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Resumen

La anguila europea (Anguilla anguilla), se encuentra fuera de sus limites bioldgicos de
seguridad. Es una especie que realiza una migracion catadroma y de la que se tiene muy poca
informacion bioldgica. Se estan llevando a cabo importantes proyectos en el ambito de la
acuicultura, para cerrar su ciclo en cautividad con fines de repoblacion y para minimizar la
actividad extractiva en su medio natural. Con el fin de aportar informacion util sobre la
fisiologia nutricional de esta especie, se realizo un estudio del metabolismo lipidico de larvas
de anguila de 12 dias de edad, cuando comienza su alimentacidn exdgena. Aun tratdndose de
una especie predominantemente dulceacuicola, en su fase larvaria presenta un perfil y
metabolismo de clases lipidicas y acidos grasos, propia de organismos estrictamente marinos
y carnivoros, con valores elevados de fosfolipidos (FC y FE) y de ®-3 (EPA y DHA) y
capacidades nulas para elongar y desaturar los precursores de 18C para producir LC-PUFA.
Los elevados niveles de ARA, y su esterificacion selectiva en la FC y no en el Fl, son muy
novedosos para un vertebrado, y parecen sefialar al ARA como un é&cido graso relevante en

las adaptaciones ambientales de la especie durante las migraciones propias de su ciclo vital.

Palabras clave: anguila europea, larvas, clases lipidicas, LC-PUFA, metabolismo.
Abstract

The European eel (Anguilla anguilla) is outside of the biological safety limits. It is a species
that performs a catadromous migration and from which very little biological information it is
available. Important aquaculture projects are being carried out to close its cycle in captivity
for restocking purposes and to minimize the extractive activity impact in its natural
environment. In order to provide useful information on the nutritional physiology of this
species, an analysis of the lipid metabolism of eel larvae of 12 days, when their exogenous
feeding began was performed. Even in the case of a predominantly freshwater species, in its
larval phase it presents a profile and metabolism of lipid classes and fatty acids typical of
strictly marine and carnivorous organisms, with high values of phospholipids (PC and PE)
and of ®-3 (EPA and DHA) and null capacities to elongate and desaturate 18C precursors to
produce LC-PUFA. The high levels of ARA, and its selective esterification in the PC and not
in the P1, are very novel for a vertebrate, and seem to indicate that ARA is a relevant fatty acid

in the environmental adaptations of the species during the migrations of its vital cycle.

Keys words: European eel, larvae, lipid classes, LC-PUFA, metabolism.
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Introduccion

Importancia de la acuicultura

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en 2015 la poblacién mundial era de
7.300 millones y se preve un aumento hasta alcanzar los 9.700 millones en 2050. Debido a
este crecimiento exponencial de la poblacion existe hoy en dia la necesidad de suplir la
demanda mundial de proteina de origen animal, lo que obliga a optimizar las técnicas para la
produccion de alimento. De la misma manera que en el pasado la ganaderia sustituyo a la caza,
la acuicultura surge como la evolucién natural de la pesca extensiva. La acuicultura la define
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) como
un conjunto de actividades enfocadas en el cultivo de organismos acuaticos (animales y
vegetales) tanto en zonas costeras como del interior, que implica la intervencion humana en
el proceso de cria para aumentar su produccion (FAO, 2016). A favor de la produccién
acuicola encontramos que el 70 % de la superficie del planeta es agua, que las tasas de
reproduccion de los animales acuaticos son varios 6rdenes de magnitud superiores a las de los
vertebrados terrestres, y que los animales acuaticos son mas eficientes convertidores de su

alimento, al no consumir energia para mantener su temperatura corporal (APROMAR, 2017).

La acuicultura es considerada como unas de las actividades econdmicas de mayor desarrollo
y que mas ha crecido. En 2014 la produccién de acuicultura para consumo humano supero por
primera vez a las capturas de la pesca salvaje con cerca de 100 millones de toneladas
producidas (FAO, 2016). La Unidn Europea es la mayor potencia en el mercado mundial para
los productos acuaticos. En 2015 la produccién acuicola fue de 1,3 millones de toneladas
alcanzando un valor de 3.584 millones de euros de ganancia. Encabezando la lista de especies
mas producidas encontramos el mejillén (492.572 t), el salmon atlantico (185.995t) y la trucha
arco iris (185.889 t) (APROMAR, 2017). En este mismo afio, Espafia fue el estado miembro
con una mayor cosecha de acuicultura (289.821 t), seguido por el Reino Unido (206.834 t) y
Francia (206.800 t). Esta produccion alcanzé un valor en su primera venta de 407,2 millones
de euros siendo el mejillon la principal especie producida (225.307 t), seguida por la lubina
(21.324 1), la dorada (16.231 t) y la trucha arco iris (16.179 t) (APROMAR, 2017).

Entre las principales ventajas que presenta la explotacion acuicola de la mayoria de las

especies, destacan:



Universidad
de La Laguna

- La proteccion de la biodiversidad marina al ofrecer otra alternativa a la actividad
extractiva.

- EIl control exhaustivo de la especie cultivada, ofreciendo materia prima de gran
calidad, al poder garantizar las propiedades del producto que se comercializa y la
seleccion de ejemplares por tallas.

- El aprovechamiento que nos ofrecen las costas y zonas interiores.

- La produccion de alimentos ricos en proteina de origen acuatico, y de acidos grasos

omega-3 en los productos de origen marino.

Interés econdmico y ecoldégico de la anguila

Las poblaciones de anguila europea (Anguilla anguilla) se han reducido de manera alarmante
en los dltimos afios. Segun los ultimos dictdmenes cientificos del Consejo Internacional para
la Exploracion del Mar (CIEM), la poblacion se encuentra fuera de los limites bioldgicos de
seguridad, sufriendo un intenso declive desde finales de los afios 70. Este declive es atribuido
principalmente a la contaminacién del agua continental y de la plataforma mediterranea, el
exceso de capturas de angulas (alevines de las anguilas) y anguilas con artes de pesca cada
vez mas perfeccionadas y al cierre de compuertas de los cursos de agua en épocas vitales de
migracion, rompiendo eslabones fundamentales del ciclo bioldgico de este pez (Franquet y
Pamies, 2007). EI CIEM recomendd la elaboracién de un plan de recuperacion para toda la
poblacion de A. anguilla con caracter urgente y que la explotacién y demas actividades

humanas que inciden en la pesca o en las poblaciones se redujeran lo maximo posible.

Hasta los afios 70s, en Italia, el oeste de Alemania y Dinamarca el cultivo extensivo de anguila
europea se hacia en estanques. Sin embargo, debido al corto periodo de verano (ej. Dinamarca)
fue imposible lograr una produccion econdmicamente rentable. Asi, a finales de esa década,
se desarrollaron sistemas de cultivo de anguila a su temperatura éptima de desarrollo (24-26
°C). Con el desarrollo de estos sistemas, el cultivo extensivo de anguila europea bajo
condiciones naturales ha disminuido a un nivel sin importancia comercial. Los sistemas de
produccién intensivos usan tecnologias de recirculacion, manteniendo las temperaturas del
agua estables (alrededor de 24 °C), hasta que se alcanza el peso comercial de la anguila (125-
150 g) (FAO, 2016). Sin embargo, esta produccion se basa en la captura de angulas salvajes

en las costas de Francia, Portugal, Espafia y Reino Unido, lo que resulta insostenible.
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Los principales paises productores de anguila europea son los Paises Bajos, Italia y
Dinamarca. Sin embargo, Esparfia, Grecia, Suecia y Alemania son también centros de actividad
de cultivo de anguilas (FAO, 2016). En Espafia la produccion estd bastante estabilizada en
torno a las 300 t anuales, destindndose mayoritariamente a su comercializacion a nivel local.
En 2006 habia en Espafia 19 instalaciones destinadas al engorde de anguila europea: 4
instalaciones de acuicultura continental (2 en Valencia, 1 en Cérdoba y 1 en Guipuzcoa) y 15
instalaciones en la Comunidad Andaluza, principalmente en Cadiz, donde utilizan aguas
salobres (JACUMAR, 2017), actualmente el nimero de instalaciones es reducido y se han ido
implantando alli donde hay mas tradicion culinaria: Catalufia y la Comunidad Valenciana,

pero también Asturias y el Pais Vasco.

Ademas de su interés econémico, alcanzando precios de mercado de 35 a 45 €/Kg, el cultivo
de esta especie es a su vez de gran interés ecoldgico. Su repoblacidn produciria una mejora en
el incremento de la diversidad de una poblacion de peces en la cual originariamente la anguila
ocupaba un espacio concreto y participaba de una forma activa en su equilibrio; generando
una presion depredadora sobre especies invasoras. Una de las soluciones a este problema seria
la obtencidn de angulas en piscifactorias, al igual que se obtienen alevines de otras especies
de interés en acuicultura. No obstante, su crianza supone un reto, ya que no se ha cerrado el

ciclo de vida de la anguila en cautividad.

Biologia y reproduccién

Las anguilas son peces teleGsteos pertenecientes al orden de los Anguiliformes. Las mas
estudiadas son la Anguilla japonica (anguila japonesa), la Anguilla rostrata (anguila
americana) y la A. anguilla (anguila europea). No obstante, existen 19 especies distintas de
anguila. Se les conoce por su cuerpo alargado, serpentiforme, de seccion redonda en la parte
anterior, con una larga aleta impar resultante de la fusion de las aletas dorsales, caudal y anal,
y sin aletas pelvianas pares. Presentan escamas muy pequefias sobre una piel rica en glandulas
mucosas, que segregan una mucosidad blanquecina la cual les confiere una piel viscosa. Los
o0jos pequefios y redondos se hipertrofian al madurar sexualmente. Poseen una mandibula
inferior ligeramente mas alargada que la superior, y una linea lateral muy visible. (Fig. 1).
Estan dotadas de un gran olfato, la anguila es un pez carnivoro que busca sus alimentos en el

fondo del mar o de los rios.
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Fig. 1. Morfologia de la A. anguilla (Guia del pescado, WWF. 2016)

Su dieta es muy amplia, constituida por todo aquel animal invertebrado que pueda capturar,

sean estos insectos, gusanos, crustaceos, moluscos y en ocasiones, hasta peces pequefos.

Su coloracion es variable (amarillenta, pardusca, verdosa, negruzca o plateada), segun la edad
y el medio de vida. Los machos miden entre 20 y 40 cm mientras que las hembras superan los
50 cm hasta un maximo de 1,50 metros. Se trata de una especie en la que todos los individuos

nacen hembras (protoginia) (Franquet y Pamies, 2007)

La anguila es una especie catadromica, cuya reproduccion tiene lugar en el mar de los
Sargazos a grandes profundidades. Tras la eclosién emergen unas larvas leptocéfalas de
habitos pelagicos, que con la ayuda de las corrientes Ilegaran hasta las costas europeas y
norteafricanas (Figura 2.). La corriente del Golfo juega un papel decisivo en estas migraciones
pasivas. Recorren entre 5.000 y 10.000 km, dependiendo de su procedencia, durante 1 a 3

afios, con una velocidad de entre 3 a 47 km/dia (Righton et al., 2016).

0 500 1,000 2,000 3,000 4,000

Fig. 2. Trayecto de las anguilas europeas hacia el Mar de Sargazos. (Righton et al., 2016)
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La larva leptocéfala sufre una transformacion a angula (juvenil) en las proximidades de las
costas, con una fase intermedia de metamorfosis de anguila de cristal (alevin), adquiriendo
gradualmente pigmentacion en los estuarios. Completan su fase de crecimiento a anguila
amarilla (adulto) durante su ascenso en los rios (Tesh, 2003). Su permanencia en el rio finaliza
con la fase de planteamiento que corresponde al inicio de la maduracion sexual. Esta
maduracion continda a grandes profundidades marinas durante su viaje de regreso al mar de
los Sargazos v las islas Bermudas, entre los 20 y 30° de latitud, donde se reproducen. No se
han encontrado anguilas desovadoras, por lo que los sitios de desove se han identificado por

la distribucion de las larvas recién eclosionadas entre marzo y abril (Mapama, 2015).

Ontogenia de las primeras etapas de desarrollo

El huevo de la anguila europea comparte caracteristicas con los animales marinos pelégicos,
por su corto periodo embrionario y por su gota lipidica y largo espacio vitelino a diferencia
de otros teleosteos (Segrensen et al., 2016). Pasadas 3 horas desde su fertilizacion, el diametro
de los huevos es de entre 0,12-1,45 mm. El desarrollo embrionario a 20°C dura
aproximadamente entre 45-48 horas hasta la eclosion. Desde la eclosion hasta sus dos
primeros dias, la anguila europea pasa por varios estadios de desarrollo. Durante las primeras
12 horas, la longitud de la larva aumenta y la cabeza empieza a sobresalir del saco vitelino.
Adicionalmente las vesiculas 6ticas que sostienen los otolitos se definen méas claramente. A
los dos dias las larvas desarrollan una amplia aleta primordial con una cola bien definida,
redondeada y pigmentada. La cabeza presenta capsulas opticas en desarrollo y un pericarpio

visible, mientras que la mandibula sigue sin desarrollarse (Figura 3; Serensen et al., 2016).

1000 pM

Fig.3. Desarrollo de larvas de anguila europea hasta la etapa pre-leptocefalica (Sgrensen et al., 2016)
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A los 3 dias de vida el corazon y cerebro son claramente visibles. Pasados los 5 dias la boca
comienza a desarrollarse y los 0jos se pigmentan. Con 7 dias, la mandibula superior e inferior
son distinguibles y a los 9 dias el &ngulo de la cabeza cambia, con la boca apuntando hacia
adelante. Hasta los 12 dias de desarrollo la larva se alimenta pasivamente de su saco vitelino.
Sin embargo, a los 12 dias la apertura bucal ya se ha desarrollado y la larva ya es capaz de
alimentarse. Asi que, a partir de esta edad, se encuentra la fase crucial para su correcto
desarrollo, ya que desde este momento la larva necesita alimentarse para supervivir. No
obstante, su dieta natural durante esta fase de desarrollo ain no ha sido identificada. Con 17
dias se desarrollan los dientes en forma de aguja y se alcanza la pigmentacidn total de los ojos
(Serensen et al., 2016).

Importancia de los lipidos en el desarrollo larvario

Los lipidos juegan un papel muy importante como componentes estructurales de las
membranas celulares, como constituyentes de las reservas energéticas, reguladores de la
expresion génica y precursores de hormonas esteroideas, de eicosanoides y otros mediadores
lipidicos (Tocher 2003, 2015). Dentro de los lipidos encontramos los &cidos grasos. Un acido
graso es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una larga cadena hidrocarbonada
lineal, de diferente longitud o nimero de atomos de carbono, en cuyo extremo hay un grupo
carboxilo. Aquellos &cidos grasos con dos 0 mas dobles enlaces se denominan acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), y a aquellos PUFA gue presentan 20 o mas atomos de carbono se los
denomina &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA), considerados mas
biol6gicamente activos (Bell y Tocher, 2009) y fisiolégicamente esenciales. Dentro de los
LC-PUFA encontramos dos grupos principales: los acidos grasos omega-3 (w-3) y omega-6
(w-6). Los de la serie m-3 presentan el primer doble enlace en el tercer atomo de carbono
contando desde el metilo terminal y de la serie w-6 cuando se encuentre en el sexto atomo de
carbono. Los LC-PUFA de la serie ®-3 y »-6 destacan por ser componentes dietarios que
participan en multiples procesos fisioldgicos, donde cumplen un rol estructural en los
fosfolipidos (tipo de lipido anfipatico presente en todas las membranas plasmaticas que
presenten bicapa lipidica y particularmente abundante en los huevos de peces) y son sustratos
para la sintesis de diversos mediadores fisiologicos. Ademas, son importantes en las ultimas
etapas de desarrollo embrionario antes de la eclosion. Los fosfolipidos de huevos de peces
marinos son particularmente ricos en fosfatidilcolina (FC) y fosfatidiletanolamina (FE), y

estos a su vez son ricos en DHA y EPA, presentando también los huevos cantidades

10
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significativas de ARA. Se ha demostrado que los fosfolipidos de la dieta mejoran globalmente
el desarrollo de larvas de peces de un gran nimero de especies, tanto marinas como de agua
dulce, confirmando un requisito dietético esencial para estos lipidos que dependeréa de la
especie, la fuente y las clases de fosfolipidos, y los criterios utilizados para evaluar este efecto:
crecimiento, supervivencia, resistencia al estrés, malformaciones en las larvas (Cahu et al.,
2009).

El primer exponente de los &cidos grasos ®-3, en la ruta de sintesis de los ®-3 LC-PUFA es
el &cido linolénico (18:3n-3; LNA) el cual via desaturasas y elongasas se puede transformar
en acido eicosapentaenoico (20:5n-3; EPA) y posteriormente en acido docosahexaenoico
(22:6n-3; DHA) (Fig. 4).

Acidos Grasos w-6 Acidos Grasos w-3
Acidolinoleico 18:2 w-6 Acido a-linolénico 18:3
l - A6 Desaturasa . l
18:3 18:4
€ Elongasa >
20:3 20:4
l < A5 Desaturasa > l
Acido araquidénico 20:4 Acido eicosapentaenoico 20:5
‘ Elongasa >
22:4 22:5
l < Elongasa >
24:4 24:5
F3 A6 Desaturasa >
24:5 24:6

Retroconversion l B OXidBCE(’)n l
Peroxisomal Acido docosapentaencico 22:5 Acido docosahexaenoico 22:6

Fig. 4. Metabolizacion de &cidos grasos poliinsaturados -6 y m-3. Vias de
desaturacion y elongacion de LAy LNA

El primero de los acidos grasos w-6 es el acido linoleico (18:2n-6; LA) y uno de sus derivados

mas importantes es el acido araquiddnico (20:4n-6; ARA) (Bell y Tocher, 2009).

El EPA y el DHA son esenciales para mantener la integridad de la membrana celular en los
peces (Sargent et al., 1999), jugando un papel muy importante ante los cambios de
temperatura. La capacidad de modificacion de las longitudes de cadena y del nimero de
insaturaciones de los mismos les permite modificar la fluidez y otras propiedades fisioldgicas
de la membrana, hecho esencial para adaptarse a los cambios de salinidad, temperatura y
presion en el ambiente en el que habitan (Rodriguez et al., 2012). EI DHA, ademas, tiene un

11
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papel fundamental en el sistema nervioso central, participando activamente en la formacién
del cerebro y los ojos que constituyen una parte importante en el volumen del embrion y el
cuerpo de la larva y su capacidad visual y de depredacion. EI ARA a su vez, es el principal
acido graso de la serie ®-6 presente en el cerebro, eminentemente esterificado en el
fosfatidilinositol (FI) de diversos tejidos de los vertebrados, estimulador de la esteroidogénesis
ovarica y testicular, involucrado en la osmorregulacion, el desarrollo embrionario del sistema
inmunitario, las eclosion y rendimiento larval temprano (Mustafa y Srivastava, 1989; Wade y
Van Der Kraak, 1993; Sorbera et al., 1998). Por otro lado, actGan como precursores de
eicosanoides como las prostaglandinas, tromboxanos y otros mediadores lipidicos de méas
reciente descubrimiento (resolvinas, protectinas y maresinas) mediante las enzimas
ciclooxigenasas y lipooxigenasas (Riediger et al., 2009). Los eicosanoides son compuestos de
20 atomos de carbono formados a partir de los PUFA y que presentan una gran variedad de
funciones fisiol6gicas. Tanto ARA como EPA son importantes precursores de estos
compuestos, aunque los derivados del ARA son bioldégicamente mas activos, produciendo
principalmente compuestos proinflamatorios y proagregantes, mientras que los del EPA
producen méas compuestos antiinflamatorios (Sargent et al., 1999; Lee et al., 2016). Ambos
acidos grasos compiten por las mismas enzimas en la sintesis de eicosanoides (Riediger et al.,
2009), por lo que el EPA va a ser un importante modulador en la formacion de estos

compuestos (Sargent et al., 1999; Tocher 2015).

Los acidos grasos en los peces pueden surgir de dos fuentes: la sintesis de novo de las fuentes
de carbono no lipidicas dentro del animal, o directamente de los lipidos ingeridos de la dieta.
La actividad de la primera via depende del complejo enzimético activo en la especie. La
mayoria de los peces carnivoros de origen marino analizados hasta la fecha no son capaces de
sintetizar ARA, EPA y DHA a partir de sus precursores como son LNA y LN, por lo que es
necesario su incorporacién por medio de la dieta. Este suceso solia achacarse a su propia dieta,
el fitoplacton, y a su vez, el zooplancton, ingerido directa o indirectamente, que contienen
altos niveles de estos acidos grasos esenciales (AGES) para los peces marinos. Es por esto que
su actividad enzimatica (desaturasas A5 y A6) se habria visto inactivada ante la inutilizacion
a lo largo de la evolucion (Sargent et al., 2002), jugando también la salinidad un cierto efecto
inactivador de esta ruta de sintesis de LC-PUFA. Por otro lado, los peces dulceacuicolas
carecen de las enzimas necesarias para completar la sintesis de novo de los &cidos grasos
poliinsaturados precursores que, por tanto, deben obtenerse preformados a partir de la dieta.

La mayoria de las especies de peces de agua dulce podrian, por lo tanto, desaturar y elongar

12
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LN y LNA a sus homologos C20 y C22. Recientemente se ha descubierto que esta teoria no
se cumple de manera tan generalista y que, de hecho, en un momento de su evolucion los
teledsteos perdieron el pool de desaturasas FADs-1, donde se encontraba la A5, lo que dificulta
la obtencion de LC-PUFA a partir de sus precursores de 18C en la mayoria de las especies. Si
bien ciertos estudios muy recientes indican que algunas especies han encontrado a lo largo de
su evolucién ciertas alternativas (neofuncionalizacion, duplicacion de genes...) que les
permite cierto grado de conversion de estos acidos grasos precursores, parece tratarse de un
numero limitado de especies (Tocher 2015). No obstante, los estudios filogenéticos postulan
que la anguila, al ser una especie evolutivamente méas antigua, podria no haber sufrido esta
pérdida de genes quedandose atras en la diferenciacion de teledsteos en funcién de las FADs-
1 (A5) y FADs-2 (A6), y que por su condicion catadrémica, con una importante fase de vida
en un medio dulceacuicola, podria haber favorecido la no inactivacion total de las desaturasas
A5y A6 (Castro et al., 2012).

Con el fin ultimo de contribuir a la recuperacién de la A. anguilla en su medio natural, el
presente estudio pretende dilucidar algunos aspectos importantes de la fisiologia de la
nutricion lipidica de las larvas, incluyendo su capacidad de biosintesis de LC-PUFA a partir

de sus precursores y su requerimiento de AGE.

Objetivo

El principal objetivo de este trabajo fue caracterizar el perfil lipidico de las larvas de A.
anguilla a los 12 dias de vida (momento en que empieza su alimentacion exogena) y
determinar su capacidad in vivo para asimilar, esterificar y transformar por elongacion y
desaturacion diversos acidos grasos insaturados, marcados radiactivamente con carbono 14

(}4C), determinando asi aspectos basicos de sus requerimientos lipidicos.
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Material y métodos

Incubacidn in vivo con acidos grasos marcados radiactivamente [1- *C]

El experimento se llevo a cabo con trescientas larvas de 12 dias de edad de A. anguilla,
procedentes de dos hembras adultas mantenidas en las instalaciones de The North Sea
Research Center de la Technical University of Denmark, que fueron incubadas en placas de
cultivo con 10 ml de agua de mar. Las incubaciones se realizaron durante 4 horas a una
densidad de 5 larvas por ml (50 larvas por pocillo) por triplicado (n=3), con agitacion suave
y con 0.2 puCi (0.3 pM) de LNA, LA, EPA o ARA marcados radiactivamente con *C. Los
sustratos radiactivos se afadieron individualmente a cada pocillo, siendo afiadidos
directamente al medio de incubacion. Para determinar las clases lipidicas y el perfil de acidos
grasos de las larvas de anguila, se realizé un tratamiento control en el cual la misma cantidad
de larvas fue incubada bajo las mismas condiciones de los demés tratamientos, pero sin la
adicion de ningun acido graso marcado (n=3). Después del periodo de incubacion se filtraron
las larvas de cada pocillo con una malla de 100 micras y se lavaron a fondo con agua destilada
para eliminar el exceso de sustrato radioactivo. La muestra de larvas se transfirio
posteriormente a un Eppendorf marcado y se guardd a -80°C hasta los anélisis

correspondientes.

Anadlisis Bioquimicos

Los analisis bioquimicos se llevaron a cabo en el laboratorio de la U.D. de Fisiologia Animal
del Departamento de Biologia Animal, Edafologia y Geologia de la Universidad de La

Laguna.

Extraccion del lipido total y cuantificacion

Los lipidos totales (LT) fueron extraidos segin Christie (2003), como modificacion del
método descrito por Folch et al. (1957). Todos los procesos en los que se tenia la muestra en
el laboratorio iban acompariados de una bandeja de hielo picado para evitar la actividad de las
lipasas. Las muestras de larva de anguila de 12 dias fueron homogeneizadas con KCl al 0.88%
(w/v) por medio de un rotter (Virtishear homogenizer mixer, Virtis Company, Nueva York,
USA). Se guardo una alicuota de 100 ul de este homogeneizado en Eppendorfs debidamente
identificados para posterior determinacion del contenido proteico de las muestras. La

extraccion de los lipidos fue hecha usando cloroformo/metanol (CL:MET; 2:1, v/v) como
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solvente organico. Para conseguir una separacion entre la fase acuosa, donde se encuentran
restos de proteinas y demas sustancias hidrosolubles y la fase organica (de CL:MET) donde
se encuentran los lipidos, se llevo a cabo una centrifugacion de 5 min a 1500 r.p.m.
Posteriormente, se extrajo la fase inferior (de CL:MET), que se filtro y se evapord bajo flujo
de nitrogeno . El extracto lipidico fue transferido a viales de 1,5 ml previamente pesados, que
se mantuvieron en el desecador en oscuridad y bajo vacio durante toda la noche. Al dia
siguiente se redisolvieron los lipidos con CL:MET (2:1, v/iv) con 0.01 % de
butilhidroxitolueno (BHT) y atmosfera de nitrogeno como factores antioxidantes, a una
concentracion de 10 mg/ml, y se guardaron en el congelador a -20 °C.

En nuestro experimento debido a la pequefia cantidad de muestra no fue posible determinar el
peso seco de la misma, por lo que no se pudo determinar el valor de lipido total en peso seco
(% p.s.). Asi los datos de lipido total se expresaron en relacion al contenido proteico de las

muestras (mg de lipido por mg de proteina — mg lipido/mg proteina).

Determinacién del perfil de clases lipidicas de las muestras control

Las clases lipidicas (CL) se analizaron a partir del extracto de LT, mediante cromatografia en
capa fina de alta resolucion (High-performance thin-layer chromatography; HPTLC) y en
doble desarrollo (Olsen y Henderson, 1989). Se usaron placas de HPTLC de silica gel 60, de
10 x 10 cm x 0,15 mm de grosor de silice (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Antes de su
utilizacion, dichas placas fueron lavadas con dietil-éter y activadas en la estufa durante 30 min
a 110°C para eliminacion de las impurezas. Se aplicaron alicuotas de 2 ul (20 pg) del extracto
de lipido total de las muestras control, en bandas de 2 mm. Ademas, se afiadi6 a un lado de la
placa 2 ul de LT de un estdndar externo de composicion conocida (hueva de bacalao). Para
separar los lipidos polares se desarroll6 la placa hasta la zona media de la placa usando una
disolucion de isopropanol/cloroformo/metilacetato/metanol/KCL 0,25% (5:5:5:2:1,8 v/v).
Los lipidos neutros se separaron desarrollando la placa hasta un centimetro por debajo del
margen superior en una solucién de hexano/éter/acido acético (20:5:0,5 v/v). Una vez
desarrolladas las placas, se tifieron de forma homogénea con una solucion de acetato cuprico
y ortofosforico en metanol y se quemaron en una estufa a 160°C durante 10-15 minutos. Las
placas se escanearon en el CAMAG TLC Visualizer (CAMAG, Muttenz, Suiza) mediante el
software winCATS version 1.4.4 para determinar las bandas de las diferentes clases lipidicas

por densitometria. Su procesamiento y cuantificacion se realizd6 mediante el software
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VideoScan version 1.02, de forma que se obtuvo la proporcidn de cada clase lipidica de la

muestra. Los resultados se expresaron en porcentaje de area relativa.

Determinacion del perfil de acidos grasos de las muestras control

Se realizo la transmetilacion de 1 mg del extracto lipidico de las muestras control, es decir,
rotura de los esqueletos hidrocarbonados para obtener acidos grasos libres y permitir la unién
de un grupo metilo (-CH3) al &cido graso, lo que los convierte en ésteres metilicos de &cidos
grasos (del inglés Fatty acid methyl esters; FAME) y les confiere la propiedad de ser volatiles
y por tanto detectables y separables por cromatografia de gases (Christie, 2003). Antes de la
transmetilacion se afiadié una cantidad exacta y conocida del &cido graso nonadecanoico
(19:0) como estandar interno. Para realizar el proceso de transmetilacion por catalisis acida se
afiadio al extracto de LT y estandar interno previamente secos bajo atmosfera de nitrogeno, 1
ml de tolueno y 2 ml de sulfirico al 1% en metanol, dejandolo reaccionar en una manta
calefactora a 50°C y en oscuridad durante 16 horas. La purificacion de los FAME obtenidos
se llevo a cabo por cromatografia en capa fina (Thin-layer Chromatography, TLC) mediante
desarrollo simple, usando placas de TLC de 20 x 20 cm x 0,25 mm (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania). Las placas se desarrollaron usando una mezcla de hexano/éter/acido acético
(90:10:1, v/viv). Los FAME purificados fueron extraidos de la silice con hexano/éter (1:1,
v/v). Se evapora totalmente el solvente bajo flujo de nitrégeno y finalmente, se redisuelve la
muestra con hexano de altisima pureza (pureza HPLC) y se almacenan en viales de cristal en
atmosfera de nitrogeno hasta el anélisis del perfil de &cidos grasos por cromatografia de gases.
La cromatografia de gases analiza cualitativa y cuantitativamente los FAME, utilizando helio
como gas portador, con un gradiente térmico de 50 - 230°C y un detector de ionizacion de
Ilama. El cromatdgrafo utilizado se trata del modelo TRACE GC Ultra gas chromatograph
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA), equipado con un inyector on
column, un detector de ionizacion de llama (FID) y una columna capilar de silice fundida,
Supelcowax™ 10 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA). La cromatografia de gases
consta de una fase movil y una estacionaria, donde la muestra es depositada en la cabeza de
la columna cromatografica. Dicha muestra se volatiliza y la elucion se produce por el flujo de
una fase movil gaseosa, formado por un gas inerte (no interacciona con las moléculas del
analito) que lo transporta a través de la fase estacionaria. Asi pues, en el experimento se llevo

a cabo una cromatografia gas-liquido, en la cual la fase estacionaria fue un liquido.
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Los resultados obtenidos en funcién de los tiempos de retencion fueron comparados con los
tiempos de retencion de un multiestandar de tipo marino de composicion conocida; mezcla
hecha con tres partes de hueva de bacalao (cr; cod roe), tres partes del estdndar comercial C4-
C24 (Supelco 18919-1AMP) y una parte del estandar comercial PUFA n-3 (Supelco 47085-
U). Cuando fue necesario, se confirmo la identidad de un pico determinado por espectrometria
de masas acoplada a un cromatografo de gases de las mismas caracteristicas, GC-MS
chromatography (DSQ I, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, USA).

Incorporacion de acidos grasos marcados radiactivamente al lipido total

Para determinar la radioactividad total incorporada al LT de las larvas de anguila (n=3), una
alicuota de 100 pg del extracto de LT de los diferentes tratamientos radioactivos se
introdujeron en viales de centelleo. La radiactividad se cuantificd en un contador de centelleo
liquido para radiacion-p (TRI-CARB 4810TR, Perkin Elmer, Singapur) (Fig. 5). Los
resultados obtenidos en DPM (desintegraciones por minuto) se transformaron a pmol/mg
proteina/hora (pmol/mg pp/h) teniendo en cuenta la actividad especifica de cada acido graso

y relacionandolo con el contenido de LT y con la cantidad de proteina de cada muestra.

- e - -

n |||

Fig. 5. Contador de centelleo beta TRICARB 4810 TR

El contenido proteico se cuantificé usando el método descrito por Lowry et al., (1951). Se
incubaron las alicuotas de las muestras en una solucién digestora 1M NaOH + 0,25% SDS,
digerida a 60°C durante 1 hora. Se afiadi6 un reactivo que contiene cobre, y posteriormente se
hace reaccionar la muestra con el reactivo de Folin, que es reducido por la tirosina y triptofano.
Se produce un complejo entre el cobre y los nitrogenos de los enlaces peptidicos que va a

producir un compuesto coloreado medible por espectrofotometria (Thermo Scientific
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Appliskan, Vantaa, Finlandia) mediante el software Appliskan 2.3. Segln la ley de Lambert-

Beer, la intensidad de color es proporcional a la concentracion de proteinas.

Esterificacion de acidos grasos marcados radiactivamente en las distintas clases

- s

lipidicas.
Para determinar la esterificacion de los diferentes

sustratos radioactivos a las distintas CL las muestras
radiactivas, se desarrollaron utilizando el mismo
procedimiento que con las muestras control. No obstante,
una vez desarrolladas, las placas fueron tefiidas con una
solucion de iodo (1% iodo/cloroformo). De esta manera se
visualizan, identifican y marcan las bandas del estandar de
hueva de bacalao no radiactivas con puntos de tinta
radiactiva (&cido oleico marcado mezclado con tinta

china), para facilitar la posterior localizacion, marcado y

procesamiento de las bandas radiactivas, que quedan entre
ambos estandares y que no son visibles a simple vista en
la HPTLC.

Fig. 6. Exposure Cassette-K

Seguidamente, dichas placas se introdujeron durante una semana en un cassette (Exposure
Cassette-K, BioRad, Madrid, Espafia). (Fig. 6.) en contacto con una pantalla de fésforo (Image
Screen-K, Biorad, Madrid, Espafia) la cual es sensible a la radioactividad y ofrecerd una
correcta impresion de los datos. Transcurrido este periodo las placas fueron escaneadas con el
sistema de adquisicién de imagenes MOLECULAR IMAGER FX (BioRad, Madrid, Espafia)
y las bandas se cuantificaron en porcentaje con el Quantity One image analysis software
(BioRad, Madrid, Espafia).

Transformacién de los acidos grasos marcados radiactivamente en funcién de su

actividad elongasa y desaturasa

Para determinar la capacidad de las larvas de anguila para elongar/desaturar acidos grasos, se
transmetilaron 1,2 mg de extracto de LT de los tratamientos radiactivos (n=3) segun el
procedimiento descrito previamente. Sin embargo, para separar los AG segun su longitud de
cadena y grado de insaturacion, las placas de TLC fueron previamente impregnadas con una
solucion de nitrato de plata disuelto en acetonitrilo (2:20, w/v) y activadas durante 30 minutos
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a 110°C en la estufa (Wilson y Sargent, 1992). Se afiadi6 en el lateral derecho de cada placa
un estandar externo de referencia que corresponde a una mezcla de diversos acidos grasos
radiactivamente marcados y se cargaron las placas con el extracto lipidico de las muestras
transmetiladas. Las placas se desarrollaron en tolueno/acetonitrilo (95:5, v/v).

Analisis estadistico

Los datos han sido expresados como media + desviacion estandar (n=3). Los datos expresados
en porcentaje fueron previamente transformados utilizado la férmula del arcoseno de la raiz
del valor entre cien. En todos los test el nivel de significacion fue de 0,05 (p<0,05). Se aplico
un Analisis de la Varianza de un factor (ANOVA de 1 via) para comprobar el efecto del
substrato ([1-1*CJLNA, [1-}C]LA, [1-*C]EPA o [1-}*C]ARA) sobre la incorporacion de la
radiactividad al lipido total, la distribucion de los acidos grasos radiactivos en las distintas
clases lipidicas y la transformacion de los acidos grasos radiactivos incubados en las larvas de
12 dias de anguila. Se estudio la normalidad de los datos, a través del test de Kolmogorov-
Smirnov y la homocedasticidad por medio del test de Levene. En los supuestos en donde no
se cumplia con la normalidad y/o homogeneidad de las varianzas se aplicaron pruebas robustas
de igualdad de medias (Welch y Brown-Forsythe) seguido del test no paramétrico Games-
Howell para la comparacion maltiple de las medias. Los analisis estadisticos fueron realizados
con el programa estadistico IBM®© SPSS Statistics version 25.0 (IBM Co., USA).
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Resultados
El contenido de lipido total (LT) de larvas de 12 dias de A. anguilla fue 0,6 mg lipido/mg

proteina (Tabla 1). Se verificé una clara diferencia entre el contenido en lipidos polares (LP)
(30,5 + 3,1 %) y lipidos neutros (LN) (69,5 + 3,1 %). Dentro de los lipidos polares, las clases
lipidicas mas abundantes fueron la FC y la FE. Por otro lado, entre los lipidos neutros, el
colesterol (COL) fue la clase lipidica mas abundante, seguido de los esteres de esterol y los
triglicéridos (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de lipido total y composicion de clases
lipidicas de las larvas de anguilas de 12 dias.

Contenido de lipido total

06 + 01
Clases lipidicas
Esfingomielina 05 = 01
Fosfatidilcolina 11,7 += 0,2
Fosfatidilserina 19 + 11
Fosfatidilinositol 24 + 0,2
Fosfatidilglicerol 12 = 1,7
Fosfatidiletanolamina 74 + 05
No identificado 53 + 0,3
X Lipidos polares 305 £ 31
Colesterol 314 + 04
Acidos grasos libres 37 + 09
Triglicéridos 149 + 0,1
Esteres de esteroles 194 + 19
Y Lipidos neutros 695 + 3,1

Los valores se expresan como medias + desviacion estandar (DE); n=3;
Datos de lipido total presentados en mg lipido.mg proteina’; Datos de
clases lipidicas presentados en porcentaje.

Las larvas de anguila europea presentan un alto contenido en acidos grasos saturados y en
especial de 16:0 (&cido palmitico). La diferencia proporcional entre monoenos Yy
poliinsaturados es baja, ya que los acidos grasos monoinsaturados representan el 16,9 £ 7,1
%, y los poliinsaturados el 16,9 + 3,3 % del total de los acidos grasos de las larvas de anguila.
Entre los monoinsaturados destaca principalmente el 18:1n-y entre los LC-PUFA el 22:6n-3
(DHA) y el 20:4n-6 (ARA). El contenido en 18:2n-6 y 18:3n-3 fue de 2,3+ 0,1 %y 0,4 + 0,0
%, respectivamente. EI EPA (20:5n-3) representa el 1,5 + 0,9 % del total de &cigos grasos de
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las larvas de anguila. Las relaciones de ARA/EPA y DHA/EPA fueron respectivamente 3,6 +

0,1y4,7+0,2 (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion de &cidos grasos de las

larvas de anguila de 12 dias.

16:0 DMA
18:0

18:0 DMA
> saturados

16:1n-7
18:1n-7
18:1n-9
18:1n-7
20:1n-9
> monoenos

18:2n-6
18:3n-3
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
20:5n-3
22:4n-6
22:5n-3
22:6n-3
> PUFA

n-3/n-6
ARA/EPA
DHA/EPA

1,2
5,6
0,4
33,2

5,8
50
22,8
5,0
0,8
59,7

2,3
0,4
0,4
0,3
7,6
15
0,5
1,9
9,9
26,7

11
3,6
47

+ + +

I+

+ + + + H+ I+

+ + + + + H+ I+

+ + I+

+ + I+

0,0
0,4
0,0
1,9

0,3
0,0
1,2
0,0
0,0
2,5

0,1
0,0
0,0
0,0
0,7
0,9
0,6
0,1
1,5
3,1

0,1
0,1
0,2

Los valores se presentan como media + DE (n=3). Los datos
se presentan en porcentaje del contenido total de acidos
grasos. Los sumatorios incluyen componentes minoritarios
que no se muestran. PUFA - &cidos grasos poliinsaturados.
ARA —20:4n-6; EPA — 20:5n-3; DHA — 22:6n-3.

De los acidos grasos ensayados, el EPA es el que méas se ha incorporado al lipido total de las

larvas con 39,0 = 7,9 pmol/mg pp/h, y el ARA el menos incorporado con 11,2 + 3,3 pmol/mg

pp/h. Asi, apreciamos que se han incorporado en menor medida los w-6 (ARA y 18:2 n-6) que

los ®-3 (EPA y 18:3 n-3). En cuanto a la longitud de la cadena, independientemente de la

posicién del doble enlace, no hay diferencias significativas, no obstante, dentro de los acidos

grasos de 18C y 20C, siguen destacando los ®-3 frente a 1os -6.
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Todos los sustratos fueron ampliamente esterificados en las distintas clases lipidicas con
valores de AGL para ARA, EPA, LNy LNA de 6,4 £ 0,6 %, 8,5+ 0,6 %, 9,6 + 0,3 %, 16,8 +
2,6 %, respectivamente. En relacion a la distribucion de los substratos en las distintas clases
lipidicas observamos que en general, se observa una mayor esterificacion de los &cidos grasos
en las clases lipidicas polares frente a las neutras. Todos se esterificaron preferentemente a la
fosfatidilcolina (FC). En los lipidos neutros hay una mayor incorporacion general a los
gliceroles parciales (GP) y seguidamente a los triglicéridos (TG). La fosfatidiletanolamina
(FE) es la segunda clase a la que mas se han incorporado los acidos grasos, destacando el
ARA11,7+1,0% yel EPA 10,7 + 1,6 %. EI ARA presenta similitudes de incorporacién con
el EPA excepto en el FI, en donde el ARA presenta mayor incorporacion 5,7 = 0,8 %. En la
FE hay mayor incorporacion del ARA 11,7 + 0,1 %. Finalmente, las mayores diferencias las
observamos entre el ARA y el LNA en las clases de AGL, FE, FI, FS, siendo mayores las
proporciones de ARA en FE, FI, y FS y mayor la presencia de sustrato no esterificado (AGL)

para el caso del LNA.

Tabla 3. Incorporacion al lipido total y distribucién en las clases lipidicas de las larvas de

anguila de 12 dias, de los sustratos radiactivos incubados

Sustrato ARA EPA LN LNA
Incorporacién 11,2 + 3,3%¢ 390 + 7,9 150 £ 5,0° 31,0 + 0,5%¢
Clases lipidicas
Esteres de esteroles 4,2 + 1,9 1,9 + 1.2 1,7 + 10 26 + 0,2
Triglicéridos 34 + 21 16 + 09 14 =+ 09 42 + 25
Acidos grasos liores 6,4 + 0,62 85 + 0,6® 96 =+ 1,3® 16,8 + 2,6°
Gliceroles parciales 7,0 + 1,2%® 61 + 08 11,2 + 1,3 115 + 2,8
Fosfatidiletanolamina 11,7 +  1,0° 10,7 + 1,6% 78 + 0,70 66 + 0,6°
Fosfatidilglicerol - + - 1,3 + 09 - + - 15 £ 0,7
Fosfatidilinositol 5,7 + 0,8 28 + 0,3 28 + 14% 30 + 0,3
Fosfatidilserina 5,2 + 0,2° 32 + 0,8 25 + 0,6% 1,4 + 0,7
Fosfatidilcolina 464 + 6,2 538 + 6,6 588 + 0,8 448 + 6,5
Esfingomielina 58 + 08 41 <+ 16 1,7 + 16 47 £ 272
Lisofosfatidilcolina 41 + 01 6 + 16 25 + 13 29 + 08
Total lipidos neutros 21,0 + 50 181 + 348 239 + 3% 350 + 24°
Total lipidos polares 790 + 50 819 + 34° 76,1 + 3,1% 65,0 + 2,42

Los valores se presentan como medias + desviacion estandar (DE); n = 3. Letras diferentes en superindice dentro de la misma
fila representan diferencias significativas entre los sustratos incubados (p<0,05). Los datos de incorporacion se presentan en
pmoles de &cidos grasos marcados con C incorporados por mg de proteina por hora (pmol/(mg prot/h)). Los datos de
distribucion son dados en porcentaje.
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Un 100% del substrato incubado fue recuperado como el propio &cido graso sin transformar,

en el caso de ARA, LNA y LA. Sin embargo, cuando las larvas de anguila fueron incubadas

con [1-*C] EPA, se obtuvo un producto de transformacion que corresponde al 4,5 + 0,6 % de

la radiactividad incorporada. Considerando la posicion de la banda en la placa y comparéndola

con las bandas correspondientes del estandar, se trata de un acido graso de menor nimero de

carbonos y enlaces que el EPA. Un posible resultado de la -oxidacion cuya identidad no fue

posible determinar inequivocamente. (Tabla 4).

Tabla 4. Transformacion de los &cidos grasos radiactivos incubados [1-1“C] ARA, [1-14C]

EPA, [1-1%C] 18:3n-3 y [1-14C] 18:2n-6

Sustrato Producto

[1-1“C]JARA 20:4n-6 100,0 + 0,0°

[1-1“C]EPA 20:5n-3 955 + 0,6
Desconocido 45 + 0,62

[1-1“CILNA 18:3n-3 100,0 + 0,0°

[1-1“C]LA 18:2n-6 100,0 + 0,0°

Los valores se presentan como medias + desviacion estdndar (DE); n = 3. Los datos de transformacion estan expresados en
porcentaje. Las letras en superindice dentro de la misma fila representan diferencias significativas entre los sustratos

incubados (p <0,05).
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Discusion

El metabolismo lipidico de la especie de A. anguilla en sus primeras etapas de desarrollo
destaca notablemente por su comportamiento estrictamente marino. Como ya se ha comentado
previamente en la bibliografia, se trata de una especie catddroma, la cual durante su ciclo de
vida experimenta cambios de salinidad, temperatura y alimentacion drasticos con una
sorprendente adaptabilidad. (Righton et al., 2016). En cuanto a las larvas analizadas de 12
dias, justo al comienzo de su alimentacion exdgena, observamos un alto contenido en FC y
FE, valores que también destacan en larvas de numerosas especies marinas tanto de peces
(Cahu et al., 2009) como de cefalépodos tales como O.vulgaris y el S. officinalis (Reis et al,
2016; Reis et al., 2014). Estos datos son importantes porque confirman la trascendencia de
dos moléculas ricas en DHA y ARA, particularmente esenciales en la formacidn de los tejidos
neurales y en los fuertes procesos de metamorfosis que sufre esta especie en su adaptacion
osmética a ambientes progresivamente menos salinos (Cappoccioni et al., 2018; De Silva et
al., 2004, Olsen et al., 2014, Sargent et al., 1999). Por otro lado, tanto la etanolamina, que se
obtiene de la FE y la colina que aporta la FC, son moléculas precursoras de la acetilcolina, el

principal neurotransmisor del sistema nervioso central y periférico (Valenzuela et al., 2014).

Dentro de los lipidos neutros destacan los valores de colesterol (COL), requeridos para los
cambios de fluidez en la bicapa lipidica que va a sufrir el individuo en funcion de la
temperatura y la salinidad. También se observan altos valores de TG y ES cuyo caracter apolar
les permite depositarse en el interior de las células formando grandes gotas de grasa y
contribuyendo a la reserva energética de los tejidos. (Valenzuela et al., 2014). Los valores de
lipidos neutros ascienden al 69,7%, valores que explican la importante funcién de reserva
energética de un individuo que esta en proceso de crecimiento y metamorfosis y su papel
como reservorio de acidos grasos para los procesos de sintesis lipidica de los tejidos neural,
digestivo y osmorregulador, que estan en pleno desarrollo (Sargent et al., 1999).

En cuanto a la composicion de los acidos grasos, son destacables los altos porcentajes de
ARA, EPA y DHA, en un momento en el que el individuo acaba de desarrollar la apertura
bucal (Serensen et al., 2016). Las concentraciones de DHA frente a EPA son 5 veces mayores
y las de ARA frente a EPA del orden de 3. Las altas relaciones DHA/EPA, en un rango de 2-
4 son muy habituales en huevos y larvas de peces marinos que ain no han iniciado su
alimentacion exdgena y denotan esta relevancia del DHA en las primeras etapas de vida
(Olsen et al., 2014; Sargent et al. 1999), y por lo tanto, un requerimiento que parece ser
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particularmente alto en esta especie. No obstante, es de especial interés el valor de ARA, acido
graso que no se suele encontrar con tales rangos de abundancia en las especies marinas. Al
tratarse de una anguila que ain no ha comenzado su alimentacion exdgena, es evidente que
esta dotacion lipidica viene de la madre y denota, no solo la presencia de componentes
dietarios ricos en estos acidos grasos, sino la importancia que ellos tienen en la supervivencia
de esta especie. EI ARA ha sido descrito como un componente muy importante en la
regulacion de multitud de procesos fisiologicos reguladores del sistema inmunitario y también
como componente esencial de las branquias y otros epitelios osmorreguladores (Sargent et al.,
1999; Lee et al.,, 2016). En los vertebrados esta descrito que el ARA se esterifica
eminentemente en el FI de donde es escindido por la fosfolipasa A2 para intervenir
directamente, o transformado en diferentes mediadores lipidicos o eicosanoides, en diversos
procesos fisioldgicos. Las larvas de anguila enfrentan, con su tegumento desnudo, un
ambiente altamente desecante como el marino, teniendo que adaptarse en poco tiempo a
ambientes cada vez menos salinos. La elevada presencia de ARA en la larva, procedente de
la madre que ha vivido largamente en un medio dulceacuicola, podria indicar que, como
ocurre en un limitado nimero de especies de teledsteos de reciente descubrimiento, podria
darse una bifuncionalidad asociada a los genes FADs-1 con actividad A5/ A6 y FADs-2 con
actividad A5/A4 (Castro el al., 2016), una bateria enzimatica a partir de la cual el ARA podria
proceder de la elongacion/desaturacion del 18:2n-6, de la misma manera que EPA y DHA
procederian de la actividad de las mismas enzimas sobre el 18:3n-3. De hecho, ambos acidos
grasos de 18C son abundantes en la cadena tréfica de los ambientes dulceacuicolas. Esta
discordancia para la especie incluida en el grupo de teledsteos quedaria explicada por el hecho
de que el orden de Anguilliformes es un orden muy antiguo, que se qued6 un paso por detras
de la deleccion de las desaturasas FADs-1 descrita para la generalidad de los teledsteos, por
Castro et al., (2016). Aunque la bibliografia es muy escasa al respecto, para el caso de la
Anguilla japonica, las pruebas moleculares sefialan a que las hembras adultas y maduras, ain
en su etapa de rio, solo presentarian dotacién de FADs-2 con actividad A6/ A8 y una elongasa
capaz de convertir C20 en C22 (Wang et al., 2014). Segun estos datos, no podrian metabolizar
los C18 precursores hasta completar la ruta de produccion de ARA, EPA y DHA. En nuestro
caso, la situacion parece aiin mas restrictiva, en el sentido de que no hubo actividad elongasa
ni desaturasa alguna sobre ninguno de los dos acidos grasos radiactivos C18, ni sobre el EPA
y el ARA. Esto podria obedecer a que se trata de un estadio temprano de desarrollo biologico

de la larva o a la ausencia/inactivacion de estas enzimas. Si la larva nace altamente dotada de
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EPA, DHA y ARA no tiene necesidad de activar su ruta de sintesis, por otro lado, la larva,
ademas de ser carnivora, nace en un ambiente marino de alta salinidad, factores ambos que
han sido ligados en la bibliografia a la inactivacion de las desaturasas (Tocher, 2015). En
cualquier caso, los datos apuntan a que, tanto el ARA, como el EPA y DHA han debido de ser
incorporados por medio de la madre. De hecho, las hembras, momentos previos a la migracion
al medio marino para el desove, parecen llevar a cabo una alimentacion particularmente
selectiva en LC- PUFA en las lagunas costeras, en donde se genera una gran biomasa
(Capoccioni et al., 2018), con presas tales como el cangrejo azul o Callinectes sapiduspara,
el cual le confiere altos niveles de n-3 y n-6 LC-PUFA como ARA, EPA y DHA. (Celik et
al., 2014).

Dichas proporciones de LC-PUFA iran variando después en funcion de la etapa del ciclo de
vida y el ambiente en el que se encuentren. Datos de otra especie del orden anguiliformes,
concretamente de la anguila australiana (Anguilla australis australis), nos indican que, en la
fase de anguilas de cristal, posterior a la larval, donde se experimenta la migracion de vuelta
a los rios, existe un alto nivel de PUFA de caracter marino y un bajo nivel de monoenos. No
obstante, a medida que cambia su ambiente, en la etapa de angula, ya méas préxima a zonas de
menor salinidad, el contenido en LC-PUFA disminuye y aumenta el de monoenos y el de
PUFA C18: 18:2n-6 y 18:3n-3 (De Silva et al., 2004).

El modo de alimentacion y las presas naturales propias de las larvas tempranas de anguila
europea es aun un misterio. Sin embargo, recientes analisis genéticos sefialan a que los
aparentes tractos intestinales vacios de las anguilas de cristal de la especie europea, denotan
una alimentacion basada en zooplacton gelatinoso (Hydrozoa, Thaliacea y Ctenophora)
(Rietmann et al., 2010). Estos grupos zooldgicos se alimentan de fitoplancton, especialmente
fotosintético, capaz de sintetizar ARA, DHA y EPA con mucha eficiencia, lo que justificaria
los niveles de LC-PUFA tisulares de esta fase (Valenzuela A, Sanhueza J, Garrido A., 1999).

Finalmente, en cuanto a la dinamica de incorporacion de los acidos grasos radiactivos, se
deduce que la efectiva incorporacion de los sustratos podria ser el resultado de la ingesta
continua del agua de incubacion circundante, como proceso osmorregulador propio de los
peces marinos, asi como la alta permeabilidad del tegumento desnudo de la A. anguilla en la
fase larval. Destaca la notable incorporacion del EPA y el LNA (»-3) frente a ARA y el LN
(w-6), los cual concuerda con lo descrito para especies de ambientes marinos (Sargent et al.,

1999). También concuerda con resultados previos del grupo (Reis et al., 2014, 2016), que tres
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de los acidos grasos incubados: LN, LNA y EPA van a parar mayoritariamente a la FC, sin
embargo, hasta donde hemos podido indagar, esta es la primera evidencia de que el ARA se
esterifique de una manera tan especifica a la FC y no al FI, como ha sido ampliamente descrito
para distintas especies de vertebrados y de peces en particular (Sargent et al., 1999). La razén

de esta inesperada especificidad esta ain por dilucidar.
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Conclusiones
1. Los altos valores de FC, FE, ARA, EPA y DHA de las larvas de la anguila europea,

justo antes de su alimentacion exdgena, evidencian su relevancia fisiologica descrita
para las larvas de otras especies de organismos marinos y que estos componentes son

proporcionados por la madre durante la fase de formacion del huevo.

2. Lanula actividad desaturasa y elongasa encontrada en las larvas de anguila europea
incubadas con los acidos grasos linoleico, linolénico y EPA confirman que los acidos
grasos EPA, DHA y ARA son AGE para esta especie, al menos en sus fases tempranas

de desarrollo.

3. Los elevados valores de ARA presentes en las larvas de anguila, apuntan a la
importancia fisiolégica de este acido graso y podrian guardar relacion con su
implicacion en procesos relacionados con la respuesta del sistema inmune y la
osmorregulacion en un animal de tegumento desnudo, que debe adaptarse un ambiente

cambiante de salinidad y temperatura.

4. La inesperada esterificacion selectiva del ARA a la FC y no al FlI, es totalmente
novedosa para un vertebrado y requiere de estudios mas complejos, entre los que se
incluye la confirmacion de que este acido graso se encuentra de manera natural

esterificado en la fosfatilcolina de los tejidos de la anguila europea.

Conclussions

1. The high levels of PC, PE, ARA, EPA and DHA present the in European eel larvae,
just before the exogenous feeding, demonstrate their physiological relevance described
for the larvae of other marine organisms species and that these components are

provided by the mother during the egg formation.
2. The inactivity of desaturase and elongase enzymes in the European eel larvae

incubated with linoleic acid, linolenic acid and EPA confirms that the fatty acids EPA,

DHA and AA are EFAs for this species at least at the early life stages.
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3. The high levels of ARA present in the European eel larvae denotes its physiological
relevance and could be related to its involvement in processes related to the response
of the immune system and osmoregulation in an animal with a bare integument, which
must adapt to the changing environmental salinity and temperatura conditions

occurring in its life cycle.

4. The unexpected selective esterification of ARA into PC and not into Pl is totally novel
for a vertebrate and requires more complex studies, including the confirmation that

this fatty acid is naturally esterified in the European eel tissue PC.
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