGE evidencian diferencias funcionales a
lo largo del tracto intestinal de peces, como ya ha sido sefialado previamente por
otros autores (Lorenzo y col., 1987b; D6pido y col., 2004; D6pido, 2006).

Los peces que ingirieron la DD, redujeron la presencia de colesterol en el
musculo, probablemente por su menor presencia en la dieta o para responder a la
demanda de otros tejidos a los que el higado no pudo abastecer adecuadamente. En

general, las variaciones en el perfil de &cidos grasos del LT se deben a las
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modificaciones observadas en los TG, si bien, el tejido también refleja en sus
fosfolipidos el alto nivel de 18:2(n-6) y 18:3(n-3) de la DD y trata de mantener los
niveles de ARA, EPA vy, sobre todo DHA, a pesar de que su presencia es
practicamente nula en la DD. Estas variaciones en el perfil de acidos grasos del
musculo afectan indudablemente a su calidad nutricional, de manera que un filete de
estos peces aportaria aproximadamente un 40% menos de DHA y un 55% menos de
EPA por unidad de peso, que uno de los peces DC. Podemos decir entonces, que la
alimentacién con la DD dio lugar a pescado de peor calidad nutricional y menos
beneficioso para la salud, al disminuir el ICP (indice de calidad de los lipidos) e
incrementar el IT (indice de trombogenicidad). Resultados similares han sido
obtenidos por Turchini y col. (2003) al sustituir completamente el AP por aceite de

origen vegetal o de animales terrestres en trucha marrén, Salmo trutta.

El higado de peces alimentados con la DD, mostré un perfil de acidos grasos
totalmente desbalanceado con respecto al de los peces control, no sélo en los TG,
sino también en el total de fosfolipidos, y, por tanto, en el LT, reflejando la importancia
gue los &cidos grasos de la dieta tienen sobre la integridad funcional del principal
centro metabdlico del pez. Es evidente por tanto, la existencia en los peces DD de
una desregulacion metabdlica, relacionada probablemente, con la excesiva
disponibilidad de 18:2(n-6), acido graso poco comun en la dieta de peces marinos
carnivoros, que es masivamente esterificado en fosfolipidos y TG (Caballero y col.,
2004; Menoyo y col., 2004; Ruyter y col., 2006; Francis y col., 2007; Benedito-Palos y
col., 2008). Creemos interesante resaltar que, a pesar de la menor proporcién de 16:0
presente en la DD (18,9%), frente a la DC (24,0%), los niveles de este acido graso en
el TLP y TG de ambos grupos de peces fue similar. Por el contrario, la cantidad de
18:1(n-9) en la DD super6 a la de la DC (27,5% vs. 22,1%), observandose una
acumulacion preferente del monoinsaturado en el TLP de los peces DD, mientras que
en los TG de este grupo, se incrementdé en menor medida con respecto a los valores
de referencia de los peces DC. Estos hechos sugieren que tanto el 16:0 como el
18:1(n-9) estan siendo esterificados mayormente en los fosfolipidos para mantener,
en lo posible, el equilibrio necesario para preservar la integridad estructural y funcional
de la membrana de los hepatocitos, ante la escasa disponibilidad de (n-3) HUFA

como EPA y DHA. En este sentido, los monoinsaturados y saturados se esterifican de
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forma preferente en la posicién sn-1 de la molécula del fosfoglicérido, mientras que
los HUFA compiten con los PUFA por unirse en la posicién sn-2. Por tanto, la alta
disponibilidad del 18:2(n-6) en los peces el grupo DD, disminuye la posibilidad de
esterificar HUFA, por simple competitividad de los sustratos por las enzimas acil-

transferasas implicadas en este proceso.

Diversos estudios en salmén Atlantico y trucha han demostrado que la actividad
de la ruta biosintética de los HUFA se incrementa sustancialmente en los peces en los
gue se sustituye el AP por AVs (Buzzi y col., 1996; Rodriguez y col., 1997; Bell y col.,
2001, 2002; Tocher y col., 2002; Zheng y col., 2004, 2005), probablemente debido a la
reduccion en la supresion de la actividad enzimatica producida por la elevada
presencia de (n-3) HUFA en el AP (Tocher y col.,, 2003). La limitada capacidad
elongasa-desaturasa de los peces carnivoros marinos incluyendo la dorada (Mourente
y Tocher, 1993; Ghioni y col., 1999; Seileiz y col., 2003; Almaida-Pagan y col., 2007;
Diaz-Lopez y col., 2010), se evidencia en nuestro estudio, a pesar de lo cual es
posible detectar en los peces DD, un incremento generalizado en la producciéon de
pequefas cantidades de derivados de cadena mas larga y/o insaturada procedentes
del 18:1(n-9) y de los C18 (n-6) y (n-3) PUFA. Este incremento, que se hace mas
evidente en el higado, se corresponderia con la accién de la A6 desaturasa en la
produccion de 18:2(n-9) y 18:3(n-6), seguidamente elongados a sus respectivos C20,
y de la posterior intervencion de la A5 desaturasa para obtener 20:3(n-9). La ausencia
de derivados de desaturacion del 18:3(n-3), parece contradecir lo descrito en otros
trabajos donde las desaturasas A6 y A5 muestran cierta preferencia por los (n-3)
PUFA (Tocher y Dick, 1990; Sargent y col., 2002), o para mamiferos, donde el orden
de preferencia es: (n-3) > (n-6) > (n-9) (Stubbs y Smith, 1984). En nuestro estudio,
sélo es posible detectar cierta cantidad de 20:3(n-3) derivado por elongacién directa
del &cido linolénico, posiblemente en un intento de compensar la deficiencia dietaria
de (n-3) HUFA. Sin embargo, esta mayor tasa de conversién de los precursores C18
(n-6) y (n-9), frente a los (n-3) ha sido descrita para la dorada (Diaz-Lépez y col.,
2009, 2010) y otras especies (Tocher y col.,, 2006) y podria deberse a la mayor
disponibilidad en la dieta de los &cidos grasos precursores. En definitiva, el
incremento de la actividad desaturasa ante la deficiencia dietaria de AGE, incluyendo

la A9, que inserta una insaturacion en el 4cido graso saturado, es interpretado como
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un intento de regular el indice de insaturacion y por lo tanto, la fluidizacion y correcta
funcionalidad de la membrana, participando de este modo las desaturasas en la
regulacion del orden lipidico de la bicapa (Hagar y Hazel, 1985; Buzzi y col., 1996;
Rodriguez y col., 1997). No olvidemos que una grasa saturada, como el 18:0 presente
abundantemente en el sebo de vaca, es sélida a temperatura ambiente y que un sélo
doble enlace, como en el 18:1(n-9) del aceite de oliva, le convierte en una molécula
altamente fluida. Los sucesivos dobles enlaces afiaden flexibilidad y confieren a los
acidos grasos propiedades Unicas mas relacionadas con su capacidad de ordenacion

y fusion en las membranas.

Los eritrocitos no sintetizan su propio lipido sino que lo obtienen del plasma
circundante (Shohet, 1977). Aunque la ingestion prolongada de una dieta deficiente
en HUFA no dio lugar a una acumulacién grasa en el hematocrito, probablemente
debido a la alta velocidad de regeneracion a la que estan sometidas las células
sanguineas, si se evidencié alteraciones en el perfil de acidos grasos, coincidiendo
con las observaciones de otros autores en peces (Leray y col., 1986; Ashton y col.,
1994; Kiron y col., 1994), y en mamiferos (Hagave y col., 1991). Aunque se aprecia un
intento por mantener invariable la cantidad de (n-3) HUFA en los fosfolipidos de los
peces del grupo DD, se produce una significativa reduccion de los niveles de EPA
(entre 2 y 5 veces) en todas las clases lipidicas polares salvo en el FlI donde
permanecid invariable, y una disminucion del DHA en la FC. Varios investigadores
han postulado la existencia de una correlacion positiva entre la alimentacion de los
peces con dietas ricas en acidos grasos saturados con escaso aporte de (n-3) HUFA,
y la fragilidad en la membrana de los eritrocitos, tanto en salménidos como en
especies carnivoras marinas (Boggio y col., 1985; Salte y col., 1988; Erdal y col.,
1991; Kiron y col., 1994; Klinger y col., 1996; Montero y col., 1998). Esta mayor
fragilidad celular se traduce en mayor susceptibilidad a la lisis celular, lo que podria
poner en peligro los procesos de transporte e intercambio de oxigeno y CO; a los

tejidos en los peces del grupo DD (Montero e Izquierdo, 2001).

Nuestros resultados ponen de manifiesto la sorprendente capacidad del cerebro
para mantener una composicion lipidica estable a pesar de la ingestién prolongada de
una dieta con un fuerte desequilibrio en su composicién en acidos grasos, como la DD

(Ashton y col., 1993; Fernandez Borras, 1993; Mourente y Tocher, 1994; Bell y col.,
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1995b; Benedito-Palos y col., 2010). El mantenimiento de la concentracion de DHA en
el cerebro de los peces que ingirieron la dieta deficiente en HUFA, sugiere que una
amplia variedad de funciones neuronales, incluidas el comportamiento social y
funciones visuales fueron preservadas. El cerebro parece activar potentes
mecanismos homeostaticos dirigidos a preservar el ‘turnover de sus lipidos
estructurales a partir de sus reservas endogenas, hecho que se evidencia con la
disminucion de los TG y el aumento de acidos grasos libres. El Unico acido graso que
experimentd un incremento generalizado en los fosfolipidos del cerebro de este grupo
de peces, fue el 18:2(n-6), como consecuencia del elevado aporte dietario de este
acido graso (27,2%). A pesar del 7% de 18:3(n-3) presente en este pienso, no fue
incorporado en las clases lipidicas polares sino en los TG, demostrando que no es un
buen sustrato para su esterificacion en los fosfolipidos. Al analizar los efectos de la
deficiencia de DHA sobre la visién de los peces, Bell y col. (1995b) observaron que,
dentro de los fosfolipidos, la FE, y especialmente la FS, fueron las mas resistentes a
sufrir variaciones en su composicion. También en nuestro estudio son estas dos
clases lipidicas polares las que presentan menores modificaciones de su perfil de

acidos grasos por la deficiencia dietaria de HUFA.

En ambos segmentos intestinales, la FC fue el fosfolipido mas afectado por los
acidos grasos dietarios. Si tenemos en cuenta que el porcentaje de FC rondé el 42%
del total de los fosfolipidos en ambas secciones de intestino, parece l6gico pensar que
la alteracion en el perfil de sus acidos grasos puede afectar a la integridad funcional
del intestino. Estudios previos realizados por nuestro grupo en enterocitos aislados del
intestino anterior y posterior de dorada, han mostrado que el porcentaje de FC
también represent6 aproximadamente el 42% del TLP (Dépido, 2006). Asimismo,
Diaz-Lopez y col. (2009) concluyeron que el perfil en acidos grasos de enterocitos
aislados de dorada, era profundamente afectado cuando los peces fueron
alimentados durante 4 6 7 meses con una dieta basada en el aceite de Echium como
fuente lipidica, frente a peces alimentados con una dieta elaborada con AP. Los
cambios en el perfil de acidos grasos de las membranas intestinales inducidos por la
dieta han sido bien documentados en salmdénidos (Jobling y Bendiksen, 2003; Olsen y
col., 2003; Bjornsson y col., 2004). Los peces del grupo DD tienden a acumular en los
TG del tracto intestinal altos niveles de 18:1(n-9), 18:2(n-6) y 18:3(n-3), reflejando la
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composicion en acidos grasos de la dieta. A pesar de la minima cantidad de EPA y
DHA presente en la DD, se observa una marcada tendencia a la esterificacion de
ambos acidos grasos, sobre todo del DHA, en los fosfolipidos de ambos segmentos
intestinales, lo que parece reflejar una mayor afinidad por estos dos acidos grasos de
las acilasas y transacilasas que esterifican acidos grasos en las moléculas de
fosfoglicéridos (Caballero y col.,, 2003). Nuestros resultados sefalan que los
saturados de 16 y 18C, son preferentemente utilizados en la conservacién de la
estructura fosfolipidica de la membrana de las células intestinales, incluso en
condiciones de deficiencia de AGE. Olsen y col. (2000) apuntan que acidos grasos
como el 16:0, principal componente de la FC, son requeridos para mantener la
sintesis de FC en las células intestinales y por lo tanto, una alta sintesis de
lipoproteinas, evitando la acumulacion en los enterocitos de los lipidos absorbidos.
Salvo el FI, cuya funcion parece estar mas relacionada con la produccion de
eicosanoides y otras moléculas que intervienen en la sefializacion celular, el resto de
clases lipidicas del intestino de peces DD, present6 una retencion preferencial de los
HUFA y la incorporacion de elevadas cantidades de 18:2(n-6) y 18:1(n-9). De hecho,
la relacion insaturados/saturados fue notablemente mas alta que en el grupo control,
posiblemente alterando las propiedades fisicas de las membranas de los enterocitos.
En definitiva, la ingestibn de una dieta deficiente en HUFA durante un periodo
prolongado, ha podido deteriorar la sintesis de lipoproteinas en ambos segmentos
intestinales dando lugar a la acumulacién de gotas lipidicas en los enterocitos, que se
traduce en un dafio en el epitelio intestinal (Olsen y col., 1999, 2000), pudiendo
repercutir negativamente sobre los procesos de absorcién y transporte que tienen

lugar a su través.

Los lipidos ingeridos en la dieta, deben ser hidrolizados y sus productos
absorbidos. Una vez en el interior de la célula intestinal, los &cidos grasos se
reesterifican para formar nuevas grasas neutras, nuevos ésteres de colesterol,
fosfolipidos y otras moléculas lipidicas, que son ensambladas en quilomicrones. Los
quilomicrones son liberados al sistema linfatico y, finalmente, via sanguinea, llegan a
los diferentes tejidos y 6rganos para ser aprovechados. Caballero y col. (2003),
observaron por microscopia electrénica, espacios intercelulares distendidos,

ocupados por lipidos, en la zona basal del epitelio intestinal de doradas alimentadas
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con una dieta en la que se habia sustituido un 60% del AP con aceite de soja,
reflejando una capacidad de transito dafiada a través de la lamina propia, debido a
una sintesis elevada de VLDL. La presencia de VLDL la relacionan estos autores con
la posible mayor tasa de reacilacién del 18:2(n-6) en comparacion con otros acidos
grasos C18, interfiriendo en el correcto ensamblaje de las lipoproteinas y afectando al

transporte lipidico y la correcta esterificacion en TG y LP.

El tracto gastrointestinal de peces desempefia un papel esencial en el
mantenimiento del balance iénico y de agua, asi como en la provision de nutrientes,
mediante la digestion de los alimentos, absorcion de nutrientes y eliminacion de
materias no digeribles. Las investigaciones llevadas a cabo en el epitelio intestinal de
vertebrados, incluyendo peces, se han realizado tanto en enterocitos aislados (Pérez
y col., 1999; Tocher y col., 2002; Fonseca-Madrigal y col., 2006; Mourente y col.,
2005b; Do6pido, 2006), como en vesiculas de membrana (Storelli y col., 1986; Maffia y
col., 1996; Sala-Rabanal y col., 2004) o en el tejido completo (Lorenzo y col., 1987b;
Diaz y Lorenzo, 1992; Cozzi, 1993; Diaz y col., 1994; Jutfelt y col., 2007; Trischitta y
col., 2007; Geurden y col., 2009). Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en
estas investigaciones con tejido intestinal intacto es la camara de Ussing que permite
mantener la polaridad del epitelio e imitar condiciones semejantes a las que tienen

lugar in vivo.

En nuestro estudio, las variaciones anteriormente mencionadas en la
composicion lipidica de los segmentos proximal y distal del intestino de peces
alimentados con la DC, parecen indicar posibles diferencias funcionales a lo largo del
eje antero-posterior del intestino. La bateria de ensayos desarrollada en la presente
memoria de investigacion, encaminada a evaluar las caracteristicas eléctricas y de
absorcion de electrolitos y nutrientes a lo largo del eje antero-posterior del intestino,
pretende corroborar si estas diferencias en el perfil lipidico tienen influencia sobre los
procesos fisiol6gicos que se desarrollan en el tracto intestinal, ademéas de conocer los
posibles efectos que la composiciéon en &cidos grasos de la dieta puede tener sobre

estos procesos en juveniles de dorada.

Bajo nuestras condiciones experimentales, los parametros eléctricos medidos en

el tejido intestinal de los peces que fueron alimentados con la DC, no variaron
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significativamente. Ambos segmentos intestinales presentaron una DP transepitelial,
cercana a cero, y una Icc que oscilé, como valores mas habituales, en el rango de 10
a 12 pAlcm?, siendo el lado serosal eléctricamente positivo respecto al mucosal.
Tanto la positividad del lado serosal del epitelio, como los valores de DP e Icc
obtenidos para el segmento anterior del intestino, coinciden con estudios realizados
anteriormente en ejemplares de esta misma especie de entre 50 y 100 g de peso
medio (Lorenzo y col., 1987b, 1989; Cozzi, 1993). Sin embargo, a diferencia de
nuestro estudio, la DP e Icc observada por estos autores vari6 entre tramos
intestinales, siendo menores en el intestino posterior que en el anterior. Aunque la
explicacion para estas diferencias estd poco clara, puede que la eleccién de los
tramos intestinales no coincida en ambos trabajos, o que la diferencia de peso, y por

tanto de edad de los ejemplares, haya tenido cierta influencia.

En condiciones de cortocircuito, la conductancia ionica del epitelio puede ser
parcialmente atribuida a la permeabilidad de las vias paracelulares a la difusiéon
pasiva de electrolitos. Los bajos valores de resistencia tisular obtenidos en ambos
segmentos del tracto intestinal de juveniles alimentados con la dieta control, indican
que son epitelios altamente permeables o ‘leaky’, segun la clasificacién de Fromter y
Diamond (1972). Esta alta permeabilidad epitelial ha sido descrita previamente para
otros teledsteos marinos (Ando, 1975; Field y col., 1978; 1993; Evans, 1980; Marshall
y Grosell, 2005). En concordancia a lo observado para esta misma especie por
Lorenzo y col. (1987b), la conductividad tisular fue mayor en el tramo posterior del
intestino que en el tramo anterior, lo que explica que ambos flujos unidireccionales de

cloruro y de sodio alcanzaran valores mas altos en la porcién distal.

Los epitelios ‘leaky’, son incapaces de mantener altas DP transepitelial que
actien como fuerzas conductoras de los movimientos de nutrientes y electrolitos a su
través, pero pueden absorber iones y agua mediante mecanismos especificos en los
que practicamente la totalidad de la absorcion de agua esta ligada a la absorcién de
electrolitos (Evans, 1980; Grosell y col., 1999, 2001, 2005; Grosell y Taylor, 2007).
Teniendo en cuenta las condiciones en las que se realizaron las medidas de los
parametros bioeléctricos y de los flujos unidireccionales a lo largo del presente
trabajo, sin gradientes eléctricos ni gradientes de concentracion, al ser idénticas las

soluciones a ambos lados del intestino, es obvio pensar que cualquier proceso de
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transporte que tuviera lugar en ausencia de dichos gradientes electroquimicos seria
necesariamente activo. La presencia de una DP ligeramente serosa positiva en
ambos segmentos intestinales, nos revela la existencia de un transporte activo neto
de cationes hacia la serosa 0, por el contrario, una secrecién neta de aniones que den
cuenta de las diferencias de potencial observadas. Similarmente a lo descrito por
Grosell (2006) en otros teledsteos marinos, nuestros resultados indican una absorcion
neta de cloruro mayor que la de sodio en ambos segmentos intestinales. Sin
embargo, una absorcion neta de cloruro superior a una absorcion neta de sodio
implicaria que el lado serosal fuera negativo respecto del lado mucosal. En varias
especies de teleosteos marinos, la DP muestra valores préximos a cero o serosa
negativa (Ando y col., 1975; Field y col., 1978; Frizzell y col., 1979; Badia y Lorenzo,
1982; Bolafios y Lorenzo, 1984; Trischita y col., 1992, 2007). Segun el modelo de
transporte ionico en el epitelio intestinal de teledsteos marinos propuesto por Grosell
(2006) y por Grosell y Genz (2006), la concentracion de protones a ambos lados del
tejido, la absorcion de otros electrolitos como el potasio, asi como la secrecion de
bicarbonato, no medidos en el presente estudio, podrian dar lugar a la positividad
observada de la DP. Por otro lado, si tenemos en cuenta que en nuestros ensayos, la
solucion Ringer que bafiaba ambos lados del intestino contenia 1 mM de glucosa, no
siempre presente en el lado mucosal de esos trabajos citados, el transporte activo de

la misma ligada al sodio, también pudo contribuir a la positividad del lado serosal.

Efectos de la dieta deficiente en HUFA sobre los parametros bioeléctricos y

flujos iénicos y de nutrientes, a través del tracto intestinal

Las membranas de los enterocitos estan constituidas principalmente por
fosfolipidos ricos en determinados &cidos grasos, por lo que su composicion,
estructura y estado fisico-quimico son de vital importancia en los procesos absortivos.
Los mecanismos que intervienen en el transporte transcelular de sustancias implican
diversas enzimas de membrana. La fluidez y el grado de ordenacién de la membrana
y, por tanto, la funcién de las enzimas ligadas a la misma, puede resultar afectada por
las modificaciones en el perfil de acidos grasos de los fosfolipidos, inducidas por la
alimentacién con una dieta vegetal (Bell y col., 1986; Montero y col., 2003; Mourente y

col., 2005b), cuyo perfil de acidos grasos difiere sustancialmente del de las dietas
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formuladas con aceites de origen marino. Jutfelt y col. (2007) apuntan un efecto
adverso de la dieta compuesta por AVs en las funciones de transporte transepitelial
de nutrientes en el salmoén Atlantico, probablemente debido a una disminucion de la
relacion EPA/ARA de los lipidos polares de la membrana, que pudieron alterar la

fluidez de la misma, y, por tanto, la funcién de barrera del epitelio.

Aungue no conocemos estudios que relacionen la influencia de la composicién en
acidos grasos de la dieta sobre el transporte de electrolitos a través del tracto
intestinal de peces, si existen ciertas observaciones experimentales que han puesto
de manifiesto que los acidos grasos insaturados de cadena larga, entre ellos el ARA,
pueden inhibir la absorcién neta de CI” a través de membranas epiteliales de origen
diverso (Anderson y Welsh, 1990; Hwang y col., 1990; De Giorgi y col., 1992) y que el
DHA, y en menor medida el EPA, disminuyen la absorcion neta de sodio y agua,
potenciando la secrecion de potasio en el colon de rata (Loeschke y col., 1991).
Igualmente tenemos constancia de ciertas investigaciones que han abordado el efecto
de los acidos grasos de la dieta sobre el transporte de nutrientes, entre ellos, los
acidos grasos. En mamiferos, cambios en la absorcién de éstos compuestos lipidicos
han sido atribuidos a alteraciones en el perfil de 4cidos grasos de la membrana apical
del enterocito, que es altamente influenciada por los acidos grasos dietarios
(Thomson y col., 1987, 1989). Estudios recientes llevados a cabo en el intestino de
trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss, mostraron que cuando los peces fueron
alimentados con una dieta en la que la fuente de lipido consistié exclusivamente en
aceite de linaza, se incrementaba la digestibilidad de las grasas y la absorcion de 16:0
y 18:3(n-3) (Geurden y col., 2009). Segun estos autores, la presencia de altas
cantidades de C18 (n-3) PUFA en esa dieta, pudo modificar la fluidez u otras
propiedades fisico-quimicas de la membrana apical del enterocito, en comparacion
con la dieta basada en AP, o la mas rica en MUFA, formulada con aceite de colza.
Estas modificaciones podrian facilitar la difusion pasiva de los acidos grasos o

incrementar la funcionalidad de los transportadores de membrana.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la composicion lipidica de la dieta
ingerida por los peces no parecid alterar significativamente los parametros
bioeléctricos registrados a través del segmento anterior del intestino. Como se

menciond anteriormente, la conductancia idnica epitelial depende, al menos en parte,
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de la permeabilidad existente a través de los espacios intercelulares. Nuestros
resultados parecen indicar que la deficiencia en AGE de la dieta, no afecta a la
permeabilidad paracelular de la seccién proximal del intestino, pero si a los flujos
netos de cloruro y sodio, que se anulan, debido exclusivamente a una disminucién
significativa de los flujos unidireccionales en sentido mucosa-serosa de ambos iones.
Si tenemos en cuenta que la Unica diferencia entre las dietas experimentales fue su
composicion en acidos grasos, se sugiere que éstos actuaron de forma directa o
indirecta sobre la membrana apical del enterocito, reduciendo la entrada de cloruro y
sodio al interior celular. El hecho de que ni la conductancia tisular, ni los flujos
unidireccionales hacia la luz intestinal se vieran afectados, corrobora la hipotesis de
gue la permeabilidad paracelular no sufriera cambios en este segmento intestinal

debido a los acidos grasos dietarios.

Al analizar los parametros bioeléctricos y flujos unidireccionales y netos en el
intestino posterior de los peces que ingirieron la DD, se observa que tanto la lIcc,
como la Gt resultaron incrementados con respecto a los que tomaron la DC. El
incremento en la Gt se refleja en una tendencia, no siempre significativa, a aumentar
los flujos unidireccionales de cloruro y de sodio en ambos sentidos, dando lugar a la
anulacion de la absorcion neta de ambos electrolitos. Estos resultados indican
claramente que en la porcién distal del intestino, y a diferencia de la porcién proximal,
la deficiencia dietaria de AGE, incrementé la permeabilidad paracelular del epitelio. Un
incremento de la permeabilidad transepitelial también fue observado en el intestino de
truchas alimentadas con una dieta elaborada con aceites vegetales (Geurden y col.,
2009) y en el de Salmén atlantico (Bjornsson y col., 2004; Jutfelt y col., 2007),
sugiriendo que las dietas que contienen AVs pueden dafar la barrera intestinal. De
manera similar a lo establecido en nuestro estudio, Jutfelt y col. (2007), sefialan una
mayor sensibilidad del intestino posterior del salmén Atlantico, a los cambios en el

perfil de &cidos grasos de una dieta elaborada exclusivamente con aceite de girasol.

Teniendo en cuenta las diversas funciones que pueden ejercer los acidos grasos,
se podrian proponer varias hipotesis para explicar como su presencia en el alimento
modula el transporte de electrolitos y la Gt en el epitelio intestinal de dorada. Una de
estas hipétesis podria estar relacionada con la incorporacién de los acidos grasos

dietarios a los fosfolipidos de las membranas de los enterocitos, modificando el perfil
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lipidico de las mismas. Es bien conocido que la mucosa intestinal tiene un rapido
‘turnover’ celular, de manera que los cambios dietarios de acidos grasos se
manifiestan rapidamente en el tejido (Pérez y col., 1999; Olsen y col., 2003). Los
acidos grasos que se unen a los fosfolipidos de la membrana apical o basolateral del
enterocito, pueden alterar las propiedades fisico-quimicas de dichas membranas,
dando lugar a una disminucion en la funcionalidad de los transportadores situados en
la membrana apical, como por ejemplo el Na"K"2ClI" y el COs;H/CI, o del
transportador Na'/H"* situado en la membrana basolateral. Asimismo, la actividad de
ciertas enzimas asociadas al transporte de electrolitos, como la ATPasa Na'/K*
también puede verse afectada (Almansa y col., 2003).

Otra teoria se basaria en que el incremento en la permeabilidad tisular pudiera
ser causado por el dafio producido en el tejido debido a una acumulacién lipidica.
Estudios realizados en dorada (Caballero y col., 2003) y en otros teledsteos (Olsen y
col., 1999, 2000; Caballero y col., 2002) han mostrado acumulacion de vesiculas
lipidicas en los enterocitos y de VLDL en los espacios intercelulares del epitelio
intestinal de los peces alimentados con dietas vegetales. Esta acumulacion de grasa
puede causar rotura celular o distender el epitelio, comprometiendo su integridad
funcional (Deplano y col., 1989, 1991; Olsen y col., 1999; Caballero y col., 2003;
Bjornsson y col., 2004; Jutfelt, 2006).

Finalmente, los acidos grasos podrian incrementar la permeabilidad paracelular
directamente a través de la regulacion de la expresion génica, interaccionando con
receptores nucleares proliferadores de peroxisomas (PPARS), que intervienen en el
transporte, biosinteisis, deposiciébn y almacenaje, asi como en la oxidacion y
metabolismo de los acidos grasos (Smith, 2002), o indirectamente, a través de
eicosanoides, sustancias biolégicamente activas capaces de regular la produccion de
AMPc.

Sustancias como la teofilina o la forskolina son particularmente utiles para el
estudio del transporte de electrolitos a través del epitelio intestinal de vertebrados
(Reymann y col., 1985; Donowitz y Welsh, 1986; Lorenzo y col., 1987a), incluyendo
peces (Porthe-Nibelle y Lahlou, 1978; Field y col., 1978, 1980; Rao y col., 1984;

Kiliaan y col., 1996; Trischitta y col., 1996). Ambos productos incrementan los niveles
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de AMPc intracelular, la teofilina, inhibiendo la fosfodiesterasa, que degrada el AMPc
a 5-AMPc, y la forskolina, activando la adenilatociclasa, enzima localizada en la
membrana celular, que se encarga de su produccién a partir de ATP. El AMPc actia
sobre el transporte transepitelial de iones en el intestino, generando un efecto
antiabsortivo sobre el NaCl (Field y col., 1980; Smith, 1983), bien debido a la
reduccion de la actividad de los transportadores localizados en la membrana apical

del enterocito, bien por un aumento de la conductancia tisular al CI'.

En nuestro estudio, la adicion de teofilina o forskolina al medio de incubacion,
mostré efectos similares sobre los parametros eléctricos y flujos unidireccionales de
cloruro y sodio a través del epitelio gastrointestinal de los juveniles de dorada, por lo
qgue los resultados obtenidos se discutirdn de manera unificada para ambas

sustancias.

En el intestino anterior de peces que fueron alimentados con la DC, la anulacion
de la absorcién neta observada tras adicionar una de las sustancias, parece deberse
a una actuacion tanto a nivel de transportadores de membrana, dando lugar a una
reduccion significativa del flujo hacia el lado serosal del tejido, como sobre la
permeabilidad paracelular, incrementando el flujo de serosa a mucosa, aunque ésta
tltima modificacién no se vio reflejada en un incremento de la Gt, posiblemente
debido a la disminucién simultanea del flujo transcelular en sentido mucosa a serosa.
Sin embargo, en el intestino posterior de estos mismos peces, el mecanismo de
actuacién parece centrarse mayoritariamente sobre las uniones paracelulares,
incrementando la conductancia total del epitelio, lo que conlleva un incremento
significativo de los flujos ibnicos en ambas direcciones y la anulacion de la absorcion
neta. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores en el pez
plano, Pseudopleuronectes americanus, (Field y col., 1980; Rao y col., 1984), y a
diferencia de lo que ocurre en el intestino de mamiferos, no se produce secrecién neta
de CI debido, probablemente, a la ausencia de células cripta en el epitelio de peces
(Field y col., 1980).

Cuando los ejemplares fueron alimentados con la dieta que carecia de AP, los
efectos causados por la adicion de las sustancias variaron con respecto a los

observados en los que ingirieron la DC. Asi, en el segmento anterior se produjo un
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incremento de la Gt que refleja un aumento en la permeabilidad iénica del tejido, lo
gue se vio reflejado en flujos unidireccionales mas altos en ambas direcciones,
aungue el flujo neto nulo existente antes de la adicién no resultara modificado. La
ausencia de efecto sobre los transportadores de membrana en los peces que
recibieron este tratamiento dietario, sugiere la posible afeccién previa de los mismos
por la ingestion prolongada de una dieta deficiente en AGE, lo que parece confirmarse
en la ausencia de absorcion neta del i6n cloruro cuando el tejido era incubado en
condiciones estandar. La alta conductancia tisular y los elevados flujos
unidireccionales generados en la seccion posterior del intestino por la deficiencia
dietaria de HUFA, dej6 sin efecto evidente la adicién de teofilina o forskolina al medio

de incubacion.

Sefiales extracelulares como hormonas, neurotransmisores y factores de
crecimiento, controlan sus efectos fisiolégicos en las células mediante la union a
receptores especificos de membrana que activan una cascada de sefiales en el
interior celular. Las respuestas a estas sefiales extracelulares son mediadas a través
de segundos mensajeros, capaces de transmitir intracelularmente los efectos
biolégicos de compuestos que no pueden entrar en la célula. EIl AMPc es uno de los
segundos mensajeros mas utilizados en el estudio de los sistemas de transmision
transmembranal. Las medidas del AMPc intracelular en los tejidos pueden ayudar a

comprender la fisiologia de multiples estados patol6gicos.

El incremento de la produccién de AMPc intracelular registrado tras la incubacion
con teofilina o forskolina, sugiere que la mayor permeabilidad paracelular y la
anulacion del flujo neto de cloruro debido al incremento del flujo en sentido serosa-
mucosa, observado en ambos segmentos intestinales de peces alimentados con la
DC, fue mediado por este segundo mensajero (Field y col., 1980; Smith, 1983).
Similarmente, también parece ser mediado por el AMPc, el aumento de la
conductancia paracelular en el intestino anterior de los juveniles que tomaron la DD
tras la adicion de las sustancias. Sin embargo, en el intestino posterior de estos
mismos peces, los compuestos no elevaron la conductancia tisular, probablemente
debido a la alta permeabilidad ya existente en el tejido. Teniendo en cuenta que en
este segmento intestinal, la adicién de teofilina y forskolina dio lugar a un incremento

en la produccion del AMPc intracelular del mismo orden que en el resto de ensayos,
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podemos sugerir que la accion de la teofilina o de la forskolina no es sinérgica con el

efecto previo producido por los &cidos grasos de la dieta.

El intestino de peces carnivoros como la dorada presenta limitada capacidad para
digerir carbohidratos de elevado peso molecular. En teledsteos, de manera similar a lo
descrito para mamiferos hace décadas (Schultz y Zalusky, 1964b; Crane, 1965,
1967), la absorcion intestinal de azlcares es mediada por un cotransportador
dependiente de sodio, situado en la membrana apical del enterocito. Este proceso de
simporte, utiliza el gradiente electroquimico transepitelial para el sodio, generado por
la ATPasa Na'-K* de la membrana basolateral, para energizar la transferencia de la
hexosa en contra de un gradiente considerable de concentracion. El paso desde el
interior celular hacia el torrente sanguineo tiene lugar por difusién facilitada a través

de la membrana basolateral.

Diversos autores han demostrado la existencia de un gradiente absortivo
decreciente a lo largo del eje antero-posterior del intestino de peces para diversos
nutrientes, como por ejemplo lipidos (Lie y col., 1987; Denstadli y col., 2004; Jutfelt y
col.,, 2007), aminoacidos (Bakke-McKellep y col., 2000; Jutfelt y col., 2007) y
carbohidratos (Ahearn y col., 1992; Bakke-McKellep y col., 2000; Sala-Rabanal y col.,
2004). La escasa bibliografia disponible aporta resultados contradictorios sobre la
diferenciacién por segmentos de las tasas de absorcion intestinal de glucosa en la
dorada (Lorenzo y col., 1987b; Sala-Rabanal y col., 2004).

Nuestros resultados indican que la fraccion distal del tracto intestinal de la dorada
mostrd una tasa de absorcion neta de glucosa, mientras que en la fraccion proximal
fue nula. Esta diferenciacion zonal coincide con la observada por Lorenzo y col.
(1987b), aunque difiere de la postulada por Sala-Rabanal y col. (2004). Las
diferencias encontradas podrian ser debidas a las distintas técnicas experimentales
utilizadas, ya que estos autores trabajan con vesiculas de membrana en borde de
cepillo, en lugar de con el tejido intacto como es nuestro caso. El uso de vesiculas de
membrana permite eliminar la capa de mucopolisacéarido adherida al lado mucosal del
epitelio (‘unstirred layer’) y préoxima a la membrana transportadora, dando lugar a
diferencias con otros métodos de trabajo como sacos intestinales o segmentos de

tejido montados en cdmaras de determinacion de flujos (Ferraris y Ahearn, 1984). Por
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otro lado, el criterio de eleccion de los segmentos ha sido diferente en ambos
trabajos, ya que en nuestro estudio, el segmento anterior de intestino se seleccioné
justo a partir de los ciegos piléricos. Pudiera ser que in vivo, la digestion de los
carbohidratos no se hubiera completado aldn en esta primera seccién del intestino
proximal, por lo que la disponibilidad de glucosa seria baja, no siendo necesaria una

relevante absorcién activa del azUcar.

Como cabia esperar, la floricina no mostré efecto alguno sobre la seccion
proximal del intestino, donde no se habia detectado transporte neto de glucosa. Sin
embargo, redujo la absorcion neta de glucosa observada en el segmento posterior del
intestino de los peces que fueron alimentados con la DC, al disminuir
significativamente el flujo en direccion mucosa-serosa, no afectando al movimiento en
sentido contrario. Se puede concluir por tanto, que la absorcidon neta de glucosa en la
seccion distal del intestino de juveniles de dorada es activa, y tiene lugar a través del

transportador dependiente de Na® localizado en la membrana apical del enterocito.

En el intestino posterior de los peces que fueron alimentados con la DD no se
observd absorcion neta del azlcar, ni accidon alguna de la floricina sobre el
movimiento unidireccional hacia el lado serosal del tejido, lo que demuestra la
afeccion de la deficiencia dietaria de AGE sobre la absorcion de glucosa en el tracto

intestinal de teledsteos marinos.

En resumen, los resultados obtenidos del analisis de la composicion lipidica y de
los ensayos sobre caracteristicas eléctricas y de transporte de diversos electrolitos y
nutrientes en el intestino de juveniles de dorada, indican que la alimentacién de los
ejemplares durante 4 meses con una dieta formulada sin AP (DD) parece

comprometer seriamente la integridad funcional del epitelio intestinal.

No resulta extrafio pensar que el conjunto de alteraciones atribuidas a la
deficiencia dietaria de AGE que han sido descritas a lo largo de la presente memoria,
pudieran generar a su vez, modificaciones en la composicion bioquimica del medio
interno de los peces. La evaluacion de los parametros plasmaticos es una
herramienta comunmente utilizada para monitorizar la condicion fisiologica y el estado

de salud de los animales. En peces, la bioquimica sanguinea puede verse afectada

172



Discusion

no sélo por la metodologia empleada en la obtencién y procesado de las muestras,
sino también por otros diversos factores, entre los que cabe destacar los ambientales
(temperatura, fotoperiodo, salinidad, densidad de cultivo), fisiolégicos (edad de los
ejemplares, estado reproductivo, nutricién), sociales (jerarquia social) o, incluso, la
estacionalidad de los muestreos (Hrubec y col., 2001; Chen y col., 2003; De Pedro y
col., 2005; Polakof y col., 2007; Coz-Rakovac y col., 2008). No obstante lo anterior,
los resultados obtenidos en nuestro estudio para ambos grupos experimentales son
similares a los citados previamente para dorada en concentracion plasméatica de
proteina total (Montero y col., 1998; Laiz-Carrién y col., 2002, 2005; Coz-Rakovac y
col., 2008, 2009; Diaz Lépez y col., 2009) y electrolitos (Laiz-Carrién y col., 2002;
Yildiz, 2009), y estan dentro de los rangos mas habituales citados para otras especies
(Tocher y col., 2000; Martinez-Alvarez y col., 2002; Chen y col., 2003; Coz-Rakovac y
col., 2005, 2008; Lee y Cho, 2009; Yildiz, 2009).

Por el contrario, tanto el colesterol como los triglicéridos plasméticos mostraron
niveles significativamente mas altos en los juveniles a los que se suministré la DC,
ajustandose mejor los valores obtenidos en los peces que fueron alimentados con la
dieta que contenia AVs (DD) a los referidos en la bibliografia para esta especie (Laiz-
Carrién y col., 2002, 2005; Coz-Rakovac y col., 2008, 2009; Diaz-Lépez y col., 2009).
La elevada concentracion de 16:0 en la DC debida a la inclusién de AOA y AP, podria
haber potenciado la exportacion de lipido desde el hepatocito, promoviendo por tanto
la sintesis y el transporte sanguineo de TG hacia los tejidos (Stubhaug y col., 2005b).
De igual forma, la mayor proporcion de colesterol en la DC, aunque sin llegar a ser
significativa, asi como la presencia de ésteres de colesterol en el AP incluido su
formulacion, podrian haber contribuido a incrementar el nivel plasmatico de colesterol

en los peces de este grupo experimental.

El efecto reductor que la ingestion de dietas formuladas con AVs tiene sobre el
nivel de lipidos plasmaticos en peces ha sido sefialado anteriormente en diversas
especies tanto para el colesterol (Parpoura y Alexis, 2001; Richard y col., 2006a,b;
Peng y col., 2008; Babalola y col., 2009; Ferreira y col., 2011), como para los TG
(Torstenesen y col.,, 2000; Menoyo y col., 2006). Sin embargo, sustituciones
moderadas del AP o la utilizacién de AVs con perfil de acidos grasos equilibrados,

mantienen los niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos estables con respecto a
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los valores obtenidos en dietas formuladas exclusivamente con AP (Lee y col., 2003;
Figueiredo-Silva y col., 2005; Diaz-Lépez y col., 2009). La reduccién de los contenidos
grasos plasmaticos ante la supresion del aporte dietario de AP observada en nuestro
estudio podria ser debida a la deficiencia de HUFA generada por la alimentacion con
la DD. Por un lado, el higado, principal 6rgano encargado de la lipogénesis y
oxidacion de los lipidos, parece haber sido afectado por la inclusién en la dieta de
niveles insuficientes de AGE, por lo que los procesos metabdlicos involucrados en la
produccion de lipoproteinas encargadas de movilizar via sanguinea los lipidos desde
el higado, se ven dificultados (Fukuzawa y col., 1970, 1971; Castell y col., 1972a,b).
Igualmente, la afeccién ocasionada por la deficiencia dietaria de AGE en el tracto
intestinal de los peces DD, especialmente en el tramo distal, puede haber dado lugar
a una menor tasa de absorcion lipidica o a una dificultad en su movilizacion desde los

enterocitos (Stubhaug y col., 2005b).

Debemos destacar también la disminucién de los niveles de cloruro en los peces
gue ingirieron la DD con respecto al grupo control. El incremento en la permeabilidad
tisular encontrada en el segmento posterior del intestino de estos peces, pudiera
haber habilitado al cloruro a retornar al lumen intestinal en mayor proporcién de lo

habitual, reduciendo su entrada neta al medio interno.

En definitiva, nuestros resultados indican que la deficiencia dietaria de HUFA
afectd a diversos parametros plasmaticos relacionados con el metabolismo general de

la dorada, sugiriendo que el estado de salud del pez probablemente no sea 6ptimo.

Finalmente, dentro del contexto de la busqueda de fuentes lipidicas alternativas al
AP en dietas para acuicultura, es importante tener en cuenta que,
independientemente del origen del lipido, la aparicién de deficiencias de AGE es
improbable, si se mantiene en la formulacion una cantidad minima de harina de
pescado. La harina de pescado contiene entre un 8 y un 15% de grasa residual, que
habitualmente presenta entre un 20 y un 35% de (n-3) HUFA (Bimbo, 2000). Por
tanto, la inclusién de 300 g/kg de harina de pescado en la formulacion dietaria, provee
entre un 0,5 y un 1% de (n-3) HUFA, con lo que los requerimientos para éstos AGE de
la mayoria de las especies marinas que se cultivan quedarian cubiertos. No obstante,

si la fuente lipidica sustitutiva del AP aporta cantidades bajas de AGE a la dieta, a la
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vez que se elimina o se reduce de forma sustancial la presencia de harina de
pescado, el riesgo de deficiencia en AGE es evidente, y seria necesaria la inclusiéon

en la formulacién de alguna fuente extra de HUFA.
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1. La DC, de bajo contenido lipidico, formulada con una mezcla de aceite de
pescado y aceite de origen animal en proporciones 35 y 65%, respectivamente, y 530
g:=/kg de harina de pescado como fuente proteica, es bien aceptada por los juveniles
de dorada, satisface sus necesidades en acidos grasos esenciales, y proporciona
tasas de crecimiento y supervivencia elevadas, equiparables a dietas de mayor

contenido graso y donde el aceite de pescado constituye la tnica fuente lipidica.

2. Frente a otras dietas experimentales y comerciales, la DC contribuye a
mantener niveles saludables de grasa corporal, equilibrada en sus proporciones de
clases lipidicas y acidos grasos, a pesar de haberse sustituido buena parte de los

AGE del AP, por acidos grasos saturados y monoinsaturados.

3. Una racién de 200 g de peso, libre de espinas y piel, de dorada alimentada con
la DC, aporta aproximadamente 400 mg de DHA y 200 mg de EPA, cubriendo
holgadamente las recomendaciones de ingesta diaria de EPA+DHA de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria, de cara a mantener una buena salud

cardiovascular.

4. La DC, parece no afectar a la actividad eléctrica ni al transporte de electrolitos
y nutrientes a través del intestino ya que los valores obtenidos son similares a
aqguellos observados en estudios previos donde los peces fueron alimentados con una

dieta formulada Unicamente con AP.

5. La administracion de una dieta deficiente en HUFA afecta de diferente manera
a la composicion lipidica y de acidos grasos de los diferentes 6rganos del pez, siendo
el cerebro el 6rgano que menos alteré6 su composicion, mientras que el intestino y el
higado resultaron los méas afectados. Se observa una conservacion preferencial del
perfil de acidos grasos de los lipidos polares sobre los neutros en todos los 6rganos
estudiados, lo que sugiere la existencia de mecanismos homeostaticos que
intervienen sobre los fosfolipidos de las membranas celulares, destinados a preservar

su funcionalidad.

6. La deficiencia dietaria de acidos grasos esenciales produce la anulacion de los

flujos netos de cloruro y sodio en ambos segmentos intestinales, afectando de forma
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diferente las propiedades eléctricas y de transporte a través del intestino. Mientras
gue en el tramo anterior parece incidir principalmente sobre los transportadores de
membrana de borde en cepillo, en el posterior se afecta en mayor medida la

conductancia tisular.

7. La absorcion de glucosa ligada al Na* evidencia la heterogeneidad préximo-
distal del intestino de la dorada, presentando un componente activo en el segmento
posterior que no se observa en el segmento anterior. En condiciones de deficiencia
dietaria de AGE la absorcién neta de glucosa se vio anulada posiblemente por el

incremento de la conductancia tisular.

8. La ingestion prolongada de una dieta deficiente en HUFA altera la composicién
bioquimica del medio interno de manera concordante con las afecciones observadas
en intestino e higado, principales 6rganos implicados en la absorcion, metabolismo y
transporte de los nutrientes, lo que sugiere que el estado general de salud y bienestar

de los peces no es el adecuado.

9. El mantenimiento de las propiedades fisicas e integridad estructural y funcional
de las membranas depende de la compleja interaccion de un conjunto de factores,
entre los que cabe destacar la relacion colesterol/fosfolipido, la proporcion relativa de
cada fosfolipido y de sus acidos grasos, en particular 16:0, 18:1(n-9), EPA, DHA y
ARA, asi como las relaciones que existen entre el conjunto de acidos grasos (n-3)/(n-

6), o insaturados/saturados.
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