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El 4cido maslinico (AM), 2-a, 3-B-dihidroxiolean-12-en-28-oico, es un compuesto triterpénico de
cinco anillos presente en la capa cerosa del fruto y hoja del olivo. En el presente trabajo se ha
estudiado el efecto de la inclusion de AM en la dieta de la dorada (Sparus aurata) y el uso de dos
‘ raciones diferentes, ad libitum (AL) y restriccion del alimento al 1,5% del peso (R) sobre el
LY \1 crecimiento, recambio proteico, concentracion de acidos nucleicos y metabolitos, enzimas
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L blanco de la dorada. Se ha caracterizado el proteoma completo del higado y se ha estudiado la
- ultraestructura del higado y musculo blanco en situaciones AL. Cinco grupos de doradas de 12 g de

pd

peso inicial se mantuvieron en condiciones de piscifactoria y se alimentaron durante 210 dias con
- dietas que contenian 0, 50 y 100 mg de AM por kg de dieta (control, AMs, y AM;qo, respectivamente).

te

~' ! Los grupos experimentales fueron los siguientes: Control AL, AM;qo AL, Control R, AMso R y AM;o0 R.

Los resultados encontrados, acabado el periodo experimental, fueron una mayor tasa de crecimiento

’ en el tamarfio y peso corporal de las doradas alimentadas con AM;qo, tanto AL, como R. En general, :
” ' los grupos R mostraron mejores indices de conversion que los AL. En el higado y musculo blanco, las
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velocidades fraccionarias y absolutas de sintesis (Ks y As) y degradacion (Kp y Ap) fueron mayores
para los grupos AMigo AL y AM;go R. En el higado, la capacidad de sintesis (Cs), Kona Y Krna, fueron
mayores significativamente en estos mismos grupos; las diferencias encontradas en musculo se

ica y pro
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' presentaron en la Cs, encontrandose un aumento en los grupos AM. La eficacia de la sintesis (ERP),

' disminuyd en el higado de los grupos AM y sélo en el musculo del grupo AM;o AL. La naturaleza del .

crecimiento en ambos tejidos de los grupos AMjg AL y AMjg R se produjo por cambios en la

concentracion de DNA total, por lo que predominaban los fenémenos de hiperplasia celular. En
relacion con la concentracion de los diferentes metabolitos: G6P, F6P, 6PG, malato, lactato y

glucdégeno, existieron diferencias de acuerdo con los tejidos y situaciones nutricionales empleadas. %)
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en los valores de actividad y velocidad maxima de enzimas marcadores del crecimiento y
\ degradacion de aminodcidos: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
enzima malico, isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP’, serina deshidratasa y tirosina
aminotransferasa. Estos resultados coincidieron con los encontrados en los niveles de expresion de
estos enzimas mediante analisis de “Western blot”. El proteoma del higado de la dorada mostré 3
diferencias entre las situaciones ensayadas, existiendo un mayor nimero de proteinas diferentes en

De forma general, tanto en el higado, como en el musculo blanco también se observa un incremento )
L
\ N

: el grupo AMsop R. El andlisis de la ultraestructura del higado y musculo blanco por microscopia 6ptica
y electrénica confirma los resultados anteriores, mostrando en las doradas alimentadas con AM;q
unos hepatocitos metabdlicamente mucho mds activos que los controles. Estos resultados
demuestran que el acido maslinico utilizado como aditivo en la dieta de la dorada en condiciones de
piscifactoria puede comportarse como un factor de crecimiento capaz de estimular la sintesis y
degradacion de proteinas y el crecimiento celular en la dorada.
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PGM: fosfoglucomutasa

pHBA: P-hidroxibenzaldehido

Phe: fenilalanina

pHPP: p-hidroxifenil piruvato

pl: punto isoeléctrico
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ROS: especies reactivas del oxigeno
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poliacrilamida con dodecil sulfato sddico

SEM: error estandar de la media

Ser: serina

Ser-DH: serina deshidratasa

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

ss: sustancia o materia seca

T.E.M.: microscopio electrénico de
transmision

T.H.: tampodn de homogenizacion

T.P.S.: tampodn fosfato salino

T.R.: tampdn de reaccion

TCl: tasa de crecimiento instantaneo

TEMED: tetrametiletilenodiamida

TNF: factor de necrosis tumoral

Tyr: tirosina

Tyr-AT: tirosina aminotransferasa

Tyr-DC: tirosina descarboxilasa

U.A.: unidades arbitrarias

V: voltio

VPL: valor productivo de los lipidos

VPP: valor productivo de la proteina

W: watio

APeso: incremento de peso
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I. RESUMEN

El acido maslinico (AM), 2-a, 3-B-dihidroxiolean-12-en-28-oico, es un compuesto triterpénico de
cinco anillos presente en la capa cerosa del fruto y hoja del olivo. En el presente trabajo se ha
estudiado el efecto de la inclusién de AM en la dieta de la dorada (Sparus aurata) y el uso de dos
raciones diferentes, ad libitum (AL) y restriccion del alimento al 1,5% del peso (R) sobre el
crecimiento, recambio proteico, concentracién de 4acidos nucleicos y metabolitos, enzimas
implicadas en el crecimiento y regulacidon del metabolismo de aminoécidos en higado y musculo
blanco de la dorada. Se ha caracterizado el proteoma completo del higado y se ha estudiado la
ultraestructura del higado y musculo blanco en situaciones AL. Cinco grupos de doradas de 12 g de
peso inicial se mantuvieron en condiciones de piscifactoria y se alimentaron durante 210 dias con
dietas que contenian 0, 50 y 100 mg de AM por kg de dieta (control, AMs, y AM;q, respectivamente).
Los grupos experimentales fueron los siguientes: Control AL, AM;o, AL, Control R, AMso Ry AM;o R.
Los resultados encontrados, acabado el periodo experimental, fueron una mayor tasa de crecimiento
en el tamafio y peso corporal de las doradas alimentadas con AMy,, tanto AL, como R. En general,
los grupos R mostraron mejores indices de conversién que los AL. En el higado y musculo blanco, las
velocidades fraccionarias y absolutas de sintesis (Ks y As) y degradacion (Kp y Ap) fueron mayores
para los grupos AMygo AL y AMygo R. En el higado, la capacidad de sintesis (Cs), Kona Y Krna, fueron
mayores significativamente en estos mismos grupos; las diferencias encontradas en musculo se
presentaron en la Cs, encontrandose un aumento en los grupos AM. La eficacia de la sintesis (ERP),
disminuyd en el higado de los grupos AM y sélo en el musculo del grupo AMyg AL. La naturaleza del
crecimiento en ambos tejidos de los grupos AMjg AL y AMyg R se produjo por cambios en la
concentracion de DNA total, por lo que predominaban los fenédmenos de hiperplasia celular. En
relacion con la concentraciéon de los diferentes metabolitos: G6P, F6P, 6PG, malato, lactato y
glucdgeno, existieron diferencias de acuerdo con los tejidos y situaciones nutricionales empleadas.
De forma general, tanto en el higado, como en el musculo blanco también se observa un incremento
en los valores de actividad y velocidad maxima de enzimas marcadores del crecimiento vy
degradacién de aminoacidos: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
enzima malico, isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP®, serina deshidratasa y tirosina
aminotransferasa. Estos resultados coincidieron con los encontrados en los niveles de expresion de
estos enzimas mediante analisis de “Western blot”. El proteoma del higado de la dorada mostré
diferencias entre las situaciones ensayadas, existiendo un mayor nimero de proteinas diferentes en
el grupo AM,o R. El andlisis de la ultraestructura del higado y musculo blanco por microscopia éptica
y electrénica confirma los resultados anteriores, mostrando en las doradas alimentadas con AMq
unos hepatocitos metabdlicamente mucho mas activos que los controles. Estos resultados
demuestran que el acido maslinico utilizado como aditivo en la dieta de la dorada en condiciones de
piscifactoria puede comportarse como un factor de crecimiento capaz de estimular la sintesis y
degradacidn de proteinas y el crecimiento celular en la dorada.

Trabajo subvencionado por la Junta de Andalucia (Grupo de Investigacion BIO-157), OTRI (Universidad de
Granada), Universidad de Jaén, Biomaslinic S.L y Azucarera del Guadalfeo Division Acuicultura Marina S.L.
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IL. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El interés suscitado por el acido maslinico en los ultimos cinco afios no es mera casualidad, sino
que esta desencadenado por la variedad de actividades bidlogicas en las que este compuesto parece
estar implicado. Se trata de un triterpeno pentaciclico natural, aislado y purificado, principalmente de
la cera superficial que recubre las hojas y fruto del olivo, Olea europaea. Por su capacidad como
inhibidor de proteasas, ha sido utilizado en el tratamiento de patologias causadas por parasitos del
género Cryptosporidium, o las causadas por el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana). También
se ha demostrado que el acido maslinico induce apoptosis selectiva en las lineas celulares tumorales,
HT29 y Caco-2, pudiendo ser empleado como supresor de tumores en el cancer de colon. El acido
maslinico influye, ademas, sobre ciertas actividades enzimaticas, por ejemplo, se ha descrito como
inhibidor de la glucégeno fosforilasa, de elastasas, etc. También se ha estudiado su capacidad
antioxidante en situaciones de estrés oxidativo y su capacidad antiinflamatoria, entre otras. Ademas,
se ha estudiado la adicién de acido maslinico a la dieta de trucha arco iris demostrandose que este
compuesto estimula la velocidad de crecimiento en el animal completo, en el higado y en el musculo
blanco, ya que es capaz de estimular las velocidades de sintesis de proteinas frente a las velocidades
de degradacion, produciéndose una mayor velocidad de acumulacidn proteica.

El cultivo de la dorada se enfrenta actualmente a un mercado cada vez mas competitivo, tanto
por la bajada de los precios, como por el auge en la produccion de nuevas especies; en este sentido,
se requiere una reduccién en los costes de produccidén, un mayor crecimiento de la dorada en el
menor tiempo posible, una mayor calidad del producto final y el desarrollo de tecnologias que
permitan minimizar el impacto medioambiental de las explotaciones en cultivo. Una de las asignaturas
pendientes en la produccién de muchas especies acuicolas es la adecuacién de las pautas de
alimentacion al potencial de crecimiento y a la época del afio en que se desarrolla el cultivo. En este
sentido, parece légico que los estudios en la dorada se dirijan a mejorar su cultivo y produccion, para
gue siga siendo una especie a la vanguardia de las necesidades acuicolas. Asi, los estudios en dorada
estan encaminados a mejorar su crecimiento y es por lo que en los ultimos afios la gendmica y
protedmica se estan aplicando en peces; el conocimiento exhaustivo de las proteinas expresadas en
determinadas situaciones (ayuno, realimentacién, temperatura, calidad de la dieta, régimen de
alimentacion...) puede ser de gran ayuda. Una dieta equilibrada que aporte todos los requerimientos
nutricionales que necesita el pez, y que suministrandola en menor cantidad, no afecte a la capacidad
de crecimiento podria ser uno de los aspectos clave en la produccidn. En este sentido, el acido
maslinico, podria jugar un papel importante ya que por si sélo es un estimulador/controlador del
crecimiento en general y al comportarse como inhibidor de serin proteasas puede prevenir
enfermedades causadas por patégenos alterando la capacidad invasiva de estos; y, en consecuencia,
puede disminuir la mortalidad.

Teniendo en cuenta lo comentado anteriormente, el presente trabajo tiene como objetivo
global, analizar exhaustivamente el efecto del acido maslinico (AM) sobre el comportamiento y
naturaleza del crecimiento, en juveniles de dorada. Este estudio se ha realizado en condiciones de
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piscifactoria lo cual hace que los resultados obtenidos sean extrapolables a las condiciones que rigen
la produccion industrial de estos peces. Ademas, se ha estudiado el efecto de dos regimenes de
alimentacidn diferentes, la alimentacion a saciedad o ad libitum y el efecto de una racién restringida al
1,5% del peso de la dorada. Con tal fin se emplearon tres dietas con diferentes cantidades de acido
maslinico: 0; 50 y 100 mg de AM por kg de dieta, que se correspondieron con los grupos Control, AMs,
y AM100, respectivamente). De acuerdo con esto, los grupos experimentales que se eligieron fueron
los siguientes: Control AL, AMygq AL, Control R, AMp R y AMygo R. Esto nos permitiria, por un lado
conocer la dosis 6ptima de 4cido maslinico para la dorada, y compararla con la empleada en la trucha
arco iris, y, por otro lado, estudiar los efectos de una alimentacidon a saciedad versus la restriccion del
alimento al 1,5% del peso del animal, en donde las necesidades nutricionales y energéticas estan por
debajo de las requeridas y, por otro lado, combinar los efectos de la restriccion de la racién y la
adicion de 4acido maslinico pueden contrarrestar los efectos que pueda ocasionar la restriccién
alimentaria.

El estudio de crecimiento de la dorada, ademas de hacerse para el animal completo, se llevo a
cabo en el higado y musculo blanco por la relevancia que presentan ambos en los peces. El higado
desempefia un importante papel regulador en el metabolismo energético, amoniogénesis y, en
general, en la homeostasis metabdlica, siendo clave en el desarrollo del animal. El musculo blanco, por
su parte, es el tejido mayoritario del pez, actia como almacén de proteinas en situaciones de estrés
nutritivo, y es responsable final del crecimiento del pez.

El objetivo global de nuestro trabajo, descrito previamente, puede desglosarse en los siguientes
objetivos concretos:

A. Objetivos concretos relacionados con la evaluacion nutricional del acido maslinico:

1. Estudiar el efecto del acido maslinico y de la restriccidon de la racién de alimento
sobre la dindmica del crecimiento del animal completo, higado y musculo blanco de
la dorada en condiciones de piscifactoria.

2. Analizar el recambio proteico en el higado y musculo blanco de la dorada, entendido
éste como el balance entre las velocidades fraccionarias de sintesis (Ks) y de
degradacién (Kp) de proteinas en ambos tejidos, en relacion con la velocidad
fraccionaria de acumulacion (Kg) de proteinas. Se trata de estudiar si efectivamente
el acido maslinico desplaza el equilibrio del recambio proteico hacia la sintesis de
proteinas, y por tanto, hacia un mayor crecimiento.

3. Determinar la relacién entre los pardmetros de recambio proteico y el contenido
celular en 4cidos nucleicos (DNA y RNA) para determinar la naturaleza del
crecimiento en cada tejido estudiado. El crecimiento puede deberse a fenémenos de
hiperplasia (incremento del nimero de unidades celulares) y/o de hipertrofia
(aumento del tamafio celular).
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B. Objetivos concretos relacionados con la evaluacién bioquimica del acido maslinico:

4.

Determinar el efecto de la adicién de acido maslinico a la dieta de la dorada sobre la
concentracion tisular de glucosa 6-fosfato, 6-fosfogluconato y fructosa 6-fosfato,
todos ellos metabolitos representativos del ciclo de las pentosas fosfato. Ademas,
ver el efecto de este compuesto sobre el metabolismo del lactato, malato, del
glucdgeno, asi como el estado estacionario de los coenzimas de éxido-reduccién en
las formas oxidadas y reducidas.

Determinar el comportamiento cinético y los niveles de expresion proteica de los
enzimas productores de NADPH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), enzima malico (EM) e isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP" (IDH-NADP®). Estos enzimas constituyen uno
de los factores mas importantes implicados en los procesos de crecimiento y
proliferacion celular.

Determinar el comportamiento cinético y los niveles de expresién proteica de
algunos de los enzimas clave relacionados con el metabolismo de aminoacidos, en
concreto, serina deshidratasa (Ser-DH), tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) y alanina
aminotransferasa (Ala-AT).

Caracterizar el proteoma del higado de la dorada y estudiar el efecto del acido
maslinico y la restriccién de la racién sobre el patrén global expresién de proteinas
de este organo. Para ello se utilizardn técnicas de protedmica basadas en la
electroforesis 2-DE y espectrometria de masas (MS).

C. Objetivos concretos relacionados con la evaluacion citolégica del acido maslinico:

8.

Determinar, por medio de técnicas de microscopia déptica y electrdnica, todas las
modificaciones estructurales que puedan producirse en el tejido hepatico y en el
musculo blanco de la dorada, atribuibles a la accién del acido maslinico y a la
restriccion de la dieta.

Los resultados obtenidos en este estudio permitiran evaluar, a los tres niveles indicados, la

inclusion de acido maslinico a la dieta estandar de dorada asi como el régimen de alimentacién. De

este modo, se podria mejorar su cultivo a gran escala; ademas de aprovechar un subproducto natural

obtenido de la molturacién de la aceituna, eliminando una parte importante del gran impacto

medioambiental que se origina durante el proceso de extraccidn del aceite.
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Introduccion

III. MEMORIA DE LA TESIS

1. Introduccion

I 1.1. Especie de interés: la dorada (Sparus aurata). Generalidades

La dorada (Sparus aurata, Linnaeus, 1758), es una especie que pertenece a la familia de los
Esparidos, orden Perciformes y clase Actinopterigios. Morfolégicamente, el cuerpo de la dorada es
oval y lateralmente comprimido. La cabeza es robusta (bastante arqueada). Presenta una aleta
dorsal completa, espinosa sélo en parte y en su parte media es visible una parte oscura (Bauchot y
Pras, 1987); la aleta anal es corta; la caudal es grande, bastante escotada y bordeada de color negro;
las pectorales son falsas (no unidas al esqueleto) y las pélvicas se encuentran en posicidn toracica
presentando una espina y cinco radios). La boca de la dorada es pequefia y de posicion inferior, con
mandibulas poco extensibles y de labios gruesos. La mandibula superior es ligeramente mas
prominente que la inferior. Los dientes de esta especie presentan formas muy variadas (incisivos,
caninos, molares, etc.). La dorada presenta escamas ctenoideas en todo el cuerpo (entre 75y 85 en
la linea lateral).

El color de la dorada depende del lugar donde habite; cominmente presenta el dorso gris
azulado (metalico) con los flancos plateados, la cara ventral blanquecina, una mancha dorada sobre
la frente y entre los ojos; ademds presenta una mancha negra en el opérculo (el cual carece de
espinas), subrayada frecuentemente de color rojo. La dorada es capaz de alcanzar una talla maxima
de 70 cm (Terofal, 1990), y un peso aproximado de 5 kg (Serra, 1999). En la Figura 1.1 se muestra un
esquema de las caracteristicas de la dorada, de su habitat y biologia y del cultivo de la misma (FAO,
2007).

La dorada es comun del Mar Mediterraneo, aunque también se encuentra distribuida a lo largo
de la costa oriental del Atlantico desde Senegal hasta Gran Bretafia, y raramente en el Mar Negro. La
dorada es una especie de naturaleza euritermia y eurisalina, habita zonas litorales en ambiente
marinos, lagunas costeras y zonas de estuarios en particular durante las primeras fases del ciclo de
vida. En la vida silvestre, la dorada nace en mar abierto entre octubre y diciembre, los juveniles
tipicamente migran hacia las zonas costeras a principios de la primavera, porque la dorada es muy
sensible a las bajas temperaturas (letal a 4°C), y a finales de otofio vuelve a mar abierto. En el mar
abierto, la dorada es encontrada usualmente sobre rocas o campos de Posidonea oceanica, pero es
capturada generalmente en fondos arenosos. La dorada es una especie hermafrodita proterandrica,
es decir, que la mayoria de los individuos comienzan su ciclo de vida siendo machos y al cabo de 2-3
afios se transforman en hembras. La dorada es un pez carnivoro que presenta una diversidad
alimenticia que estd relacionada con la talla de los individuos; los juveniles se alimentan de
poliquetos y pequefios crustdceos, y los animales mas grandes de moluscos, lamelibranquios,
gasterdpodos y crustaceos (Arias, 1980; Colloca y Cerasi, 2005).
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La reproduccién en el Mediterraneo se lleva a cabo entre octubre y diciembre, cuando la
temperatura baja a 19°C, aunque algunas veces puede alargarse hasta febrero-abril. Las génadas
maduran entre septiembre y octubre, realizdndose la puesta en el mes de noviembre (Castelld-

Orvay, 1993), cuando el agua se encuentra entre 14-15°C.

Clase: Osteictios
Superorden: stens
Orden: Perciformes
Familia: Sparidae
Género: Sparus

(" 4
i~
Caracteres S : .
significativos Habitat y biologia
S, ovalado Especie litoral que en vida silvestre sobre fondos rocosas,
/ gtu;aitp?mle Cab};arg érgﬂl;g igﬁ arenosos, fangosos o praderas de algas en profundidades
el perfi arqueado. Coloracidn gris de hasta 60 m. También se encuentra en aguas salobres
plateada con una mancha oscura. S de lagunas litorales y marismas. Tolera amplias variaciones
en €l inicio de la linea lateral y una de temperatura y salinidad del agua. Se distribuye por las
pequefia banda escarlata en el costas orientales del océano Atlantico, desde Gran Bretana
borde superior del opérculo. hasta Cabo Verde, y por todo el mar Mediterraneo. Se
Muestra una caracteristica banda alimenta principalmente de moluscos, crusticeos y pequenos
dorada entre los ojos. Aleta caudal peces. Hermafrodita proterandrico, primero madura como
ahorquilada. Alcanza un tamario macho y a partir del segundo o tercer afio se convierte en
de hasta 57cm de longitud. hembra. Puede vivir mas de 10 afios.
\, PN
-
Cultivo alimentan de organismos vivos: rotiferas y artemia.
Desplés inician una alimentacion a base de piensos
Su crianza se realiza en casi todos los paises  fabricados coningredientes naturales principalmente
mediterraneos. Los centros de cria ("hatcheries”)  Marinos. Las instalaciones de crianza son variadas:
producen huevos a parlir de individuos  viveros flotantes en el mar, tanques de hormigén
reproductores en condiciones muy controladas. 0 estanques de tierra. Cada dorada tarda entre 18
Cada hembra llega a poner 2 millones do huevos v 24 meses en alcanzar 400 g desde que eclosiona
de 1 mm de diametro por kilo de peso. Durante  del huevo. La talla comercial abarca desde los 250
su primer mes de vida en cultivo las larvas se g hasta mas de 1.500 g.
FAO. 2007

N

Figura 1.1. Esquema de la FAO,2007 en donde se muestra la morfologia tipica de la dorada y el resto de caracteres
significativos de esta especie, su hébitat y biologia, asi como, el cultivo de la misma.

26




Introduccion b et P0G

La dorada es muy apreciada comercialmente debido a que posee una carne de excelente
textura y sabor, sin embargo hasta el desarrollo de los sistemas de cultivos intensivos en los afios 80,
el cultivo de la misma sdlo se realizaba en lagunas costeras y estanques de agua de mar. La
produccion a gran escala de la dorada fue conseguida por Espania, Italia y Grecia entre 1988 y 1989.
Esta especie presentd una alta adaptabilidad a las condiciones de cultivo del sistema intensivo, tanto
en estanques, como en jaulas flotantes, asi pues, la produccién anual de la dorada se incrementé
regularmente hasta el 2000, cuando el pico de produccion alcanzé las 87.000 toneladas (Colloca y
Cerasi, 2005).

La produccién acuicola total de dorada (Sparus aurata) en Europa y el resto del mundo en 2007
ha sido de 151.096 Tm, un 21,2 % superior a la cifra de 2006. En el 2008 en torno a las 163.342 Tm,
un 8,1% mas que el afio anterior (FAO, 2007). Los principales paises productores de dorada son
Grecia (52,9 %), Turquia (15,9 %), Espafia (14,8 %) e Italia (5,9 %). Producciones menores se dan en
Egipto, Israel, Francia, Chipre, Portugal, Croacia Malta, Tunez y Marruecos, mientras que hay
producciones incipientes en Albania, Republica Dominicana, Marruecos, Emiratos Arabes Unidos,
Bosnia, Oman, Libia y Kuwait.

La dorada (Sparus aurata), la lubina (Dicentrarchus labrax) y el rodaballo (Psetta maxima) son
las mas importantes especies de peces marinos de crianza producidas en los paises europeos
meridionales. Practicamente todos los paises riberefios del Mediterraneo producen dorada y lubina
mediante acuicultura, coexistiendo en muchas ocasiones en las mismas instalaciones, mientras que
la crianza del rodaballo se realiza en la vertiente atlantica europea, siendo mads reducido el nimero
de paises productores.
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I 1.2. Nutricidon y metabolismo en peces

La alimentacién se puede definir como el proceso de captura e ingesta del material de origen
biolégico necesario para el funcionamiento de los organismos vivos. Los alimentos contienen
cantidades variables de agua, lipidos, vitaminas, minerales, y otros compuestos, incluyendo los que
imparten aroma, sabor y color (Bui, 1988).

La nutricién, por su parte, puede definirse como el proceso por el que los organismos utilizan el
alimento para la obtencién de la energia para el crecimiento, mantenimiento y reparacion de tejidos

De esta manera, si se habla de la nutricidn y alimentacidon de los peces, se tiene que considerar
como toda una ciencia encargada de determinar los requerimientos y necesidades alimenticias, asi
como las técnicas de alimentacion durante todos los periodos de desarrollo de estos organismos.

Los peces necesitan energia para mantener sus procesos vitales y para producir nuevos tejidos,
lo que constituye la base del crecimiento y la reproduccién. Esta energia la sustraen de los nutrientes
que presente la dieta suministrada. Los peces se encuentran entre los animales con mayor eficacia
de transformar los nutrientes de la dieta en crecimiento corporal, dado su bajo requerimiento en
energia de mantenimiento (Smith, 1989).

Las necesidades energéticas, en peces, varian de acuerdo con diferentes propiedades y
caracteristicas, la temperatura del agua, la especie, el tamano, la edad, las actividades fisicas y
fisioldgicas, la composicién de la dieta...etc. Estas necesidades son cubiertas por los nutrientes
obtenidos en los alimentos, gracias a los procesos de degradacién de: proteinas (protedlisis), lipidos
(lipdlisis) e hidratos de carbono (glucdlisis).

A nivel comercial, el principal objetivo de la produccion de peces es el de maximizar el
crecimiento y la supervivencia al minimo costo (Knights, 1985), siendo condicion, la éptima
satisfaccion de los requerimientos fisioldgicos y metabdlicos de los peces objeto de estudio,
proveyéndolos de unas condiciones ambientales favorables y alimentandolos con dietas adecuadas
(Steffens y Strubbe, 1987). Sin embargo, una de las principales limitaciones para el desarrollo de la
acuicultura la supone el coste y la disponibilidad de alimento (James et al., 1992).

Puesto que la alimentacidn representa uno de los mayores gastos en la produccion intensiva de
peces, el desarrollo de dietas comerciales capaces de satisfacer los requerimientos de la especie
cultivada bajo unas condiciones determinadas y con el menor coste posible, es considerado como
uno de los principales objetivos en las investigaciones en acuicultura (Tiews et al., 1979; Hardy,
1989).

En la dorada, se ha conseguido la formulacién éptima y equilibrada de nutrientes para su mejor
crecimiento en cultivo, aunque, aun hoy dia, la dieta empleada depende en gran parte de la
proteina animal.
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I 1.2.1. Niveles de proteina y su metabolismo

Las proteinas son el componente fundamental (65-70%) del peso de la materia seca de los
peces, la mayor parte de ellas se encuentra en el musculo esquelético. La proteina ingerida es
hidrolizada en el digestivo hasta aminoacidos, estos son absorbidos y distribuidos en los diferentes
tejidos, donde son utilizados para la sintesis de nuevas estructuras celulares (crecimiento), para
reponer las ya existentes (mantenimiento) o bien, pueden ser catabolizadas para obtener energia en
mayor o menor grado, dependiendo del estado fisioldgico, edad y condiciones ambientales.

Las necesidades energéticas de los peces son diferentes de las de los mamiferos terrestres, asi
en comparacién con otros vertebrados, el contenido proteico de la dieta de los peces es
notablemente mas alto (Cowey y Sargent, 1979; Wilson, 1986; Cowey, 1994). En aves y mamiferos, el
nivel éptimo de proteina oscila entre el 12-25%. Los peces carnivoros requieren entre un 40-50%
(Millikin, 1982), mientras que los omnivoros precisan entre un 35-45% de proteina (NRC, 1977).

Se han elaborado numerosos estudios en cuanto a las necesidades especificas de proteina en
peces y se ha comprobado que pueden variar atendiendo a los siguientes factores: especie, talla,
temperatura del agua, salinidad, calidad de la proteina, energia no proteica, racionamiento
alimentario, densidad de cultivo... etc., (NRC, 1983).

Los primeros en estudiar las necesidades proteicas en la dorada fueron Sabaut y Luquet (1973),
quienes establecieron que como minimo debia existir un 45% de proteina en la dieta.
Posteriormente, Vergara en 1992 las establecié en un 42% para peces de 80 g de peso y en un 55%
de proteina para doradas de 2 gramos. En el mismo sentido, muchos autores coinciden en que los
individuos jévenes necesitan mayor concentracidn de proteinas en la dieta que los de mayor tamanio
(Cho et al., 1985; Vergara, 1996a). Este efecto se relaciona con la disminucién progresiva de la
sintesis proteica corporal a lo largo del desarrollo, asociada a una menor velocidad de crecimiento
(Fauconneau, 1985a; Houlihan y McMillan., 1989a).

El alto contenido de proteina en la dieta, asi como la alta representacion de especies carnivoras
entre los peces (85%), es en realidad reflejo de una alta eficiencia en la transformacién de energia;
fruto del bajo coste de la termorregulacion, la locomocidn y la excrecion mayoritariamente en forma
de iones amonio en el medio acuatico (Pandian y Vivekanandan, 1985; Kaushik, 1997).

En consecuencia, la demanda de sustratos no proteicos para fines energéticos disminuye, por lo
que aumenta la relacién dptima de proteina/energia en la dieta. No obstante, para una determinada
especie la relacién éptima de proteina/energia varia con la edad y el tamafio del animal (Satia, 1974;
Kaushik, 1995). Es de suponer que variaciones similares también tienen lugar con la temperatura y el
nivel de racién, aunque desgraciadamente ello esta deficientemente tipificado.

En la dorada existen evidencias experimentales que demuestran que la composicidn dptima de
la dieta varia en funcion de la tasa de ingesta (Company et al., 1999), la tasa de conversién del
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alimento no disminuye en animales alimentados a saciedad con dietas de alto contenido proteico;
mientras que con la reduccién de la relacion proteina/energia de la dieta hay que restringir la ingesta
para seguir manteniendo una alta conversion del alimento.

A la hora de formular un pienso ideal para peces carnivoros cultivables se debe de tener
presente, que la proteina tiene un papel crucial tanto cualitativo, como cuantitativo. En este sentido,
establecer los requerimientos de proteina en la dieta de la especie a cultivar (minimo nivel de
proteina expresado como porcentaje del peso seco de la dieta que produce un maximo crecimiento,
Pandian y Vivekanandan, 1985), es esencial para poder disefiar un pienso artificial bien equilibrado
con el que obtener una alimentacidon rentable (de la Higuera, 1990). Los estudios sobre los
requerimientos 6ptimos dietarios de proteina para peces son multiples y diversos, y estan afectados
por la composicidn de las dietas y condiciones experimentales. En realidad, los peces como otros
animales, no presentan un requerimiento de proteina “per se”, sino de un balance equilibrado entre
aminodacidos esenciales y no esenciales disponibles a partir de la dieta mediante la digestion de las
proteinas.

La proteina consumida por los peces es hidrolizada en aminodcidos, los cuales son absorbidos
en el tracto intestinal y usados por diversos tejidos para sintetizar nuevas proteinas. Por otra parte,
los aminoacidos en exceso, son utilizados como fuente de energia. Por ello, niveles en defecto de
proteina provocan una reduccién del crecimiento, incluso pérdida de peso. En contraposicion,
cuando la proteina estd en exceso, sélo una parte es empleada para nueva sintesis proteica, siendo
el remanente degradado para obtener energia (Wilson, 1986). Las proteinas estan continuamente
siendo sintetizadas y degradadas en los aminoacidos que las componen (Fauconneau, 1985; Jiurs y
Bastrop, 1995; Dabrowski y Guderley, 2002). Cuando las proteinas son hidrolizadas se obtienen un
total de 20 aminodcidos. Estos aminoacidos son los productos finales de la digestidn de las proteinas,
esto indica claramente que la calidad de las proteinas vendra definida por la calidad y cantidad de
aminodacidos, asi como por la disponibilidad de los mismos. A través del epitelio intestinal, los
productos de la digestion proteica, principalmente aminoacidos libres, alcanzan el torrente
sanguineo. Esos aminodcidos absorbidos pueden seguir las siguientes rutas:

- Ser incorporados al pool metabdlicos de aminoacidos libres, siendo mezclados con los
aminodcidos libres originados en diferentes tejidos del organismo.

- Los aminodcidos en el pool metabdlico pueden entrar en las rutas de sintesis de
proteinas, y a su vez, los aminoacidos derivados de la degradacion de las proteinas son
incorporados al pool metabdlico de aminoacidos libres, reflejando el balance neto de
proteinas corporales.

- Participar en las rutas de sintesis de compuestos nitrogenados, tales como &cidos
nucleicos, hormonas y enzimas.

- Pueden ser desaminados, originando cadenas hidrocarbonadas y grupos amino.

- Las cadenas hidrocarbonadas resultantes pueden ser oxidadas para obtener energia o
entrar en las rutas de sintesis de lipidos, hidratos de carbono e, incluso, aminoacidos.

- Los grupos amino, liberados de los aminoacidos, son excretados como urea y amonio.
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Figura 1.2. Rutas implicadas en el metabolismo de aminodcidos en peces.

Las tasas de proteinas son mas altas en higado, branquias, tracto digestivo, rifidn y bazo, que en
corazon y musculo blanco o rojo (Faunconneau, 1980; Smith, 1981). Pero, aunque la tasa del
metabolismo de las proteinas es mas baja en musculo, que en el higado, la masa muscular excede
cuantitativamente al resto de tejidos, siendo, por tanto, este tejido el mas importante de todos para
la sintesis de proteina. Asimismo, gran parte de la degradacion y el catabolismo de los aminoacidos
ocurre en el musculo (Hepher, 1988). En juveniles de dorada, los niveles de requerimientos de
aminodcidos esenciales se refieren a cuatro de ellos (arginina, lisina, metionina + cisteina y
triptéfano) (NRC, 1983). En la Tabla 1.1 se muestran los porcentajes necesarios de estos
aminodcidos, segun la cantidad de proteina dietaria.

Tabla.1.1. Requerimientos de aminoacidos en la dorada (NRC, 1983)

Aminoacidos Requerimientos
Proteina dietaria % de proteinas % de dieta
(%)
Arginina 34 5,0 1,7
Lisina 34 5,0 1,7
Metionina+Cisteina 34 4,0 1,4
Triptofano 34 0,6 0,2

La sintesis de aminodacidos no esenciales, realizada principalmente por el higado, se produce
mediante transaminacion a partir de intermediarios derivados de la glucolisis, el ciclo de krebs y la
via de las pentosas fosfato. Los mismos procesos son los que intervienen en el catabolismo de
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aminodacidos. Los aminoacidos se convierten en intermediarios del ciclo de Krebs para finalmente
formar glucosa, acetoacetato o piruvato dependiendo de las necesidades celulares (Figura 1.3).

Alanina
Glicina
Cisteina
Serina
Treonina *

Piruvato Cuerpos cetdnicos

|

-<_— ° \/ Acetil CoA —————3 pcetoacetato
Asparagina Fumarato - T T

Aspartato * Triptéfano
/Succmato Leucina * Leucina *
Aspartato * / \\ Isoleucina * Lisina
Tirosina * o-KG Fenilalanina *
Fenilalanina * || valina Tirosina *
Metionina
Treonina * Glutamato
Isoleucina * Glutamina
Histidina
Prolina
Arginina

Figura 1.3. Catabolismo de aminoacidos. En granate se representan los aminoacidos glucogénicos, en azul, los
cetogénicos, en negro, ambos y representados con asterisco los que presentan mas de una ruta de entrada.

Las reacciones de transaminacion se refieren
aminoécido a-cetodcido a aquellas en las que un aminodcido se convierte
en otro. Se realizan por medio de transaminasas

w que catalizan la transferencia del grupo amino

(NH;) de unaminodcido a un a-cetoacido, tal como
Transaminasa

piruvato, oxalacetato o mas frecuentemente a-

a-cetoglutarato glutamato cetoglutarato (a-KG). Consecuentemente se forma

un nuevo aminodcido y un nuevo a-cetoacido

Desaminacién GDH

Sam (Figura 1.4). Las transaminasas mas habituales en
oxidativa

la transaminacion son: alanina-aminotransferasa

(Ala-AT) y asparto-aminotransferasa (Asp-AT).
NAD" NH,* EA(?HJ' H Requieren, como cofactor, piridoxal-fosfato (PLP),
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Figura 1.4. Esquema general de las reacciones de

transdesaminacién (transaminacién y desaminacion transaminacion, que generalmente constituye el
oxidativa) del metabolismo de los aminodcidos.
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primer paso de degradacién proteica, los aminodcidos, también se pueden catabolizar por
desaminacion oxidativa. La suma de ambas se denomina transdesaminacion. Se conoce que en
peces, el higado y musculo blanco poseen capacidad para desaminar todos los aminoacidos (Van
Waarde, 1983), aunque se sabe que en musculo esa degradacion es menor (Fauconneau, 1985;
Houlihan et al., 1986, Houlihan et al., 1988; Halver y Hardy, 2002).

En los ultimos diez afios, y como consecuencia del aumento del cultivo de la dorada, entre otras
especies, todos los esfuerzos se han encaminado a reducir la cantidad de proteina dietaria y
sustituirla por lipidos o carbohidratos (Bonamusa et al., 1991; Garcia Alcazar et al., 1994; Santinha et
al.,, 1996; Vergara et al., 1996b; Fernandez et al., 1998; Metdn et al., 1999b, Metdn et al.; 2000,
Meton et al., 2004; Venou et al., 2003), o bien, sustituir la harina de pescado, por proteina de origen
vegetal (Robaina et al.,, 1995; Goémez-Requeni et al., 2003; Pereira y Oliva-Teles, 2003; Sanchez
Muros et al., 2003).

La harina de pescado es una materia prima de origen animal de elevada concentracion proteica,
con un valor nutritivo alto, en relacién con las harinas vegetales, por su excelente equilibrio en la
composicién de aminoacidos, su adecuada composicion en acidos grasos para todos los peces, su
contenido en vitaminas del grupo B, elevadas concentraciones de acido fosférico e incluso por la
existencia de un “factor de crecimiento no identificado” (Robaina et al., 1995). Pero presenta la
problematica, que su produccidn viene determinada por el nivel de recursos disponibles, que
desafortunadamente cada vez son mas escasos. De este modo, la harina de pescado se convierte en
el ingrediente dietario empleado mas caro. Por ello no es de extrafiar, que muchos de los estudios de
nutricién en acuicultura hayan desviado su atencidn a sustituir esta harina de pescado, al menos, en
parte por otras fuentes proteicas alternativas, o bien por un mayor nivel de lipidos o carbohidratos
(Tidwell y Allan, 2001; Tacon, 2003) con objeto de elaborar alimentos para peces de menor costo.

Las fuentes alternativas a la harina de pescado que se han venido empleando, hasta la
actualidad, son:

- Proteinas de origen animal, entre las que se incluyen desperdicios de matadero (carne,
huesos, plumas y sangre (Tacon et al., 1984), ensilados de peces (Tacon, 1979), derivados
lacteos y algunas proteinas menos convencionales como las harinas de krill, lombriz y pupa
de gusano de seda.

- Proteinas de origen vegetal, harinas de semillas y hojas. En este sentido, la harina de soja
(Lovell, 1988) ha sido muy utilizada, asi como, el gluten de maiz (Moyano, 1990), la harina
de altramuces (en trucha arco iris, de la Higuera et al., 1988; Moyano et al., 1992, en carpay
tilapia, Viola et al., 1982), entre otras.

- Concentrados de proteinas vegetales, por ejemplo de patata (PPC) (Tacon et al., 1985) o de
hojas (LPC) (Olvera-Novoa et al., 1990). Se trata de precipitados a partir de una suspension
acuosa mediante procesos de coagulacion térmica.

- Proteinas de organismos unicelulares (SCP), levaduras, algas, bacterias y hongos.

- Fuentes de nitrégeno no proteico, como la urea o el acido urico.
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- Encapsulacién de aminoacidos, microdietas para larvas...
- Entre otras alternativas...

El problema principal de estas fuentes alternativas, son la deficiencia de algin aminodcido
especifico o el desequilibrio de aminodacidos en general. A esto hay que afiadir la presencia de
factores antinutricionales, principalmente en los ingredientes vegetales, aunque gracias a los
adelantos tecnoldgicos (procesados con calor seco/hiimedo, micronizacion, extrusion y expansion)
se ha mejorado la digestibilidad de estas harinas; el que puedan ser perjudiciales para el pez si se
suministran en altas concentraciones, como ocurre con las SCP (Sdnchez-Muniz et al., 1979); la
existencia de resultados contradictorios en unos estudios y otros; la influencia de la edad de la
especie...

Todos estos hechos hacen que, a pesar de ser un tema ampliamente estudiado, y los piensos de
peces estén bien formulados y equilibrados, se sigan encaminando estudios hacia la mejora del
crecimiento de estos animales, en poco tiempo, con bajo costo y que el impacto medioambiental sea
el minimo posible.

I 1.2.2. Niveles de lipidos y su metabolismo

Los lipidos en la dieta son fuente de acidos grasos esenciales y energia para el normal
desarrollo y crecimiento de los peces. Ademas, su capacidad de sustitucién energética de proteina,
asegura una mayor disponibilidad de aminoacidos para crecimiento (Vergara et al., 1996b). Asi, por
regla general, la adicién de lipidos a la dieta contribuye a una mejor utilizacién de la proteina,
reflejada en unas mejoras en el crecimiento de los animales y en los indices de utilizacion proteica
(de la Higuera et al., 1977a; Beamish y Medlan, 1986). No obstante, el contenido graso total no sélo
depende del nivel lipidico, sino también del contenido y tipo de carbohidratos, y en general, del nivel
energético de la dieta y de la ingesta caldrica total (de la Higuera et al., 1977b; Buckley y Groves,
1979; Cardenete et al., 1987).

En este sentido, existen numerosos estudios en los que se valora la utilizacién nutritiva de la
proteina en funcién del aporte de lipidos. Boonyaratpalinn (1991) determind que el nivel de
proteinas en dorada se podria reducir de un 50% a un 45% sin afectar al crecimiento, siempre que se
aumentaran los lipidos de un 15% a un 18%. Kalogeropoulos et al. (1992) establecieron que basta un
12% de lipidos en la dieta para cubrir las necesidades nutritivas de la dorada, siempre que sean
suministrados como aceite de pescado y no como aceite vegetal, pues Kissil et al. (1982) encontraron
que, en la dorada, el aceite de pescado induce una mejor utilizacién de la proteina, que el aceite de
soja.

Los lipidos han sido tradicionalmente utilizados en la sustitucidn parcial de la proteina dietaria
para obtencién de energia, ya que, ademas de ser fuente fundamental de acidos grasos esenciales y
vehiculo transportador de vitaminas y micronutrientes liposolubles, son facilmente digeridos vy
metabolizados por los peces (Sargent et al., 1999, Sargent et al., 2002; Oliva-Teles, 2000). Muchas
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especies han mostrado la eficiencia de este nutriente en el efecto ahorro de la proteina dietaria,
aunque los niveles recomendados por cada autor varian dependiendo de las condiciones
experimentales (Dias et al., 2003).

En el caso de la dorada, Vergara et al. (1996b) estimaron que el nivel de proteina podia
reducirse del 58% al 46% incrementando los lipidos desde el 9 al 15%. En esta misma especie, Garcia-
Alcazar et al. (1994) y Vergara et al. (1999) propusieron una elevacién del contenido lipidico hasta el
22% para esta misma especie, sin que se vieran afectados los parametros de crecimiento, utilizacion
del alimento o contenido en grasa corporal. Otros estudios en dorada respaldan el uso eficaz que
esta especie hace de los lipidos dietarios para ahorro proteico (Santinha et al., 1999).

Sin embargo, si se considera que la principal fuente de los lipidos es el aceite de pescado,
posiblemente su utilizacién presenta el mismo inconveniente que la proteina. De esta forma,
también se han realizado estudios dirigidos a la posibilidad de sustituir el aceite de pescado, por
otros aceites de origen vegetal (Tacon, 1994; Watanabe, 2002).

Por otra parte, el suministro de energia digestible en las dietas a través de lipidos y
carbohidratos debe ser establecido dentro de unos limites (Pérez-Jiménez, 2007). Asi, aquellos casos
en los que la relacidn proteina/energia (P/E) es muy baja y existe un exceso de energia no proteica,
podria tener como consecuencia una prematura saciedad de las necesidades energéticas de los
peces, generando una interrupcidn voluntaria de la ingesta antes de consumir la proteina y otros
nutrientes necesarios para cubrir las minimas necesidades para el correcto desarrollo (Watanabe,
1982; Ellis y Reigh, 1991).

Ademas, altos niveles de lipidos en la dieta pueden afectar la composicion corporal de los peces
debido a un incremento en la acumulacién lipidica, con las consecuencias generadas sobre la calidad
del producto (Vergara et al., 1999). Por el contrario, y como ya hemos indicado, una alta relacidon
P/E, es decir, insuficiente energia no proteica, supondria un uso de las proteinas dietarias para la
obtencion de energia comprometiendo el crecimiento y aumentando la liberacién de compuestos
nitrogenados al medio (Shyong et al., 1998).

Es logico pensar, por tanto, que la determinacion precisa de las necesidades de proteina para
una especie estard marcada por el delicado balance entre proteina y energia, siendo necesaria la
optimizacién de esta relacién con el aporte adecuado de carbohidratos y/o lipidos.

Diversos estudios indican que los peces capaces de utilizar altos niveles de lipidos dietarios
como fuente de energia, requieren bajas relaciones P/E. Asi, Lee y Putnam, (1980) establecieron que
la relacion 6ptima P/E para la trucha arco iris era de 22 g MJ™. En el caso de lubina, la relacién
Optima se estimd en 20,5 g MJ ' (Dias et al., 1998). Estas ligeras variaciones se ven afectadas por la
calidad de los nutrientes, asi como por las necesidades especificas de la especie.
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La homeostasis lipidica es el equilibrio entre el aporte de lipidos en la dieta y la sintesis “de
novo”, remodelacién, almacenamiento, movilizacion y el metabolismo neto (Tocher, 2002). Los
lipidos se clasifican atendiendo a sus funciones, ya que quimicamente son un grupo muy
heterogéneo de compuestos. A grandes rasgos, en peces abundan acidos grasos libres, fosfolipidos
polares (con un papel fundamental en las membranas celulares) y triacilglicéridos neutros (de
almacenamiento en la mayoria de vertebrados). Los lipidos, y en particular los triglicéridos, junto con
los acidos grasos que los componen son la principal fuente de energia para el crecimiento,
reproduccién y natacién en los peces.

El catabolismo de lipidos en peces, es similar al de mamiferos (Tocher, 2002). El almacenamiento
de estos se hace en forma de triglicéridos y son transportados acoplados a la albimina y
quilomicrones (Sheridan, 1991). A diferencia de mamiferos, en peces, la acumulacién de triglicéridos
ocurre en varios tejidos, como el higado, tejido adiposo perivisceral, musculo o en el tejido
subcutdneo.

La sintesis de acidos grasos, se realiza principalmente en el higado y requiere la participacion
del complejo acido graso sintetasa. Los acido grasos sintetizados “de novo” son los saturados,
plamitato (C16), estereato (C18) y miristato (C14). Los acidos linoléico (C18:2 n6) y linolénico (C18:3
n3) son esenciales tanto en peces, como en el resto de vertebrados. Los acidos grasos aportados por
la dieta, y los sintetizados “de novo”, pueden sufrir la accién de desaturasas y elongasas a distintos
niveles de la cadena hidrocarbonada, y formar lipidos mas complejos.

Los acidos grasos obtenidos de la degradacién de los lipidos, por accién de lipasas, son
transportados a la mitocondria por la accidn de acil-carnitina transferasa, en donde sufren ciclos
sucesivos de B-oxidacidn originando moléculas de acetil-CoA que entra en el ciclo de Krebs para
finalmente conseguir la obtencién de energia.

1.1.2.3. Niveles de carbohidratos y su metabolismo

Los carbohidratos también podrias sustituir a las harinas de pescado en la dieta. En peces, no se
han encontrado necesidades reales de este nutriente (NRC, 1993; Wilson, 1994); aunque su
inclusion, llevaria numerosos beneficios. Asi, por ejemplo, el empleo de carbohidratos supondria una
reduccion en los costes de alimentacion, al igual que una mejora en las propiedades fisicas del
alimento fabricado (Wilson, 1994). Ademads, un nivel adecuado de carbohidratos digestibles podria
minimizar el catabolismo de las proteinas con fines energéticos o proveer de intermediarios
metabdlicos para la sintesis de otros compuestos bioldgicamente importantes, lo cual aumentaria la
retencién proteica, favoreciendo el crecimiento y minimizando la liberacién de productos
nitrogenados al medio (Wilson, 1994; Shiau y Lan, 1996; Hemre et al., 2002).

Sin embargo, la capacidad de los peces para utilizar los carbohidratos de la dieta como fuente
de energia varia ampliamente entre especies (Pérez-Jiménez, 2007). Estas diferencias parecen estar
relacionadas con el sistema digestivo y el metabolismo de los peces, que se encuentran adaptados a
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los nutrientes existentes en el medio acuatico donde viven, condicionando la alimentacién (Krogdahl
et al., 2005). Asi, la utilizacion de carbohidratos por la mayoria de los peces carnivoros son
generalmente mas bajas que la de los herbivoros u omnivoros (Hidalgo et al., 1999; Yamamoto et al.,
2001).

Por otra parte, en general, los peces de agua dulce y templada parecen digerir mas
eficientemente los carbohidratos que los peces marinos y de agua fria (Shimeno et al., 1977; Wilson,
1994). Ademas de las diferencias interespecificas, la eficiencia intraespecifica de la utilizacién de
carbohidratos en la dieta estd condicionada por muchos factores, tanto por la complejidad y el
tratamiento fisico al que han sido previamente sometidos, como por su nivel de inclusién dietaria
(Krogdahl et al., 2005).

En general, los peces parecen mostrar una reducida capacidad para digerir carbohidratos no
pretratados y de mayor complejidad molecular. Por ejemplo, el empleo de almidén crudo, en vez de
gelatinizado, o el uso de carbohidratos de menor peso molecular (dextrina, maltosa, glucosa, etc.)
disminuye los coeficientes de digestibilidad aparente de este nutriente en especies como la dorada
(Venou et al., 2003), entre otras especies.

El nivel adecuado de inclusidén de carbohidratos digestibles se ha establecido entre un maximo
recomendado del 20% para especies carnivoras, incluyendo salmoénidos y peces marinos, y el 40%
para especies omnivoras de agua caliente (Wilson, 1994). Existe controversia de resultados, en
cuanto a la utilizacion de carbohidratos digestibles; asi algunos autores, (Hidalgo et al., 1993; Sanz et
al., 1993; Peragdn et al., 1999a) obtienen mejores resultados de indices de utilizacidn proteica (CEC y
VPP) en dietas que incluian carbohidratos digestibles, lo que confirmaria el buen uso de este
nutriente para promover el ahorro proteico con fines estructurales; pero, por el contrario, también
existen, otros parametros afectados negativamente cuando se incluyen carbohidratos en la dieta
(Pérez et al., 1997; Hillestad et al., 2001). A su vez, existe controversia, entre si son los carbohidratos
menos tratados y complejos, o, por el contrario, los mas complejos, son los que suponen mejoras en
los indices de crecimiento (Venou et al., 2003; Tan et al., 2006). Por otro lado, otros autores no
encuentran efecto alguno en el crecimiento, utilizacién nutritiva del alimento o eficiencia de la
proteina para crecimiento, derivado de la inclusidn de distintos tipos y niveles de carbohidratos en
las dietas (Martino et al., 2005; Enes et al., 2006).

Por lo que respecta a la influencia del balance de micronutrientes dietarios sobre el
metabolismo intermediario, distintos estudios han observado que los peces son capaces de
adaptarse a las nuevas situaciones nutricionales adaptando su perfil metabdlico (Walton y Cowey,
1982; Lundstedt et al., 2004).

En términos muy generales, las principales modulaciones metabdlicas generadas por el estado

nutricional de los peces implicarian que, dietas ricas en proteina estimularian las vias proteoliticas y
gluconeogénicas. Por otro lado, la sustitucidén parcial de las proteinas por lipidos inhibirian las vias
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lipogénicas, mientras que el uso de carbohidratos estimularia la glucdlisis, glucogénesis y lipogénesis,
disminuyendo la actividad de catalisis de las proteinas y gluconeogénesis.

Los principales efectos de dietas hiperproteicas son un incremento en la actividad hepdtica de
los enzimas transaminasas, GOT, Ala-AT y GDH, representativas del catabolismo de aminoacidos
(Suadrez et al., 1995; Sanchez-Muros et al., 1998; Bibiano Melo et al., 2006). Sin embargo, otros
autores apuntan que la actividad de estos enzimas no se ve afectada por el nivel de proteina dietaria
(Cowey y Walton, 1989; Kirchner et al., 2003).

En cuanto a la sustitucidn parcial de proteina por carbohidratos o lipidos parece producir una
disminucidn en la actividad de estas transaminasas (Suarez et al., 1995). Este aumento de los
enzimas degradativos de aminodacidos, consecuencia de un mayor nivel de proteina de la dieta, suele
ser paralelo a un descenso en la actividad de la via glucolitica y al incremento de la via
gluconeogénica, como se observa en la actividad FBPasa hepdtica en especies como la dorada
(Caseras et al., 2002). A su vez, el uso de dietas pobres en proteinas también parece disminuir la
actividad de los enzimas hepaticos generadores de NADPH (Walton, 1986; Barroso et al., 1993),
aunque la ausencia de tal efecto también ha sido observada por otros autores (Lupiafiez et al., 1989).

Tradicionalmente, los peces se pensaba que eran incapaces de utilizar metabdlicamente la
glucosa ingerida (Barroso et al., 2001), encontrando altos niveles de glucosa postprandial en la
mayor parte de teledsteos, con ligeras diferencias entre especies (Bergot, 1979).

Actualmente, se conoce que si la metabolizan, pero la capacidad de fosforilacién de la glucosa
que presentan las enzimas que la llevan a cabo es limitada, o bien, que presentan diferente
receptividad tisular a la glucosa (Nagayama y Ahshima, 1974). En cualquier caso, tras la digestién y
absorcién de los carbohidratos dietarios, la glucosa liberada en el proceso de glucolisis, posee
diferentes destinos metabdlicos (Moon y Foster, 1995; Dabrowski y Gudereley, 2002).

En condiciones de anaerobiosis, el piruvato es transformado en lactato en una reaccion
catalizada por el enzima lactico deshidrogenasa (LDH) en presencia de NADH que es oxidado a NAD".
Esto ocurre con frecuencia en el musculo blanco de los peces. En condiciones de aerobiosis, el
piruvato es descarboxilado para producir acetil-Co A que sera posteriormente empleado en la
sintesis de acidos grasos, fosfolipidos, colesterol, cuerpos cetdnicos o para su participacion en el ciclo
de Krebs. En dicho ciclo el acetil-Co A, procedente tanto de la degradacion de la glucosa como del
catabolismo de 4cidos grasos y aminodcidos cetogénicos, es oxidado completamente. En el proceso
se obtiene CO, y H,0 y poder reductor (NADH y FADH,) que se utiliza en la fosforilaciéon oxidativa
para la formacion de energia. Una ruta alternativa a la glucolisis, es el ciclo de las pentosas fosfato
(CPP), cuya funcion principal es la de producir equivalentes de reducciéon, NADPH necesarios en los
procesos biosintéticos, fundamentalmente de acidos grasos insaturados y esteroides. Ademas
genera ribosa, necesaria para la sintesis de nucledtidos. EI NADPH, también presenta un papel
protector frente a radicales libres.
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El lactato es un metabolito que proviene de la reduccion del piruvato en condiciones de
anaerobiosis. En peces, esto ocurre, en el musculo blanco ante una situacion de ejercicio intenso.
Este tejido obtiene gran parte de la energia necesaria para su funcionamiento de la via glucolitica, asi
durante el ejercicio se van a movilizar reservas de glucégeno para obtener glucosa, la cual se oxidara
rapidamente. En este punto, es en donde los peces presentan una particularidad con respecto a los
demads vertebrados, y es que el lactato que se produce en exceso en el musculo, no va directamente
a la sangre, sino que gran parte es retenido en el musculo, y transformado en piruvato para recargar
los almacenes de glucdgeno “in situ”. Si los peces, no hicieran esto, la concentracion de lactato seria
elevadisima (Laberee y Milligan, 1999; Hochachka y Somero, 2002). El lactato, junto con los
aminodcidos, es el sustrato preferido para las rutas gluconeogénicas en peces (Suarez y Mommsen,
1987; Moon y Foster, 1995). Se puede utilizar pues, como precursor de la sintesis de glucosa y/o de
la acumulacidén de glucégeno en el higado, en situaciones de intensificacion de la glucolisis en otros
tejidos como el musculo.

Por otra parte, la glucosa puede almacenarse como fuente de energia en forma de glucdgeno, a
través de glucogénesis. El glucogeno es un polimero de almacenamiento de glucosa en animales,
incluidos los peces, y constituye una fuente de glucosa disponible rapida en tiempos de necesidades
metabdlicas. La sintesis y degradacién de glucdgeno se realiza segun se puede ver en la Figura 1.5. La
glucdgeno sintasa es la enzima que cataliza el paso limitante de la sintesis y se activa cuando los
niveles celulares de energia son altos, es decir cuando los niveles de ATP, glucosa y glucosa 6-P son
elevados, inhibiéndose cuando estos son bajos o en presencia de AMP. La glucdgeno fosforilasa es la
enzima que regula el proceso de degradacidn, y se activa cuando existen demandas de energia, y en
presencia de AMP, inhibiéndose en la situacidn contraria.

Glucosa 6P

Fosfoglucomutasa

Glucosa 1P
UDP-Glucosa ute
Pirofosforilasa \
PPi Glucégeno
UDP-glucosa fosforilasa

; Glucégeno (n)
Glucégeno /

sintasa \
ubP

Glucégeno
(n+1)

Figura 1.5. Esquema general de la sintesis (flechas azules) y degradacion (flechas verdes) del glucégeno. Rodeadas
aparecen las dos enzimas reguladoras del proceso.
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En el higado de los peces, los niveles de glucdogeno aumentan, cuando estos ingieren una dieta
con un alto contenido en carbohidratos (Sudrez et al., 1995; Metdn et al.,, 1999; Borrebaek vy
Christophersen, 2000). Un periodo de ayuno, provoca un descenso en los niveles de glucégeno
(Navarro et al., 1992; Metdn et al., 1999; Borrebaek y Christophersen, 2000), que se recuperan con
la realimentacion, en dependencia del contenido de la dieta y la racion.

‘ 1.1.2.3. Efecto de la restriccion alimenticia

En la naturaleza, la disponibilidad de alimento no es constante, por lo que a menudo los
animales se enfrentan a periodos de privacion o restriccion de alimento como parte de su ciclo vital.
Cuando la disponibilidad de alimento vuelve a restablecerse, el animal recupera peso a lo largo de un
periodo de crecimiento acelerado cuya intensidad y duracion depende de la crudeza del periodo de
restriccion de alimento y de la especie en estudio. Este fendmeno denominado, “crecimiento
compensatorio”, también se da en animales de granja y ha sido descrito para una gran variedad de
especies de peces, tales como: trucha arco iris (Weatherley y Gill, 1981; Quinton y Blake, 1990;
Teskeredzic et al., 1995; Jobling y Koskela, 1996), pescardo (Russell y Wooten, 1992), pez gato (Kim y
Lovell, 1995; Gaylord y Gatlin, 2001), salmén (Nicieza y Metcalfe, 1997), carpa hibrida (Hayward y
cols., 1997) y tilapia (Melard et al., 1998).

Los mecanismos ultimos que rigen el crecimiento compensatorio son todavia objeto de debate,
aunque se ha especulado sobre su posible aplicacidn en cultivos de peces de interés comercial en el
area mediterranea (lubina y dorada). La presién evolutiva ha hecho que este crecimiento explosivo
durante la fase de crecimiento compensatorio sea especialmente evidente en especies de peces
adaptadas a aguas frias (Schwarz et al., 1985; Kim y Lovell, 1995; Hayward et al., 1997). Por tanto, es
de suponer que especies como la lubina y la dorada, adaptadas a zonas templadas de regiones
meridionales, no sean el mejor modelo de crecimiento compensatorio en peces (Figura 1.6). Sin
embargo, voluntaria o involuntariamente, la practica de la acuicultura ha hecho que se seleccionen
sistematicamente individuos con una alta capacidad de ingesta, pero no necesariamente con una
alta eficiencia de conversidn del alimento. De ahi el interés en determinar en qué medida, regimenes
de alimentacidn restringida mejoran la eficiencia del cultivo.

Peso

//Crecimiento
,/ compensatorio

-

”

I’ . s
Restriccion

alimento

N\
7
Tiempo

Figura 1.6. Modelo de crecimiento compensatorio (modificado, Mingarro et al., 2003).
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De acuerdo con el modelo de crecimiento compensatorio, en ausencia de restriccion de la
ingesta, la curva de crecimiento sigue un patréon normal. No obstante, un periodo de ayuno o
restriccion de alimento causa una desviacién de la curva tedrica, y cuando el alimento estd de nuevo
disponible en exceso, el animal gana peso rapidamente en un intento de recobrar el patrén ideal. Los
cambios que acontecen en dicho proceso son, por consiguiente, hiperfagia y una mejora en las tasas
de conversién del alimento. En cuanto a los factores que regulan la duracidén e intensidad de este
crecimiento compensatorio se incluyen la severidad y duracién de la restriccion, el tamafno del
animal, el sexo, la edad, el estado de la madurez sexual y las condiciones de cultivo (Marais et al.,
1991; Stamataris et al., 1991; Jones y Farrell, 1992a; Jones y Farrell, 1992b).

El uso inadecuado de dietas hiperenergéticas, con un alto contenido graso, puede provocar un
aumento en el grado de adiposidad de los animales en cultivo. Ello comporta por si mismo una
pérdida del valor afadido que supone la incorporacion del pescado en la dieta human, sin olvidar
que ello también altera la percepcidon de frescura y el grado de conservacién, asi como las
propiedades fisicas y organolépticas (Sheehan et al., 1996; Gjedrem, 1997; Einen y Skrede, 1998). De
ahi que, como mal menor, una practica habitual en ciertos cultivos haya sido imponer un periodo de
ayuno relativamente largo a los peces destinados a la venta (Blokus, 1986; Lie y Huse, 1992; Bonnet
et al., 1996; Einen et al., 1998).

Un incremento excesivo del grado de adiposidad también puede comprometer la capacidad de
respuesta del sistema inmune. Diferentes estudios en vertebrados superiores muestran que la
obesidad y el consumo de dietas con alto contenido en grasas perjudican la respuesta inmune y
aumentan el riesgo de enfermedades infecciosas graves (Lamas et al., 2002).

Por otra parte, la obesidad en humanos se ha relacionado con una gran variedad de problemas
de salud, entre los que se incluyen hipertensién, dislipemia, enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus, lipoapoptosis de las células pancreaticas y ciertos tipos de cancer (Unger, 2000;
Samartin y Chandra, 2001).

En la ultima década, numerosos estudios han intentado establecer las interrelaciones
existentes entre el nivel de grasa de la dieta y el sistema inmune (Calder, 1998). Sin embargo,
aunque cada vez hay mas evidencias de las ventajas de mantener un determinado grado de
adiposidad, los mecanismos y vias metabdlicas implicadas en ello no estan delimitados, y sélo existe
un cuadro clinico que relacione adiposidad con disfunciones de capacidad de respuesta (Lamas et al.,
2002).

Como sabemos, uno de los factores que afecta al crecimiento en los peces es la cantidad de
alimento ingerido (energia y nutrientes). Dependiendo de éste, asi serd el crecimiento del animal. La
légica, nos lleva a pensar que cuanto mas alimento ingiera un animal, mas crece, lo cual es cierto,
pero debemos de tener en cuenta la calidad de ese crecimiento. En este sentido, “una dorada
alimentada hasta la saciedad, no es un pez mejor alimentado” (Pérez-Sanchez et al., 2002).
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Este autor afirma que los piensos hiperenergéticos de alto contenido en grasas, aplicados en
piscicultura mejoran la tasa de crecimiento de las doradas y acortan el ciclo de engorde. La
contrapartida es que estos piensos no sélo tienen altos costes, sino que también podrian ser
demasiado ricos en grasas. A su vez, las doradas demasiado alimentadas, no sélo tienen mas grasa,
sino que presentan una peor salud.

La dorada en estado natural, ha desarrollado un ciclo de crecimiento compensatorio, en el que,
como su propio nombre indica, compensan los periodos de restriccion alimentaria con estados
posteriores de hiperfagia, en el que el animal come mucho mas, y recupera su peso. En condiciones
de cultivo, estos ciclos de alimentacion quedan enmascarados, de tal modo que el alimento esta
asegurado y es masivo para disminuir el tiempo de engorde, y, ademas, el ciclo de crecimiento esta
“cambiado” (no es el natural), ello provoca un desajuste hormonal, que puede provocar alteraciones.

De este modo, la optimizacion de las pautas de alimentacién es beneficiosa para los propios
animales, que crecen en mejores condiciones, con menos riesgo de contraer enfermedades, y
también se ve beneficiada la empresa y el consumidor, ya que se optimizan los recursos disponibles
y el producto final presenta mayor calidad. La sugerencia de estos autores (Mingarro et al., 2004), es
que una buena dieta, para el crecimiento de las doradas en condiciones de piscifactoria, necesita de
una mayor regulacion de la ingesta, pudiendo estar la clave en una dieta restringida, en la que se
tenga presente la composiciéon de la dieta y el origen de las materias primas utilizadas en Ila
fabricacion de estos piensos.

Estos investigadores realizaron ensayos en los que compararon el efecto de alimentar doradas
a saciedad, con doradas alimentadas con dieta restringida en tres estadios del desarrollo diferente, y
los resultados que encontraron fueron que las doradas sometidas a la alimentacion restringida
presentaban un mejor estado inmunitario, menor tasa de mortalidad, menos infecciones por
patdgenos y menos alteraciones, en general, que las doradas alimentadas a saciedad (Mingarro et
al., 2003).

Muchas especies de peces pueden, durante algun periodo de su vida, estar sometidas a
variaciones en la disponibilidad de alimento debido a diversas situaciones, por ejemplo: de tipo
estacional, climaticas, por competicion alimentaria interespecifica o migraciones reproductivas.
Estos periodos de ayuno son entonces condiciones frecuentes en la vida de los peces.

Las modificaciones del entorno condujeron en la via evolutiva de las especies al desarrollo de
cambios metabdlicos y de comportamiento con el fin de adaptarse a las condiciones imperantes
(Bastrop et al., 1992; Méndez y Weiser, 1993). De este modo algunas especies pueden sobrevivir
varios meses e incluso afios sin ingerir alimento (Shimeno et al., 1990; Olivereau y Olivereau, 1997).

Las respuestas metabdlicas a las oscilaciones en la disponibilidad de alimento varian
dependiendo de numerosos factores, tales como la especie, la edad, y el tamafio de los peces
(Stimpson, 1965; Shimeno et al., 1990; Méndez y Weiser, 1993).
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Asi, las consecuencias del ayuno sobre el metabolismo son mas pronunciadas en larvas en
estadios juveniles que en peces adultos, probablemente debido a una menor cantidad de reservas
energéticas (Gadomski y Petersen, 1988; Richard et al., 1991). Causas extrinsecas como la
temperatura también pueden tener incidencia en la respuesta metabdlica (Brett, 1979; Méndez y
Wieser, 1993).

Otro factor importante a tener en cuenta en la dindmica de adaptacion es la duracion del
periodo de ayuno y realimentacién, ya que esto condiciona la priorizacion de una u otra via
metabdlica. Las pautas de alimentacién de las distintas especies también influyen en la respuesta
adaptativa. Asi, las especies herbivoras y detritivoras ingieren alimento en forma continua, mientras
que las carnivoras lo hacen con menos frecuencia y, por tanto, se encuentran mejor adaptadas a
periodos de restriccion alimentaria (Bond, 1996).

Hoy en dia, la aplicacidn de restriccidn alimentaria en las especies de granja se estudia y aplica
para observar el comportamiento de diferentes criterios de seleccién, como acumulacion de grasa,
peso corporal compensatorio (Summers et al., 1990), eficacia alimentaria (Robinson et al., 1992);
recientemente se esta utilizando para disminuir los problemas locomotores (deformaciones éseas y
problemas de patas/aletas), asi como para el control de enfermedades metabdlicas (Arce et al.,
1992). Estos estudios se han realizado sobre todo en ganado vacuno, pollos, cerdos, y en peces; en
estos Ultimos, las investigaciones sobre la restriccion de alimento han consistido en periodos de
ayuno, seguidos de realimentacion.

Numerosos trabajos han estudiado la influencia de la restriccién alimenticia sobre la
productividad y la calidad en la carne en cerdo blanco (Daza et al., 2006; Heyer y Lebret, 2007). Sin
embargo, la informacion existente sobre este particular en cerdo Ibérico en cria intensiva es escasa
(Serrano et al., 2008b). La disminucién de la ganancia media diaria de peso durante la fase de
restriccion es proporcional al porcentaje de restriccion del consumo practicado en una especie
cruzada de cerdo ibérico (Ibérico x Duroc) en cultivo intensivo (Serrano et al., 2008b).

Tras la fase de restriccion de alimento, una vez que todos los cerdos recibieron pienso ad
libitum, los cerdos que previamente habian estado restringidos comieron un 9% mas, crecieron un
20% mas y convirtieron un 13% mejor que los cerdos que fueron alimentados ad libitum. En
cualquier caso, el incremento del consumo y la mejora de la ganancia que tuvo lugar en esta fase de
alimentacién ad libitum no compensd el pobre crecimiento que tuvo lugar durante la fase de
restriccion. En consecuencia, al final del ensayo los cerdos alimentados ad libitum pesaron 8 kg mas
que los cerdos restringidos. Los autores concluyeron que una restriccion del 82% del consumo ad
libitum de 152 a 201 dias y del 72% de 202 a 263 dias de edad permite ralentizar el crecimiento de
los cruces de cerdo Ibérico x Duroc alimentados con pienso hasta el sacrificio mejorando el
rendimiento de partes nobles perfiladas sin perjudicar la eficiencia alimenticia y la calidad de Ila
carne. Se ha recomendado aplicar porcentajes de restriccion en funcion del sexo de manera que
estos sean mayores, cuanto mayor sea el ritmo de crecimiento.
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Sin embargo, Serrano et al., 2008a han observado que machos castrados y hembras castradas
de cerdo Ibérico x Duroc de 25 a 151 kg consumen mads pienso y tienden a convertir peor el
aliemnto, que hembras puras, sin que se detecten diferencias en cuanto al crecimiento. Por lo tanto,
de confirmarse estos resultados, el porcentaje de restriccion aplicado podria ser igual para machos
castrados, hembras castradas y hembras enteras facilitando el manejo en granja.

Sin duda alguna, la evolucion genética de algunos animales de granja ha traido consecuencias
favorables a la industria productiva, ya que mejora el indice de conversidén alimentaria y reduce el
tiempo de finalizacion de los animales cultivados, entre otras; sin embargo, a partir de la necesidad
de alimentar a los animales de manera constante, su metabolismo acelerado propicia una mayor
demanda de nutrientes, lo que se refleja en un crecimiento acelerado, que posteriormente provoca
problemas de origen metabdlico, como puede ser la ascitis en pollos, y sobrepeso, como los defectos
o deformidades en el esqueleto o patas; ademads, al suministrar alimento a libre acceso, los pollos se
vuelven, hasta cierto grado, ineficientes, debido a que el desperdicio de alimento por las aves se
vuelve un inconveniente (Mc Kay, 1989).

El empleo de programas de restricciéon alimenticia en pollos de engorde, generalmente se
utiliza para disminuir la incidencia del sindrome ascitico (Arce, 1993).

Por otro lado, son varios los autores que han abordado el estudio de relacidn que existe entre
la frecuencia de alimentacidn y ciertos parametros de cultivo como la tasa de conversidon del
alimento, el aprovechamiento de la proteina o el crecimiento (Shearer, 1994; Guinea y Fernandez,
1997). Esta relaciéon puede deberse bien a que un aumento de la frecuencia de alimentacién
produzca un aumento en la ingesta, o que, a igualdad de alimento ingerido, la ingestién mas o
menos pausada conlleve un aprovechamiento distinto del mismo. Cuando se alimentan salménidos
con una racién diaria similar, el aumento del nimero de veces en que se distribuye no parece afectar
a su composicion corporal (Shearer, 1994). Generalmente, un largo periodo con varias tomas
durante el dia, régimen caracteristico de las granjas de salmones, produce unos niveles
relativamente constantes de metabolismo y excrecidn (Bergheim et al., 1991).

Asimismo, la frecuencia de alimentacion ejerce un efecto sobre las relaciones sociales
existentes en un grupo de peces confinados. En muchas especies existen comportamientos
jerarquicos que regulan la toma de alimento (Jobling, 1983). Por regla general, los peces dominantes
comen primero hasta la saciedad, no pudiendo alimentarse los dominados hasta ese momento. De
acuerdo con experimentos preliminares realizados por Ruohonen (1986) con el salmén atlantico,
Salmo salar, el crecimiento de los alevines y los indices de eficiencia alimentaria aumentan con la
automatizacidn de la alimentacion.

Por otro lado, la variacion de tallas disminuye cuando se usa la automatizacion ya que pueden
utilizarse frecuencias de alimentacion muy altas. Esto afecta a las jerarquias sociales de los peces
dentro de un grupo. La frecuencia alimentaria no afecta Unicamente a los parametros de cultivo
citados; puede modular asimismo el perfil diario de consumo de oxigeno (Yager y Summerfelt, 1993).
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Esta caracteristica tiene una gran importancia en la gestién de un cultivo productivo ya que
determinadas frecuencias pueden producir picos de consumo de oxigeno que deben preverse a la
hora de suministrar los caudales de agua pertinentes.

Segln Beamish y Mc Mahon (1988) el incremento caldrico aparente (SDA) relativo a la energia
digerida por juveniles de Stizostedion vitreum no se ve afectado de forma demostrable al distribuir la
ingesta diaria en una, dos o tres tomas idénticas. Hamada y Maeda (1983) y Guinea y Fernandez
(1997) también encontraron valores similares de SDA en Cyprinus carpio y Sparus aurata
respectivamente, alimentadas con cantidades similares de alimento en el dia, pero distribuido en
diferente nimero de comidas.

Si otros componentes del metabolismo permanecen constantes, la alimentacion continua a
mayores niveles de racién produce un mayor incremento en las tasas metabdlicas, y una mayor
magnitud de la SDA (Lucas y Priede, 1992). Opinién contraria es lo observado por Boyce y Clarke
(1997) en el pez antartico Harpagifer antarcticus, en el que la SDA no se ve afectada ni por el tamafio
de la racion, ni por el nimero de veces en que se distribuye. Solo depende de si se alimenta o no al
pez. A la luz de lo observado, estos autores afirman que el coste energético absoluto de procesar una
comida es independiente del tamaio de comida.

Desde el punto de vista fisioldgico, en una situacidn de restriccidon nutricional los requerimientos
de energia pueden llegar a ser tan bajos como los correspondientes al metabolismo en ayunas. Esto
es debido a que una restriccidn en la cantidad y/o calidad de la racidn, y la consecuente reduccién en
la cantidad de energia y proteina disponibles, pueden generar una disminucién en el tamafio del
tracto gastrointestinal, higado, riflones y corazén; estructuras que concentran el 40% de los
requerimientos energéticos del animal.

Esta disminucion de los requerimientos energéticos persiste en el animal durante 2-15 semanas
después de haber superado el estrés nutricional (Ryan et al., 1993). La disminucidn del nimero de
células de los érganos es un fendmeno poco comun en situaciones de restriccion nutricional (Sainz et
al., 1995).Aunque un animal en situacion de bajo plano nutricional muestra pérdidas en las reservas
corporales de grasa y proteina, éstas se encuentran subordinadas a la reduccién de los gastos
energéticos de mantenimiento por disminucién del tamafo de los drganos antes mencionados.

La primera vez que se hizo mencidon a que la restriccidn caldrica retrasa el envejecimiento, y es
capaz de prolongar la vida util fue en 1935 por McCay (McCay et al., 1935). Desde entonces, se han
realizados observaciones similares en variedades de especies, incluyendo ratas, ratones, peces,
moscas, gusanos y levadura (Barrows et al., 1982; Weindruch et al., 1988). Existen datos, que apoyan
la teoria que la tasa de mortalidad es menor en monos que consumen menos calorias, que en los
que no (Kemnitz et al., 1993; Bodkin et al., 1995; Mazat et al., 2001). Ademas, los monos sometidos a
restriccion caldrica tienen una menor temperatura corporal y una menor concentracion en insulina
(Roth et al., 2002), aunque ninguno de estas dos variables son marcadores bioldgicos de longevidad
en roedores. La restriccidon caldrica, también supone en roedores, una mayor concentracidén en
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sulfato de dehidroepiandrosterona (Roth et al., 2002). La importancia de este compuesto alin no se
conoce con exactitud, pero parece ser un marcador de longevidad en seres humanos (Mazat et al.,
2001; Ravaglia et al., 2002).

La falta de informacién adecuada sobre los efectos de la restriccién caldrica (RC) en los seres
humanos se ve dificultada por consideraciones éticas y metodoldgicas. Episodios naturales de la RC
en las poblaciones humanas son comunes en algunas partes del mundo. Sin embargo, es importante
sefialar que la mayoria de estas poblaciones estan expuestas a dietas que carecen de proteinas y
micronutrientes.

La restriccion caldrica en esas poblaciones, a menudo, se asocia con baja estatura, retraso de
maduracion reproductiva (Eveleth et al., 1990), la disminucién de la produccion de esteroides
gonadales en adultos (Ellison et al., 1996), suprimié la funcion ovérica (Ellison et al., 1993),
problemas de rendimiento de la lactancia (Roberts et al., 1982), problemas de fecundidad (Lee et al.,
1979), y la disminucidn de la funcién inmune (Martorell et al.,1980 ; Ulijaszek et al., 1990).

Los estudios pioneros de Keys et al. (1950) mostraron cambios importantes, bajo restriccion
caldrica, en muchas variables, incluyendo la tasa metabdlica, pulso, temperatura corporal y presion
arterial. Sin embargo, habia que tener en cuenta que la dieta era de mala calidad y que existian
efectos psicolégicos que influian.

Sin embargo, existen estudios de los efectos prolongados de la restriccion calérica relacionados
con una dieta de alta calidad, con la salud y la longevidad. En este sentido se realizé un estudio
(Kagawa et al., 1978) en 120 hombres, de los cuales 60 fueron asignados aleatoriamente como grupo
control y 60 para el grupo con restriccion de calorias. El grupo control fue alimentado 9600 kJ/dia.
Los sujetos con RC recibieron 1 litro de leche y 500 g de fruta cada dia, lo que dio lugar a una media
general de la ingesta energética de 6300 kJ/dia (un 35% menos de la ingesta en el grupo control).
Este régimen se aplicd durante 3 meses y los resultados que encontraron fueron que las personas
sometidas a RC visitaron menos la enfermeria y una diferencia no significativa en la tasa de
mortalidad; estos resultados sugerian que la RC puede prolongar la vida en los seres humanos.

Muchos de los efectos de la RC prolongada han sido caracterizados, pero el mecanismo o
mecanismos por los que aumenta la vida util se siguen debatiendo. Una primera hipédtesis es que un
retraso en la maduracién sexual puede ser uno de los mecanismos mediante los cuales ejerce su
efecto sobre la longevidad. La reduccién de la tasa metabdlica es otra posible explicacion para la
lucha contra los efectos del envejecimiento de la RC, con la consiguiente reduccidn de los radicales
libres. Sin embargo, muchas otras alteraciones metabdlicas se asocian con la RC. Por ejemplo, a
corto plazo en los seres humanos y los animales sometidos a restriccidon caldrica pueden presentar
alteraciones en la sensibilidad a la insulina, la secrecion de numerosas hormonas y la actividad del
sistema nervioso simpatico. También se altera el perfil de expresidn génica en el musculo, corazén y
el cerebro. Todo (o una combinaciéon) de estos cambios bioldgicos puede retardar el envejecimiento.
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I 1.4. Crecimiento y recambio proteico

I 1.4.1. Crecimiento en peces

El crecimiento es una de las actividades mas complejas de cualquier organismo. Es el resultado
de una serie de procesos fisioldgicos y de comportamiento que, empezando por la ingestion de
alimento, termina en la deposicion de sustancia animal. El crecimiento se puede definir como
cualquier cambio en el tamafio o cantidad de material corporal, positivo o negativo, temporal o
intemporal (Schreck y Moyle, 1990).

Ademas, se puede describir en términos de longitud o peso, referido siempre a un intervalo de
tiempo. El mejor ajuste propuesto para la tasa de crecimiento especifico corresponde con una curva
exponencial del tipo:

G=aP’
donde, “G” es el crecimiento, “P” el peso/longituf y “a” y “b” constantes.

Para un instante de tiempo t, el crecimiento absoluto en peso (dP/dt) es mayor en el punto de
inflexion de la curva sigmoide; y el crecimiento relativo ((dP/dt)/P = dP/Pdt) es generalmente mayor
en los estadios juveniles. Esta ultima derivada corresponde a la tasa crecimiento de instantdaneo
(TCl), que multiplicada por 100 equivale al porcentaje del incremento en peso por unidad de tiempo
(dia) (Ricker, 1973). Actualmente, el crecimiento se mide para un intervalo de tiempo conocido, mas
gue para un instante particular: si Pi y Pf son los pesos de un pez en los tiempos t1 y t2, estimaremos
la TCl segun la ecuacion: TCl (%) = (InPf - InPi) / (t2-t1) x 100.

En peces, es importante diferenciar el crecimiento somatico (aumento de masa muscular-
deposicidn proteica) del reproductivo (produccién de huevos y/o esperma) (Mingarro et al., 2002). El
crecimiento somatico es un proceso continuo e indeterminado a lo largo de toda la vida del animal
(Mommsen y Moon, 2001). El crecimiento reproductivo va muchas veces en detrimento del
somatico, por lo que solamente acontece una vez cubiertas las necesidades energéticas que
aseguren la supervivencia del animal (Jobling, 1994).

El crecimiento somatico es el resultado de la combinacidn de fendmenos de hiperplasia
(aumento del numero de células) e hipertrofia (aumento del tamafo celular) del musculo
esquelético (Rowlerson y Veggetti, 2001). Desde un punto de vista analitico, ambos fenémenos
pueden ser medidos, puesto que el tamafo celular, que representa el area celular controlada por un
solo nucleo, puede ser estimado determinando la relacion proteina/DNA, mientras que el nimero de
células puede ser estimado determinando el contenido total de DNA. Por otra parte, esto nos
permite relacionar los pardmetros de recambio proteico con el contenido en acidos nucleicos (Mc
Millan et al., 1988, Millan et al., 1992; Mathers et al., 1993).
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En los mamiferos, el nimero de fibras musculares esta fijado desde el nacimiento, por lo que el
desarrollo postnatal implica la hipertrofia de las células musculares ya existentes. Sin embargo, en
los peces el crecimiento por hiperplasia sigue dandose hasta pasada la etapa juvenil, aunque la
contribucién de la hiperplasia frente a la hipertrofia disminuye con la edad y el tamafio corporal. Es
mas, existen periodos de crecimiento hiperplasico que alternan con periodos de crecimiento por
hipertrofia, aunque los dos procesos no son excluyentes entre si (Brooks y Johnston, 1993).

El musculo es el tejido mayoritario en la dorada, y el principal lugar de acumulaciéon de
proteinas. Ello implica que la velocidad especifica de crecimiento del musculo blanco, serd muy
parecida a la que presenta el animal completo.

Durante el crecimiento del animal, en el musculo blanco predomina el fendmeno de
hiperplasia, mientras que el reclutamiento de fibras o hipertrofia se hace equitativamente mas
importante a medida que el animal va adquiriendo su estado adulto, cuando el tamario de la fibra es
tal que un crecimiento posterior puede impedir el desarrollo adecuado de sus funciones metabdlicas
(Weatherley, 1990; Kiessling et al, 1991).

La anatomia del musculo de los peces también difiere de la de otros vertebrados, ya que
carecen del sistema conectivo que entrelaza los paquetes musculares al esqueleto del animal. En
cambio, poseen células musculares que corren en paralelo, separadas perpendicularmente por
tabiques de tejido conectivo (miosepto) ancladas al esqueleto y la piel.

Los segmentos musculares situados entre estos tabiques se denominan miotomos. Los
mioseptos corren de forma oblicua, formando un patron de surcos perpendiculares al eje
longitudinal del pez, desde la piel hasta la espina. Esta anatomia estd adaptada para permitir la
flexibilidad del musculo en los movimientos que propulsan al pez a través del agua (Huss, 1998). El
musculo esquelético de los peces esta compuesto mayoritariamente de musculo blanco, pero
dependiendo de la especie también existe una importante fraccion de musculo rojo, localizado
debajo de la piel, a lo largo de todo el cuerpo del animal (Figura 1.7).

La proporcién de musculo blanco y rojo varia en funcidn de la actividad de los peces, ya que el
primero esta perfectamente adaptado para los movimientos subitos, fuertes y cortos; mientras que
el segundo estd disefiado para movimientos continuos aunque no tan fuertes. Hay notables
diferencias en la composicion quimica de ambos tipos musculares, pero la mas caracteristica es el
alto contenido de lipidos y hemoglobina que facilita un metabolismo mayoritariamente aerdbico en
el musculo rojo (Huss, 1998; Sanger y Stoiber, 2001).

La hiperplasia muscular requiere una fuente adicional de nucleos, proporcionados por un
conjunto de células biogénicas indiferenciadas (células satélite), localizadas debajo de la lamina
basal. Estas células se activan en casos de dafio tisular para la subsiguiente regeneracion (Stockdale,
1992; Schultz, 1996), pero tanto en mamiferos, como en aves los mecanismos de activacion son
objeto de controversia. No obstante, se sabe que dichas células se originan a partir de células
pluripotentes al final del desarrollo embrionario (Quinn et al., 1988; Stockdale, 1992).
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Figura 1.7. Modelo de estructura muscular del miotomo de un teledsteo. (A) vista dorsal y lateral; (B), vista transversal (modificado de
Sanger y Stoiber, 2001).

Los estudios realizados con células satélite en peces, hasta ahora son todavia incipientes, pero
se cree que son responsables de la hipertrofia de las fibras musculares, asi como de la biogénesis de
nuevas fibras (Fauconneau y Paboeuf, 2001).

El higado se trata de otro tejido implicado en la regulacion directa del crecimiento del pez, pues
estd implicado en la regulacion del metabolismo energético del pez y en la exportacidon de
numerosos nutrientes al resto de los tejidos, constituyendo un érgano central en procesos de
homeostasis metabdlica. Se trata del principal lugar de amoniogénesis (Walton y Cowey, 1977), de
sintesis de acidos grasos (Henderson y Sargent, 1981) y de gluconeogénesis (Mommsen, 1986).

Diversos autores han realizado experimentos en higado de rata (Goldspink et al., 1984) y en
higado de trucha arco iris (Peragon et al., 1998) y han concluido que la naturaleza del crecimiento del
higado responde a un proceso de proliferacion celular, mas que a un aumento en el tamafo de las
células, utilizando para ello la medida del contenido total de DNA como indice de hiperplasia y la
relacién proteina/DNA como indice de hipertrofia. Seglin estos mismos autores la relacion RNA/DNA
se mantiene constante, lo que indica que la eficiencia en la transcripcion no presenta cambios
significativos durante el desarrollo del tejido.
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En teledsteos, el tejido hepatico conforma un volumen considerable en relacion al cuerpo,
encontrandose localizado a nivel del abdomen anterior y a la altura del septo transversal que separa
la cavidad cardiaca de la peritoneal (Yasutake y Wales, 1983). El higado se presenta como un drgano
simple en la mayoria de los peces teledsteos; sin embargo, en algunas especies, como la carpa
(Cyprinus carpio), estd ademas constituido por tejido pancreatico, constituyendo el “hepatopancreas”
(Hibiya, 1982). De esta manera, el higado de teledsteos queda constituido por 2 6 3 componentes
basicos: tejido parenquimatoso hepatico, sistema de drenaje biliar y tejido endo y exocrino del
pancreas que se presenta externo a los vasos portales.

Histolédgicamente, la superficie del higado esta cubierta por una capa serosa y el tejido de la
capsula se proyecta hacia el parénquima (Yasutake y Wales, 1983; Dellmann, 1993). El higado de los
peces, difiere del de mamiferos, en que tienen una menor tendencia a disponerse en cordones,
estando organizados en hileras de dos células, como en la mayoria de vertebrados inferiores; de este
modo, el lobulillo hepatico no esta muy bien definido.

Los sinusoides, por donde circulan las células sanguineas, son fenestrados y se presentan en
menor numero, encontrandose irregularmente distribuidos y, a su vez, revestidos por células
endoteliales con nicleos prominentes. Los hepatocitos tienen forma piramidal hexagonal (Geyer,
1989), con un nucleo simple, esférico, eucromatico, con uno o dos nucléolos. El citoplasma contiene
una cantidad considerable de reticulo endoplasmatico rugoso y de glucégeno, mientras que el
reticulo endoplasmatico liso es escaso.

Las gotas de lipidos ocupan algunas veces una proporcién considerable de citoplasma. El
aparato de Golgi, de localizacién apical, no es prominente. Se han localizado cuerpos densos a los
electrones, la mayoria de ellos en posicidn supranuclear, correspondientes a peroxisomas, lisosomas,
cuerpos residuales y lipopigmentos (Hampton et al., 1985).

En general, los hepatocitos presentan pocos organulos, si los comparamos a los de mamiferos.
En cuanto a las células de Kipffer, estas son no funcionales, ya que el rifidn y bazo, como parte del
sistema fagocitico mononuclear, son dérganos con mayor actividad macrofagica en las especies
salmonideas (Dalmo et al., 1997). Por otra parte, el higado de los peces posee un componente
hematopoyético y centro melanomacrofagicos dispuestos periféricamente a los principales vasos
sanguineos (Roberts, 1989).
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I 1.4.2. Factores que afectan al crecimiento

La capacidad de crecimiento de una especie animal esta determinada no sélo por sus
caracteristicas genéticas, sino también por una gran cantidad de factores que interactdan
simultdneamente y que influyen de una manera decisiva en su control. Factores genéticos,
nutricionales, ambientales y fisiolégicos son también responsables de la capacidad de crecimiento
del animal, de forma que de la accién combinada de todos ellos pueden obtenerse diferencias
bastantes acusadas en las capacidades de crecimiento entre individuos de la misma especie,
fendmeno muy comun en salmdnidos (Weatherley, 1990).

La capacidad intrinseca del animal para conseguir alimento, la capacidad de utilizacién de los
nutrientes, la habilidad para competir por el alimento con otros peces, la jerarquia social, la practica
de la endogamia, los habitos etoldgicos, el sexo, etc., son caracteristicas relacionadas con el genotipo
del animal y que van a condicionar su capacidad de crecimiento (Ferguson, 1992); aunque el
crecimiento también se va a ver influenciado por la etapa del desarrollo, estado fisioldgico,
temperatura, fotoperiodo, salinidad, etc.

La capacidad de crecimiento de los peces esta ligada a la etapa del desarrollo en que se
encuentran, de tal forma que a medida que el animal se hace mas grande, su capacidad de
crecimiento disminuye (Brett, 1979; Houlihan et al., 1986; Mathers et al., 1993). La naturaleza de
estos cambios estd relacionada con las variaciones en el recambio proteico y en las concentraciones
de 4cidos nucleicos (Peragoén et al., 1998; Peragon et al., 2001).

El estado fisioldgico influye en el crecimiento de los peces. Aquellos que sufren algun tipo de
enfermedad causada por cualquier tipo de agente infeccioso, ya sea, bacteriano, virico o fungico
pueden ver ralentizado su crecimiento, incluso éste puede cesar del todo (Weatherley, 1990). Sin
embargo, en muchas ocasiones los cambios en el crecimiento son debidos a situaciones que forman
parte del propio estado de desarrollo del animal. Asi, durante la maduracién de las génadas, muchos
peces experimentan una inhibicion temporal del crecimiento, puesto que el aporte de energia y
nutrientes procedente de la dieta y de tejidos somaticos no es suficiente para poder mantener una
tasa de crecimiento optimay un perfecto desarrollo de las gdnadas (Saunders et al., 1984).

La salinidad puede afectar directamente a los tejidos involucrados en el intercambio de iones
entre el medio y el organismo, branquias, rifidn y tracto digestivo, alterando la tasa de sintesis de
proteinas en estos tejidos (Junghahn et al, 1988). La presién osmotica interna de los fluidos de los
peces difiere en mayor o menor grado de la del agua que los rodea. Los peces de agua dulce tienen
una concentracion osmética superior a la del medio, mientras que en los peces marinos, las sales de
sus fluidos corporales se encuentran mas diluidas que el agua de mar. La osmorregulacion es la
capacidad de controlar, tanto el agua como la concentracidn de electrolitos de los fluidos internos,
dentro de “limites” estrechos cuando el animal se expone a diversas salinidades ambientales. En
especies de agua dulce, el principal problema que produce el gradiente osmético entre los fluidos
internos y los externos, es la pérdida de sales y entrada de agua a través de las branquias.
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El mantenimiento del balance interno se solventa mediante un rifidon glomerular en el que los
solutos filtrados son reabsorbidos, y el exceso de agua eliminada. La orina es muy diluida y producida
en grandes cantidades lo que no evita la pérdida de sales, que deben ser reemplazadas en la dieta o
mediante transporte activo a través de las branquias (Jobling, 1994).

En los teledsteos marinos, con una osmolaridad interna inferior a la del medio, el problema del
control iénico es a la inversa: sufren pérdida de agua, principalmente a través de piel y branquias y
entrada excesiva de sales por difusion. Esta pérdida de agua osmadtica es compensada bebiendo agua
de mar y absorbiendo agua por el tubo digestivo. Sin embargo, hay algunas especies capaces de
sobrevivir en un amplio rango de salinidades. Se denominan eurihalinas y los movimientos que
realizan a zonas de distintas salinidades, estan asociados, a menudo, con su ciclo vital.

Existen dos tipos de especies eurihalinas: las que toleran y se adaptan a fluctuaciones rapidas
de la salinidad externa; y las que realizan migraciones en algun periodo de su ciclo vital entre medios
dulceacuicolas y marinos. Las primeras viven es estuarios, salinas y zonas litorales (entre las que se
incluye la dorada) y pueden experimentar cambios desde agua de mar a agua dulce en el tiempo de
un ciclo mareal. El segundo grupo lo conforman las especies que requieren de cambios fisioldgicos a
largo plazo (e irreversibles) cuando realizan migraciones desde distintas salinidades ambientales (los
salmonidos, por ejemplo).

La concentracién de oxigeno en el agua puede afectar a la capacidad de crecimiento .Existe una
concentracion critica de oxigeno disuelto (OD) en el agua para el crecimiento, por debajo de la cual
la disminucion de la tasa de crecimiento es directamente proporcional a la disminucion de la
concentracion de oxigeno (el descenso en 1ppm puede reducir la tasa de crecimiento en un 30%)
(Stewart et al., 1967; Herrmann y Marchock, 1963).

Por otro lado, un exceso de la concentracion de OD puede ser letal. En el momento de la
alimentacién y horas después, se produce un aumento en la tasa metabdlica de los peces. El
incremento del consumo de oxigeno es proporcional a la cantidad de alimento ingerido. El oxigeno
ambiental puede actuar como un factor limitante de las vias de transformacién del alimento,
restringiendo el crecimiento y la eficacia de conversion por debajo de un nivel critico de oxigeno
(alrededor de 5 ppm). La reduccién de la concentracién de oxigeno disponible actia como una sefial
para reducir el apetito (Brett, 1979; Jobling, 1994; Thetmeyer et al., 1999). El coste energético de las
adaptaciones cardio-respiratorias provocado por un descenso en la concentracion de OD del agua, se
cobra en detrimento del crecimiento (Randall, 1982). Las oscilaciones diarias de la concentracién de
oxigeno en el agua no son raras en la naturaleza, debidas, fundamentalmente al ciclo de la luz y la
fotosintesis. Stewart et al. (1967), Whitworth (1968) y Thetmeyer (1999) comprobaron que el
crecimiento era menor en peces sometidos a niveles fluctuantes de oxigeno, comparado con los
grupos control mantenidos a un nivel constante de oxigeno. Es mds, una exposicidon a niveles
subcriticos de oxigeno durante un periodo de tiempo es suficiente para reducir la tasa de
crecimiento comparable al obtenido con un nivel bajo de oxigeno pero constante, a pesar de que se
suministre una buena alimentacion durante el periodo de oxigeno alto.
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Como cualquier otro tipo de proceso vital en animales poiquilotermos, el crecimiento se ve
afectado por la temperatura. Cada especie tiene su propio rango de temperatura para un
crecimiento dptimo. En general, a medida que la temperatura aumenta también se incrementa la
capacidad de crecimiento del pez, hasta alcanzar un valor éptimo, por encima del cual el crecimiento
disminuye. Un incremento en la temperatura sélo provocard un aumento en la tasa de crecimiento si
va acompafiado por un incremento en el consumo de alimento. Esto parece ser debido a que a altas
temperaturas los requerimientos nutricionales para el mantenimiento son mayores, de tal forma que
hasta que estos no estén cubiertos los nutrientes no van a poder ser empleados para el crecimiento.
Todavia no esta clara cual es la ruta fisioldgica que media en la relacidon temperatura-crecimiento,
aunque algunos autores hablan de un control de tipo hormonal (Weatherley et al, 1987).

Por otra parte, las variaciones en el recambio proteico, que se traducen en variaciones en la
tasa de crecimiento del animal, son de mayor o menor magnitud segun el tejido considerado y de la
funcién que éste desempefie en el metabolismo global (Fauconneau et al, 1985).

La temperatura éptima de crecimiento aumenta a medida que la especie estda mas adaptada a
aguas mas calientes y viceversa. En el caso de ciprinidos, la temperatura dptima es de 20°C o mas,
oscilando en dorada y lubina alrededor de los 20-22°C, mientras que en salmdnidos oscila entre los
12-17°C (Jobling, 1994). A su vez, dentro de cada especie, se dan una serie de cambios a los largo del
desarrollo que disminuyen la temperatura 6ptima a medida que aumenta la edad y el tamafio
corporal del animal (Brett, 1979; Pedersen y Jobling, 1989; Fonds et al., 1992).

El efecto de la temperatura sobre el tipo de crecimiento muscular es también dependiente de
la especie. De hecho, durante el desarrollo embrionario y larvario del arenque (Vierira y Johnston,
1992; Johnston et al., 1995), la estimulacién del crecimiento por la temperatura se traduce en una
mayor hiperplasia y una reduccion del crecimiento por hipertrofia.

Por el contrario, en otras especies, como el salmén, (Sticklan et al., 1988; Usher et al., 1994) y
bacalao (Galloway et al., 1998) la respuesta es diametralmente opuesta. El motivo de esta aparente
contradiccion no estd del todo claro, aunque una posible explicacién podria ser que la temperatura
tiene un mayor efecto sobre la replicacion del ADN, que sobre la sintesis de proteinas (Van der Have
y de Jong, 1996).

A su vez, la temperatura puede reducir la disponibilidad de oxigeno, disminuyendo asi el
crecimiento por hiperplasia (Matschak et al., 1997; Matschak et al., 1998). En cualquier caso, dada la
estrecha relacion entre la temperatura e ingesta, es dificil desligar los efectos de una u otra variable
sobre el mecanismo o modo de crecimiento muscular. En condiciones de alimentacion restringida,
larvas de diferentes especies de peces suelen mostrar una disminucidn del crecimiento hiperplasico
(Alami-Durante et al., 1997; Galloway et al., 1999), mientras que el crecimiento hipertréfico se ve
menos afectado (Galloway et al., 1999). Sin embargo, los efectos sobre la hiperplasia e hipertrofia no
son siempre opuestos, y hay casos en peces donde la temperatura afecta de modo similar al
crecimiento por hiperplasia e hipertrofia (Brooks y Johnston, 1993).
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La temperatura es una de las variables mas importantes en un cultivo de peces ya que, disponer
de la temperatura idénea para un crecimiento mas rapido permite la reduccion del tiempo de
produccion y una mejor eficacia alimenticia, con el consecuente ahorro en pienso, etc.

La luz (o fotoperiodo) puede actuar de multiples maneras (calidad, cantidad y periodicidad)
sobre el crecimiento, interaccionando a la vez con otros factores ambientales, particularmente con la
temperatura y los ritmos internos de los peces (diarios y estacionales). La luz estimula la respuesta
pituitaria y consecuentemente el sistema endocrino y simpatico. Su periodicidad natural induce la
produccion de la hormona de crecimiento y otros esteroides anabdlicos, y puede influenciar en la
actividad locomotora asociada a la estimulacidn tiroidea.

Por otro lado, el fotoperiodo puede ser manipulado en la smoltificacién de salmdnidos o para la
induccién temprana a la maduracién sexual (por estimulacién de las vias neuroendocrinas
relacionadas con la excrecién de sodio o la produccidon de gonadotropinas), con las respuestas de
crecimiento adicionales ya que estas vias son parcial y temporalmente antagdnicas con la produccion
de la hormona del crecimiento (Brett, 1979).

En algunas especies, se ha observado que los cambios estacionales de la tasa de crecimiento
estdn mas relacionados con la longitud del dia que con los cambios de temperatura, con un desfase
de un mes (Hogman, 1968). El consumo de alimento aumenta con el fotoperiodo largo y la eficacia
de conversién es mas elevada.

La presencia de sustancias tdxicas, generalmente procedentes de fuentes externas, y la
concentracion de catabolitos excretados por el propio pez, pueden también afectar a su tasa de
crecimiento. Existen numerosos datos en la literatura que analizan el efecto de todxicos, tales como
pesticidas, herbicidas y detergentes sobre el crecimiento del pez. Uno de los experimentos mas
relevantes fue el realizado con disulfoton (O, O dietil S-2-etiltioetil fosforoditioato) (Zahn et al, 1996).
En cuanto a los productos excretados por el propio animal, el mas ampliamente estudiado ha sido el
i6n amonio (NH,'), cuyo poder téxico e inhibidor del crecimiento ha sido ampliamente demostrado
en la literatura. Hay dos factores que afectan a la concentraciéon de catabolitos en el agua: la
biomasa, es decir la cantidad de animales mantenidos en el estanque, y el tiempo de acumulacién de
esta sustancia en el agua (Colt y Tchobanoglous, 1978).

La disponibilidad de alimento y composicidn de la dieta son otros de los factores que afectan al
crecimiento en peces. Los peces son animales que llevan un ritmo de vida especialmente azaroso,
viéndose a menudo obligados a sufrir largos periodos de ayuno, lo cual puede provocar alteraciones
en el crecimiento y deposicién de proteinas.

La racién maxima que conlleva un maximo crecimiento depende de factores relacionados con la
frecuencia y la cantidad de alimento: duracidon de la toma de alimento (tiempo de saciacidn),
cantidad de comida individual (capacidad estomacal), tiempo entre comidas (frecuencia de
alimentacion), y la interaccion de todos ellos (Brett, 1979).
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La demanda de alimento viene impuesta por los requerimientos basicos del pez. A partir de ahi,
la demanda adicional viene dictada por su capacidad potencial de crecimiento (influenciada por la
hormona del crecimiento (GH)). El tiempo de saciacién es muy variable segun la especie y puede
depender o no del peso del animal. Por el contrario, la cantidad de alimento a suministrar, sea en
una toma o varias, esta muy influenciada por el peso: los peces pequefios consumen cantidades
relativamente mas grandes; y por la temperatura: la tasa de digestiéon aumenta con la temperatura
y, por lo tanto, la ingestidn diaria también (Elliott, 1975).

Esta premisa se aplica en la elaboracidon de las tablas de alimentacidn artificial por parte de los
fabricantes de piensos compuestos. Posiblemente, la forma mas significativa y simple para indicar
gue una dieta o nivel de racion, es el adecuado para un organismo, es la capacidad de convertir el
alimento en masa corporal: el indice de eficacia alimentaria, EA = (G/R), donde G es el indice de
crecimiento en peso y R la racién diaria de alimento, puede ser expresado en términos de peso
himedo, peso seco o contenido calérico (Brett y Groves, 1979), o multiplicado por 100, como
porcentaje.

Pocas relaciones metabdlicas son independientes del tamafio del animal (peso). Los procesos
anabdlicos del crecimiento no son la excepcion. A medida que un animal crece en tamaiio, las
actividades metabdlicas disminuyen su tasa (Kleiber, 1961). El tamafio tiene un efecto continuo
sobre la tasa de crecimiento a lo largo de la vida, sin una fase independiente. Con el aumento de
peso, la racién de mantenimiento desciende y la tasa de pérdida de peso también. Lo mismo sucede
con el metabolismo proteico: la retencidén de nitrégeno respecto al nitrégeno consumido es peso-
dependiente, por lo que se acompafia de un descenso en los requerimientos proteicos de
mantenimiento (Gerking, 1971). La capacidad potencial de crecimiento disminuye con el peso: la
racion maxima disminuye mas rapidamente que la racién de mantenimiento.

Cuando se considera la influencia de los factores abidticos sobre el crecimiento, es conveniente
asumir que cada pez no responde como una entidad independiente. En la realidad, la interaccién del
comportamiento puede tener un gran impacto enmascarando y confundiendo los resultados
estrictamente fisioldgicos. La interrelacion entre los peces (competencia) estd influenciada por el
numero, espacio, tamano y especie. La relacion de estos factores con el crecimiento y sus
interacciones entre ellos esta influenciada, basicamente, por la disponibilidad de alimento (Refstie y
Kittelsen, 1979).

Los comportamientos agresivos y territoriales requieren de un gasto energético, aumentando
los requerimientos de mantenimiento y la supresidn del crecimiento en los individuos mas pequefios
(Magnuson, 1962). Cuando estas interacciones afectan el crecimiento, la diferencia relativa del peso
de los miembros de una poblacién generalmente aumenta, los mas grandes crecen mas rapido
mientras que los mas pequeinos se retrasan. Es decir, aumenta la varianza de la frecuencia de
distribucion de los pesos con el tiempo y se evalla con el coeficiente de variacién (CV =100 x
(SD/media), en %) (Yamagishi, 1969). En la dorada, el coeficiente de variacion aumenta con el peso y
esta asociado a la agresividad y canibalismo.

55



Eva E. Rufino Palomares

I 1.4.3. Recambio proteico en peces

El recambio de proteinas en un animal, tejido u drgano tiene dos funciones principales, por un
lado, mantiene los niveles de proteinas enzimaticas necesarias en cada sistema estudiado y, por
otro, permite que existan en cada momento los precursores necesarios para llevar a cabo los
procesos de crecimiento de cada sistema organico ya sea del animal completo, tejido u érgano.

El crecimiento, entendido como un incremento en la masa de proteinas, es el resultado del
balance positivo entre las velocidades de sintesis y degradacion, procesos simultaneos y antagonicos.
Sin embargo, el concepto de crecimiento implica ademas, el de desarrollo, asociados ambos con los
cambios en la composicidn y tamafio relativo de los reservorios de proteinas especificos (Riis, 1983).

Las proteinas, como el resto de constituyentes, estan siempre sujetas a un proceso simultaneo
y dindmico de sintesis y degradacion, cuyo balance global es su recambio continuo. Este proceso
celular es muy importante, tanto para el control de la masa total de proteinas tisulares, como para el
de los niveles de enzimas especificos del metabolismo intermediario.

Las velocidades fraccionarias de sintesis (Ks) y degradacion (Kp), consideradas como el
porcentaje diario de aminoacidos que se incorporan o eliminan de la masa de proteinas tisular del o
al almacén intracelular aminoacidos libres, son considerablemente mayores que el flujo neto a través
del ciclo del recambio proteico. La relacién entre la velocidad de crecimiento o acumulacién de
proteinas (Kg) y la velocidad de sintesis (Ks) es un indice de la eficacia de retencién de proteinas (ERP)
del tejido reflejando la cantidad de proteinas sintetizada que es acumulada en el tejido como
crecimiento propio.

Los valores de Ks en un tejido, son en gran medida proporcionales a la concentracion de RNA
total cuando se expresa como la relacion RNA/proteina (Cs) (Garlick et al., 1980). Del almacén celular
de RNA, la fraccién correspondiente al RNA ribosémico (RNAr) constituye el 85% del total, mientras
que las correspondientes al RNA de transferencia (RNAt) y al RNA mensajero (RNAm) constituyen
alrededor del 10 y 3% del total respectivamente (Sugden y Fullen, 19991). Gracias a esto, se puede
considerar a la capacidad de sintesis proteica (Foster et al., 1993) (Cs) como reflejo del nimero de
ribosomas por célula, indicando la capacidad de un tejido para sintetizar proteinas (Millward et al.,
1973, Millward et al., 1981; Preedy et al., 1988). La relacidn entre la Ks y la Cs, se denomina eficacia
de sintesis o traduccién (KRNA) y refleja la cantidad de proteina sintetizada por unidad de RNA,
indicando la sintesis proteica media por ribosoma. A su vez, cambios en la cantidad total y en la
actividad funcional de los tipos de RNA pueden determinar la tasa de sintesis proteica (Houlihan,
1991).

La velocidad del recambio proteico de un tejido estd relacionada con la funcidon que dicho
tejido. De esta forma, el higado, cuyo papel principal es mantener un equilibrio homeostatico, y
adaptarse de forma rapida y continua a todos aquellos cambios que pueden afectar al normal
desarrollo del animal, como la temperatura (Fauconneau et al, 1985), o el aporte externo de
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nutrientes a través de la dieta, presenta una tasa de recambio metabdlico rapido, con un valor de Ks
de 8-10%/dia (Peragdn et al, 1998). El musculo blanco, con una funcién principalmente mecanica,
tiende a reaccionar, en términos metabdlicos, mas lentamente que el higado, presentando una
velocidad de recambio proteico mucho menor, del orden de 1-2%/dia (Peragon et al, 2001).

Existen muchos factores que pueden afectar a la tasa de recambio proteico y al crecimiento de
un determinado tejido, entre los cuales los mas importantes son probablemente el etapa del
desarrollo que se considere y la disponibilidad de un aporte de nutrientes esenciales adecuado para
la actividad celular.

Los estadios tempranos del desarrollo de un animal, estan caracterizados por un ritmo
metabdlico especialmente alto, con el fin de sintetizar todos aquellos componentes estructurales y
enzimaticos necesarios para el crecimiento. En el higado, esto se traduce en una tasa de sintesis y
degradacién proteica elevada, manteniéndose constante su propia tasa de acumulacidn de proteinas
(Kg) a lo largo del desarrollo, lo cual indica que el crecimiento del higado adquiere una importancia
secundaria respecto al crecimiento del animal completo. A medida que el animal adquiere su estado
adulto, las tasa de sintesis y degradacién proteica del higado va disminuyendo, puesto que la
demanda de proteinas exportables es cada vez menor, lo cual va acompafiado de un aumento en la
eficacia de retencién de proteinas (ERP) por parte de este tejido (Peragon et al, 1998).

En cuanto al musculo blanco, aunque su tasa fraccionaria de sintesis proteica es la menor de la
de todos los tejidos, es el que acumula mas eficientemente la proteina sintetizada. Su velocidad de
acumulacion de proteinas (Kg) cae de forma significativa en la etapa adulta del animal debido a una
reduccion de su velocidad fraccionaria de sintesis (Ks) y a un aumento en la velocidad fraccionaria de
degradacién (Kp). Esta es una diferencia esencial con respecto al higado, y que evidentemente est3
relacionada con la funcidn que ambos tejidos desempefian en el organismo (Peragén et al, 2001).

La composicion y la cantidad de dieta ingerida son capaces de modificar significativamente
muchos de los pardmetros implicados en el recambio proteico y en el crecimiento. Asi, una dieta
pobre en proteinas provoca una significativa disminucién de la eficiencia de retencién de proteinas
(ERP) y por tanto de la velocidad de crecimiento (Gg), lo que se traduce tanto en un aumento de la
velocidad de recambio proteico (Ks, velocidad fraccionaria de sintesis y Kp, velocidad fraccionaria de
degradacién) como de la eficacia de la sintesis o traduccidén (Kgna) (Peragon et al, 1993, Peragdn et
al., 1994, Peragédn et al., 1998).

De esto se deduce, que el mecanismo que dispara estos cambios esta relacionado
especificamente con cambios en la traduccién de proteinas. Por otra parte, cuando los carbohidratos
de la dieta disminuyen existe una disminucion en los valores de ERP y K¢ (velocidad de acumulacién
de proteinas) concomitante con un aumento en los valores de recambio proteico y de la Cs
(capacidad de sintesis), indicando en este caso que los cambios son debidos a modificaciones de los
procesos de transcripcion. Se confirma asi que las variaciones en el recambio proteico ante
situaciones diferentes son provocadas por mecanismos moleculares distintos (Peragdn et al, 1998).
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La tasa de recambio en los tejidos se puede relacionar con las concentraciones de acidos
nucleicos. La concentracion de RNA, expresada como la razén RNA/proteina, a menudo se ha
utilizado como un indicador de la capacidad de sintesis proteica (Cs) (Foster et al, 1993), y la tasa de
sintesis de proteinas por unidad de RNA (Kgna) €s considerada como un buen indice de la eficiencia
de la sintesis. Cambios en la cantidad total y en la actividad funcional de los tipos de RNA pueden
determinar la tasa de sintesis proteica (Houlihan, 1991).

El estudio de las velocidades de sintesis y degradacion proteica se inici6 en mamiferos
(Waterlow et al.,, 1978). Los primeros estudios que se realizaron en peces, fueron en peces
antdrticos, Notothenia corriceps (Haschemeyer, 1983) y en “toadfish”, Opsanus tau (Porcrnjic et al.,
1983), aplicando la técnica descrita por Garlick et al. (1980), con algunas modificaciones. Los
resultados que encontraron fueron de una Ks del 10-14% y 0,37-0,2% para higado de Notothenia
corriceps y musculo blanco de Opsanus tau, respectivamente. Fauconneau et al. (1981) demuestran
que el higado, tracto intestinal y branquias son tejidos con un metabolismo proteico muy activo,
cuyo recambio se adapta a las variaciones de temperatura.

En el musculo blanco de la trucha arco iris, la mayoria de la proteina sintetizada es depositada.
A pesar de la baja tasa de sintesis (2%), el musculo blanco tiene una alta eficacia de depdsito
(superior al 70%), a diferencia de lo que ocurre en homeotermos donde la Kg y Ksson muy parecidas
(Waterlow et al., 1978). Este comportamiento, junto al hecho de ser el principal tejido, en peso y
contenido supone el 40% del crecimiento del pez. El musculo es, por tanto, el almacén propio
corporal, y en determinadas circunstancias, actua de reservorio energético.

En trucha arco iris se han seguido realizando estudios de recambio proteico, en situaciones de
ayuno y realimentacion (Peragén et al., 1999b), en donde se observé que el ayuno disminuia el
contenido proteico hepatico y en RNA, asi como la velocidad absoluta de sintesis de proteinas (As).
Cuando se realimentaban a las truchas, las velocidades de sintesis proteica, fraccionaria, Ks y
absoluta, A, la eficiencia proteica y la Kpya aumentaban considerablemente.

También se ha visto en truchas el efecto de adicionar aditivos nutricionales, como es el acido
maslinico sobre el recambio e proteinas (Fernandez-Navarro et al., 2006; Fernandez-Navarro et al.,
2008). En el higado de trucha alimentada con 250 mg de acido maslinico/kg de dieta se observé un
mayor crecimiento, una mayor concentracion de DNA, indicativo de procesos de hiperplasia, una
mayor velocidad de sintesis fraccionaria y absoluta de proteinas, a su vez que, una mayor capacidad
y eficacia de sintesis proteica. El aumento del conjunto de todos estos parametros se traduce en un
mayor crecimiento del animal completo de las truchas que se alimentaron con acido 250 mg de
acido maslinico/kg de dieta, en comparacion con sus controles (Fernandez-Navarro et al., 2006). En
el musculo, estos mismos autores, estudiaron el efecto del acido maslinico sobre los parametros del
recambio proteico y concentracién de dacidos nucleicos. Se observd una mayor acumulacion de
proteinas muscular para aquellos grupos de truchas que habian sido alimentadas con acido
maslinico, una mayor cantidad de DNA y RNA y mayor Ks y As.
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I 1.4.4. Enzimas relacionadas con el crecimiento en peces

Uno de los factores bioquimicos mas importantes relacionados con los procesos de crecimiento
y proliferacién celular, lo constituye la disponibilidad de moléculas de equivalentes de reduccién en
forma de NADPH, asi como de un conjunto adecuado de nucleétidos, por parte de diferentes tejidos
(Barroso, 1993). EI NADPH (Figura 1.8) es uno de los principales
productos finales de algunos procesos metabdlicos, siendo al mismo
tiempo substrato indispensable de importantes reacciones metabdlicas.

Cabe destacar entre ellas las correspondientes a los procesos
metabdlicos de biosintesis de acidos grasos y colesterol, elongacién e
insaturacion de acidos grasos. Todos ellos implicados, entre otras
funciones, en la formacién de los diferentes elementos de membrana.

J

También participan en la actividad de hidroxilasas microsomales y en el

o
a¥
J’ sistema glutation reductasa/peroxidasa en procesos de detoxificacion y

) eliminacién de los radicales libres de oxigeno generados durante el

Figura 1.8. Estructura 3D de la metabolismo celular (Eggleston y Krebs, 1974; Orrenius et al., 1983).
moléculade nicotinamin andenin
dinucleétido fosfato reducido,
NADPH". gran numero de investigadores que la actividad de los enzimas

Por otra parte, se sabe gracias a estudios previos llevados a cabo por un

productores de NADPH experimenta cambios de magnitud considerable
segun el estado metabdlico, nutricional y hormonal en el que se encuentren los peces, y que estos
cambios se traducen en diferencias en la velocidad global de crecimiento (Sanchez-Muros et al.,
1998; Barroso et al., 1998; Barroso et al., 2001).Por todo ello, podemos deducir que la produccién de
NADPH estd intimamente relacionada con el crecimiento celular y por tanto con el del organismo
entero, siendo éste uno de los objetivos mas interesantes del campo de la acuicultura, al
relacionarse directamente con la produccidn animal y por consiguiente con la rentabilidad comercial.

Desde un punto de vista molecular, la relacion que presentan las moléculas de NADPH con los
procesos de crecimiento celular es doble. En primer lugar, porque participan de una forma directa en
los procesos de sintesis y posterior transformacién de la gran mayoria de los constituyentes lipidicos
de membrana, tales como ésteres de colesterol y los diferentes fosfolipidos y esfingolipidos, asi
como la propia replicacién de las moléculas de DNA y transcripcion del RNA, a través de su papel en
la formacidn de ribosa fosfato y por tanto de nucledtidos. En segundo término, porque participan de
forma indirecta al actuar como un importante metabolito activador de la propia sintesis de proteinas
(Gross et al., 1988; Kan et al., 1988), el otro constituyente mayoritario en las membranas celulares.

‘ 1.4.4.1. Enzimas productoras de NADPH

La formacion de poder reductor NADPH se lleva a cabo, principalmente, por las actividades
deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), y en menor medida por las actividades del enzima malico
(EM) e isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* (IDH-NADP).
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La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49) es una enzima con estructura
dimérica presente en todos los seres vivos. Cataliza la primera reaccion del ciclo de las pentosas
fosfato, la ruta metabdlica que suple a la célula de NADPH y de pentosas para la sintesis de acidos
nucleicos. La reaccién catalizada por la G6PDH es la reduccién del NADP® a expensas de las
deshidrogenacidén de la glucosa 6-fosfato, en 6-fosfogluconato.

Para actuar, ademas de presencia de NADP" requiere un pH éptimo de entre 7,5 y 8,5 (Corpas,
1987), iones Mg>*, Ca®*, Ba*" y Mn®* (Nagayama et al., 1972; Nicholls et al.; 1976, Shimeno, 1982).
Por otro lado, se inhibe por el Hg2+, y, en menor medida, por el PO43'. La actividad G6PDH ha sido
detectada casi en la totalidad de tejidos de diferentes especies de peces, mostrando siempre el
mayor nivel de actividad en el higado (Shimeno, 1982), también se ha detectado en rifidn de seriola,
aunque siempre en menor magnitud que en higado (Shimeno, 1982).

Si comparamos la actividad de la G6PDH en peces, con la existente en mamiferos, observamos
que esta actividad es mayor del orden de entre 4-7 veces en peces, que en mamiferos. Tanto es asi,
que en higado parece predominar frente a la glucolisis, asociandose a la formacién de NADPH y
ribosa fosfato, que seran transportados a otros tejidos diana, mientras que en el musculo blanco
parece predominar la glucolisis, que va a proporcionar la energia necesaria para el movimiento (Liu
et al., 1970; Shimeno, 1982).

En general, la actividad de la G6PDH del higado de los peces, aumenta con la disponibilidad de
alimento (Storebakken y No., 1992; Bastrop et al., 1992) y el crecimiento (Walzem et al., 1991). Por
el contrario, condiciones como el ayuno reducen claramente esta actividad en higado de trucha aro
iris y dorada (Barroso et al.,, 1993, Barroso et al., 1999; Metdn et al., 1999) obedeciendo a un
descenso de la concentracidn intracelular de la enzima.

La realimentacién produce el efecto contrario, un aumento en la actividad G6PDH en dorada
(Bonamusa et al., 1991; Metdn et al., 1999), siendo este incremento dependiente del nivel de
carbohidratos de la dieta (Metdn et al., 1999; Borrebaek y Christofersen, 2000).

Barroso et al., 1994 observaron que dietas con un alto contenido proteico presentaban una
mayor actividad del enzima en higado de truchas arco iris; sin embargo estas variaciones no se
observaron para la misma especie (Sanchez-Muros et al., 2003). Las dietas con un alto contenido en
grasas llevan por su parte una situacion lipolitica, con la disminucién de la sintesis lipidica hepatica,
por lo que el descenso d la actividad G6PDH debe ser evidente, efecto que se confirma en el higado
de diferentes especies (Suarez et al., 1993; Sdnchez-Muros et al., 1998; Shimeno et al., 1996).

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH, EC 1.1.1.44) es el enzima que cataliza la
descarboxilacién y deshidrogenacién del 6 fosfogluconato. Junto con la G6PDH, son las dos enzimas
productoras de NADPH en el CPP. Los requerimientos de pH, cationes y coenzimas son similares a los
de la G6PDH (Shimeno, 1982). También el patrén de distribucion del enzima en los distintos tejidos
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es similar al de la G6PDH (Nagayama t al.,, 1972), de tal modo, que presenta una actividad
considerablemente alta en higado, rifidn, bazo, tejido adiposo, etc., y, relativamente baja en musculo
blanco.

El enzima malico (EM, EC 1.1.1.40) cataliza la descarboxilacion y oxidacidn reversible de malato
para formar piruvato, utilizando como coenzima NADP" y en presencia de cationes positivos como
Mn** y Mg®* (Milne y Cook, 1979). El L-malato es uno de los principales metabolitos implicado en el
metabolismo intermediario de los procesos bioenergéticos en peces.

El hecho de que este enzima esté presente en las células de los tejidos metabdlicamente mas
activos, junto con la presencia de las formas moleculares el enzima, dos isoformas en la mitocondria
(una forma especifica para NADP* como coenzima, y conocida como enzima malico deshidrogenasa
NADP® dependiente y otra forma que puede utilizar ambos coenzimas, pero prefiriendo al NAD,
conocida como enzima malico deshidrogenasa NAD(P)" dependiente) y una tercera isoforma en el
citoplasma (enzima malico deshidrogenasa NADP* dependiente), diferente en sus propiedades fisico-
guimicas, y en las afinidades por el coenzima y, también, en la razén de descarboxilacion del malato
frente a la carboxilacién del piruvato (Skorskowski y Storey, 1988).

Se trata de una proteina homotetramérica. La masa molecular de la proteina nativa y de sus
subunidades se ha estimado en torno a 65 kDa y 260 kDa, respectivamente (Nevaldine et al., 1974).
Esta enzima ha presentado altos niveles de actividad en tejido hepatico, donde actua para suplir de
NADPH al higado en la biosintesis de acido grasos (Fitch y Chaikoff, 1960).

La enzima isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP" (IDH-NADP’, EC 1.1.1.42) cataliza la
oxidacion y prosterior descarboxilacién de isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG), localizdndose tanto en
la fraccidn citoplasmatica, como mitocondrial; aunque la localizacién preferentemente es citosdlica
(Moon, 1972). Esta enzima ha sido estudiada en levaduras, plantas, mamiferos, etc. El papel que
juega en peces es similar al que presenta en mamiferos. (Figura 1.9).

Acetil Co A CITOSOL

(g

Citrato
OAA Citrato

| Aconitasa
lAcomtasa

Isocitrato Isocitrato

+
NNADP DH-NADP"

MITOCONDRIA

Figura 1.9. Papel de la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* (IDH-NADP®), diferenciando las actividades de la
subunidad mitocondrial y la citoplasmatica.
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1.4.4.2. Enzimas relacionadas con el metabolismo proteico

Las proteinas y lipidos son las principales fuentes de energia de los peces. Las proteinas son
utilizadas, en su mayor parte como combustible energético, pudiendo llegar a aportar el 70% de las
calorias de la dieta utilizables (Phillips, 1969). Un menor porcentaje es utilizado con fines
estructurales.

Ademas del aporte de aminoacidos plasmaticos procedentes de la dieta, los relativamente
reservorios tisulares de aminodcidos libres cuentan con otra fuente muy importante, los
aminoacidos procedentes de la degradacion de proteinas tisulares que se encuentran en un
recambio continuo.

Después de la ingesta de alimento, el aporte de aminoacidos a los tejidos supera sus
capacidades biosintéticas (proteinas, hormonas, neurotransmisores, cofactores...) y los excedentes
son catabolizados. El principal centro catabdlico es el higado, donde el primer paso consiste en la
eliminacién del grupo amino en forma de amonio, y la formacién de un oa-cetoacido que puede
oxidarse via ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT), o convertirse en glucégeno o triglicéridos y
almacenarse como tales. Este primer paso estd catalizado por transaminasas y desaminasas
especificas.

Las dos aminotransferasas descritas mas frecuentemente y mas estudiadas en peces son la
aspartato-aminotransferasa (Asp-AT 6 GOT), y la alanina-aminotransferasa (Ala-AT 6 GPT). lLa
tirosina-aminotransferasa (Tyr-AT) y la serina-deshidratasa (Ser-DH), son otros dos conocidos
enzimas que participan en la regulacidn de la degradacion de sus respectivos sustratos, tirosina y
serina.

La alanina aminotransferasa (Ala-AT, EC 2.6.1.2.) cataliza la transferencia reversible del grupo
amino de la alanina al o-cetoglutarato para formar piruvato y glutamato. Este enzima ha sido
ampliamente estudiado en peces, estd presente tanto en la fraccién mitocondrial como en la
citosolica del higado en una proporcion semejante y requiere de la presencia de piridoxina para que
la reaccion transcurra favorablemente (Walton, 1985).

La actividad de esta transaminasa se encuentra acoplada a la de otro enzima, la glutamato
deshidrogenasa (GDH), formando las reacciones de transdesaminacion, y jugando un papel central
en el metabolismo de los aminoacidos canalizando adecuadamente la ruta principal del nitrégeno de
estos compuestos; de este modo, la actividad Ala-AT puede ser utilizada como marcador/indicador
de la utilizacion proteica (Sanchez-Muros et al., 1998).

La alanina, por su parte, es un aminoacido especialmente abundante en el musculo de los peces
y un excelente sustrato gluconeogénico (Walton y Cowey, 1979; French et al., 1981) pudiendo ser
indicador del flujo gluconeogénico (Korsgaard y Mommsen, 1993). Este aminodcido se puede
incorporar a la ruta gluconeogénica por medio de la actividad del enzima Ala-AT. (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Papel gluconeogénico de la alanina en la mitocondria y citosol por accién del enzima Ala-AT.

Las condiciones nutricionales que mas afectan a la Ala-AT son el contenido proteico de la dieta
y el ayuno. Se ha visto que en truchas alimentadas con dietas hiperproteicas y carentes de
carbohidratos, la actividad Ala-AT fue un 65% mayor que la de los peces control (Sdnchez-Muros et
al.,, 1998). En doradas, con dietas de este tipo, también se observé un aumento en su actividad,
demostrando que los aminoacidos, cuando estan en exceso, se utilizan tanto para crecimiento, como
para fines gluconeogénicos (Metdn et al., 1999). En situaciones de ayuno se han obtenido resultados
dispares, por un lado, en trucha arco iris y salmdn atlantico se produce un aumento de la actividad, y
por otro, en dorada se produjo una disminucidn, con un aumento de la GPT (Metén et al., 1999).

La Ser-DH (L-serina hidroliasa desaminante, EC 4.2.1.13) es el enzima que cataliza la
desaminacion dependiente de piridoxal fosfato (PLP) de la serina y treonina, para producir piruvato y
a-cetoglutarato, respectivamente. Es caracteristica su relativa alta vida media, aproximadamente de
20 horas (Jost et al., 1968).

Se considera un enzima clave en la gluconeogénesis. Su actividad estd regulada por la
composicién de la dieta y el estado hormonal a que se ve sometido el animal (Snell, 1984). Su
actividad es fundamentalmente hepatica y se ve incrementada en situaciones gluconeogénicas,
como el ayuno, una dieta rica en proteinas, diabetes, etc. (Pitot y Peraino, 1963; Nakagawa, 1971),
pero disminuye en situaciones de acidosis metabdlica (Lopez-Flores et al., 2006) y es capaz de
provocar alteraciones en el tejido hepatico por ingestidn de tioacetamida (Lopez-Flores et al., 2005).

Algunos cambios en la actividad de la Ser-DH parecen estar regulados por los genes que
codifican al enzima, es decir por los niveles de RNA mensajero (Ogawa et al., 1991). La estimulacidn
de la expresién de los genes de la Ser-DH esta mediada por AMP ciclico (Kanamoto et al., 1991) y
presenta un maximo de actividad en presencia de glucocorticoides (Haas y Pitot, 1999).

Se han encontrado 3 tipos de Ser-DH en diferentes especies, asi, en algunas bacterias es de tipo
monomeérica y especifica de la D-serina; en levaduras, plantas, hongos, y otras bacterias, se presenta
en forma de tetrdmero y en el higado de mamiferos es dimérica (Ogawa, 2000). La Ser-DH es
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importante en el metabolismo de la serina, en ratas y en otras especies como humanos, reptiles,
anfibios, asi como en peces que presentan una baja actividad (Ogawa, 2000).

La Tyr-AT (L-tirosina 2-cetoglutarato aminotransferasa, EC 2.6.1.5.) es un enzima especifico del
higado, y es clave en el control del catabolismo del aminoacido, tirosina (Tanaka et al, 1975). De este
modo, previene de la acumulacién de niveles téxicos de tirosina y provee de sustratos cetogénicos y
gluconeogénicos cuando los niveles de glucosa son limitados y las proteinas son las que proveen de
energia a las células (Peragodn et al., 2008).

El enzima presenta una vida media de 1-2 horas (Hardgrove y Granner, 1985) y su actividad
cambia durante la maduracién del hepatocito y se ve influenciada por cambios en el recambio
(Ciechanover et al., 1997) la accién hormonal por glucocorticoides (Granner y Beale, 1985; Schimid
et al., 1987) y factores nutricionales (Csanyi et al, 1967; Watanabe et al, 1968). El glucagon y el AMP
ciclico también estimulan la actividad de la Tyr-AT con un aumento en los niveles de RNA mensajero
en la transcripcién (Hashimoto et al., 1984; Schimd et al., 1987; Moore y Koontz, 1989).

El ayuno induce un incremento en la actividad de este enzima en ratas (Rodriguez et al., 1996;
Ciechanover et al., 1997). En peces, algunos estudios realizados en trucha arco iris y otras especies,
muestran un doble aumento en la actividad de la Tyr-AT en respuesta al cortisol (Whiting y Wiggs,
1977; Lipsky et al., 1986; Devaux et al., 1992) y a la hormona responsable del estrés metabdlico en
peces (Mommsen et al., 1999).
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I 1.5. Acido maslinico

I 1.5.1. El &cido maslinico como triterpeno. Generalidades

El dcido maslinico (acido 2-a, 3-B-dihidroxiolean-12-en-28-oico), también llamado acido
crataegélico, es un compuesto natural presente en algunas especies vegetales. Se trata de un
metabolito producido por la propia planta capaz de generar una respuesta beneficicosa para la
misma, probablemente de defensa frente al ataque de algin microorganismo patdgeno.

Entre las plantas en la que se encuentra el acido maslinico destacan, el olivo (Olea europaea), el
rododendro (Rododendro colletianum) (Ullah et al., 1997), el espino amarillo (Hippophae rhamnoides)
(Yang et al., 2007), en especies ornamentales de la familia verbenaceas (Junellia aspera) (Pungitore
et al., 2007), en el durian, plantas de la familia de las malvaceas (Durio zhibethinus y Durio kutejensis)
(Rudiyansyah y Garson, 2006), en Galphimia glauca (Nader et al., 2006), en Cornus cousa (Sultana y
Lee, 2007), en la granada (Punica granatum) (Wang et al., 2006), el olmo (UImus pumila) (Wang et al.
2006), etc.

De todas ellas, en donde es mas abundante el acido maslinico, es en el olivo, encontrandose
entre el 55-68% del total de compuestos presentes en la cera superficial que recubre el fruto y hojas
de esta especie mediterranea (Bianchi et al., 1994, Frega et al., 1995. En la Figura 1.11 se muestra la
hoja y fruto tipico del olivo.

Figura 1.11. Detalle de la hoja y fruto del arbol Olea europea, “el olivo”, de donde se extrae entre
otros compuestos triterpénicos, el dcido maslinico en una concentracidn superior al 60%.

Este compuesto natural corresponde quimicamente a un triterpeno pentaciclico de la familia de
los oleano triterpenoides (derivados del oleanano). En el olivo, el dcido maslinico, aunque es el
triterpeno mas abundante, no es el Unico oleano triterpeno que se encuentra, sino que también
estan presentes el acido oleandlico (31-44%), el eritrodiol, la B-amirina, la B-amirona..., ademas de
triterpenos derivados del lupano (como lupeol, lupona...), derivados del ursano (acido ursélico,
uvaol...), derivados del taraxano (taraxerol...).
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De todos estos triterpenos comentados, presentes en el olivo, el acido maslinico y el acido
oleandlico son los mas abundantes, siendo su concentracion de 681 + 63 mg/kg y 420 + 20 mg/kg
respectivamente (Bianchi et al., 1994).

Los triterpenos resultan un grupo interesante de moléculas naturales para quimicos,
farmacéuticos, bioquimicos y bidlogos, no ya sélo por su relativa ubicuidad, facil extraccion y
aislamiento, sino también por sus propiedades bioldgicas y aplicaciones. Tanto es asi, que todos
estos triterpenos constituyen un gran grupo de compuestos con una caracteristica en comun y es la
gran cantidad de actividades biolégicas en las que estan implicados, de este modo se han descrito
efectos analgésicos, hepatoprotectores, anti-tumorales, anti-inflamatorios, anti-oxidantes, pueden
actuar como efectores del sistema inmunolégico, son capaces de inhibir proteasas, etc.

Por ello estan siendo estudiados exhaustivamente, y cada vez son mas los trabajos cientificos
que encontramos sobre algunos de ellos (Bianchi et al., 1994; Saimaru et al., 2007; Stiti, Triki y
Hartmann, 2007). Un considerable nimero de estudios realizados en gran cantidad de centros
cientificos, se han dedicado especialmente a algunos de los compuestos de este grupo como son,
entre otros, el acido oleandlico, acido ursélico, acido betulinico, betulina, lupeol, etc. (Patocka,et al.,
2003). El acido maslinico, como miembro del grupo, esta adquiriendo mayor relevancia, en los
ultimos cinco afios, sobre todo en relacién con procesos de crecimiento, ya sea éste un crecimiento
normal o acelerado/descontrolado, como ocurre en el caso del cancer.

Los triterpenos constituyen una amplia familia de terpenos que contienen 30 atomos de
carbono procedentes de la incorporacién biosintética de seis unidades de isoprenilo. Han sido
descritos mas de 40 triterpenos ciclicos con formula C3yHsg, alrededor de 150 con féormula C3oHs00 vy,
ademads, numerosos compuestos relacionados. La mayoria de autores, piensan que tienen un origen
biosintético resultado de la ciclacién enzimatica del escualeno, o por el éxido escualeno.

En la biosintesis de los terpenoides se dan reordenaciones de las unidades de isoprenilo
llevadas a cabo por varias ciclaciones y reagrupamientos del esqueleto carbonado; aunque el
precursor directo de los triterpenos, no es el isopreno, sino el acido mevaldnico que se convierte a
isopentenil difosfato, que es el precursos de cinco atomos de carbono de los triterpenoides.

Los triterpenos pertenecen al grupo de los terpenoides. Los terpenoides pueden ser
considerados como sustancias con un considerable significado practico. Diariamente, nos
encontramos con varios terpenos de forma directa o indirecta. Terpenos de todos los tipos estan
presentes en plantas superiores, tales como los mono-terpenos y sesqui-terpenos, que contribuyen a
su aroma, tetra-terpenos carotenoides que son abundantes en los vegetales de nuestra
alimentacidn, asi como los politerpenos, siendo el latex el mas conocido.

Los terpenos son utilizados por las plantas como metabolitos secundarios en la biosintesis de
muchos de sus compuestos tales como alcaloides, flavonoides, oligosacaridos etc. La mayoria de los
terpenos poseen actividad bioldgica, jugando un papel muy significativo, desde antafio, en la
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medicina. Desde este punto de vista el grupo mas importante es el de los triterpenos y sus
derivados, representando una de las clases mas numerosa de compuestos naturales (Sigler, et al.,
1998).

El aislamiento del acido maslinico y del acido oleandlico, se lleva a cabo a partir de
subproductos de molturacién de la aceituna durante el proceso de fabricacién del aceite (Garcia-
Granados et al., 2000). Estos autores, actualmente, extraen estos compuestos, con valores de
rendimiento muy elevados; en el caso del acido maslinico, lo producen en dos calidades: al 85% de
pureza, siendo el 15% restante correspondiente a otros terpenos, sobre todo acido oleandlico, y por
encima del 97% de pureza.

LAVADO
e ——
MOLIENDA
MOLFNDA 2 MOLIENDA
BATIDO  AGUA
BATIDO
¥ CENTRIFUGATION DE LA PASTA BATIDO
PRENSADO
Orujo Orujo CENTRIFUGACION
ACEITE
ACEITE + Fose qum;a FASE LioUIDA DE LA PASTA
Agua vegetacion + Aceite
CENTRI- Puipa &
DECANTACION Agua
FUGACION  CENTRIFUGACION Vogetaciin
(Alpengo)
ACEITE[gwave: ACHIE
| OLIVA OLIVA
TRADICIONAL DOS FASES

Figura 1.12. Esquema del proceso de produccién de aceite de oliva a partir de la aceituna. Se distinguen los
métodos de extraccidn que existen, el tradicional, el tres fases y el dos fases.

La Figura 1.12 muestra los procedimientos clasicos de molturaciéon de la aceituna y la
produccion del aceite. Son los denominados “tres fases”, en los que ademas de aceite, se obtienen
subproductos tales como el alpechin, fraccién acuosa de la aceituna con o sin adicién de agua, y los
orujos de diversos tipos, que son generalmente extraidos para un adicional aprovechamiento del
aceite. En la actualidad, ademas de los procedimientos de tres fases, se utiliza el de “dos fases”, en el
gue, ademas de aceite, se obtiene una masa que contiene los restos de la pulpa vy, el hueso de la
aceituna, mezclados con agua de vegetacion, dando lugar al “alpeorujo” (Garcia-Granados et al.,
1998).

Pese a que la extraccion del aceite refinado de oliva, libera una cantidad superior de triterpenos

pentaciclicos que la obtenida en la extraccion del aceite de oliva virgen, la mayoria de estos
compuestos contindan formando parte de los subproductos de molturacién de la aceituna y de
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obtencion del aceite (Garcia-Granados et al., 2000). Entre estos subproductos se encuentran el
alpechin, fraccion acuosa de la aceituna con o sin adicién de agua, orujos de diversos tipos, extraidos
para el mejor aprovechamiento del aceite y en el caso de la extraccién de aceite en dos fases se
obtiene una masa o bagazo que contiene los restos de la pulpa, el hueso de la aceituna que junto
con el agua de vegetacion da lugar al subproducto conocido como alpeorujo (Garcia-Granados et al.,
1998). Estos autores han desarrollado un proceso de extraccién de los acidos oleandlico y maslinico,
con valores de rendimiento muy elevados llegando a purezas superiores al 98% para cada uno de los
compuestos. Las cantidades de acido maslinico obtenidas por este procedimiento son considerables,
permitiendo la explotacidn industrial del mismo (Garcia-Granados et al., 1998).

El aislamiento del acido maslinico, fue descrito inicialmente por Bianchi et al., (1994), por
extraccion metandlica, principalmente con hexano, de olivas previamente lavadas con cloroformo.
La separacion de estos acidos se describio mediante cromatografia en contracorriente de alta
velocidad (Du et al., 1995). Actualmente, los métodos de extraccion de compuestos triterpénicos es
mas precisa y avanzada (Sdnchez-Avila et al., 2008). Estos autores, para el aislamiento de
compuestos triterpénicos, entre los que se encuentra el acido maslinico, utilizan extracciones, de
cinco minutos en microondas, con etanol. El hecho de usar microondas acorta los tiempos de
lixiviacion, comparado con los antiguos procesos de maceracion, en los que se requerian minimo 5
horas. Una vez extraidos los compuestos, la determinacion se llevé a cabo por cromatografia liquida
combinada con espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS). A su vez, la identificacion selectiva
de los triterpenos se confirmd con una reaccion de monotorizacién multiple (MRM) usando como
precursores representativos, diferentes productos idnicos.

La proporcion de acido maslinico y oleandlico extraida y purificada es bastante menor que en el
fruto (Pérez-Camino et al., 1999), y, a su vez, depende de la calidad del aceite. En aceite de oliva
virgen extra, con una acidez menor del 1%, el contenido del dcido maslinico es de 64,2 + 8,1 mg/kgy
de &cido oleandlico 57,3 = 7,4 mg/kg, dependiendo de la variedad del fruto. Estos valores
incrementan hasta 193,9 + 14,0 mg/kg para el acido maslinico y 244,0 + 28,1 mg/kg en el acido
oleandlico en el aceite virgen extra, esto se debe al proceso hidrolitico que tiene lugar durante su
extraccion, favoreciendo la eliminacion de estos triterpenos de la piel. Mientras que el aceite de
orujo contiene aproximadamente 721 mg/kg de acido maslinico y 5.592 mg/kg de acido oleandlico.

El mayor incremento en triterpenos segun disminuye la calidad del aceite se debe a que estos
compuestos se encuentran sobre todo en la capa cerosa externa del fruto de la oliva, por lo que los
sucesivos prensados y extracciones favorecen su eliminacion. Este es el motivo por el que los
compuestos triterpénicos se encuentran en mayor concentracidén en el aceite de orujo que en el
aceite oliva virgen, siendo por tanto el aceite de orujo una rica fuente de acidos triterpénicos y
compuestos esteroidicos. (Pérez-Camino et al., 1999).

Otros autores (Marquez-Martin et al., 2006a), describen que los principales triterpenos
pentaciclicos presentes en la fraccion no saponificable del aceite de orujo de oliva son el acido
oleandlico, maslinico, eritrodiol y uvaol. Todos estos compuestos poseen un grupo hidroxilo
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funcional en el C-3 en su estructura quimica, asi como una funcién carboxilica o metandlica en la
posicién C-17. Segun estos autores la proporcién de acido oleandlico y maslinico en el aceite de
orujo es de un 0.1 % y de un 0.4 % respectivamente, estando las concentraciones de los triterpenos
oleandlico, maslinico y eritrodiol entre 300-500 ppm.

Como muestran los datos aportados por Pérez-Camino (1999), el acido maslinico se encuentra
a concentraciones elevadas, en la fraccién no glicérica de aceite refinado de oliva, también llamado
aceite de orujo. Este aceite es una mezcla de aceite refinado del bagazo de la oliva (residuo sélido
obtenido después del primer prensado o centrifugacién de la oliva, constituido por los residuos de
las olivas, pieles y semillas) y aceite virgen. El aceite de orujo es el consumido de forma habitual en
Espafia y otros paises mediterraneos (Pérez-Camino et al., 1999).

El consumo diario de estos triterpenos en aceitunas de mesa y en aceite de oliva podria ser de
34 mg de acido maslinico y 25 mg de 4cido oleandlico (Juan et al., 2006). La biodisponibilidad de este
tipo de compuestos es de un 2,3%, lo que ha sido confirmado para el acido 23-hidroxibetulinico
(Yang et al, 2005). Por tanto, el epitelio intestinal se veria expuesto a concentraciones elevadas de
estos compuestos. Asumiendo que el 30% de los mismos no son absorbidos en el intestino delgado
la concentracién de acido maslinico y oleandlico en el colon seria, respectivamente, de 86 UM y 66
uM.

Por otro lado, un consumo diario de 33 g de aceite de oliva virgen proporcionaria 6 mg de acido
maslinico y 8 mg de acido oleandlico (Juan et al., 2006), mientras que un consumo diario de 33 g
aceite de orujo proporcionaria 24 mg de acido maslinico y 184 mg de &acido oleandlico. La
determinacion de la biodisponibilidad en plasma de estos compuestos seria dificil de predecir, pero
basdandose en la biodisponibilidad del hidroxitirosol del aceite de oliva (Vissers et al., 2004), las
concentraciones en plasma podrian ser de entre 1 a 5.5 uM (Mdrquez-Martin et al., 2006a).

I 1.5.2. Estructura del acido maslinico

La estructura del acido maslinico corresponde a un triterpeno de 5 anillos con 6 elementos
(Figura 1.13); posee dos sustituyentes hidroxilo (OH) en los carbonos C-2 y C-3; un grupo carboxilo
(COO’) en el carbono C-28, y un doble enlace sobre los carbonos C-12 y C-13.

El acido maslinico (AM), es un derivado del acido oleandlico, con el que comparte estructura, a
diferencia del grupo OH en el C-2. Una caracteristica comun a todos los triterpenos, que relaciona
sus estructuras con actividades bioldgicas, es la importancia del grupo COO en el C-28 y el grupo OH
en C-3 (Serra et al., 1994). El grupo OH en el C-2, que presenta el acido maslinico, y no el oleandlico,
parece ser que esta relacionado con la capacidad antioxidante de este compuesto, aunque ésta sea
indirectamente (Marquez-Martin et al., 2006a). El AM presenta una masa molecular de 472,7 g/mol,
un punto de fusién de 269-271°C (Wen et al.,, 2005); una actividad Odptica de +34° a una
concentracion de 0,20 g/100 mL en metanol (Yamagishi et al., 1988), y una solubilidad en agua pura
a pH=7y 25° C de 1,1. 10” mol/L. Es una estructura estable tanto quimica, como fisico-quimicamente.
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En la Figura 1.13, se aprecia la estructura del acido maslinico, del acido oleandlico, betulinico y
ursolico.

H,C CH

(S)
CH, CH \/‘

3

(R) (R) E (R)
| A |
(R) (R)
o” N2
H
H,C  CH,
Acido maslinico
)
e » w'
L
Acido Oleandlico Acido Betulinico Acido Ursélico

Figura 1.13. Estructura del acido maslinico y otros tres triterpenos pentaciclicos estudiados.

El interés suscitado por el acido maslinico no abarca tan sdlo a estudiar sus propiedades, y
actividades bioldgicas, sino que también a sintetizar derivados de él, con un gran potencial bioactivo.
El grupo del Dr. Andrés Garcia Granados (Garcia-Granados et al., 2007), ha llevado a cabo la
oxidacién continuada de sustituyentes presentes en la molécula de acido maslinico, por ejemplo el
grupo gem-dimetil en C-4, obteniendo sesquiterpenos y nor-sesquiterpenos; y a partir de la apertura
oxidativa del anillo C de estos oleanotrienos, se generan diferentes sintones quirales, importantes
para la sintesis de productos con actividades bioldgicas (Garcia-Granados et al., 2004). Uno de estos
derivados, obtenido a partir de la oxidacién del acido maslinico, ha sido el acido 24-hidroxi-
maslinicoo acido hiptatico-A (2a, 3B, 24-trihidroxioleqn-12-en-28-oico) aislado previamente en Hiptis
captitata. La regioselectividad de esta reaccidn se debe al grupo metilo axial sobre el C-4 del acido
maslinico y a la presencia del sustituyente C-2-OR., dando lugar al grupo C-24 hidroximetileno.
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También, se han sintetizado derivados del acido maslinico afiadiendo grupos sulfitos, sulfato y

epoxidos al anillo A; otros, aislados de forma natural presentan el anillo A contraido, siendo

particularmente abundantes en la formacion de sintones para la semisintesis de derivados con el

anillo A modificado, un claro ejemplo de estos Ultimos es el finastérido (Garcia-Granados et al.,

2003).

I 1.5.3. Importancia del acido maslinico: bioactividades

Al acido oleandlico se

le han atribuido propiedades antibacterianas, antialérgicas,

anticarcinogénicas, antiedémicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antisépticas, antitumorales,

cardiotdnicas, inmunomoduladoras y sedativas, entre otras (Liu et al, 1995a; Liu et al, 1995b; Shon et

al, 1995; Zhang et al, 1995).

En la Tabla 1.14 se muestran las diferentes aplicaciones atribuidas al acido maslinico.

Tabla.1.14. Descripcion breve de las bioactividades del acido maslinico

Propiedad

Autor

Lineas celulares, organismos

Efecto anticancerigeno

Reyes et al., 2006

Juan et al., 2006
Reyes-Zurita et al., 2009a
Reyes-Zurita et al., 2009b
Martin et al., 2007

Kim et al., 2000
Taniguchi et al., 2002
Wang R, et al., 2006

HT29 y Caco-2

HT29

HT29

HT29

Células de astrocitoma

A549, SK-OV-3, SK-MEL-2, XF49, HCT-1t
HSC-2, HSG, HGF

Efecto antiproliferativo

Reyes-Zurita et al., 2009b
Juan et al., 2006

Wang et al., 2006

He et al., 2007

HT29
CCRF-CEM, Hela, A375, MCF-7
HepG2, MCF7

Capacidad antioxidante Montilla et al., 2003 Rata
Marquez-Martin et al., 2006a Macréfagos de mamiferos
Efecto inmunomodulador Mdrquez-Martin et al., 2006b PBM

Efecto vaso-modulador

Rodriguez-Rodriguez et al.,
2006

Produce dilatacién en la aorta de
ratas hipertensas

Previene estrés oxidativo

Marquez Martin et al., 2006

Inhibe la produccién de NO inducido
por LPS

Efecto sobre actividades enzimaticas
Inhicicién colesterol acil transferasa
Inhibicién glucégeno fosforilasa
Inhibicién DNA topoisomerasa y DNA
polimerasa

Inhibicidn elastasas

Kim et al., 2005
Wen et al., 2005/2006
Pungitore et al., 2007

Sultanay Lee, 2007

Musculo de conejo

Capacidad antimicrobiana o antiparasitario

relacionada con la capacidad de
inhibir serin-proteasas

Xu et al., 1996
Garcia-Granados et al., 1998
Vlietnick et al, 1998

Braca et al., 2000

Virus del sida (VIh-1)
Cryptosporidium parvuum
Toxoplasma

Tripanosoma cruzi
Leishmanisa donovani
Bacterias Gram +y hongos

Aditivo alimentario

Guillen et al., 2008
Fernandez-Navarro et al., 2006
Fernandez-Navarro et al., 2008

Ratones
Trucha arco iris
Trucha arco iris
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’ 1.5.3.1. Actividad anticancerigena

Muchos triterpenos inducen apoptosis y poseen propiedades antitumorales. El acido maslinico
es uno de ellos; conociéndose su efecto antitumoral (Reyes et al., 2006; Juan et al., 2006); en estos
trabajos se demuestra que el acido maslinico presenta propiedades de diferenciacion vy
antiproliferacion en lineas celulares, HT29 y Caco-2, de cancer de colon en humanos, induciendo una
parada en la fase GO/G1 del ciclo celular y muerte celular por apoptosis mediante la activacion de
caspasa-3 y fragmentacién del DNA.

Este efecto también se ha estudiado en células de astrocitoma (Martin et al., 2007) en donde se
demostrd la inhibicidn del crecimiento celular, precedida de alteraciones morfoldgicas relacionadas
con la apoptosis, concluyendo que la exposicion de las células, al acido maslinico o al acido
oleandlico, provoca una induccion de apoptosis, incrementando los niveles de ROS (especies oxigeno
reactivas intracelulares).

Se ha descrito, a su vez, la induccidon de citotoxicidad por el acido maslinico, aislado de
Physocarpus intermedius (Kim et al., 2000) sobre las siguientes lineas tumorales humanas: A549
(cancer de pulmdn), SK-OV-3 (cancer de ovario), SK-MEL-2 (melanoma), XF-498 (sistema nervioso
central) y HCT-15 (cancer de colon).

A partir de tejido en cultivo de la especie Eriobotria japonica, se aislaron una serie de
triterpenos, entre los que se encontraba el dcido maslinico (Taniguchi et al., 2002). Todos ellos
produjeron citotoxicidad en lineas celulares de carcinoma oral escamoso humano (HSC-2), en la linea
de fibroblastos gingivales (HGF) y en lineas tumorales de la glandula salivar (HSG).

La actividad antiproliferativa del acido maslinico, aislado de la raiz de Ulmus pumila, se observé
por presentar éste un efecto citotoxico en células de melanoma epiteliales humanas (Hela, A375 y
MCEF-7). A partir de la piel de la manzana (Malus pumila) se aislaron un total de 13 triterpenos, los
cuales presentaron efectos antiproliferativos frente a la linea celular de cancer hepatico HepG2 y
MCF-7. Los valores de EC50 (50% de actividad antiproliferativa) para el caso del acido maslinico, tras
96 h de incubacién con éste, superaron la concentracion de 70 uM en HepG2 y MCF-7 (He et al.,
2007).

Se puede observar que son multiples los trabajos que hablan del efecto anticancerigeno del
AM, ahora bien, también se conoce la ruta molecular por la que induce apoptosis en células HT29
(Reyes-Zurita et al., 2009).

La Figura 1.15 muestra el mecanismo molecular proapoptético del AM. De este modo, este
compuesto natural produce la activacién del mecanismo intrinseco mitocondrial de apoptosis
mediado por la quinasa JNK y activacion de p53. En este tipo de células el mecanismo molecular
caracterizado, continta con la activacién de la familia proapoptodtica de proteinas Bcl-2 (Bax y Bid) e
inhibiciéon de las proteinas anti-apoptdticas de esta familia (Bcl-2 y Bcl-xL), produciendo finalmente,
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la disrupcién de la membrana mitocondrial, incremento de ROS (especies oxigeno reactivas),
liberacién de citocromo-c, activacion de caspasa-9, caspasa-3 y caspasa-7, asi como, la activacion
tardia de la caspasa-8.

En este sentido, el acido maslinico puede jugar un papel importante como quimioterapeutico y
guimiopreventivo en el tratamiento de carcinoma de colon.

Acido maslinico

Activacion proteinas pro-apoptoticas, Inhibicidn proteinas anti-apoptoticas
familia Bcl-2 (Bax y Bid) familia Bcl-2 (Bcl-2 y Bcl-xL)

!

Disrupcion membrana mitocon

V

Aumento de las especies reactivas de oxigeno
(ROS)

v

Activacidn caspasa-9

v

Activacion caspasa-3

v

Activacion caspasa-7

Activacion tardia caspasa-8

APOPTOSIS <

Figura 1.15. Esquema simplificado del mecanismo molecular intrinseco, por el que el dcido maslinico induce
apoptosis en células HT29 (Reyes-Zurita et al., 2009).

1.5.3.2. Actividad antioxidante

El efecto del acido maslinico como antioxidante también se ha estudiado. En este sentido,
Montilla et al., (2003) estudiaron el efecto del acido maslinico sobre la susceptibilidad del plasma o
membrana de hepatocitos a la peroxidacién lipidica (LPO), inducida respectivamente por el radical
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hidroxilo (OH). Estos autores demuestran que ratas tratadas con acido maslinico presentan unos
niveles endégenos mas bajos de radicales en plasma y en las membranas de los hepatocitos, por lo
que la co-incubacion con acido maslinico previene de la peroxidacion de la membrana, mostrando la
reduccion de TBARS. De este modo, este compuesto podria mostrar algunas ventajas en la
resistencia al estrés oxidativo en animales.

Este efecto también ha sido estudiado por otros autores, Marquez-Martin et al., (2006a) han
desmostrado el efecto del acido maslinico en condiciones de estrés oxidativo y produccién de
citoquinas usando como modelo celular, macréfagos de mamiferos. Concluyeron que el acido
maslinico producia la inhibicion de la actividad radicalaria de 6xido nitrico (NO) inducida por el
lipopolisacarido (LPS), cuando ésta se media por la produccién de nitrito con una inhibicién en la
concentracion del 50%, es decir en con una ICsq de 24,5 mM. Este efecto podria ser consecuencia de
la inhibicion de la expresion de de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible, iNOS, mdas que una
inhibicién directa sobre este enzima. Estos mismos autores, en macréfagos de ratén, estimulados
con LPS, midieron las concentraciones de interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNFa), y
observaron una clara disminucion de los mismos, con concentraciones de &acido maslinico
comprendidas entre 50-100 mM. Cuando median las especies oxigeno reactivas (ROS), previa
estimulacion con 12-miristato-13-acetato-forbol (PMA), no se apreciaron cambios en el anidn
superoxido debido al acido maslinico; aunque, el pre-tratamiento con acido maslinico si fue capaz de
producir una disminucion en la generacion de peréxido de hidrégeno (H,0,), de una forma dosis
dependiente con una IC5, de 43,6 mM. Sin embargo no se vio efecto inhibitorio en el radical
superoéxido, O, medido a través de la reduccion de ferricitocromo c. Con todos estos resultados,
Mdarquez-Martin et al.( 2006a), concluyen que el acido maslinico presenta un potencial
biofarmaceutico, ya que previene el estrés oxidativo y la generacién de citoquinas pro-inflamatorias.

A su vez, se ha demostrado (Marquez-Martin et al., 2006a) que el acido maslinico puede reducir
el estrés oxidativo y modular la liberacién de ROS, por ejemplo de NO y H,0, y las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 y TNFa en macréfagos. EI NO estd implicado en la fagocitosis como respuesta
fisiolégica. Sin embargo, el NO, puede aumentar la inflamacién y lesiones en los tejidos cuando se
produce en altas cantidades (Mdarquez-Martin et al., 2006a). El tratamiento con LPS hace que las
células presenten hasta 36 veces mas altos los niveles de NO, que las células no tratadas con LPS.
Este hecho lo han estudiado varios investigadores (Marquez-Martin et al., 2006a).

El AM suprime la formacion de NO de una forma dosis-dependiente con una ICs, de 25,4 puM.
Existen datos que describen que la inhibicion de NO producida por el acido maslinico en macroéfagos
puede deberse a una induccién del enzima iNOS, en lugar de a la propia actividad del enzima. En este
sentido, el comportamiento del acido maslinico es similar a compuestos como la dexametasona que
a L-NAME. El inicio de la produccion de NO inducida por el LPS requiere la activacién del factor
nuclear NFKB, y seguidamente se expresa iNOS. El efecto del dcido maslinico sobre iNOS podria ser a
través de la activacion de NFKP, al igual que ocurre en otros triterpenos (Marquez-Martin et al.,
2006b).
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1.5.3.3. Efecto inmuno-modulador

Los triterpenos pentaciclicos presentan propiedades anti-inflamatorias y pro-inflamatorias, y la
mayor o menor capacidad inflamatoria depende de la propia estructura del triterpeno y de la dosis
empleada de cada uno de ellos (Marquez-Martin et al., 2006b).

Para demostrarlo, estos autores, investigaron el efecto de los triterpenos presentes en la
fraccion no glicérica del aceite de orujo de oliva sobre la produccion de citoquinas (glicoproteinas
solubles, que participan en la inicializacion, mantenimiento y regularizacion de la respuesta
inflamatoria, homeostasis y en los propios procesos inflamatorios) en células mononucleadas de
sangre periférica (PBM), y los resultados que obtuvieron fueron una disminucion en la produccion
del factor de necrosis tumoral (TNFa), en la concentracién de citoquinas y de quimioquinas.

1.5.3.4. Efecto vaso-modulador

Recientemente, también se ha estudiado la capacidad vaso-moduladora que presentan los
compuestos triterpénicos. En este sentido, se ha analizaron el efecto del acido oleandlico, maslinico,
eritridiol y uvaol sobre la vaso-relajacion en la aorta de ratas hipertensas (SHR) (Rodriguez-Rodriguez
et al., 2006), y se pudo comprobar que todos los triterpenos aisaldos produjeron vaso-relajacién
dosis dependiente.

1.5.3.5. Efecto sobre actividades enzimaticas

El 4cido maslinico no es sdlo capaz de inhibir la accidén de serin-proteasas, sino que también la
de otros enzimas, es por ello por lo que diferentes autores en los ultimos afios han dirigido sus
estudios en este campo.

La enzima colesterol acil transferasa hACAT-1 cataliza la acilacidn del colesterol para dar ésteres
de acidos grasos de cadena larga. El acido maslinico es capaz e inhibir la accién de este enzima (Kim
et al., 2005). En el aislamiento de compuestos de alta actividad bioldgica a partir de Campsis
grandiflora, se obtuvieron un total de siete triterpenos, entre ellos el dcido maslinco. Este mostré a
una concentracion de 100 pg/mL una actividad inhibitoria del 46,2 + 1,1% del enzima hACAT-1 y del
17,3 £+ 1,1% de hACAT-2, respecto a los valores controles encontrados para los mismos enzimas. La
inhibiciéon de las colesterol acil transferasas es un hecho importante desde el punto de vista del
tratamiento de enfermedades como la hipercolesterolemia y la arterioesclerosis, donde los
inhibidores cldsicos presentan inconvenientes por su biodisponibilidad oral y su toxicidad renal o
hepatica.

Recientemente, se ha comprobado que los triterpenos, dcido corosodlico y acido maslinico son
inhibidores de la glucégeno fosforilasa (Wen et al., 2005). Estos autores afirman que estos
compuestos inhiben, en ratones diabéticos, el incremento de glucosa sanguinea inducida por
adrenalina, probablemente a través de la inhibicion de la actividad de la enzima glucégeno
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fosforilasa, y, por tanto, de la degradacion de glucdgeno hepatico. A su vez, estos mismos autores
sintetizaron derivados del acido maslinico, determinando sus efectos sobre la enzima glucégenos
fosforilasa de musculo de conejo (Wen et al., 2006).

Se han aislado a partir de Tetracera boliviana, tres triterpenos, entre ellos dos derivados del
acido maslinico, el acido 3-cis-p-coumaroil maslinico, y el acido 3-trans-p-coumaroil maslinico
(Pungitore et al., 2007). Ambos, presentaron capacidad de inhibicién sobre las DNA topoisomerasas
y DNA polimerasas. Estas enzimas juegan un papel crucial en la replicacidén, transcripcion,
recombinacién y segregacion de cromosomas durante la mitosis. Inhibidores de estas enzimas
podrian tener un papel importante como antitumoral.

Sultana y Lee, (2007), aislaron acido maslinico, entre otros triterpenos, a partir de un extracto
de Cornus kousa y lo probaron frente a las elastasas (hidrolizan la elastina de los tejidos). Observaron
que el acido maslinico presentd una ICs, de 21,21 pug/mL. En este sentido el acido maslinico podria
jugar un papel importante para la industria cosmética por inhibir la accién proteolitica sobre la
elastina.

1.5.3.6. Efecto anti-microbiano

Varios grupos de investigacion, entre los cuales destaca el grupo del Dr. Garcia Granados, han
comprobado que el dcido maslinico actiia como un potente inhibidor de proteasas, en concreto de
serin-proteasas. Esta propiedad ha sido empleada en el tratamiento de determinadas enfermedades,
como por ejemplo aquellas enfermedades causadas por el virus de la inmunodeficiencia adquirida
(HIV) (Xu et al, 1996; Garcia-Granados et al, 1998b; Vlietinck et al, 1998) y aquellas otras provocadas
por parasitos del género Cryptosporidium (Garcia-Granados et al, 1998c).

Cryptosporidium parvum es un pardsito oportunista que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. En condiciones normales, el organismo es capaz de resistir su accion
invasiva. Sin embargo, es capaz de desarrollarse rapidamente, solo o en compafiia de otros agentes
infecciosos oportunistas, en organismos inmunodeprimidos, siendo el caso tipico el de los individuos
afectados por el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Estos pardsitos producen ciertos
enzimas que les permiten atravesar la pared celular de las células huésped, iniciando asi su proceso
de invasién del organismo. Un grupo de enzimas que juega un papel importante en estos procesos
son las proteasas (Mc Kerrow et al, 1993).

La invasion de células por las especies del género Cryptosporidium se realiza mediante la
apertura de la membrana de la célula a invadir utilizando serin-proteasas. Muchos de los agentes
terapéuticos empleados actuan como inhibidores de las mismas para el control de la infeccion, con
resultados bastante modestos, puesto que incluso a altas concentraciones la reduccion de la
infeccion no alcanza el 50%. El tratamiento con acido maslinico es capaz de inhibir la infeccion de
células MDCK por el parasito Cryptosporidium parvum en un 92,3% a una concentracidon de 37
mg/mL (Garcia-Granados et al., 1999). Es capaz de inhibir la infeccion de Toxoplasma en células
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Vero, en un porcentaje del 87% a 30 mg/mL. Y, también, se han mostrado efectos inhibidores sobre
los pardsitos Tripanosoma cruzi y Leishmania donovani. La capacidad de inhibitoria del acido
maslinico sobre la infeccion de estos agentes microbianos se debe a su posible inhibicion de las
serin-proteasas que utilizan estos parasitos para abrirse paso hacia las células hospedadoras.

La capacidad inhibidora sobre microroganismos también se ha observado en derivados del
acido maslinico (Braca et al., 2000). Los derivados, 3B, O-trans-caumaroil maslinico y el 3f,0-cis-
caumaroil-maslinico, mostraron actividad antimicrobianda frente a bacterias gram positivas vy
hongos, aunque en bacterias gram negativas no se vio tal efecto.

1.5.3.7. Efecto anti-viral

El 4cido maslinico ha sido utilizado en el tratamiento de diversas patologias, una de ellas es la
causada por el virus de inmunodeficiencia humana (HIV). Han sido diversos autores los que han
estudiado este hecho, (Xu e tal., 1996; Garcia-Granados et al., 1998c y Vlietinck et al., 1998) y todos
ellos han descrito que el acido maslinico (AM) es un inhibidor de la serin-proteasa HIV-1,de tal
manera que, in vitro, el AM impedia la replicacién de este virus, aunque no se presupone si el
compuesto es capaz de actuar en el ambito intracelular, y de si hay margen entre la dosis terapéutica
y la concentracion admisible segln su toxicidad.

Lo que si es alentador es que al tratarse, el AM, de una sustancia de origen natural, su grado de
toxicidad es mucho menor que el producido por otras sustancias sintetizadas en el laboratorio
(Garcia-Granados et al, 1998c). El tratamiento de las enfermedades causadas por el HIV es aun, hoy
dia, un reto para los cientificos. Estos retrovirus RNA portan en su capside enzimas proteoliticos que
interaccionan con las proteinas de membrana de la célula huésped.

La terapia frente al HIV se basa actualmente en tres tipos de agentes, analogos de nucledsidos,
inhibidores de la transcriptasa inversa e inhibidores de la proteasa. Esta ultima es un componente
esencial en el ciclo replicativo de los virus HIV. Su inhibicién conduce a progenies virales no
infecciosas, por lo que previene la expansidon de la infeccion. La proteasa es un dimero de dos
cadenas con 99 aminoacidos cada una. Se postula que se trata de una aspartato proteasa, bastante
diferente a las proteasas asparticas humanas, por lo que su tratamiento selectivo es factible (Moyle y
Gazzard, 1996).

‘ 1.5.3.8. Aditivo alimentario

El acido maslinico puede ser utilizado como aditivo alimentario en truchas arco iris
(Oncorhynchus mykiis). En un articulo reciente, Fernandez-Navarro et al., (2006), concluyeron que el
acido maslinico puede actuar como un factor estimulante del crecimiento en el higado de la trucha
arco iris. Este 6rgano es clave en la regulacion del metabolismo energético y en el transporte de
nutrientes a otros tejidos.
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El 4cido maslinico, cuando se afiade a la dieta en una concentracién de 25 y 250 mg/kg,
estimula la velocidad de sintesis hepatica de proteinas, los procesos de hiperplasia, y los niveles de
glucdgeno celular, en el higado. En este estudio, partieron de peces con un peso inicial de 20 g,
siendo alimentados durante 225 dias con una dieta que contenia 0, 1, 5, 25 y 250 mg de acido
maslinico por kg de dieta. Al final, se determiné el peso total, el peso del higado y el coeficiente de
crecimiento siendo mayor en truchas alimentadas con el acido maslinico que en las truchas
controles.

El peso final en las truchas alimentadas con 250 mg/kg de dcido maslinico fue un 30% superior
al control. Ademads, el DNA total hepdtico, utilizado como marcador de hiperplasia, fue superior en
un 37% con la dosis de 25 mg/kg y un 68% a la de 250 mg/kg respecto al control. La velocidad de
sintesis de proteina hepatica fraccional y absoluta fue significativamente superior respecto al
control. Este incremento se produjo también de forma significativa en la capacidad de sintesis de
proteinas.

Los estudios de microscopia, dptica y electrénica, mostraron que los hepatocitos de truchas
alimentadas con 25 y 250 mg/kg de acido maslinico, parecian ser mas compactos, con mayor
cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso y un mayor almacenaje de glucégeno que en truchas
control. Todos estos resultados estan, en ultima instancia, relacionados con el crecimiento del
animal completo, por lo que el dcido maslinico puede actuar como un factor de crecimiento cuando
es adicionado en la dieta.

En otro trabajo, realizado en dentdn (Dentex dentex), cuando se afiadié acido maslinico a la
dieta en una concentracion de 0, 20, 40 y 80 mg/kg durante 49 dias, no se encontraron diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de estos peces (Hidalgo et al., 2006).

Resultados semejantes, que en el higado, fueron encontrados en el musculo blanco de la trucha
arco iris (Fernandez-Navarro et al., 2008). EIl. musculo blanco es el tejido mas abundante en peces, y
su tasa de crecimiento es muy similar a la de todo el cuerpo (Weatherley y Gill, 1989), por lo que
determina en gran medida el crecimiento y el tamafio de los peces (Weatherley y Gill, 1984).

En el musculo blanco de trucha, la velocidad de sintesis y la de degradacion fraccionaria de
proteinas son mas bajas que en otros tejidos, mientras que la eficacia de retencién de proteinas es
mayor (Houlihan et al.,, 1988). Por lo tanto, en este tejido, la practica totalidad de la proteina
sintetizada se acumula en crecimiento. En el musculo blanco, la tasa de recambio proteico determina
la tasa de crecimiento durante el desarrollo (Peragon et al., 2001).

En la acuicultura, la incorporacién de nuevas sustancias a la dieta estandar de los peces se ha
convertido en un factor importante en la tasa de crecimiento y por lo tanto, en la mejora de las tasas
de produccidn, disminuyendo los costos y el tiempo invertido. En este sentido, las sustancias como
las algas (Mustafa et al., 1995), esteroides (Rodnick y Farrar, 2001), antibidticos (Negro et al., 1991) o
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inmunoestimulante (Cook et al., 2003) se han utilizado, aunque problema particular a todos los
presentes motivos.

Estos compuestos pueden acumularse en los peces y se convierten en peligrosas para el
consumo humano de este pescado. Por lo tanto, algunos, como los antibidticos promotores del
crecimiento, han sido prohibidos en algunos paises. El acido maslinico es un producto natural
obtenido a partir de aceite de oliva que podria tener importantes aplicaciones como aditivo para
alimentacién animal en la acuicultura, o incluso en la nutricidon de otros organismos, incluidos los
seres humanos.
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I 1.6. Introduccion a la proteémica en peces

I 1.6.1. Generalidades de proteémica

La secuenciacion del genoma completo de un alto nimero de especies ha conducido a lo que
muchos autores llaman la era de la post-gendémica. Otros autores prefieren referirse, a estudios
como la parte de la gendmica funcional que estudia las proteinas. En 1994, Wilkins acufid el término
proteoma como equivalente linglistico al concepto de genoma (Simpson 2005).

Hasta la fecha, se ha secuenciado el genoma completo de mas de 400 especies distintas,
numero que no deja de aumentar. Una vez secuenciado el genoma humano se estimaron en mas de
30.000 los genes existentes. Sin embargo, los procesos de edicion del RNA, las modificaciones
postraduccionales y las variaciones en la expresion, hacen que se estimen en varios cientos de miles
las proteinas existentes. Esta divergencia entre genes y proteinas ha estimulado el desarrollo de
técnicas directas que permitan el estudio de las proteinas a gran escala. Por otro lado, el desarrollo
espectacular de las técnicas de analisis quimico de las proteinas ha jugado un papel crucial en el
desarrollo de estos estudios. El desarrollo de técnicas de ionizacion suave (MALDI o electrospray) ha
abierto el campo de la espectrometria de masas a las macromoléculas.

El proteoma se define como el conjunto de proteinas codificadas por el genoma en una célula,
tejido u érgano, y expresadas en un momento dado (Wilkins et al., 1995). Este, a diferencia del
genoma, es dindmico y esta directamente afectado por factores ambientales y fisioldgicos como el
estrés, agentes toxicos y/o farmacos (Isaaq et al., 2001; Chen et al., 2002). El proteoma de un
organismo determinado en un momento dado es la expresion de su fenotipo caracteristico en dicho
momento. Las diferencias entre el proteoma de un organismo, tejido, célula, etc., puede asignarse
con propiedad a los cambios sufridos en la expresion y funcionalidad de sus proteinas.

Existe una gran cantidad de informacion bioldgica que no se puede obtener exclusivamente del
estudio de los genes (Graves et al., 2002), ya que son las proteinas, y no los genes, los responsables
del fenotipo. Es imposible elucidar los efectos del medio ambiente, entre otros sucesos bioldgicos,
estudiando exclusivamente el genoma. Ademas, es necesaria la anotacién funcional del genoma
debido a la dificultad de predecir los genes con exactitud a partir exclusivamente de datos
gendmicos, ya que existen errores en la predicciéon de intrones y exones de muchos genes. Para
evitar todos estos problemas, es necesario que la informaciéon gendmica sea integrada a los datos
provenientes del estudio de las proteinas. Por otro lado, las proteinas se encuentran entre las
moléculas mas estudiadas en una gran variedad de especies animales y vegetales, incluyendo
determinacion de estructura, propiedades y funcidn bioldgica (Chambers et al., 2000). Las enzimas
son un grupo muy importante dentro de las moléculas de naturaleza proteica, ya que catalizan la
mayoria de reacciones necesarias para el correcto funcionamiento de las células. La protedmica vy el
estudio de variaciones cualitativas y cuantitativas en los patrones de expresion de proteinas han
supuesto un gran avance en la identificacion de proteinas y enzimas implicadas en procesos
moleculares y rutas metabdlicas que se desarrollan en los organismos vivos.
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De forma general, la protedmica puede dividirse, segin numerosos autores, en protedmica de
expresion y protedmica funcional. En funcién del objetivo que se quiera alcanzar, se pueden utilizar
un tipo u otro de analisis protedmico. La definicidn cldsica de protedmica incluye el analisis a gran
escala de la expresidn e identificacion de todas las proteinas de células y tejidos. Cuando un estudio
se cifie a esa definicidon, podemos decir que se trata de un estudio descriptivo del proteoma.

De este modo, la protedmica descriptiva incluiria el andlisis a gran escala de la expresion de
proteinas de células o tejidos, la identificacién de las mismas y la construccién de mapas
bidimensionales y/o bases de datos de los mismos (Celis et al., 1995; Blackstock et al., 1999; Pandey
et al., 2000).

Sin embargo, la expansién de la protedmica hacia otras areas mas alla de la pura descriptiva, ha
permitido la aparicién de la protedmica de expresion diferencial, la proteémica funcional (o de
interacciones), los estudios de modificaciones post-traduccionales y los andlisis de perfiles proteicos.
La protedmica de expresion diferencial requiere la comparacion, cuantificacion e identificacion de
patrones de expresidn proteicos entre diferentes estados fisiolégicos de un mismo tejido o tipo
celular. En este tipo de abordaje lo mas frecuente es utilizar la electroforesis bidimensional (Righetti
et al., 2004; Westermeier, 2005).

La protedmica comparativa permite detectar en ocasiones posibles variaciones de las proteinas
que deberan ser caracterizadas mediante el andlisis de modificaciones post-traduccionales, como
fosforilaciones, acetilaciones, glicosilaciones, ubiquitinaciones y nitrosilaciones entre otras (Mann et
al., 2003). En cuanto a la protedmica funcional, una gran parte de las investigaciones se centra en las
interacciones proteina-proteina de complejos proteicos especificos (Figeys et al., 2002), siendo
posible también estudiar las interacciones con otras moléculas.

Uno de los principales obstdculos a los que se ha enfrentado la investigacidon protedmica es la
dificultad que supone identificar todas las proteinas presentes dentro de una muestra bioldgica
compleja. Esta dificultad se ve agravada por el limitado rango dindmico de concentracion que las
técnicas actuales son capaces de resolver (Archakov et al., 2007). Otros problemas estan asociados a
la evaluacion de la enorme cantidad de informacidon que genera esta tecnologia, que complica la
seleccion e interpretacion de los datos potencialmente Utiles de entre todos los obtenidos

Un estudio de protedmica (Figura 1.16) se basa en una serie de técnicas y herramientas para la
extraccién y separacion de componentes del proteoma, herramientas para el analisis individual de
los componentes del proteoma y técnicas para la interpretacion de resultados. La naturaleza de los
estudios protedmicos dependera en gran medida de la tecnologia usada en la separacién de
proteinas (2-DE o cromatografia, principalmente), asi como de la tecnologia elegida para la
identificacidn. Las técnicas de identificacién de proteinas son conocidas y denominadas segun el
sistema de ionizacion utilizado (por ejemplo MALDI o ESI) y el tipo de analisis de masas empleado
(TOF, trampa idnica, entre otros).
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Electroforesis bidimensional
(2-DE PAGE)

Digestion con tripsina

Secuenciacion de péptidos po\
MS

Secuenciacién de péptidos por MS/MS

Figura 1.16. Vision general de un enfoque clasico en un estudio protedmico en peces. En primer lugar, un extracto de proteinas

(crudo o fraccionado) del tejido elegido es sometido a electroforesis bidimensional (2-DE). Una vez la proteina de interés ha sido

identificada, es cortada del gel y se degrada con tripsina. Los péptidos resultantes se analizan por espectrometria de masas (MS).
En muchos casos, estos péptidos se disocian en otros mas pequefios, por espectrometria de masas en tandem (MS/MS), para

mejorar su identificacion.

El primer paso para elaborar un estudio protedmico, con el fin de evaluar las alteraciones
producidas a nivel del proteoma celular en condiciones especificas, es preciso separar las proteinas

que constituyen dicho proteoma. La electroforesis en gel bidimensional (2-

DE) es una de las técnicas

mas utilizadas para realizar dicha separacion. Esta técnica de separacion (Klose, 1975; O’Farrell,

1975) permite el analisis de mezclas proteicas complejas generalmente extraidas de células, tejidos,

fluidos y de otras muestras bioldgicas; a su vez, permite visualizar de forma paralela los mapas

proteicos de distintas situaciones experimentales.
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Esta técnica combina una primera separacion proteica de las proteinas en funcién de su punto
isoeléctrico (primera dimensidn), con una segunda separacidn en la que las proteinas se separan en
funcién de su tamafio (segunda dimensién). La 2-DE es el método se separacidon mas utilizado en las
aproximaciones protedmicas ya que permite visualizar de forma paralela los mapas proteicos de
distintas situaciones experimentales.

Muchas de las limitaciones de la técnica se han ido corrigiendo con los afios, haciéndola mas
adecuada a los requerimientos de la proteémica (Gorg et al., 2004). Asi, pues el uso de anfolitos
inmovilizados para el isoelectroenfoque (IEF) produce separaciones de alta resolucién y muy
reproducibles, lo que ha permitido generar bases de datos de geles 2-DE de muchos organismos y
tejidos. El estudio de las proteinas con pl extremos se ha ido también mejorando con el uso de estos
nuevos soportes de trabajo para IEF y mediante la optimizacién de protocolos. Por otro lado, la
deteccién de las proteinas de muy baja concentracion puede mejorarse utilizando métodos de pre-
fraccionamiento y enriquecimiento de la muestra inicial.

Tras la separacion de las proteinas, es necesario visualizar las proteinas en los geles. Para ello se
utilizan métodos de tinciéon de los geles visibles (tincion con nitrato de plata, azul coomassie...),
fluorescentes (SPYRO) o radiactivos. Actualmente, los métodos fluorescentes estan tomando mas
importancia ya que son tinciones de punto final y presentan un rango dindamico mas alto (tres
ordenes de magnitud) (Gorg et al., 2004).

Las imagenes obtenidas después del proceso de tincion muestran el conjunto de proteinas
separadas como diferentes manchas (spots) distribuidas en un espacio bidimensional (gel). Estas
proteinas, una vez reconocidas y estudiadas, se recortan directamente del gel y se digieren con una
proteasa (normalmente tripsina), produciéndose un conjunto de péptidos, que se estudian mediante
espectrometria de masas tipo MALDI-TOF (Matrix Assited Laser Desorption lonization-Time OF
Flight) particularmente Util para la obtencién de la “huella peptidica” (PMF).

La identificacidon de las proteinas por espectrometria de masas (mass espectrometry-MS) se
basa en la produccién de iones en fase gaseosa a partir de moléculas organicas o inorganicas, la
clasificacion de los mismos en funcion de su relacién masa-carga (m/z) y la cuantificacion de su
intensidad. Con esta informacion se puede determinar el peso molecular (Pm) (Mann et al., 2001) y
la abundancia de los componentes de una mezcla y tener una idea de su estructura quimica.

Un espectrémetro de masas consta, generalmente, de 3 componentes (Figura 1.17): la fuente
de iones que ioniza y vaporiza las muestras, el analizador de masas, y el detector de iones. Las
muestras se introducen en la fuente de iones donde las moléculas son convertidas en iones en fase
gaseosa.

A continuacidn, estos iones pasan al analizador donde son acelerados y separados en funcion
de la relacién m/z, y finalmente el detector determina el nimero de iones para cada valor de m/z.
Existen distintos tipos de fuentes de ionizacién y analizadores. Los diferentes espectrometros
disponibles son el resultado de la combinacidn de estos dos elementos. En protedmica, los sistemas
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de ionizacion mas utilizados son la ionizacién por desorpcion mediante laser asistida por matriz
(MALDI) (Karas et al., 1988) y electroespray (ESI) (Fenn et al., 1989). En los ultimos afios, se han
desarrollado varios espectrometros de masas de disefios hibridos que complementan a los
analizadores de masas en tandem convencionales, como el Qq-TOF (Svevchencko et al., 2000), Q-
TRAP (Le-Blanc et al., 2003), entre otros.

ESPECTROMETRO DE MASAS

1
: Generacion de lones  Separacion de iones Deteccion de iones
1

| Analizador | gy,

Detector
de iones

Fuente de
ionizacion

Analizador
de masas

Procesamiento | Sistema
de datos informatico

(miz)

Espectro de masas
Darde VM, 2008

Visualizacion
de datos

Intensidad

Figura 1.17. . Esquema de los elementos que integran un espectrometro de masas. Existen tres componentes esenciales: La
fuente de ionizacion (MALDI o ESI), el analizador de masas (TOF, Q, IT o una combinacion de los anteriores en el caso de los
espectrémetros hibridos) y el detector de iones. Las sefiales captadas por el detector son integradas en un sistema informético
(externo al espectrometro de masas) que genera graficos conocidos de los espectros de masas.

La espectrometria de masas proporciona medidas muy precisas de la masa molecular y carga de
proteinas en una muestra. Las medidas de masas de las proteinas intactas pueden proporcionar
informacion rapida y valiosa sobre el perfil proteico de una muestra, aunque a la hora de identificar
una proteina no es practico basarse Unicamente en su relacion m/z, ya que existen multiples factores
(procesamientos prostraduccionales) que pueden variar la masa molecular real de una proteina
respecto a la masa tedrica de los datos.

Ademas, cuanto mayor es la masa de una proteina, menor es la exactitud de la medida. Por
ello, se han desarrollado estrategias complementarias para la identificacion de proteinas, como la
“huella dactilar peptidica”. Esta técnica se basa en las medidas de las masas de los péptidos
obtenidos tras la digestion enzimatica de una proteina. La tripsina es la proteasa mas cominmente
utilizada, ya que su corte altamente reproducible en el extremo C-terminal de los residuos de lisina 'y
arginina permite identificar la proteina mediante comparacién de los valores de masa peptidica
medidos (reales) con los valores calculados (tedricos) en la digestion virtual de todas las proteinas en
las bases de datos (Clauser et al., 1999; James et al., 1994).

La fiabilidad de este método depende de varios factores, entre ellos la precision en la medida
de los péptidos (Clauser et al., 1999), el nimero de proteinas presentes en la muestra digerida, el
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tamafio de la proteina digerida (las proteinas con mayor peso molecular generan un mayor niumero
de péptidos por lo que es mas probable identificarlas respecto a las pequefias) y la calidad de las
bases de datos empleada.

En el caso de especies cuyo genoma se conoce, generalmente las proteinas son identificadas
por mapeo peptidico utilizando MALDI-TOF. En esta técnica, la ionizacién de péptidos (producto de
la digestion previa de las proteinas con tripsina) por MALDI se lleva a cabo mediante la irradiaciéon de
la muestra con pulsos de luz Iaser de longitudes de onda en el IR o UV. En la ionizacion por MALDI se
generan iones monocargados derivados de la protonacién o desprotonacién de las moléculas, a
pesar de observar también iones con 2 6 mas cargas en el caso de proteinas con Pm>5000 Da.

El método estandar para el analisis de péptidos y proteinas es la combinaciéon de MALDI con el
analizador de tiempo de vuelo (TOF). En un espectrometro de masas MALDI-TOF los iones formados
son acelerados tras aplicar un campo eléctrico. Estos iones adquieren la misma energia cinética
durante la aceleracidn con lo cual los iones con distinta masa presentan “velocidades de vuelo”
distintas. Mediante este analisis se consigue determinar el Pm de los péptidos tripticos de una
determinada proteina. El resultado es lo que se conoce como huella peptidica, y es caracteristica de
cada especie proteica.

En los casos en los que las proteinas no han podido ser caracterizadas por MALDI-TOF, se
recurre a la espectrometria de masas en tandem (MS/MS) en la que se obtiene mas informacidn que
lo que es la m/z, por ejemplo, la estructura o secuencia de aminoacidos que constituyen el péptido.
Mediante esta técnica un i6n generado en la fuente de ionizacion es aislado (idn precursor) y
sometido a procesos energéticos que lo fragmentan. El analisis de los iones fragmentados
proporciona informacion estructural del ién precursor. El patrén de fragmentacidon de un péptido
analizado por MS/MS depende del tipo de rotura que sufre el ién precursor.

Ademas, este patrdn es caracteristico de la secuencia aminoacidica especifica del péptido, de
forma que la secuencia puede deducirse del andlisis del correspondiente espectro MS/MS. En teoria
a partir de un espectro de fragmentacion se podria determinar de forma manual la secuencia lineal
de dicho péptido (secuenciacion “de novo”) o al menos de una parte de la secuencia. Para ello basta
con calcular las pérdidas de masa molecular entre dos iones consecutivos de cada serie, este valor
debe coincidir con la masa molecular del residuo de aminoacido al que pertenece.

No obstante, no siempre son faciles de interpretar las sefiales de fragmentacién, ya que pueden
existir modificaciones postraduccionales que modifiquen el valor de masa de los residuos de
aminodcidos. También puede ocurrir que falte alguna sefial de alguna de las series, ya que la quimica
de los aminoacidos hace que no todos los enlaces se fragmenten con la misma eficacia. Ademas, los
sistemas de alto rendimiento que utilizan instrumentos capaces de generar miles de espectros por
minuto, hacen inviable la interpretacion manual.

Para resolver estos problemas se han desarrollado diferentes programas informaticos capaces
de secuenciar de “de novo” a partir de espectros de fragmentacion. Luego se realiza una busqueda
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por homologia de secuencia en las bases de datos existentes para finalmente identificar a la
proteina. Si la proteina en estudio pertenece a una especie no secuenciada, o de la que no se tienen
datos de su genoma, entonces se realiza una busqueda por homologia en otras especies o familias
cercanas (Carrascal y Palomino., 2002).

Tras la adquisicion de los datos, estos son enfrentados a las bases de datos de secuencia de
modo automatico (Shevchenko et al., 1996) o interpretados manualmente (Biemann et al., 1988;
Clauser et al., 1995). Los diferentes programas informaticos que existen en la actualidad para el
analisis de los datos generados por espectrometria de masas (Mascot (Perkins et al., 1999),
ProFound (Zhang W. et al., 2000), etc.) comparan las medidas generadas con las bases de datos,
evaluando y ordenando los resultados de acuerdo con un sistema de puntacién (el mas utilizado es el
algoritmo denominado “Molecular Weight Search” o “NOWSE”). La calidad de los resultados
depende de la pureza de la muestra, exactitud de las masas y del instrumento y el nimero de
péptidos obtenidos (Lin et al., 2002). La fiabilidad de estos resultados dependera también de la base
de datos y el algoritmo empleados. Las diferentes bases de datos que existen fueron revisadas por
Steen y Mann (Steen y Mann, 2004).

I 1.6.2. Aplicaciones de la proteémica a peces

Los estudios de protedmica se vienen utilizando desde hace relativamente poco tiempo. En los
ultimos afos, las investigaciones sobre protedmica en peces y productos marinos, asi como en la
fisiologia de los peces, han sufrido un auge en los ultimos afios, como se apunta en revisiones
recientes (Parrington y Coward, 2002; Pifieiro et al., 2003).

Hasta la actualidad las tecnologias de los analisis de expresién diferencial de proteinas de las
especies de peces, ya sean salvajes o cultivadas, han sido escasas, y principalmente se han centrado
en peces, conocidos como organismos modelo, como son el pez gato (Danio rerio, Link et al., 2006),
trucha arco iris (Onchorynchus mykiis, Russell et al., 2006; Martin et al., 2003), y otras especies, en
menor profundidad, como el salmén atlantico (Salmon salar, Provan et al.,, 2006) o lubina
(Dicentrarchus labrax, Monti et al., 2006).

Otras areas de investigacion, diferentes a la expresion proteica, relacionadas con los peces
también presentan ventajas con los avances de las técnicas de protedmica, como la ecologia marina
(Lépez et al., 2007), la descripcidon de alérgenos en peces, la identificacion de especies dentro de
familias (por ejemplo, Merluccius sp.) o en el control de la calidad de los peces (Carrera et al., 2006;
Martinez et al., 2004; Pifieiro et al., 2003).

Respecto a los estudios relacionados con el control de la calidad de los peces, los estudios
recientes y futuros en peces y productos marinos, estan relacionados con cuestiones que conciernen
al mejor procesamiento de los peces y otras consideraciones relacionadas con la calidad de los
mismos, de tal manera que se presta especial interés al estudio protedmico de la calidad de los
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tejidos, células justo antes de la muerte del animal, “antemorten”, para beneficiar el estado después
de su muerte, “postmorten” (Vilhelmsson et al., 2005). Un problema persistente en la industria del
pescado, es la pérdida de textura de la carne, produciéndose un musculo mas blando de lo normal,
aunque el pez haya sido debidamente congelado y almacenado.

Este fendmeno se cree que es debido a la degradacién proteica que sufre el musculo
“postmorten”, aunque los detalles de esta autolisis aiin no estdn del todo clarificados (Vilhelmsson
et al., 2005). Sin embargo, esta accion se atribuye principalmente a la degradacién de las miofibrillas
por calpainas y catepsinas (Ladrat et al., 2000; Ogata et al., 1998) y la degradacién de la matriz
extracelular por metaloproteasas y serin-proteasas de la matriz, son capaces de degradar fibras de
coldgeno, proteoglicanos y otros componentes de la matriz (Lodemel y Olsen, 2003; Woessner
1991).

Cualquiera que sea el mecanismo, es evidente que estas variaciones influyen en la calidad de
las especies (Papa et al., 1996; Verrez-Bagnis et al., 1999) y, ademas, muestran variaciones
estacionales (Ingolfsdottir et al., 1998; Ladrat et al., 2000). Por ejemplo, mientras que la proteina
desmina sufre una degradacién “postmorten” en la sardina y rodaballo, no lo hace en lubina y trucha
marrén (Verrez-Bagnis et al., 1999). La cadena pesada de la miosina en bacalao puede degradarse
durante el proceso de salado del mismo (Thorarinsdottir et al., 2002).

Problemas de este tipo, donde las diferencias ocurren en el nimero, masa molecular y pH de
las proteinas de los tejidos, se pueden solventar con estudios de electroforesis bidimensional (2-DE)
basados en la protedmica. Vale la pena resaltar que las proteinas con actividad proteolitica, ya sean
codificadas por genes estructurales o por modificaciones postraduccionales, por regla general
presentan un peso molecular y pH caracteristico, distinguiéndose asi en el gel 2-DE. De este modo,
muchas de las miofibrillas relacionadas con la textura de los productos marinos, pueden identificarse
por métodos protedmicos (Martinez et al., 1990; Pifieiro et al., 2003).

Se han realizado estudios serios que se refieren a los cambios “post-morten” que sufre la carne
de los peces (Kjaersgard y Jessen, 2003; Martinez y Jakobsen Friis, 2004) y han demostrado la
importancia y complejidad de la protedlisis que se da en los peces durante su almacenamiento y
procesamiento. Por ejemplo, Martinez et al. (2002) utiliz6 una electroforesis bidimensional (2-DE)
para demostrar la diferente composicion de proteinas en el bacalao comparando la situacion “pre-
rigor” con la “post-rigor” y obtuvieron como resultado que ambas tenian un patron de proteina
diferente. Kjaersgard y Jessen (2003), emplearon 2-DE para estudiar los cambios producidos en las
proteinas del musculo durante el almacenamiento del bacalao (Gadus morhua) y también se
observaron diferencias en los patrones de expresioén proteica.

La calidad del pescado depende de la calidad de la dieta empleada y de las condiciones de cria,
durante su vida (review Huss et al., 1995). Para comprender las interacciones entre los pardmetros
fisioldgicos, variables ambientales y calidad de la dieta sobre la calidad de los peces de consumo, se
necesita de disponer de técnicas moleculares, como la protedmica. En un estudio reciente, sobre la
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viabilidad de sustituir la harina de pescado de la dieta estandar de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiis) por proteinas de origen vegetal, se han empleado técnicas de protedmica (Martin et al.,
2003a; Martin et al., 2003b; Vilhelmsson et al., 2004).

Al mismo tiempo, se ha estudiado en esta misma especie, la calidad del pescado (De Francesco
et al., 2004; Parisi et al., 2004). Las conclusiones obtenidas en estos estudios fueron que las truchas
alimentadas con la dieta a base de proteina vegetal (soja) presentaron una mayor dureza, peor
jugosidad y un olor intenso que las truchas alimentadas con la dieta a base de harina de pescado.
Ademas, la cantidad y composicién de aminoacidos libres en la carne de los peces se vieron
significativamente afectadas por la dieta y por el desarrollo “post-morten”.

Asi, cambios en la composicién de la dieta con la que se alimentaron a las truchas, cambi6 el
patrén de expresion de proteinas. Se analizd la expresidn de unas 800 proteinas se analizaron los
patrones de expresion, algunas de ellas, vieron aumentadas su expresion, otras disminuida, en
respuesta al cambio nutricional. Estos resultados demuestran como la protedmica, ayuda a entender
las respuestas fisiologicas y metabdlicas que se dan en los peces, cuando estos son alimentados con
dietas diferentes.

Parte de los estudios protedmicos realizados en peces han sido encaminados a estudiar el
proteoma del higado, por ser éste el principal tejido regulador de las rutas metabdlicas en peces. El
higado controla una gran variedad de procesos bioquimicos a través de la expresidn de multitud de
proteinas. El hecho que el higado esté implicado en multitud de reacciones metabdlicas dificulta la
comparacion directa del proteoma del higado con caracteristicas relacionadas con la calidad del
pescado (Vilhelmsson et al., 2005); sin embargo, algunas observaciones interesantes en cuanto a
expresion proteica se refiere pueden hacerse pueden hacerse.

Existen estudios de protedmica en relacién con las proteinas expresadas durante los estadios
del proceso de maduracidn. Uno de estos estudios se ha llevado a cabo en oocitos del pez cebra y de
dorada (Tamar Ziv et al., 2007) y se ha visto que existen patrones de expresion proteico diferentes en
ambas especies, y en momentos puntuales del desarrollo diferentes. De este modo, la protedmica
supone un gran avance para la acuicultura ya que se puede controlar la expresion durante el
desarrollo y, por tanto, las herramientas control para la fertilizacion in vitro.

Un reto importante de la acuicultura comercial es el producir un mayor crecimiento de peces,
manteniendo al mismo tiempo un elevado nivel en la calidad de la carne. Un obstaculo para ello es
conocer el papel de los genes que sustentan los mecanismos celulares y moleculares responsables
del crecimiento muscular y el desarrollo de especies de peces. Conociendo la expresidon de los genes
que dan lugar a las proteinas subyacentes obtendremos una valiosa informacién para la cria de
seleccion de valores y estrategias para la mejora del rendimiento muscular de los peces.

El crecimiento de un musculo es el resultado de un equilibrio entre la acumulacién de proteinas
(anabolismo) y la degradacion (catabolismo). Actualmente, existe desinformacion sobres los
acontecimientos que ocurren sobre el crecimiento del musculo (Reddish et al., 2008). En peces, se
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conoce que el crecimiento muscular es el resultado de la combinacién de fenémenos de hiperplasia
(aumento del nimero de miofibrillas durante toda la vida) y la hipertrofia (aumento del tamarfio de
las miofibrillas (Greenlee et al., 1995).

Las especies individuales de peces presentan alteraciones entre procesos de hiperplasia e
hipertrofia muscular durante el crecimiento posnatal. Por ejemplo, en teledsteos, como el besugo,
un pez relativamente grande, el crecimiento se da por hipertrofia; mientras que el pez cebra, mas
pequefio, crece por fendmenos de hiperplasia (Reddish et al., 2008). En este estudio, se estudiaron
las proteinas/péptidos, separadas electroforéticamente, asociadas a un mayor o menor crecimiento
muscular en la perca amarilla (Perca flavescens).

La variabilidad del crecimiento en peces puede deberse a causas fenotipicas y genotipicas del
musculo. Este hecho resulta especialmente interesante para la acuicultura, ya que mayor
crecimiento muscular, se traduce en mayor crecimiento del animal completo. El crecimiento
muscular estd afectado por varios factores, la variedad de pez o especie (Wheatherley et al., 1979),
por el ejercicio (Jhonston et al., 1980) y por la nutricion (Kliessling et al., 1991).

Un problema en la comprensidn de las causas de variacion consiste en la falta de informacion
acerca de los productos génicos y/o productos proteoliticos asociados con los mecanismos de
crecimiento muscular y desarrollo de la cria de especies por parte de la acuicultura con fines
comerciales (Jhonston et al.,, 1999). Los resultados del estudio de Reddish et al. (2008) han
contribuido a la comprension por identificacion de proteinas estructurales, contractiles vy
metabdlicas que se asocian con diferencias en el crecimiento en el musculo de la perca amarilla.

Recientemente, también se han hecho estudios de proteémica en el cazén (Lee et al., 2006). En
ellos se han comparado el patron de expresion de proteinas de los tejidos con funcidn
osmorreguladora, con los que no la tienen, y se ha visto que existen proteinas que se expresan en los
tejidos osmorreguladores Unicamente, otras que se expresan en tejidos no osmorreguladores, y las
gue se expresan en ambas situaciones.

En general, se comprobd que en los tejidos con funcidn osmorreguladora (rifion, intestino,
branquias y glandula rectal) se producia un aumento de las proteinas relacionadas con el
metabolismo energético, el ciclo de la urea y la ruta Rho-GTPasa/citoesqueleto, si las comparamos
con los tejidos no osmorreguladores (corazén y cerebro).
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2. Material y Métodos

I 2.1. Disefio experimental

I 2.1.1. Dietas experimentales

Para evaluar los efectos del acido maslinico sobre el crecimiento y desarrollo de la dorada, se
formularon y elaboraron tres dietas experimentales, que diferian Unicamente en la cantidad afiadida
de acido maslinico. Las cantidades de este compuesto que se adicionaron a las dietas fueron las
siguientes:

- 0 mg de acido maslinico por kg de dieta (control)
- 50 mg de 4cido maslinico por kg de dieta (AMsg)
- 100 mg de 4cido maslinico por kg de dieta (AMq)

Las cantidades de acido maslinico utilizadas en este estudio fueron seleccionadas en base a las
qgue previamente se utilizaron en los estudios sobre el crecimiento y desarrollo de la trucha
(Fernandez-Navarro et al., 2006, Fernandez-Navarro et al., 2008). En aquellos estudios se observo
qgue con cantidades de 25 a 250 mg de 4cido maslinico por kg de dieta se conseguia un maximo
crecimiento sin que aparecieran signos de toxicidad para la trucha. A la vista de estos resultados, nos
planteamos, en este nuevo estudio, valorar cantidades intermedias (50 y 100 mg por kg) para
analizar los posibles efectos de la concentracion del producto.

La composicién general de una dieta control para la dorada, segin Vergara et al.,, 1996, se
establece en proporciones del 49% de proteina, 15% de lipidos y 21% de carbohidratos. Las dietas
empleadas en este estudio experimental se han basado en estas proporciones. En la Figura 2.1 y
Tabla 2.1, se recoge la composicion detallada de las dietas tanto en macronutrientes, como en
materias primas, expresadas en g/100 g de dieta.

Aceite de
pescado

carbohidrat
os

15% Grasa

Figura 2.1. Composicién especifica de la dieta empleada en el ensayo experimental de dorada alimentada con acido
maslinico. Se detallan los porcentajes (%) del contenido en macronutrientes, a la izquierda y las materias primas
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La principal fuente proteica empleada fue la harina de pescado. Como fuente de lipidos se
utilizo el aceite de pescado, rico en acidos grasos w>. Como fuente hidrocarbonada se usé la harina
de soja y de trigo. La composicién y proporcién del suplemento vitaminico y mineral, se recoge en el
pie de la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Composicion general de las dietas utilizadas en el ensayo de crecimiento de

la dorada
Control AM50 AMIOO
Ingredientes (g/100g)
Harina de pescado 57 57 57
Harina de soja 13 13 13
Harina de trigo 20,5 20,5 20,5
Aceite de pescado 8,5 8,5 8,5
Suplementos vitaminico y mineral 1 1 1
Acido maslinico 0 0,005 0,01
Analisis de las dietas (% materia seca)
Humedad 9,24 9,10 9,17
Proteina 49,84 50,28 51,51
Lipidos 13,96 14,67 14,84
Ceniza 11,09 11,19 10,95
MELN 25,11 23,86 22,70
Contenido energético
Energia bruta (MJ kg™) 19,6 19,7 19,8
P/E (g/k)) 2,54 2,55 2,60
EP/ENP 0,99 0,99 1,03

Las nomenclaturas Control, AMso y AM1oo corresponden a las dietas, no adicionada con acido maslinico, adicién de 50 y
100 mg/kg dieta respectivamente. El suplemento vitaminico contenia (g/300g) tiamina 0,6, riboflavina 0,9, piridoxina
0,45, pantotenato calcico 2,25, acido nicotinico 3,75, acido félico 0,225, inositol 15, colina 75, biotina 0,045,
cianocobalamina 0,10, 4cido ascérbico 15, vitamina A 0,00225, vitamina D 0,001125, vitamina E 3,75, vitamina K 0,375
y sacarosa hasta 300 g de mezcla. El suplemento mineral contenia (g/800 g mezcla): fosfato monobasico de calcio 480,
carbonato calcio 104, cloruro potéasico 40, cloruro sédico 64, sulfato magnésico 3,2, sulfato férrico 24, cloruro
magnésico 73,6, ioduro potasico 0,32, sulfato ctprico 0,8, sulfato de zinc 3,2, sulfato de cobalto 0,8, selenito sédico
0,0348, sulfato aluminico 0,16 y sacarosa hasta 800 g de mezcla. Se asumié que el valor energético de la proteina,
lipidos y carbohidratos fue 19,6, 39,5 y 17,2 KJ/g respectivamente. P/E=Proteina/Energia. EP/ENP= Energia
Proteica/Energia No Proteica.

Las dietas fueron analizadas siguiendo los Métodos de la Asociacién Oficial de Quimicos
Analiticos (2000) y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.1.

El contenido energético de las dietas se calculd asumiendo que el valor energético de la
proteina, lipidos y carbohidratos eran, 19,6 kJ-g'l, 39,5 kJ-g'1 y 17,2 kJ-g'1 respectivamente (Brett y
Groves, 1979). La relacion Proteina/Energia era practicamente la misma en las 3 dietas ensayadas; al
igual que ocurrid con la relacidén Energia Proteica/Energia No Proteica.

El tamafio de grano empleado varié entre 1y 2,5 mm y para adecuarlo al tamafio de los peces.
El periodo de utilizacién de cada tamafio de grano dependié de la velocidad de crecimiento de los
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peces ensayados. Estas dietas experimentales fueron elaboradas por el Departamento de Ciencia
Animal de la Universidad Politécnica de Valencia, a quienes se les proporciond, el acido maslinico.

El 4cido maslinico fue aislado y purificado por el grupo del Dr. Andrés Garcia Granados del
Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Granada.

I 2.1.2. Condiciones experimentales

Los experimentos se llevaron a cabo en acuarios experimentales situados dentro de las
instalaciones de tierra de la piscifactoria “Azucarera del Guadalfeo” S.A., Divisién de Acuicultura
Marina, Salobrefia, Granada, durante el primer semestre del afio 2007 (Figura 2.2.).

f_} g
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Ubicacion: 36°44'N 3°35°0
Altitud: 95 msnn

(min.: 0, max.: 160)

UTM: 4065449447916 30S

Mar Mediterraneo

Figura 2.2. Situacidn geografica de la piscifactoria donde se llevé a cabo el ensayo experimental.

Los peces utilizados en el presente estudio fueron inicialmente seleccionados a partir de
alevines de dorada (Sparus aurata) con un peso inicial de 12,00 + 0,50 g. El suministro de los mismos,
lo llevé a cabo la propia piscifactoria, cuando tenian una edad de aproximadamente 2 meses. La
seleccion de las doradas se hizo a partir de diferentes tanques industriales de produccién, de 50m’

de capacidad, en donde se desarrollaban unos 300.000 peces.

Los peces utilizados en nuestros experimentos se pescaron con salabar y se pesaron
individualmente, desechandose las denominadas colas de peso, para favorecer la homogeneidad de
la poblacidn inicial; posteriormente fueron distribuidos al azar, en 10 cubas diferentes. Cada una de
estas cubas contenia un total de 150 peces; a su vez, cada 2 cubas formaron un lote experimental.
Las cubas eran redondas y de poliéster y la capacidad de las mismas era de un 1 m’ (Figura 2.3).
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El abastecimiento de agua se dio en circuito abierto y con flujo continuo de 5 L min™, ésta
procedia directamente de agua de mar debidamente filtrada, para evitar contaminaciones y
presentaba una salinidad del 36%o.. Al realizar los ensayos en régimen de piscifactoria, el fotoperiodo
fue natural y la temperatura oscilé entre 15°C y 21°C a lo largo del experimento. La concentracién
media de oxigeno en los tanques fue de 6,9 mg LY y ademds, estos disponian de soplantes
manuales, que mantenian esta concentracién de oxigeno.

Una vez que los peces se adaptaron a su nuevo habitat, comenzd el ensayo. La duracién del
experimento fue de 210 dias. Todos estos parametros (temperatura, oxigeno, caudal de agua,
salinidad...), ademas de la alimentacidn y mortalidad, se controlaban diariamente. En la Figura 2.3
podemos observar los acuarios experimentales que se emplearon en el ensayo.

Figura 2.3. Detalle de las instalaciones y cubas experimentales en los que se llevé a cabo el ensayo.

I 2.1.3. Alimentacion

Las 10 cubas se distribuyeron en 5 grupos experimentales, a dos cubas por grupo. De estos 5
grupos, 2 se alimentaron a saciedad (ad libitum, AL) y 3 con racidn restringida al 1,5% del peso de la
biomasa del tanque (restringida, R). De los grupos AL, uno se alimentd con dieta control (control AL)
y otro con dieta suplementada con 100 mg de acido maslinico por kg de dieta (AM;oo AL). En los
grupos R, uno se alimenté con dieta control (control R), otro con dieta adicionada con 50 mg de
acido maslinico por kg de dieta (AMsy R), y otro con dieta suplementada con 100 mg de acido
maslinico por kg de dieta (AM1q R).

La racién de alimento se preparaba y controlaba diariamente. Para los grupos que se
alimentaban ad libitum, se estimaba una racién hipotética entorno al 2% de la biomasa del acuario
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experimental y en funcién de la demanda, asi se aumentaba o no. A los grupos alimentados con
racién restringida, se les preparaba la racién al 1,5% del total de biomasa en todos los casos y éstas
se calculaban y revisaban en cada muestreo de peso.

La alimentacion se realizd manualmente y a la misma hora a todos los acuarios, y se cesaba
cuando los peces se iban al fondo de la cuba. Por regla general, las tomas diarias de alimento fueron
dos, una por la mafiana, y otra por la tarde. La alimentacién se hacia 6 dias a la semana, de lunes a
sabado; y se sometian a ayuno los dias en los que se realizaba el muestreo de peso y/o toma de
muestras para posteriores analisis.

I 2.1.4. Toma de muestras

Cada 15 dias, desde el dia O hasta el dia 210, se pesaba el lote completo de doradas
correspondientes a cada cuba y situacién nutricional. Ademas, cada mes, se pesaban individualmente
20 peces de cada cuba. Con estos datos, se construyd la curva de crecimiento en peso del animal
completo y se determind la racidon diaria a suministrar a los tratamientos con alimentacidn
restringida.

A tiempo 0y 210 se tomaron muestras de higado y musculo blanco de cada tratamiento para la
determinacion de la concentracion de proteinas de cada tejido. Se tomaron 3 peces al azar de cada
cuba (6 por tratamiento) y se realizd la diseccidn correspondiente. Con los resultados obtenidos se
determind la velocidad fraccionaria de acumulacion de proteinas (Kg).

A los 0, 105 y 210 dias de iniciado el experimento se tomaron 4 peces de cada cuba (8 por
tratamiento) y se determind el porcentaje en materia seca correspondiente a la proteina, grasa,
ceniza, materia libre de nitrogeno (MELN) y humedad para determinar la composicion corporal a lo
largo del tiempo.

Elindice de mortalidad expresado como porcentaje de supervivencia, se determiné considerando
y contabilizando el nimero de bajas diarias de cada una de las diferentes situaciones nutricionales
ensayadas.

A los 190 dias de iniciado el experimento se realizd la toma de muestras para la determinacion
de las velocidades de recambio proteico y concentracion de acidos nucleicos. Para esto se utilizaron
10 peces de cada tratamiento, a 5 peces por cuba seleccionados al azar.

El estudio histoldgico de tejido hepatico, musculo blanco y miocardio, se realizé a los 195 dias,
para ello se utilizaron 6 peces por lote experimental, y estos mismos peces fueron empleados para la
determinacion de actividades enzimaticas asi como para los estudios de expresion por la técnica
“western blotting” de esas mismas proteinas y electroforesis bidimensional. Para ello se guardaron 6
muestras de tejidos representativas de cada situacion nutricional, en nitrégeno liquido, hasta su
traslado a una cdmara frigorifica de -80°C, donde permanecieron hasta su posterior procesamiento.
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2.2. indices biolégicos del crecimiento, utilizacién nutritiva de la dieta y composicién
corporal

I 2.2.1. Crecimiento y eficacia alimentaria

El incremento de peso (APeso, %) se determind como incremento en porcentaje del peso
medio inicial y se calculé mediante la siguiente expresion matematica:

Peso final (g) — Peso inicial (g)
Apeso (%) = Peso inicial (g) * 100

La eficacia alimentaria (EA) es uno de los indices que refleja la utilizacion de la dieta ingerida
asi como la capacidad de aprovechamiento de ésta por parte del animal. También se utiliza su
inverso, denominado en este caso indice de conversion (IC). EA se calcula segun la siguiente
expresion:

_ Peso final (g) — Peso inicial (g)

EA
Alimento ingerido (g)

La tasa de crecimiento instantaneo (TCl) se define como el crecimiento neto por unidad de
tiempo y se expresa en porcentaje por dia. TCl se calcula segun la siguiente expresidn:

Ln Peso Final (g) — Ln Peso inicial (g) o

TCI (%) = 100

nedias

El coeficiente de crecimiento térmico (CCT) es un indice que predice el crecimiento de los
peces cuando existen diferentes temperaturas. Este indice puede ser usado para predecir el
crecimiento y produccién bajo una variedad de condiciones aunque hay que tener en cuenta que
tiene limitaciones (Alamar et al., 2001). CCT se calcula segun la siguiente expresion:

VPesofinal (g) — YPeso inicial (g)
Y (°C x dia)

CCT =

I 2.2.2. Utilizacion de la proteina y los lipidos

El coeficiente de eficacia del crecimiento (CEC) expresa la relacion entre el incremento de peso
y la proteina ingerida. Es un indice de calidad proteica o de eficacia de uso de la proteina de la dieta
para crecimiento. CEC se calcula segun la siguiente expresion:
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Peso final (g) — Peso inicial (g)

CEC =
Proteina ingerida (g)

La proteina de la dieta puede utilizarse con fines energéticos y/o estructurales. Su utilizacién
con fines estructurales se traducird en un incremento de peso. Los lipidos también contribuyen al
incremento de peso del animal por acumulacion de grasa corporal no sélo con fines energéticos sino
también plasticos. Es por ello, por lo que es necesario conocer en qué medida proteina y lipidos de la
dieta son utilizados por el animal.

Asi, se define el valor productivo de la proteina (VPP) como el porcentaje entre la ganancia de
nitrégeno corporal y el nitréogeno ingerido. VPP se calcula segun la siguiente expresion matematica:

N corporal final (g) — N corporal inicial (g) «

0, =
VPP (%) N ingerido (g)

100

Y el valor productivo de los lipidos (VPL), establece una relacidon porcentual entre los lipidos
corporales y los lipidos ingeridos. VPL se calcula segun la expresion:

Lipidos corporales finales (g) — Lipidos corporales iniciales(g) 100
x

VPL (%) =
(%) Lipidos ingeridos ingeridos (g)

I 2.2.3. indices biométricos

El indice de nutricidn (IN) se calcula como la relacién entre el peso y la longitud de los animales
de acuerdo con la siguiente expresion:

Peso (9)
_3 —
IN (g cm™) (Longitud total (cm))3

La relacion hepatosomatica (RHS) indica la relacién porcentual existente entre el peso del
higado y el peso corporal. Una variacidn de los valores normales puede ser indicativo de alteraciones
fisioldgicas o metabdlicas. RHS se calcula segun la expresion:

Peso higado (g)
) = I IJ
RHS (%) Pesoper(a) 100

La relacion miosomatica (RMS) se calcula igual que la RHS, pero teniendo en cuenta el peso del
musculo blanco:

P i l
RMS (%) = eso musculo (g) £ 100
Peso pez (g)
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I 2.2.4. Analisis de composicion corporal

Los andlisis de composicion quimica de las dietas y animales se realizaron siguiendo el método
oficial de analisis publicado por la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 2000), para los
siguientes analisis:

- Determinacion de humedad: el analisis comenzd con el troceado y pesada de las doradas
en capsulas de porcelana de peso conocido. A continuacidon se introducian las muestras en una
estufa a 105°C hasta conseguir peso constante. La cantidad de humedad de la muestra se
determinaba por la diferencia de peso.

- Determinacion de cenizas: las mismas muestras que se utilizaban para humedad, se
aprovechan para determinar los minerales totales presentes en las mismas. Se llevaban a una
placa quemadora durante, aproximadamente, 20 minutos (hasta que la muestras dejen de echar
humo, periodo en el que gran parte de la materia orgédnica habra desaparecido). Posteriormente
se incineraban en un horno Mufla a 500°C, entre 12-24 horas, hasta peso constante.

- Determinacion de proteina: la determinacion cuantitativa de proteinas se llevd a cabo
mediante el andlisis del contenido de nitrégeno total en las muestras utilizando el método
Kjeldhal (AOAC, 2000). Se procedié a la digestion de la proteina de la muestra en una placa
calefactora empleando para ello, acido sulfirico (96%), 2 bolitas de vidrio y un catalizador
(sulfato potasico, sulfato cuprico y selenio, en proporciones 100:6:1). Como consecuencia de la
digestion, se forma sulfato amodnico. Una vez enfriada la muestra, se llevé a un matraz de 100 mL
enrasando con agua destilada, y se procede a la destilacion (destilador Selecta, como el que
aparece en la Figura 2.5) de un volumen de muestra junto con hidréxido sddico al 40%; el sulfato
aménico reacciona con el hidréxido de sodio y se forma amoniaco libre. Este es atrapado en una
solucion (indicador Buchi) colocada a la salida del destilador. Este indicador se prepard a partir de
una solucién madre mezcla de otras dos, la primera de ellas a base de rojo de metilo en alcohol al
0.1% y la segunda compuesta por verde de bromocresol disuelto en alcohol y agua destilada
(50/50) al 0.2%. A partir de esta solucién madre (35 mL), se prepara una solucién hija (2 L), que a
su vez lleva 20 g de 4cido bdrico disuelto, que es la que se coloca a la salida del destilador. Por
ultimo, se valora el amoniaco formado con HCl 0.01 M tomando como referencia el viraje de
color. El volumen de HCl gastado en la valoracidon nos proporciona el valor del nitrégeno total
presente en la muestra analizada. Para los célculos correspondientes se utilizé el valor de 6,25
como factor de conversion de nitrégeno en proteinas.

- Determinacion de grasa: los lipidos totales se determinaron gravimétricamente, tras
extraccion continua con éter dietilico segin el método Soxhlet (AOAC, 2000), utilizando un
extractor Buchi 810 (Figura 2.4). Las muestras desecadas se colocaron en unos cartuchos de
papel de filtro, mezcladas con sulfato de sodio anhidro para eliminar restos de humedad y
facilitar la extraccion lipidica. La grasa se cuantifico pesando los matraces de recogida del
solvente con la grasa, tras la evaporacion de éter.
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Figura 2.4. Detalle del destilador Selecta que se utiliz6 para determinar la concentracién de proteina corporal
(panel A) y extractor de grasas modelo Buchi 810 (panel B).

- Determinacion de material extractivo libre de nitrégeno (MELN): El cdlculo de MELN se
obtuvo por diferencia a partir del resto de valores (proteinas, lipidos y cenizas). Este indice
corresponde mayoritariamente a los carbohidratos. MELN se calcula segun la siguiente expresion:

% MELN = 100 - (% proteina + % lipidos + % cenizas)
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2.3. Determinacion de las velocidades de recambio de proteinas en el higado y miisculo
blanco de la dorada

I 2.3.1. Fundamento

La determinacion del recambio proteico a partir de las velocidades fraccionarias de sintesis (Ks)
y degradacion (Kp) de proteinas del higado y musculo blanco de la dorada se realizaron segun la
técnica descrita en primer lugar por Garlick et al. (1980) aplicada por primera vez a estudios con
peces por Houlihan et al.,, 1988, y posteriormente modificada por Peragén et al. (1998) para
adaptarla a nuestras condiciones experimentales.

La medida de K, estd basada en la determinacion de la velocidad de incorporaciéon de
fenilalanina (Phe) tritiada al conjunto de las proteinas tisulares después de inyectar en la vena caudal
de la dorada una dosis masiva de Phe radiactiva y dejar que ésta se equilibre con el almacén de
aminodcidos tisulares, precursores de la sintesis. Los tiempos utilizados para la medida de esta
velocidad fraccionaria fueron de 2 min, tomado como tiempo inicial una vez equilibrada la dosis, y 45
min tras la inyeccién del aminoacido.

La radiactividad especifica de la Phe unida a la proteina en el higado y musculo blanco muestra
incrementos lineales durante los primeros 45 min después de la inyeccion; esto permite determinar
de forma exacta la velocidad de sintesis proteica utilizando medidas entre dos tiempos (2 y 45 min)
de ese intervalo (Peragdn et al., 1999). El corto periodo de tiempo necesario para la incorporacion
elimina los posibles errores debidos a la reutilizacion de aminoacidos marcados, procedentes de la
degradacién de proteinas con un recambio metabdlico rapido.

I 2.3.2. Técnica

Se anestesiaba a las doradas con etilenglicol monofenil éter (0,2 mL/L) durante 2 minutos, v,
posteriormente, se les inyectaba en la vena caudal, una solucidén que contenia una mezcla de L-[2,6
>H] Phe (37 MBg/mL, 100 pCi/mL y radiactividad especifica 1640 dpm/nmol) y Phe 150 mM. La dosis
administrada fue de 0,5 mL/100 g de peso corporal, y representa entre el 5 y el 12,5% del volumen
sanguineo total, asumiendo que el volumen de sangre de un pez representa entre el 10 y el 40% de
su volumen corporal (Jones y Randall, 1978).

Inmediatamente después de la inyeccidn con una dosis masiva de fenilalanina, se devolvian los
peces al agua aireada para su rapida recuperacion (se eliminaban aquellos peces de la muestra que no
se recuperaban con facilidad). Los tiempos de sacrificio de las doradas utilizados fueron a los 2 y 45 min
de la inyeccién. El numero de doradas usadas fue de 10 para cada tratamiento, asi, dos de ellos
fueron sacrificados a los 2 min, y los ocho restantes a los 45 min. Una vez sacrificados los peces, se
anotan los pesos y se procede a la extraccién del higado completo y el musculo blanco completo de
cada animal una vez eviscerado en su totalidad, cuyos pesos también se anotaron de manera
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individual. La muestra de musculo blanco se tomd en todos los casos de la zona por debajo de la
aleta dorsal. Después de pesar los tejidos, se preparaba un pulverizado en nitrégeno liquido, con la
ayuda de un mortero y utilizando el menor tiempo posible para evitar posteriores transformaciones
metabdlicas.

A partir del pulverizado de cada tejido, se preparaban extractos con un volumen total de 10 mL
formado de homogenado en &acido perclérico 0,2 N y en una proporciéon 1:10 (p/v), utilizando
homogenizadores manuales. Posteriormente estos 10 mL de homogenado, se dividen en dos
alicuotas de 5 mL cada una; a partir de una de ellas se determinara la velocidad fraccionaria de
sintesis de proteinas (Ks), e indirectamente la velocidad fraccionaria de degradacién de proteina (Kp),
mientras que la otra alicuota se utilizard para la determinacion de la concentracién celular de RNA,
necesaria para calcular los valores de eficiencia de sintesis de proteina (Kgna).

Las muestras correspondientes a la determinacidn de la velocidad fraccionaria de sintesis de
proteinas, Ks, se centrifugaron a 2800g, durante 15 min a 4°C con objeto de facilitar la precipitacion
delafraccién proteica acido insoluble unida a proteina (denominada en adelante como Sg-precipitado)
y su separacion de la fraccién proteica acido soluble no unida a proteina (denominada en adelante
como Sp-sobrenadante). A partir de este momento se trabajard con ambas fracciones de forma
individual y por separado.

A la fraccién no unida a proteina, S, se le adiciona 2,5 mL de citrato potasico a saturacion con
objeto de eliminar el acido perclérico presente en la muestra, y se vuelve a centrifugar a 2800 g,
durante 15 min a 4°C. Se desecha el nuevo precipitado, que contiene perclorato potasico, mientras
gue el nuevo sobrenadante, con los aminoacidos libres (entre ellos la Phe marcada radiactivamente),
se comprueba que tiene el pH adecuado (pH = 6,3), para ser sometido a la posterior incubacién con
la Tyr-descarboxilasa (Tyr-DC).

La fraccion unida a proteina, Sz es sometida a diferentes lavados consecutivos, un lavado con
acido percldrico 0,2 N, dos lavados con etanol 95% vy, finalmente, uno con éter dietilico. La finalidad
de estos lavados es facilitar la precipitacion de las diferentes macromoléculas presentes en la
muestra (DNA, RNA, lipidos) que pudieran interferir con las posteriores medidas de radiactividad
especifica. Tras los diferentes lavados, la fraccién acido insoluble se incuba con 5 mL de HCI 6 N a
110°C en un bloque calefactor durante una noche (aproximadamente 12h) utilizando bolas de vidrio
para evitar pérdidas durante la hidrélisis proteica.

De este modo, la proteina es hidrolizada hasta sus unidades fundamentales, los aminoacidos,
haciéndola accesible a la accion de la Tyr-DC. Pero para ello hace falta eliminar el exceso de HCl por
sequedad en un rotavapor acoplado a una bomba de vacio, y resuspender a los aminoacidos
resultantes en 3 mL de citrato sédico 2 M, que proporciona el pH éptimo para la posterior
incubacion con Tyr-DC.

Un resumen completo del método y procedimiento analitico seguido se esquematiza en la
Figura 2.5.
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Figura 2.5. Esquema general del procesamiento de las fracciones Sa y Sg; protocolo de actuacién para la incubacién con Tyr-
descarboxilasa, y posterior medida de radiactividad.
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Las muestras procedentes de S,y Sg se someten a la accion de la enzima Tyr-DC, con la finalidad
de asegurar que la radiactividad que se esta midiendo corresponde a la Phe marcada y no a la Tyr
que haya podido originarse a partir de ella. Esto es debido a que en nuestras condiciones
experimentales, hay un enzima activo, la fenilalanina hidroxilasa que cataliza la transformaciéon de la
fenilalanina (Phe) en tirosina (Tyr). Para la medida de Phe se debe transformar ambos aminodcidos
en sus aminas biégenas, aprovechando la capacidad descarboxilante de la Tyr-DC, medida a pH 6,3 y
50°C (Garlick et al., 1980). La amina bidgena de la fenilalanina es la B-feniletilamina (B-PEA), mientras
que la amina de la tirosina es la tiramina.

De ambas aminas bidgenas formadas a partir de la Phe y Tyr, sélo la B-PEA se puede extraer con
una mezcla de cloroformo: n-heptano, propiedad que serd empleada para separarla de la tiramina, la
cual serd desechada, y por ello nuestra medida de radiactividad corresponderd exclusivamente a la
B-PEA. El pH 6,3 es esencial para que la fenilalanina se separe de los aniones Cl" y se pueda llevar a
cabo la descarboxilacion con el maximo rendimiento y efectividad.

Posteriormente, un volumen de 1,5 mL de la mezcla de aminodcidos procedentes de la fraccion
Sz ¥ 1 mL de los procedentes de la S, son incubados en un bafio durante 12 horas a 50°C con 0,5 mL
de una soluciéon mezcla formada por cantidades especificas de Tyr-DC (0,5 U/mL para Sz y 1 U/mL
para S,) y piridoxal fosfato (PLP 5 mg/mL) resuspendidos en citrato sddico 0,5 M.

Transcurrido ese tiempo se procede a la separacion y extraccion de la B-PEA resultante por
adicion de 1 mL de NaOH 3 M tras agitacion intensa de cada uno de los tubos durante 1 minuto. A
continuacion, se afiaden 10 mL de la mezcla cloroformo: n-heptano (1:3 v/v), se vuelve a agitar y tras
la apariciéon de dos fases, una acuosa y otra organica, se retira la fase organica, que es la que
contiene la fraccidn de tiramina. A la fase acuosa se le afiade cloroformo y H,SO, 0,01 M y se agita
vigorosamente durante otro minuto.

Finalmente, para medir la radiactividad especifica de la B-PEA procedente de las dos fracciones
se mide la radiactividad en un contador de centelleo liquido y la concentracion de B-PEA mediante
espectrofluorimetria. La medida se llevo a cabo en viales de centelleo. De la capa acuosa obtenida de
las fracciones S, y Sg, se cogid 1 mLy 2 mL, respectivamente y se le afiadieron 10 mL de liquido de
centelleo especial para muestras acuosas (Ecoscint-A). Las muestras se agitan suavemente por
inversién para evitar formacidon de espuma y se depositan en unos soportes especiales para la
posterior lectura de la radiactividad en el contador de centelleo liquido (Beckman LS6500).

I 2.3.3. Determinacion de la concentracion de B-feniletilamina total

‘ 2.3.3.1. Fundamento

Una parte esencial de este método consiste en la determinacidn de la concentracion de B-PEA
generada a partir de la fenilalanina tras su descarboxilacion catalizada por la Phe descarboxilasa. La
determinacion de la concentracién de B-PEA total se realizd segin una modificacién propuesta por
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Peragon, 1993, del método inicial de Suzuki y Yagi (1976). Se trata de un método simple, rapido,
especifico y sensible para la B-PEA. La B-PEA a pH basico y a una temperatura aproximada de 60°C
reacciona con la ninhidrina para dar lugar a un compuesto fluorescente. La adicién de L-leucil-alanina
(L-Leu-Ala) a la mezcla provoca un incremento de la fluorescencia de unas 20 veces, lo que permite
estimaciones de pequefias cantidades en tejidos animales. En la Figura 2.6, se detalla
esquematicamente el procedimiento seguido para la medida de B-PEA total.

-600 UL S,
-20 uL Sy + 580 pL H,SO,0,001M
-Curva patrén B-PEAen H,SO, 0,001M

+300 pL Leu-Ala 2 mM
+ 600 pL Ninhidrina 50 mM
+1,5 mL Tampdn fosfato 1M pH=8

Incubacién 60°C 1h

15 “en hielo y agua

15" a T2 ambiente

‘ Medida Fluorescencia
[ Excitacién: 390 nm

Emisién: 495 nm

Figura 2.6. Esquema general de la técnica empleada para la medida de p-feniletilamina.

2.3.3.2. Técnica

Las muestras problema se preparaban con 600 uL de la fase acuosa superior de las muestras Sa
0 20 pL de la fase acuosa superior de Sgmas 580 pL de H,SO, 0,001 M. Paralelamente, se prepara
una recta patrén de B-PEA en H,SO,4 0,001 M, cuyas concentraciones fueron 0, 0,1, 0,5, 2,0, 5,0, 10,0,
15,0, 20,0, 30,0 y 40,0 uM.

A todas las muestras, incluidos los patrones, se les afiadia 300 uL de L-Leu-Ala 2 mM, 600 uL de
ninhidrina 50 mM y 1,5 mL de tampdn fosfato sédico 1 M y pH 8, incubandose durante 1 h a 60°C en
un bafo con agua y agitacién moderada. Transcurrido ese tiempo, se introducian en los tubos en una
mezcla de agua y hielo 15 min, y posteriormente, se mantienen a temperatura ambiente otros 15
min hasta el momento de su medida. En todo momento, los tubos tienen que estar protegidos de la
luz, ya que se trata de una reaccién de fluorescencia. La medida de fluorescencia se realiza en un

106



bzt g G
Material y Métodos A

espectrofluorimetro (Perkin-Elmer LS 50B) excitando con una luz de 390 nm y midiendo la emision a
495 nm de longitud de onda a la cual se observa el maximo de fluorescencia. Esta medida se realiza
en cubetas de cuarzo de 3 mL. El contenido en B-PEA se obtiene por interpolacién con los valores

obtenidos de la recta patrén.

I 2.3.4. Calculo de las velocidades de recambio proteico

Los resultados experimentales se expresan como radiactividad especifica de la L-Phe libre
(dpm/nmol) en el caso de S,, y radiactividad especifica unida a proteinas (dpm/nmol) para Sg. Con
estos valores se calculan las velocidades fraccionarias y absolutas de sintesis de proteinas.

El valor de la velocidad fraccionaria de sintesis de proteinas, Ks (%/dia), se determind
conociendo la radiactividad especifica de la Phe unida a proteina (dpm/nmol) y la radiactividad
especifica media de la Phe libre en relacién a los tiempos utilizados y expresados en minutos, para
ello se aplicd la siguiente ecuacién matematica:

Sp(t2) —Sp(t1) 1440
0, 1) =
Ks(%/dia) S,(2—tD) X (t2—t1)x 100

donde:

Sg (t2): radiactividad especifica unida a proteina a los 45 minutos de la inyeccién del marcaje.
Sg (t1): radiactividad especifica unida a proteina a los 2 minutos de la inyeccién del marcaje.
Sa (t2-t1): radiactividad especifica media libre en el periodo (t2-t1).

1440: nimero de minutos en un dia.

t2 -t1: diferencia de los tiempos de experimentacion (43 min).

La velocidad absoluta de sintesis de proteinas (As) se calculé como el cociente de Ks: 100
multiplicado por el contenido total de proteinas del tejido, expresando el resultado como mg de
proteina sintetizada por dia.

) i Ks mg proteina
Ag(mg protema/dia) = |—= x ——————

tejid
100 X g tejido | ¥ PESO U0

La velocidad de acumulacion de proteinas (Kg, %/dia) se calculé como la diferencia entre el
contenido final e inicial de proteinas tisulares dividido entre el tiempo transcurrido y multiplicado
por 100. Para ello se aplicd la siguiente ecuacion:

Ln Prot (f) — Ln Prot (i) .

100
Tiempo

K(; (%/dia) =
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La velocidad absoluta de acumulacion de proteinas (Ag) se calculé como el producto de Kg:
100 por el contenido total de proteinas del tejido, expresando el resultado como mg de proteina
sintetizada por dia.
K¢ mg proteina

A; (mg proteina/dia) = 100 x W X peso tejido

La velocidad fraccionaria de degradacion de proteinas (Kp, %/dia), se expresé como el
porcentaje de proteina degradado por dia y se calculd por diferencia entre la velocidad de sintesis
(Ks) y la velocidad de acumulacion de proteinas del tejido (Kg), seguin la siguiente expresion:

KD (%/dl’a) = KS - KG

La velocidad absoluta de degradacion (Ap) se calculé como el producto de Ky: 100 por el
contenido total de proteinas del tejido, expresando el resultado como mg de proteina sintetizada
por dia.

[KD mg proteina
100

p x peso tejido
g tejido

Ap(mg proteina/dia) =

El calculo de la eficiencia de retencion proteica (ERP) se define como la relacion existente
entre la proteina depositada en el tejido y la sintetizada. Este indice se calculé de acuerdo con la
siguiente expresion:

ERP = Ks 100

I 2.3.5. Determinacion de la concentracion de DNA

‘ 2.3.5.1. Fundamento

La determinacion de la concentracion de DNA se fundamenta en el uso del reactivo Hoechst
33258 (2-[2-(4-hidroxifenil)-6-benzimidazolil]-6-(1-metil-4-piperazil)-benzimidazol 3 HCl), cuya
caracteristica principal es la permeabilidad y afinidad por unirse de forma selectiva a la pareja de
bases adenina-timina (A-T), de manera que el marcaje se realiza sobre el DNA de las células,
pudiéndose, de este modo, determinar cuantitativamente el DNA del material bioldgico (Labarca y
Paigen, 1979). Se trata de un método simple, sencillo y muy sensible basado en la intensificacién de
la fluorescencia originada por la unidn del reactivo al DNA. La muestra problema consiste en un
extracto de tejido en tampdn fosfato salino. En este extracto se ha disociado la estructura de la
cromatina para que el DNA quede accesible al reactivo.
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2.3.5.2. Técnica

A partir de 1 gramo de tejido obtenido por trituracidon de una mezcla de 3 higados procedentes
de doradas diferentes se preparé un homogenado en tampdn fosfato salino (tampdn fosfato sédico
0,05 M, NaCl 2 M y EDTA 0,002 M pH 7,4) en proporcién 1/10. En el caso del muisculo blanco se
siguid un procedimiento similar para preparar un homogenado en proporcién 1/20. Posteriormente
estas muestras se diluyeron a la mitad en agua destilada, y se prepard una recta patrén de DNA de
higado de salmén en tampédn fosfato salino (TFS), con concentraciones correspondientes a 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,y 10 pg/mL, usando una dilucién inicial de 100 pg/mL.

A cada muestra se le afadio 0,2 mL de reactivo Hoechst 33258 (Sigma) a una concentracion de
240 pg/mL. A partir de ahora todas las muestras se protegen de la luz. Se esperé 10 min,
transcurridos los cuales, se procedia a la medida en un espectrofluorimetro (Perkin-Elmer LS 50B) a
350 nm de excitacidon y 450 nm de emisién. Con los resultados obtenidos se calculd la cantidad de
DNA (mg/g tejido), los mg totales de DNA en el higado y musculo blanco, y la cantidad de proteina
sintetizada por unidad celular (Kpna), expresada como g de proteina sintetizada/dia x g DNA.

I 2.3.6. Determinacion de la concentracion de RNA

‘ 2.3.6.1. Fundamento

La técnica fue descrita por Munro y Fleck (1966) y modificada por Peragén (1993). Se basa en la
precipitacion inicial de los acidos nucleicos con acido percldrico y la posterior hidrdlisis basica
selectiva del RNA, lo cual permite su estimacién cuantitativa.

El 4cido perclérico favorece la precipitacion de los acidos nucleicos y de las proteinas,
separandolos de otras sustancias que quedan disueltas o en suspensidon en el sobrenadante
(nucledtidos libres, coenzimas, azucares, fosfato inorganico, lipidos, etc.) y que pueden interferir en
las reacciones quimicas para la estimacidon del contenido de RNA. Posteriormente, el RNA es
separado del DNA por medio de una hidrdlisis basica. La presencia del grupo hidroxilo (-OH) del C, de
la ribosa en el RNA da lugar a la formacion de un triéster ciclico en un medio alcalino, lo que origina
la hidrdlisis espontanea de los enlaces en los que participan estos grupos -OH y la consecuente
transformacidn del RNA en ribonucleétidos. Ni el DNA, ni las proteinas contienen este grupo -OH,
permaneciendo intactos frente a la accion de la base.

2.3.6.2. Técnica

La determinacion se realizé en las mismas muestras en las que se determind la Ks. La segunda
alicuota de 5 mL de homogenado en acido percldérico 0,2 N se centrifugd a 2800g durante 15 min y
4°C, se descarto el precipitado y se utilizé el sobrenadante. Se prepard una recta patrén de RNA en
acido perclérico 0,2 N con concentraciones crecientes desde 0,1 hasta 1,0 mg/mL.
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Tanto patrones como muestras problema se someten a hidrdlisis alcalina con KOH 0,3 N, a 37°C
durante 1 h en un bafio. Para parar la reaccion, las muestras se enfrian en agua y hielo. A
continuacion, se les afiade 2,5 mL de acido perclérico 1,2 N para facilitar la precipitacion del DNA y
las proteinas. Tras mantener las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugan
a 1000g, 5 min y 4°C. Se recoge el sobrenadante donde se encuentran los ribonucleétidos en
suspension y el precipitado se lava 2 veces con acido percldrico 0,2 N, afiadiendo los sobrenadantes
resultantes al sobrenadante inicial.

El i6n K" del KOH se asocia con el 4cido perclérico para formar perclorato potasico, que es
insoluble a temperatura entre 0-4°C, y que se puede hacer precipitar con acido perclérico 0,6 N,
consiguiendo retirar dichos iones de la fraccion RNA. En las muestras resultantes se determind la
concentracion de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm e interpolando con los valores obtenidos
en los patrones.

Los datos de concentracién de RNA permiten calcular la capacidad de sintesis de proteinas (Cs,
mg RNA/g proteina) como el cociente entre la cantidad de RNA y de proteinas presentes en el tejido.
Este parametro es un reflejo del nimero de ribosomas por célula e indica la capacidad de un tejido
para sintetizar proteinas.

Con el valor de concentracién de RNA del tejido y los valores de Ks y Cs obtenidos, se calculara
también la eficacia de la sintesis de proteinas (Kpna), que refleja la cantidad de proteina sintetizada
por unidad de DNA, indicando la sintesis proteica media por ribosoma. La eficacia de la sintesis
proteica (Kgna) (g proteina sintetizada/dia x g RNA) se calculd por medio del cociente entre velocidad
fraccionaria de sintesis (Ks) y la capacidad de sintesis (Cs) multiplicado por 10.

I 2.4. Determinacidn enzimatica de metabolitos en higado y musculo blanco de dorada

El sobrenadante de la segunda alicuota de 5 mL de tejido en acido percldrico, también se
empled para la determinacidn de la concentracién de metabolitos. Estos metabolitos se calcularon
tanto en higado como en musculo blanco en todas las condiciones nutricionales.

El estudio de metabolitos consistio en la determinacion de la concentracién de glucosa 6-
fosfato, 6-fosfogluconato, fructosa6-fosfato, L-malato, L-lactato y glucégeno.

La determinacion de la concentracion de los metabolitos analizados se realiz6 mediante lectura
espectrofotométrica a 340 nm de la absorbancia y variacidon de absorbancia por minuto. Los ensayos
se realizaron en placas de 96 pocillos y se utilizé un lector de microplacas PowerWave, de Bio-tek
Instruments. Las condiciones de temperatura se establecieron en torno a la temperatura ambiente,
en todos los casos, y se prepard un volumen final de 200 pl. La dilucion mas apropiada del extracto
de tejido se establecid en base a analisis preliminares. La descripcion completa de la metodologia
para la determinacién de la actividad de estos metabolitos se encuentra recogida a continuacion.
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I 2.4.1. Determinacion de la concentracion de glucosa 6-fosfato, 6-fosfogluconato y fructosa 6-
fosfato

‘ 2.4.1.1. Fundamento

Las determinaciones de las concentraciones de glucosa 6-fosfato (G6P), 6-fosfogluconato (6PG)
y fructosa 6-fosfato (F6P) de la muestra se basan en la determinacién de las variaciones de densidad
Optica por la formacién de NADPH paralela a la oxidacién de la glucosa 6-fosfato, del 6-
fosfogluconato y de la fructosa 6-fosfato debida a las adiciones de 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y fosfoglucosa isomerasa (PGI) (Figura 2.7). Las
determinaciones se llevaron a cabo a un pH 7,5 segun el método inicial descrito por Lang y Michal
(1983).

NADPH+H*
9 NADP* -9 H,0 8
“0-P-0-CH, 0-P-0-CH, 0-P-0-CH, .
o 0 OH 0 N 0 OH
H =0 OH :O
HO - G6PDH H Lactonasa HO
OH OH OH
Gl cosalGRrosrato 6-Fosfogluconolactona 6-Fosfogluconato
NADP*
6PGDH
PGI
NADPH+H*
0 2
9 0-p-0 CHzOH
]
—Q*'?’O*CH 0<_ CH,0H p -0
0 HO,
OH OH OH

OH
Ribulosa 5- fosfato

Fructosa 6 -fosfato

Figura 2.7. Esquema de las reacciones metabdlicas implicadas en la determinacién de los metabolitos, glucosa 6-fosfato,
6-fosfogluconato y fructosa 6-fosfato.

2.4.1.2. Técnica

Se prepararon las muestras para el ensayo siguiendo el protocolo descrito en la Tabla 2.2
Primero, se mide la absorbancia a punto final, al afiadir la muestra al medio de ensayo (D.O. b), ésta
se resta posteriormente a los demas valores finales de absorcién. La reaccion se dispara con la
adicion del enzima 6PGDH, la densidad dptica (E;) corresponde a la concentracion de 6PG de la
muestra. Se afiade a continuacién, G6PDH y se mide la densidad dptica (E,); la relaciéon E,/2
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corresponde a la concentracién de G6P. Finalmente, se afiade el enzima PGl y medimos la de
densidad éptica (E;). La E3 /2 corresponde a la concentracion de F6P de la muestra.

Tabla 2.2. Preparacién del medio de ensayo para la determinacién

de G6P, 6PG y F6P

. Concentracion en Volumen de
Reactivos pocillo (mM) reactivo (uL)
Tampon trietanolamina 0,2 M pH 7,5 100 100
Mg Cl, 0,01 M 1 2
NADP" extemporaneo 0,02 M 5 5
H,0 destilada -- 31
Muestra -- 50
6PGDH comercial 400mU/mL 4
G6PDH comercial 400mU/mL 4
PGI comercial 400mU/mL 4

2.4.1.3. Calculos

Las concentraciones de 6PG, G6P y F6P se expresaron en nmoles/g tejido y se calcularon de
acuerdo con la siguiente expresion matematica:

AE x Vt x 10°

Concentraciéon metabolitos (nmoleS/g tejido) = cxdxVmxg

donde:
e AE:D.O.m-D.0.b
e Vt: volumen total de medio de ensayo (0,2 mL)
e ¢ coeficiente de extincién molar del NADPH a 340 nm: 6,22 x10° cmz/mol
e d: longitud de paso de luz. Para microplacas de 96 pocillos es 0,6 cm
e Vm: volumen de muestra (mL de extracto)
e g:mg tejido/mL de extracto. En nuestro caso, 0,1 mg/mL
o 10%: factor de conversién a nanomoles

I 2.4.2. Determinacion de la concentracion de L-malato

‘ 2.4.2.1. Fundamento

La concentracidon de L-malato se determind transformandolo en oxalacetato mediante la
reaccion catalizada por la malato deshidrogenasa a pH 9,5 (Figura 2.8). Se siguid el protocolo
descrito por Gutmann y Wahlefed, 1983.
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NAD* NADH+H*
HO-c -2 0
s 0=C-cXoy
_p7 | 0
HL-Con MDH HC -y
Malato Oxalacetato

Figura 2.8. Esquema de la reaccién en la que se basa la medida de L-malato.

2.4.2.2. Técnica

Para la determinacion de L-malato en cada uno de los tejidos estudiados, se han utilizado
cubetas de 96 pocillos, con un volumen final de 0,2 mL y preparadas segun el protocolo descrito en
la siguiente Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Preparacion del medio de ensayo para la determinacion de L-malato

X Concentracion Volumen de

Reactivos ) .
en pocillo (mM) reactivo (uL)

Tampén hidracina/glicina (0,4 M/0,5 M) pH 9,5 585 130
NAD" extemporaneo 0,04 M 4 20
H,0 destilada -- 16
Muestra - 30
MDH comercial - 4

La determinacion espectrofotométrica se realiza a 340 nm y a T2 ambiente, anotando la
variacién de D.O debida a la formacidon de NADH que tiene lugar durante el consumo de malato. Tras
la adicidn del enzima se mantiene la reaccidn hasta alcanzar una absorcidn constante.

2.4.2.3. Calculos

La concentracién de L-malato se expresa en nmoles/g tejido. Para su determinacion
cuantitativa se ha utilizado la misma ecuacién que la del apartado anterior 2.6.1.3.

I 2.4.3. Determinacion de la concentracion de L-lactato

‘ 2.4.3.1. Fundamento

La concentracion de L-lactato se determind espectrofotométricamente utilizando una reaccion
catalizada por el enzima lactico deshidrogenasa (LDH) a pH 9,5, segun protocolo de Gutmann vy
Wahlefed, 1983. Se basa en la conversion del lactato en piruvato y la consecuente formacion de
NADH+H" (Figura 2.9).
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NADH+H*
COoO NAD* (%00‘
I
HCOH C=0
| ]
CH, CH,

LDH

Lactato Piruvato

Figura 2.9. Conversion del lactato a piruvato por accion de la enzima LDH.

‘ 2.4.3.2. Técnica

Se prepararon los pocillos de la placa afiadiendo tampdn glicina/hidracina, NAD®, agua destilada
y la muestra (Tabla 2.4); en este punto se midié la densidad dptica y esta medida correspondio al
blanco (D.O.b). La adicién del enzima LDH dispara la reaccién, oxidandose el lactato a piruvato, y
reduciéndose el NAD" a NADH; esta segunda medida de densidad éptica (D.0.m) menos la del blanco
(D.0.b), corresponde al NADH+H" producido por la oxidacién del lactato presente en la muestra.

Tabla 2.4. Preparacion del medio de ensayo para la determinacién

de lactato
Concentracion Volumen de
Reactivos en pocillo (mM) reactivo (uL)
T. hidracina/glicina (0,9/1 M) pH 9,5 1140 120
NAD" 0,05 M extemporanea 8 32
H,0 destilada - 6,4
Muestra - 40
LDH comercial - 1,6

2.4.3.3. Calculos

La concentracion de lactato de cada una de las muestras se expresa en nmoles/g tejido. Al igual
que en los casos anteriores, para su determinacion cuantitativa se ha utilizado la misma ecuacion
que la del apartado anterior (2.6.1.3.) ya que el coeficiente de extincion molar del NADH es igual al

NADPH.

I 2.4.4. Determinacion enzimatica de la concentraciéon de NADP*

‘ 2.4.4.1. Fundamento

La determinacién de la concentracién de NADP citosdlico se basa en la formacién de NADPH
paralela a la oxidacion de la glucosa 6-fosfato en la primera reaccion de la fase no oxidativa del ciclo
de las pentosas fosfato (CPP) (Figura 2.10). Se utiliza para ello una adaptacién a nuestras condiciones
experimentales del método inicial descrito por Lang y Michal (1983).
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NADPH +H"*
R NADP* i H,0 Q
~0-P-0-CH, 0-f-0-CHe Ofg'o'CHgH o
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oOH OH L\ 0
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OH

6-fosfogluconolactona 6-fosfogluconato

Glucosa 6 -fosfato

Figura 2.10. Esquema de las reacciones metabélicas en las que se basa la medida de NADP*.

En la Tabla 2.5, se detalla |a técnica seguida para la preparacion del medio de ensayo empleado

para la determinacién de NADP™.

2.4.4.2. Técnica

La determinacién tisular de NADP” se realizé a 340 nm y a T2 ambiente y volumen final de 0,2
mL. La AD.O.b aparecida antes de adicionar la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la D.O.m
tras la adicion del enzima hasta absorcidn constante correspondera al contenido de NADP" presente

en la muestra.

Tabla 2.5. Preparacion del medio de ensayo para la
determinacion de NADP+

. Concentracion Volumen de
Reactivos en pocillo (mM) reactivo (uL)
T. Hepes 0,05 M pH 7,6 35 138
MgCl, 2 mM 0,2 20
Glucosa 6-fosfato 5 mM 0,5 20
Muestra - 20
G6PDH comercial - 2

2.4.4.3. Calculos

La concentracion de NADP' presente en la muestra se expresa en nmoles/g tejido, y se

determina tal y como se expresa en el apartado 2.6.1.3.

I 2.4.5. Determinacidn simultanea de las concentraciones de NADH y NADPH

‘ 2.4.5.1. Fundamento

La concentracién de NADPH se determina conjuntamente con la de NADH a partir del mismo
extracto (Bergmeyer, 1975). La técnica consiste en acoplar dos reacciones catalizadas por enzimas
diferentes, a una misma muestra (Figura 2.11). La medida de NADH se basa en la oxidacion de NADH
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por la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La determinacién de NADPH se mide en una

reaccion acoplada a la glutamato deshidrogenasa (GDH), de tal manera que el a-KG pasa a

glutamato, oxidandose el NADPH a NADP".

v o
; . NADH+H* NAD * |
020
Hz(} 0 H2C| 0
C=O — .
| Gliceraldehido 3-fosfato H (l: OH
H,C-OH deshidrogenasa H,C=0
Dihidroxiacetona Gliceraldehido3
fosfato fosfato

Coo NADPH+H* NADP* Coo

! |

C=0 \ / +3HN-C-H

! !

CH, + NH; >

CIH Glutamato '

|2 deshidrogenasa |

Coo- coo
0o-Cetoglutarato Glutamato

Figura 2.11. Reacciones en las que intervienen las enzimas GAPDH a la izquierda; y GDH a la derecha. La GAPDH oxida el
NADH y forma GAP. La GDH actta produciendo glutamato y oxidando NADPH.

2.4.5.2. Técnica

Para la medida de la concentracién de NADH y NADPH, se preparé el medio de ensayo como se

indica en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Preparacion del medio de ensayo para la
determinacion de las concentraciones de NADH y NADPH

i Concentracion en Volumen de
Reactivos ) .
pocillo (mM) reactivo (uL)
Tampon de ensayo 800 160
Mezcla de sustratos: 5
DHAP 20 mM 0,5
NH,Cl0,2 M 5
a-KG 0,1 M 2,5
NAD* 1mM 0,1 20
Muestra 10
GAPDH comercial 900 mU/mL 2,5
GDH comercial 200 mU/mL 2,5

El tampén de ensayo utilizado contenia trietanolamina 0,5 M; NaH:POs4 0,4 M;

Na;HPO4 0,1 MpH 7,8

La absorbancia obtenida al afiadir la muestra (E;) se utiliza como referencia. La absorbancia

obtenida tras la adicion de GAPDH se denomina E, El valor de E,- E; es proporcional a la

concentracion de NADH presente en la muestra. Finalmente, al afiadir GDH se obtiene la absorbancia

Es; Es- E; es proporcional a la concentracion de NADPH de la muestra.
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2.4.5.3. Calculos

Los valores de concentracién de NADH y NADPH en higado y musculo blanco, se expresan en
nmoles/g tejido y se determinan del mismo modo que en el apartado 2.6.1.3.

I 2.4.6. Determinacion de la concentracién de NAD*

‘ 2.4.6.1. Fundamento

La medida de NAD' se realizd seglin una modificacién de la técnica original propuesta por
Gutmann y Wahlefed, 1983. Esta basada en la actuacién de la enzima malato deshidrogenasa (MDH)

que cataliza la conversién de malato a oxalacetato, con la consecuente reduccién del NAD" (Figura
2.12).

+
me NADH+H
_0
HO—C_C<OH 40
0=C-c

H e~ o
2 ¥O0H MDH HoC - oy
Malato Oxalacetato

Figura 2.12. Esquema de actuacién de la enzima malato deshidrogenasa (MDH).

2.4.6.2. Técnica

La concentracion de NAD', se determind segun el protocolo que se detalla en la Tabla 2.7. Se
mide la densidad 6ptica, cuando se adiciona la muestra a los pocillos (D.O.b) considerada como
blanco, y posteriormente se afiade la enzima MDH y se mide la D.O.m hasta absorcion constante; la

diferencia entre ambas variaciones de densidad dptica corresponde a la cantidad de NAD" presente
en la muestra.

Tabla 2.7. Preparacion del medio de ensayo para la determinacion

de NAD+

) Concentraciéon en Volumen de
Reactivos ) .

pocillo (mM) reactivo (uL)

Tampon Tris-HCl 100 mM pH 8 80 160
MgCl, 1 mM 0,09 18
Malato 10 mM 1 20
Muestra 10
MDH comercial 200 mU/mL 2
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2.4.6.3. Calculos

Siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 2.6.1.3., se calculd la concentracién de
NAD" citosdlico expresandola en nmoles/g tejido, y a partir de los valores experimentales
encontrados en las diferentes muestras se calcularon las relaciones existentes entre las parejas de

coenzimas oxidadas y reducidas. De esa manera se obtuvieron los valores de las razones
NAD'/NADH y NADP*/NADPH.

I 2.4.7. Determinacidn de la concentracién de glucégeno tisular

‘ 2.4.7.1. Fundamento

La técnica empleada para la determinacion de la cantidad de glucégeno fue una modificacion
de la propuesta originalmente por Roehrig y Allred (1974). El fundamento de la misma se encuentra
en la hidrdlisis del glucégeno de la muestra catalizada por la a-amilo- (1—+6) glucosidasa que actua a
nivel de los enlaces a-D glucosas (1—»4) y a-D glucosas (1—6), generando como producto de la
reaccion glucosa libre (Figura 2.13). La degradacidn total del glucégeno presente en las diferentes
muestras permite determinar su concentracion por medio de la medida directa de la cantidad de
glucosa libre final generada durante el proceso enzimatico.
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Figura 2.13. Esquema de actuacién de la actividad
desramificante y fosforilasa del enzima amilo-
glucosidasa en la degradacion del glucégeno.
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2.4.7.2. Reactivos

- Tampdn acetato 0.05 M pH 4.5.

- Amilo-glucosidasa: 35 Ul/mL en tampdn acetato 0.05 M pH 4.5.
- Test comercial para determinacion de glucosa (Dipal, 28.160).
— Estandar de glucosa (concentracidn original 1 mg/mL).
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2.4.7.3. Procedimiento

1. Hidrdlisis del glucégeno

En tubos de ensayo se afiade lo siguiente:

= Higado:

50 plL extracto + 850 pL agua destilada + 100 pL amilo-glucosidasa.

Para la recta patrén de higado: 0, 100, 200, 300, 400 y 500 pL de estdndar de glucosa mas agua
destilada hasta 1000 pL.

= Musculo:

200 pL extracto + 700 plL agua destilada + 100 pL amilo-glucosidasa.

Para la recta patrén de musculo: 0, 10, 20, 30, 40, 50 pL estandar glucosa mds agua destilada
hasta 1000 pL.

Tras la agitacidon de los tubos, fueron introducidos en un bafio a 55 °C durante 10 min. Pasado
este tiempo se dejaron enfriar y se centrifugaron a 1000g durante 15 min.

2. Determinacion del contenido en glucosa

Con el sobrenadante obtenido del paso anterior se determind la concentracidon de glucosa
mediante el método enzimatico-colorimétrico glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD-POD). Segun fuese
el tejido, las cantidades empleadas para el andlisis fueron las siguientes:

= Higado:

10 pL sobrenadante de los extractos + 1000 pL del reactivo del test glucosa.

10 plL sobrenadante del estandar de glucosa + 1000 pL del reactivo del test glucosa.
10 pL agua destilada + 1000 pL del reactivo del test glucosa.

. Musculo:

100 pl sobrenadante de los extractos + 1000 pl del reactivo del test glucosa.

10 pl sobrenadante del estandar de glucosa + 1000 pl del reactivo del test glucosa.
10 pL agua destilada + 1000 pL del reactivo del test glucosa.

Posteriormente, se incubaron todos los tubos a 37°C durante 10 min. Se determind la
absorbancia a 505 nm.

2.4.7.4. Calculos

La concentracion de glucégeno tisular fue calculada a partir de los resultados del analisis de
glucosa, considerando las concentraciones finales de los patrones de glucosa empleados en cada
caso (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg/mL para el higado y 0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 y 0,05 mg/mL para el
musculo) y los volumenes de los extractos de los distintos tejidos afiadidos al inicio del proceso. Los
resultados se expresan en mg glucosa/g de tejido.
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I 2.4.8. Determinacion cuantitativa de proteinas en higado y misculo blanco

‘ 2.4.8.1. Método de Lowry

2.4.8.1.1. Fundamento

Para la determinacién cuantitativa de proteinas se utilizé el método de Lowry (Lowry et al,,
1951). Se trata de un método colorimétrico. A la muestra se afiade secuencialmente dos reactivos, el
reactivo de Biuret y el reactivo de Folin. El método se desarrolla en dos etapas:

1. Reaccién de la proteina en solucién con el cobre alcalino (reactivo del Biuret).
2.  Reduccién del fosfomolibdato del reactivo de Folin debido al poder reductor de la
tirosina presente en los complejos proteina-Cu generados en la primera etapa.

2.4.8.1.2. Técnica

Se prepara una recta de calibrado con albumina sérica bovina (BSA) (0,5 mg/mL) en
concentraciones conocidas y crecientes. Los extractos de higado (1/10 en tampdn de
homogenizacién.) y muasculo (1/5 en tampdn de homogenizacién) se diluyeron 1/100 en todos los
casos, para que tomasen valores dentro de la recta patrén, y se pudiesen cuantificar
adecuadamente.

A todos los tubos (patrones y extractos diluidos) se le afiaden 5 mL de Reativo de Biuret; se
agitan y se espera 15 min. Transcurrido ese tiempo se afiaden 0,5 mL de Reactivo de Folin diluido a la
mitad, se agitan nuevamente y se espera 20 min. Se mide la densidad éptica a 640 nm, en un
espectrofotdmetro, para obtener las concentraciones de las proteinas solubles de los extractos, por
extrapolacién con los resultados en la recta patrén, y teniendo en cuenta las diluciones que se
realizan de las muestras. Los resultados se expresaron en mg/mL.

2.4.8.2. Método de Bradford

2.4.8.2.1. Fundamento

La determinacion cuantitativa de proteinas por el método de Bradford (1976) esta basada en el
cambio de color que se produce cuando el Azul Brillante de Coomasie G250, en disolucién acida, se
une a las proteinas. La forma protonada de este colorante presenta un color rojo-anaranjado.
Cuando esta unido a las proteinas, interactta con los grupos hidrofdébicos y en los grupos cargados
positivamente, se suprime la protonacion y se observa un color azul. En estas condiciones, la
absorbancia a 595 nm es directamente proporcional a la concentracidén de proteina existente en la
muestra.
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2.4.8.2.2. Técnica

Se prepara una recta patron de albumina sérica bovina (BSA) en concentraciones crecientes a
partir de una disolucidn inicial de 0,05 mg/mL. La dilucién de las muestras de higado fue inicialmente
1/10, y a partir de ahi se diluyeron 1/50, 1/100, 1/200 y 1/400, para que se incluyesen en la recta
patrén; y las de musculo, inicialmente 1/8, y posteriormente se utilizaron las mismas diluciones que
en higado, incluyéndose los valores obtenidos a lo largo de toda la recta patron obtenida.

A cada una de las muestras se le afiadia 0,2 mL de reactivo de Bradford concentrado y se
agitaba suavemente para mezclar. Tras 10 min a temperatura ambiente, se leia la absorbancia a 595
nm. La determinacion de proteinas en cada muestra se realizd por extrapolacion de los valores de
absorbancia obtenidos en la recta patron.
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I 2.5. Determinacion de actividades enzimaticas en higado y misculo blanco

I 2.5.1. Preparacion de las muestras para las determinaciones enzimaticas

Se parte de muestras de higado y musculo blanco congeladas a -80°C. Para la preparacion del
extracto inicial se descongela el tejido, se prepara una mezcla de dos higados, y otra de dos
musculos, y se le afiade tampdn de homogenizacion en proporciones 1/10 (p/v) para el higado, y 1/5
(p/v) para el muasculo blanco.

El tampdn de homogenizacion (TH), pH 7,8 contiene:

e  Tris-HCl 100 mM

e EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0,1 M

e  Tritén X-100 0,1% (v/v)

e  PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 50 mM (en etanol). Se afiade 1mL de PMSF por cada
litro de TH en el momento de hacer los diferentes extractos

e DTE (di-tio eritritol) 1 mM (sélo para la actividad SER-DH)

En todos los casos la homogenizacion del tejido se llevé a cabo con la ayuda de un
homogenizador mecanico (se utilizo en todos los casos la misma velocidad y tiempo). Una vez
preparados los homogenizados y con objeto de obtener la fraccion citosdlica se centrifugan en una
ultracentrifuga Beckman L8-70M, a una velocidad de 105000g, durante 1 h a 4°C. Para las diferentes
determinaciones de las actividades enzimdticas se toma de cada muestra el sobrenadante resultante
de la centrifugacion. Este sobrenadante se guarda en diferentes alicuotas de 0,5 mL a -80°C, hasta su
uso posterior.

Se determiné la actividad de las enzimas que constituyen los sistemas celulares de produccion
de NADPH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49), 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH, EC 1.1.1.44), enzima malico (EM, EC 1.1.1.40) e isocitrato deshidrogenasa dependiente de
NADP" (IDH-NADP, EC 1.1.1.42); y las enzimas relacionadas con el metabolismo proteico: serina
deshidratasa (Ser-DH, EC 4.2.1.13), alanina aminotransferasa (Ala-AT 6 GPT, EC 2.6.1.2) y tirosina
aminotransferasa (Tyr-AT, EC 2.6.1.5).

La determinacidon de la actividad de los enzimas analizados se realiz6 mediante lectura
espectrofotométrica de los cambios de absorcidn de una “mezcla de reaccién”, segun el enzima a
analizar. Para ello se utilizé un lector de microplacas PowerWave, de Bio-tek Instruments. Las
condiciones de temperatura se establecieron en 25°C para los enzimas analizados, y, en todos los
casos, un volumen final de 200 uL. La concentracion éptima de sustrato, asi como la dilucién mas
apropiada del extracto de tejido, se establecieron en base a analisis preliminares. La descripcién
completa de la metodologia para la determinacién de la actividad de estos enzimas se encuentra
recogida a continuacion.
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I 2.5.2. Calculos

La actividad especifica se expresa en miliunidades (mU) de enzima por mg de proteina
(mU/mg), o bien, en nmoles de sustrato transformado por minuto y por mg de proteina. Se define
una miliunidad de enzima como la cantidad de enzima necesaria para reducir 1 nmol de NADP" en 1
min y a una temperatura de 25°C, y viene dada por la siguiente expresion:

ADO/minx Vt x 10°
exdxvxP

AE(mU/mg) =
donde:

e  ADO/min: incremento o disminucidn de densidad dptica por minuto.

e  Vt: volumen total de cubeta (0,2 mL)

e g coeficiente de extincidon molar. El coeficiente es distinto segun la enzima, asi para:
—  G6PDH, 6PGDH, IDH-NADP" y EM = & (NADPH: 6,22 x10° cm*/mol)
—  Ala-ATy Ser-DH = € (NADH: 6,22 x10° cm*/mol)
—  Tyr-AT =€ (pHBA: 24900 M */cm)

e d: espesor de disolucidén que tiene que atravesar la luz. Para microplacas de 96 pocillos: 0,6
cm.

e v:volumen de extracto en mL

e P:concentracion de proteinas del extracto (mg/mL)

e 10: factor de conversién de mol a nanomoles

I 2.5.3. Parametros cinéticos

Unavez obtenidos los distintos valores de actividad especifica para las diferentes concentraciones
de sustrato, se calcularon los parametros cinéticos constante de Michaelis (K.) y velocidad maxima
(Vmax) utilizando el programa de andlisis de datos y graficas GraFit (M.Mouse) que permite la
realizacién de ajustes no lineales.

La eficiencia catalitica definida como la eficacia que presenta un enzima para transformar su
sustrato, es obtenida mediante la razén entre la actividad del enzima y la K, se mide en mU/mg de
proteina-mM y fue determinada a concentracion saturante de sustrato (Vma/Km). Este pardmetro
relaciona la concentracién del enzima total con la interaccién entre el enzima y el sustrato.

La razdn de actividad se define como la relacidn entre la actividad del enzima a concentracion
subsaturante y la velocidad maxima (Vsupsat/ Vimax)-

La actividad total corresponde al nimero de Unidades de enzima presentes en un determinado
tejido completo. Se expresa en Unidades totales del tejido y se calcula segln la siguiente expresion:

Actividad total = A.E. x mg prot/mL x mL extracto x peso tejido
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Otra forma de expresar los diferentes parametros cinéticos tales como actividad enzimatica
total, velocidad maxima, actividad especifica (A.E.) y eficiencia catalitica, es refiriéndolos a la unidad
celular. Para ello se tiene en cuenta que la cantidad de DNA total es un indicador idéneo vy
universalmente admitido del nimero de nucleos (Jacob et al., 1952; Waterlow et al., 1978; Peragon,
1993). De esta forma los diferentes parametros referidos por unidad celular se definen y determinan
de la siguiente forma:

La actividad enzimatica total por unidad celular representa la actividad del enzima existente
en una célula; se expresa en Unidades totales de enzima/mg DNA y se calcula segun la expresion:

Actividad enzimdtica/unidad celular = Actividad total /mg DNA

La velocidad maxima por unidad celular, indica la velocidad del enzima a concentraciones
saturantes de sustrato por célula y determinada siempre en las mismas condiciones de ensayo; se
expresa en mUnidades/mg DNA y se calcula segun la siguiente expresion:

Velocidad mdxima /unidad celular =V, /mg DNA

La actividad especifica por unidad celular, refleja la actividad especifica del enzima existente
en cada célula; se expresa en mUnidades /mg proteina mg DNA y se calcula seglin la siguiente
expresion:

Actividad especifica /unidad celular = Actividad total /mg prot x mg DNA

La eficiencia catalitica por unidad celular corresponde a la eficiencia catalitica por célula; se
expresa en mUnidades /mg DNA-mM y se calcula segun la siguiente expresion:

Eficiencia catalitica/unidad celular = (V,,,, /U celular)/K,,

2.5.4. Determinacion de las actividades glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH)

‘ 2.5.4.1. Fundamento

Se trata de dos enzimas que intervienen secuencialmente en la fase oxidativa del ciclo de las
pentosas fosfato (CPP) (Figura 2.14). La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) cataliza una
reaccion de oxido-reduccion, y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) una reaccion de
descarboxilacién y oxidacion. En ambas reacciones se generan equivalentes de reduccién en forma
de NADPH, los cuales pueden ser determinados midiendo la absorbancia a 340nm.
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NADPH *H*
Q NADP* . _c“)_ ~ H,0 _ _P-_ ~
* 0-p-0-cH, o_g 0 CHzO O-E, 0 CHZH
-0 0, OH - .
OH H OH <0
HO HO Lactonasa HO
OH G6PDH OH OH
Glucosa 6-fosfato 6-Fosfogluconolactona 6-Fosfogluconato
NADP*
6PGDH
0
. N . o CH,OH
Figura 2.14. Esquema de la fase oxidativa de ciclo 0-P-0
de las pentosas fosfato en donde se reflejan las o =0

actividades de las enzimas G6PDH y 6PGDH. oH oM

Ribulosa 5- fosfato

2.5.4.2. Técnica

Para la determinacién de estas actividades se utilizan dos soluciones de sustrato:
e Sustrato A que contiene 6PG.

e Sustrato B, que contiene una mezcla de 6PG y G6P en la misma concentracion.

La actividad de la 6PGDH se determina directamente a partir del sustrato A, mientras que la
actividad G6PDH es el resultado de la diferencia de los valores obtenidos en la medida con el
sustrato B menos los obtenidos con el sustrato A (Lupiafiez et al., 1987; Peragon et al., 1989). Las
concentraciones utilizadas de ambos sustrato fueron 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,025 mM.

Tabla 2.8. Preparacion del medio de ensayo para la determinacién de

G6PDH y 6PGDH

Reactivos Concentracion en Volumen de
pocillo (mM) reactivo (uL)

T. Hepes 58,8 mM pH 7,6 50 110

Mg Cl, 20 mM 2 20

NADP* 8 mM 0,8 20

H,O destilada - H: 20/M: 10

Extracto - H: 10/M: 20

Sustrato A (6PG) Variable 20

Sustrato B (6PG+G6P) Variable 20

El MgClz, NADP+, y los sustratos A y B se prepararon en T. Hepes y se tuvieron en cuenta a la
hora de calcular la concentracion de éste en pocillo.

La reaccidon comienza con la adicidén del sustrato A, y se mide la variacién de absorbancia por
minuto. En otro pocillo se afiade el sustrato B y se vuelve a leer la variacion de densidad éptica por
minuto. En la Tabla 2.8 se puede observar con detalle la preparacién del medio de ensayo para la
determinacion de ambas actividades. Con los valores obtenidos y siguiendo el protocolo del
apartado 2.8.3.2., se calcula la actividad de G6PDH y 6PGDH en mU/mg proteina.
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I 2.5.5. Determinacion de la actividad del enzima malico (EM)

‘ 2.5.5.1. Fundamento

El enzima malico (EM) cataliza la reaccidon cataplerdtica que supone la descarboxilaciéon y
oxidacién del malato para dar piruvato en presencia de NADP® (Figura 2.15). La reaccién es

reversible actuando, en este caso, como una ruta anaplerdtica mas, generando malato a partir de
piruvato a través de una carboxilacion reductora.

(I:OO’ NADP* NADPH+H*

| —
HCOH F_O

|

CH
Coo- 3
00 EM
Piruvato

Malato

Figura 2.15. Transformacién de malato en piruvato por la accién del enzima malico (EM).

2.5.5.2. Técnica

Es una técnica basada en el método empleado por Singer y Mc Daniel, 1982, con algunas
modificaciones para adaptarlas a nuestras condiciones experimentales. Se basa en la medida

espectrofotométrica, a 340 nm y temperatura ambiente, de la aparicién de NADPH producido por la
descarboxilacion del malato.

Tabla 2.9. Preparacion de los medios de ensayo para la medida de la

actividad EM

Reactivos Concentracion en Volumen de
pocillo (mM) reactivo (pL)

T.Imidazol 71,4 mM pH 7,4 50 120

Mg Cl, 100 mM 5 10

NADP* 8 mM 0,4 10

H,0 destilada - H:30/M: 20

Extracto - H: 10/M: 20

Malato Variable 20

El MgCl2 y NADP* se prepararon en tampoén. imidazol y se tuvieron en cuenta a la hora
de calcular la concentracion de éste en pocillo.

Para el estudio del efecto de la concentracidn de sustrato sobre la actividad enzimatica se
emplearon las concentraciones 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,025 mM de malato. El sustrato se afiade a
los demds componentes justo antes del inicio de la reaccidon. Debe comprobarse antes la ausencia de
actividad basal. El protocolo de preparacion de los medios de ensayo se detalla en la Tabla 2.9.
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2.5.6. Determinacion de la actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+
(IDH- NADP+)

‘ 2.5.6.1. Fundamento

La isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP® (IDH-NADP®) cataliza la oxidacién
descarboxilante del isocitrato para producir a-cetoglutarato en presencia de NADP'. Constituye la
principal fuente de NADPH mitocondrial, aunque existe la isoforma citosdlica. Utiliza el mismo
mecanismo que la dependiente de NAD" (Figura 2.16).

COO- NADPH+H*
H(IZOH (.2007 NADP* co, (IZ(_)O
H(I",—COO' 'C:O CI:_O
7 > HC-COO- CH,
CHy CH, CH,
COO- IDH-NADP* (1_00' IDH-NADP+ CIOO'
Isocitrato Oxalosuccinato oa-Cetoglutarato

Figura 2.16. Obtencién de o-cetoglutarato a partir de isocitrato mediante la acciéon de la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP* (IDH-NADP+).

2.5.6.2. Técnica

La técnica empleada para la medida de la actividad IDH-NADP® esta basada en el método
descrito por Berner y Bergmeyer, 1983, con algunas modificaciones para adecuarse a nuestras
condiciones experimentales y medida en placa de 96 pocillos.

Tabla 2.10. Preparacién del medio de ensayo para la medida de

IDH-NADP+

Reactivos Concentracion en Volumen de
pocillo (mM) reactivo (uL)

T.Hepes 111,11 mM pH7,6 50 90

Mg Cl, 5 mM 0,25 10

NADP* 8 mM 0,8 10

H,0 destilada H: 60/M: 65

Extracto H: 10/M: 5

Isocitrato Variable 20

En la Tabla 2.10 se describe el protocolo empleado para la preparacidon de los medios de
ensayo en la medida de este enzima productor de NADPH. Las concentraciones de isocitrato fueron:
25; 10; 1; 0,1; 0,05; 0,01 y 0,005 mM. La reaccion se inicia con la adicidn de sustrato al conjunto de
demas componentes y se mide mientras duren las condiciones de velocidad inicial.
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I 2.5.7. Determinacion de la actividad serina deshidratasa (Ser-DH)

‘ 2.5.7.1. Fundamento

El aminoacido L-serina (Ser) es capaz de eliminar el grupo amino mediante una desaminacion
deshidratante, catalizada por la serina deshidratasa (Ser-DH), enzima que requiere piridoxal fosfato
(PLP) para producir piruvato. A esta primera reaccidn se le acopla la actividad lactato deshidrogenasa
(LDH), por la cual el piruvato se transforma en lactato, con desaparicién de NADH (Figura 2.17). Esta
reaccion es mayoritaria para este aminoacido cuando se compara con la pérdida del grupo amino
por transaminacién

CIOO' H,0 H:0 NH3 CIOO' NADH+H* NAD* ICOO’
*3HN-C-H Cc=0 CHOH
| | |
CH,OH <on CH,OH LDH CH,OH
Serina Piruvato Lactato

Figura 2.17. Reaccién acoplada de la serina deshidratasa (Ser-DH) y la lactato deshidrogenasa (LDH).

\ 2.5.7.2. Técnica

El método de determinacion de la actividad Ser-DH se basa en el descrito por Sandoval y Sols
(1974), con algunas modificaciones (Peragdn et al., 2008) y acoplada a este disefio experimental
(Tabla 2.11). Se preparaba un medio de ensayo formado por tampdn, Mg Cl,, ditioeritritol (DTE),
piridoxal fosfato (PLP), agua y NADH; se mantenia a 25°C y se afiade a los pocillos.

Tabla 2.11. Preparacion del medio de ensayo para la determinacion

de la Ser-DH

Reactivos Concentracion en Volumen de
pocillo (mM) reactivo (pL)

T. Hepes 100 mM pH 7,6 50 90

Mg Cl, 5 mM 0,25 10

DTE 20 mM 1 10

PLP4 mM 0,1 5

NADH 4 mM 0,2 10

H,O destilada H/M:25

LDH 0,22

Extracto 30

L-serina Variable 20

El MgCl2 se preparé en T. Hepes y se tuvo en cuenta a la hora de calcular la
concentracién de éste en pocillo.

Posteriormente se afiadio el resto de componentes hasta un volumen de 0,2 mL. La adicién del
sustrato disparé la reaccion. Se utilizaron las concentraciones 0,025; 0,05; 0,1y 0,4 M de L-serina y la
actividad se determind segun el apartado 2.8.2.
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I 2.5.8. Determinacion de la actividad alanina aminotransferasa (Ala-AT 6 GPT)

‘ 2.5.8.1. Fundamento

€00 qxe

|

CH-NH, : ‘

|

CHs AAT
Alanina

Coo

| " NAD+ NADH+H*

C=0
[

CH;,
Piruvato

LDH

La alanina aminotransferasa (Ala-AT), o también denominada como glutamato piruvato
transaminasa (GPT), cataliza la transferencia del grupo amino de la L-alanina al a-cetoglutarato (a-
KG), que se transforma en glutamato mientras que la alanina se transforma en piruvato. Este enzima
que requiere piridoxal fosfato (PLP) para su mecanismo de accidn a través de la base de Schiff que se
forma con el sustrato. El piruvato termina transformandose en lactato oxidandose el NADH por
accion de la LDH. El esquema de estas dos reacciones asociadas se detalla en |a Figura 2.18.

CoO-
|
HCOH
|
CH,
Lactato

Figura 2.18. Reaccidn catalizada por la alanina aminotransferasa (Ala-AT).

2.5.8.2. Técnica

La determinacién de la actividad Ala-AT se realizé siguiendo el mismo protocolo que para los
anteriores enzimas. La medida espectrofotométrica a 340 nm y temperatura ambiente se utilizé para
calcular la velocidad de la reaccién. Los pocillos se prepararon segin muestra la Tabla 2.12 Las
concentraciones de L-alanina que se utilizaron para la determinacién de la actividad Ala-AT fueron
100; 25; 10; 5; 1; 0,5 mM.

Tabla 2.12. Preparaciéon del medio de ensayo para la determinacion

de Ala-AT

Reactivos Concentracion en Volumen de
pocillo (mM) reactivo (uL)

T. imidazol 83,3 mM pH7,4 50 120

NADH 4 mM 0,2 10

a-KG 200 mM 10 10

PDP 1 mM 0,05 10

LDH 2U/mL 0,15

Extracto H/M: 10

H,0 destilada 20

L-alanina Variable 20
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I 2.5.9. Determinacidn de la actividad tirosina aminotransferasa (Tyr-AT)

’ 2.5.9.1. Fundamento

La tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) cataliza la transaminacidn de la tirosina (L-Tyr), que se
transforma en p-hidroxifenilpiruvato (pHPP). Para la realizacion del ensayo se produce una segunda
reaccion acoplada por la cual el oxigeno molecular cataliza la oxidacién del pHPP para producir
hidroxibenzaldehido (pHBA) que absorbe a 331 nm (Figura 2.19).

COO- COO-
I I
*;HN-C-H C=0
I I
CH,OH CH ;
PN K6 Glu 2 HC=0
NAOH
TAT 0,
OH OH OH
Tirosina pHPP pHBA

Figura 2.19. Fundamento de la determinacién de la actividad Tyr-AT.

2.5.9.2. Técnica

Se realizé el ensayo siguiendo la técnica de Diamondstone y Litwack, 1963, modificada por
Peragon et al., 2008 y adaptada a la lectura en placa. Para llevar a cabo la determinacion se siguio el
protocolo descrito en la Figura 2.20. Los calculos se realizaron de acuerdo con el apartado 2.8.2.,
teniendo en cuenta que el € del pHBA es 24900 M™cm™.

L-Tyr:
Higado: 0 (blanco); 0,5; 1,25; 2,5; 3,75; 6,75; 33,75 y 67,5 mM [pocillo]
Musculo blanco: 0 (blanco); 2,5; 3,75; 6,75; 33,75y 67,5 mM [pocillo]
+
Tampén Hepes 60 mM, pH 7,3 (160uL/pocillo)
+
PLP 0,8 mM (5 uL/pocillo) + Extracto (25uL para higado y musculo)

Incubacién en bafio 25°C, 20°
+
10 pL NaOH 12N (sdlo al blanco, para inhibirla) +a-KG 0,2M 10 pL (a todos los tubos)

Incubacién en bafio 25°C, 2 min
+

10 pL NaOH 12N (a todos los tubos excepto al blanco, para detener la reaccién)

Agitacion inmediata e incubacidn de 30 min a T2 ambiente y lectura a 331 nm

Figura 2.20. Protocolo de actuacion para la determinacién de la actividad tirosina aminotransferasa (Tyr-AT).
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I 2.6. Determinacion de los niveles de expresion de proteinas por “Western blotting”

Se determinaron los niveles de expresion de la GGPDH, IDH-NADP®, EM, Ser-DH, Ala-AT y Tyr-AT
en extractos citosélicos de higado y musculo blanco de doradas mediante ensayos de “Western
blotting” utilizando anticuerpos especificos frente a cada una de esas proteinas.

I 2.6.1. Fundamento

La técnica de “Western blotting” consiste en la deteccidn de la proteina de interés del total de
proteinas del tejido en cuestion. Combina el poder de resolucidn superior de la electroforesis en gel,
la especificidad de los anticuerpos y la sensibilidad de las pruebas enzimaticas. Se realiza en una serie
de etapas sucesivas (Figura 2.21):

1) Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida y condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

2) Transferencia de las proteinas separadas desde el gel a una membrana de PVDF
(difluoruro de polivinilideno).

3) Deteccidén inmunoldgica de la proteina especifica mediante la incubacién con anticuerpos
especificos

4) Revelado por autorradiografia

Western Blotting

1. Separacion por SDS- 2, Transferencia electroforética de las 3. Bloguear la membrana con un
PAGE de las proteinas en proteinas separadas del gel a una proteina neuwal (BSA o caseina
funcion de suPM membrana de PVDF o nitrocelulosa Lactea)
= t
e e »
ol L]
[
——- MEMBR AN A,
GEL

6. Incubacién de la memixrana con 5. Incubacién de la membrana con 4 Incubar la membrana con e

substrato (quimicluminiscente de anticuerpe secundario marcado anticuerpo primarnoc especifico
1a peroxidasa y toma «de imagen con peroxicasa HRP, especifico para la proteina diana.
para el anticuerpo primario
WESTERN BLOT lDa
— 4 Lz;
— 1 = =
- S — T} g ™~
-1 - &
& —_— 4
-_— 2
— 22

Figura 2.21. Procedimiento completo de la técnica “Western blot”, en el que se hace hincapié en los pasos
determinantes del proceso: transferencia, bloqueo, hibridacién con los anticuerpos primario secundario y
revelado.
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I 2.6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato s6dico (SDS-PAGE)

’ 2.6.2.1. Fundamento

El método de separacidn electroforética de las proteinas se basa en la migracidn diferencial de
las moléculas en solucion a través de un campo eléctrico. Este método es de amplia aplicacion en la
biologia molecular, especialmente en la purificacién y caracterizacién de proteinas. La velocidad de
migracion o movilidad electroforética de las proteinas depende de la intensidad del campo eléctrico
aplicado, del tamafio, forma y carga de las proteinas, y también de la fuerza iénica y temperatura del
medio en que se desplazan. Inicialmente, el sistema fue desarrollado por Laemmli, 1970 y
modificado por Thomas y Koemberg (1978).

Las proteinas pueden separarse en funcidn de sus masas moleculares mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Las condiciones
desnaturalizantes se consiguen utilizando un detergente anidnico, el dodecil sulfato sédico (SDS)
junto con un agente reductor, el 2-mercaptoetanol, y calor. Con ello se consigue disociar y
desnaturalizar las proteinas antes de cargarlas en el gel. EI SDS, a pH basico, impone una fuerte carga
negativa que enmascara la carga intrinseca de las proteinas, separandose las proteinas en base a su
masa molecular debido a la selecciéon de tamafios impuesta por los poros del gel. La movilidad
relativa de la proteina varia linealmente con el logaritmo de su masa molecular y no esta afectada
por su carga original.

Los geles de poliacrilamida se forman con facilidad mediante la polimerizacién de largas
cadenas de mondmeros de acrilamida unidas covalentemente en presencia de bisacrilamida que
actia como agente entrecruzador. La polimerizacion se inicia por la presencia de radicales libres que
se forman al reaccionar el persulfato de amonio (APS) con el catalizador N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamida (TEMED). Estos radicales libres actian como transportadores de electrones
para activar mondmeros de acrilamida o bisacrilamida, proporcionando un electrén no apareado
para convertir los mondmeros de acrilamida en radicales libres. Asi, los mondmeros activados
reaccionan con monomeros inactivos para iniciar la elongacién de la cadena del polimero. Las
cadenas de polimeros elongadas estan unidas al azar entre ellas, formando bucles cerrados y un
complejo polimerizado de forma que el tamafio de poro disminuye conforme aumenta la relacién
entre bisacrilamida: acrilamida.

La SDS-PAGE se ha realizado con un sistema discontinuo, con dos geles y dos tampones que
difieren en su pH y fuerza idnica. Los dos geles (gel superior o concentrador y gel inferior, separador
o de desarrollo) se disponen como una lamina delgada situada verticalmente. Los complejos SDS-
proteinas de las muestras aplicadas en el gel son conducidos por un frente mévil creado al aplicarse
un campo eléctrico entre los electrodos. Después de la migracion a través del gel concentrador de
alta porosidad, los complejos se situan, apilados por capas, en una zona muy delgada sobre la
superficie del gel separador, ordenados en bandas de peso molecular creciente. A medida que los
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complejos penetran en el gel separador, su movimiento se hace mas lento como consecuencia de los

impedimentos estéricos generados por el tamafo de poro del gel y se separan unas de otras segun

su masa molecular.

2.6.2.2. Reactivos y disoluciones

Acrilamida: N,N’-metilén-bisacrilamida (29:1), disolucién no polimerizada al 30% (Bio-Rad)
SDS al 10% (p/v) en agua ultrapura

TEMED: N,N,N’,N tetrametiletilendiamina

Persulfato aménico (PSAM) en agua ultrapura al 10% (p/v)

Patrones de masa molecular de amplio y bajo rango pretefiidos (“Prestained SDS-PAGE
Standars Broad Range”, Bio-Rad)

Tampdn del gel superior (4X): Tris 0,5 M pH 6,8 y SDS 0,4%

Tampon del gel inferior (4X): Tris 1,5 M pH 8,8 y SDS 0,4%

Tampon de electroforesis (10X): 25 mM Tris, 192 mM glicina y SDS 0,1%

Tampon de muestra 2X: SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol 10 mM DTT, y
tampédn gel superior Tris 0,15 M. Se afiadia 0,09 mM 2-mercaptoetanol 5% justo antes de
utilizarlas.

Disolucion de proteina pura GEGPDHde conejo, SIGMA A-9521.

Disolucién de proteina pura IDH-NADP" de corazén de cerdo, SIGMA I-2516.

Disolucion de proteina pura EM de higado de pollo preparada a una concentracién de 0,81

mg/mL en tampdn de muestra SB 2X, SIGMA M5257.

Disolucion de proteina Ala-AT de corazén de cerdo, SIGMA G-8255.

Solucién de tincion: 0,5 g Azul Comassie G-250, 100 mL acido acético glacial, 212 mL
isopropanol 95% y 688 mL agua destilada.

Solucion de decoloracién: 450 mL metanol, 100 mL acido acético glacial y 450 mL agua

destilada.

2.6.2.3. Técnica

Los geles fueron preparados para electroforesis vertical de tipo discontinuo en un sistema de

montaje del tipo Mini-Protean Tetra cell (Bio-Rad). Primero se preparaba el gel inferior de 1,5 mm de

grosor afiadiendo los volumenes apropiados de reactivos, en el mismo orden y tal como se recoge en

la Tabla 2.13. El porcentaje de acrilamida varié segun la proteina a determinar, asi, se empled el 10%
de acrilamida para la deteccién de G6PDH, IDH-NADP®, EM, Ser-DH y el 12% para la deteccién de la

Ala-AT.

Antes de anadir el PSAM y TEMED se desgasificaba la disolucidon, para que el oxigeno disuelto

gue pudieran contener no retrasase la polimerizacién. Después de desgasificar, se afiadia PSAM vy

TEMED, se agitaba la mezcla rapidamente y se vertia por el espacio que queda entre los dos cristales.

Se dejaba polimerizar, poniéndole un frente de aproximadamente 0,5 mL de isopropanol para evitar
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deformaciones, y concluida la polimerizacién del gel separador, se retiraba el isopropanol y se afiadia
el gel concentrador al 4%, inmediatamente se colocéd un peine de plastico, con cuidado que no
queden burbujas de aire atrapadas, para formar los pocillos donde se afadiria la muestra. Una vez
polimerizado, se retira el peine con cuidado y se lavaban los pocillos.

Tabla 2.13. Protocolo para la preparaciéon de geles para la SDS-PAGE de tejido
hepatico y muscular de doradas

Gel Inferior 10% Gel Inferior 12% Gel Superior 4%

H,0 miliQ 8,07mL 6,75 mL 2,995 mL
Tampodn (4X) gel inferior 5mL 5mL -
Tampodn (4X) gel superior - - 1,25 mL
Acrilamida 30% 6,67 mL 8,028 mL 0,67 mL
SDS (10%) 200 plL 200 plL 50 ulL
Desgasificar

PSAM (10%) 80 L 80 L 25 L
TEMED 50 pL 50 pL 10 uL

Los datos que se recogen en la tabla son para preparar 2 geles de 1,5 mm de grosor.

Las muestras correspondientes a los extractos de higado y musculo, se mezclaban con tampén
de muestra “SB 2X” en proporcién 1:1 (v/v) y se sometian al bafio maria a 95°C durante 5 minutos.
Después de sacar las muestras del agua deben conservarse a 4°C hasta su carga.

Se calculaba el volumen de muestra a cargar en cada pocillo con el fin de que en todas las
muestras cargadas en un mismo ensayo hubiese la misma cantidad de proteinas.

En cada gel se cargaba en una de las calles patrones de proteinas de pesos moleculares
conocidos y en otra se cargaba proteina pura, para G6PDH, IDH-NADP', EM y Ala-AT; o muestra de
mamifero para Ser-DH, que se utilizaban de referencia. En la seccién de reactivos y disoluciones se
describe detalladamente la preparacién de estas muestras. En el caso de las G6PDH, IDH-NADP'y
EM, en nuestros experimentos se cargaba del orden de 50 pg en el pocillo correspondiente.

En el resto de pocillos se carga el volumen de muestra apropiado, dejandolo caer suavemente.
En esta carga de las muestras, se realiza una normalizacién para cargar la misma cantidad de
proteina en todas las muestras desarrolladas por el gel. En el caso de G6PDH, IDH-NADP®, EM, se
puso un volumen correspondiente a una cantidad de proteina de 50 pg para higado y musculo; del
orden de 5 pl para higado y 2,5 plL para musculo. En la deteccién de la Ser-DH se necesité 200 g (20
pL) en higado y 250 pg (15 pL) en musculo.

Una vez cargadas las muestras en los pocillos, dentro de la cubeta de electroforesis con tampdn
de electroforesis, se conecta la cubeta a la fuente de alimentacion. La electroforesis se desarrolla a
voltaje constante empezando con 100 V hasta que el frente de electroforesis penetra totalmente en
el gel inferior subiendo a 200 V hasta el final de la electroforesis. Cuando el frente del colorante
llegaba aproximadamente a 1 cm del final del gel, se detenia la electroforesis. Todo el proceso se
desarrollaba a temperatura ambiente.
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I 2.6.3. Tincion del gel

Una vez terminada la electroforesis, se tifie un gel con Azul Coomassie (R 250) para colorear
todas las proteinas. El gel se incuba con la solucién de tincién durante 10 min con agitacién
constante. Posteriormente se incuba con la solucién decolorante hasta que el gel quede
transparente y se aprecien bien las proteinas. Esto corrobora que la electroforesis se ha desarrollado
correctamente.

I 2.6.4. Transferencia

Una vez se ha completado la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de polifluoruro de vinilideno o PVDF a la cual se quedaban unidas. De esta manera se inmovilizaban
las proteinas y se facilitaba la accesibilidad a dichas proteinas por parte de los reactivos de
deteccion. Los anticuerpos reaccionan especificamente con epitopos antigénicos de la proteina
inmovilizada en el soporte. Esta técnica es muy util para la identificacién y cuantificacién de
proteinas especificas a partir de mezclas complejas. Ademas, al llevarse a cabo la separacion
electroforética en condiciones desnaturalizantes, se eliminan los problemas de solubilizacidn,
agregacion y coprecipitacion de la proteina que nos interesa con otras inespecificas.

La transferencia de las proteinas del gel a la membrana se llevaba a cabo mediante una técnica
de electrotransferencia semiseca usando un equipo de Bio-Rad. Mediante esta técnica las proteinas
se transferian, desde el gel a la membrana, impulsadas por la accién de una corriente eléctrica que
atraviesa un “sandwich” formado por el gel, la membrana y, a ambos lados, papel de transferencia
humedecido en tampdn de transferencia.

2.6.4.1. Material y reactivos

- Tampon de transferencia: 25 mM Tris, 192 mM glicina y 20% (v/v) metanol.
- Papel absorbente “Whatman 3MM” o equivalente

- Membrana de PVDF (“Hybond” de Amershan-Pharmacia).

- Metanol 100%.

2.6.4.2. Técnica

La transferencia se llevd a cabo mediante un sistema de electrotransfferencia semiseca,
utilizando equipos “semi-dry Trans blot SD” de Bio-Rad.

En primer lugar se equilibra el gel con el correspondiente tampdn de transferencia durante 5
min, separando el gel concentrador del gel separador. Las membranas, antes de ser utilizadas, tienen
que activarse en metanol 100% (para hacerlas hidrofilicas) durante 15 segundos y posteriormente se
sumergen en agua miliQ durante 2 minutos; finalmente, se pasan a tampdn de transferencia, hasta
su colocacidn en el equipo.
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Para montar la transferencia se colocaba sobre la placa del equipo de transferencia (anodo), el
“sandwich” compuesto por papel Whatman, membrana, el gel y otro papel Whatman, en ese orden.
Se evitaban las burbujas, pasando un rodillo sobre los papeles de transferencia. Se conectaba la
fuente a la corriente y se llevaba a cabo la transferencia a 60 mA por membrana (8,5x6 cm), durante
1 hora. Transcurrido ese tiempo, se desconectaba la fuente de alimentacion y se desensambla el
montaje cuidadosamente. Se marcaba la orientacidn de la membrana en el mismo sentido en que
estaba marcado el gel, p.e. haciendo un corte en el extremo inferior derecho, con el fin de identificar
posteriormente el orden de las muestras. Puede identificarse cada una de las membranas que se
estan transfiriendo con un ndmero en el extremo superior derecho en una zona que no intervenga
en la separacion.

‘ 2.6.4.3. Eficacia de la transferencia

Para comprobar que la transferencia habia ocurrido con éxito, se tifie la membrana con Rojo
Ponceau (Sigma Aldrich, St Louis, MO (USA)). Para ello activamos la membrana en metanol 100% 15
segundos y de ahi a agua miliQ durante 2 minutos. Tefiimos con rojo y destefiimos con agua miliQ
hasta que se observen las calles de proteinas claramente, si la transferencia se ha desarrollado
adecuadamente.

I 2.6.5. Inmunoblotting

‘ 2.6.5.1. Fundamento

Las proteinas especificas van a ser detectadas al incubarlas con anticuerpos que reaccionan
especificamente con la proteina-antigeno inmovilizada en la membrana. Esta deteccidn
inmunoldgica se lleva a cabo en varias etapas. En primer lugar, se utiliza un anticuerpo especifico de
la proteina a detectar o anticuerpo primario, posteriormente un anticuerpo secundario conjugado
que reconoce al anticuerpo primario y ademas esta unido a peroxidasa. La peroxidasa hace posible la
deteccién y localizacién del complejo antigeno-anticuerpo por autorradiografia después de la
incubacién con un sustrato (“Lumigen PS-3”) que al ser transformado por la enzima, genera un
compuesto quimioluminiscente.

2.6.5.2. Reactivos y disoluciones empleadas

— Tampon de lavado TBS (1X): 132 mM NacCl, 20 mM Tris a pH 7,5.

—  Tampon de lavado TBS-T (1X): TBS con 0,1% (v/v) Tween-20.

—  Solucidn de bloqueo: TBS-T y 5% (p/v) leche desnatada en polvo (La Asturiana).
— Disolucidn de incubacidn con anticuerpo primario:

— Anticuerpo policlonal de conejo anti-G6PDH de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
(SIGMA, St. Louis, USA, ref. A9521) diluido 1/5000 en TBS-T (0,1%)-leche (5%).
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— Anticuerpo policlonal de conejo anti-IDH, citosdlica de higado de rata diluido 1/5000
en TBS-T (0,1%)-leche (5%). El anticuerpo fue cedido por el Dr. Sadaki Yokota, Biology
Laboratory, Yamanashi Medical university, Yamanashi, Japon.

— Anticuerpo monoclonal de ratén anti-EM citosdlica de cerebro de vaca diluido 1/1000
en TBS-T (0,1%)-leche (5%). El anticuerpo fue cedido por el Dr. Ben Hamprecht,
Interfaculty Institute for Biochemistry, University of Tuebingen, Alemania).

— Anticuerpo policlonal de conejo anti-Ala-AT (Abnova). Diluido 1/1000 en TBST- (0,1%)-
leche (5%).

— Anticuerpo policlonal de conejo anti-Ser-DH de rata diluido 1/5000 en TBS-T (0,05%)-
leche (1,5%). El anticuerpo fue cedido por el Dr. Hirofumi Ogawa, Department of
Biochemistry, Toyama Medical and Pharmaceutical University, Faculty of Medicine,
Toyama, Japon.

— Anticuerpo de conejo anti-a actina de musculo de pollo (SIGMA, A 2668) diluido
1/1000 en TBS-T (0,1%) y anticuerpo

— Las incubaciones con actina eran de origen contrario a las incubadas con el resto de
anticuerpos, para evitar las posibles interferencias.

— Disolucién de incubacién con anticuerpo secundario:

— Anticuerpo de cabra anti-Ig G de conejo (SIGMA, A 4416) diluido 1/10000 en TBS-T

— Anticuerpo de cabra anti-lg G de ratén (Abnova, PAB0096) diluido 1/10000 en TBS-

T(0,1%) 6 TBS 1X (Ser-DH)

‘ 2.6.5.3. Técnica

Después de la transferencia, se procedia al bloqueo de las membranas. Se afiadia un volumen
de solucidn de bloqueo que recubria la membrana. La solucién de bloqueo estaba constituida por
TBS-T y leche desnatada al 5% (p/v). Se mantenia en agitacion suave a temperatura ambiente
durante 4 horas.

A continuacion se eliminaba el tampdn de bloqueo y se lavaban las membranas con TBS 1X
durante 10 min. Después de eliminar el tampdn de lavado se incubaban las membranas con la
solucién de anticuerpo primario. Esta fue diferente en funcién de la proteina a detectar, asi para
anti-G6PDH y anti-IDH-NADP" se empled una una dilucién 1/5000 en TBS-T (0,1%) y 5% de leche;
para anti-EM, Ala-AT y anti-a-actina la dilucidn utilizada fue 1/1000 en TBST (0,1%) y 5% leche; y para
Ser-DH se utilizo una dilucién de anticuerpo primario 1/5000 en TBS-T (0,05%) y 1,5% de leche. Todas
las incubaciones con anticuerpo primario se realizaron durante toda la noche en la cdmara fria (4° C).
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Electroforesis (SDS-PAGE)
100-200V(~1h)
Carga de proteina en higado y musculo: 50pug
para anti-G6PDH, anti-IDH-NADP*, anti-EM y
anti-AAT \l/

Transferenciasemiseca
120 mA /2 membranas (~ 1 h)

1lavado TBS 1X 5min
Agitacion vigorosay T2 ambiente

¥

Bloqueo de membrana
en TBS-T(0,1%)y 5% (p/v) leche en polvo
(~4h) T2 ambiente

¥

3 lavados TBS-T(0,1%) 5min
Agitacidn vigorosay T2 ambiente

Incubacién con solucion de anticuerpo primario
enTBS-T(0,1%)y 5%leche
“overnight” a 4°C y agitacion moderada
Para anti-G6PDH y anti-IDH-NADP*: dilucién 1/5000
Paraanti-EM, anti-Ala-ATy anti-a-actina: dilucién 1/1000

3 lavados TBS-T(0,1%) Smin Agitacion
vigorosay T2 ambiente

¥

Incubacién con solucién de anticuerpo secundario
enTBS-T(0,1%)y 3%leche
1haT2 ambiente y agitacion moderada
Anti-IgG mouse y anti-IgG rabbit: 1/10000

J

3 lavados TBS-T(0,1%) 5min Agitacién
vigorosay T2 ambiente

v

Revelado
ECL+PLUS (Amershany Sta. Cruz
Biotechnology)

Electroforesis (SDS-PAGE)
100-200V(~1h)
Carga deproteina: 200 pg en higadoy
250 pgen musculo paraanti-SDH

v

Transferenciasemiseca
120 mA /2 membranas(~1h)

1 lavado TBS 1X 5min
Agitacién vigorosay T2 ambiente

Bloqueo de membrana
en TBS-T(0,1%) y 5% (p/v) leche en polvo
(~4h) T2 ambiente

v

3 lavados TBS-T(0,1%) 5min
Agitacién vigorosay T2 ambiente

y

Incubacion con solucién de anticuerpo primario
enTBS-T(0,05%) y 1,5%leche
“overnight” a 4°C y agitacién moderada
Anti-Ser-DH:dilucién 1/5000

1 lavados TBS 1X 10min
Agitacién vigorosay T2 ambiente

Incubacién con solucion de anticuerpo secundario
enTBS 1X
1h aT2 ambiente y agitacion moderada
Anti-lgG rabbit: 1/10000

V

1lavados TBS 1X 10min
Agitacién vigorosay T2 ambiente

V

Revelado
ECL+PLUS (Amershany Sta. Cruz
Biotechnology)

Figura 2.22. Esquema del protocolo de “western blotting” realizado en este trabajo. A la izquierda se representa el
protocolo seguido, en muestras de higado y misculo, para las detecciones de las proteinas anti-G6PDH, anti-IDH-NADP+,
anti-EM, anti-Ala-AT y anti-a-actina. A la derecha se observa el protocolo seguido para la deteccién de anti-Ser-DH en

higado y musculo blanco.
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Acabada la incubacion, se recuperaba el anticuerpo primario y se lavaban las membranas 3
veces con TBS-T (0,1%) durante 5 minutos. Para anti-Ser-DH se realizd 1 Unico lavado de 10 minutos
en TBS 1X. La agitacidn era vigorosa y a temperatura ambiente. Se eliminaba el tampdn de lavado y
se afiadia la solucién de anticuerpo secundario a una dilucion 1/10000 en TBS-T (0,1%) y 3% de leche,
a excepcioén de la Ser-DH que la solucién no llevaba Tween-20, ni leche. La incubacion se realizé en
agitacion suave y a temperatura ambiente durante 1 hora.

Se eliminaba el anticuerpo secundario y se hacian 3 lavados en TBS-T (0,1%) de 5 minutos cada
uno de ellos. Para la deteccién de Ser-DH, este lavado fue Unico y se realizé en TBS 1X durante 10
minutos. A continuacién se procedia al revelado de las membranas.

La sefial detectada en la proteina de interés se normalizo respecto a la dada por una proteina
constitutiva, en concreto en nuestro caso, como proteina constitutiva se usé la a-actina. Por ello,
paralelamente a la inmunodeteccién con cada anticuerpo, se incubaban las mismas membranas con
el anticuerpo policlonal anti-a-actina (Sigma, A 2668) en TBS-T (0,1%) y leche al 5% (p/v) a una
dilucion de 1:1000. En la Figura 2.22 se describe el procedimiento seguido para la deteccién de las
diferentes proteinas descritas anteriormente.

I 2.6.6. Revelado

El revelado de las muestras se llevé a cabo bajo las condiciones que se detallan en los siguientes
apartados.

2.6.6.1. Fundamento

El anticuerpo secundario estda unido a peroxidasa. La peroxidasa cataliza la oxidacion del
luminol que pasa a un estado excitado, el cual emite energia luminosa cuando vuelve a su estado
inicial. Esta luminiscencia puede ser captada por autorradiografia, en una pelicula fotografica.

2.6.6.2. Reactivos

—  Sistema de deteccién mediante quimioluminiscencia: Kit de intensificacion “ECL+Plus” de
Amershan y Santa Cruz Biotechnology; ambos estaban compuestos por una solucién A y B. La
cantidad empleada de cada uno de ellos era la misma. Para cada membrana se empleaba 1,5 mL
(0,75 mLde Ay 0,75 mLde B).

Un sistema anélogo también se empled en el revelado. Este se preparaba a partir de unos
ingredientes, tal y como se detalla en |la Tabla 2.14.
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Tabla 2.14. Protocolo de preparacion de la disoluciéon para la deteccion de

quimioluminiscencia
Solucion A Solucién B
Preparacién 50 mg de Luminol en 200 mL de 11 mg de &c. P-coumdrico en
Tris-HCI 0,1 M pH 8,6. 11 mL de DMSO.
Conservar protegido de la luz a Conservar protegido de la luz a
4°C temperatura ambiente

Al utilizar, mezclar 3 mL de Solucién A con 30 pL de solucién de solucién B y con 0,9 pL de H202 al 30% por
cada membrana a revelar

- Disolucion de revelado: Revelador de peliculas autorradiograficas de ILFORD en
proporcién (1/9) (v/v) en agua destilada

- Disolucién de fijacion: Fijador marca ILFORD, en proporcién % (v/v) en agua destilada. El
revelador y el fijador deben mantenerse en oscuridad, si estdn diluidos.

2.6.6.3. Técnica

Las membranas se escurrian y se disponian sobre una superficie de cristal limpia y plana. Sobre
ellas se aplicaba una mezcla de deteccién preparada previamente tal y como se indica en la seccidn
de reactivos que las recubria por completo. La incubacidén se mantenia 5 minutos. Se eliminaba el
exceso de solucién de revelado y se pasaban a un “cassette” de autorradiografia, entre un plastico
transparente. Sobre las membranas se colocaba una pelicula sensible y se mantenian en contacto un
tiempo de exposicidn variable dependiendo de la intensidad luminosa, que en nuestro caso variaba
entre 5y 60 minutos.

El revelado de la pelicula, se realiza sumergiendo la pelicula en revelador, hasta que aparezcan
las bandas. Se pasa la pelicula al fijador, y, por ultimo, se lava con agua miliQ y se deja secar.

Las imagenes se escanearon y fueron analizadas y cuantificadas utilizando el programa Multi
Gauge (Fuiji Film Europe, TK Tilburg, Holanda). Todos los westerns fueron cuantificados mediante el
procedimiento “Profile” del programa, restando el fondo de la pelicula. La intensidad de cada banda
fue normalizada por la intensidad de la actina correspondiente. El estudio de activacion o induccion
de las distintas proteinas se realizd refiriendo las intensidades normalizadas de cada una de las
muestras respecto a la intensidad normalizada de la banda control, a actina. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias de densidad éptica (U.A.)
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2.7. Analisis del patréon global de expresion de proteinas (proteoma) de higado de
dorada mediante electroforesis bidimensional (2-DE) y espectrometria de masas
(MALDI-TOF)

El procedimiento seguido en este trabajo para el andlisis del proteoma del higado de dorada
puede dividirse en cinco etapas: 1) Preparacidon de las muestras, 2) Separacion de las proteinas
mediante electroforesis bidimensional (2-DE), 3) Tincién de los geles, andlisis de las imagenes y
eleccién de los las proteinas de interés, 4) Digestion con tripsina de las proteinas seleccionadas y
determinacion de la masa molecular o secuencia parcial de espectrometria de masas (MS),y, por
ultimo, 5) Identificacién de las proteinas analizadas e interpretacién de los resultados (Figura 2.23).

Preparacion de la muestra
(lisis celular, extraccion de las proteinas, fraccionamiento...)

l

Electroforesis bidimensional (2-DE)
(IEF + SDS-PAGE)

!

Tincion de los geles / Analisis de la imagen
(comparacion de los geles, eleccion de la proteina de interés...)

!

Identificacion de las proteinas
(Seleccidn y corte de las manchas, digestidn con tripsina, y determinacion de la
masa molecular o secuencia parcial por espectrometria de masas (MALDI-TOF)

!

Interpretacidn de los resultados
Funcion bioldgica / Rutas metabdlicas implicadas
(busqueda de bases de datos)

Figura 2.23.: Esquema del procedimiento experimental seguido en el estudio de proteémica realizado
basado en 2-DE v HPLC-MS.
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I 2.7.1. Preparacion de la muestra

‘ 2.7.1.1. Fundamento

La preparacion de la muestra es el paso mas importante para la obtencién de geles
bidimensionales donde es posible identificar un elevado nimero de proteinas de forma
individualizada. La finalidad de la optimizacion de los protocolos de extraccién de proteinas es
visualizar el mayor nimero de proteinas posible, para lo cual es necesario separar fisicamente cada
una de las proteinas que forman parte de los complejos y agregados presentes en las células.
Durante el proceso de preparacion de las muestras es importante eliminar el mayor nimero posible
de compuestos que puedan provocar algun tipo de interferencia o fendmeno indeseado, como sales,
polisacaridos, fenoles (Rabilloud et al., 1997).

2.7.1.2. Reactivos

- Tampdn de extraccion de las proteinas, pH 8:
-Urea8 M
-DTT 20 mM
-Tris-HCI 100 mM
- SDS 1%(p/v)
- PMSF 0,75 mM en isopropanol
- 2-D Clean-up Kit de GE Healthcare, ref.: 80-6484-51
- Sistema para la determinacion de la concentracion de proteinas: CB-X Assay de GBiosciences.

2.7.1.3. Técnica

Para el estudio de protedmica se utilizé tejido hepatico intacto congelado a -80°C, desde el dia
de la extraccidn del higado del pez, a los 195 dias de ensayo experimental. El tampdn de extraccién
de la proteina consistia en urea 8 M, DTT 20 mM, Tris-HCI 100 mM, SDS 1% y PMSF 0,75 mM disuelto
en isopropanol, pH 8. La cantidad exacta de higado en el tampdn fue de 0,1 mg de tejido por cada
1,5 mL de tampdn de extraccion de proteina. Se utilizaron 6 réplicas por tratamiento experimental.
Las muestras disueltas en el tampdn se mantuvieron 1 hora a T2 ambiente y en agitacion moderada a
intervalos de 15 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 10000g, a 4°C, 15 minutos. El
precipitado se desechd, y con el sobrenadante se prepararon alicuotas de 200 pL. Con una de las
alicuotas se determind la concentraciéon de proteinas mediante el sistema CB-X de GBiosciences (Ref.
786-12XT).

Para la realizacidn de los estudios de protedmica se contd con la asistencia técnica de la Unidad
de Protedmica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Cérdoba que es
miembro del “ProteoRed network” Instituto Nacional de Protedmica.
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I 2.7.2. Electroforesis bidimensional (2-DE)

‘ 2.7.2.1. Fundamento

La electroforesis bidimensional es una técnica de alta resolucién, capaz de resolver mezclas
complejas de proteinas en un Unico evento experimental. Se trata de la técnica mas eficiente para
conseguir la separacion e individualizacién de proteinas pudiendo separar incluso miles de proteinas
en un unico gel bidimensional. Esta técnica consiste en la aplicacion sucesiva de dos técnicas se
separacioén, un isoelectroenfoque (primera dimension) y una SDS-PAGE (segunda dimension). En la
primera, las proteinas se separan de acuerdo con su punto isoeléctrico (pl), y en la segunda, segun su
masa molecular. El desarrollo de gradientes inmovilizados y preestablecidos de pH (“IPG Immobilized
pH gradient strips”) ha contribuido sustancialmente a la gran acogida de esta técnica (Gorg et al.,
1988a y b). Estos gradientes de pH inmovilizados han dado lugar a una gran reproducibilidad entre
experimentos, permitiendo una mejor comparacion entre los resultados obtenidos. En la actualidad
es posible disponer de un amplio margen de gradientes de pH con extremos comprendidos entre pH
3,0 a pH 12,0. Esto permite al investigador incrementar mucho la capacidad de resolver el elevado
nimero de proteinas presente en una determinada muestra. La aplicacion de la técnica de
electroforesis bidimensional en este trabajo ha permitido identificar un nimero elevado de
proteinas involucradas en el metabolismo del higado de dorada.

2.7.2.2. Reactivos

- Tiras de isoelectroenfoque, Immobiline DryStrip Gels pH 3-10, 18 cm, GE Healthcare (Ref:
17-6002-44)
- Tampon de rehidratacion:
- Urea 8M
- CHAPS 4% (p/v)
- Azul de bromofenol (trazas)
- Aceite mineral
- Acrilamida
- TEMED
- Persulfato amonico (PSAM)
- Tampodn de equilibrado:Tris-HCI 375 mM, pH 8,8; urea 6 M; glicerol 20% (v/v); SDS 2%
(v/v), hasta 250 mL.
- Tampon de electroforesis:
- Tris 25mM
- Glicina 192 mM
-SDS 0,1% (p/v)
- Agarosa de sellado 0,5% (p/v) en tampdn de electroforesis
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2.7.2.3. Técnica

Para el desarrollo de la electroforesis bidimensional (2-DE) se empled el sistema Protean IEF
System (BioRad Laboratories) y el sistema de Electroforesis-2D Plus Dodeca Cell Protean ® (BioRad
Laboratories).

Para la primera dimension, las muestras se colocan en contacto con tiras de isoelectroenfoque
(IPG, strip) de 18 cm de longitud, con gradiente lineal inmovilizado de pH 3-10. Para mejorar la
separacion de las proteinas de la zona basica, el IEF se realizé por cup-loading. Esta técnica consiste
en la aplicaciéon de la muestra directamente sobre el extremo bdsico de la tira previamente
hidratada. Las tiras fueron hidratadas en tampén de rehidratacién durante un periodo de 12-18
horas a 20°C. Posteriormente, se aplicaba el extracto proteico en la zona basica de la tira IEF y se
recubria la tira con aceite mineral para evitar la evaporacién y precipitacién de la urea. El
isoelectroenfoque se realizd a 20°C aplicando una corriente de 50 pA/gel y segln la rampa de
voltajes descrita en la Tabla 2.15.

Tabla 2.15. Programa de isoelectroenfoque de extractos de proteina total

Paso Voltaje /V) Tipo gradiente Duracion (h:min) Voltios-hora (Vh)

50 Rampa rapida 6:00 -
2 500 Rampa lineal 1:30 --
3 1000 Rampa lineal 1:30 -
4 2000 Rampa lineal 1:30 --
5 4000 Rampa lineal 1:30 --
6 8000 Rampa lineal 2:00 --
7 8000 Rampa rapida - 60000

Los geles de acrilamida empleados para la segunda dimensiéon se realizaron a una
concentracién de acrilamida del 11% (p/v). A esta soluciéon de acrilamida se le afiadid los
catalizadores TEMED vy persulfato amodnico para iniciar la polimerizacion de la acrilamida. A
continuacion, la mezcla de poliacrilamida se vertié en el recipiente de polimerizacién, donde
previamente se habian colocado los casettes de vidrio de un tamafo aproximado de 180x245x1 mm,
en el interior de los cuales se forman los geles. Para mantener el gel humedecido y obtener un frente
recto se afiadid 2 mL de agua miliQ durante 1 h, tiempo aproximado de polimerizacién de los geles
en camara fria.

Para una buena separacion de las proteinas segin su peso molecular es necesario tratar a las
proteinas isoelectroenfocadas con agentes desnaturalizantes, como el SDS, que al mismo tiempo que
desnaturaliza y despliega las proteinas, se une a ellas de forma proporcional a su peso molecular
dotandolas de carga negativa, con agentes reductores como el DTT que se encarga de reducir los
puentes disulfuro y con agentes alquilantes como la iodoacetamida (IAA) que alquilara los grupos SH
reducidos anteriormente y evitard su posterior oxidacion. Estos tratamientos constituyen la fase de
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equilibrado de las muestras (Thongboonkerd y Klein, 2004). De este modo, las tiras de IEF se
pusieron en contacto con 5 mL de tampdn de equilibrado conteniendo 2 g/100 mL de DTT durante
20 minutos en agitacion y a continuacion se equilibraron durante 20 minutos en agitacién con 5 mL
del mismo tampdn de equilibrado, pero sustituyendo el DTT, por 2,5 g/100 mL de IAA.

Finalizada la polimerizacion de los geles y equilibrado de las tiras de IEF; hay que depositar las
tiras de IEF equilibradas sobre la superficie de los geles de acrilamida. A continuacion, en el extremo
basico de la tira se colocd un aplicador impregnado con 5 uL de marcadores de peso molecular que
se usé como referencia para determinar la velocidad electroforética de las proteinas en el gel, y el
conjunto se sellé con agarosa al 0,5%. Posteriormente, se colocaron los geles en la cubeta de
electroforesis, se afiadié el tampdn de electroforesis. La separacion electroforética se realizé en una
etapa de 30 min. a 2,5 W/gel seguida de otra etapa de 5 horas a 12-17 W/gel, aproximadamente.

I 2.7.3. Anadlisis de la imagen

‘ 2.7.3.1. Fundamento

Tras la separacidn de proteinas mediante electroforesis bidimensional, es necesario aplicar un
método de tincidn que sea capaz de revelar la presencia y posicion de las diferentes especies
proteicas en el gel de acrilamida.

Los geles bidimensionales, que contienen proteinas tefidas con alguno de los protocolos
mencionados anteriormente, deben ser escaneados con la finalidad de obtener una imagen digital
de los mismos. La obtencion de esta imagen digital permite llevar a cabo una serie de analisis como
son la deteccion de puntos (especies proteicas), eliminacidn del ruido de fondo, creacion de geles
promediados, estimacidon del punto isoeléctrico y peso molecular de cada uno de los puntos
presentes, determinacion de la intensidad de los puntos, cuantificacién y comparacién del patrén de
manchas generado por diferentes geles. Los resultados obtenidos con este tipo de andlisis de las
imagenes permiten la comparacién cualitativa de los perfiles de expresidén de proteinas e identificar
los cambios en la expresion de proteinas como consecuencia de un tratamiento o condicion
experimental. Después del andlisis de las imagenes escaneadas de geles tefiidos y de los puntos
presentes en el gel es necesario recuperar los puntos (proteinas) de interés recortdndolos de cada
uno de los geles bidimensionales elaborados con ayuda de un bisturi para su procesamiento
posterior.

2.7.3.2. Técnica

Una vez acabado todo el proceso de electroforesis, se procedia a la tincién de los geles con
SYPRO Ruby (BioRad Laboratories, Ref. 170-3125). El SYPRO Ruby es un fluorocromo que permite la
deteccidn de proteinas por fluorescencia. Es una técnica compatible con la espectrometria de masas
y el revelado posterior con anticuerpos.
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Los geles se depositan en cubetas de tamafio apropiado y se cubren durante 30 minutos con
una disolucidn de fijacion que contiene metanol 10% (v/v) y acido acético 7% (v/v). A continuacion
los geles se incuban durante 3 horas con agitacidn en la disolucién comercial de SYPRO Ruby. Los
recipientes de incubacién se cubren completamente con papel de aluminio para evitar el contacto
con la luz durante todo el proceso. Posteriormente los geles se aclaran con metanol al 10% (v/v)-
acido acético 7% (v/v) durante 60 min. Finalmente se lavan con agua antes de su visualizacion en el
Sistema Fluor-S MAX2 Multimager de BioRad.

Las imagenes de alta resolucion generadas se almacenaron en formato tiff. Para asegurar la
reproducibilidad de la técnica y un analisis de resultados apropiado se realizaron 3 geles por
tratamiento. Las imagenes se normalizaron respecto a todas las proteinas (spots) detectadas en
todos los geles analizados. Para el analisis de las proteinas se utilizé el programa informatico
PDQuest (v7.1, Bio-Rad). Inicialmente, las proteinas que se detectan corresponden a una “sobre-
expresion” de al menos 3 veces con respecto a cualquier otro punto de muestreo considerado.

I 2.7.4. Identificacion de las proteinas analizadas

‘ 2.7.4.1. Fundamento

Las recientes mejoras introducidas en las técnicas de espectrometria de masas y el desarrollo
de herramientas bioinformaticas permiten la identificaciéon satisfactoria de un gran nimero de
proteinas presentes en los tejidos incluso a bajas concentraciones (femtomolar) basandose en la
informacion en forma de espectros masas de péptidos (peptide mass fingerprint-PMF-) obtenidos
por digestion triptica de las proteinas recuperadas de geles de acrilamida (Shevchenko et al., 19963;
Shevchenko et al., 1996b).

En la actualidad existen dos técnicas de espectrometria de masas ampliamente utilizadas para
el andlisis de las proteinas en los geles bidimensionales. La primera es la espectrometria de masas
mediante MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight) y andlisis de
huellas peptidicas (PMF). La segunda técnica es la espectrometria de masas en tandem alimentada
por un cromatégrafo de liquidos (LC/MS-MS). La ionizacion se realiza a presion atmosférica (API)
mediante la generacién de un electrospray (ESI).

El espectrometro puede trabajar en modo masas-masas para fragmentar los péptidos ionizados
previamente generados mediante digestion con tripsina en gel. Esta segunda fragmentacién de
péptidos parentales (secuenciacion de novo) permite que las identificaciones de las proteinas de
interés se realice en base a secuencias, que son mas especificas que las huellas peptidicas (Taylor y
Johnson, 1997; Taylor y Jonhson, 2001). En este estudio se ha realizado la identificacion de proteinas
por huella peptidica utilizando un analizador de masas por MALDI/TOF-TOF.
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La identificacién de proteinas mediante la utilizacidén de la técnica de MALDI-TOF y analisis del
mapa peptidico resultante (peptide mass fingerprinting-PMF-) se ha convertido en una herramienta
de trabajo fundamental y ampliamente aceptada en los estudios de identificacion de proteinas y
como complemento a la separacién de proteinas mediante electroforesis bidimensional (Wilm et al.,
1996).Las proteinas recuperadas de geles de acrilamida son digeridas mediante el empleo de
proteasas, generalmente tripsina, que actuan sobre sitios de corte especificos.

A continuacidn, se determina mediante espectrometria de masas, las masas de los fragmentos
(péptidos) generados en la digestion con tripsina. Posteriormente, mediante la utilizacion de
herramientas informaticas que son capaces de comparar los listados de masas generados de forma
experimental con las masas tedricas resultantes de digerir con tripsina las secuencias disponibles en
bases de datos se logra identificar la proteina de interés.

Las bases de datos pueden ser secuencias de aminodcidos o bien las secuencias de nucledtidos
que codifican para cada una de las proteina). Se trata de una técnica que cuenta con una doble
ventaja, su elevada sensibilidad y su elevado rendimiento para procesar un gran numero de
muestras en un breve espacio de tiempo.

Los componentes basicos del MALDI-TOF son cuatro: una fuente de iones que ioniza las
muestras mediante la incidencia de un laser de nitrégeno con una longitud de onda de 337
nanémetros y genera iones en fase gaseosa en una camara a vacio (MALDI), un analizador que
separa los iones atendiendo a su ratio masa/carga (m/z) (TOF), un detector encargado de detectar
los iones y un sistema de datos que se encarga de convertir la sefial recibida por el detector en una
grafica en la pantalla.

La determinacién de los ratios masa/carga de los péptidos generados como consecuencia de la
digestion enzimatica de las proteinas a estudio constituye una excelente prueba de las estructura e
identidad de las proteinas, siempre y cuando disponga de una base de datos suficientemente amplia
para el organismo estudiado. En esta técnica, las muestras digeridas con tripsina son embebidas en
una matriz de bajo peso molecular que es capaz de absorber la energia de un haz de luz laser que
incide sobre la muestra y que induce el proceso de ionizacién de los péptidos.

Los diferentes iones generados se separaran con su ratio masa/carga (m/z) en el interior de un
tubo sometido a una diferencia de potencial. Los iones, en funcion de su relacion m/z, alcanzaran
una determinada velocidad que sera proporcional al tiempo de vuelo del ién por el tubo. Esto es, los
iones cuanto mas pequefios, antes llegaran al detector. El detector situado al final del tubo de vuelo
es capaz de medir el nUmero de iones que alcanzan el detector en un momento determinado
(intensidad).

Existen espectrémetros de masas que combinan dos analizadores TOF consecutivos separados
por una camara de fragmentacion, son los MALDI/TOF-TOF. Estos equipos permiten hacer analisis de
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masas en tandem, es decir, permiten que un determinado péptido que ha pasado por el primer
analizador de masas (TOF) pueda fragmentarse a su vez y determinarse la masa de los péptidos
secundarios generados (MS-MS). El analisis de los fragmentos completa la informacion inicial y
puede incluso usarse para determinar la secuencia de determinados péptidos.

En nuestro caso, se han realizado fragmentaciones MS-MS de hasta doce péptidos de cada
“spot”, segun la calidad del espectro. Una vez obtenido el perfil de masas se compara con bases de
datos que contienen informacion acerca de la secuencia genética de los organismos estudiados y de
las proteinas que codifican.

La identificacion satisfactoria de una proteina analizada mediante este proceso depende en
gran medida de la cantidad de informacion existente de las proteinas estudiadas, del algoritmo
utilizado para la busqueda (que permite asociar una probabilidad que mide la efectividad de cada
una de las busquedas) y de la reproducibilidad de los experimentos elaborados.

2.7.4.2. Técnica

El procedimiento que se describe a continuacién se empled con aquellos “spots” que mostraron
diferencias significativas entre tratamientos. En primer lugar, las proteinas de interés se recortaron o
picaron del gel automaticamente en una estacion Investigador ProPic (Genomic Solutions). Los
fragmentos del gel resultante se digirieron con tripsina también de manera automatica en una
estacion Progest (Genomic Solutions) con las siguientes condiciones:

- dos pasos de destincién de 30 minutos con 40% acetonitrilo/100 mM bicarbonato
amonico;

- dos rondas de lavado con 25 mM bicarbonato amdnico durante 5 minutos y 25 mM
bicarbonato amdénico/50% acetonitrilo durante 15 minutos, respectivamente;

- deshidratacién con 100% acetonitrilo durante 5 minutos y secado de la muestra;

- hidratacion con 10 pL de tripsina a 12,5 ng/ uL en 25 mM bicarbonato amadnico durante
10 minutos a temperatura ambiente;

-y posterior digestion en microondas durante 10 minutos.

La digestion se detuvo afiadiendo a cada muestra 10 pL de una solucién de TFA al 0,5% en agua.
Los péptidos resultantes de la digestion con tripsina, se purificaron de manera automatica en una
estacion Pro MS (Genomic Solutions), mediante una microcolumna de resina C18 (ZipTip, Millipore),
eluyéndose directamente con una solucién de matriz (5 mg/mL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico
en 70% acetonitrilo/0,1% TFA) sobre la placa MALDI en un volumen de 1uL.

Tras la cocristalizacion sobre la placa, las muestras se analizaron mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF/TOF para obtener la huella peptidica (MS) en un espectrémetro 4800 Proteomics
Analyzer (Applied Biosystems) equipado con extraccion retardada y refletor en modo positivo. Se
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realizé calibracién interna de los espectros utilizando las relaciones m/z de los péptidos resultantes
de la autolisis de la tripsina porcina (M+H+=842,509; M+H+=2211,104), obteniéndose de esta
manera una precision en la medida de las m/z de +20 ppm. De cada muestra se obtuvieron espectros
de fragmentacién (MS/MS) de las 12 m/z mas intensas.

I 2.7.5. Interpretacion de los resultados

‘ 2.7.5.1. Fundamento

La identificacion de las proteinas, enzimas y sus funciones cataliticas necesariamente
desemboca en una discusién sobre los procesos biolégicos y mecanismos moleculares implicados.
Los continuos y rapidos avances en las técnicas y herramientas informaticas utilizadas para el estudio
de conjuntos de proteinas y de los procesos bioquimicos implicados han arrojado una gran cantidad
de informacion valiosa acerca del origen de diferentes alteraciones que pueden sufrir los organismos

vivos.

Esto ha originado que algunos autores hayan manifestado la posibilidad de un cambio de una
“era gendmica” a una “era protedmica”. Sin embargo, a pesar de que la identificacion de proteinas
utilizando analisis de manchas que proceden de geles bidimensionales mediante espectrometria de
masas se ha establecido como una herramienta ampliamente utilizada, la cantidad (y calidad) de las
identificaciones obtenidas utilizando estas técnicas depende en gran medida de la existencia previa
de bases de datos con gran parte de la informacidn genética del organismo (tejido, células...)
estudiado.

Por esta razon, existe una necesidad de secuenciar el mayor nimero de organismos posible y
de aumentar el nivel de conocimientos sobre la naturaleza de las proteinas que codifican (Larsen y
Roepstorff, 2000).

2.7.5.2. Técnica

Para la identificacidn de proteinas mediante huella peptidica (PMF) los espectros obtenidos en
el andlisis de MALDI-TOF se trataron ajustando una linea base, eliminando el ruido y realizando un
deisotipado de los picos para generar un listado de valores que correspondian con los iones
monoisotopicos de cada péptido detectado. Posteriormente, se realizd la busqueda en la base de
datos NCBI no restringida (National Center for Biotechnology Information, USA).

La busqueda se realizd combinando los resultados de la huella peptidica (MS) con las
posteriores fragmentaciones (MS/MS). Se realizé6 una busqueda combinada (MS + MS/MS). Si las
fragmentaciones eran buenas, el programa las tenia en cuenta para la busqueda aumentando asi el
éxito en la identificacion. Si no eran buenas, buscaba sdlo por huella peptidica. Como motor de
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busqueda se utilizé el programa MASCOT (Matrix Science, Londres, Reino Unido). Para realizar estas
busquedas se tuvieron en cuenta todos los grupos taxondmicos (no se pusieron limites en la
categoria taxondmica), tripsina como enzima de digestidon, las cisteinas se consideraron
carbamidometiladas y se tuvo en cuenta la oxidacion de las metioninas, la formacién de
piroglutamico y la posible acetilacién del extremo N-terminal.

En los informes obtenidos del motor de busqueda aparecen los siguientes términos:

- “Protein score”. Es una puntuacién que da el motor de busqueda (MASCOT) a cada
identificacidn, seguln un sistema probabilistico basado en la distribucién de las masas de
los péptidos segln la masa de la proteina a la que pertenecen (sistema Mowse).

|(I

- “Protein score C.I. %”. Es el interval de confianza para el “protein score”. Cuanto mds
cerca esté de 100, mas fiable es la busqueda, pero para tener seguridad debe estar por
encima del 99%.

- “Peptide count”. El motor de busqueda busca coincidencias entre las masas de los
péptidos experimentales y las masas de los péptidos tedricos. El nimero de péptidos
gue consigue emparejar es el denominado “peptide count”.

- En el caso de que las fragmentaciones de péptidos por MS-MS hayan sido buenas y las
haya usado en la busqueda aparecen otros dos parametros:

- “Total lon Score”. Suma de los “protein score” de cada uno de los iones fragmentados.

- “Total lon Score C.l. %”. Intervalo de confianza para el “total ion score”. Por encima de

un 95% vya seria significativo.
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I 2.8. Estudio histolégico

Una forma de de conocer las modificaciones estructurales que se puedan producir en los
tejidos de las doradas atribuibles a la accién de acido maslinico consiste en determinar por medio de
técnicas de microscopia Optica y electrdnica la ultraestructura de estos tejidos.

El estudio histolégico se realizd a los 195 dias de duracién del ensayo experimental. La toma de
muestras se realizé en la piscifactoria “Azucarera del Guadalfeo”. Se pescaban 4 doradas por lote
experimental e inmediatamente se llevaban a hielo, para detener las reacciones metabdlicas Se
diseccionaban los peces y se les extraia el higado y musculo blanco. El corte de las muestras se hizo
lo mas limpio posible. Posteriormente estos tejidos eran fijados por inmersién y procesados segun se
detalla a continuacion.

I 2.8.1. Microscopia 6ptica

‘ 2.8.1.1. Reactivos

- Liguido de Bouin:

- 15 partes de una solucién acuosa saturada de acido picrico
- 5 partes de formalina, neutralizada com MgCO;
- 1 parte de &cido acético glacial

- Alcohol 70°, 90°, 96°, 100°

- Sulfato cuprico anhidro

- Benceno

- Parafina plastificada en pastillas

- Albumina

- Hematoxilina de Harris:
- Disolver 1 g de hematoxilina en 10 mL de alcohol absoluto (100°)
- Diluir 20 g de alumbre potasico de hematoxilina y alumbre potdasico al cabo de 24 horas
- Anadir 0,5 g de 6xido de mercurio
- Calentar teniendo cuidado de que la nueva solucién no hierva
- Dejar enfriar
- Filtrar

- Eosina:
- Preparar una solucién acuosa de eosina amarillenta al 1%
- Anadir 1 gota de acido acético por cada 100 mL de solucion

- Xileno
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2.8.1.2. Técnica

Las piezas de tejido que se empleaban para microscopia dptica correspondian a secciones de
higado, musculo blanco y corazén, de 1 mm de grosor aproximadamente. Estas piezas eran fijadas en
liquido de Bouin durante 48 horas. En este periodo de tiempo, se trasladaban las muestras al
Departamento de Biologia Celular de la Universidad de Granada, en donde se llevé a cabo toda la
parte procedimental.

Una vez concluido el proceso de fijacidn, se procedio a la inclusion en parafina. Se usé parafina
plastificada en pastillas de punto de fusién 56-58°C. El proceso de inclusién consistia en una serie de
etapas que se detalla a continuacion:

1. Lavar en alcohol de 70°C (renovando dos veces como minimo)

2. Deshidratar en alcohol 90°C (2 veces), alcohol 96°C (2 veces), alcohol 100°C (3 veces), con
una duracién de 30 minutos a 2 horas cada lavado de alcohol. Finalmente, se asegura la
completa deshidratacion de las muestras, sumergiéndolas en alcohol 100°C con sulfato
cuprico anhidro (2 veces), durante un tiempo de 15 minutos a 1 hora.

3. Se someten las muestras a dos bafios sucesivos de benceno terminando el segundo en
estufa a 60°C, durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 1 hora, y se prosigue en
estufa con dos bafios mas de una mezcla 1:1 de benceno-parafina (de 30 minutos a 1 hora).

4. Impregnar con parafina en estufa a 60°C, durante un tiempo comprendido entre 18-24
horas.

5. Confeccionar los bloques, colocando y orientando los tejidos adecuados segun su tamafio.
La orientacién de los tejidos en los moldes siguid alguno de los tres planos de simetria
(sagital, coronal o frontal y transversal u horizontal).

Una vez finalizado la inclusién en parafina, se realizan los cortes histoldgicos seriados de 5 um
de grosor mediante utilizacién de un microtomo de parafina (Leyca RM 2135). A continuacion las
tiras de los cortes se estiraron en un bafo de agua destilada a 45°C y después, con la ayuda de un
pincel, se recogieron en portaobjetos previamente numerados y albuminados con albimina de
Mayer para asegurar su adhesion. Finalmente, se procedio al secado de los portaobjetos con las tiras
de los cortes adheridos, en estufa a 37°C durante 12 horas.

Para poder observar las muestras, se realizaba una tinciéon con hematoxilina-eosina (Mallory,
1938) como método de rutina para el reconocimiento y estudio general de microscopia dptica de las
diferentes estructuras presentes en cada uno de los grupos experimentales. El procedimiento
seguido para la tincidn consistia en desparafinar los cortes en xileno; hidratar con una serie de
decreciente de alcoholes (100°, 96°, 90°, 70° y 50°); y se tefiia con hematoxilina durante 2 minutos.
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Posteriormente, se lavaba con agua corriente hasta que vire, adquiriendo una tonalidad azul-
negruzca (5 minutos). El siguiente paso consistia en la tincion con eosina durante 7 minutos,
seguidamente se deshidrataba con alcohol de 70° y luego con alcohol de 90°; se terminaba de
deshidratar con alcohol (96° y 100°), se aclaraba con xileno, y finalmente, se procedia al montaje
para visualizacién a microscopio optico.

I 2.8.2. Microscopia electréonica de transmision

‘ 2.8.2.1. Reactivos

- Glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 1% (1:1) en tampdn cacodilato 0,05 M, pH 7,4

- Cloruro de magnesio (MgCl;) 2 mM

- Tetréxido de osmio al 1%

- Etanol al 50%, 70%, 90% y 100%

- Azul de toluidina

- Acetato de uranilo

- Citrato de plomo

- Resina epoxi

- Ultramicrotomo (“Ultracut E”, Leyca con cuchilla de diamante Diamond de 45°)

- Microscopio electrénico de transmision (T.E.M.) “EM 902 Zeiss. 10 C” de 80 KV de
aceleracion.

2.8.2.2. Técnica

Las secciones, de 1-2 mm de grosor de higado, musculo blanco y corazén se fijaban
rapidamente con una solucion 1:1 de glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 1% en tampdn
cacodilato 0,05 M, pH 7,4 y cloruro de magnesio 2 mM, durante 4 horas a una temperatura de 4°C.
Transcurrido este tiempo se procedia al lavado de las muestras en tampdn cacodilato 0,1 M, pH 7,4y
cloruro de magnesio 2 mM repitiendo tres veces la operacidn, con una duracién de cada lavado de
20 minutos.

Tras la fijacion del tejido, éste se sumergia durante 2 horas en una solucién de tetréxido de
osmio al 1%, y a continuacién se procedia a un nuevo lavado con el tampdn cacodilato 0,1 M. Para
llevar a cabo la deshidrataciéon de la muestra, ésta se sometia a un gradiente creciente de etanol (50,
70, 90 y 100% de pureza), con un intervalo de 20 minutos entre cada uno. Los tejidos eran entonces
sometidos a infiltracién en una mezcla de etanol al 100% y resina epoxi durante 2 horas y en
agitacién continua.

Para la obtencién de los bloques definitivos las muestras se mantenian en resina epoxi pura
durante todo un dia y eran polimerizadas a 60°C. A partir de los bloques que contenian las muestras
infiltradas se efectuaba cortes semifinos de 1 um de grosor, que se tefiian con azul de toluidina. Los

153



==

Eva E. Rufino Palomares

cortes ultrafinos, de 700 A de grosor, eran efectuados con un ultramicrotomo y eran tefiidos con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Dichos cortes se colocaban en rejillas de cobre especiales de
para su visualizacién al microscopio electréonico de transmision.

Todo este proceso se realizd con la asistencia técnica de la Unidad de Microscopia Electrénica
del Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada.
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I 2.9. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM). Los efectos de
las diferentes condiciones nutricionales a lo largo del tiempo sobre todos los pardmetros estudiados
se han examinado usando el analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias, seguido por el test de
Duncan y la t-Student para comparaciones entre medias. Este analisis estadistico se ha realizado
usando el programa informatico SPSS vs 14.0. Las diferencias fueron consideradas como

significativas para p<0,05.
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I 2.10. Recursos técnicos e instrumentales

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion se han utilizado los recursos
instrumentales, medios técnicos e informaticos existentes en:

- Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular I, Universidad de Granada
- Departamento de Biologia Animal, Universidad de Granada

- Departamento de Biologia Experimental, Universidad de Jaén

- Departamento de Biologia Celular, Universidad de Granada

- Servicios Técnicos de Investigacion, Universidad de Granada

- Servicio Central de Apoyo a la Investigacién, Universidad de Cérdoba

- Departamento de Biologia Animal, Universidad de Valencia

Los ensayos in vivo de alimentacion, mantenimiento y toma de muestras de las doradas se
llevaron a cabo en las instalaciones de tierra de la piscifactoria “Azucarera del Guadalfeo” S.A,,
Division de Acuicultura Marina, Salobrefia, Granada.

El acido maslinico ha sido suministrado por el Grupo de Investigacion dirigido por el Dr. Andrés
Garcia-Granados del Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Granada.

Para la conservacion de las muestras y reactivos se han utilizado frigorificos Bauknech Designer
Style y congeladores de -20°C y -80°C marcas Zanussi y Revco, respectivamente. Las pesadas de
tejidos, reactivos y demas productos se han realizado en balanzas de precision Mettler Toledo
AG245 (rango de pesada 101 g + 0,0001 g). Las centrifugaciones se llevaron a cabo utilizando una
centrifuga refrigerada Kubota 5100 con un rotor RA/500, y una centrifuga Beckman TJB y una
ultracentrifuga Beckman Optima " LE-80K, U.S.A en un rotor de angulo fijo TY-50.

Las determinaciones de composiciéon corporal de doradas y dietas experimentales se han
realizado en el Departamento de Biologia Animal del la Universidad de Granada. Para la
determinacion de humedad corporal se empled una estufa Heraeus, para la cuantificacion de
cenizas, un horno Mufla; en la determinacién de proteinas, se utilizé un digestor Nitrokjel Dra. Y un
destilador marca Selecta; finalmente, para las determinaciones de lipidos corporales se usé un
extractor de grasas marca Buchi 810.

La determinacion de las velocidades de recambio proteico, concentracion de acidos nucleicos,
metabolitos y actividades enzimaticas se ha realizado en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular | de la Universidad de Granada. Para el estudio de recambio proteico y determinacion del
contenido en acidos nucleicos, se ha empleado un Termoblock marca Selecta, un rotavapor Univeba-
400 de Selecta acoplado a una bomba de vacio (Universal Vacuum System Plus) UVS400A de Savant.
La radiactividad se midié empleando un contador de Centelleo, marca Beckman LS6500, y el resto de
medidas espectrofluorimétricas en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B.
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El lector multiplacas Powerwave Instruments utilizado era de marca Bio-Tek. Con él se midieron
todos los andlisis correspondientes a las concentraciones de metabolitos y actividades enzimaticas.

Los ensayos de “Western-blot” se realizaron en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular | de la Universidad de Granada y en el Departamento de Biologia Experimental de la
Universidad de Jaén. Las electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE) se ha
realizado usando el sistema “Mini-Protean® 3 Cell” de Bio-Rad Laboratorios.

Las transferencias a membrana se hicieron con un equipo de electrotransferencia semiseca
“Trans-blot® SD Semi-dry Electrophoretic Tansfer Cell”. Como fuentes de alimentacién se usaron la
PowerPac 200 y PowerPac 1000. Las incubaciones de las membranas se han llevado a cabo utilizando
agitadores orbitales de la marca Heidolph Instruments, modelo Polimax 1040. Para el revelado por
quimioluminiscencia se ha utilizado un “casete” de autorradiografia Hypercassette ' de Amershan
Biosciences y peliculas para autorradiografia

En el estudio de protedmica, la electroforesis se realizé utilizando el sistema Proten IEF System
de Bio-Rad Laboratories y el sistema de electroforesis 2D Plus Dodeca Cell Protean, también de Bio-
Rad. La visualizacion de los geles se realizd en el Sistema Fluor-S MAX-2 Multimager de Bio-Rad. El
software informatico empleado para la visualizacidn de las manchas proteicas fue el PDQuest.

Para el estudio histoldgico, se utilizaron los microscopios épticos marca Olympus BX51 del
Departamento de Biologia Celular de la Universidad de Granada, y la microscopia electrdnica se
realizd utilizando los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. El microscopio electrénico de
transmision empleado fue el ZEISS EM 10C de 80 KV de aceleracion. Para hacer los cortes e inclusion
en parafina, se emplearon los micrétomos de parafina, Leyca RM 2135, y ultramicrotomos (“Ultracut
E”) con cuchilla de diamante Diamond de 45°.

I 2.10.1. Productos quimicos

Todos los productos quimicos usados fueron de alta calidad y de marcas comerciales de
reconocido prestigio. Los reactivos y productos de laboratorio utilizados para la preparacién de
tampones, disoluciones, y medios de ensayo fueron suministrados por Sigma Aldrich Co. (USA),
Panreac Quimica SA (Espafia), Fluka Riedel-de Haén (Suiza), Amhersan Biosciences (Espafia), Tebu-
Bio (Espaina) y Bio-Rad Laboratorios Inc. (USA).

En las Tablas 2.16-2.21 siguientes se muestran los reactivos especificos utilizados en las
determinaciones de composicidn corporal, de la concentracién de metabolitos y coenzimas oxidados
y reducidos, en las actividades enzimaticas, SDS-PAGE, “Western-blot”, electroforesis bidimensional
e histologia de tejidos.

157



Eva E. Rufino Palomares

Tabla 2.16. Reactivos para composicion corporal

Referencia

Nombre Casa comercial
Acido clorhidrico Probus

Acido sulfirico 96% Probus

Eter dietilico Panreac
Hidréxido de sodio Probus

Sulfato de sodio anhidro | Panreac
Sulfato potasico Panreac
Sulfato cuprico Probus

K2009

015020
142770
173620
141716
131532
52920

Tabla 217. Reactivos para recambio proteico y acidos nucleicos

Nombre Casa comercial Referencia
Acido clorhidrico (HCI) Probus 20252.290
Acido perclérico 70% (HCIO,) Panreac 132175
Acido sulfurico 96% (H,SO,) Panreac 131058
Citrato sddico Panreac 141655
Cloroformo Scharlau CL02032500
Cloruro de sodio (NaCl) Panreac 131659

DNA de higado salmén SIGMA D1626

EDTA SIGMA 141085.1214
Etanol Panreac

Metanol Panreac 361091.1612
Eter etilico Panreac 141313
B-feniletilamina SIGMA P6513
N-Heptano Prolabo 1206
Hoéechst SIGMA 33258
Fosfato sédico Panreac 141677
Hidroxido sédico (NaOH) Panreac 141687
Leucil-alanina (Leu-Ala) SIGMA L4627
L-fenilalanina (L-Phe) SIGMA P8324
L-[2,6 3H] fenilalanina Amersham International

Liquido de centelleo Ecoscint-A

Ninhidrina SIGMA N4876
Piridoxal-5-fosfato SIGMA P9255

RNA de higado bovino SIGMA R7250

L-Tyr descarboxilasa (S. faecalis) | SIGMA EC4.1.1.25/T7677

Tabla 2.18. Reactivos para metabolitos y coenzimas

Nombre Casa comercial Referencia
6-Fosfogluconato deshidrogenasa SIGMA P0O507
Cloruro de Magnesio Panreac 131396
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa SIGMA G6378
Fosfoglucoisomerasa SIGMA P9544
Glicina SIGMA 3GH007615
Hidracina SIGMA H6628
LDH Boehringer Mannheim 107077
MDH SIGMA M9004
NAD* SIGMA N6522
NADP* SIGMA NO505
Trietanolamina SIGMA T1377
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Tabla 2.19. Reactivos para ensayos enzimaticos

Nombre Casa comercial Referencia
a-Cetoglutarato SIGMA K2000
Alanina SIGMA A7627
Albumina sérica bovina (BSA) SIGMA A2153
Cloruro Magnesio (MgCl,) Panreac 141396
Ditioeritritol (DTE) Boehringer Mannheim 197 777
EDTA Panreac 131669
6-Fosfogluconato Boehringer Mannheim 11105232
Glucosa 6-fosfato SIGMA G7250
Hepes SIGMA H3375
Hidréxido sédico (NaOH) Panreac 141687
Imidazol SIGMA 10125
Isocitrato SIGMA 11252
Lactico deshidrogenasa (LDH) Boehringer Mannheim 107077
L-Malato SIGMA M9004
NADH SIGMA N6005
NADP* SIGMA NO505
Piridoxal fosfato (PLP) SIGMA P9255
PMSF SIGMA P7626
Serina Fluka 84960
Tirosina SIGMA T2269
Tris SIGMA T6606
Triton-X100 SIGMA T9284

Tabla 2.20. Reactivos para SDS-PAGE e inmunotransferencia

Nombre Casa comercial Referencia
Acrilamida: N,N’-metilen-bisacrilamida Bio-Rad 161-0158
Antisuero anti-a actina SIGMA A 2668
Antisuero anti-Ala-AT Abnova 07277
Antisuero anti-G6PDH SIGMA A 9521

Antisuero anti-EM
Antisuero anti-IDH-NADP*

Antisuero anti-Ser-DH

Azul de Comassie
Azida sddica
Dodecil sulfato sédico (SDS)
“ECL+Plus System”
Fijador

Glicerol
“Hyperfylm"
Leche desnatada
Luminol
Membranas PVDF
B-mercaptoetanol
Metanol

Cedido por el Dr. Ben Hamprecht, Interfaculty Institute for
Biochemistry, University of Tuebingen, Alemania)

Cedido por el Dr. Sadaki Yokota, Biology Laboratory, Yamanashi
Medical university, Yamanashi, Japon

Cedido por el Dr. Hirofumi Ogawa, Department of Biochemistry,
Toyama Medical and Pharmaceutical University, Faculty of
Medicine, Toyama, Japén.

SIGMA B0770-5G
Panreac 162712
Bio-Rad 161-0301
Amershan Sta.Cruz Biotechnology RPN 2132
AGFA 20-501
SIGMA G-6279
Amhersan

La Lechera

SIGMA A-8511
Amershan Hybond-PRPN2103K
SIGMA M6250
Panreac 361091.1612
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N,N,N’,N’-Tetrametaletilenodiamina
(TEMED)

Papel “Whatman” (3,46x57 cm)
Persulfato aménico (PSAM)
Revelador

Tween-20

Bio-Rad

Bio-Rad
Bio-Rad
AGFA

Bio-Rad

161-9800

161-0700

170-6531

Tabla 2.21. Reactivos para estudio protedmica

Nombre Casa comercial Referencia
2-DE clean up GE Healthcare 80-6484-51
Tiras IEF, Inmobiline Dry strip  GE Healthcare 17-6002-44
Gels pH 3-10, 18 cm

urea SIGMA H8627

DTT SIGMA D5545

Kit CB-X Assay GBiosciences
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3. RESULTADOS

3.1. Influencia del acido maslinico sobre el crecimiento, indices biométricos, parametros
nutricionales y composicion corporal de la dorada en estadio juvenil.

I 3.1.1. Crecimiento e indices biométricos

El anadlisis de los efectos del acido maslinico sobre diferentes parametros nutricionales y del
crecimiento se realizd durante un tiempo experimental total de 210 dias. Para ello se utilizaron los
siguientes grupos experimentales: Control alimentados ad libitum (Control AL); +100 mg acido
maslinico/kg dieta alimentados ad libitum (AM;o, AL), control con ingesta restringida al 1,5% peso
animal (Control R); +50 mg &cido maslinico/kg dieta restringida (AMs, R) y +100 mg &cido
maslinico/kg dieta restringida (AMygo R). En la Tabla 3.1 se muestran los resultados encontrados en
el crecimiento animal e indices biométricos de las doradas alimentadas con las diferentes dietas.

Tabla 3.1. Crecimiento e indices biométricos de las doradas alimentadas con acido

maslinico
Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 50 mg/kg 100 mg/kg
(AMIOO) (AMSO) (AM100)
Pesoinicial (g) 11,93+0,03" 12,77+#0,07° 12,63+0,08° 12,17+0,02° 12,70+0,01°
(300) (300) (300) (300) (300)
Peso final (g) 66,22+1,51° 76,31+1,67° 69,31#1,74°  71,11+0,98° 73,10£0,87°
(100) (100) (100) (100) (100)
APeso/dia 0,26+0,00°  0,31+0,00°  0,27+0,00° 0,28+0,00° 0,29+0,00°
APeso (%) 455,1+10,4° 497,6+11,0° 448,7+11,3°  484,316,8" 471,6745,6"
TCI (%) 0,8240,02°  0,85+0,02° 0,81+0,02° 0,84+0,01° 0,83+0,01°
IN 1,4340,03° 1,67+0,05° 1,41+0,03° 1,41+0,03° 1,48+0,04°
RHS 1,80+0,06°  1,80+0,10° 1,63+0,06° 1,70+0,06° 1,84+0,15°
RMS 64,08+0,94° 65,19+0,68° 66,10+0,98°  66,05+0,89° 66,00+0,36"

Los resultados son media + SEM. El nimero de animales utilizado se expresa entre paréntesis. El
APeso/dia en g/dia; la tasa de crecimiento instantdnea (TCI= (Ln Pf-Ln Pi/n dias)*100); el indice de
nutricion (IN) en g/cm3; la relaciéon hepatosomatica (RHS) y miosomatica (RMS) como (peso
tejido/peso pez)*100. Superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La alimentacion con la dieta AMqo AL proporcioné los mejores resultados en relacién con el
crecimiento animal medidos como el incremento de peso (por dia y %), la tasa de crecimiento
instantanea (TCl) y el indice de nutricion (IN). Al final del tiempo experimental, el peso final de los
animales alimentados con las dietas suplementadas con acido maslinico, aumentd un 15,5% para la
dieta AM;p0 ALY un 5,5% parala AM;g R. Al mismo tiempo, el APeso/dia y el % de APeso aumentaron
significativamente. El APeso/dia del grupo AMjg AL supuso un incremento del 19,2% respecto al
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control AL mientras que el grupo AM.g, R un 7,5% por encima del control R. Por otra parte, el % de
APeso de la dieta AMygo AL y AMygo R supuso un aumento del 9,5% y un 5,1%, respectivamente. La
tasa de crecimiento instantdnea no difirid significativamente entre los distintos grupos
experimentales, aunque para los alimentados con acido maslinico, fue algo mas elevada. El indice de
nutricion (IN) resulté ser mayor para el grupo AMyg AL, un 16,8% por encima del control AL. Se
determinaron a su vez las relaciones hepatosomaticas (RHS) y miosomaticas (RMS) al final del
ensayo, aunque no hubo diferencias para ambos parametros.

En la Figura 3.1 se puede observar las diferencias en el tamafio que alcanzaron las doradas a los
150 dias del tiempo experimental. Las diferentes curvas de crecimiento que siguieron los animales
sometidos a los 5 tratamientos, se muestran en la Figura 3.2; en ella podemos apreciar el
crecimiento que ha seguido cada grupo, a través de cada uno de los puntos de muestreo de peso
que se llevaron a cabo durante el ensayo; observando que el grupo alimentado con dieta AM;qo AL se
separa del resto de grupos casi desde el inicio del ensayo experimental.

100
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£
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Figura 3.1. Diferencias en el tamafio medio Figura 3.2. Efecto del acido maslinico sobre el peso medio del
aproximado de las doradas alimentadas con las animal completo (g) a lo largo de los 210 dias que duré el
dietas Control AL, AM100AL, Control R y AM1oo R. a ensayo experimental.

los 150 dias del ensayo experimental.

Ademas del crecimiento del animal completo, se analizé la evolucién del peso del higado y musculo

blanco (Figura 3.3). Para ello se escogié un grupo de doradas al azar y se pesd el animal completo,

musculo e higado, y se establecieron las relaciones correspondientes. En esta figura se pueden apreciar

los efectos del acido maslinico y de la restriccidn caldrica, sobre el crecimiento del animal completo, y de

ambos tejidos de la dorada. Hay que remarcar como especialmente importante la respuesta de los

animales que fueron sometidos a la dieta restringida. En estos grupos se alcanzaron valores de

crecimiento semejantes a los de los alimentados ad libitum.
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Figura 3.3. Efecto del 4cido maslinico sobre el peso del animal completo, higado y musculo blanco
(g) transcurridos los 210 dias que dur6 el ensayo. El niimero de animales utilizados fue de 8 por
cada situacién nutricional.

I 3.1.2. Ingesta y utilizacion nutritiva del alimento

Los resultados de ingesta, absoluta (expresada en g/pez-dia) y relativa (g/100g pez-dia), asi
como los de la utilizacién nutritiva del alimento, incluyendo los valores de ingesta, en su caso, de
acido maslinico, expresandolos, también, como ingesta absoluta (ng/pez) y relativa (ng/g pez) diarias
y totales, se encuentran reflejados en las Tabla 3.2 y Tabla 3.3.

Tabla 3.2. Efecto del acido maslinico sobre la ingesta y utilizacion nutritiva de la

dieta
Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 50 mg/kg 100 mg/kg
(AMIDO) (AMSO) (AMIOO)

Ingesta absoluta (g/pez-dia)
Dieta 0,50+0,01°  0,53+0,01° 0,45+0,01°  0,40+0,01°  0,39+0,00°
Proteina 0,1940,01°  0,200,00° 0,1740,00°  0,15%0,00°  0,14+0,00"
Grasa 0,06£0,00°  0,06+0,00° 0,05+0,00°  0,04+0,00°  0,04+0,00°
Carbohidratos 0,08:0,01°  0,08+0,01° 0,07:0,01°  0,06+0,00°  0,06%0,00"
Ingesta relativa (g/100 g pez-dia)
Dieta 1,23+0,05°  1,13+0,05 1,11+0,06°  0,97+0,03°  0,91:0,03°
Proteina 0,470,02°  0,42+0,01° 0,40£0,02°  0,35:0,01°  0,33+0,01°
Grasa 0,1410,01°  0,130,01° 0,124¢0,01°  0,11:0,01°  0,10%0,01°
Carbohidratos 0,20£0,02°  0,18+0,02®  0,17+0,02®  0,15:0,01°  0,14+0,01°

indices nutricionales
EA (experimental)  0,68:0,02°  0,750,02°  0,76%0,02° 0,97+0,01°  1,010,01°

EA (relativa) 1,00£0,00°  1,110,00° 1,12+0,00° 1,4310,00°  1,49+0,00°
CEC 1,81+0,05°  2,15+0,06°  2,530,08  2,41+0,05°  2,66+0,05°
VPP 37,73+3,91°  48,39+3,69°  38,35+3,05°  42,15+2,80° 41,48+2,82°
VPL 1,56£0,27°  1,59+0,26" 2,15:0,53°  1,86:0,28°  1,98+0,30°

Los resultados son media + SEM de al menos 100 peces. Para VPP y VPL se utilizaron 5 valores.
EA=g crecimiento/g ingesta; EA (relativa) se calcula tomando como base 1 el valor de EA para el
Control AL; CEC=g crecimiento/g proteina ingerida; VPP=proteina corporal final-proteina corporal
inicial/proteina ingerida x 100; VPL=grasa corporal final-grasa corporal inicial/grasa ingerida x
100. Diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 3.3. Valores de ingesta absoluta y relativa de acido maslinico

Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 50mg/kg 100 mg/kg
(AMIOO) (AMSO) (AM100)
Ingesta absoluta
ng/pez-dia 0,00° 39,6210,34b 0,00° 14,51+0,01° 28,0310,37d
mg/pez 0,00° 7,53+0,06° 0,00° 2,76+0,02°  5,33+0,07°

Ingesta relativa

ng/gpez-dia  0,00° 0,84+0,00° 0,00° 0,35+0,00°  0,66+0,02°

mg/g pez 0,00° 0,160,00” 0,00° 0,07+0,00° 0,13+0,00°
Tiempo experimental=210 dias. Todos los resultados se expresan como la media + SEM
dealmenos 100 valores. Superindices distintos indican diferencias significativas (p<0,05).

La ingesta diaria absoluta tanto de la dieta como del conjunto de macronutrientes, proteina,
grasa y carbohidratos (g/pez) fue mayor para los grupos AL. Este aumento supuso un 24% de media
con respecto a los grupos R. La ingesta diaria relativa (g/100 g pez) de la dieta fue significativamente
menor para los grupos AMsg Ry AMygg R, respecto a los grupos AL. Cabe resaltar que el grupo control
R, se iguald a los dos grupos AL. El resto de macronutrientes presentd el mismo patron estadistico
que el de los valores de la ingesta.

La eficacia alimentaria (EA), entendida como la razén entre los g de crecimiento y los g de
ingesta, resultd ser superior para las doradas que se alimentaban con las dietas AMsg Ry AMyo R, lO
cual resulta légico, pues alcanzan casi el mismo crecimiento, con una menor ingesta de alimento. El
grupo AMg AL presentd una EA 11% mayor que la encontrada en el grupo control, indicando el
efecto positivo del dcido maslinico sobre este indice nutricional.

Por otra parte, los resultados obtenidos permiten destacar que la restriccion caldrica en su
conjunto aumenta la eficacia alimentaria respecto a los alimentados ad libitum, aunque la del grupo
control R fue peor, que la del resto de los grupos con restriccién de alimento. Los valores de EA
encontrados para los grupos AMso Ry AM;oo R fueron, respectivamente, un 43% y un 49% mayor
que el encontrado en su correspondiente control.

El coeficiente de eficacia de crecimiento (CEC) fue mayor para el grupo AM;y, AL respecto al
control AL, esto nos indica que los animales alimentados ad libitum con acido maslinico utilizaron
mejor la proteina de la dieta para el crecimiento. Sin embargo, la restriccion caldrica indujo un
aumento significativo de este coeficiente. Dentro de estos grupos, el que mostré un menor indice
fue el grupo AMs, R, mientras que en el resto no encontramos diferencias significativas.

El valor productivo de la proteina (VPP) fue un 37% superior para el grupo AMg AL, comparado
con el grupo control AL. Esto nos indica que este grupo fue el que mejor incorporé la proteina de la
dieta a su proteina corporal. Los otros grupos experimentales no mostraron diferencias en este
parametro. En el valor productivo de los lipidos (VPL) no se encontraron diferencias entre grupos
alimentados AL o R, ni entre la adicién o no de acido maslinico a la dieta.
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I 3.1.3. Efecto de la temperatura y supervivencia

Los resultados de temperatura media, coeficiente de crecimiento térmico (CCT) y supervivencia
se expresan en la Tabla 3.4 La temperatura media estuvo controlada diariamente y fue de
17,5+0,3°C. Con los datos de temperatura y de los pesos inicial y final de los animales, se calcularon
los coeficientes de crecimiento térmico, apreciandose un aumento significativo del 7% para el grupo
AMo AL frente a su grupo control; el resto de grupos experimentales estudiados presentaron un
coeficiente muy parecido sin diferencias significativas entre ellos. Hay que mencionar que la adicién
de AM aumentd el % de supervivencia en el grupo AL aunque este aumento no fue significativo. Por
otra parte, la restriccién de alimento produjo un efecto similar al encontrado en el grupo AMgo AL.

Tabla 3.4. Temperatura, coeficiente de crecimiento térmico y supervivencia

Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 50 mg/kg 100 mg/kg
(AMIOO) (AMSO) (AMIOO)
T2, media 17,12+0,08°  17,46+0,10° 17,560,10°  17,52%0,26°  17,18+0,09°
ccT 0,57+0,01° 0,61+0,01° 0,54+0,01° 0,56+0,00” 0,57+0,00°

Supervivencia  86,00+3,75°  91,33#3,95°  91,67+4,31°  93,3343,74°  92,67+3,66"

Temperatura media (°C), coeficiente de crecimiento térmico (CCT= Peso final 1/3(g)-Peso inicial /3(g)/ £ (°C x
dia)) y supervivencia (%) de los diferentes grupos experimentales. Los resultados son media + SEM de dos
lotes experimentales. Diferentes superindices entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

I 3.1.4. Composicion corporal

Los resultados de composicion corporal para las doradas alimentadas con las diferentes dietas
experimentales suplementadas con acido maslinico se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Composicidn corporal de las doradas alimentadas con acido maslinico

Tiempo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
ensayo
(dias) Control 100 mg/kg Control 50 mg/kg 100 mg/kg
(AMy40) (AMs) (AM,40)
Proteina 0 57,73£1,79°,  57,73%1,79°,  57,73%#1,79°, 57,73x1,79°,  57,73+1,79°
(% ss) 105 55,1743,20°,  62,71#1,68°, 52,83+0,61°, 58,96%1,37°,  52,81+0,99°
210 57,26%2,27°,  63,69%0,65°, 55,72+0,53°, 59,60+0,74°, 57,11+0,95%,
Grasa 0 30,86+2,32°,  30,86%2,32°, 30,86%2,32°, 30,86%2,32°,  30,86+2,32°,
(% ss) 105 31,8242,83°  24,44+0,73°, 33,73+0,92°,  29,73#0,40°  27,55+0,95°
210 31,46+1,31°  27,28+0,90°, 31,15#3,31°  28,41#1,15°  27,71#1,20°,
Cenizas 0 11,210,31%  11,21#0,31°,  11,21#0,31°,  11,21+0,31%  11,21%0,31%
(% ss) 105 12,81+0,15°,  11,81#1,33°,  12,25#0,19°, 12,62#0,33°,  11,68%0,41°,
210 12,71#0,19°,  11,95#0,38%,  11,74#0,14°, 11,55#0,42°, 11,56%0,28",
Humedad 0 68,35+0,81°  68,35+0,81°  68,35+0,81°  68,35+0,81°,  68,3520,8%
(%) 105 64,67+4,09°c  70,40+2,30°%  64,09+1,61°, 63,47£2,00°,  69,61+2,39°

210 63,6610,36°, 64,13+0,23°, 61,66+1,67°, 65,59+0,26°,  64,52+0,06°,
Los resultados se expresan en % ss, y son media * SEM de 8 valores. Diferentes superindices en una misma
fila indican diferencias significativas entre dietas y diferentes subindices en una misma columna indican
diferencias significativas a lo largo del tiempo experimental (p<0,05).
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A partir de los resultados obtenidos para el porcentaje de proteina corporal (% ss), se puede
observar que el grupo AMyge AL experimenta un incremento significativo de aproximadamente un
10% al final del tiempo de ensayo con respecto al resto de grupos experimentales. El porcentaje en
grasa corporal a la mitad del ensayo (105 dias) disminuyd significativamente en los grupos
alimentados con 4cido maslinico mientras que esta disminucién no lo fue al final del ensayo. El
porcentaje en grasa corporal del grupo Control AL resulté ser 30% superior al grupo AM;q AL, y el
del grupo Control R fue un 13,5y 22,4% superior a los grupos AMsg Ry AM;og R, respectivamente.

El porcentaje en cenizas (% ss) no mostré cambios significativos en ningin momento del ensayo,
ni a lo largo del tiempo, ni entre los diferentes grupos experimentales. El porcentaje en humedad (%
ss) no mostro diferencias entre las doradas alimentadas con las diferentes dosis de acido maslinico,
pero si mostré diferencias significativas al final del ensayo, mostrando una disminucién generalizada
en todos los tratamientos en el porcentaje de humedad transcurridos los 210 dias del ensayo.
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3.2. Efecto del acido maslinico sobre la velocidad y naturaleza del crecimiento y del
recambio proteico en higado y miisculo blanco de la dorada

Una de las formas de comprobar los cambios y reconocer la naturaleza del crecimiento celular

consiste en estudiar el proceso de recambio proteico, analizando las velocidades de sintesis y

degradacién de proteinas celulares, junto con el contenido celular de 4cidos nucleicos y proteinas.

I 3.2.1. Peso del higado y concentraciones de proteinas, DNA y RNA de la dorada

En la Tabla 3.6 y Figura 3.4 podemos observar la evolucidn que presentd el peso del higado de
las doradas a lo largo del tiempo experimental, asi como las concentraciones tisulares de proteina,
DNA y RNA (expresadas en mg/g tejido), todas ellas, moléculas claves para el conocimiento de la

naturaleza del crecimiento celular.

Tabla 3.6. Efecto del acido maslinico sobre el peso, la concentracion de proteinas y acidos nucleicos
en el higado de la dorada

Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Inicio Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM100) (AM100)
Peso (g) 0,18+0,01 1,05+0,07° 1,2740,03" 0,87+0,02° 1,25+0,05°
RHS 1,54+0,07 1,66+0,04° 1,74+0,05 1,53+0,05° 1,9410,14°
[Proteina] 91,99+2,19  115,14+9,40° 115,4411,40°  132,748,90° 130,60+13,30°
[Proteina total] 16,43+1,71 121,40%9,75% 147,02+10,06° 115,71+8,19° 163,25+14,46%
[DNA] N.D. 2,57+0,09° 3,52+0,08" 2,41+0,12° 3,07:0,16"
[RNA] N.D. 6,10+0,30° 7,430,41° 6,11+0,30° 7,58+0,36"

Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos. Tiempo final=210 dias. La relacién hepatosomatica (RHS=peso
higado (g)/peso animal completo (g) x 100); la concentracién de proteinas, DNA y RNA en mg/g tejido; y la concentracién
de proteina total en mg totales. Superindices diferentes entre filas indican diferencias significativas (p < 0,05). N.D. no
determinada.
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Figura 3.4. Efecto de la adicién de 4cido maslinico a la dieta de dorada sobre el peso del higado (g) y la concentracién de
proteinas del higado (mg proteina/g tejido). Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos. Tiempo final=210
dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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En relacién con el peso del higado se pudieron observar diferencias significativas en los grupos
de doradas alimentadas con las dietas suplementadas con acido maslinico. El acido maslinico
produjo un aumento del 21,0% en los grupos alimentados ad libitum, mientras que este aumento fue
del 43,7% en las doradas alimentadas con una dieta restringida, frente a sus controles respectivos.
Por otra parte, la restriccién supuso para el grupo control R una disminucién significativa del 17,2%
respecto al control AL. Por lo que respecta a la cantidad tisular de proteinas no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales.

Otros parametros tales como los valores de la relacion hepatosomatica (RHS), que corresponden
al porcentaje del peso del higado con respecto al peso del animal completo; el contenido celular de
proteina total (expresado en mg), DNA y RNA expresados, estos ultimos, en mg/g higado fueron
determinados. Todos los grupos experimentales, presentaron valores parecidos de RHS, no
encontrandose diferencias significativas entre ellos. La concentracion de DNA experimentd un
aumento significativo en el higado de los animales alimentados con acido maslinico. Los valores del
grupo AM;gAL y AMygoR fueron 37% y 27% superiores a los de sus respectivos controles. En estos
mismos grupos también se incrementd las concentraciones de RNA, las diferencias significativas se
alcanzaron para los alimentados ad libitum y para los que se les restringio la dieta (R), siendo un 24%
y un 21% mayor para sus respectivos controles.

El contenido total de proteinas difirid significativamente en los grupos que se alimentaron con
dieta restringida siendo el valor del grupo AMgo R un 25,1% superior al control R. La representacion
grafica de este parametro se encuentra reflejada en la Figura 3.5. En ella, ademas, se puede
observar la concentracion de RNA total, expresada en mg, que presento el higado al final del tiempo
experimental. La adicién de acido maslinico a la dieta produjo un aumento del contenido en RNA
total (mg), siendo este aumento de un 46,6% para el grupo AM,o, AL con respecto al control AL, y de
un 78,0% para AM;o, R con respecto al control R. Mientras que las doradas alimentadas con acido
maslinico no presentaron diferencias significativas.
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Figura 3.5. Influencia del acido maslinico sobre la concentracién de proteinas total (mg) y RNA total (mg) en el higado de

la dorada. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos. Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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3.2.2. Efecto del acido maslinico sobre la naturaleza del crecimiento del higado de la
dorada

Los parametros indicativos de la naturaleza del crecimiento de un tejido lo constituyen,
fundamentalmente, el contenido total de DNA, denominado indice de hiperplasia celular mediante
el cual, el crecimiento se debe a un aumento en el nimero de células y, por otra parte, la relacién
proteina/DNA a la que se le denomina indice de hipertrofia celular, indicativo de un aumento en el
tamafio de las células. Ambos parametros, se encuentran representados en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Efecto del acido maslinico adicionado a la dieta de juveniles de dorada sobre la concentracién de DNA total
(mg) y la relacién Proteina/DNA en el higado. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos. Tiempo final =
210 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Por lo que respecta al contenido de DNA total, observamos un aumento significativo para
ambos grupos de animales alimentados con 4cido maslinico, este aumento fue del 44,5% y 82,4%
para el grupo AMyy AL y AMyg R, respectivamente, y referidos cada uno de ellos a sus grupos
control (control AL y control R). Ademas, la restriccion de alimento no supuso variaciones
significativas en el contenido de DNA, ni en los animales controles ni en los alimentados con AM,
cuando estos se comparan con los valores correspondientes al de los animales alimentados ad
libitum.

En cuanto a la relaciéon proteina/DNA se puede comprobar que el AM redujo los valores de este
cociente, aunque no significativamente, en ambas condiciones de alimentacién (AL y R), al mismo
tiempo, la restriccién calérica provocd un aumento, tanto en los controles como en los grupos AM,
aungue tampoco este aumento fue significativo. Por todo ello, al existir un aumento en el contenido
de DNA total, y no existir en la relacién proteina/DNA, podemos pensar que el crecimiento que se
estaba dando en las doradas que se alimentaron con acido maslinico, era debido fundamentalmente
a fenédmenos de hiperplasia celular.

Otro de los indices que permiten conocer el estado actual de sintesis proteica lo proporciona la
relacion RNA/DNA. Los resultados de este indice se muestran en la Figura 3.7. Se observd que no
hubo influencia directa del acido maslinico sobre este cociente, ya que no se mostraron diferencias
significativas para ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 3.7. Efecto de la adicién de acido maslinico sobre la relacién
RNA/DNA en el higado de la dorada. Los resultados se expresan como la
media + SEM de 8 datos. Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05).

I 3.2.3. Efecto del acido maslinico sobre el recambio proteico del higado de la dorada

En la Tabla 3.7 se representan las velocidades relativas de acumulacidon (Kg), sintesis (Ks) y

degradacidn (K;p) de proteinas. De manera general, las velocidades de recambio proteico (sintesis y

degradacién) fueron mayores para aquellos grupos a los que se les adicionaba acido maslinico a la

dieta.

Tabla 3.7. Efecto del acido maslinico sobre el recambio proteico en

el higado de la dorada

Higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg  Control 100 mg/kg
(AM ;o) (AMyq0)

K 1,09+0,08"  1,11+0,09°  1,06%0,08°  1,17+0,09
Ks 14,91#1,00° 26,98+1,22° 10,67+1,40° 31,09%3,66"
Ko 13,8241,11° 25,87+2,03°  9,61:0,76° 29,92+2,41°
C 52,90+4,20° 71,23%3,72° 43,17+2,05° 61,45+4,96°
Krna 2,82+¢0,21°  3,79:0,18°  2,47+0,22°  5,06+0,50°
Kona 6,83+t0,57°  9,324#0,46°  6,26+0,53° 12,51+1,45°
ERP 7,3110,91°  4,11+0,51°  9,93%1,25°  3,7610,56"

Los resultados son media + S.E.M de 7 datos. Tiempo = 210 dias. K¢ = Velocidad
de acumulacién (% dia!). Ks= Velocidad fraccionaria de sintesis (% dia). Kp=
Velocidad fraccionaria de degradacién (% dia'!). Cs = capacidad de sintesis (mg
RNA-mg! proteina). Kpna (g proteina sintetizada-dia-g* DNA). Krna = eficacia
de la sintesis ((Ks/Cs) x 10). ERP = Eficacia de retencion (Ke/Ks)x100. Los
valores con letras distintas son estadisticamente diferentes (p< 0,05).

. . . .y s -1 . . .
La velocidad fraccionaria de acumulacidn (Kg, expresada en % x dia™) no mostrd variaciones

entre los diferentes grupos experimentales. La velocidad relativa de sintesis de proteina (Ks,

-1 P . e . .
expresada en %. x dia™) resultd ser significativamente mayor para los dos grupos alimentados con

acido maslinico. En el caso del grupo AMygq AL se observé un incremento del 80,9% con respecto al
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control AL, mientras que en el grupo AM;yp R el aumento fue de un 191,4% comparado con su
control, siendo éste el valor mas pequefio de todos los grupos. La velocidad fraccionaria de
degradacion (Ko, expresada en %. x dia™") del grupo AMyoo AL supuso un incremento del 86,5% con
respecto al control AL, y la del grupo AM;g R, un 211,6% comparado con el control R.

Otros parametros del recambio de proteinas como capacidad de sintesis proteica (Cs), eficacia
en la sintesis proteica (Kgna), velocidad de sintesis por unidad celular (Kpya) ¥ eficacia de retencidn
proteica (ERP) se encuentran detallados en la Tabla 3.7. Los valores de Cs (mg RNA x g'1 proteina)
aumentaron significativamente por el acido maslinico. Este aumento fue de un 34,7% para el grupo
AM;g0 ALy de un 42,3% para AM;q R frente a sus respectivos controles.

La eficacia en la sintesis proteica (Kgna) entendida como el cociente entre Ks y Cs, aumenté en
los animales que se alimentaron con acido maslinico. El valor alcanzado en el grupo AM;o AL fue un
34,4% superior al control AL, mientras que el del grupo AMq, R fue de un 104,9% superior al Control
R. Ademas, el valor de este ultimo grupo fue significativamente mayor que el correspondiente al
AM;o AL en un 33,5%. Por otra parte, los valores de Kpya (cantidad de proteina sintetizada por dia 'y
célula), resultaron ser diferentes significativamente, siendo superiores para los grupos alimentados
con acido maslinico. Los valores correspondientes a AMygy AL y AMgo R fueron mayores en un 36,5%
y un 99,8% respecto a sus controles. A su vez, los animales del grupo AM;y R presentaron un
aumento del 34,2% respecto al del grupo AMy, AL. No se encontraron diferencias entre los grupos
controles.

También se observaron diferencias en la eficacia de retencién de proteinas, ERP; pero en este
caso los grupos controles mostraron una mayor ERP que los grupos alimentados con AM en ambas
condiciones alimentarias, obteniéndose un valor para AMygo AL un 77,9% inferior al Control AL, y
para AMygo R un 164,1% menor que su control. Entre dietas, ad libitum y restringidas, tanto en
controles como tratados, no se encontraron diferencias estadisticas.

Ademas de las velocidades fraccionarias, se determinaron las velocidades absolutas de
acumulacion (Ag), de sintesis (As) y de degradacidn (Ap) de proteinas en el higado de las doradas.
Estos pardmetros absolutos, junto a las correspondientes velocidades relativas, se representan en el
Figura 3.8 con el objetivo de obtener una visién global de todas ellas. Los valores absolutos de Ag(mg
proteina acumulada por dia), mostraron la misma tendencia que los relativos, no observandose
diferencias significativas. El valor de As (mg de proteina sintetizada por dia), correspondiente al
grupo AM;o, AL aumentd un 97,2% respecto a su control, y el del grupo AM;o R fue un 257,6%
superior al control R. Los valores de A, (mg de proteina degradada por dia), mostraron la misma
tendencia que los valores relativos, observdandose una mayor velocidad de degradacién para los
grupos alimentados con AM. La A, del grupo AMyg AL supuso un incremento del 109,7% con
respecto al control AL y la del grupo AMgo R, un 289,1% comparado con el control R. A su vez, se
observé que el grupo control AL fue un 29,4% superior al valor del grupo control R.
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Figura 3.8. Velocidades relativas de sintesis (Ks), degradacién (Kp), y acumulacién (Kg) y absolutas de sintesis (As),
degradacion (Ap), y acumulacién (Ac) de proteinas en el higado de dorada tras la administracion de &cido maslinico a la
dieta. Los resultados se expresan como la media + SEM de 7 datos. Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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3.2.4. Efecto del acido maslinico sobre el peso y las concentraciones de proteinas, DNAy
RNA del musculo blanco de la dorada

Al igual que hicimos para el caso del higado, estudiamos los efectos del AM sobre la evolucién
del peso y los niveles de proteinas, DNA y RNA del musculo blanco de la dorada. Los resultados de
peso del musculo blanco (g), la relacion miosomatica (RMS), la concentracion de proteinas (mg/tejido),
proteina total (g) y la concentracién de acidos nucleicos, DNA y RNA (mg/g musculo blanco) al inicio
y al final del experimento, se detallan en la Tabla 3.8 y Figura 3.10.

Tabla 3.8. Efecto del acido maslinico sobre el peso, la concentracion de proteinas y acidos
nucleicos en el musculo blanco de la dorada

Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Inicio Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMIOO) (AM100)
Peso (g) 8,19t0,26 39,75+2,81° 50,58+2,02° 36,58+0,83° 42,41+1,68°
RMS (%) 67,58+1,82 63,66+0,90° 65,51+0,72° 66,08+1,12°  66,00+0,36°
[Proteina](mg/g) 86,7+3,9  213,8+11,3° 213,1#8,7°  226,1+10,0° 220,6+22,1°
[Proteina total] (g) 0,72¢t0,05  8,21%0,52° 10,780,44°  8,27:0,22°  9,36:0,65"
[DNA] (mg/g) N.D. 0,66+0,04°  0,68+0,06°  0,73+0,05° 0,8310,02°
[RNA] (mg/g) N.D. 5,97+1,00°  8,17+1,05°  9,44%0,69°  10,02+0,47°

Los resultados son media +SEM de al menos 6 datos. Tiempo = 210 dias. La relacion miosomatica (RMS = peso musculo
(g)/peso animal completo (g)*100); la concentracién de proteinas, DNA y RNA en mg/g tejido y la concentracion de
proteina total en g. Para cada parametro, los valores que van seguidos de letras distintas son estadisticamente
diferentes (p<0,05).

El peso del musculo blanco (g) mostrd diferencias significativas en las doradas alimentadas con
acido maslinico. El peso del musculo blanco en el grupo AM;gy AL resulté un 27,3% superior a su
control, mientras que el valor del peso del musculo en el grupo AMy, R fue de un 15,9% respecto a
su control. A su vez el valor del grupo AM;o, AL fue un 16,2% superior al del grupo AMyq R. Por otro
lado, la relacién miosomatica (RMS) expresada como el % de la relacion g musculo blanco/g peso
animal completo y la concentracion de proteinas (mg/g musculo) no mostraron variaciones
significativas entre los diferentes grupos experimentales. Por otro lado, la cantidad de proteina total
(mg) fue un 25,8% superior en el grupo AMq, AL, si lo comparamos con el valor del grupo control AL,
estas diferencias no se vieron en los grupos restringidos, aunque el valor del AM4o R alcanzé al del
AM g0 AL.

El mayor aumento en la concentracién de DNA (mg/g musculo) se encontré en los animales
alimentados con dieta AM;q, R, este valor fue un 13,7% superior a los niveles de DNA del grupo
control R; mientras que el resto de tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si. La
concentracion de RNA (mg/g musculo) fue significativamente mayor para el grupo alimentado con la
dieta AMgo AL, siendo este aumento de un 36,8% con respecto al control AL; esta diferencia también
se observd en las doradas alimentadas con la dieta restringida, ya que mostraron el mismo nivel de
significacion que el del grupo AM;q AL.
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Asimismo, el peso del musculo (g) y la cantidad de proteinas, (mg proteina/g tejido), de las
doradasalimentadas con lasdiferentes dietas puede observarse en la Figura 3.9 en la que ademas se

representan los valores a tiempo inicial y final (210 dias).
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Figura 3.9. Efecto de la adicién de acido maslinico a la dieta de dorada sobre el peso del musculo blanco (g) y la
concentracion de proteinas del muisculo (mg proteina/g tejido). Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos.
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Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

En la Figura 3.10 se representan los efectos del AM sobre los contenidos totales de proteina y
RNA muscular. Los niveles de totales de proteina mayores significativamente se encontraron en el
grupo AM.g AL. Por el contrario, los niveles de RNA total (mg) a tiempo final, fueron mayores
significativamente para los grupos alimentados con acido maslinico, de tal manera que el del grupo
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AM;go AL supuso un 74,0%, y el del AMyoo R un 65,9% con respecto a sus controles.
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Figura 3.10. Influencia del acido maslinico adicionado a la dieta de dorada sobre la concentracién de proteinas total (mg) y
RNA total (mg) en el musculo blanco. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos. Tiempo final = 210 dias.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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3.2.5. Efecto del Acido maslinico sobre la naturaleza del crecimiento del miisculo blanco
de la dorada

Al igual que se comentd anteriormente, los parametros de DNA total (mg) y la relacién
proteina/DNA nos van a indicar, si el crecimiento del musculo blanco que se estaba produciendo en
las doradas alimentadas con acido maslinico se debia a fendmenos de hiperplasia, por un aumento
del nimero de células (contenido total de DNA), o de hipertrofia celular representada por un
aumento en el tamafio celular (proteina/DNA) (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Efecto del 4cido maslinico adicionado a la dieta de juveniles de dorada sobre la concentracién de DNA total
(mg) y la relacién proteina/DNA en el higado de estos animales. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8
datos. Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Los resultados demuestran que el contenido total de DNA aumentd significativamente en los
peces alimentados con acido maslinico, tanto para la dieta AMygq AL, como para la AM;q R. En el
primer caso este aumento supuso un 49,6% respecto a su control, mientras que el DNA total de los
peces alimentados con AM;o R fue de un 32,5% respecto al control R. A su vez, la relacion
proteina/DNA, no mostré diferencias significativas para ninguno de los grupos estudiados, aunque se
pudo observar una disminucién importante en aquellos grupos a los que se adiciond AM a la dieta.
Estos resultados sugieren que el crecimiento del musculo blanco de las doradas alimentadas con
acido maslinico se debia mas a fendmenos de hiperplasia que de hipertrofia, sin embargo, los
mayores valores encontrados en la relacién proteina/DNA de los animales controles parecen sugerir
gue su crecimiento se debe, ademds, a fendmenos de hipertrofia celular.

Los valores correspondientes al efecto del AM sobre la relacion RNA/DNA se muestran en la
Figura 3.12. Los resultados encontrados, no mostraron diferencias significativas para ninguno de los
grupos experimentales.
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Figura 3.12. Efecto del acido maslinico sobre la relacion RNA/DNA en el musculo

blanco de dorada. Los resultados se expresan como la media + SEM de 8 datos.
Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

I 3.2.6. Efecto del acido maslinico sobre el recambio proteico en el misculo blanco de la
dorada

La Tabla 3.9 recoge los valores de velocidad fraccionaria de acumulacion (Kg), sintesis (Ks) y
degradacién (Kp) de proteinas en el musculo blanco de la dorada, asi como, los de capacidad de
sintesis de proteinas (Cs), eficacia en la traduccidn (Kgrna, Kona) Y €ficacia en la retencién de proteinas
(ERP). A su vez, en la Figura 3.13 se observa el efecto comparativo del acido maslinico sobre las
velocidades fraccionaria y absoluta de sintesis (Ks y Ag), de degradacion (Kpy Ap) y de acumulacion de
proteinas (Kg y Ag) en el musculo de la dorada.

Tabla 3.9. Efecto del acido maslinico sobre el recambio proteico en el
musculo de la dorada

Musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM;40) (AM;q0)
Ke 1,1940,15° 1,2140,15°  1,18+0,14° 1,22+40,21°
Ks 1,20+0,20°  1,85:0,21°  1,81+0,14° 1,95+0,12°
Ko 0,01+0,00°  0,64+0,05°  0,63+0,05" 0,73+0,06"
Cs 27,94+3,11° 38,32+2,62° 30,98t1,55°  45,41%4,41°
Krna 0,43+0,05  0,48+0,03°  0,58+0,03" 0,43+0,05°
Kona 1,98+0,21° 1,63+0,10°  2,10+0,09° 2,11+0,16°
ERP 99,44+6,30°  65,58+5,91° 65,15+7,49°  62,7216,83"

Los resultados son media + S.E.M de 7 datos. Tiempo=210 dias. Ke=Velocidad de
acumulacién (% dia). Ks=Velocidad fraccionaria de sintesis (% dia'). Kp= Velocidad
fraccionaria de degradacién (% dia!). Cs=capacidad de sintesis (mg RNA-mg! proteina).
Kbna (g proteina sintetizada dfa! gt DNA). Krna=eficacia de la sintesis ((Ks/Cs) x 10).
ERP=Eficacia de retencién de proteinas (K¢/Ks)x100. Los valores que van seguidos de
letras distintas son diferentes estadisticamente (p< 0,05).
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Los valores de velocidad fraccionaria, K;, de acumulacion de proteinas no presentaron
diferencias significativas en ninguno de los grupos experimentales. Sin embargo, estas diferencias si
gue se alcanzaron en los valores de velocidad absoluta, Ag. Se observd que el valor del grupo AM;
AL fue un 33,5% superior al del control AL; estas diferencias no llegaron a ser significativas en los
grupos alimentados con dieta restringida, observandose que el valor del grupo AMq R alcanzé al del
AM;q AL.

Por lo que respecta a la velocidad fraccionaria, Ks, y absoluta, As, de sintesis fueron
significativamente mayores para los grupos alimentados con acido maslinico (AL y R). Los valores de
Ks correspondientes a los grupos AMsgq AL, control R y AM;o, R fueron, respectivamente un 54,2%,
un 50,8% y un 62,5% superiores al control AL. Al mismo tiempo, los valores de velocidad absoluta de
sintesis ,As, fueron mayores en un 95,8% en el grupo AMyqq AL respecto al control ALy de un 25,5%
en el grupo AMy R respecto al alcanzado en el grupo control R. Se observa, a su vez, que el valor del
grupo control R fue significativamente mayor al encontrado en el grupo control AL.

Las velocidades fraccionarias y absolutas de degradacién de proteinas, Ky y Ap, se modificaron
significativamente por la presencia de AM. Los valores correspondientes a los grupos AMjy AL,
control R y AMyy, R fueron extraordinariamente superiores al encontrado en el control AL. Este
comportamiento nos permite remarcar el efecto de la restriccidn caldrica sobre ambos parametros.
De hecho los valores correspondientes al control R alcanzaron niveles semejantes a los encontrados
en los grupos tratados con AM (AMyg9 AL y AM;g R).

La capacidad de sintesis de proteinas, Cs en el muisculo resulté ser superior significativamente
para los grupos a los que se les adicionaba acido maslinico (AM) a la dieta, asi el valor de CS del
grupo AMq AL fue un 37,1% mayor que el del grupo control AL, y el del grupo restringido, AM;q R,
un 46,6% superior respecto al del grupo control R. No existieron, en cambio, diferencias entre los
grupos alimentados a saciedad (AL) o sometidos a la restriccién del alimento en un 1,5% (R).

Los otros parametros del recambio proteico, tales como la eficacia de la sintesis de proteinas,
Krna Y Kona €ntendida esta ultima como la cantidad de proteinas sintetizada por unidad celular, no
mostraron valores estadisticamente diferentes entre ninguno de los grupos experimentales y bajo
ninguna de las situaciones nutricionales ensayadas. Por otra parte, los valores de la eficacia en la
retencién de proteinas, ERP, mostraron variaciones significativas dentro de los grupos ad libitum,
siendo el valor del grupo AM;y, AL un 34,0% menor que el del control AL, sin embargo, cuando se
analiza este parametro en los grupos con alimentacidn restringida, no se observan diferencias
significativas. Los valores encontrados en los grupos restringidos fueron similares al del grupo AMg,
ALy, por tanto, superiores significativamente al del grupo control AL.
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Figura 3.13. Velocidades relativas de sintesis (Ks), degradacién (Kp), y acumulacién (Kc) y velocidades absolutas de sintesis
(As), degradacion (Ap), y acumulacién (Ac) de proteinas en el musculo blanco de la dorada tras la administracion de 4cido
maslinico a la dieta. Los resultados se expresan como la media + SEM de 7 datos. Tiempo final = 210 dias. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p < 0,05).
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3.3.Efecto del dcido maslinico sobre los niveles de diferentes metabolitos y coenzimas
redox en el higado y misculo blanco de la dorada

3.3.1. Efecto del acido maslinico sobre las concentraciones celulares de G6P, 6PG, F6P,
lactato, malato y glucégeno

‘ 3.3.1.1. Higado

Con objeto de estudiar la posible influencia del acido maslinico sobre el estado estacionario de
las células hepaticas, nos propusimos determinar los niveles celulares de los principales metabolitos
intermediarios del ciclo de las pentosas fosfato, tales como, glucosa 6-fosfato, G6P; 6-fosfogluconato,
6PG, asi como los niveles de malato, lactato, fructosa 6 fosfato, F6P y glucégeno en nuestros cuatro
grupos experimentales, control ad libitum (AL), grupo adicionado con 100 mg acido maslinico por kg
de dieta y AL (AMyy AL), control restringido (R) y AMyg R. En la Tabla 3.10 se muestran las
concentraciones de estos metabolitos en cada uno de los tratamientos.

Tabla 3.10. Efecto del acido maslinico sobre las concentraciones de G6P,
6FG, F6P, lactato, malato y glucégeno en el higado

Higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM;40) (AM_40)
G6P 1,14+0,04° 1,28+0,08°  1,00£0,17°  2,32%0,17°
6PG 0,22:0,00°  0,57+0,15°  0,51#0,01°  0,57+0,12°
F6P 1,93+0,09° 1,89+0,11°  1,73#0,07°  2,06+0,20°
Lactato 12,28+1,35°  7,47+1,29°  6,43:0,22°  6,48+1,53°
Malato 3,77+0,49° 3,98+0,40°  2,87+0,20°  4,02+0,82°

Glucogeno  41,13+1,52°  55,014556° 56,75+5,46° 72,85+7,89"
Las concentraciones de G6P, 6PG, F6P, lactato y malato se expresan en nmoles/g tejido y
el glucégeno en mg glucosa/g tejido. Los resultados son media + SEM de 9 valores.
Diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0,05).

Los niveles de los metabolitos G6P, 6PG y F6P se expresaron en nmoles/g higado. Se puede
observar que los valores de G6P y F6P eran superiores a los de 6PG. La concentracién de G6P del
grupo alimentado con AMgg R superd en un 132,0% al valor control R; mientas que las de los grupos
gue se alimentaron ad libitum, no presentaron estas diferencias. En el caso del 6PG, las diferencias
significativas encontradas sélo se alcanzaron cuando se comparan los valores de AMygq AL, Control R
y AM R con el grupo control AL (159,0%, 131,8% y 159,0%, respectivamente). Los valores de F6P,
presentaron un comportamiento cualitativo semejante al de la G6P; asi, el grupo alimentado AM;y, R
aumento respecto a su control un 19,1%, aunque este aumento no fue estadisticamente significativo.

Los niveles de malato y lactato se expresaron en nmoles/g higado. Una funcion del lactato en el
higado es producir glucosa mediante gluconeogénesis y, en general, sus niveles aumentan cuando la
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demanda energética supera la disponibilidad de oxigeno. El nivel de lactato encontrado en el grupo
control AL fue superior al del resto de los grupos, siendo éste alrededor de un 75% superior al
encontrado en el resto de los grupos, AM,oo AL, control R y AM;oq R. Por otra parte, las
concentraciones de malato, intermediario de las rutas anaplerdticas del ciclo de Krebs, resultaron
similares para los dos grupos que se alimentaron AL, mientras que para los restringidos existieron
diferencias, pues la concentracion de malato del grupo AMgo R fue un 40,1% superior a su control.

El glucégeno hepatico es la principal fuente de glucosa sanguinea, sobre todo entre comidas. Se
conoce que el acido maslinico es un inhibidor de la glucogeno fosforilasa, enzima que participa en la
glucogenolisis, catalizando la separacion secuencial de restos de glucosa. Para estudiar el posible
efecto del acido maslinico sobre los niveles de glucégeno, bajo nuestras condiciones experimentales,
lo determinamos en este tejido expresandolo como mg de glucosa/mg de tejido. Los resultados
encontrados muestran que los dos grupos alimentados con acido maslinico (AMygq AL y AM;o R)
presentan una mayor cantidad de glucégeno en relacidn con sus respectivos controles, siendo este
aumento de un 33,8% para AMyg, ALy de un 28,4% para el grupo AM R.

3.3.1.2. Misculo blanco

Al igual que para el caso del higado, se determinaron los niveles de los metabolitos G6P, 6PG,
F6P, lactato, malato y glucdgeno en el musculo blanco de la dorada. En la Tabla 3.11 podemos
observar los valores de estos metabolitos en cada uno de los grupos experimentales.

Tabla 3.11. Efecto del acido maslinico sobre los metabolitos G6P, 6FG,
F6P, lactato, malato y glucégeno en el musculo blanco

Musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMIOO) (AMIOO)

G6P 1,2740,06°  1,25+0,05° 1,45+0,10° 1,8610,06"
6PG 1,79:0,09°  2,16+0,11°  2,35:0,11°  3,160,15°
F6P 2,61+0,20°  2,09+0,19° 3,0240,33" 3,8940,20°
Lactato 35,81+2,00° 25,83:3,80° 28,60+3,39"° 36,43+2,84°
Malato 3,43%0,70°  2,96%0,45° 2,71+0,88° 2,11+0,15°

Glucégeno  8,69+0,68°  10,41+0,44°  6,5040,56°  7,70+0,77°
Las concentraciones de G6P, 6PG, F6P, lactato y malato se expresan en nmoles/g tejido y
el glucégeno en mg glucosa/g tejido. Los resultados son media + SEM de 9 valores.
Diferentes superindices indican diferencias significativas (p< 0,05).

En el caso de la G6P, los valores encontrados para la situacion nutricional AMyoe R fueron
significativamente superiores al resto de las situaciones (28,3% respecto al control R, 46,5% frente al
control ALy de un 48,8% respecto a AMyoAL). Es interesante resaltar que el valor del grupo control
restringido es un 14,2% mayor que el del grupo control AL aunque en nuestras condiciones no fue
estadisticamente significativa. Esto nos hace pensar que el acido maslinico ejerce alguna influencia
sobre este pardmetro en condiciones de restriccidn dietaria.
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El contenido de 6PG resultd ser mayor en este tejido, que en el caso del higado, y ademas se
observaron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales. El acido maslinico
produjo un incremento de 6PG del 20,6% en condiciones AL y del 34,4% en condiciones de
restriccion. La restriccion, a su vez, incremento este valor en un 31,3% cuando se comparan los
controles. Mientras que el incremento es de un 46,3% cuando se comparan la situacion AMyg R
frente a AMygo AL.

El 4cido maslinico produjo un aumento significativo en los niveles de F6P, Unicamente en
condiciones de restriccion caldrica (28,8%). Ademas se pudo comprobar que la restriccion “per se”
elevd significativamente los niveles de F6P en un 15,7% en los peces del grupo control R frente a los
del control AL.

Las cantidades de lactato expresadas en nmoles/g tejido fueron menores en un 27,9% para el
grupo alimentado con dieta AMyg AL frente a su control. Para el resto de los grupos, alimentados ad
libitum, no se observaron diferencias. Por su parte, El contenido en malato en el musculo no resulté
diferente en ninguno de los casos. En relacion con el contenido en glucdgeno se observa que el AM
aumento significativamente su nivel en un 19,8% en AMyy AL, mientras que no los modificd en
condiciones de restriccion alimentaria. Una reduccién (26%) de este nivel se observé cuando se
comparan los controles y tratados R frente a los mismos AL.

3.3.2. Efecto del acido maslinico sobre los niveles de los coenzimas de 6xido-reduccion,
NAD+, NADH, NADP+y NADPH y de sus respectivas relaciones.

3.3.2.1. Higado

En el metabolismo, el NAD" participa en las reacciones redox. En las células vivas, este coenzima
se encuentra en dos formas, oxidada, NAD" y reducida, NADH. El NAD®, agente oxidante, acepta
electrones de otras moléculas pasando a su forma reducida, NADH, que a su vez puede ser utilizado
como agente reductor para donar electrones. La relacién NAD'/NADH es un pardmetro importante
del metabolismo celular indicando el estado redox de la célula, reflejando el conjunto de las
actividades metabdlicas que caracterizan a un determinado estado estacionario e informando del
estado de salud de estas células.

Ademas, algunas moléculas de NAD" se convierten en NADP®, cuya quimica es similar, aunque
varia la funcién en el metabolismo. Este actuaria como agente reductor en el anabolismo celular,
intentando en todo momento que la razén NADP'/NADPH se mantenga mas bien baja. De ahi,
precisamente radica la importancia de medir estos coenzimas y la relacidn existente entre ellos. La
Tabla 3.12 muestra el efecto del dcido maslinico sobre los niveles intracelulares de los coenzimas
oxidados y reducidos, asi como las relaciones existentes entre ellos en el higado de las doradas
sometidas a nuestras condiciones experimentales. Los valores se expresan en nmoles/g tejido.
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Tabla 3.12. Efecto del acido maslinico en el higado de la dorada sobre los
coenzimas de d6xido-reduccion, y la razon entre ellos

Musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM100) (AM100)

NAD* 0,39+0,02° 0,79+0,07° 0,30+0,03° 0,44+0,06°
NADH 0,60:0,06° 0,62+0,06° 0,3240,04° 0,51+0,04°
NAD*/NADH 0,64+0,10° 1,26%0,24° 0,93:0,21*° 0,870,18°
NADP* 0,15:0,01° 0,44+0,05° 0,31+0,10 0,66+0,17"
NADPH 0,06:0,01° 0,22:0,05° 0,06+0,01°  0,58+0,03°

NADP‘/NADPH 2,28+0,53° 2,03x0,68" 5,50+2,22° 1,130,36°
Las concentraciones de todos los coenzimas se expresan en nmoles/g tejido. Los resultados
son media + SEM de 9 valores. Diferentes superindices indican diferencias significativas
(p<0,05).

En general los datos obtenidos fueron relativamente bajos y sobretodo muy variables debido a
que se esta trabajando con compuestos muy inestables que se convierten unos en otros facilmente
Los resultados encontrados en higado, mostraron un aumento de la concentracién de NAD" para
aquellos grupos que se alimentaron con acido maslinico. Este aumento fue del 102,6% para el grupo
AM;o AL y del 46,7% para el grupo AM;q R. En la medida de NADH resalto el grupo control R, que
resultd ser un 37,3% menor que el del grupo AM;oo R. Por ello, la relaciéon NAD'/NADH aumenté un
96,9% en el grupo AM ;o AL frente a su control, sin variaciones en los grupos R.

El 4cido maslinico produjo un aumento de los valores de NADP' que oscilé entre un 193,3% y
112,9% para AL y R respectivamente. Mientras que este aumento fue mayor para los valores de
NADPH, alcanzandose aumentos de un 266,7% y 866,7% en estos mismos grupos. Como
consecuencia de este comportamiento las relaciones NADP'/NADPH fueron menores aunque no
alcanzaron diferencias significativas.

En general, la adicidén de acido maslinico a la dieta hizo incrementar la relacién NAD/NADH y
disminuir la proporcién NADP*/NADPH, y aunque estas diferencias no fueran significativas, si que son
importantes, ya que en los grupos AMygo AL y AM1go R predominan las formas NAD* y NADPH de los
coenzimas estudiados.

3.3.2.2. Musculo blanco

El efecto del acido maslinico sobre los coenzimas de dxido-reduccion y de sus relaciones en el
musculo blanco de la dorada se muestran en la Tabla 3.13.

El 4cido maslinico sélo produjo un aumento significativo en los valores NAD y NADP" en los
animales alimentados ad libitum, siendo éste de un 169,2% y un 41,7% respectivamente, sin
embargo no modificé los niveles de los coenzimas reducidos. La restriccion dietaria y el acido
maslinico no modificaron las concentraciones de ninguno de los coenzimas estudiados.
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Tabla 3.13. Efecto del acido maslinico en el musculo de la dorada sobre
los coenzimas de oxido-reduccion, y la razén entre ellos

Musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMIOO) (AMIOO)
NAD' 0,13t0,01° 0,35:0,02° 0,230,048 0,27+0,04™
NADH 0,27+0,04* 0,31+0,06° 0,31+0,03°  0,36+0,03°
NAD'/NADH 0,49+0,12° 1,1240,27° 0,72+0,20® 0,7610,17%°
NADP* 0,12+0,01° 0,17#0,01° 0,10+0,01° 0,11+0,02°
NADPH 0,14+0,02*° 0,15t0,01° 0,10:0,01° 0,12+0,01®°

NADP/NADPH  0,92+0,20° 1,09+0,18" 1,07:0,17°  0,93%0,20°
Las concentraciones de todos los coenzimas se expresan en nmoles/g tejido. Los
resultados son media + SEM de 9 valores. Diferentes superindices indican diferencias
significativas (p<0,05).

La relacién NAD"/NADH aumenté un 128,6% para el grupo AM;q AL respecto a su control,
mientras que no hubo cambios en la situacién de restriccién. Respecto a la relacién NADP'/NADPH ni
el acido maslinico ni la restriccion produjeron variaciones significativas.
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3.4. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético de los sistemas de
producciéon de NADPH y enzimas claves del metabolismo proteico en el higado y misculo
blanco de la dorada

En este apartado, se va a analizar la influencia que ejerce el acido maslinico sobre el
comportamiento cinético de los sistemas de produccion de NADPH (G6PDH, 6PGDH, EM e IDH-
NADP") y de las principales enzimas implicadas en el metabolismo proteico (Ser-DH, Ala-AT y Tyr-AT)
en el higado y musculo blanco de la dorada. En primer lugar, veremos el comportamiento de todos
estos enzimas en el tejido hepatico, y posteriormente los analizaremos en el musculo blanco.

I 3.4.1. Enzimas del higado de la dorada

‘ 3.4.1.1.Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6 PGDH)

En la Figura 3.14, se puede observar el comportamiento cinético de la G6PDH hepdtica en las
cuatro situaciones nutricionales estudiadas. Las curvas de saturacion presentan un comportamiento
hiperbdlico tipico de una cinética michaeliana, sin evidencia alguna de sigmoidicidad. El ajuste de los
valores de concentracion de sustrato y actividad especifica, a esta curva de saturacidn se realizd
mediante un ajuste no lineal utilizando el GraFit 3.0. Es evidente que el AM incrementa la actividad
especifica de la G6PDH a lo largo de la curva de saturacién.
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Figura 3.14. Efecto del 4cido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en higado de dorada. Los valores se presentan
como la media = SEM de al menos 6 valores.

Todos los parametros cinéticos determinados durante la caracterizacion de la G6PDH para las
cuatro condiciones nutricionales aparecen reflejados en la Tabla 3.14.

186



Resultados

Tabla 3.14. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la G6PDH del higado de

la dorada
G6PDH higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM300) (AM340)

AE (mU/mg proteina) 21,33+0,89° 29,25+2,65° 22,801,077  29,98+1,71°
Vinax (MU) 2,46+0,10°  3,38:0,31°  3,030,14" 3,92+0,22°
K., (mM) 0,10:0,01°  0,10:0,00°  0,16%0,02°  0,15%0,01°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  23,97+0,99° 32,54+2,95°  19,04+0,89°  25,84+1,47°
Razén de actividad 0,26+0,01°  0,2440,02° 0,2110,01° 0,23+0,01°
Actividad total(U) 2,5810,11°  4,29:0,39°  2,630,12° 4,890,28°

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), Ky (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (Vos/Vmax), Act. Total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media * SEM de 6 valores.
Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La administracion de acido maslinico (AM) produjo, en el higado de la dorada, un aumento
significativo de la AE del 37,1% y 31,5% en los grupos AMig0 AL y AM; R, respecto a sus controles.
Estas diferencias se mantuvieron para la V., €n los grupos AL, siendo el grupo AMyg, AL un 37,4%
superior al control AL. En los grupos R, el valor de V,,., del control fue un 23,2% superior al del
control AL. Del mismo modo, la restriccion aumenté significativamente la K, en un 50,0%-60,0%. La
eficiencia catalitica aumenté en los grupos AM, siendo superior en un 35,8% para el grupo AM;q, AL
y un 35,7% para AMyoR. Mientras que la restriccion (control y AM) produjo una disminuciéon de la
eficiencia catalitica en un 20,6% respecto al control ALy al AM;qq AL. La razén de actividad disminuyd
en el control R un 19,2% respecto al control AL. Por otra parte, la actividad total, presentd la misma
tendencia que la AE. Asi, la del grupo AMo AL fue un 66,3% mayor que la del control AL, y la del
AM;g0 R un 85,9% que la del control R.
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Figura 3.15. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima 6-
fosfogluconato deshidrogenasa en higado de dorada. Los valores se presentan como la
media = SEM de al menos 6 valores.
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En la Figura 3.15, observamos el efecto del acido maslinico sobre las curvas de saturacion de la
6PGDH. El comportamiento corresponde claramente con una cinética michaeliana, para las cuatro
situaciones experimentales. Al igual que ocurria para la G6PDH, los grupos que se alimentaron con
dietas que contenian AM, mostraron una mayor actividad especifica.

La 6PGDH es el segundo enzima clave en el ciclo de las pentosas fosfato. Los parametros
cinéticos que obtuvimos en las cuatro dietas experimentales se recogen en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la 6PGDH del
higado de la dorada

6PGDH higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM ;o) (AM;0)

AE (mU/mg proteina) 12,850,73° 17,32+1,18° 13,3410,84°  16,210,86"
Vimax (MU) 1,480,81°  2,00%0,82°  1,770,72° 1,99+0,72°
K (M) 57,03+2,06° 84,83+3,15° 107,00+8,20°  89,10%6,10°
Eficiencia catalitica (nU-pM™)  26,000,85° 23,56:0,74° 16,55+0,67°  22,29+0,73"
Razén de actividad 0,83+0,03°  0,84%0,03°  0,83%0,03° 0,86+0,03°
Actividad total (U) 1,56:0,22°  2,54%0,33°  1,54+0,22° 2,48+0,33"

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), K., (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km),
Razén de actividad (Vo 5/Vmax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no
lineal utilizando el programa de analisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6
valores. Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La adicion de AM a la dieta, dio lugar a un aumento en la actividad especifica, de tal manera
que la del grupo AMgq AL fue un 34,8% superior a la del control AL, y la del AM;g R un 21,5% mayor
que la del control R; a su vez, debemos de destacar que la restriccidon en el grupo alimentado con
AM, no se modificd con respecto al grupo AMqo AL. La V. fue mayor para los grupos alimentados
con AM, el AMgq AL supuso un 35,1% con respecto al control ALy un 12,4% el AM,o, R, comparado
con el control R. La restriccion produjo un aumento en el grupo control R del 19,6% respecto al
control AL. La K, resultd ser diferente para todos los tratamientos. La eficiencia catalitica, mostré un
comportamiento anémalo, ya que para los animales alimentados con la dieta AM;y AL no se
modificé respecto a su control, y sin embargo, aumentd en el grupo AM;q R frente a su control.

La razon de actividad no mostro diferencias significativas en ninguna de las dietas utilizadas. El
valor de actividad total, llegd a ser diferente para todos los grupos. Estas, aumentaban en los
animales alimentados con AM, de tal manera que la del grupo AM;q, AL fue un 62,8% superior al
control AL, y de un 61,0%, mayor para el grupo AM;y R respecto al control R.

3.4.1.2. Enzima malico (EM)

El comportamiento cinético que presenta el enzima malico (EM) del higado de doradas se
muestra en la Tabla 3.16 y Figura 3.16. De modo general, se vio que este enzima presentd un patrén
similar al de los enzimas productores de NADPH ya comentados.
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Figura 3.16. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
malico en higado de dorada. Los valores se presentan como la media + SEM de al menos
6 valores.

En cuanto a los diferentes grupos, pudimos observar que sélo la restriccion de la dieta provocaba

una mayor actividad especifica, de tal modo que la del grupo control R fue un 40,8% mayor que la
del grupo control AL y la del grupo AMy R fue un 18,3% mayor que la del grupo AM,o, AL.

Tabla 3.16. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos del EM del higado de

la dorada
EM higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMIOO) (AMIOO)
AE (mU/mg proteina) 6,06+0,53° 7,22+0,40° 8,53%0,55° 8,54+0,92°
V,.., (mU) 0,70+0,06° 0,83+0,05° 1,13+0,07° 1,12:0,19"
K., (mM) 0,57+0,02° 0,61+0,04° 0,60+0,11* 0,45%0,05°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  1,24+0,11° 1,38+0,09° 1,88:0,12° 2,48+0,28"
Razén de actividad 0,15¢0,03° 0,20£0,05° 0,29+0,05° 0,32+0,12°
Actividad total (U) 0,73t0,06° 1,06:0,07° 0,98+0,06° 1,39:0,20

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad méxima), K, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km),
Razon de actividad (Vo1/Vmax), Act, total (U totales). Los pardmetros cinéticos se calculan a partir del ajuste no
lineal utilizando el programa de analisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6
valores. Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La velocidad maxima (Vmay) también se vio afectada por la restriccién (alrededor de un 60%),
aunque pudimos observar que la del grupo AM;qo AL se iguald a la de las condiciones restringidas,
siendo un 18,6% superior a la del control AL. Los valores de K, no presentaron variaciones
significativas por el AM vy si por la restriccién (entre un 51,6% y un 78,3%). La razén de actividad, en
este caso, cociente entre Vg 1/Vma, Siguid el mismo patrén que la actividad especifica, de tal modo
que los grupos AL fueron menores que los R, asi la del grupo control R fue un 93,3% comparado con
la del control AL y la del grupo AM;y R fue un 60,0% superior a la del AMyy, AL. Por otro lado, la
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actividad total que presentd valores menores fue la del grupo control AL, el resto de los grupos no
mostraron variaciones significativas entre si. Asi, la del grupo AM;y AL superd en un 45,2% al grupo

control AL.

3.4.1.3. Isocitrato deshidrogenasa dependiente NADP+ (IDH-NADP+)

El comportamiento cinético de la IDH-NADP" del higado de las doradas sometidas a las cuatro
situaciones nutricionales estudiadas, se refleja en la Figura 3.17. En ella, se puede comprobar que el
acido maslinico es capaz de incrementar la velocidad de este enzima tanto en condiciones de
saciedad como de restriccion alimentaria a lo largo de toda la curva de saturacion.

Actividad especifica (mU/mg)

*  Control AL
“ Control R

0 rrrryrrrr1 1T

0 5 10 15 20 25
[isocitrato] (mM)
Figura 3.17.: Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima

IDH-NADP" en el higado de dorada. Los valores se presentan como la media + SEM de al
menos 6 valores.

El efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de este enzima se muestra en la
Tabla 3.17. Se puede comprobar que tanto la restriccion alimentaria como la administracion de acido
maslinico incrementaron significativamente la actividad especifica y V. de este enzima. En cuanto a
la actividad especifica, la restriccion aumentd un 29,6% el valor del grupo control R respecto al
control ALy un 12,3% el valor del grupo AMq R frente al del AM;oy AL. Por su parte, el AM aumenté
el valor del AMqy AL en un 37,7% frente a su control y en un 19,9% el valor del AM,q, R frente a su
control. Los efectos de la restriccidn y del AM sobre la V., fueron cualitativamente semejantes a los
encontrados en la actividad especifica. Otro efecto interesante encontrado corresponde al
comportamiento de la K. La administracion de AM y la restriccion disminuyen el valor de este
parametro. El acido maslinico redujo en un 35,6% en los peces alimentados ad libitum y un 39,3% en
los alimentados con restriccidn. A su vez, la restriccidn “per se” redujo significativamente la K, del
grupo control R en un 13,3% frente al control AL.
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Tabla 3.17. Efecto del acido

higado de la dorada

maslinico sobre los parametros cinéticos de la IDH-NADP+ del

IDH-NADP" higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM340) (AM10)

AE (mU/mg proteina) 19,73+1,12° 27,16#1,00° 25,56+1,71° 30,62+0,70°
Vnax (MU) 2,2810,13°  3,1310,12°  3,1320,23" 4,00+0,09°
K., (mM) 0,45:0,01°  0,29+0,02°  0,39:0,04° 0,28+0,01°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  5,04:+0,29° 10,82+0,40°  7,94%0,52° 14,11+0,32°
Razén de actividad 0,22+#0,03°  0,26+0,01° 0,21+0,02° 0,24+0,01°
Actividad total (U) 2,3910,14°  3,98%0,15°  2,72+0,20° 5,00£0,11°

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), Ky (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (Vo,1/Vmax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media * SEM de 6 valores.

Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La restriccidon y la ingesta de AM modificaron los valores de la eficiencia catalitica, aunque el

efecto fue mayor al disminuir los valores de Km. La razén de actividad no se modificé en ninguna de

las situaciones nutricionales, corroborando que el aumento de actividad estd relacionado con un

aumento de la cantidad de enzima. La actividad total del enzima se afect6 por la adiciéon de AM a la

dieta encontrandose aumentos del 66,5% y 83,8% en AM,y, AL y AMyqq R respecto a sus controles.

3.4.1.4. Serina deshidratasa (Ser-DH)

En la Figura 3.18 se muestra la influencia de L-Ser sobre la actividad Ser-DH en el higado de

doradas alimentadas con diferentes dietas suplementadas con acido maslinico.
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Figura 3.18. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
serina deshidratasa (Ser-DH) en higado de dorada. Los valores se presentan como la
media + SEM de al menos 6 valores.
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En la Tabla 3.18 se reflejan los parametros cinéticos de la Ser-DH del higado de la dorada. La AE
y la V. mostraron una disminucidon significativa en condiciones de restriccion alimentaria. La
actividad especifica disminuyd un 52,9% respecto al control AL y un 50,0% respecto a AMygo AL.
Variaciones parecidas se obtuvieron para la V.

Tabla 3.18. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Ser-DH del
higado de la dorada

Ser-DH higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM340) (AM140)

AE (mU/mg proteina) 0,34+0,07°  0,48+0,01° 0,16+0,02°  0,24+0,02°
Vimax (MU) 0,12+0,02° 0,16£0,00°  0,06£0,00°  0,09:0,00°
K (MmM) 0,13+0,03° 0,13+0,02°  0,08+0,00°  0,10+0,00°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  0,92:0,21®°  1,26:0,04°  0,82:0,12°  0,91%0,07"
Razén de actividad 0,43+0,14° 0,40+0,06°  0,56%0,15°  0,51%0,11°
Actividad total (U) 41,35:9,49°  69,83+2,07° 18,07#2,62° 39,413,17°

AE (Actividad especifica), Vimax (Velocidad maxima), Kr, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razén
de actividad (Vo,1/Vmax), Act. total (mU totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6 valores.
Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La K, no se modificd, ni el AM ni la restriccion caldrica afectaron este parametro. La eficiencia
catalitica y la razén de actividad no se modificaron, aunque los valores de eficiencia catalitica,
aumentan ligeramente en los grupos AM. La actividad total aumentd significativamente por la
adicién de AM. Este aumento fue de un 68,9% para el grupo AMyoo AL y del 118,1% para AM;q R. Al
mismo tiempo, disminuyo significativamente con la restriccion dietaria, en un porcentaje que se
aproximo al 50% tanto para el control como para el tratado con AM.

3.4.1.5. Alanina aminotransferasa (Ala-AT)

La Figura 3.19 y Tabla 3.19 muestran el efecto del AM y de la restriccidn alimentaria sobre el
comportamiento cinético de la alanina aminotransferasa (Ala-AT) del higado de la dorada. Los
valores de actividad especifica mostraron un claro aumento por accién del AM. En condiciones ad
libitum, este aumento fue del 28,9% mientras que para condiciones de restriccion fue del 39,2%. Por
el contrario, cuando se comparan los efectos del acido maslinico y restriccién, comprobamos que la
restriccion redujo significativamente el valor de este pardmetro en un 21,5% y 15,2%
respectivamente para el grupo control y AMyo R. Por su parte, los valores de la V. siguieron un
patron de comportamiento similar al encontrado en los de la actividad especifica.

La constante de Michaelis (K,), por el contrario, no se vio afectada por el dcido maslinico en
condiciones de alimentacidn a saciedad, sin embargo la restricciéon en peces controles la aumentd
significativamente en un 18,3%, mientras que la adicién de AM a la dieta restringida hizo posible que
este valor volviese a los niveles alcanzados en los controles AL. Al determinar la eficiencia catalitica,
vemos una clara influencia en las dietas que contenian acido maslinico, de tal modo que el valor de
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este pardmetro aumento en los grupos AMgy AL y AMygq R € un 38,9% y 95,7% con respecto a sus

controles.
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Figura 3.19.: Efecto del 4cido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
alanina aminotransferasa en higado de dorada. Los valores se presentan como la media

SEM de al menos 6 valores.

La actividad total del enzima Ala-AT se determiné teniendo en cuenta el peso total del tejido

hepatico, y pudimos observar un claro aumento en condiciones de adicién de AM. La actividad total

para el grupo AM AL fue un 55,8% mayor respecto al control AL, y la del grupo AMoo R fue un
76,3% mayor que la del grupo control R. Asimismo, al ser menor el tamafio del higado en los peces R,

el valor para AM;o, AL fue mayor que la del grupo AMq R.

Tabla 3.19. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Ala-AT del higado de

la dorada
Ala-AT higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMIOO) (AMIOO)
AE (mU/mg proteina) 107,7+10,5° 138,8+3,5°  84,56+5,93° 117,7+1,3"
Vimax (MU) 12,4241,44°  16,0120,41° 11,220,79° 15,37:0,18"
Km (MmM) 13,85+0,31°  12,63%0,18° 16,38:0,28° 11,37+1,31°
Eficiencia catalitica (mU-mM™) 0,90+0,10° 1,25+0,03°  0,69+0,05°  1,35+0,02°
Razén de actividad 0,23+0,06®  0,28:0,02°  0,14%0,03°  0,30:0,02°
Actividad total (U) 13,05¢1,51°  20,34:0,52°  9,7640,68° 17,210,22°

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), Ky, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (Vs/Vimax), Act. total (U totales). Los pardmetros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal utilizando
el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media = SEM de 6 valores. Superindices

diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).
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‘ 3.4.1.6. Tirosina aminotransferasa (Tyr-AT)

Los resultados referidos a los efectos del acido maslinico y restricciéon alimentaria sobre el
comportamiento cinético de la tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) en el higado de la dorada se
muestran en la Figura 3.20.
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Figura 3.20.: Efecto del 4cido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) en higado de dorada. Los valores se presentan como
la media + SEM de al menos 6 valores.

El comportamiento cinético de este enzima en higado de dorada corresponde a un
comportamiento michaeliano clasico describiendo una perfecta hipérbola equilatera. Observamos,
asimismo, que este comportamiento esta mas acentuado en el grupo que se alimenté con AM vy

dieta ad libitum (AMy AL), seguido del AM,o, R y control AL, grupos para los que no hubo
diferencias; por debajo quedd el control R.

Tabla 3.20. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Tyr-AT del higado de la

dorada
Tyr-AT higado Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AM,40) (AM.40)

AE (mU/mg proteina) 44,44+0,10° 53,40+0,15° 34,80%0,60° 52,58+1,45°
Vax (MU) 7,69+0,02°  9,24:0,03°  6,93:0,12°  8,34+0,28"
Ko (mM) 4,08+0,21°  3,21#0,30°  5,66+0,24°  3,66+0,14°
Eficiencia catalitica (mU-mM'l) 1,89+0,00° 2,88i0,01b 1,22+0,02¢ 2,28i0,08d
Razén de actividad 0,29+0,00° 0,33+0,07° 0,28+0,16°  0,31%0,10°
Actividad total (U) 5,38+0,01°  7,83:0,02°  4,02¢0,07°  6,95+0,24°

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), K, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razén de
actividad (V1,25/Vmax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal utilizando el
programa de analisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6 valores. Superindices
diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).
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En la Tabla 3.20 se muestran los efectos del AM y de la restriccion dietaria sobre los diferentes
parametros cinéticos del enzima. La actividad especifica del enzima aumento por la presencia de AM.
Este aumento fue del 20,2% para el grupo AM;o, AL respecto a su control y del 51,1% para el grupo
AM;qo R respecto a control R. Sin embargo, el valor del grupo control R fue menor que el del control
AL, aunque esta reduccion se restituye cuando se adiciona el AM a la dieta restringida. Este
comportamiento fue cualitativamente el mismo para los valores de V..., aunque difieran
cuantitativamente sus efectos ya que no superaron en ningln caso el 25%. La constante de
Michaelis, K, se vio influenciada por la adicién de maslinico, ya que resulté ser significativamente
menor para estos grupos (el valor de la K,, del grupo AM; AL fue un 21,3% menor que la del control
ALy la del grupo AM;qq R fue un 35,3% menor que la del control R), no existiendo diferencias cuando
se comparan entre si los grupos AM;o, AL y AMjy R. La eficiencia catalitica aumenté
significativamente cuando se administra AM, mientras que este parametro cinético se redujo
significativamente por la restriccion caldrica. Sin embargo, la razén de actividad no mostré
diferencias significativas en ninguna de las situaciones nutricionales estudiadas.

Como era de esperar al aumentar el tamafo del higado de las doradas por la presencia del AM,
los valores de actividad total aumentaron significativamente bajo esta condicidn, siendo de un 45,5%
para AMygq ALy de un 72,9% para AM;q R. Sin embargo, el menor tamaiio del érgano en las doradas
sometidas a restriccidon alimentaria provocd una disminucién significativa de la actividad total en
esta condicion nutricional.

I 3.4.2. Enzimas del misculo blanco de la dorada

Los enzimas que se estudiaron en higado, fueron los que también se analizaron en el musculo
blanco de la dorada, para ver el efecto que presentaban tanto el acido maslinico como la restriccion
alimentaria sobre su comportamiento cinético, maxime teniendo en cuenta que es en este tejido
donde ocurre la mayor cantidad de procesos celulares relacionados con el crecimiento del animal.

En lineas generales, podemos destacar que la actividad que presentaron tanto los enzimas
productores de NADPH como los relacionados con el metabolismo de proteinas, fueron algo mas
bajas que las encontradas en higado. Sin embargo, cuando medimos parametros en los que tenemos
en cuenta, las actividades totales y cantidad de DNA (unidad celular), estas diferencias ya no se
aprecian, pues el tamafio del tejido muscular es mucho mayor que el del higado, permitiendo, por
tanto, que se pronuncien de forma significativa estos parametros.

3.4.2.1.Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH)

El ajuste no lineal de los valores de actividad especifica obtenidos a diferentes concentraciones
de glucosa 6-fosfato (descritas en el apartado de material y métodos), se realizaron con el programa
GraFit y se detallan en la Figura 3.21 En ella, observamos que los grupos que presentaron una mayor
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actividad fueron los que se alimentaron con acido maslinico tanto en condiciones ad libitum como de

restriccion alimentaria.
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Figura 3.21. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en musculo blanco de dorada. Los valores

se presentan como la media + SEM de al menos 6 valores.

En la Tabla 3.21 se reflejan los efectos de la adicion de acido maslinico y de la restriccion
dietaria sobre los diferentes pardmetros cinéticos de la G6PDH de musculo blanco de la dorada. Se
puede observar que la adicion de acido maslinico (AM) a la dieta de dorada produjo en este enzima
del musculo blanco un aumento significativo en la actividad especifica y V.

Tabla 3.21. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la G6PDH del
musculo de la dorada

G6PDH musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMyo0) (AM30)
AE (LU/mg proteina) 169,9+9,1° 244,2115,2b 140,8+5,2° 223,215,5h
Vinax (RU) 72,7¢3,9°  104,1#6,5°  63,7+2,3°  98,5:2,4°
K., (mM) 1,960,01°  1,71+0,08° 0,39:0,01° 0,47+0,01°
Eficiencia catalitica (nU-uM'l) 37,06+2,00° 60,72t3,80b 164,016,0° 211,315,d
Razén de actividad 0,22+0,00° O,27i0,00b 0,51+0,00°  0,50+0,00°
Actividad total (U) 1,4410,08°  2,63+0,16° 1,16:0,04° 2,09+0,05°

AE (Actividad especifica), Vma (Velocidad maxima), K, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica
(Vmax/Km), Razén de actividad (Vo,s/Vmax), Act. total (U totales). Los pardmetros cinéticos se calculan a partir
del ajuste no lineal utilizando el programa de analisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la
media + SEM de 6 valores. Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas
(p<0,05).

La actividad especifica fue un 43,7% y un 58,5% superior en los grupos AMig AL y AMyg R
comparados con los grupos control AL y control R, respectivamente, sin que la restriccion alimentaria
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modificara este parametro. En estos mismos grupos, la V., fue un 43,2% y un 54,6% superior a la de
los controles. Por su parte, el acido maslinico no afectdé en condiciones AL, a la K,,, mientras que la
restriccion de alimento redujo su valor en un 80,1%. La eficiencia catalitica reflejé6 un aumento
significativo en los grupos AMgy AL y AMygo R, destacando un aumento de mas del 400% en los
grupos a los que se les restringié la alimentacion. La razén de actividad aumenté aproximadamente
en un 100% en los grupos restringidos respecto a la encontrada en los grupos ad libitum.

Por otro lado, la actividad total fue significativamente mayor en AMo AL y AM;o R, en relacion
con sus controles. Se observd un claro efecto del acido maslinico sobre este pardmetro, pues en
AMg0 AL y AM1og R fueron un 82,6% y un 80,2% superiores a los controles AL y R, respectivamente.
Ademas la restriccidn disminuyé significativamente este valor, siendo un 45,2% y 80,2% menor en el
control Ry AM;q R respecto a los grupos AL.

Los resultados obtenidos para la 6-fosfogluconato deshidrogenasa se recogen en la Figura 3.22
Una vez mas, se obtiene una curva de Michaelis tipica en los cuatro grupos de estudio. Al igual que
ocurria con la G6PDH, la actividad de la 6PGDH se incrementd por el acido maslinico.
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Figura 3.22. Efecto del dcido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) en musculo blanco de dorada. Los valores se
presentan como la media + SEM de al menos 6 valores.

En la Tabla 3.22 se muestran los parametros cinéticos de este enzima. La actividad especifica
aumentd significativamente en los grupos alimentados con dieta restringida, aunque cabe destacar
que el grupo AM;o AL iguald a los grupos R y supuso un 40% por encima de su control AL.

El acido maslinico produjo un aumento del 40,3% en la V.., del grupo AMjy AL, sin que
afectara al grupo AM;o R que presentaban niveles semejantes a los del grupo AM;o, AL. Los valores
de K, obtenidos para AMy AL y AM;o R fueron menores en un 41,4% y 37,1% respectivamente. La
eficiencia catalitica y la razén de actividad mostraron un comportamiento similar a los encontrados
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para la actividad especifica, aumentado ambos parametros por la presencia de AM. Por lo que
respecta a la actividad total, el AM aumenté significativamente el valor de este parametro (en AM;gq
AL el aumento fue del 78,6%, y en AMy R del 26,4%), sin que se afectara por la restriccidn caldrica.

Tabla 3.22. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la 6PGDH del musculo

de la dorada

6PGDH musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)

Control 100 mg/Kg Control 100 mg/Kg

(AM,q0) (AM,q0)

AE (pU/mg proteina) 104,5+12,6° 147,1:8,7°  133,2¢10,3°  148,2+17,5°
Vinax (HU) 44,7+5,4° 62,743,7° 60,34,7° 65,77,7°
K., (mM) 1,28t0,06°  0,51+0,03°  1,51#0,04°  0,95+0,01°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  0,03:0,00°  0,12+0,01°  0,04:0,00°  0,07+0,01°
Razén de actividad 0,93+0,11°  1,44+0,08°  1,05¢0,08°  1,25:0,15
Actividad total (U) 0,890,11°  1,59+0,09°  1,10:0,09° 1,39+0,16"

AE (Actividad especifica), Vimax (Velocidad maxima), Kr, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razén
de actividad (Vo,s/Vmax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media = SEM de 6 valores.
Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

3.4.2.2. Enzima malico (EM)

sobre el comportamiento cinético del enzima malico del musculo blanco de la dorada. La
representacion de la actividad especifica describe un comportamiento tipicamente michaeliano. De
los resultados obtenidos se deduce que el acido maslinico modula la actividad de este enzima, en el

musculo blanco, de los peces que se alimentaron con este triterpeno.
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La Figura 3.23 muestra el efecto del acido maslinico y la restriccidén dietaria y su combinacion
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La Tabla 3.23 muestra el efecto del acido maslinico y de la restriccion caldrica sobre los
parametros cinéticos del enzima malico del musculo blanco de la dorada.

Tabla 3.23. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos del EM del musculo
de la dorada

EM musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/kg Control 100 mg/kg
(AMyq0) (AM;40)
AE (mU/mg proteina) 0,35:0,03° 0,67+0,06° 0,700,02° 0,69+0,02°
Vinax (MU) 0,15+0,01° 0,29+0,03" 0,33:0,01° 0,31:0,01°
K., (mM) 0,87+0,02° 0,42+0,04° 2,30%0,34° 1,08+0,29°
Eficiencia catalitica (mU-mM'l) 0,17+0,02° 0,68&0,12b 0,15+0,03° 0,30i0,03b
Razén de actividad 0,67+0,08° 1,22+0,12° 0,45:0,05° 0,62+0,07
Actividad total(U) 2,96+0,23° 7,22+0,68"° 6,63:0,13° 6,48+0,17"

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), Ky, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km),
Razon de actividad (Vos/Vmax), Act. total (U totales). Los pardmetros cinéticos se calculan a partir del ajuste no
lineal utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6
valores. Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

La actividad especifica del enzima se afectd por el acido maslinico, siendo un 91,4% superior al
control AL, mientras que la restriccion caldrica “per se” produjo un aumento similar. La V.« presenté
el mismo comportamiento frente al AM y la restriccion alimentaria. De acuerdo con ello, se puede
observar que el maximo valor se obtuvo en los grupos AM;g, AL, control R y AM;q R. Caso especial
tiene lugar con los valores de K, ya que el acido maslinico redujo su valor en ambas situaciones
nutricionales (AL y R) en un 51,7% y un 53,1% respectivamente, aunque en este caso, la restriccion
dietaria aumento su valor en ambos grupos en mas del 160% de su valor.

La eficiencia catalitica y razén de actividad presentaron efectos similares, encontrandose
diferencias sdlo en los grupos con AM, sin verse afectados por la restriccion caldrica. Los
incrementos de la eficiencia catalitica fueron del 300,0% y 86,7% para AMy AL y AM;g R
respectivamente. En el caso de la razén de actividad estos aumentos fueron del 122,7% y 50,1%. La
actividad total del enzima no mostrd diferencias para los grupos restringidos, que, a su vez,
resultaron ser similares al grupo AM;q, AL, el cual si difirié (+143,9%) respecto a su control.

3.4.2.3. Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+ (IDH-NADP+)

Los efectos del acido maslinico y de la restriccion caldrica sobre el comportamiento cinético de
la IDH-NADP" de musculo de la dorada se representa en la Figura 3.24. Las curvas de saturacion de
este enzima, bajo las cuatro situaciones nutricionales estudiadas, siguieron un tipico comportamiento
michaeliano sin que se evidencien en ningln caso signos de sigmoidicidad, apreciandose un claro
efecto positivo del acido maslinico sobre la actividad especifica del enzima a cada una de las
concentraciones de isocitrato, tanto en condiciones de saciedad como de restriccidn alimentaria.

La Tabla 3.24 muestra los pardmetros cinéticos de la IDH-NADP* del musculo de las doradas
alimentadas con dietas suplementadas con acido maslinico en condiciones de saciedad y de
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restriccién alimentaria del 1,5%. Ambas situaciones alimentarias modificaron, aunque de diferente
forma, los distintos parametros cinéticos determinados.
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Figura 3.24. Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
IDH-NADP* en musculo blanco de dorada. Los valores se presentan como la media +
SEM de al menos 6 valores.

Los dos parametros cinéticos directamente relacionados con la velocidad de la reaccién, la
actividad especifica y la Vi, Se vieron afectadas significativamente por el dcido maslinico. Ambos
aumentaron en los grupos alimentados con AM. La actividad especifica del grupo AM;qo AL lo hizo en
un 26,7% vy la del grupo AMyo R en un 28,5% respecto a la de sus controles. La restriccién, por su
parte, incrementd ligeramente los valores de este parametro cinético. Por su parte, la V., de los dos
grupos de estudio alimentados con acido maslinico, AMo AL y AM1gg R, aumentd en un 28,6% y un
24,4% frente a la de sus respectivos grupos control, ALy R.

Tabla 3.24. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la IDH-NADP"* del
musculo de la dorada

IDH-NADP* musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/Kg Control 100 mg/Kg
(AM.40) (AM,40)

AE (mU/mg proteina) 3,30:0,33°  4,18:0,23°  3,61#0,15°  4,64%0,14
Vpax (MU) 0,35£0,02°  0,45:0,02°  0,41+0,02°  0,51:0,02°
Ko (MM) 0,30£0,04°  0,110,00°  0,08t0,00°  0,06+0,00°
Eficiencia catalitica (mU-mM'l) 1,18+0,28° 4,28i0,40b 5,41i0,38b 8,20+0,33¢
Razén de actividad 0,22#0,05°  0,500,05°  0,51+0,04°  0,600,03"
Actividad total (U) 28,07+3,23°  45,02+2,56° 29,88+1,26°  43,44+1,31°

AE (Actividad especifica), Vimax (Velocidad maxima), Ky, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (Vo,1/Vimax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media = SEM de 6 valores.
Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).
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La K,,, indicadora del grado de afinidad del enzima por el sustrato, se vio modificada tanto por
el acido maslinico como por la restriccion con el objetivo de obtener el maximo grado de
optimizacién cinética. El acido maslinico redujo significativamente este pardmetro en un 63,3% en el
grupo AM;gy AL y en sdlo un 25,0% en el grupo AMygo R. Este menor decremento alcanzado en las
condiciones de restriccion se debe a que en esta situacidn se redujo significativamente este valor en
un 73,3% respecto al control de la situacidn ad libitum. Los otros dos importantes parametros
cinéticos, eficiencia catalitica y razon de actividad, se vieron afectados por ambas condiciones
ensayadas, acido maslinico y restriccion caldrica. Ambas incrementaron significativamente sus
valores. La eficiencia catalitica aumenté un 262,7% en condiciones de saciedad y un 51,6% en
condiciones de restriccidén, a pesar de que esta situacion de restriccién ya aumentd un 358,5% su
valor cuando se comparan los grupos controles, R frente a AL. La razén de actividad siguidé un
comportamiento paralelo al observado para la eficiencia catalitica aunque los incrementos fueron
menores. En condiciones de saciedad, el acido maslinico aumentd su valor en un 56,0% y un 17,7%
bajo restriccion caldrica, mientras que esta Ultima situacién provocé un aumento del 263,6% en la
situacion control. La actividad total solamente se vio afectada por el acido maslinico en ambas
situaciones (AL y R), oscilando los incrementos alcanzados entre un 60,4% para ALy un 45,4% para R.

3.4.2.4. Serina deshidratasa (Ser-DH)

En la Figura 3.25 y Tabla 3.25 se representan las curvas de saturacion y los diferentes
parametros cinéticos de la Ser-DH del musculo blanco de la dorada sometidas a las cuatro situaciones
nutricionales ensayadas. Al igual que en los otros casos analizados, las curvas de saturacién de este
enzima mostraron un comportamiento michaeliano tipico, viéndose la actividad incrementada por el
acido maslinico.
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Figura 3.25. Efecto del dcido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima Ser-DH
en musculo blanco de dorada. Los valores se presentan como la media + SEM de al menos 6
valores.
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Tabla 3.25. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Ser-DH del musculo de

la dorada
Ser-DH musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/Kg Control 100 mg/Kg
(AMIOO) (AMIOO)

AE (pU/mg proteina) 138,0+7,3° 159,5+50,6° 110,1+13,2° 143,1+19,1°
Vimax (RU) 88,5+4,7° 101,9432,4°  74,7+9,0° 94,7+12,7°
Ky (MmM) 0,23+0,00° 0,21+0,01°  0,24+0,03° 0,26+0,04°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  0,38+0,02° 0,49+0,41°  0,31+0,08° 0,37+0,11°
Razén de actividad 0,34+0,04° 0,33#0,11°  0,35%0,06° 0,33+0,04°
Actividad total(U) 1,17+0,06° 1,724#0,55°  0,91+0,11° 1,34+0,18°

AE (Actividad especifica), Vmax (Velocidad maxima), K, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razén de
actividad (Vo,1/Vmax), Act. total (U totales). Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal utilizando el
programa de analisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6 valores. Superindices
diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

El anadlisis, de todos los pardmetros cinéticos determinados, tales como actividad especifica,
Vmax Km, €ficiencia catalitica y razon de actividad, permite concluir que, en este tejido, ninguna de las
situaciones estudiadas, presencia de acido maslinico y restriccidn calérica, modifico significativamente
el comportamiento cinético de este enzima.

3.4.2.5. Alanina aminotransferasa (Ala-AT)

La Figura 3.26 representa los efectos del acido maslinico y la restriccion dietaria sobre el
comportamiento cinético de la Ala-AT del musculo blanco de la dorada La actividad enzimatica de los
grupos alimentados con las dietas AMyg9 AL y AM1oo R fue mayor que la de los controles AL y R,
respectivamente aunque estas variaciones no fueron diferentes significativamente.
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Figura 3.26.: Efecto del acido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
Ala-AT en musculo blanco de dorada. Los valores se presentan como la media + SEM
de al menos 6 valores.
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La Tabla 3.26 muestra, por su parte, los efectos del AM y de la restriccién sobre los pardmetros
cinéticos de la Ala-AT. Aunque el AM aumentdé en un 25,1% y un 18,8% la actividad especifica en
condiciones AL y R respectivamente, estos no fueron significativos. El mismo comportamiento lo

siguid la Vax.

Tabla 3.26. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Ala-AT del musculo de

la dorada
Ala-AT musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/Kg Control 100 mg/Kg
(AMyq0) (AMyq0)
AE (mU/mg proteina) 24,69+2,84° 30,89+2,67°  24,97+2,51° 29,663,44°
Vpnax (MU) 10,56+1,22° 13,16+1,14° 11,29+1,13°  13,08+1,52°
K, (MmM) 16,06+1,66° 14,74+0,97°  20,76%3,09° 19,03+1,44°
Eficiencia catalitica (mU-mM™)  0,66+0,14° 0,89+0,14°  0,5440,16°  0,73%0,24°
Razén de actividad 0,19+0,05° 0,25¢0,03°  0,1520,04°  0,27+0,04°
Actividad total (U) 209,2+24,1° 332,9128,7° 206,5+20,8° 277,5+32,1°

AE (Actividad especifica), Vimax (Velocidad maxima), K, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (Vs/Vimax), Act. total (U totales). Los pardmetros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal utilizando
el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6 valores. Superindices
diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

El resto de los parametros cinéticos, K., eficiencia catalitica y razén de actividad no se vieron
afectados. Solamente se observé un incremento significativo del 59,1% y un 34,4% en la actividad
total del enzima en los grupos AMyg9 AL y AM; o R frente a sus respectivos controles.

3.4.2.6. Tirosina aminotransferasa (Tyr-AT)

En la Figura 3.27 se reflejan las curvas de saturacidon de la Tyr-AT del musculo de la dorada
sometida a las diferentes situaciones nutricionales.
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Figura 3.27. Efecto del 4cido maslinico sobre el comportamiento cinético del enzima
maélico (EM) en el musculo blanco de dorada. Los valores se presentan como la media *
SEM de al menos 6 valores.
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Todas las curvas de saturacion siguieron un tipico y normalizado comportamiento michaeliano,
sin evidentes signos de sigmoidicidad. Se comprueba, asi mismo, un incremento generalizado de la
actividad especifica del enzima en presencia de acido maslinico tanto en condiciones de
alimentacion a saciedad como en restriccién alimentaria.

Los efectos del acido maslinico y de la restriccion de la ingesta de alimento sobre los diferentes
parametros cinéticos de la Tyr-AT del musculo blanco de la dorada se muestran en la Tabla 3.27.

Tabla 3.27. Efecto del acido maslinico sobre los parametros cinéticos de la Tyr-AT del musculo

de la dorada
Tyr-AT musculo Ad Libitum (AL) Restringida (R)
Control 100 mg/Kg Control 100 mg/Kg
(AMyq0) (AM;0)
AE (mU/mg proteina) 13,70+0,05°  14,44+0,07° 10,96+0,13°  12,74+0,05°
Vimax (MU) 4,39+0,01° 4,620,02°  3,7240,04° 4,22+0,01°
K (MM) 3,07+0,06° 2,4110,13°  4,310,21° 3,4310,12°
Eficiencia catalitica (mU-mM'l) 1,43+0,02° 1,9210,06b 0,86+0,06° 1,2310,04d
Razén de actividad 0,54+0,01° 0,57+0,01°  0,40+0,03° 0,49+0,01°
Actividad total (U) 116,4+0,4° 155,6+0,7° 90,6+1,1° 119,2+0,4°

AE (Actividad especifica), Vimax (Velocidad maxima), Ky, (Constante de Michaelis), Eficiencia catalitica (Vmax/Km), Razon
de actividad (V,,5/Vimax), Act. total (U totales), Los parametros cinéticos se calculan a partir del ajuste no lineal
utilizando el programa de andlisis de datos GraFit. Los resultados se expresan como la media + SEM de 6 valores.
Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

En relacion con actividad especifica de la tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) del musculo de la
dorada, se puede observar que la administracion de acido maslinico durante 210 dias produjo un
incremento significativo de un 5,4% y 16,2% para los grupos AMyo0 AL y AM;qo R, respecto a sus
controles. Este parametro, sin embargo, disminuyd significativamente por la restriccién caldrica un
20,0% para el control y un 11,8% el grupo AM;g R. Un comportamiento practicamente semejante
ocurrié para la V.. El acido maslinico aumento significativamente la velocidad maxima tanto en la
alimentacién ad libitum como restringida. Ademas este parametro disminuyd en un 15,3% en los
controles sometidos a alimentacidn restringida.

La K., presentd variaciones entre los diferentes grupos experimentales. La velocidad semi-
maxima se alcanzaba a menores concentraciones de sustrato en los grupos que ingerian dieta
suplementada con acido maslinico, indicando una reduccién significativa del valor de la K,, por este
triterpeno pentaciclico. Esta disminucién fue del 21,5% en el grupo ad libitum y del 20,4% en el
grupo restringido; por el contrario, la restriccion “per se” provocé un aumento significativo del 40,4%
de este valor en el grupo control R comparado con el del control ALy un aumento del 42,3% en la K,
del grupo AM R respecto a la del grupo AMo AL.

Lo mismo que ocurrié con la actividad especifica, tuvo lugar con la eficiencia catalitica; el AM
influencié positivamente, produciendo un aumento significativo del valor de este parametro tanto
en la situacién AL como en la R. Este aumento fue del 34,3% y 43,0% en la eficiencia catalitica de los
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grupos AM;qo AL y AM;oo R comparadas con sus respectivos controles. Sin embargo, la restriccion
disminuyd la eficiencia catalitica del grupo control R en un 39,9% y la del grupo AM;y R en un 35,9%.
La razdn de actividad presenté diferencias sélo en los grupos restringidos, siendo un 22,5% mayor en
el AMy R, que en el control R. En este sentido, sélo podemos afirmar que el AM influya sobre la
razon de actividad en condiciones de restriccion dietaria. Por otro lado, el valor de actividad total de
la Tyr-AT mas elevado se alcanzé también en los grupos alimentados con acido maslinico, siendo el
aumento en el grupo AM,y, AL de un 33,7% superior al del control AL y en el AMyg R de un 31,6%
comparado con el control R.
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3.5. Efecto del acido maslinico sobre los niveles de expresion proteica de los diferentes
enzimas estudiados por la técnica” Western blot”

Los ensayos de “Western blot” se llevaron a cabo en los enzimas productores de NADPH, tales
como G6PDH, EM, ICD-NADP’, y ademds, en enzimas relacionadas con el metabolismo de
aminodcidos, Ser-DH y Ala-AT. Todos ellos se analizaron tanto en higado, como en el musculo blanco
de las doradas controles y alimentadas con acido maslinico ad libitum y con restriccidon dietaria. El
procedimiento que se empled para detectar la banda inmunorreactiva de cada proteina en cuestion,
es el que se describe en el apartado de material y métodos.

En la Figura 3.28 podemos observar el patron de expresién de proteinas en el higado y en el
musculo blanco de la dorada alimentada con las distintas dietas experimentales enriquecidas con
acido maslinico. La figura corresponde con una tincién de azul Comassie de un gel al 15% de
poliacrilamida, en el que se cargd una cantidad de proteina correspondiente a 100 pg, en todos los
casos. Las diferentes situaciones ensayadas, corresponden con las que hemos venido utilizando en
toda la tesis. Siendo el grupo C AL, el Control alimentado ad libitum; AMyqq AL, al grupo adicionado
con 100 mg de acido maslinico por kg de dieta y alimentado ad libitum, y los mismos tratamientos
para la situacién restringida (R). La tincidon, ademds de representarnos el patréon especifico de
proteinas de cada tejido, nos informa que la electroforesis se ha desarrollado adecuadamente.

Higado Musculo
C AMy € AMygo C  AMy, C AM;go
KDa AL AL AL AL R R R R
106,90 _
96,34 —_—
52,64 e
37,23 —_
28,24 kA

Figura 3.28. Detalle de un gel al 15% de acrilamida tefiido con azul Comassie en donde se aprecia el
patréon proteico en higado (izquierda) y musculo blanco (derecha) de todos los grupos
experimentales. En todos los casos la carga de proteina fue de 100 ug.

El paso siguiente en el desarrollo del proceso de un “Western blot”, consiste en la transferencia
de las proteinas a una membrana que, en nuestro caso, fue de polifluoruro de vinilideno (PVDF).
Posteriormente, la tincidon con rojo Ponceau de las mismas, nos revela las proteinas que se han
transferido desde el gel a la propia membrana. En la Figura 3.29 se puede observar dos membranas
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tefiidas, una correspondiente a higado (izquierda), y otra a musculo (derecha). Por regla general, en
todos los casos, la distribucidn de las calles fue la que se aprecia en la figura; a la izquierda de cada
membrana, un marcador de pesos moleculares, seguido de los extractos ad libitum (Control AL y
AM;qo AL), una calle vacia entre AL y R (para evitar solapamientos), seguido de dos extractos en
condiciones de restriccién (Control R y AMyg R); y finalmente, una muestra de la proteina pura
(utilizada como control positivo). Concretamente estas membranas corresponden a una
electroforesis en un gel al 10% de acrilamida, y posteriormente, incubadas con el anticuerpo anti-
G6PDH, para determinar los niveles de expresion de este enzima, tanto en higado, como musculo
blanco en cada situacién experimental.

AdLibitum Restringida Ad Libitum Restringida
kDa Pm C AMy, C AM,, G6PDH kDa Pm C AMy, C AM,, G6PDH
Higado Musculo blanco
1130 ——>
92,0 ——> 1130 ——>
92,0 —>
5,9 ——>
529 ——>
354 —>
29,0 ——>

Figura 3.29. Tincidn con rojo Ponceau de las membranas de higado y musculo blanco de doradas, correspondientes a las diferentes
condiciones experimentales ensayadas, con las que se incubd el anticuerpo anti-G6PDH. Se aprecia el patrén de bandas de
proteinas correspondientes a una carga de 50 pg y la distribucidn por calles de los diferentes extractos utilizados.

I 3.5.1. Niveles de expresion proteica en higado de dorada

‘ 3.5.1.1. Niveles de expresion de GGPDH

Los niveles de expresidon de la G6PDH hepatica se determinaron mediante analisis “Western
blot” en condiciones totalmente desnaturalizantes utilizando un anticuerpo policlonal de conejo
anti-G6PDH de levadura (Saccharomyces cerevisae). La dilucién empleada de anticuerpo que nos dio
banda inmunorreactiva correspondié a 1/5000, y el volumen de carga de proteina que se empled
para la SDS-PAGE fue la correspondiente a 50 pg, en todos los tratamientos. Los extractos que
empleamos para la deteccion de los niveles de expresiéon de G6PDH, correspondieron a extractos
citosolicos de higado de doradas alimentadas con las cuatro situaciones nutricionales.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.30 Como resultado de este analisis se
obtuvo una banda inmunorreactiva de masa molecular aparente de 60 kDa. Esta banda se manifiesta
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mas intensamente en los grupos experimentales que se alimentaron con 4cido maslinico, tanto para
AMyoo AL, como para AMyg R, que en las situaciones controles. Estas diferencias se magnifican
cuando se analizaron los resultados densitométricamente y se compararon con las bandas
inmunorreactivas encontradas tras su incubacidn con el anticuerpo anti-a actina (1/1000). Las
diferencias encontradas en la intensidad de las bandas mostraron variaciones estadisticamente
significativas. La cantidad de G6PDH encontrada para el grupo AM.g, AL fue un 82,9% superior a la
encontrada en el grupo control AL, mientras que, el nivel de G6PDH del grupo AMoR fue un 202,7%
mayor al encontrado en el grupo control R.

La banda detectada correspondiente a la proteina G6PDH, no fue la Unica que se aprecid, sino
gue obtuvimos una serie de bandas inespecificas de menor intensidad a la encontrada para esta
proteina. Esta inespecificidad puede deberse a que el anticuerpo empleado era policlonal. El utilizar
G6PDH pura como control positivo, en una de las calles, nos marcé la banda que correspondia
especificamente a esta proteina. La ligera diferencia de masa molecular encontrada entre el enzima
puro y el procedente de las doradas, se debe a los distintos origenes existentes entre la G6PDH de
doraday el enzima puro utilizado.
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Figura 3.30. Andlisis por “Western blot” del contenido de G6PDH en extractos citosdlicos de higado de dorada alimentada con
acido maslinico. En nuestras condiciones, se obtuvo una banda inmunorreactiva de 60 kDa (panel derecho). La carga de la
proteina fue de 50 pg, para todos los tratamientos. Esta carga se normalizé con la banda de a-actina. Se cuantifica la relacién
entre ambas proteinas y el resultado se expresa en unidades arbitrarias de densidad dptica relativa (U.A.) (panel izquierdo). Los
resultados corresponden a la media de 5 cuantificaciones diferentes + S.E:M. Para la cuantificaciéon se utilizé el programa
MultiGauge, de FujiFilm.

3.5.1.2. Niveles de expresion de EM

En la Figura 3.31 se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de “Western blot”
realizado para cuantificar los niveles de expresidon del EM en extractos citosdlicos de higado de la
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dorada alimentada con acido maslinico. Como se muestra en la figura, se ha detectado sefial
inmunorreactiva frente al anticuerpo monoclonal de ratén anti-EM de cerebro de vaca. Esta banda
inmunorreactiva fue Unica, y se corresponde con una masa molecular de 85 kDa.

El hecho de que sélo se revelara una Unica banda, nos puso de manifiesto la excelente
especificidad del anticuerpo, debido a su naturaleza monoclonal. La zona de mayor intensidad del
enzima puro se corresponde con la posicidn especifica de las bandas del EM de la dorada. La dilucién
de anticuerpo empleada fue 1/1000 y la carga de proteina fue el volumen de extracto citosélico
equivalente 50 pg en todas las muestras de higado procedentes de los diferentes grupos
experimentales estudiados.
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Figura 3.31. Analisis por “Western blot” del contenido de EM en extractos citosélicos de higado de dorada alimentada con &cido
maslinico. En nuestras condiciones, se obtuvo una banda inmunorreactiva de 85 kDa. La carga de la proteina fue de 50 ug, en
todos los casos; esta carga se normalizé con la banda de a-actina. Se cuantifica la relacién entre ambas proteinas y el resultado se
expresa en unidades arbitrarias de densidad relativa (U.A.) (panel izquierdo). Los resultados corresponden a la media de 5
cuantificaciones + S.E:M. Para la cuantificacion se utilizé el programa MultiGauge, de FujiFilm.

Tras la normalizacion realizada con las bandas de a-actina y su posterior cuantificacion se
puede observar un ligero aumento presente en todos los ensayos aunque no existieron diferencias
significativas en los niveles de expresion de este enzima en las doradas alimentadas con la dieta ad
libitum y suplementadas con acido maslinico respecto a los niveles de expresion de los peces
alimentados con la dieta control AL.

Sin embargo, cuando nos fijamos en los grupos que se alimentaron con una dieta restringida al
1,5% del peso del pez (R) observamos una importante disminucion del 51,1% en los niveles de
expresion del enzima malico en condiciones controles frente al control AL; mientras que la adicidn
de acido maslinico (AMyg R) produjo en esta situacion de restriccion un aumento del 129,4%
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respecto al control R. Este aumento encontrado se equipard a los niveles de expresién del EM
encontrados en las condiciones ad libitum.

3.5.1.3. Niveles de expresion de IDH-NADP+

En la Figura 3.32 se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de “Western blot”
realizado para cuantificar los niveles de expresidn de proteina especifica IDH-NADP" en extractos
citosolicos del higado de la dorada alimentada con acido maslinico. El anticuerpo utilizado para la
deteccidn de esta proteina, fue un anticuerpo policlonal de conejo anti-IDH, citosdlico de higado de
rata. La dilucion empleada para obtener banda inmunorreactiva fue 1/5000, y la carga de la proteina
correspondid a 50 pg.
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Figura 3.32. Anilisis por “Western blot” del contenido de IDH-NADP* en extractos citosélicos de higado de dorada alimentada con
acido maslinico (panel derecho). Aparecen dos bandas inmunorreactivas, una de 77 kDa y otra de 54 kDa. La carga de la proteina fue
de 50 pg, en todos los tratamientos. Esta carga se normaliza con la banda de a-actina. Se cuantifica la relacion entre ambas proteinas y
se expresa en unidades arbitrarias de densidad optica relativa (U.A.) (panel izquierdo). Los resultados corresponden a la media de 5
cuantificaciones diferentes + S.E:M Para la cuantificacidn se utilizd el programa MultiGauge, de FujiFilm.

Como resultado del analisis de “Western blot” se obtuvo una doble banda, en todos los grupos
experimentales, de masas moleculares correspondientes a 77 kDa y 54 kDa. Aparentemente, la
banda inmunorreactiva de mayor peso molecular, 77 kDa, parece ser menos intensa que la de 54
kDa. Se observd, a su vez, que el enzima puro banded a una masa molecular correspondiente a 54
kDa, lo que nos indica que la banda inmunorreactiva correspondiente a la proteina IDH-NADP
citosdlica (IDH,.), es la que se manifiesta a esa misma masa molecular. La banda inmunorreactiva de
77 kDa puede ser la fracciéon mitocondrial del enzima IDH-NADP® (IDH,,). Esto explicaria el hecho que
aparezca con menor intensidad.
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La normalizacion por la banda de a actina se realizd para ambas bandas inmunorreactivas
detectadas. Las diferencias encontradas en la intensidad de las bandas de 77 kDa de masa molecular
resultan aparentes en todos los grupos experimentales. Los grupos alimentados con acido maslinico
presentaron mayor intensidad de banda que los controles; estas diferencias se mantuvieron cuando
se tuvo en cuenta la banda de a-actina, de tal manera que el valor del grupo AM;, AL fue un 49,8%
superior al control AL, y el del AM;y, R un 14,7% respecto al control R.

La banda inmunorreactiva correspondiente a la fraccidn citosdlica, con una masa molecular de
54 kDa resultd ser mayor significativamente para estos mismos grupos. Los valores de los grupos
alimentados con dieta suplementada con acido maslinico, AMy, AL y AM;oo R fueron superiores en
un 41,9% y 42,7% que los controles AL y R, respectivamente. Mientras que no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresién de este enzima entre las situaciones ad libitum y
restringidas. Estos resultados nos confirman, los mayores niveles de expresién del enzima IDH-NADP*
en las doradas que se alimentaron con acido maslinico, en ambas situaciones (ALy R).

3.5.1.4. Niveles de expresion de Ser-DH

Los niveles de expresion de proteina especifica Ser-DH se determinaron mediante analisis
“Western blot” en condiciones totalmente desnaturalizantes utilizando un anticuerpo policlonal de
conejo anti-Ser-DH de higado de rata. La dilucion empleada de anticuerpo que nos dio banda
inmunorreactiva correspondié a 1/5000, y la carga de proteina que se empled para la SDS-PAGE
fueron 200 pg. Los extractos que empleamos para la deteccidén de los niveles de expresion de Ser-
DH, correspondieron a extractos citosélicos de higado de doradas alimentadas con las cuatro
situaciones nutricionales. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.33.
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Figura 3.33. Anadlisis por “Western blot” del contenido de Ser-DH en tejido hepatico de dorada alimentada con acido
maslinico. En nuestras condiciones, se aprecia la banda inmunorreactiva de 95 kDa. La carga de la proteina correspondio a
200 pg, en todos los tratamientos; esta carga se normalizé con la cuantificacion de la banda de a-actina correspondiente a la
misma membrana. Los resultados corresponden a la media de 5 cuantificaciones diferentes + S.E.M. Para la cuantificacion se
utilizé el programa MultiGauge, de FujiFilm.
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Para el desarrollo del “western blot” de este enzima, en lugar de utilizar enzima puro, se
emplearon como control positivo muestras de higado de rata realimentadas tras un periodo de

ayuno ya que, en esta situacidn, presentan unos niveles de Ser-DH sobreexpresada.

Como resultado de este analisis se obtuvo una banda inmunorreactiva de masa molecular
aparente de 95 kDa. Esta banda se manifiesta mas intensamente en los grupos experimentales que
se alimentaron con acido maslinico, tanto para AMyg AL, como para AMjgg R, que en las situaciones
controles. Estos incrementos son tales, que cuando se analizan los resultados densitométricamente y
se comparan con las bandas inmunorreactivas de a actina, observamos que presentan diferencias
estadisticamente significativas. La cantidad encontrada de Ser-DH correspondiente al grupo AM;, AL
fue un 125,8% superior a la del control AL, y la del grupo AM;o R fue un 29,4% mayor que la
encontrada en el grupo control R. En este caso se puede observar un claro efecto de la restriccidn
caldrica sobre los niveles de expresion del enzima ya que la cantidad de Ser-DH encontrada en los
peces sometidos a la dieta control restringida fueron un 49,6% superior a los encontrados en los
alimentados con la dieta control ad libitum.

3.5.1.5. Niveles de expresion de Ala-AT

En la Figura 3.34 se muestran los resultados obtenidos tras el andlisis de “Western blot”
realizado para cuantificar los niveles de expresion de proteina Ala-AT en extractos citosdlicos en el
higado de la dorada alimentada con acido maslinico. El anticuerpo utilizado para la deteccién de esta
proteina, fue un anticuerpo policlonal de ratén anti-Ala-AT. La dilucion empleada para obtener
banda inmunorreactiva fue 1/1000, y la carga de la proteina correspondié a 40 pg.
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Figura 3.34. Andlisis por “Western blot” del contenido de Ala-AT en tejido hepdtico de dorada alimentada con acido
maslinico. En nuestras condiciones, se aprecia la banda inmunorreactiva de 50 kDa. La carga de la proteina correspondié a 40
ug, en todos los tratamientos; esta carga se normalizé con la cuantificacién de la banda de a-actina correspondiente a la
misma membrana. Los resultados corresponden a la media de 5 cuantificaciones diferentes + S.E:M. Para la cuantificacion se
utilizé el programa MultiGauge, de FujiFilm.
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Para el caso concreto de la proteina Ala-AT, el ensayo electroforético SDS-PAGE realizado lo fue
en geles con un 15% de acrilamida. La banda inmunorreactiva correspondiente a este enzima
presenté una masa molecular aparente de 50 kDa.

Los resultados encontrados sugieren que el acido maslinico produce un aumento en la cantidad
de este enzima en el higado de la dorada. En los grupos AMjp AL y AMygo R, aparecié una banda
inmunorreactiva correspondiente a la Ala-AT de mayor intensidad que la encontrada en los grupos
controles. Este aumento supuso un incremento significativo del 84,1% en las doradas alimentadas
con dieta AMjy, AL, y del 85,0% para aquellas que lo hacian con AM,q, R. Estas diferencias, sin
embargo, no se encontraron en los peces sometidos a restriccién dietaria.

I 3.5.2. Niveles de expresion proteica en musculo blanco de dorada

‘ 3.5.2.1. Niveles de expresion de GG6PDH

Los niveles de expresidon de proteina especifica G6PDH se determinaron mediante analisis
“Western blot” utilizando el mismo anticuerpo que se empled para detectar la G6PDH de higado; un
anticuerpo policlonal de conejo anti-G6PDH de levadura (Saccharomyces cerevisiae). La dilucién
empleada de anticuerpo que nos dio una banda inmunorreactiva correspondié a 1/5000, y la carga
de proteina que se empled para la SDS-PAGE fue de 50 ug, en todos los tratamientos. Los extractos
que empleamos para la deteccion de los niveles de expresién de G6PDH, correspondieron a
extractos citosdlicos de musculo blanco de doradas alimentadas con las cuatro situaciones
nutricionales. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.35.
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Figura 3.35. Analisis por “Western blot” del contenido de G6PDH en tejido muscular de dorada alimentada con acido
maslinico. En nuestras condiciones, se aprecia la banda inmunorreactiva de 70 kDa. La carga de la proteina correspondié a 50
pg, en todos los tratamientos; esta carga se normalizd con la cuantificaciéon de la banda de a-actina correspondiente a la
misma membrana. Los resultados corresponden a la media de 5 cuantificaciones diferentes + S.E:M. Para la cuantificacion se
utilizé el programa MultiGauge, de FujiFilm.
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Como resultado de este analisis se obtuvo una banda inmunorreactiva de masa molecular
aparente de 70 kDa. Esta banda se manifiesta mas intensamente en los grupos experimentales que
se alimentaron con acido maslinico, tanto para AM;o, AL, como para AM;gq R, que en las situaciones
controles. Este incremento es tal, que cuando se analizan los resultados densitométricamente y se
comparan con las bandas inmunorreactivas encontradas en la a-actina, observamos que estas
diferencias se magnifican entre los distintos tratamientos con acido maslinico alcanzando niveles de
significacion. La cantidad de G6PDH muscular del grupo AM.g AL fue un 67,0% superior a la del
control AL, y la encontrada en el grupo AM;y R fue un 63,8% mayor que la del grupo control R.

3.5.2.2. Niveles de expresion de IDH-NADP+

En la Figura 3.36 se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de “Western blot” de la
proteina IDH-NADP" en extractos citosélicos del musculo de dorada alimentada con &cido maslinico.
El anticuerpo utilizado, fue un anticuerpo policlonal de conejo anti-IDH, de higado de rata. La dilucién
empleada para obtener banda inmunorreactiva fue 1/5000 y la carga de proteina fue de 50 pg.
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Figura 3.36. Andlisis por “Western blot” del contenido de ICD-NADP" en extractos citosélicos de musculo de dorada alimentada con AM.
Se aprecian dos bandas inmunorreactivas, una de 58 kDa y otra de 40 kDa. La carga de la proteina correspondié a 50 ug, en todos los
tratamientos; esta carga se normalizd con la cuantificacion de la banda de a-actina. Los resultados corresponden a la media de 5
cuantificaciones diferente< + S F*M Para la cuantificacidn se utilizé el nrosrama MultiGause de FuiiFilm

Como resultado del analisis de “Western blot” se obtuvo en todos los grupos experimentales
una doble banda de masas moleculares correspondientes a 58 kDa y 40 kDa, al igual que ocurria en
el caso del higado. La normalizacion por la banda de a actina se realizd para ambas bandas
inmunorreactivas detectadas, y los resultados se expresaron como intensidad de la banda de IDH-
NADP" por la intensidad de la banda de a-actina , expresado en unidades aritrarias (U.A.) Las
diferencias encontradas en la banda de masa molecular de 58 kDa, que podria coincidir con la
fraccién mitocondrial del enzima IDH-NADP®, resultan diferentes significativamente en todos los

grupos experimentales, y mayores para las dietas a las que se afiadidé acido maslinico; ademas, se
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observa que las bandas correspondientes a los tratamientos ad libitum son mayores que en los
restringidos.

En relacidon con la banda de 40 kDa de masa molecular correspondiente a la fraccidn citosdlica
del enzima, los grupos alimentados con acido maslinico en condiciones ad libitum presentaron una
banda de mayor intensidad que la encontrada en el grupo control AL. Esta diferencia se mantuvo
cuando se normalizd con la banda de a actina, de tal manera que la cantidad de enzima en el grupo
AM;gq AL fue un 48,5% superior la encontrada en el grupo control AL. La restriccion alimentaria no
produjo diferencias significativas en los niveles de expresidn de este enzima.

3.5.2.3. Niveles de expresion de Ser-DH

La deteccidn de la banda inmunorreactiva correspondiente a la Ser-DH no fue tarea facil, por
tratarse de un enzima que presenta bajos niveles de expresion. Se necesitaron 250 pg de proteina
para su inmunodeteccion. La dilucién del anticuerpo policlonal de conejo anti-Ser-DH de higado de
rata fue1/5000. Los resultados se muestran en la Figura 3.37.
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Figura 3.37. Andlisis por “Western blot” del contenido de Ser-DH en tejido muscular de dorada alimentada con acido maslinico. En
nuestras condiciones, se aprecia la banda inmunorreactiva de 93 kDa. La carga de la proteina correspondié a 250 pg, en todos los
tratamientos; esta carga se normalizé con la cuantificacién de la banda de a-actina correspondiente a la misma membrana. Los
resultados corresponden a la media de 3 cuantificaciones de western diferentes + S.E:M. Para la cuantificacién se utilizé el

nrasrama MultiGanse de FuiiFilm
Para corroborar que la banda que le atribuiamos a la Ser-DH era la especifica para esta
proteina, utilizamos como control positivo una muestra de higado y musculo de rata en condiciones
de realimentacién, momento en el que se sobreexpresa la Ser-DH. Ademas, la calibracion del gel,
utilizando los marcadores de pesos moleculares, mediante el software MultiGauge de Fujifilm nos
permitié conocer la masa molecular exacta de las proteinas y por identificacién y comparacién con
las encontradas en higado se identificaron la Ser-DH y la a actina en el caso del musculo blanco.
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En la Figura 3.37 se puede observar que las doradas sometidas a restriccién caldrica
presentaron unos niveles de expresion superiores significativamente a los encontrados en los grupos
alimentados a saciedad, siendo estos incrementos de un 135,6% para el grupo control R frente al
control ALy de un 77,4% para el grupo AMq R frente al AM;oo AL . Estas diferencias, sin embargo, no
se manifestaron entre los grupos de peces alimentados con acido maslinico cuando se comparan con
sus respectivos controles. Por lo tanto, los niveles de expresién de la proteina Ser-DH sélo se vieron

influenciados por la restriccion dietaria.
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3.6. Analisis del patron de expresion de proteinas (proteoma) en el higado de la dorada
alimentada con acido maslinico

I 3.6.1. Patron de expresion proteico en el higado de la dorada

El estudio del efecto del acido maslinico (AM) sobre el proteoma del higado de la dorada
consistio en el analisis general de expresion proteica mediante el uso combinado de electroforesis
bidimensional (2-DE) y espectrometria de masas (MS). Con los extractos proteicos de higado de las
diferentes situaciones nutricionales se realizé una electroforesis bidimensional (SDS-PAGE), tal y
como se indica en la seccion de material y métodos. El nimero de geles realizados por tratamiento
fue de 3, de este modo se obtuvo un total de 12 geles. La superposicion de todos ellos dio lugar a lo
gue se conoce como “gel master”, pues contiene todos las manchas proteicas (“spots”) detectados
individualizadamente. Por ello, el perfil de proteinas correspondientes al gel master fue elegido
como gel de referencia para el actual estudio. De este modo, los otros tres tratamientos (9 geles)
fueron comparados con éste (3 geles). Un total de 564 proteinas fueron asignadas al perfil de
referencia. En la Figura 3.38 se muestra el “gel master” 2-DE del higado de la dorada. Las manchas
proteicas que aparecen rodeadas de un circulo fueron los que presentaron una expresion diferencial,
tras el analisis cuantitativo, en respuesta a la utilizacién de los diferentes tratamientos nutricionales
(control AL, AMy AL, control R, AM;q R).
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Figura 3.38. Gel “master” representativo del proteoma del higado de la dorada obtenido por electroforesis
bidimensional (2-DE). Se detallan todos los spots que muestran una expresion diferencial inducida por los tratamientos.
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Para el analisis cuantitativo de las proteinas se empled el programa PDQuest (Bio-Rad). Las
proteinas consideradas como diferentes entre los distintos grupos experimentales seguian los
siguientes criterios:

- El triple de diferencia en el spot, de tal modo que los spots que se consideran como
diferentes, corresponden a una diferencia en la zona de al menos tres veces con respecto a
otra.

- Los spots considerados para cada tratamiento, aparecian en al menos dos geles, de las tres
réplicas que habia para cada uno de ellos.

- Los cambios en la expresion consistian en 3 réplicas del analisis cuantitativo con el PDQuest
para cada grupo de peces.

Los resultados se expresan como diferencias cualitativas y/o cuantitativas de expresion
proteica. En el primer caso, atendiendo a que aparezcan proteinas o no en alguna de las situaciones
nutricionales; y en el segundo caso, atendiendo a que existan diferencias en la cantidad de proteina
expresada.

El nimero de spots analizados en los geles fue un total de 564. De todos ellos, 57 fueron los
que presentaron una expresion diferente entre los distintos grupos experimentales, y son

In

precisamente los que aparecen representados en el gel “master” (Figura 3.39). Las proteinas
asignadas a este perfil fueron detectadas en al menos 2 de los 3 geles de cada grupo de peces. El
nuimero de manchas proteicas detectado sobre los 12 geles variaba entre 523 y 552 . Las proteinas
detectadas presentaban unas masas moleculares (Pm) comprendidas entre 115,70 y 19,36 kDa, y un
punto isoeléctrico (pl) entre 3 y 10; aunque la mayoria de las proteinas (un 80%) en las que se
detectaron diferencias, presentaron una masa molecular que oscilaba entre 35 y 70 kDa y un punto

isoeléctrico entre 4,90y 7,00.

En la Tabla 3.28 se muestran las masas moleculares y puntos isoeléctricos de cada uno de estas
manchas proteicas que mostraron diferencias cualitativas y cuantitativas, y que cumplieron los
criterios anteriormente descritos. Quizds el efecto mas sobresaliente encontrado en el analisis
protedmico fue que los cambios de expresidon proteica que aparecieron en las situaciones
nutricionales restringidas (AMg R frente a control R) fueron mdas numerosos que los encontrados en
las situaciones ad libitum (AMi AL frente a control AL).

Asi, de un total de 57 manchas proteicas encontrados que presentaron diferencias cualitativas
y/o cuantitativas, 47 de ellos, es decir un 82,5%, fueron diferentes en condiciones de restriccién
alimentaria, de ellos, un total de 24, correspondieron a diferencias cualitativas, y el resto, 23, a
diferencias cuantitativas. Mientras que por otra parte, sdlo 10 manchas proteicas con diferencias (el
17,5% restante) fueron encontrados en las situaciones ad libitum, siendo 6 de ellos los que
presentaron diferencias cualitativas frente a los 4 “spots” restantes que presentaron diferencias
cuantitativas.
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De este modo, y como resumen, se puede afirmar que la sinergia generada entre la
suplementacién de acido maslinico (AM) a la dieta de la dorada y la restriccién al 1,5% de alimento,
provocd los mayores cambios de expresidon de proteinas en el higado de estos peces, siendo
ligeramente mayoritarios los cambios correspondientes a diferencias cualitativas.

Tabla 3.28. Masas moleculares y puntos isoeléctricos de los diferentes spots que mostraron diferencias
de expresion

Ad Libitum (AL) Restringida (R)

Spot Pm (kDa) pl Spots Pm (kDa) pl
3528 58,28 5,78 2319 42,75 5,00
4239 38,86 6,36 2320 43,02 5,13
4739 83,23 5,89 2528 56,63 4,95
5241 38,70 6,53 2529 56,64 5,04
5538 61,05 6,71 2533 58,88 5,01
7622 62,56 7,90 2534 58,85 5,09
" 2618 62,63 5,00
3 2619 62,68 5,10
£ 2620 62,76 4,91
£ 3122 26,94 5,70
€ 3317 43,11 5,24
3 3420 46,12 5,80
o 4227 29,45 6,06
S 4324 38,81 6,20
] 4429 45,11 6,32
8 5234 33,85 6,81
a 5238 35,76 6,84
5338 42,06 6,47
5538 61,05 6,71
6219 33,90 7,06
6432 44,86 6,88
6527 55,72 7,23
7536 62,03 8,25
7540 61,25 7,43
8522 62,00 8,58
3214 28,54 5,35 2531 59,37 5,18
4324 38,81 6,20 2535 59,12 4,93
5735 93,38 6,61 3121 24,97 5,35
7539 60,72 7,67 3124 28,54 5,35
3326 40,75 5,83
3535 58,02 5,62
" 3628 66,35 5,80
S 4325 38,57 6,10
= 4424 45,90 6,27
£ 4426 45,98 6,11
3 4433 47,99 5,93
« 4739 83,23 5,89
3 5236 33,93 6,62
S 5540 55,77 6,74
o 5545 61,12 6,63
a 5733 99,44 6,53
5737 94,88 6,67
5744 99,45 6,42
5739 94,02 6,59
6221 31,61 7,32
6227 29,69 7,00
6430 47,51 6,77
6431 48,05 6,85
7542 59,72 7,55
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En la Figura 3.39 se representa el gel obtenido por electroforesis bidimensional (2-DE)
correspondiente a la situacién nutricional AM;qy, AL. Las diferencias que hubo con respecto al gel
control AL, aparecen rodeadas de circulos o cuadrados, segun corresponden con diferencias

cuantitativas, o cualitativas, respectivamente.

Figura 3.39. Gel obtenido por electroforesis bidimensional (2-DE) de higado de la dorada correspondiente a la situacion
nutricional AMgo AL. Se muestran sefialadas todas las manchas de proteinas para las que se presentaron diferencias con
respecto al control AL. (O-=iferencias cuantitativas [J=Diferencias cualitativas
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En la Figura 3.40 se aprecia el gel obtenido por electroforesis bidimensional (2-DE)
correspondiente a la situacién nutricional AMyg, R. Las diferencias que hubo con respecto al gel
control R, aparecen rodeadas de circulos o cuadrados, segin corresponden con diferencias

cuantitativas, o cualitativas, respectivamente.
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Figura 3.40. Gel 2-DE de higado de dorada correspondiente a la situacién nutricional AMjgoR. Se muestran sefialadas
todos los “spots” para las que se presentaron diferencias con respecto al control R, tanto cuali, como
cuantitativamente. () = Diferencias cuantitativas  [_] = Diferencias cualitativas

221



b

’gaj Eva E. Rufino Palomares

En la Figura 3.41 se muestran las imagenes correspondientes al detalle de los diferentes “spots”
gue mostraron diferencias cuantitativas y cualitativas en la alimentacién ad libitum (AL). En estas
figuras se puede observar la zona exacta del gel 2-DE de cada situacién nutricional donde aparece el
“spot”. Las diferencias cualitativas observadas, ponen de manifiesto que el acido maslinico (AM)
induce la expresion de algunas proteinas, que no se expresaban en el grupo control AL, tal es el caso
del spot 5735; pero también reprime la expresion proteica en algunos de los casos, como aparecia en
los spots 3124, 4324 y 7539. La influencia cuantitativa del dcido maslinico (AM) sobre la expresién de
muchas proteinas del higado de dorada se demuestra por los cambios que existieron en la situacion
nutricional AMyoo AL comparada con el control AL. Cabe destacar que el dcido maslinico no siempre
produjo una induccién sobre la expresidn proteica, sino que existieron casos en los que la proteina
se veia disminuida, este es el caso del spot 4239 (cadena a de la lisozima). En los spots 4739, 5241 y
7622 (catalasa) de muestra como el AM aumenté cuantitativamente la expresién de estas proteinas.

Ad Libitum
Diferencias cualitativas Diferencias cuantitativas

Spots Control AM; g, Spots Control AM;q0
3124 5241
5735 4739
7539 4239
4324 5538

7622

3528

Figura 3.41. Conjunto de “spots” que presentaron diferencias cualitativas y cuantitativas entre los grupos experimentales
alimentados ad libitum.
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Los resultados encontrados para los grupos experimentales que estuvieron sometidos a una
dieta restringida al 1,5% de la biomasa total de la cuba se muestran en la Figura 3.42. Se observan
cambios en la expresién de una gran cantidad de proteinas, sobre todo si se compara esta situacidn
con la ad libitum, en la que se observaron menos cambios. De este modo, la inclusién de acido
maslinico (AM) a la dieta de dorada en condiciones de restriccion produjo una gran variedad de
cambios en la expresion proteica. Estos cambios fueron cualitativos y cuantitativos; y a su vez, se
observaron proteinas que aumentaban su expresidon en respuesta al AM vy restriccion caldrica (R),
otras que disminuian, algunas proteinas que no se expresaban, y las que si se expresaban y no lo
hacian en la situacién control R.

Las diferencias cualitativas encontradas que se expresaron en el grupo de doradas alimentadas
con dieta AM.go R y no el grupo control R, se refieren a los “spots” 2531, 2535 (proteina regulada por
glucosa), 3121, 3124 (EF-2), 3628, 4424 (6PGDH), 4426 (fumaroil acetoacetato hidrolasa), 4739, 5236
(urato oxidasa), 5540 (G6P isomerasa) y 5737. Los “spots” que, por el contrario, aparecieron en el
grupo de peces control R, y que no lo hicieron en el AMygo R son el 3326, 3535, 4325, 4433, 5744,
5739, 6227 (aldehido DH) y 6430.

Por lo que respecta a las diferencias cuantitativas encontradas en estos mismos grupos,
destacar que el acido maslinico aumentd la expresién de una cantidad de proteinas mayor, que en
las que provoco su disminucidn. Asi, los “spots” 2319 (queratina), 2320 (queratina), 2528 (queratina),
2533, 2534, 2618 (HSP-60), 2619, 2620 (GF-15575), 3317 (queratina), 4324, 5234 (urato oxidasa),
5238 (17-B-hidroxiesteroide DH tipo 4), 6432, 6527 y 7536 (catalasa) se vieron incrementados en el
grupo AM;o0 R en comparacién con el grupo control R. La situacién nutricional AMyoo R también
produjo una disminucidn cuantitativa en la expresion de algunas proteinas comparadas con las del
grupo control R; éstas se refieren a los spots 3122, 3420 (fumaril acetoacetato hidrolasa), 4427, 4429
(ATPasa tipo ABC), 5338 (4-hidroxifenilpiravico hidrolasa), 6219 (urato oxidasa), 7540 (aldehido DH) y
8522 (catalasa).
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Figura 3.42. Conjunto de spots que presentaron diferencias cualitativas y cuantitativas entre los grupos experimentales alimentados
con dieta restringida.
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La intensidad de cada “spot” se cuantific6 como la media de la intensidad de la mancha

proteica en los tres geles de cada tratamiento en unidades arbitrarias de densidad .Con estos

valores, se construyd un histograma en el que se representaba la intensidad de

Iu

spot” en las

situaciones ad libitum por un lado (Figura 3.43) y las restringidas por otro (Figura 3.44).
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Figura 3.43. Histograma representativo de la cantidad de spot existente en condiciones ad libitum. Cada tratamiento es media

de 3 valores.
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Figura 3.44. Histograma representativo de la cantidad de spot existente en condiciones de alimentacidn restringida al 1,5% de

la biomasa total de la cuba. Cada tratamiento es media de 3 valores.
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I 3.6.2. Identificacion de las proteinas con patron de expresion diferente

La identificacién de proteinas mediante el estudio de secuencias homadlogas (o comparacion de
sus masas) se puede llevar a cabo basandonos en el hecho de que muchas proteinas de peces se
encuentran altamente conservadas. Asi, proteinas que comparten secuencias similares, es probable
que desempefien la misma funcidn. Por esta razén, las bases de datos suelen identificar secuencias
homologas en diferentes especies que pueden facilitar las tareas de identificacion y de asignacién de
la funcién. La continuacidén del estudio gendmico de diferentes especies animales que se estd
llevando en la actualidad sin duda facilitara la identificacion de un nimero de proteinas cada vez
mayor (Thiellement et al., 1999).

En la actualidad existe discrepancia a cerca de los criterios que es necesario seguir para asignar
una identificacién inequivoca a cada una de las proteinas analizadas, pero todos ellos se basan
fundamentalmente en la utilizacion de parametros como el nimero de las masas de péptidos
resultantes de digestiones tedricas de proteinas en las bases de datos (peptides matched),
probabilidad asociada a cada busqueda (score) y el porcentaje de secuencia de la proteina candidata
que cubren las masas de los péptidos que hemos podido identificar (sequence coverage). Cuanto
mayor sea el valor de esos tres parametros (matches, score y coverage), mayor es la probabilidad de
una identificacion correcta. En general, una identificacién realizada con las herramientas y
metodologias que hemos descrito debe superar unos determinados umbrales (valores numéricos de
cada uno de los parametros) para poder considerar que la identificacion es lo suficientemente fiable.
Estos umbrales son: score 21x10°, peptides matched > 3 y sequence coverage >25%. A pesar de que
una identificaciéon aceptable para una proteina analizada debe superar estos tres umbrales
conjuntamente, a veces es posible cometer errores. Por esta razon, para las identificaciones de las
proteinas analizadas en nuestros experimentos nos hemos apoyado en la comparacion de los datos
de punto isoeléctrico y pesos moleculares tedricos y experimentales obtenidos para cada una de las
posiciones que ocupan las proteinas en los geles bidimensionales.

El procedimiento empleado para la identificacion de las proteinas fue el siguiente: los péptidos
resultantes de la digestion de la proteina con tripsina fueron analizados por espectrometria de
masas (MALDI/TOF-TOF). A continuacion, se llevé a cabo una bldsqueda en la base de datos, NCBInr,
combinando los resultados de la huella peptidica (MS) con las posteriores fragmentaciones (MS/MS)
de hasta doce péptidos de cada spot, segin la calidad del espectro MS. Se trata pues de una
busqueda combinada (MS + MS/MS) que hace el equipo. Si las fragmentaciones se tienen en cuenta
para la buisqueda de secuencias, aumentando asi el éxito en la identificacidn, y si no lo son, busca
s6lo por huella peptidica.

El motor de busqueda utilizado es el Ilamado MASCOT, y como la mayoria de ellos, lo que hace
es buscar incidencias entre las masas de los péptidos experimentales (obtenidos después de la
digestion de nuestra muestra) y las masas de los péptidos tedricos, es decir, obtenidos directamente
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de la digestidon tedrica de las secuencias anotadas en las bases de datos. En la Tabla 3.29 se

muestran las identificaciones obtenidas para 32 de las proteinas que presentaban diferencias entre

los grupos experimentales.

Tabla 3.29. Conjunto de proteinas identificadas por MS y busqueda en la base de datos

Spot Homologia Especie Mr/pl N2 N2 de Mowse Coverage
péptidos  acceso Score(*) (%)
(gi)

2319 Citoqueratina E7 Danio rerio 42,75/5,00 7 50539834 80 15

2320 Proteina de los filamentos Tetraodon nigroviridis ~ 43,02/5,13 6 47213546 93 12
intermedios

2528 Queratina Tipo Il Liparis atlanticus 56,63/4,95 20 45239061 293 22

2529 Queratina Tipo Il Liparis atlanticus 56,64/5,04 12 45239061 194 17

2534 Queratina Tipo Il K8a Oncorhynchus mykiss 58,85/5,09 19 185132941 407 24

2535 Proteina regulada por Xenopus laebis 59,12/4,93 7 148226947 139 14
glucosa 58 kDa

2618 Chaperonina HSP-60 Paralichthys olivaceus  62,63/5,00 14 82466667 140 19

2619 Chaperonina HSP-60 Paralichthys olivaceus  62,68/5,10 11 82466667 325 21

2620 Chaperonina HSP-60 Paralichthys olivaceus  62,76/4,91 15 82466667 159 24

3124  EF-2 traduccién Pongo abelli 28,54/5,35 8 55728420 200 10
eucaridtico

3317 LOC768289 (Proteina de Danio rerio 43,11/5,24 12 116875789 126 26
los filamentos
intermedios)

3420 Fumaril acetoacetato Danio rerio 46,12/5,80 6 41054569 160 18
hidrolasa

4239 Cadena ade lalisozima Homo sapiens 38,86/6,36 6 9955038 175 33

4325 Metiltransferasa Tetraodon nigroviridis ~ 38,57/6,10 5 47220090 225 20
dependiente de S-
adenosilmetionina, clase |

4424  6-fosfogluconato DH Nasonia vitripennis 45,90/6,27 5 156554573 188 22

4426 Fumarilacetoacetato Danio rerio 45,98/6,11 3 41054569 122 8
hidrolasa

4429 Supresor de quinasa Ras 1 Mus musculus 45,11/6,32 7 56205443 87 11

5234 Urato oxidasa Salmo salar 33,85/6,81 6 73915328 243 15

5236 Urato oxidasa Salmo salar 35,76/6,84 6 73915328 108 18

5238 17-B-hidroxiesteroide DH Acanthopagrus 35,76/6,84 12 115361554 518 56
tipo 4 schlegelii

5338 4 hidroxifenilpirdvico Danio rerio 42,06/6,47 10 82187435 170 20
dioxigenasa

5540 Glucosa 6 P isomerasa Mugil cephalus 99,44/6,74 9 20067649 201 20

5538 Fosfoglucomutasa 1 Danio rerio 42,06/6,47 12 41056111 239 23

6219 Urato oxidasa Salmo salar 33,90/7,06 6 73915328 216 17

6227 Metilmalonato- Monodelphis 29,69/7,00 6 126282736 339 12
semialdehido DH domestica 233

7542 Aldehido DH fam 4, Al Danio rerio 59,72/7,55 8 41055855 252 15

7536 Catalasa Oplengathus fasciatus  62,03/8,25 20 52354832 457 33

7539 Aldehido DH fam 4, A1 Danio rerio 60,72/7,67 5 41055855 203 10

7540 Aldehido DH fam 4, Al Danio rerio 61,25/7,43 8 41055855 241 15

7622 Catalasa Oplegnathus fasciatus  62,56/7,90 15 52354832 215 24

8522 Catalasa Oplegnathus fasciatus  62,00/8,58 12 52354832 277 21

(*) Score calculado usando MASCOT. Se muestran aquellos spots con un porcentaje superior al 99,9% de protein score o ion score

C.1.%.
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En ella, aparece representada la especie con la que se compara la secuencia y con la que
presenta una mayor homologia, el nimero de péptidos (peptides count) que se han logrado
emparejar en la busqueda de secuencias de cada proteina, el nimero de acceso de la proteina y el
protein score, que se trata de una puntuacién que da el motor de busqueda (MASCOT) a cada
identificacion, segun un sistema probabilistico basado en la distribucidn de las masas de los péptidos
segun la masa de la proteina a la que pertenecen (Sistema Mowse). El protein score C.I. % que se
refiere al intervalo de confianza (cuanto mas cerca esté de 100, mas fiable es la busqueda, pero para
creérsela debe estar por encima del 99%) en todos los casos identificados superé el 99,99%.

I 3.6.3. Clasificacion funcional de las proteinas identificadas

Tomando en conjunto los datos generados de los apartados anteriores se consiguid identificar
con éxito 31 manchas proteicas (spots), que corresponden a 18 proteinas diferentes. El motivo por el
que hubo mas “spot”, que proteinas se debia a que varias manchas proteicas detectadas como
diferentes en el analisis, resultaron ser isoenzimas de la misma proteina, de tal manera que al tener
diferente punto isoeléctrico se detectaban como “spots” diferentes, pero la masa molecular era la
misma. Concretamente estas manchas proteicas fueron 7, de ahi que las identificaciones se
redujeran a 18. Estas proteinas se clasificaron segin su funcidn en las siguientes categorias
funcionales:

- Glucoliticas, gluconeogénicas y otras: Fosfoglucomutasa 1 (PGM-1); aldehido
deshidrogenasa (Ald-DH); glucosa 6-fosfato isomerasa (Glucosa 6 Pl); proteina regulada por
glucosa de 85 kDa; metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina clase |
(metiltransferasa-SAM clase I).

- Ciclo de las pentosas fosfato: 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH).

- Sintesis de proteinas: factor de elongacién eucaridtico (EF-2).

- Degradacion de aminoacidos: Fumarilacetoacetato hidrolasa (Fumarilacetoacetato-H); 4
hidroxifenolpirdvico dioxigenasa; metilmalonato semialdeahido deshidrogenasa.

- Plegamiento proteinas: chaperonina HSP60.

- Metabolismo de los esteroles, esteroides y acidos grasos: 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa.

- Factores crecimiento/proliferacion celular: proteina supresora de Ras 1.

- Estructurales (Citoesqueleto): queratina tipo Il; proteina de los filamentos intermedios.

- Estrés oxidativo: catalasa.

- Metabolismo de purinas: urato oxidasa.

- Sistema inmunitario inespecifico: lisozima

Las 32 proteinas y sus funciones aparecen resumidas en la Tabla 3.30. En ella se puede
visualizar, ademas del numero de “spot” con el que se corresponde y la funcion metabdlica que
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desempefia, agrupadas en las categorias anteriormente enumeradas, también, la intensidad de la

mancha proteica, expresada en unidades arbitrarias media de los 3 geles.

Tabla3.30. Funciones de las proteinas identificadas

Proteina Funcién Spot Expresion proteica
Control  AM;e AL Control AM;e R
AL R
Glucdlisis, gluconeogénesis y otros
PGM-1 Convierte la G1P en G6P 5545 48121 2288,5 499,1 770,2
Ald-DH Conversion de aldehido en alcohol, 7539 3887,9 - - -
(NAD+) 7540 1840,8 1044,6 6965 1388,2
7542 1452,3 1023,8 2037,2 -
Glucosa 6-PI Transformacion de G6P en F6P 5540 906,2 405,6 - 868,8
Proteina regulada por glucosa 2535 2063,6 438,7 - 1067,4
58 kDa
Metiltransferasa-SAM, Clase | Cataliza reacciones de metilacién 4325 926,3 - 754,2 -
Ciclo de las pentosas fosfato (CPP)
6PGDH Enzima productor de NADPH 4424 - - - 9313,6
Sintesis de proteinas
EF-2 Factor de elongacion en la 3124 851,8 - - 1055,0
traduccion de eucariotas
Degradacion de aminodacidos y otros
Fumarilacetoacetato H Degradacién de la tirosina 3420 577,8 604 2913 1230,9
4426  9248,6  133729,9 - 1833,9
4-hidroxifenilpirtvico Degradacion de la tirosina 5338 1156,6 1275,9 2587,4 985,4
dioxigenasa
Metilmalonato semialdehido Degradacién de Val 6277 610,9 528,0 - 750,2
DH
Sistema inmunitario especifico
Cadena a de la lisozima 4239 9171,5 2875,5 6571,2 3115,3
Plegamiento de proteinas
Chaperonina En respuesta al estrés 2618 1673,2 1916,5 1304,8 2890,2
HSP-60 2619  2558,9 1411,3 1013,8 2143,4
2620 1088 1063,4 486 1786,6
Metabolismo de esteroles, esteroides y acidos grasos
17-B-hidroxiesteroide DH tipo 4 Degradacion androgenos 5238 1416,6 1386,3 1068,6 2448,8
Factores de crecimiento/ Proliferacion celular
Quinasa supresora de Ras 1 Induce proliferacion celular 4429 969,3 863,9 3503,1 1174,7
Estructurales (citoesqueleto)
Queratina Tipo Il Estructura escamas (citoesqueleto) 2528  3105,0 955,0 2549,9 5730,0
2529 947,1 4114,0 6168,2 7384,2
2534  4886,7 1599,3 1068,8 8514,5
Proteina de los filamentos 2319 1308,8 1888,1 516,1 2598,8
intermedios 2320 882,1 1307,4 626,7 2951,0
3317 82115 5443,1 3081,7 7644,1
Estrés oxidativo
Catalasa Degradacion perdxido de 7536 2238,7 44443 2211,3 7160,4
hidrégeno 7622 807,9 2090,7 1080,9 3297,4
8522  753,1 137,6 534,1 2286,8
Catabolismo de purinas
Urato oxidasa 5234 8175,7 6971,0 3777,2 13195,3
5236 816,5 813,2 - 1818,8
6219  2509,7 6299,4 11446,9 832,4
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3.7. Anadlisis de la estructura del higado y misculo blanco de dorada por microscopia
Opticay electrénica

I 3.7.1. Analisis histolégico por microscopia éptica

El higado es un tejido que controla multitud de procesos metabdlicos. En él tienen lugar
procesos de amoniogénesis, lipogénesis, gluconeogénesis, entre otros, de tal forma que alteraciones
en la estructura de este tejido pueden traducirse en cambios metabdlicos.

Los resultados que encontramos en la estructura del higado de las doradas alimentadas con
acido maslinico y restriccion del alimento corresponden al patron general con disposicion en
cordones descrito en teledsteos. El higado en peces, a diferencia de los mamiferos no presenta una
estructura lobular. La morfologia histoldgica se encuentra constituida por un laberinto ramificado de
sinusoides, los cuales se encuentran suspendidos en un intriticada red de tejido conectivo. Las
células hepaticas se encuentran localizadas entre los sinusoides formando estructuras tipo cordones,
conocidas como cordones celulares hepaticos. Los hepatocitos son células poligonales que presentan
un nucleo que se tifie intensamente, en el cual se encuentra un nucleolo prominente. En este
sentido, observamos que los hepatocitos son simples y que se disponen en el parénquima
ordenadamente, formando cordones mas o menos hexagonales, y entre ellos se encuentran los
sinusoides de tipo fenestrado encargados del transporte sanguineo. El nicleo de estos hepatocitos
es bastante aparente, se dispone centralmente y es esférico.

En general, en todos los tratamientos experimentales encontramos el tejido algo mas dilatado
de lo normal. A pesar de ello se diferencian bien todas las estructuras y nos permite un analisis
comparativo entre los diferentes grupos.

La técnica de tincion que empleamos para observar el tejido hepatico correspondié a
hematoxilina-eosina (H-E) tal como se describe en el apartado de material y métodos.

La Figura 3.45 muestra los resultados obtenidos tras la aplicacion de las técnicas histoldgicas
con hematoxilina (H) y hematoxilina y eosina (H-E) a secciones hepdticas de los grupos
experimentales control AL y AMyg AL. Las imagenes al microscopio optico muestran parte del
parénquima hepatico con hepatocitos acordonados y piramidales; entre ellos aparecen los
sinusoides hepaticos. Se observa un nucleo prominente bien tefiido. En el panel D, ademas, se puede
observar una vena central a la cual drenan los sinusoides. En general, no se observan grandes
diferencias entre estos dos grupos en la forma de los hepatocitos y sinusoides. Lo mas destacable es
el tamafio y nimero de estas células hepaticas. En el grupo AM;q, AL se observan hepatocitos mas
pequefios, pero mas numerosos y un mayor grado de compactacion del parénquima, que los que se
observan en el grupo control AL. El tamafio de los nucleos, sin embargo, parece ser el mismo en
ambos tratamientos.
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Figura 3.45. Estructura del higado a microscopia dptica en los grupos control AL (panel Ay B) y AMgo AL (panel Cy D). Se observa
el parénquima hepatico constituido por las células hepaticas y los sinusoides (flechas). Hematoxilina y H-E-eosina (H-E). 40X. V:
vena central.

Tal y como se muestra en la Figura 3.46, los hepatocitos correspondientes al grupo control R se
disponen formando un parénquima hepatico homogéneo en lineas generales, en donde aparecen
dispuestos los hepatocitos acordonados de un tamafo normal y entre ellos, se aprecian los
sinusoides algo mas dilatados que en el resto de los grupos. El parénquima hepatico correspondiente
al grupo AM; R se asemeja bastante al del grupo AMy AL, en donde se presentan los hepatocitos
con un tamafo menor que en los controles. Los espacios existentes entre los cordones formados por
los hepatocitos aparentemente son mas reducidos en este mismo tratamiento.

El aspecto general del parénquima en los grupos alimentados con acido maslinico, tanto AL,
como R, es menos homogéneo que en los grupos controles, apreciandose un mayor dinamismo
celular que se traduce en un aparente mayor desorden, frente al orden y grado de estaticidad
apreciado en el grupo control.
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Figura 3.46. Estructura del higado a microscopia dptica en los grupos control R (panel Ay B) y AM o0 R (panel Cy D). Se observan
los hepatocitos piramidales con sus nucleos tefiidos mas intensamente y los sinusoides hepdticos (flechas). H-E. 40X.

Las imdagenes obtenidas a microscopia dptica en todos los grupos experimentales, controles,
adicionados con dcido maslinico y/o grupos alimentados con restriccion del alimento, mostraron una
apariencia de tejido hepatico dentro de la normalidad, sin que hubiese sintomas de dafio alguno en
el tejido.

Por otro lado, pudimos observar evidencias de hepatopancreas en el higado de la dorada, tanto
en la situacidén control AL y R, como en los grupos que se alimentaron con acido maslinico. El
pancreas exocrino o hepatopancreas se dispone en acinos pancreaticos, separados del parénquima
hepatico por una fina capa de tejido conjuntivo. Las células pancredticas se organizan en torno a una
rama de la vena porta, separados por una membrana basal y fibras reticulares.

Las células del hepatopdancreas presentan una disposicién particular, de tal manera que existen
dos capas de células enfrentadas, las células de zona interior en contacto con la membrana basal de
la vena, mientras que las de la zona mds externa estan en contacto con la capa externa de tejido
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conjuntivo; en medio de ambas, un canaliculo. Las células exocrinas son altas y columnares, con un
nucleo esférico.

En la Figura 3.47 se detalla la estructura del hepatopancreas que encontramos en el higado de
todos los grupos experimentales de doradas. En el panel A (10X) se observa el parénquima hepatico
con las incrustaciones de pancreas exocrinoohepatopdncreas, se aprecia perfectamente como las
células pancredticas se infiltran entre los sinusoides hepaticos. En el panel B (40X), se aprecia
detalladamente, a mas aumento, la estructura del hepatopancreas; y en el panel C (40X), un corte
transversal del mismo.

En la seccion transversal del hepatopancreas se visualizan las dos capas de células que lo
constituyen, entre ambas debe existir un canaliculo que se aprecia débilmente. La capa de células
mas interna descansa sobre la membrana basal de la vena porta. Se observa, también, entre las
células, una arteriola, y una masa de células endocrinas que podrian asemejarse al islote de
Langerhans existente en mamiferos. A su vez, un conducto de secrecién relacionado con la
eliminaciéon de productos de secrecién, propiamente dichos, del pancreas.

Figura 3.47. Estructura a microscopio dptico del hepatopancreas. H-E. Panel A: 10X. Paneles B y C: 40X. Se muestran las
infiltraciones de pancreas entre los hepatocitos y la estructura histoldgica del hepatopdncreas en corte transversal (panel C). H:
hepatocitos; P: pancreas; V: vena; A: arteriola. IL: islote de Langerhans; CS: conducto de secrecién; TC: tejido conjuntivo; CE:
células exocrinas.
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La importancia del tejido muscular como almacenamiento de proteinas, y su implicacion en los
procesos de crecimiento nos llevé a estudiar la estructura de este tejido a microscopia éptica. El
procedimiento empleado fue igual que para el caso del higado.

En la Figura 3.48 se muestra un corte transversal a dos aumentos diferentes, 10X (panel A) y
40X (panel B) del tejido muscular en las doradas. Las imagenes que obtuvimos para los diferentes
grupos experimentales no mostraron diferencia alguna a microscopio éptico en la musculatura de las
doradas objeto de estudio, es por ello por lo que representamos dos imdgenes, una correspondiente
a un grupo control (panel A) y otra a un grupo alimentado con acido maslinico (panel B) como
modelos para describir el tejido muscular en las doradas ensayadas.

Se aprecia que las células musculares o miocitos son de diferente tamafio y estan muy
vascularizadas. El nucleo de las mismas aparece bien tefiido y en el interior de los miocitos se
distinguen las miofibrillas (M). Las miofibrillas contienen proteinas contractiles, actina y miosina, que
a estos aumentos no se aprecian. Estas proteinas o filamentos estan ordenados en forma alterna
muy caracteristica, haciendo que el musculo parezca estriado en una observacidon microscopica.

El tejido conjuntivo que envuelve las distintas células musculares o endomisio (E) es muy
aparente y esta constituido por una lamina basal y fibras reticulares. Se observa, a su vez, los vasos
sanguineos cuyo interior se encuentra rodeado de endotelio, asi como los nucleos aplanados de
estas células endoteliales. Del sarcoplasma sélo se distingue la gran cantidad de mifibrillas y el
nucleo, no aprecidndose los granos de glucégeno y mitocondrias a estos aumentos.

Figura 3.48. Musculo estriado esquelético a microscopia 6ptica en seccidn transversal. Se observan perfiles de diferente tamafio
correspondientes a células musculares. H-E. Panel A: 10X; panel B: 40 X. M: miofibrillas; N: nucleos; E: endomisio.
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I 3.7.2. Analisis histoldgico por microscopia electronica de transmisién

Para estudiar la ultraestructura del higado y musculo blanco se emplearon técnicas de
microscopia electrénica de transmisiéon (MET). Esta técnica presenta una resolucién mayor y mas
aumentos que la microscopia dptica, pudiéndose observar las células con mayor detalle. La Figura
3.49 muestra cuatro imagenes correspondientes a los higados de doradas alimentadas con la dieta
control AL. En el panel A (4400X), se observa el detalle de dos hepatocitos con su citoplasma y su
nucleo, incluso se aprecia la membrana plasmatica de ambos.

Figura 3.49. Ultraestructura a microscopia electrénica de transmisién (MET) del higado de dorada alimentada con dieta control
AL. Panel A: 4400X; panel B: 20000X; panel C: 7000X; panel D: 20000X. En los paneles A y B se observa los componentes
citoplasmaticos y nucleares del higado, mientras que en los paneles C y D observamos secciones de infiltraciones de
hepatopancreas en el parénquima hepdtico de las doradas. M: mitocondrias; N: nucleo; n: nucléolo; en: envoltura nuclear; REr:
reticulo endoplasmatico rugoso; GZ: granulos de zimégeno; mp: membrana plasmatica.
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El nicleo (N) de estas células presenta un tamano normal, es eucromatico y se distingue
perfectamente el nucleolo (n) con una disposicidn central. Ademas, si nos fijamos detenidamente, se
observa tanto la envoltura nuclear (en), como los poros nucleares (flecha). En el citoplasma se
observa, reticulo endoplasmatico rugoso (REr) asociado a ribosomas y mitocondrias de un tamafio
mediano (M). El aparato de Golgi (AG) y granulos de glucégeno no se hacen muy patentes en estas
imagenes.

En el panel B (20000X) se detalla otra seccidn hepatica a mas aumentos en donde se visualizan
los organulos citoplasmaticos y nucleares de los hepatocitos que hemos comentado anteriormente.
Los paneles C (7000X) y D (20000X) corresponden a zonas de pancreas exocrino o hepatopancreas en
el higado de las doradas.

En el panel C se ven perfectamente los granulos de zimdgeno (gz) que se corresponden con
granulos de secrecidn y son acumuladores en su interior de enzimas digestivas. En el panel D
aparecen las cisternas dilatadas correspondientes al REr del pancreas exocrino.

De este modo, y de una manera general el higado de las doradas controles AL se corresponde
con lo que se ha visto a microscopio dptico y con lo descrito en teledsteos, siendo el tamafio,
numero y aparicion de organulos celulares los tipicos en una o unas células hepaticas.

La Figura 3.50 muestra imagenes de microscopia electrénica de transmision correspondientes a
secciones de higado de doradas alimentadas con la dieta AMy AL. En los paneles A (4400X) y B
(12000X) se muestra detalladamente parte del hepatocito, en el que se distingue su citoplasma y
nucleo.

Al igual que ocurria en el grupo control AL, el nicleo de las doradas alimentadas con dieta
AM;qo AL es prominente, eucromatico y en él se puede visualizar el nucleolo, la envoltura nuclear y
los poros nucleares. En el interior del citoplasma aparecen los orgdnulos tipicos: REr abundante y
vesiculado, mitocondrias, aparato de Golgi (AG), e incluso lisosomas.

Los paneles C (3000X) y D (20000X) se corresponden con infiltraciones de pancreas en el
parénquima hepatico, hepatopancreas. Se aprecian abundantes mitocondrias de tamafio normal,
granulos de zimdgeno y una gran extension de tubulos de REr rodeados de ribosomas.

Las diferencias que se encontraron con respecto a la situaciéon control AL, son que los
hepatocitos, al igual que se apreciaba a microscopia dptica son algo mas pequefnos y estan mas
unidos, haciendo que el parénquima esté mas compacto.

La grasa en ambas situaciones, no se manifiesta en forma de vacuola, sino mas bien dispersa
por el citoplasma del hepatocito. En el grupo AM;q, AL aparecen unos lisosomas secundarios con
estructuras membranosas en su interior, que se distinguen de los que aparecen en el grupo control
AL.
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Figura 3.50. Ultraestructura a microscopia electrénica de transmision (MET) del higado de dorada alimentada con dieta AM;q
AL. Panel A: 4400X; panel B: 12000X; panel C: 3000X; panel D: 20000X. En los paneles A y B se observa los componentes
citoplasmaticos y nucleares del higado, mientras que en los paneles C y D observamos secciones de infiltraciones de
hepatopancreas en el parénquima hepatico de las doradas. M: mitocondrias; N: nucleo; n: nucléolo; en: envoltura nuclear; REr:
reticulo endoplasmatico rugoso; GZ: granulos de zimégeno; mp: membrana plasmatica.

Por otro lado, se analizé a su vez, la ultraestructura del musculo a MET en las situaciones
control AL y AMg, AL. Los resultados que encontramos se muestran en la Figura 3.51. En ella se
puede observar la estructura tipica de la unidad anatdmica y funcional o sarcdmero que forman el
musculo. En ambas situaciones, control AL y AM;y, AL, el sarcdmero se encuentra bien definido,
apreciandose todas sus bandas y lineas que constituyen el sarcomero. Una unidad de sarcémero se
encuentra limitado por 2 lineas Z en donde se encuentra una zona A (anisétropa) y una zona |
(isétropa). En la banda | del sarcdmero pueden distinguirse los filamentos de actina y en la banda A,
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se encuentra los filamentos de miosina que son las responsables de la contraccién muscular. En el
musculo, también podemos observar triadas; una triada es una combinacién de tres componentes
intracelulares: una invaginacion del sarcolema llamada tibulo T (T) en medio de dos cisternas
terminales de reticulo endoplasmatico liso (REl) o reticulo sarcoplasmatico (Rs) de la fibra muscular.

Figura 3.51. Ultraestructura a microscopia electrénica de transmisién (MET) del mudsculo de dorada alimentada con dieta
control y AMgo AL. Panel A: 3000X; panel B: 12000X; panel C: 7000X; panel D: 20000X. En los paneles Ay B se observa la
estructura del musculo en las doradas controles AL, mientras que en los paneles C y D observamos la estructura muscular de
las doradas AMgo AL. M: miofibrillas; A: banda anisotrépica; |: banda isotrépica; Z: linea Z; H: banda H; T: tubulos T; Rs:
reticulo sarcoplasmatico; g: granos de glucégeno (flechas).
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A, su vez, se observan las miofibrillas musculares estrechamente unidas unas a otras en el
grupo control AL y algo mas dilatadas en el grupo AM; o, AL. Finalmente, la resolucion que nos ofrece
la microscopia electrénica nos permite observar los granos de glucdgeno (g) que eran inobservables
a microscopia Optica. En ambos tratamientos, estos granulos aparecen dispersos por todo el
citoplasma muscular o sarcoplasma.
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4. Discusion

4.1. Efecto del acido maslinico y restriccion del alimento sobre la utilizacion de la dieta
y crecimiento de las doradas

Es indudable que para un éptimo crecimiento, todos los animales precisan del consumo de una
dieta equilibrada que aporte todos los nutrientes necesarios para el desarrollo y para el
mantenimiento de sus funciones vitales (Cowey, 1979). En el caso de los peces dicha dieta debe ser
rica en proteinas, las cuales deben constituir entre un 35% y un 50% del total de los componentes de
la dieta.

Una parte importante de la proteina de la dieta (60-70%) es empleada para la obtencidn de
energia y en el mantenimiento de las funciones vitales, mientras que un 30-40% es utilizada con fines
estructurales. Los lipidos de la dieta, juegan un papel, también, fundamental en la alimentacién de
los peces, como fuente de acidos grasos esenciales y para la obtencidn de energia. En cuanto a los
hidratos de carbono, a pesar de no constituir una fuente de energia relevante para los peces, y no
ser nutrientes esenciales, deben incluirse en la dieta, puesto que la glucosa es el combustible
principal para determinados tejidos como el sistema nervioso, gldbulos rojos y génadas funcionales,
y, en menor medida, en musculo.

La dieta empleada en este trabajo de investigacion, ademas de tener los niveles de proteina,
lipidos y carbohidratos adecuados, contiene también correctores vitaminicos y minerales
proporcionando, en su conjunto, todos los nutrientes necesarios para el funcionamiento de la
magquinaria metabdlica de los peces, para mantener el rango de crecimiento dptimo.

La ingesta media de los grupos experimentales que no fueron sometidos a la restriccion de
alimento fue 1,13 y 1,23 g dieta/100 g pez/dia, adicionado o no de acido maslinico respectivamente,
se mantuvo dentro de margenes aceptables. Doradas de mayor tamafio (130 g), alimentadas de
forma manual y automatica libre o modulada, presentaron valores de ingesta de 1,2 (manual) y 1,1
g/100g pez/dia (automética), en condiciones de temperatura (25°C) y fotoperiodo (Luz:Oscuridad;
L:0) (12L:120) constantes (Velazquez et al., 2006b).

Cuando se simulan condiciones de invierno (17°C, 9L:150) y verano (26°C, 12L:120), la ingesta
voluntaria media, de doradas de unos 100g de peso medio, fue de 0,6 y 1,4 g/100g pez/dia,
respectivamente, lo que pone de manifiesto la influencia de las condiciones ambientales sobre la
ingesta (Veldzquez et al., 2006a). La temperatura media de nuestro experimento fue de 17 °Cy la
ingesta media del 1,1% que es sensiblemente mayor que la registrada por Veldzquez et al. (2006a) a
esta misma temperatura (0,6%) mantenida constante durante 100 dias.
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Como era de esperar, la temperatura afectd a la ingesta de los animales a lo largo del
experimento Cuando las doradas tenian 22,6 g de peso medio tuvieron una ingesta del 1,32% a 15 °C
de temperatura media, mientras que las doradas de 12 g presentaron una ingesta del 2,44% a 20,2°C
de temperatura. Este efecto de la temperatura, aumentando la cantidad de alimento ingerido al
aumentar la temperatura, se ha observado en todas las especies de peces (Jobling, 1988; Velazquez
et al., 2006a) (Figura 4.1). Asi, por ejemplo, en la dorada, Sierra (1995) observé esa relacién estrecha
y directa entre temperatura e ingesta, con independencia de la composicion de la dieta
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0 AL en distintos periodos del ensayo experimental.
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Cuando se calcula el coeficiente de crecimiento térmico (CCT), una forma de expresar la tasa
crecimiento para temperaturas cambiantes, que se utiliza mucho en los modelos de crecimiento de
la acuicultura intensiva (Querellou, 1984), el Unico grupo experimental que se destacd
significativamente, con un aumento de peso, fue el que ingirid la dieta ad libitum adicionada de
acido maslinico (AMjq AL).

El tamafio de los animales también afecta a la ingesta relativa (%) de alimento aunque de forma
menos marcada. A lo largo de los casi 7 meses que duraron los ensayos se manifestd esa influencia
de la edad/peso sobre la ingesta tal como se indica gréafica y matematicamente en la Figura 4.2 para
los grupos que ingieren dieta ad libitum. El ajuste hubiera sido aun mejor si la temperatura se
hubiera mantenido constante a lo largo del periodo experimental; de hecho, ya hemos comentado la
influencia de la temperatura sobre la ingesta.
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Las necesidades proteicas y energéticas disminuyen con la edad, como consecuencia de la
menor tasa de sintesis y retencidn proteica para crecimiento (Peragén et al., 2000) que, a su vez, se
asocia con cambios de naturaleza endocrina. Ademas, cuando la ingesta individual se pudo controlar
rigurosamente, se observé que la cantidad de alimento ingerido se correlacionaba positivamente con
la relacién RNA/proteina, la tasa de crecimiento y las velocidades fraccionales de sintesis y
degradacién proteica muscular (Houlihan et al., 1988; Houlihan et al., 1989).

La dorada, entre 1 y 3 afios, experimenta una progresiva disminucion de la velocidad de
crecimiento, asociada a la disminucion de GH circulante asi como de GH y RNA mensajero-GH
hipofisarios (Marti-Palanca, 1996; Pérez-Sanchez y Le Bail, 1999).

Los indices de crecimiento, para dietas que cubren las necesidades de una determinada
especie, aumentan al aumentar la ingesta de tal forma que la ganancia de peso es, sobre todo,
consecuencia de un mayor aporte de proteina y energia. Sin embargo, el aumento de temperatura
también estimula, y hasta ciertos limites, la actividad de distintas rutas metabdlicas en los
poiquilotermos como, por ejemplo, el recambio proteico tisular y la retencién proteica para
crecimiento (Fauconneau y Arnal, 1985).

Se ha sugerido que uno de los mecanismos responsables de la estimulacién del crecimiento,
con el aumento de temperatura, es la mayor liberacién de hormona de crecimiento (Bjornsson et al.,
1989), al menos en los salmdnidos.

La duracion de los ensayos fue suficientemente larga (210 dias) como para detectar, con
bastante precisién, los cambios inducidos, en las tasas de crecimiento y utilizacion de la dieta, por el
régimen de alimentacién (alimentacion ad libitum o restringida) o la adicion de acido maslinico. La
restriccion de alimento, que en el cerdo resulta eficaz para que el efecto estimulante del acido
maslinico se manifieste de manera rentable (Garcia-Granados, resultados no publicados), no ha sido
suficiente como para establecer diferencias significativas entre los grupos experimentales control,
pero si entre estos y los que ingieren dieta restringida adicionada de acido maslinico (Tabla 3.2), lo
gue vamos a utilizar con propédsitos comparativos. Ademas, la ingesta absoluta y relativa de acido
maslinico (Tabla 3.3), con las ingesta establecidas, llegan a diferenciarse en tres dosis
suficientemente distintas como para permitir, también, un andlisis comparado.

El 4cido maslinico indujo un aumento significativo del peso final, tanto en términos absolutos
(g) como en g/dia y porcentaje de aumento de peso, y este efecto se produjo con cierta
independencia de la dosis y del régimen de alimentacion.

Estudios previos, en la trucha arco-iris (Fernandez-Navarro et al., 2006; Fernandez-Navarro et
al., 2008), han demostrado que el acido maslinico estimula el crecimiento y la conversion del
alimento y que, estos efectos sobre el crecimiento, se manifiestan también en pardmetros propios
del proceso como el aumento en los niveles de proteina, DNA y RNA o la mayor tasa fraccional (Ks) y
absoluta (Ag) de sintesis proteica, aspectos que se discutirdn mas adelante.
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Ademas, el crecimiento de la dorada, en los distintos grupos experimentales, se desarrollé de
forma armdnica como se pone de manifiesto por la falta de diferencias significativas entre los indices
de nutricidén o entre las relaciones hepato- y mio-somaticas (Tabla 3.1). Cuando la ganancia de peso
se relaciona con la cantidad de alimento ingerido se obtienen los indices de conversién o utilizacidn
del alimento. En este sentido, el indice de eficacia alimentaria (EA: g ganados/g ingeridos) representa
un indice practico de calidad de la dieta para crecimiento y, hasta cierto punto, independiza el
crecimiento de la cantidad de ingesta. Los resultados pusieron de manifiesto dos hechos
complementarios: por una parte, la menor ingesta del grupo control restringido con respecto al
grupo control ad libitum, se traduce en una mejor utilizacién de los nutrientes para crecimiento y el
valor del indice es mayor y, por otra parte, el 4cido maslinico aumenta la utilizacién de la dieta para
crecimiento (EA), mas claramente en los grupos sometidos a ingesta restringida.

De mayor interés, desde el punto de vista nutritivo, es la utilizacion de la proteina de la dieta
para crecimiento ya que la proteina es la base estructural del crecimiento y al dcido maslinico lo
estamos considerando como posible estimulante de este proceso. La inversion de la proteina de la
dieta en peso, expresada por el coeficiente de eficacia de crecimiento (CEC: g ganados/g proteina
ingerida), dio resultados paralelos al indice EA ya que la cantidad de proteina de las dietas
experimentales fue la misma en todas ellas. El VPP, por otra parte, representa el porcentaje de la
proteina de la dieta que se invierte en crecimiento, considerando a este como aumento de la
retencién de proteina por el animal.

El 4cido maslinico aumentd la retencidn proteica, especialmente en los animales alimentados
ad libitum donde se alcanzaron indices de retencion de hasta el 48,4%, valores realmente elevados
respecto a los obtenidos para peces en crecimiento activo en los que del 30 al 40% de los
aminoacidos de la dieta son normalmente utilizados para crecimiento. En los animales con
alimentacion restringida el estimulo del crecimiento no llegé a ser significativo, en términos de
retencién de proteina (VPP) que también supero el 40%. Normalmente, para dietas de la misma
composicién, una ligera restriccion de la ingesta debe favorecer la retencién relativa de proteina,
que es lo que ocurre entre los dos grupos control, pero no entre los que tienen acido maslinico.

En relacién a la composicidn corporal destaca la mayor concentracién de proteina en los
animales que ingieren maslinico. La mayor retencién de proteina que se da en estos grupos de
animales cursa con una disminucién no significativa del contenido graso. Unos animales mas magros
pueden cubrir determinadas preferencias de los consumidores, al igual que ocurre con determinados
animales de granja como el cerdo en el que la dieta con maslinico también induce el desarrollo de
una carne magra (Garcia-Granados, resultados no publicados). En cualquier caso, la composicién
corporal de las doradas (valores medios del 18,3% de proteina y 9,5% de grasa, en fresco), que no se
modificéd por cualquiera de los tratamientos, entra dentro de los valores normales de composicion
para individuos de la misma edad/peso. Con la edad, la dorada aumenta su contenido en grasa y
proteina pasando de una media del 16% de proteina (en sustancia seca) y 7% de grasa a los 10 g de
peso (Marcouli et al., 2006) a un 18,5-20% de proteina y 9-16% de grasa a los 200-450 g de peso
(Grigorakis et al., 2005; Martinez-Llorens et al., 2009).
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I 4.2. Recambio proteico y contenido en acidos nucleicos del higado y misculo blanco de
la dorada

En la actualidad las propiedades bioldgicas y terapéuticas del acido maslinico estan siendo
objeto de muchos estudios. Este compuesto natural presente en la aceituna y sus residuos se ha
usado para tratar diversas patologias como las causadas por parasitos del género Cryptosporidium
(Garcia-Granados, 1988b) o las causadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (Xu et al.,
1996, Garcia Granados, 1998c, Vlietinck et al., 1998).

También se ha demostrado que el 4cido maslinico puede actuar como un supresor de tumores
de colon induciendo apoptosis selectiva en lineas de células tumorales por activacién de la caspasa-3
en un mecanismo independiente de p53 (Reyes et al. 2006). Ademas el acido maslinico puede
suprimir el estrés oxidativo y la produccién de citoquinas (Marquez-Martin et al., 2006a; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2006) y constituye un nuevo inhibidor de la glucégeno fosforilasa (Wen et al., 2005,
2006).

4.2.1. Velocidad y naturaleza del crecimiento del higado de doradas alimentadas con
dietas suplementadas con acido maslinico

En trabajos realizados por nuestro grupo de investigacidn se ha demostrado recientemente que
el 4dcido maslinico puede utilizarse como aditivo en la dieta de peces como la trucha (Fernandez-
Navarro et al., 2006, Fernandez-Navarro et al., 2008). El 4cido maslinico actua como un factor que
estimula la velocidad de crecimiento en el higado de trucha. Este drgano es fundamental en la
regulacién del metabolismo energético en los peces, en la sintesis de proteinas exportables y en la
regulacién de los nutrientes que se destinan a otros tejidos.

En el presente trabajo se analiza el efecto de la alimentacidon con acido maslinico sobre el
crecimiento y recambio de proteinas en el higado y musculo blanco de la dorada, una especie de
agua salada con unas caracteristicas y habitats diferentes a la trucha. Este estudio se ha realizado en
condiciones de piscifactoria lo cual hace que los resultados que se han obtenido sean mucho mas

aplicables y extrapolables a las condiciones reales de “produccién industrial” de estos peces. Ademas
de la alimentacion a saciedad o ad libitum se ha estudiado también el efecto de la alimentacién con

una racion restringida al 1,5% del peso de la dorada.

La alimentacion con una racién que aporta nutrientes y energia por debajo de los
requerimientos optimos para la obtencion de un maximo aprovechamiento del alimento
(crecimiento) tiene mucho interés por varias razones. La primera de ellas es que en estas condiciones
de racidon restringida la regulacién de las diferentes rutas del metabolismo celular se “pone a
prueba”. Es una situacién en la que determinadas rutas estaran activadas y otras inhibidas con el
objetivo de asegurar el abastecimiento de las funciones celulares basicas en una situacién donde el
aporte de nutrientes se encuentra ligeramente por debajo de los requerimientos para un
crecimiento 6ptimo. En segundo lugar, los efectos de un compuesto capaz de influir sobre el
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crecimiento celular serdn mas patentes en una situacion en la que el aporte de nutrientes y energia
se encuentra ligeramente restringido. En tercer lugar, combinando los efectos de la restriccion de la
racion y la adicién de acido maslinico se puede estudiar la posibilidad de que la adiciéon de este
nuevo elemento pueda contrarrestar los efectos de la restriccién alimentaria.

Los resultados demuestran que la ingestion de acido maslinico induce un incremento
significativo en el peso del higado, en el contenido total de RNA y en el contenido total de proteina
tisular. Por lo que respecta a la naturaleza del crecimiento, la ingestion de acido maslinico provoca
un incremento en el contenido total de DNA indice de que se estd produciendo un incremento en el
numero de células. No se observan cambios significativos en el tamafio de las células. Estos efectos
son mas patentes en el caso de la alimentacién con racidn restringida aunque practicamente todos
se producen también durante la alimentacion ad libitum.

Estos resultados concuerdan con los descritos previamente en el higado de trucha (Fernandez-
Navarro et al., 2008) y sugieren que la ingestion de acido maslinico induce un incremento en la
velocidad de division celular que seria responsable del mayor nimero de células detectado y en lo
cual estaria basado el incremento de peso observado. Este incremento en los procesos de division
celular estaria mantenido por una estimulacidn en la sintesis de DNA, RNA y proteinas.

4.2.2. Velocidades de recambio de proteinas y contenido de acidos nucleicos del higado
de dorada alimentadas con dietas suplementadas con acido maslinico

Los valores obtenidos en este trabajo de velocidad fraccionaria de acumulacién (Kg, 1,09 + 0,08
% dl'a'l), sintesis (Ks, 14,91 + 1,00 % dl'a'l) y degradacion (Kp, 13,82 + 1,11% dl'a'l) de proteinas en el
higado de doradas alimentadas ad libitum con dieta control son caracteristicos con respecto a los
obtenidos en otras especies de agua marina como el bacalao (Houlihan et al., 1988), o de agua dulce
como la trucha (Peragdn et al., 1998) en determinadas etapas de su desarrollo.

Las velocidades de recambio proteico, tanto sintesis como degradacion, en la dorada alcanzan
valores mas altos que los de la trucha o el bacalao cuando se encuentran en determinadas etapas de
desarrollo. En el caso de truchas en estado juvenil o adulto, la Ks alcanza unos valores alrededor del
8% dia™ y la Kp de 4-6% dia™ (Peragon et al., 1998). Los altos valores de Ks y Kp pueden explicarse
considerando la etapa de desarrollo en la que se encuentran las doradas objeto de este estudio.

En un estudio previo realizado en truchas en el que se estudiaba el efecto del estado de
desarrollo sobre las velocidades de recambio de proteinas en el higado de trucha (Peragdn et al.,
1998) se puso de manifiesto la existencia de altos valores de Ks y Ky en etapas tempranas de
desarrollo, en concreto en truchas alevines y juveniles de 7,4 y 43,5 g de peso corporal. En el caso de
las truchas de 43,5 g de peso, los valores descritos de Ks y Ky fueron 15,94 y 12,26 %dia™
respectivamente, valores similares a los descritos en este trabajo para doradas de 76,31 g de peso.
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El hacer este estudio en doradas que se encuentran en etapas tempranas de desarrollo tiene su
sentido pues se trata de las etapas en las cuales el crecimiento tisular se encuentra estimulado y son
los momentos en los que cualquier elemento que influya sobre el crecimiento del organismo puede
tener un mayor efecto.

Este trabajo junto al de Sierra, (1995) son los Unicos realizados hasta la fecha en los que se ha
determinado las velocidades de recambio de proteinas en el higado y musculo blanco de la dorada
(Sparus aurata). Ambos experimentos se han realizado en instalaciones de cultivo de peces de mary
en condiciones de fotoperiodo, flujo de agua y temperatura de piscifactoria, no de acuarios de
laboratorio. Los valores de las velocidades de recambio proteico obtenidos en ambos trabajos son
muy similares observandose en ambos casos relativamente altas velocidades de recambio de
proteinas en el higado de la dorada.

En nuestros resultados la alimentacion a saciedad también influye, al menos en parte, de los
altos valores observados de las velocidades de recambio de proteinas ya que en animales
alimentados con racidn restringida al 1,5% de la masa corporal, los valores de Ks, Ky y Cs son
significativamente menores a los alimentados ad libitum.

Por lo que respecta al resto de parametros relacionados con las velocidades de recambio
proteico (Cs, Kina, Kona ¥ ERP) los valores de algunos de ellos en el higado de dorada son
relativamente altos (Fernandez-Navarro et al., 2006). Los valores de Csy Kpna, al igual que ocurre con
la Ks, son significativamente altos mientras que la Kgya muestra unos valores parecidos a los
observados en otros estudios (Fernandez-Navarro et al., 2006). Esto indica que altas velocidades de
sintesis de proteinas en el higado de dorada se correlacionan con alta capacidad de sintesis no con
cambios en la eficacia de traduccion.

La eficacia de retencidn de proteinas (ERP) es significativamente inferior a la descrita para la
trucha (Fernandez-Navarro et al., 2006), lo cual esta de acuerdo con los relativamente bajos valores
de K. En definitiva, con una alimentacién ad libitum con una dieta control, el higado de la dorada de
aproximadamente 66 g de peso se caracteriza por mostrar altas velocidades de recambio proteico,
una relativamente baja eficacia de retencion y acumulaciéon de proteinas. La alimentacién con una
racion restringida produce unas velocidades de recambio proteico mas bajas y una eficacia de
retencidn y acumulacién de proteinas similares a la observada con la alimentacidn ad libitum.

La alimentacion durante 210 dias con acido maslinico produce un significativo incremento en
los valores de Ks, Kp, Cs, Krna ¥ Kpna Mientras que los valores de Kg no se modifican y la ERP
disminuye. En definitiva, el 4cido maslinico provoca una estimulacidn de las velocidades de recambio
de proteinas (sintesis y degradacion) sin alterar la velocidad de acumulacion de éstas. La
concentracion de RNA y la eficacia de traduccion también incrementan. Estos incrementos soportan
los incrementos descritos en la velocidad de sintesis de proteinas que llega a alcanzar valores de
26,98 + 1,22y 31,09 + 3,66 % dia .
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El comportamiento de la Ks y ERP reflejan que el incremento en el recambio proteico no tiene
como objetivo soportar un incremento en la velocidad de crecimiento o acumulacién de proteinas de
este tejido, sino aumentar la sintesis y exportacion de proteinas desde el higado al resto del pez. Los
altos valores de concentraciéon de RNA y DNA indican la existencia de un metabolismo activado de
estas dos macromoléculas. El higado es un tejido regulador responsable del mantenimiento de la
homeostasis metabdlica de muchos compuestos, de la sintesis de proteinas exportables que
desempefiaran su funcidon en otros destinos y responsable de la regulacion de los niveles de
combustibles y desechos celulares. El acido maslinico estimula el recambio proteico en este tejido e
incrementa los niveles de RNA y DNA.

En el caso de la alimentacion con racidn restringida, los incrementos observados en las doradas
alimentadas con acido maslinico son incluso mayores, llegando los valores de Ks y K casi a triplicar
los valores controles e indicandonos que el metabolismo de las proteinas hepaticas se encuentra
extraordinariamente estimulado por la ingestidon de acido maslinico.

4.2.3. Velocidad y naturaleza del crecimiento del misculo blanco de las doradas
alimentadas con dietas suplementadas con acido maslinico

El musculo blanco es un tejido con una estructura, funcién y metabolismo diferente al higado.
Es el tejido que forma el armazdn estructural del pez, tiene como principal funcién el desplazamiento
y la locomocion de estos animales y su metabolismo se organiza con el objetivo de abastecer de
energia quimica a la contraccion muscular. En el caso de que el pez se vea sometido a largos
periodos de inanicidn, las proteinas musculares pueden ser degradadas y actuar como “reserva de
energia” para estos organismos. La velocidad de crecimiento de este tejido es muy parecida y
determina la velocidad de crecimiento del animal completo y la naturaleza del crecimiento del tejido
muscular se basa en procesos de generacion de nuevas fibras musculares (reclutamiento de nuevas
fibras) y de crecimiento de las fibras preexistentes.

Los resultados descritos en este trabajo muestran que la ingestidon de acido maslinico produjo
un incremento de peso en el musculo blanco de las doradas alimentadas ad libitum y con racion
restringida. También se observd un incremento en el contenido de proteina total y RNA total. En
cuanto a la naturaleza del crecimiento, al igual que ocurre en el higado, se observa un incremento en
el contenido total de DNA (nimero de células) en las doradas alimentadas con acido maslinico sin
gue se observen cambios en la relacion proteina /DNA (tamafio de las células). En definitiva, el acido
maslinico estimula el crecimiento del musculo blanco de la dorada induciendo procesos de
generacion de nuevas células o fibras musculares. Resultados similares a éstos han sido descritos en
el caso de la trucha arco iris (Fernandez-Navarro et al., 2008).

En los trabajos de Weatherley y Gill (1984) en los que se analiza la dinamica de crecimiento del
musculo blanco de la trucha, se describen como diferencias de crecimiento somatico inducidas
experimentalmente se encuentran estrechamente relacionadas con ajustes proporcionales de
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procesos de hipertrofia y reclutamiento de nuevas fibras, de manera que para cada tamafio de pez
se mantiene una distribucidn precisa de diametros de fibras musculares.

Los procesos de hipertrofia de las células musculares predominan durante las etapas de
crecimiento rdpido, en particular, durante las primeras etapas del desarrollo, aunque en peces
grandes, el reclutamiento de nuevas fibras es de mayor importancia (Weatherley, 1990; Kiessling et
al., 1991; Peragon et al., 2001). Los efectos producidos por el acido maslinico responden por tanto a
este segundo patrén de crecimiento observado habitualmente en peces grandes.

4.2.4. Velocidades de recambio de proteinas y contenido de Acidos nucleicos del
musculo blanco de doradas alimentadas con dietas suplementadas con acido maslinico

En los peces, el musculo blanco es el tejido mas grande y el principal sitio de acumulacién de
proteinas. Los aminoacidos derivados de su recambio se utilizan para sintetizar alrededor del 30%
del total de proteinas corporales (Houlihan et al., 1988). Aunque su velocidad fraccionaria de sintesis
proteica es la mas baja de todos los tejidos, es el que acumula proteinas de forma mas eficaz. En
estudios realizados en el bacalao (Gadus morhua) se ha descrito la existencia de una clara relacién
entre la velocidad de sintesis de proteinas y la velocidad de crecimiento cuando este pez se alimenta
con diferentes raciones de una misma dieta (Houlihan et al., 1988). Ademas otros estudios
(Weatherley y Gill 1989, Peragdn et al., 1998) demuestran que la velocidad de crecimiento de este
tejido es muy similar a la del organismo completo y la evolucidn de éste determina el crecimiento y
tamafio del pez.

Los valores de Ks descritos para el musculo blanco de dorada alimentadas ad libitum con una
dieta control son de 1,20 = 0,20 % dia™. Estos valores estan de acuerdo con los descritos en otras
especies. No obstante también se observan que los valores de los otros parametros relacionados (Cs,
Krna Y Kona) son significativamente superiores a los descritos en truchas en situaciones similares
(Fernandez-Navarro et al., 2008). La alimentacidn con una racidn restringida provoca un incremento
en la Ks y en la Kp que no se traduce en cambios en la Kg. Las velocidades absolutas siguen un
comportamiento parecido al descrito para las velocidades fraccionarias. Es decir, la restriccién de la
racién induce un incremento en la velocidad de degradacion de proteinas que para mantener la
velocidad de acumulacidn es compensada con una mayor velocidad de sintesis.

La alimentacidn ad libitum con una dieta enriquecida en acido maslinico (100 mg/kg) provoca
un significativo incremento en las velocidades de recambio proteico, tanto fraccionarias (Ks, Kp)
como absolutas (As, Ap) que se traducen en un incremento en la velocidad absoluta de acumulacion
de proteinas (Ag) tisular que en definitiva es la responsable del mayor crecimiento en peso
observado en estas doradas. Por el contrario la ingestion de acido maslinico no produce cambios en
la Ks, Kp ¥ Kg en los grupos alimentados con racién restringida al 1,5% de la masa corporal, aunque si
que varian Ag y As.
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En definitiva, los mayores efectos de la alimentacién con 100 mg/kg de dcido maslinico sobre el
crecimiento y recambio proteico del musculo blanco de dorada se observan cuando se alimenta con
una racion apropiada. En unas condiciones de aporte de nutrientes y energia dptimos, el acido
maslinico induce un incremento en las velocidades de crecimiento influyendo directamente sobre las
velocidades de sintesis y degradacion de proteinas del musculo blanco. Cuando el aporte de
nutrientes y energia se encuentra, en cierta medida restringido, los efectos del acido maslinico son
menos evidentes ya que parte de la estimulacion inducida se empleara para compensar la restriccion
alimenticia.

La dorada es una especie de un gran interés en la acuicultura en el Mediterraneo y otras areas.
La produccion en piscifactorias de doradas se ha incrementado enormemente en la Ultima década
(FAO, 2000). Esta rapida expansién ha conducido a una disminucidn de los precios del mercado de
esta valiosa especie. La disponibilidad de harina de pescado para la dieta de estos peces se esta
convirtiendo en un factor limitante (Tidwell y Allan, 2001) y los costes de alimentacion se
incrementan continuamente. Por ello, la investigacion se estd dirigiendo hacia la mejora de la
practica y la racion alimenticia. Se estd investigando el efecto de la sustitucion parcial de harina de
pescado por proteinas de plantas y aceites (Francis et al., 2001; Watanabe, 2002), la optimizacién de
la racién empleada (Veldzquez et al.,, 2006) o el uso de aditivos alimentarios que mejoren el
aprovechamiento de la dieta o de la proteina (Fernandez-Navarro et al., 2006; Fernandez-Navarro et
al., 2008). Uno de esos posibles aditivos es el acido maslinico. En el presente trabajo se ha estudiado
el efecto de la adicidn a la dieta de acido maslinico junto con la restriccion en el tamafio de la racidn.
Trabajos realizados en Dicentrarchus labrax ponen de manifiesto que pueden obtenerse, en
determinadas circunstancias, altas eficiencias alimenticias con un acceso al alimento restringido
(Azzaydi et al., 1998).
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4.3. Influencia del acido maslinico sobre el comportamiento cinético y nivel de expresion
de diferentes enzimas del metabolismo intermediario del higado y misculo blanco de la
dorada

La mejor manera de profundizar bioquimicamente en el conocimiento de los diferentes
fendmenos del crecimiento y desarrollo de los seres vivos, consiste en corroborar, mediante estudios
moleculares, los principales elementos que forman parte de los procesos que los caracterizan. Uno
de estos estudios consiste en determinar el comportamiento cinético y de expresidon de un grupo de
enzimas que podriamos calificar como auténticos marcadores moleculares del crecimiento. Es sabido
que durante los periodos activos de crecimiento y proliferacion celulares se ponen en marcha de
forma especifica una serie de procesos en los que se forzosamente se movilizan determinados
compuestos, fundamentalmente aminoacidos y nucledtidos o, por otra parte, se necesitan de forma
especifica otros metabolitos tales como los equivalentes de reduccidén que son claves para entender
cualquier proceso biosintético necesario para llevar a cabo cualquier tipo de desarrollo celular.

Existen dos formas conocidas y diferentes en las que se manifiesta el crecimiento, en una de
ellas, cuando se lleva a cabo por fendmenos de hiperplasia celular, caracterizada por un aumento
controlado del niumero de células y en donde se hace necesario un incremento del niumero de
nucleos y por tanto de material nuclear, de un incremento de la cantidad total de proteina celulary,
finalmente, de un aumento en la cantidad total de lipidos estructurales. La otra forma conocida de
crecimiento se manifiesta por fendmenos de hipertrofia celular, que, al contrario del anterior, se
caracteriza por un incremento en el tamaiio de las células ya preexistentes y en el que predomina el
aumento en las cantidades celulares de proteina y lipidos estructurales frente a una relativa
constancia en el contenido nuclear.

Por tanto, se debe entender al crecimiento y proliferacion celulares, cualquiera que sea el tipo
que los caracterice, hiperplasia o hipertrofia o la combinacién de ambos, como el resultado final de
un aumento de masa organica total, considerada en mayor grado como proteina estructural, junto
con un importante incremento en la biosintesis de lipidos de membrana. Por todo ello, es légico
pensar en la extraordinaria importancia que durante el crecimiento celular presenta tanto el
metabolismo de proteinas, como consecuencia de un continuo y constante recambio proteico en la
qgue deben predominar las velocidades de sintesis y acumulacidn de proteinas, como en la necesidad
de utilizar equivalentes de reduccidon durante los obligados procesos de sintesis, elongacion e
insaturacion de los diferentes acidos grasos que participan en la estructuras de los distintos lipidos
gue forman parte de las membranas celulares.

Los principales tejidos involucrados en el crecimiento de un organismo, en general, y, en
particular, en el de los peces utilizados en este estudio, son el higado y el musculo blanco. Cada uno
de ellos con funciones, en relacion con el crecimiento, perfectamente delimitadas. El tejido hepatico
constituye un dorgano central en los procesos que juegan un papel importante en la homeostasis
metabdlica, siendo especialmente activo en la regulaciéon del metabolismo energético del animal
completo y, sobre todo, en la exportacién de numerosos metabolitos manufacturados al resto de las
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células de los tejidos periféricos. Como se sabe, este tejido constituye, el principal lugar donde tiene
lugar la amoniogénesis, especialmente activa en situaciones celulares en donde existe un alto
recambio proteico, la sintesis de acidos grasos, punto de partida para la formacién de lipidos de
membrana y la gluconeogénesis a partir del esqueleto carbonado de los aminoacidos movilizados
durante el crecimiento, necesaria para satisfacer de este combustible a aquellas células que viven
practicamente a expensas de este combustible energético. Debido a todo ello, este tejido esta
implicado en la regulacion del crecimiento global de la dorada.

Por lo que respecta al musculo blanco, su papel en el crecimiento tanto en sentido positivo
como negativo es, por varias razones, indudable. En primer lugar porque este tejido contribuye
aproximadamente en un 65% de la masa total del pez, siendo por tanto el principal reservorio de las
proteinas en los peces, de manera que los aminoacidos que se liberan durante el proceso de
recambio proteico van a contribuir en mdas del 30% a la sintesis total de proteinas del animal
completo (Fauconneau et al., 1985). En segundo lugar, porque se trata del tejido mas sensible a los
cambios de peso ya sea por acumulacidn de proteinas en situaciones de crecimiento, o por pérdida
de las mismas en situaciones contrarias. De hecho, el musculo blanco contribuye en un 66% a la
pérdida de proteinas del animal completo durante un periodo de ayuno prolongado (Barroso et al.,
1998) con la consecuente disminucién de mas del 30% en el tamafio completo del animal, siendo
especialmente importante la disminucién de la concentracién total de DNA, en mas de un 68%,
indicando una clara hipoplasia y, por tanto, de una reduccién del nimero de células.

Por todo ello, y para el desarrollo del presente trabajo se han seleccionado y estudiado, tanto
desde el punto de vista cinético como molecular a través de estudios de expresion, un grupo de
enzimas claves pertenecientes a aquellos procesos metabdlicos intimamente implicados con los
fendmenos de crecimiento y proliferaciéon celulares, correspondientes al metabolismo proteico y
lipidico del higado y musculo blanco de la dorada bajo dos situaciones nutricionales que afectan
claramente al crecimiento celular, una situacion en la que los peces se alimentan ad libitum, lo que
suponia una cantidad diaria de alimento, como media, del 2% del peso del animal ya que se
alimentaban a saciedad; y otra situacidn de restriccion alimentaria controlada, en la que se restringia
la dieta diaria al 1,5% del peso del animal.

Los enzimas marcadores de crecimiento finalmente elegidos corresponden a los cuatro
principales sistemas de produccidn de equivalentes de reduccién en forma de NADPH, tales como las
dos deshidrogenasas del ciclo de las pentosas fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), junto con el enzima malico (EM) y la isocitrato
deshidrogenasa NADP" dependiente (IDH-NADP’), junto con otros tres enzimas representativos del
metabolismo de proteinas una que cataliza una reaccién de desaminacidn como la serina deshidratasa
(Ser-DH), y dos mas que catalizan dos reacciones de transaminacidn, una correspondiente a la de un
aminoacido no esencial tal como la alanina aminotransferasa (Ala-AT), cuyo sustrato constituye el
metabolito gluconeogénico mas importante en el principal caso de integracién metabdlica entre el
tejido hepatico y muscular (ciclo de la alanina); y la otra, que utiliza un aminoacido esencial, como la
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tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) y cuyo sustrato constituye un extraordinario ejemplo de funcién
precursora basica para la funcionalidad y regulacién metabdlicas.

En este trabajo, demostramos, claramente, un incremento significativo del crecimiento y del
recambio proteico de la dorada alimentadas a saciedad con dietas suplementadas con acido maslinico,
mientras que, este mismo compuesto, era capaz de compensar los efectos, negativos respecto al
crecimiento, que supone someter a los peces a una restriccién alimentaria. Por ello, uno de los
objetivos de este trabajo ha consistido en evaluar bioquimicamente la participacién de este
triterpeno natural en los cambios del crecimiento de estos animales mediante su relacién con el
comportamiento cinético de algunos de los enzimas que actian como marcadores del crecimiento y
proliferacion celulares. Estos estudios se han llevado a cabo en los dos tejidos que mencionamos
anteriormente y los resultados obtenidos estan de acuerdo con la naturaleza de cada uno de ellos en
relacion con el crecimiento y con el metabolismo celular de cada tejido.

En todos los casos, enzimas, tejidos y situaciones nutricionales, se realizd un completo estudio
cinético, caracterizando los principales parametros que definen su actividad. Ademas, y con objetivo
de confirmar los resultados cinéticos, se llevaron a cabo estudios de expresion en la mayor parte de
estos enzimas. De esta forma, y de acuerdo con la disponibilidad de los anticuerpos especificos para
cada una de los enzimas, se analizaron los niveles de expresion de la GEGPDH, EM e IDH-NADP® de
higado y musculo blanco de dorada, tanto en situacién ad libitum como en restriccién calérica, como
representantes de los diferentes sistemas de produccion de NADPH y los de la Ser-DH y Ala-AT en los
mismos tejidos y las mismas condiciones nutricionales, como representantes del metabolismo
proteico.

4.3.1. Sistemas de produccion de equivalentes de reduccion del higado y misculo blanco
de la dorada

Los dos principales factores metabdlicos relacionados con los procesos de crecimiento y
proliferacion celulares lo constituyen, por una parte, la disponibilidad continua y constante de
equivalentes de reducciéon en forma de NADPH, y por otra, el suministro, también continuo y
constante, de un nivel adecuado de ribosa 5-fosfato (Rib5P) necesaria para generar el conjunto de
nucledtidos (ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos) necesarios, a su vez, para satisfacer el
metabolismo de acidos nucleicos durante las diferentes fases del ciclo celular. El proceso metabdlico
que asegura los niveles de ambos factores lo constituye el ciclo de las pentosas fosfato (CPP), cuyo
papel central en el metabolismo y su caracter multifuncional se refleja en la Figura 4.3.

El conjunto de moléculas de NADPH, como uno de los productos finales del CPP, es debido,
tanto a la actividad de la G6PDH y 6PGDH como a la de los otros dos sistemas de produccion de
equivalentes de reduccién, EM e IDH-NADP", y va a ser indispensable para el desarrollo de un
importante nimero de procesos metabdlicos claves en el mantenimiento de un estado estacionario
celular, necesario para justificar la existencia de un trabajo quimico que permita la vida de la célula.
Cabe destacar, entre estos procesos, su participacion en la mayoria de procesos biosintéticos, como
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la biosintesis de colesterol y sus derivados y la biosintesis, elongacién e insaturacion de acidos
grasos, todos ellos implicados, entre otros, en la formacién de elementos de membrana.

Sintesis Sintesis de acidos Elongacién e
colesterol grasos insaturacion de
\ I / acidos grasos

Lo Biosintesis
Eliminaciéon Hormonas

Reacciones de’ esteroideas

Proteccién ceIuIar~ ‘ hidroxilacion
Peroxidacion AG \ Procesos

radicales libres

poliinsaturados destoxificacion
Asimilacion de CO, ‘ ’ Metabolismo de azticares de
(fotosintesis) Interconversién _ — Interconversién 3,4,5,7y 8 carbonos
de azticares de azticares
Rutade Entner-Doudoroffl Sintesis de eritrosa 4-P
Obtencién energia Aminodcidos aromaticos

/Nucleétidos \

Sefiales de l Formacién de
Regulacién  sintesisde dcidos  coenzimas
intracelular nucleicos nucleotidicos

Figura 4.3. Multifuncionalidad del ciclo de las pentosas fosfato (CPP).

También participan en practicamente todas las reacciones de hidroxilacion a través de la
actividad de las hidroxilasas microsomales y en los procesos de proteccion celular por medio de la
destoxificacién y eliminacion de radicales libres gracias a su participacidon en sistemas tales como
glutation reductasa/peroxidasa, éxido nitrico sintasa, etc. (Eggleston y Krebs, 1974; Orrenhius et al.,
1983; Barroso et al., 1999; Barroso et al., 2000).

Si a esto unimos el hecho de la participacion directa y necesaria del NADPH en la reaccién de
reduccion de los ribonucledtidos para formar desoxirribosa, catalizada por la ribonucleétido
reductasa, durante la fase S del ciclo celular, podemos deducir que la produccién celular de NADPH
esta intimamente relacionada con el crecimiento celular, y, por tanto, con el del organismo completo,
siendo éste uno de los objetivos mds interesantes del campo de la acuicultura, al relacionarse
directamente con la produccion animal y por consiguiente con la rentabilidad comercial.

Cuando bajo cualquier situacidn metabdlica, la célula necesita utilizar las moléculas de NADPH
con el objetivo de satisfacer cualquiera de sus funciones, ésta, utiliza las disponibles en, lo que
podriamos denominar, almacén celular de estos equivalentes de reduccidn. Sin embargo, existe una
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cierta direccién en su utilizacién, dependiendo del sistema de produccién empleado. Asi, un 50%,
aproximadamente, de las necesidades de NADPH en la sintesis, elongacion e insaturacion de acidos
grasos y en la sintesis de colesterol y las hidroxilaciones posteriores procede de las actividades
G6PDH y 6PGDH, lo que exige una perfecta integracién con el metabolismo de hidratos de carbono, y
el otro 50% necesario procede de la actividad del EM como consecuencia de transportar las
moléculas de Acetil CoA desde la mitocondria hasta el citosol a través de la lanzadera del citrato. Por
otra parte, el resto de las necesidades de NADPH necesarias para cumplir otros requisitos relacionados
con los procesos de crecimiento y proliferacién, como los correspondientes al metabolismo de
nucledtidos, proceden fundamentalmente de la actividad del CPP y de la IDH-NADP".

Anteriormente, nuestro grupo habia puesto de manifiesto un importante efecto estimulante
del acido maslinico sobre el crecimiento y recambio proteico del higado y musculo blanco de la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) bajo diferentes condiciones celulares, gracias a su efecto
como inhibidor de proteasas (Fernandez-Navarro et al., 2006; Fernandez-Navarro et al., 2008).
Ademas, nuestro grupo ha podido demostrar, por otra parte, que el acido maslinico inhibe el
crecimiento de células cancerigenas estimulando especificamente los fendmenos de apoptosis celular
(Reyes et al., 2006; Reyes-Zurita et al., 2009a; Reyes-Zurita et al., 2009b). En resumen, hemos podido
demostrar que este triterpeno natural es capaz de incrementar especificamente el crecimiento de
células normales e inhibir selectivamente el crecimiento patolédgico de células cancerigenas.

‘ 4.3.1.1. Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa del higado y misculo blanco de la dorada

Uno de los sistemas de produccion de NADPH estudiados corresponde a la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa hepatica (G6PDH). Nuestros resultados muestran un aumento significativo de la
velocidad maxima (Vn.,) del enzima producido por el dcido maslinico, tanto en animales alimentados
a saciedad como los alimentados a restriccion, sin que se altere la constante de Michaelis (K,,) del
enzima por la G6P. Porello, es ldgico que aumente proporcionalmente la eficiencia catalitica (Vima/Km)
sin que se altere la razén de actividad (Vss/Vimax)-

Estos resultados se confirman con los obtenidos en los niveles de expresion del enzima ya que
en las doradas AM;y AL fue casi un 100% superior a los del control AL. Utilizando un anticuerpo
policlonal anti-G6PDH de conejo se ha detectado la presencia de proteina inmunorreactiva en
muestras de higado y musculo blanco de dorada. La banda inmunorreactiva resultante
correspondiente a esta proteina presentd una masa molecular aparente de 60 kDa en el caso del
higado, y de 70 kDa en musculo blanco. Las diferencias encontradas en los pesos moleculares de
ambos tejidos, puede atribuirse a que son tejidos diferentes. En ambos tejidos, el acido maslinico
tuvo un efecto claro produciendo una expresiéon de este enzima, confirmando de este modo, los
resultados obtenidos de actividad enzimatica anteriores.

Esta enzima ha sido ampliamente estudiada en numerosas especies, y se han obtenido
resultados de banda inmunorreactiva tanto para la proteina dimérica, de un peso molecular
aparente 97kDa como se encontré en higado de trucha (Barroso et al., 1998); como para la proteina
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monomérica de 60 kDa de peso molecular cada uno de ellos, como se observd en el pez gato
(Seddon et al., 1997) y en el caracol espafiol (Rammanan et al., 2006). Estos ultimos resultados se
asemejan mas a los encontrados en higado y musculo blanco de la dorada en el presente trabajo.

En relacidn con la situacion de restriccidn caldrica es necesario destacar que ésta produjo un
aumento en la K, respecto a la situacion ad libitum sin que el dcido maslinico alterase este valor. Sin
embargo, si aumento los niveles de expresidn del enzima en algo mas del 200% cuando se comparan
los del grupo AM;o R respecto a los de los controles.

Teniendo en cuenta que se han determinado, en el estado estacionario de cada una de las
situaciones estudiadas, las concentraciones celulares de los diferentes metabolitos que actuan de
sustratos de tres de los enzimas productores de NADPH, y que se conocen los pardmetros cinéticos
de estos enzimas, se pueden determinar las velocidades enzimdticas celulares responsables del flujo
del proceso en el que intervienen en cada una de estas condiciones experimentales.

Los resultados de la Tabla 4.1 muestran las velocidades de la G6PDH del higado de la dorada en
las cuatro situaciones estudiadas y a las concentraciones celulares de G6P. Se puede comprobar que
el acido maslinico incrementoé en un 40% la velocidad del enzima a la concentracion celular de G6P.

Tabla 4.1. Efecto del acido maslinico sobre las concentraciones celulares de G6P y
actividad especifica de la G6PDH del higado y musculo blanco de la dorada en el estado
estacionario de cada situacion nutricional.

HIGADO MUSCULO BLANCO
[G6P] A.E. G6PDH [G6P] A.E. G6PDH
(mM) (mU/mg) (mM) (HU/mg)
Control AL 1,46+0,05 19,96+1,41 1,69+0,08 78,7+3,8
AM,g AL 1,64+0,10 27,57+1,60 1,67+0,06 120,5+8,7
Control R 1,28+0,20 20,27+1,55 1,9340,13 117,246,1
AM,q R 2,98+0,20 28,54+1,57 2,48+0,08 187,6%8,6

Los resultados son media + SEM de al menos 9 valores. A.E. corresponde a la actividad especifica celular
calculada a partir de la actividad especifica maxima de la G6PDH vy la K., para el G6P y de acuerdo con la
ecuacion de Michaelis-Menten.

En trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion (Barroso et al., 1998, Barroso
et al., 1999a; Barroso et al., 1999b; Barroso et al., 2001) mostramos cambios significativos tanto en
el comportamiento cinético como en los niveles de expresion de este enzima bajo diferentes
condiciones nutricionales y de desarrollo en la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). En estos
trabajos demostramos que, con los cambios del crecimiento que se llevan a cabo en los diferentes
periodos de desarrollo, con la eliminacién de carbohidratos de la dieta y, finalmente, con el ayuno
prolongado, se produjo una disminucion significativa de la actividad especifica del enzima hepatico
(Barroso et al., 1998; Barroso et al., 1999a; Barroso et al., 2001), mientras que otras condiciones
nutricionales, como cambios en la frecuencia alimentaria, la realimentacién tras un largo periodo de
ayuno (Barroso et al., 1998; Barroso et al., 1999b) y, finalmente, la administracion de una dieta
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suplementada con aminoacidos libres (Barroso et al., 1998; Barroso et al., 1999b) se incrementé
significativamente, en este tejido, tanto la actividad enzimdatica como la eficiencia catalitica, de
acuerdo con los incrementos encontrados en los niveles de expresién de este enzima.

Ninguna de las situaciones empleadas en estos trabajos fue capaz de modificar los valores de
K, del enzima para la G6P y NADP" significativamente, demostrando que estas condiciones no
afectan el grado de afinidad del enzima para cada uno de sus sustratos.

El comportamiento seguido por la G6PDH muscular fue relativamente parecido al del enzima
hepatico ya que el acido maslinico produjo un claro aumento de la actividad enzimatica maxima y de
la eficiencia catalitica tanto en condiciones ad libitum como restringidas, aunque en este caso, a
pesar de un incremento significativo en los valores de K, en ambas situaciones. Al mismo tiempo, los
valores de V., se corroboraron con los niveles de expresién encontrados, llegando a ser del orden
de un 60% superior a los controles. En este caso, la velocidad del enzima a la concentracion muscular
de G6P aumentd en un orden parecido al de los niveles de expresién (Tabla 4.1).

Estos resultados coinciden con los encontrados en otras especies de peces y realizados por
nuestro grupo de investigacion (Fernandez-Navarro, 2004). Con ellos podemos demostrar que la
suplementacion a la dieta de acido maslinico (150 mg/kg de dieta) produjo, en la trucha arco iris, un
incremento en la V.., y €eficiencia catalitica de este enzima del orden del 26%, sin cambios en los
valores de K, mientras que en el caso de la dorada el enzima parece ser mas sensible al acido
maslinico ya que la suplementacion de una cantidad menor a la dieta (100 mg/kg de dieta) produjo
un efecto claramente superior. Por el contrario, el comportamiento cinético de este enzima no se
modificé en este tejido a lo largo del desarrollo de la trucha (Barroso, 1993) indicando que este
enzima presenta una clara capacidad de induccidn/represion de acuerdo con las condiciones
celulares.

4.3.1.2. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa del higado y miisculo blanco de la dorada

El segundo sistema de produccién de equivalentes de reduccién (NADPH) perteneciente al CPP
corresponde a la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH). En general, los valores de actividad de
este enzima, en el higado de la dorada, son menores que los que presenta la otra deshidrogenasa del
ciclo, G6PDH, a diferencia de lo que parece ocurrir en otras especies, como la trucha arco iris, donde
los valores o son semejantes a los que presenta la G6PDH o son significativamente superiores
(Barroso, 1993; Barroso et al., 1998; Barroso et al., 1999a; Barroso et al., 1999b; Barroso et al., 2001;
Fernandez-Navarro, 2004).

El acido maslinico, produjo un incremento significativo de los pardmetros cinéticos, Vmay,
actividad especifica y eficiencia catalitica, sin modificar otros como la K, y razén de actividad, es
decir, este enzima presenta un comportamiento semejante al que ocurre en la actividad G6PDH. Los
cambios obtenidos en los pardmetros de actividad fueron similares, en porcentajes, en ambos
enzimas.
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Para nuestro reconocimiento, esta es la primera vez que se demostrd un cambio significativo en
la actividad de este enzima por accidn del acido maslinico ya que en trabajos previos realizados en la
trucha arco iris no se encontraron diferencias (Fernandez-Navarro, 2004). En la dorada parece que
ambos enzimas del ciclo, GGPDH y 6PGDH participan de forma activa en el suministro adecuado de
NADPH, mientras que en la trucha arco iris todo el peso recae en la primera deshidrogenasa.

Es interesante comprobar como, en este caso, el mayor aporte de equivalentes de reduccion
necesarios para justificar el incremento de peso del animal generado por el acido maslinico ocurre
gracias a que este triterpeno provoca, tanto en condiciones ad libitum como en condiciones de
restriccién alimentaria, un incremento extraordinario de los niveles de 6-fosfogluconato (6PG), lo
qgue permite, junto con el incremento significativo encontrado en la velocidad maxima del enzima,
justificar, sobradamente, el incremento encontrado en la actividad del enzima, que, incluso, llega a
alcanzar, practicamente, los valores de actividad especifica maxima.

Estos resultados se muestran en la Tabla 4.2 en la que se puede observar como la presencia de
acido maslinico en condiciones ad libitum incrementa 3 veces la concentracién hepética de 6PG.

Tabla 4.2. Efecto del acido maslinico sobre las concentraciones celulares de 6PG vy
actividad especifica de la 6PGDH del higado y musculo blanco de la dorada en el estado
estacionario de cada situacién nutricional.

HIGADO MUSCULO BLANCO
[6PG] A.E.6PGDH [6PG] A.E. 6PGDH
(mM) (mU/mg) (mM) (MU/mg)
Control AL 0,28+0,00 10,69+0,82  2,38+0,12 68,015,7
AM100 AL 0,73%0,19 15,52+#1,00 2,88%0,14 125,0+8,7
Control R 0,65+0,01 11,46+0,90  3,13#0,15 89,946,2
AM100 R 0,73+0,15 14,45+0,99  4,22+0,20 120,949,1

Los resultados son media + SEM de al menos 9 valores. A.E. corresponde a la actividad especifica celular
calculada a partir de la actividad especifica maxima de la 6PGDH vy la K., para el 6PG y de acuerdo con la
ecuacion de Michaelis-Menten.

Por lo que respecta al enzima procedente del musculo blanco, el comportamiento cinético de la
6PGDH, en relacidn con el acido maslinico, es, en ciertos aspectos, parecido al que presenta la
isoforma hepatica. De hecho, el acido maslinico incrementa la V.. y actividad especifica, pero a
diferencia de lo que ocurre en el higado, el acido maslinico, redujo espectacularmente los valores de
la K, tanto en situacion ad libitum como restringida. Este particular efecto proporcioné un
incremento extraordinario de la eficiencia catalitica del enzima, en lo que podriamos calificar como
un ejemplo de maxima optimizacion molecular con la finalidad de conseguir el objetivo final que es
contribuir de manera eficaz en el suministro adecuado de NADPH. Este comportamiento demuestra
que en el musculo de la dorada este enzima puede representar el paso limitante en la regulacion del
flujo en el suministro de estos equivalentes de reduccion.
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Cuando a este comportamiento cinético, producido por la presencia de acido maslinico en la
dieta, se le aplican los valores celulares de 6PG encontrados en el musculo blanco, se observa, como
en condiciones de alimentacién ad libitum (AMygo AL), la actividad especifica maxima aumenta mas
del 80% en relacién con la situacion control.

Por otra parte, es tan interesante el comportamiento cinético de este enzima, probablemente,
maximo responsable, en el musculo, del suministro de NADPH durante el crecimiento provocado por
el 4cido maslinico, que la restriccién caldrica, per se (control R vs control AL), incrementa en mds del
30% la actividad especifica en condiciones celulares mientras que la presencia del acido maslinico en
estas condiciones (AMy R) ejerce un efecto aditivo para alcanzar los valores de actividad
encontrados en condiciones ad libitum (AMygo AL).

Trabajos previos en otros peces tales como la trucha arco iris, demuestran que los estudios
realizados bajo diferentes condiciones no modificaron el comportamiento cinético de este enzima.
Barroso et al (1999a), analizaron el comportamiento cinético del enzima hepatico durante el desarrollo
del pez, no encontrando modificaciones de la V., actividad especifica y eficiencia catalitica, mientras
que estos mismos autores ponian de manifiesto un crecimiento hiperplasico durante las primeras
etapas, seguido de un comportamiento mixto (hiperplasico mas hipertréfico) para acabar, al final del
tiempo experimental, con un tipo de crecimiento claramente hipertroéfico, Sin embargo, cuando
analizaron estos parametros en relacién con la unidad celular pudieron observar una significativa
disminucidn que corria paralela con el incremento de crecimiento hipertroéfico.

Otros trabajos, publicados anteriormente (Barroso, 1993; Barroso et al., 1998; Barroso et al.,
1999b; Barroso et al., 2001; Fernandez-Navarro, 2004), analizaron el comportamiento de este enzima
bajo diferentes condiciones nutricionales. Una de las condiciones nutricionales estudiadas consistio
en someter a las truchas a ciclos de ayuno y realimentacion (Barroso, 1993; Barroso et al., 1998),
bajo estas condiciones, estos autores mostraron que el ayuno provocdé un disminucion significativa
de la Vmay, actividad especifica y eficiencia catalitica, mientras que la realimentacion restituyd estos
valores a pesar de que en las primeras fases de la realimentacidon el enzima sufrié una clara sobre-
expresion.

Otros trabajos muestran que el cambio en la frecuencia alimentaria o la administracién de una
dieta suplementada con aminodcidos libres, no afectaron a ninguno de los parametros cinéticos del
enzima hepatico de la trucha pero, sin embargo, si lo hizo en los enzimas procedente del rifidn y
tejido adiposo (Barroso, 1993; Barroso et al., 1999b).

La eliminacidén del contenido de carbohidratos de la dieta de la trucha redujo significativamente
los parametros cinéticos directamente relacionados con la actividad enzimatica tales como la Vyay,
actividad especifica y eficiencia catalitica del enzima hepatico, sin embargo no alteré los parametros
de la isoforma procedente del tejido adiposo (Barroso et al., 2001).
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Finalmente, otras situaciones provocan cambios significativos en la expresién del enzima, asi,
otros autores demuestran que tanto lainsulina como la triiodotironina (T3) regulan la expresion del
enzima durante la diferenciacién de los adipocitos del tejido adiposo marrdén (Garcia-Jiménez et al.,
1993).

Como se comentaba en la introduccion de este apartado de la discusion, las deshidrogenasas
del ciclo de las pentosas fosfato (G6PDG y 6PGDH) contribuyen, no sélo en los procesos relacionados
con la génesis de lipidos de membrana, sino también con las necesidades especificas de NADPH en
los procesos claramente relacionados con el crecimiento, como el metabolismo de nucleédtidos. Este
doble papel estad perfectamente relacionado con los fenédmenos de hiperplasia celular que son los
predominantes en relacién con la accién que ejerce el acido maslinico sobre el crecimiento global de
la dorada y que constituye uno de los principales objetivos de este trabajo.

4.3.1.3. Enzima malico del higado y musculo blanco de la dorada

El tercer sistema de produccién de NADPH lo constituye el enzima malico (EM). Su papel en el
metabolismo celular se centra casi exclusivamente en el metabolismo biosintético, proporcionando
una parte importante de equivalentes de reduccidn para la sintesis de lipidos en general y de los
integrantes de las membranas celulares en particular. En general, los valores de los parametros
cinéticos relacionados directamente con la actividad enzimdtica, V.. actividad especifica y
eficiencia catalitica, son menores en el musculo blanco que en el higado, aunque la diferencia de
tamafio entre ambos tejidos permite encontrar una diferencia de hasta 10 veces superior la actividad
total del musculo respecto al higado.

El estudio de la proteina enzima malico (EM) mediante la técnica de “western blot” en
muestras citosolicas de higado se realizé utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-EM
citosolico de cerebro de vaca. La deteccién de la banda inmunorreactiva fue Unica, y se correspondid
con una masa molecular aparente de 85 kDa. Este peso molecular coincide con el peso molecular de
referencia que da la casa comercial Abnova (Ref. HO0004199-M01) para este mismo anticuerpo. Sin
embargo, estudios en trucha sometidas a ayuno y realimentacidn mostraron una banda
inmunorreactiva de 62 kDa utilizando un anticuerpo policlonal de ratén (Barroso et al., 1998). La
intensidad de la banda correspondiente a la proteina EM se hacia menos intensa a medida que
transcurria el tiempo de ayuno; la realimentacion restauraba en el higado los niveles normales de
EM.

Los resultados cinéticos y de expresion obtenidos con el enzima hepatico, demuestran que
durante la administraciéon de la dieta ad libitum, el acido maslinico no modificé significativamente la
Vmax actividad especifica y eficiencia catalitica, lo que se ve confirmado con los niveles de expresion
encontrados. Probablemente, la alta actividad enzimdtica encontrada enla G6PDH y 6PGDH producida
por el acido maslinico proporciona la cantidad suficiente de NADPH, y, por tanto, no se hace
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necesario un aporte superior de este compuesto generado por un posible incremento en los niveles
hepaticos del EM.

Sin embargo, la restriccién alimentaria provocd una importante y significativa disminucion de
los niveles celulares del enzima cuando son comparados con los valores controles alimentados ad
libitum, restableciéndose posteriormente por la presencia del acido maslinico hasta alcanzar los
valores normales. Este resultado es especialmente importante ya que demuestra que la deplecién
general que presenta el animal bajo esta situacidon nutricional, se refleja de forma especial, en
determinados aspectos moleculares, entre ellos, los niveles celulares de EM, cuya reduccién nos
permite entender la disminucidon de la membranogénesis propia de esta situacion dietaria, y es,
precisamente, en esta situacidn nutricional en la que el dcido maslinico contribuye de forma positiva,
incrementando dicha concentracién hasta valores normales, justificando el potencial aumento del
numero de células que tiene lugar tras la administracion de este compuesto.

Este comportamiento especifico, junto con otros que se muestran y desarrollan a lo largo de
este trabajo, tales como el analisis protedmico a través del patrén global expresidn de proteinas, nos
indican que esta situacion nutricional es clave para entender muchos de los cambios moleculares
obligados y necesarios que deben presentarse en la maquinaria metabdlica para conseguir, mas
facilmente, las condiciones éptimas del funcionamiento celular.

Los niveles de malato, hepatico y muscular, en el estado estacionario, encontrados en las cuatro
condiciones nutricionales, permitiran conocer, con exactitud, la actividad celular del enzima mdlico a
dichas concentraciones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Efecto del acido maslinico sobre las concentraciones celulares de malato y
actividad especifica del enzima malico (EM) del higado y musculo blanco de la dorada
en el estado estacionario de cada situacion nutricional.

HIGADO MUSCULO
[Malato] A.E.EM [Malato] A.E.EM
(mM) (mU/mg) (mM) (LU/mg)
Control AL 4,83+0,62 5,42+0,38 4,57+0,20 294,1+21,3
AM;g AL 5,11+0,51 6,45+0,39 3,95+0,15 605,6+56,0
Control R 3,68+0,26 7,3340,61 3,61+0,32 427,7+437,7
AM;q R 5,16+0,97 7,85+0,57 2,82+0,20 498,6+37,1

Los resultados son media + SEM de al menos 9 valores. A.E. corresponde a la actividad especifica celular
calculada a partir de la actividad especifica maxima del enzima malico y la K, para el malato de acuerdo
con la ecuacién de Michaelis-Menten.

Teniendo en cuenta los diferentes pardmetros cinéticos del enzima malico hepdtico y las
concentraciones de su sustrato encontradas en este tejido, podemos calcular la actividad del enzima
que tiene lugar durante el estado estacionario. En este tejido, el acido maslinico no produjo
modificaciones significativas en dicha actividad especifica, ni en condiciones ad libitum (5,42 vs 6,45)
ni restriccion alimentaria (7,85 vs 7,33). Sin embargo, la restriccién alimentaria si afecté esta
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velocidad, siendo mas del 35% superior la encontrada en el grupo control R frente al control Al,
mientras que este porcentaje fue mayor del 20% cuando se compara el grupo AMg, R respecto al
grupo AMyq AL.

Un comportamiento radicalmente diferente presenta el enzima malico del musculo blanco de la
dorada. En este caso, el acido maslinico produjo un incremento significativo de la V., actividad
especifica y eficiencia catalitica y paralelamente una significativa disminucién de la K, tanto en
condiciones ad libitum como en condiciones de restriccion alimentaria, alcanzandose el maximo
grado de optimizacidn cinética.

Por todo ello, la actividad celular, alcanzada a las concentraciones musculares de malato, fue
extraordinariamente alta (mayor de un 100%) en condiciones ad libitum y en presencia de acido
maslinico, sin que este compuesto afectara a la actividad en condiciones de restriccion, ya que esta
situacién per se incrementd en mas de un 40% la actividad celular de este enzima (Tabla 4.3).

Comportamientos cinéticos similares de este enzima se han descrito en la literatura cientifica.
Algunos autores han mostrado cambios en las actividades del enzima y su expresién en el higado de
la trucha sometidas a ciclos de ayuno y realimentacion (Barroso et al., 1998). El ayuno provoco una
drastica disminucién tanto de la actividad como de los niveles de expresidon del enzima, para
posteriormente restablecer estos valores tras la realimentacién. Por el contrario, durante el
crecimiento de la trucha no se encontraron modificaciones ni en la actividad enzimatica ni en la
concentracion celular del enzima (Barroso et al., 1999a).

Otras condiciones nutricionales, tales como el cambio en la frecuencia de la alimentacion o la
administracion a los peces de dietas especiales por sumplementacion de aminoacidos libres provocan
modificaciones en el comportamiento cinético del enzima malico procedente de diferentes tejidos
de la trucha (De la Higuera et al., 1998; Barroso et al., 1999b).

Estos autores demuestran que un aumento de la frecuencia alimentaria produce un incremento
de la actividad y eficiencia catalitica del enzima del higado y tejido adiposo de la trucha, mientras
que no varia en las células renales. Efectos semejantes se encontraron cuando estos peces se
alimentaron con dietas suplementadas con aminoacidos libres (De la Higuera et al., 1998; Barroso et
al., 1999b).

Otra situacion nutricional que provoca cambios en el comportamiento cinético del enzima
malico de la trucha consiste en la eliminacién de los carbohidratos de la dieta (Barroso et al., 2001).
Este trabajo demuestra que la eliminacién de este principio inmediato de la dieta significativamente
reduce la actividad y la expresidon del enzima del higado de la trucha sin modificar el comportamiento
cinético de la isoforma del tejido adiposo.
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4.3.1.4. Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+ del higado y misculo blanco
de la dorada

El cuarto sistema de produccidon de equivalentes de reduccion estudiado corresponde a la
isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP" (IDH-NADP®). La IDH-NADP" cataliza la oxidacién
descarboxilante del isocitrato para convertirlo en 2-oxoglutarato con la producciéon concomitante del
coenzima reducido en forma de NADPH, y su papel, junto al resto de los sistemas de produccién de
NADPH, es el de ser el principal donador de electrones esencial para numerosas reacciones de
caracter biosintético, proteccion y destoxificacion (Galvez y Gadal, 1995; Barroso et al., 1999c;
Barroso et al., 2000)

Es conocida la existencia de numerosas isoformas de este enzima localizadas en diferentes
organulos celulares (Donaldson, 1982; Chen et al., 1988; Fatania et al., 1993; Barroso, 1993; Galvez y
Gadal, 1995; Canino et al., 1996; Henke et al., 1998; Corpas et al., 1999). Fundamentalmente, el
papel que juegan estas isoformas de la IDH-NADP" en las diferentes localizaciones celulares, citosol,
microsomas, peroxisomas, cloroplastos, mitocondria, glioxisomas, etc. esta relacionado con el aporte
de equivalentes de reduccion necesarios para llevar a cabo reacciones de hidroxilaciéon, desaturacion,
elongacién y reduccidn catalizadas por las diferentes familias de hidroxilasas, desaturasas, elongasas
y reductasas caracteristicas de esos organulos, aunque también deben participar en el aporte del
almacén celular de estos equivalentes de reduccién necesarios para el resto de reacciones
metabdlicas que los utilizan.

Nuestros resultados muestran que la isoforma de procedencia citosélica se ve fuertemente
afectada por el acido maslinico y por la restriccion calérica en el higado de la dorada. El 4cido
maslinico incrementa los valores de V., actividad especifica y eficiencia catalitica de acuerdo con
los incrementos obtenidos en los niveles de expresion de esta isoforma, sin cambios en los valores
de K., y razdén de actividad, corroborando que este aumento de actividad se debe a un incremento en
los niveles celulares del enzima y no a una activacion de la proteina preexistente.

Por lo que respecta a la restriccion alimentaria, y aunque los resultados de expresién no lo
corroboran, ésta situacién incrementa per se la actividad enzimatica hasta valores alcanzados por los
grupos AM,o, AL Es interesante observar que la adicién de acido maslinico a la dieta de los peces
alimentados a restriccién (AMygo R) ejerce a su vez un efecto aditivo al encontrado en los controles
restringidos.

Al ensayar la actividad IDH-NADP" por “western-blot” en extractos citosélicos, en condiciones
desnaturalizantes, se observa la aparicién de dos bandas inmunorreactivas, correspondientes a las
dos isoformas del enzima, mitocondrial y citosdlica. En tejido hepatico, la primera de ellas, presenté
una banda de un peso molecular aparente correspondiente a 77 kDa y la segunda, de 54 kDa. Las
diferencias observadas entre grupos experimentales, se refieren en el caso de la IDHm-NADP®,
Unicamente en los grupos ad libitum, observandose un incremento en el grupo alimentado con acido
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maslinico. Caber resaltar, que la isoforma citosdlica fue mas abundante en este tejido, que la
mitocondrial. En el caso de la isoforma IDHc-NADP® pudimos observar, que ambos grupos
alimentados con dcido maslinico presentaban un aumento en los niveles de expresién del enzima. De
este modo, al existir mayor cantidad de enzima en el higado de las doradas alimentadas con acido
maslinico, se corroboré los resultados obtenidos cinéticamente, en los que la actividad de este
enzima era mayor.

Los pesos moleculares obtenidos en el presente estudio para ambas isoenzimas, no coinciden
totalmente con los que obtuvieron Minich et al.,, 2003 quienes utilizaron anticuerpos purificados
frente a cada una de las isoenzimas, IDHmM-NADP® y IDHc-NADP® en neuronas, oligodendrocitos,
astrocitos y células de la microglia de rata y obtuvieron en ambos casos un peso molecular aparente
de 47kDa, aunque la isoforma IDHM-NADP* aparecia Unicamente en células neuronales, mientras
que la IDHc-NADP” se obtuvo en el resto de células. Esto refuerza la idea de que la expresion de las
isoformas del enzima IDH-NADP®, mitocondrial y citosélica varian en los diferentes tejidos, incluso
entre las células de un mismo tejido (Minich et al., 2003). Henderson, 1968; Yoshihasa et al., 2001 y
Haraguchi et al., 2003 observaron que en corazén de rata predomina la isoforma mitocondrial,
mientras que en el higado, por el contrario, predomina la citosélica. Este ultimo dato, coincide con
los resultados obtenidos en higado de dorada.

Los estudios en peces sobre la expresion de este enzima se reducen a trucha arco iris. En este
sentido, Barroso et al., 2001 estudiaron la expresion del enzima IDH-NADP® en truchas alimentadas
con dietas bajas en el nivel de carbohidratos. Los tejidos empleados fueron higado y tejido adiposo.
Los resultados que obtuvieron se referian a una Unica banda inmunorreactiva con un peso molecular
aparente de 44 kDa correspondiente a la forma monomérica del enzima, que se presentaba mas
expresada en tejido adiposo que en higado.

Durante el desarrollo de los diferentes tipos de crecimiento tiene lugar numerosos cambios
metabdlicos que exigen la utilizacidn especifica de NADPH. Uno de estos tipos de crecimiento ocurre
durante la senescencia celular, especialmente importante en el mundo vegetal, y en la que se ponen
en marcha procesos activos de recambio de proteinas, metabolismo de acidos nucleicos y movilizacidn
de nitrégeno (Buchanan-Wollaston, 1997). Estos cambios afectan de forma especial al metabolismo
de los peroxisomas de la hoja ya que durante la senescencia se incrementa la expresion de los genes
que codifican los enzimas del ciclo del acido glioxilico, de la malato sintasa y de la isocitrato liasa (De
Bellis et al., 1990; Vicentini y Matile, 1993; Pastori y del Rio, 1997). Ademas, se ha propuesto la
implicacion del metabolismo persoxisomal de especies reactivas de oxigeno durante el mecanismo
oxidativo caracteristico de la senescencia celular (Del Rio et al., 1998).

Por lo que respecta a la isoforma citosélica de la IDH-NADP* presente en el musculo blanco de
la dorada, se comprueba que su comportamiento cinético frente al dcido maslinico es parecido al
que presenta el tejido hepatico. Tanto en condiciones de alimentacion ad libitum como en condiciones
de restriccidn alimentaria, el acido maslinico es capaz, de incrementar de forma significativa la Vi ¥
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la actividad especifica, de acuerdo con los cambios que se alcanzan en los niveles de expresion
génica, demostrando que los niveles celulares del enzima son, en principio, responsables del
incremento de actividad.

Sin embargo, este efecto se ve reforzado por el hecho de que el acido maslinico es capaz de
disminuir significativamente los valores de K, optimizando la eficiencia catalitica del enzima. Esto
unido a que en estas condiciones aumenta significativamente la razén de actividad podemos concluir
que el acido maslinico, ademds de inducir los niveles de enzima aumenta, paralelamente, la actividad
del enzima preexistente, alcanzandose en este tejido un maximo grado de optimizacidn cinética. Es
importante mencionar que la respuesta al acido maslinico en el caso de la restriccidon caldrica fue
cualitativamente semejante aunque cuantitativamente menor.

Las diferencias encontradas en cuanto a las masas moleculares se deben principalmente al
origen del anticuerpo, a la especie en cuestion y al tejido en donde se detecta. Es por ello, por lo que
cuando detectamos los niveles de estos mismos isoenzimas en el musculo blanco de la dorada,
encontramos ligeras variaciones en los pesos moleculares de cada una de ellas, de tal modo que la
fraccion IDHM-NADP® dio banda inmunorreactiva entorno a los 58 kDa y la IDHc-NADP®,
aproximadamente 40 kDa. Al igual que ocurria en higado, la isoforma mas abundante en este tejido
fue la citosdlica.

I4.3.2. Enzimas claves del metabolismo proteico del higado y musculo blanco de la
dorada

La primera y mas importante manifestacién metabdlica implicada en un proceso activo de
crecimiento celular corresponde a un cambio significativo del recambio proteico. El equilibrio existente
entre las velocidades de sintesis y degradacion de proteinas va a ser clave en el resultado final. De
esta forma un incremento de la velocidad de sintesis, una reduccion de la velocidad de degradacién
0 ambas situaciones a la vez, trae como consecuencia un importante incremento de la velocidad de
acumulacion proteica y por tanto del crecimiento celular y organico.

Numerosos trabajos han sido publicados en los ultimos afios, en este campo, por diferentes
grupos de investigacidn incluido el nuestro (Houlihan et al., 1986; Houlihan et al., 1988; Mathers et
al.,, 1993; Peragdn et al 1998; Peragodn et al., 1999a; Peragon et al., 1999b; Peragdn et al., 2000;
Peragdn et al., 2001; Fernandez-Navarro et al., 2006; Fernandez-Navarro et al., 2008). En ellos se
ponen de manifiesto las diferentes caracteristicas moleculares que definen el recambio de proteinas
en relacién con las condiciones del crecimiento y proliferacion celulares que lo modifican

Por tanto, es légico que el metabolismo de los diferentes aminoacidos deba jugar un papel
central en la movilizacién de nitrégeno en periodos de crecimiento y proliferacion. En este trabajo,
siguiendo con lo comentado al principio del apartado 4.3, hemos seleccionado y estudiado el
comportamiento cinético y molecular de tres enzimas clave del metabolismo de aminoacidos, en
funcidn con los papeles que, como enzimas marcadores, juegan durante los procesos de crecimiento
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y proliferacion celulares. Los tres enzimas seleccionados fueron la serina deshidratasa (Ser-DH),
alanina aminotransferasa (Ala-AT) y tirosina aminotransferasa (Tyr-AT).

En relacion con este punto, el objetivo de este trabajo consistio en analizar los efectos del acido
maslinico sobre el comportamiento cinético y sobre los niveles de expresién de estos sistemas
enzimaticos en el higado y musculo blanco de las doradas sometidas a condiciones de alimentacion a
saciedad y restriccion de alimento, de acuerdo con el protocolo experimental seguido en esta tesis.

4.3.2.1. Serina deshidratasa del higado y misculo blanco de la dorada

El metabolismo de la L-serina, junto con el de la glicina, juega un papel central y clave durante
los procesos de crecimiento y proliferacidn al estar intimamente relacionados con el metabolismo de
fragmentos monocarbonados, a su vez, estrechamente ligado al metabolismo del acido tetrahidrofélico
(Snell et al., 1987). Este aminoacido va a ser la fuente predominante de los grupos monocarbonados
durante la sintesis “de novo” de los diferentes nucleétidos y ademas, es el precursor de, entre otros,
aminodcidos, tales, como cisteina y taurina, de lipidos de membrana como la fosfatidilserina y sus
derivados, etanolamina y colina, y de moduladores neuronales, tales, como la glicina y la D-serina.
Ademas, se ha demostrado que en cultivos de células humanas la L-serina es esencial durante la
estimulacion del crecimiento (Korning et al., 2003).

Por todo ello, la serina deshidratasa (Ser-DH) parece ser fundamental para el mantenimiento de
unos niveles adecuados de L-serina durante la proliferacion celular y es considerada como un enzima
marcador de la maduracidn tisular, estando, ademas, implicada en la regulacién del desarrollo de
diferentes érganos (Sugimoto et al., 2002; Korning et al., 2003). En este sentido, otros autores han
detectado un incremento de la actividad Ser-DH en el higado de ratones portadores de tumor ascitico
de Ehrlich (Korekane et al., 2003), relacionando este incremento de la actividad con un aumento de
la gluconeogénesis hepatica en estos ratones.

En nuestro trabajo no hemos podido observar efectos significativos del acido maslinico sobre el
comportamiento cinético de este enzima, ni en el higado ni en el musculo blanco de la dorada.
Ninguno de los pardmetros cinéticos analizados, V.., actividad especifica, eficiencia catalitica, K, y
razon de actividad se modificaron en presencia de este triterpeno, tanto en condiciones ad libitum
como de restriccidon alimentaria. Estos resultados parecen indicar que el enzima no juega un papel
importante en el crecimiento inducido por el 4cido maslinico.

La serina deshidratasa estd también implicada en la gluconeogénesis hepatica en animales. Se
determinaron los niveles de proteina especifica Ser-DH mediante “western blot” utilizando un
anticuerpo policlonal de conejo anti-Ser-DH de rata. La banda inmunorreactiva obtenida en las
muestras de higado fue de una masa molecular de 93 kDa y en el musculo de 95 kDa. Estos pesos
difieren enormemente de los encontrados en higado de rata correspondientes a una masa de 34,1
KDa (Lépez-Flores, et al., 2005).
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Estos resultados obtenidos en el higado de rata se corresponden con la forma monomeérica del
enzima. Los niveles de proteina fueron significativamente menores en ratas tratadas con
tioacetamida (TAA). Este compuesto se utilizaba como modelo experimental valido para estudiar
situaciones de dafio hepatico en la rata. Los resultados que se encontraron en el presente trabajo,
fueron un mayor nivel de expresion hepatica de la Ser-DH en los grupos restringidos, sin que el acido
maslinico influyera sobre la expresion de este enzima. En el musculo, sin embargo, los niveles de
expresion de esta proteina si que se ven potenciados por la adicién de acido maslinico a la dieta.

Este comportamiento difiere de lo que ocurre con la participaciéon de este enzima en otras
condiciones celulares relacionadas con el metabolismo hepatico, concretamente, con situaciones de
dafio agudo y crénico del higado que conduce a un estado clinico de malnutricidn caldrica. En este
sentido, nuestro grupo recientemente ha demostrado una significativa disminucién de los niveles de
la Ser-DH hepatica, de los niveles RNA mensajero y de la actividad cinética en ratas sometidas a una
ingestidn crénica de tioacetamida, la cual, incluso, afecta su localizacién celular (Lopez-Flores et al.,
2005).

Del mismo modo, la acidosis metabdlica cronica, inducida en ratas mediante ingestion de NH,CI
durante 10 dias, disminuye tanto la actividad especifica del enzima como los niveles de Ser-DH
hepatica y de RNA mensajero de la Ser-DH, indicando que durante esta situacion tiene lugar una
represion especifica de la transcripcion del gen de este enzima (Lopez-Flores et al., 2006).

4.3.2.2. Alanina aminotransferasa del higado y miisculo blanco de la dorada

El acido maslinico fue capaz de modificar tanto el comportamiento cinético como los niveles de
expresion de la alanina aminotransferasa (Ala-AT) del higado de la dorada. Tanto en condiciones ad
libitum como en restriccidn, este triterpeno incrementa significativamente los parametros cinéticos
directamente relacionados con la actividad del enzima, tales como la V., actividad especifica y
eficiencia catalitica, sin que altere la K, y razén de actividad, indicando que dicho aumento de la
actividad del enzima se debe a un incremento en la concentracion celular de Ala-AT. Esto se ve
confirmado por los resultados de los analisis de “Western blot” en los que se aprecia un incremento
mayor del 60%, tanto en condiciones ad libitum como en condiciones de restriccidn alimentaria.

Los niveles de expresidn de proteina Ala-AT en muestras citosélicas de higado de dorada se
determinaron mediante andlisis de “Western blot” utilizando un anticuerpo policlonal anti-Ala-AT de
ratén. La deteccion de banda inmunorreactiva se correspondié con una masa molecular de 50 kDa
en el higado de la dorada. La casa comercial Sigma (WH0002875M2) de la que procedia el anticuerpo
hacia referencia a una masa molecular aparente de 60 kDa. Estas diferencias de pesos existentes
entre el higado de dorada y la referencia de la casa, pueden deberse a que se tratan de tejidos y
especies diferentes y/o a la movilidad electroforética de las proteinas bajo las condiciones
ensayadas.
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Los resultados del estudio cinético de este enzima que se obtuvieron en el higado de la dorada
pusieron de manifiesto un incremento de los parametros cinéticos relacionados con la actividad del
enzima en los grupos alimentados con acido maslinico, AM;py AL y AMyg, R. Estos resultados se
reforzaron con la deteccién de banda inmunorreactiva correspondiente a la proteina Ala-AT, ya que
ésta era mayor en los grupos AM, que en los grupos controles. Una mayor actividad del enzima Ala-
AT se relaciona con una alta respuesta metabdlica (Cowey et al., 1977).

En ambas condiciones nutricionales, es evidente que, existe una mayor movilizacién del
metabolismo de aminodcidos y por tanto de las principales reacciones que manipulan el nitrégeno
aminico, aunque probablemente, con objetivos diferentes. La Ala-AT, cataliza reversiblemente la
transformacion de alanina a piruvato junto con la de 2-oxoglutarato a glutamato. Es muy probable
que en condiciones de alimentacién a saciedad, donde el aporte de aminoacidos es alto y por tanto
se reduce la movilizacién de las proteinas enddgenas, sea posible que los aminoacidos procedentes
de la dieta se utilicen mayoritariamente para formar proteinas estructurales y que el exceso de
aminodacidos, a partir del piruvato generado tras su transaminacion, pueda ser utilizado en otras
funciones metabdlicas precursoras.

Por el contrario, en condiciones de restriccion alimentaria, donde la cantidad de aminoacidos
procedentes de la dieta es reducida, la Ala-AT debera actuar transformando el piruvato celular en
alanina, y, a partir de esta, otros aminodcidos con el objetivo de aumentar la sintesis de proteinas y
compensar la reduccién del crecimiento caracteristico de esta situacién nutricional. En ambos casos
es légico que la actividad de este enzima se vea incrementada.

Previamente, nuestro grupo de investigacion (Sanchez-Muros et al., 1998) mostré una clara
respuesta adaptativa de la alanina aminotransferasa en el higado y rifidn de la trucha arco iris en
respuesta tanto un ayuno prolongado (caso de extrema restriccion alimentaria) y en la que se
movilizan las proteinas enddgenas, como a una dieta alta en proteinas y libre de carbohidratos, en
donde se movilizan las proteinas exdgenas.

En ambos casos, se pudo observar un incremento significativo de la V,,,,, actividad especifica y
eficiencia catalitica, sin cambios en la K, y razéon de actividad, correspondiendo a un comportamiento
cinético similar al que ejerce el acido maslinico en nuestras condiciones experimentales. Sin
embargo, estos efectos no se dieron en el enzima renal.

Un incremento en la actividad Ala-AT hepatica parece estar relacionada con una alta respuesta
metabdlica, y, por tanto, capaz de aumentar la concentracidn celular de alanina contribuyendo a
incrementar la gluconeogénesis a partir de este aminoacido como demuestra Cowey et al. (1977).

Por lo que respecta al enzima del musculo de la dorada, el 4cido maslinico no produjo ningun
cambio en el comportamiento cinético del enzima, ya que ninguno de los parametros cinéticos
analizados se ve afectado por este triterpeno ni en condiciones de saciedad ni de restriccion.
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4.3.2.3. Tirosina aminotransferasa del higado y misculo blanco de la dorada

La tirosina aminotransferasa (Tyr-AT) es el enzima regulador del catabolismo hepatico de la
tirosina en mamiferos. Se ha demostrado que cuando el suministro celular de la glucosa es limitado y
las proteinas terminan constituyendo la principal fuente energética, el catabolismo de las moléculas
de tirosina provee al organismo tanto de sustratos cetogénicos en forma de Acetoacetil-CoA como
gluconeogénicos en forma de fumarato. Desde un punto de vista genético-molecular es uno de los
enzimas que aparecen primero en el higado en el estado postnatal (Sereni et al., 1959).

De hecho, en la rata, la expresidn de Tyr-AT esta ausente en el feto apareciendo poco después
del nacimiento, tanto la actividad enzimdtica como la acumulacion de RNA mensajero cuando se
activa la transcripcién génica (Sereni et al.,, 1959; Rothrock et al.,, 1987). Este comportamiento
permite calificar a la Tyr-AT como enzima marcador del higado adulto (Cai et al., 2007).

En relacidon con este enzima, nuestros resultados muestran como el acido maslinico afecta
profundamente al comportamiento cinético, en todas las situaciones nutricionales (condiciones ad
libitum y condiciones de restriccion) y en los dos tejidos utilizados (higado y musculo blanco de la
dorada). En el higado y en el musculo blanco de las doradas, alimentadas tanto a saciedad como
sometidas a restriccion caldrica, los cambios del comportamiento cinético se observan cuando se
analizan los diferentes pardmetros relacionados directamente con la actividad enzimatica, Viax,
actividad especifica y eficiencia catalitica; ademas, y esto es importante, el acido maslinico es capaz
de reducir significativamente la K,,, del enzima para la tirosina, optimizando la eficiencia catalitica del
enzima. Este comportamiento nos demuestra, claramente, que el acido maslinico es capaz, no sélo,
de incrementar la expresion celular del enzima, aumentando su concentracidn, sino que, ademas,
aumenta significativamente la afinidad del enzima por su sustrato, con lo que aumenta la velocidad a
concentraciones celulares de tirosina.

En este sentido, se ha demostrado que la Tyr-AT se induce claramente por la presencia de
glucocorticoides (Schmid et al.,, 1987) cuya estructura quimica derivada del colesterol es muy
parecida a la que presenta el propio acido maslinico. También se ha descrito que el enzima se induce
por glucagon y AMP ciclico, aumentando el nivel transcripcional del RNA mensajero de la Tyr-AT
(Moore y Koontz, 1989). Por otra parte, en la trucha arco iris y otras especies de peces, la Tyr-AT se
induce en presencia de cortisol (Whiting y Wiggs, 1977a; Lipsky et al., 1986) y se reprime durante la
maduracion sexual de las hembras de la trucha (Whiting y Wiggs, 1977b).

Ademas, recientemente, trabajos de nuestro grupo de investigacion ha mostrado cambios en el
comportamiento cinético de la Tyr-AT hepatica a lo largo del desarrollo de la trucha, mostrando una
progresiva disminucion de la actividad especifica del enzima, V., y €eficiencia catalitica, sin cambios
en los valores de K, y razén de actividad, lo cual es consistente con la existencia de una regulacion
del nimero de moléculas de enzima (Peragon et al., 2009). Previamente, habiamos demostrado que
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la actividad de este enzima se incrementa significativamente durante un ayuno prolongado para
retornar a los valores controles tras la realimentacion (Peragon et al., 2008).

Todos estos resultados demuestran que la Tyr-AT es un enzima inducible tanto en la trucha
como en la dorada, fundamentalmente en situaciones que cursan con un cambio significativo en la
manipulacién metabdlica de aminoacidos. Al contrario de lo que ocurre en mamiferos, los peces usan
mayoritariamente estos compuestos, ademas de para la sintesis de proteinas, como importantes
combustibles energéticos y como precursores metabdlicos de moléculas de alta funcionalidad. La
tirosina es uno de ellos, de forma que los productos finales de su catabolismo pueden ser utilizados
para diferentes propdsitos energéticos y metabdlicos.
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4.4. Caracterizacion protedmica por electroforesis bidimensional y espectrometria de
masas del higado de la dorada

La protedmica se centra en el analisis global de las proteinas que se sintetizan y se expresan en
una situacion determinada en un determinado tejido. Las proteinas son el producto final de Ila
expresion de los genes. Los cambios en la abundancia de las proteinas pueden producirse por
alteraciones en la velocidad de transcripcion, en la vida media del RNA mensajero, asi como por
sucesos de regulacion post-traduccional.

Existen otros enfoques para estudiar la expresion génica diferencial que se produce como
consecuencia de un determinado tratamiento basados en tecnologia de acidos nucleicos para
analizar la expresiéon de RNA mensajero en un determinado tejido, sin embargo, esta expresién no
siempre se refleja en los niveles de proteinas sintetizadas. Por lo tanto, la protedmica tiene la

|H

potencialidad de aportar una vision mas “real” de la expresion génica que las tecnologias basadas en
los acidos nucleicos. La electroforesis en gel en dos dimensiones (2-DE) combinada con el mapeo de
masas de péptidos por MALDI-TOF para la identificacion de proteinas, son procedimientos
ampliamente utilizados para la determinacion del patron de expresion proteico diferencial en los

sistemas bioldgicos en respuesta a diversas situaciones experimentales.

En el presente trabajo se describe el uso del andlisis protedmico en un organismo no modelo
para demostrar que la protedmica puede utilizarse como metodologia para identificar las proteinas y
mecanismos celulares que se expresan en respuesta a cambios nutricionales en la dorada. Aunque
existen algunos estudios realizados en otras especies como la trucha (Martin et al., 2001; Smith et
al., 2005), perca (Reddish et al., 2008) o el pez cebra (Ziv et al., 2008), éste es el primero que se ha
realizado en el higado de la dorada para estudiar el efecto de un aditivo en la dieta sobre la respuesta
del patréon de expresidn proteica global. Los resultados descritos en este trabajo demuestran que
mediante este procedimiento pueden identificarse y caracterizarse las principales rutas metabdlicas
gue responden ante una determinada situacién nutricional.

4.4.1. Efectos del acido maslinico y la restriccion alimentaria sobre el proteoma del
higado de la dorada

Bajo las condiciones analiticas usadas en el actual estudio, se ha medido la abundancia de 564
manchas de proteinas en el higado de doradas controles y alimentadas con 100 mg/kg de acido
maslinico ad libitum o con racion restringida.

En este estudio se han identificado 57 manchas de proteinas que se encuentran presentes a
diferentes niveles como resultado de alguna de las situaciones experimentales analizadas. Este
nimero representa un 9,6% de las manchas de proteinas analizadas en el estudio. De esas 54
proteinas, 5 incrementan (2 completamente) y 5 disminuyen (2 completamente) su nivel de
expresidon en respuesta al acido maslinico en las doradas alimentadas ad libitum. En el caso de la
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alimentacidn con racion restringida, 47 proteinas muestran un patréon de expresién diferencial en
respuesta a la alimentaciéon con acido maslinico, 31 de ellas incrementan su expresion (15
completamente) y 16 disminuyen (8 completamente).

Las proteinas que mostraron una expresion diferencial se recortaron de los geles, se
sometieron a hidrdlisis con tripsina y se identificaron usando la técnica de la huella peptidica
mediante un MALDI/TOF-TOF.

Los perfiles peptidicos generados se utilizaron para buscar en las bases de datos disponibles.
Estos perfiles se compararon frente a todas las secuencias génicas disponibles sin restriccion alguna
de tipo de organismos o especies. La identificacion de proteinas usando la huella peptidica se basa
en la presencia en las bases de datos de una secuencia génica o proteica estrechamente relacionada
que tenga un alto nivel de identidad en la secuencia de aminoacidos.

En 31 de las proteinas procesadas para el mapeo peptidico se encontré homologia significativa
con las secuencias existentes y fueron asi identificadas. Todas las identificaciones fueron frente a
secuencias de teledsteos. En 7 casos, varias manchas proteicas se identificaron con la misma
proteina, indicando que se trataban de diferentes isoformas expresadas de la misma proteina.

Asi se identificaron 18 proteinas que fueron: glucosa 6-fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa-1,
aldehido deshidrogenasa, proteina regulada por glucosa, metiltransferasa dependiente de S-
adenosilmetionina—clase | (glucolisis/gluconeogénesis y otras rutas relacionadas), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (ruta de las pentosas fosfato), factor de elongacion 2 de la sintesis de proteinas (EF-
2) y proteina quinasa supresora de Ras 1 (factores de crecimiento), Hsp60 (plegamiento de
proteinas), 17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 4 (metabolismo de esteroides, esteroles y
acidos grasos), queratinas tipo Il, proteina de los filamentos intermedios (proteinas estructurales),
catalasa (enzima antioxidante), urato oxidasa (catabolismo de nucledtidos de purina), metilmalonato
semialdehido deshidrogenasa (degradacion de la valina), fumarilacetoacetato hidrolasa, 4-
hidroxifenilpirdvico dioxigenasa (degradacion de la tirosina) y cadena a de la lisozima (sistema
inmunitario inespecifico). Este amplio espectro de proteinas identificadas demuestra la gran
influencia del 4cido maslinico sobre el metabolismo hepatico.

4.4.2. Andlisis de las proteinas identificadas en el higado de la dorada con patrén de
expresion modificado

La glucosa 6-fosfato isomerasa es una enzima que cataliza la transformacién reversible de la
glucosa 6-fosfato en fructosa 6-fosfato. Esta reaccidn forma parte de la glucolisis/gluconeogénesis y
regula los niveles de glucosa 6-fosfato disponibles bien para el ciclo de las pentosas fosfato o para la
sintesis de glucdgeno. La alimentacién con acido maslinico induce un incremento en su actividad en
condiciones de restriccidon de la racion, indicando una glucolisis estimulada. En la alimentacién a
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saciedad, el acido maslinico induce una disminucion en sus niveles indicando un menor nivel de
degradacion de la glucosa via glucolisis.

La fosfoglucomutasa 1 es la enzima que cataliza la transformacion reversible de glucosa 1-
fosfato en glucosa 6-fosfato, reaccién implicada en la salida y entrada de glucosa 6-fosfato de la
glucolisis hacia la sintesis y degradacion del glucégeno. El 4cido maslinico en la alimentacién con
racion restringida induce un incremento en los niveles de esta enzima lo cual indica la existencia de
un metabolismo del glucégeno estimulado. Durante la alimentacion a saciedad, el efecto es el
contrario, induciendo el acido maslinico un descenso en los niveles de fosfoglucomutasa 1. La
aldehido deshidrogenasa es una flavoproteina que lleva unido covalentemente un grupo FAD, se
encuentra presente en el higado de mamiferos, contiene molibdeno y atomos de hierro no-hemo.
Actua sobre los aldehidos y sustratos N-heterociclicos catalizando reacciones de oxidacidn reduccién
complejas en las que se transforma un grupo aldehido en un grupo carboxilo con la generacién de
una molécula de NADH + H’, y en algunos casos ATP. Los tejidos animales contiene este tipo de
enzimas inespecificos que, se cree, actlan retirando aldehidos toxicos de dichos tejidos (Sheikh et
al., 1997; Steinmetz et al., 1997).

En el hombre se encuentra implicada en el metabolismo del etanol, en concreto en la
transformacién de acetaldehido a acetato en presencia de NAD' y en peces, en general y en la
dorada en particular, forma parte de los sistemas enzimaticos de biotransformacion de xenobidticos
(Pretti et al., 2001). Los resultados de nuestro trabajo muestran la existencia de dos isoformas
distintas de esta enzima. La alimentacién con acido maslinico disminuye los niveles de expresién de
ambas isoformas. Segln los datos del NCBInr la proteina regulada por glucosa de 58 kDa es una
proteina que presenta diferentes dominios, uno de los cuales tiene homologia con la tiorredoxina y
otro con la isomerasa de disulfuros proteicos (PDI). Ambas actividades estdn implicadas en
reacciones redox fundamentales para el funcionamiento celular a muchos niveles, entre los cuales
puede encontrarse el plegamiento de proteinas.

La alimentacion con acido maslinico en condiciones de racion restringida, induce un incremento
en los niveles de expresidn de esta proteina. En condiciones ad libitum el acido maslinico induce un
descenso en los niveles de esta proteina. Un comportamiento parecido se observa para la
chaperonina Hsp60, otra de las proteinas identificadas por espectrofotometria de masas.

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa cataliza la transformacion de 6-fosfogluconato en ribulosa
5-fosfato mediante una reaccion de descarboxilacién en la que paralelamente se genera una
molécula de NADPH + H*. Es uno de los sistemas de produccién de NADPH considerados como
marcador de los procesos de crecimiento celular y cuya actividad se ha determinado también en este
trabajo. Los altos niveles de expresion inducidos por la ingestidon de acido maslinico en condiciones
de alimentacién restringida coinciden con altos niveles de actividad encontrados en estas
condiciones.
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El factor de elongacidn 2 de la sintesis de proteinas (EF-2) es una proteina individual de 100 kDa
esencial en la etapa de elongacién de la cadena polipeptidica en la sintesis de proteinas en
eucariotas (Weissbach H y Ochoa S, 1976). Este factor cataliza la translocacién dependiente de la
hidrélisis de GTP del peptidil-tRNA desde el sitio del aminoacido hasta el sitio del péptido en el
ribosoma. EF-2 se une al GTP y al ribosoma formando un complejo ternario (Kohno et al., 1986). La
ingestion de 4cido maslinico a una racidn restringida induce un incremento en los niveles de
expresién de EF-2 que estd de acuerdo con los altos niveles de velocidad de sintesis de proteinas
encontrados en estas condiciones.

La quinasa supresora de Ras 1 (KSR1) es una proteina con actividad tirosina quinasa que
fosforila especificamente residuos de tirosina de Ras 1 produciendo su inactivacion. Ras 1 es una
proteina con actividad GTPasa implicada en rutas de transduccién de sefiales que actlan
directamente sobre la sintesis de proteinas y la divisiéon celular como la ruta de transduccién de
sefiales mediada por la quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Denouel-Galy et al., 1997). La
alimentacion con 4acido maslinico en situaciones de racion restringida produce un significativo
descenso en los niveles de KSR1 que implicaria una mayor actividad de la ruta de las MAPK que
estaria de acuerdo con el incremento observado en la velocidad fraccionaria de sintesis proteica y en
el incremento en el contenido total de DNA (nimero de células) encontrado en esta situacion.

La 4-hidroxifenilpirdvico dioxigenasa y la fumarilacetoacetato hidrolasa participan en la
degradacién de la tirosina. La primera cataliza la descarboxilacién del 4-hidroxifenilpirdvico que se
transforma en homogentisato. La fumarilacetoacetato hidrolasa cataliza la transformacién de
fumarilacetoacetato en fumarato y acetoacetato mediante una reaccidon de hidrdlisis. En ambos
casos, la alimentacién con una racion restringida induce un incremento en los niveles de expresion
de ambas proteinas.

La metilmalonato semialdéhido deshidrogenasa cataliza la conversidon del metilmalonato
semialdéhido en propionil-CoA en una reaccién dependiente de NAD" y coenzima A. Esta reaccion se
encuentra en la parte final de la ruta de degradacién de la valina. MMSDH se encuentra en el interior
de la mitocondria y funciona como un tetramero de subunidades de 55 kDa (Hatter y Sokatch, 1988;
Goodwin et al, 1989). Los analisis de comparacién de secuencias revelan que esta proteina es un
miembro de la superfamilia de las aldehidos deshidrogenasas (Hempel et al., 1993) con las cuales
comparten muchos de los residuos necesarios para desempeiiar la funciéon aldehido deshidrogenasa.
La ingestion de acido maslinico junto a una racidn restringida induce la expresidn de esta proteina.

Otra proteina que ve regulado su nivel de expresion por la ingestion de acido maslinico es la 17-
B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 4. De forma genérica, las 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasascatalizan la interconversion estereoespecifica de un grupo hidroxilo en un grupo
cetona en el carbono 17 de los andrégenos y estrogenos. Como consecuencia de dicha
transformacion se puede alterar la capacidad de unidon de esas hormonas con su receptor nuclear
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especifico (Mindnich y Adamski, 2009). En la actualidad se trata de una familia completa de enzimas
multifuncionales que comprenden hasta 14 miembros diferentes en mamiferos (Lukacik et al., 2006;
Moeller y Adamski, 2006). En el caso del pez cebra, se han identificado dos tipos de 17beta-HSDs: un
tipo que podria también actuar en el metabolismo de los acidos grasos o esteroles y el otro grupo
representado por las que especificamente actuan sobre los esteroides (Baker, 2004). En concreto la
que se corresponde con el Tipo 4 tiene una estructura caracteristica de tres dominios (Leenders et
al., 1994) que albergan las actividades 3-hidoxiacil-CoA hidratasa, acilo graso-CoA enoil hidratasa y
un dominio transportador de esteroles.

Esta estructura Unica junto con su localizacién peroxisomal (Markus et al., 1995) y otros datos
obtenidos de modelos animales y enfermedades humanas (Huyghe et al., 2006) asi como estudios
filogenéticos (Breitling et al., 2001) sugieren fuertemente que esta enzima esta implicada en la beta
oxidacion de los acidos grasos y el metabolismo de los acidos biliares. La alimentacidn con acido
maslinico a una racién restringida induce un incremento en los niveles de expresion de esta proteina
con respecto a los controles. La catalasa es una enzima que contiene un grupo hemo y que reduce el
agua oxigenada hasta agua y oxigeno molecular. Esta enzima desempeiia una importante funcién en
la proteccidn frente a la generacién de radicales libres de oxigeno mediada por contaminantes
(Peters et al., 1994). Esta enzima se ha utilizado como un biomarcador antioxidante para estudiar el
efecto de la exposicion a determinados hidrocarburos aromaticos policiclicos como el pireno vy
fluoreno en doradas juveniles (Kopecka-Pilarczyk y Correia, 2009). Los resultados de nuestro estudio
demuestran la existencia de 3 isoformas distintas de esta proteina en el higado de doradas juveniles
qgue en respuesta al acido maslinico incrementan su nivel de expresidn, siendo la respuesta mas
intensa en condiciones de alimentacidn con racién restringida.

El cido Urico o urato es el producto del catabolismo de las purinas procedentes de un exceso
de ingesta o de la degradacidn de los acidos nucleicos. En los peces se expresan los enzimas de la
denominada ruta uricolitica que degradan el urato hasta urea por medio de una serie de reacciones
enzimaticas. La primera de ellas es la conversién de urato hasta alantoina y peréxido de hidrégeno
en los peroxisomas hepaticos catalizada por la urato oxidasa. Se trata de una enzima evolutivamente
muy conservada presente en procariotas y eucariotas.

Se ha propuesto que el urato puede actuar como una potente defensa antioxidante frente al
envejecimiento y cancer causado por oxidantes y radicales libres (Proctor, 1970; Ames et al., 1981).
La alimentacion con acido maslinico incrementa los niveles de expresidn de la urato oxidasa en el
higado de la dorada.

La lisozima es una proteina que ataca y rompe las cadenas de polisacaridos que se encuentran
en el peptidoglucano de las paredes celulares de bacterias (Phillips, 1966). Son enzimas que se
encuentran en las lagrimas y otras secreciones corporales y en grandes cantidades en la yema del
huevo. Algunas bacterias, hongos y algunos virus contienen lisozima (Sanz et al., 1992). En los peces
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se considera a esta enzima implicada en el sistema de defensa inmunoldgica frente a infecciones
bacterianas o de otros microorganismos (Sakai et al., 1992) y se ha utilizado como enzima
constituyente de un sistema inmunitario inespecifico (Rodriguez et al., 2002). La alimentacién con
acido maslinico disminuye los niveles de expresidén de esta proteina en el higado de dorada lo cual
puede reflejar la existencia de una menor incidencia de infecciones bacterianas en la dorada.

En la Figura 4.4, se propone un posible mecanismo de sefializaciéon mediante el cual el acido
maslinico podria desempefiar su accién a nivel molecular y celular.

Acido maslinico

l 17-BHEDHH

Interaccion acido maslinico — Receptor

l KSR1

Ras

!

Dianas celulares

PG ADH &6PGDH EF-2 FAHH Lisczima ||KIl y otros ||Urato

G6Pis MTSAM || Catalasa || HSPEO 4HFPDO oxidasa
PRGIC NAMS AN

(1 (2] (3 4 (51 (6] (7 (8

Respuestas celulares

l 4+ Crecimiento I
1 Sintesis y degradacion de proteinas
I 1 Contenido total de DNA, RNA y proteinas I

I T Sistemas de produccion de NADPH y defensa antioxidante I

Figura 4.4. Posible ruta de seifializacion celular inducida por la ingestion de dcido maslinico en el higado de dorada
alimentada con racién restringida. Dianas celulares: 1. Metabolismo de la glucosa; 2. Destoxificacion y metabolismo de
xenobidticos; 3. Produccién de NADPH y defensa antioxidante; 4. Sintesis y plegamiento de proteinas; 5. Degradaciéon de
aminodcidos; 6. Sistema inmunitario inespecifico; 7. Citoesqueleto; 8. Degradacién de purinas. 17-BHEDHH = 17-B-hidroxi-
esteroide deshidrogenasa, KSR1 =proteina kinasa supresora de Ras 1, PGM = fosfoglucomutasa, G6Pis =glucosa 6-fosfato
isomerasa, ADH = aldehido deshidrogenasa, MTSAM = metilmalonato semialdehido deshidrogenasa, 6PGDH = 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, EF-2=factor de elongacién 2, FAHH = fumarilacetoacetato hidrolasa, PRGIc = proteina regulada por glucosa,
4HFPDO = 4-hidroxifenilpirdvico dioxigenasa, MMSAM = metilmalonato semialdehido deshidrogenasa, K Il = queratinas tipo Il.

El citoplasma de las células eucariotas contiene una red compleja de delgados filamentos que
sirven como un esqueleto interno o citoesqueleto. Las propiedades de este citoesqueleto afectan a
la forma y propiedades mecanicas de las células. Los tres componentes principales del citoesqueleto
son los microfilamentos de 6 nm de diametro, los microtibulos de 23-25 nm de didmetro y los
filamentos intermedios de aproximadamente 10 nm de didmetro. En la mayoria de las células los
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filamentos intermedios proveen de la base estructural para el citoesqueleto (Wangikar et al., 1995;
Perona y Craik, 1995; Le Bonniec et al., 1996). Estos filamentos intermedios suponen sélo el 1% de
las proteinas en una célula aunque proveen de hasta casi el 85% de las proteinas en las capas
externas y resistentes de la piel. En los mamiferos, la familia de genes que codifican las proteinas
estructurales de los filamentos intermedios tiene alrededor de 70 miembros y son uno de las familias
multigénicas mayores (Hesse et al., 2001; Hesse et al., 2004). Las queratinas tipo | y Il son las
subfamilias con un mayor nimero de miembros. Zimek y Weber, (2005) describen las caracteristicas
de estos genes en teledsteos. En este trabajo se pone de manifiesto cdmo el acido maslinico
incrementa los niveles de expresion de las queratinas tipo Il y otras proteinas constituyentes de los
filamentos intermedios del citoesqueleto celular.
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4.5. Andlisis estructural del tejido hepatico y muscular de las doradas alimentadas con
acido maslinico

Las técnicas histoldgicas generales nos proporcionan una idea muy aproximada de los procesos
gue acontecen en cada uno de los organulos del hepatocito y de células asociadas a éste; asi como
las que tienen lugar en el musculo. La importancia de estos dos tejidos, los convierten en tejidos
clave en todos los procesos relacionados con el crecimiento. Por ello, resulta de especial interés
efectuar un andlisis de microscopia dptica y electrénica para comprobar si se producian cambios en
sus estructuras que fueran responsables de las condiciones intrinsecas del ensayo experimental, ya
sea por la adicién de acido maslinico a la dieta, o por la restriccion del alimento.

El estudio de microscopia dptica realizado a partir de tejido hepatico de los distintos grupos
experimentales puso de manifiesto una mayor cantidad de células hepaticas, aunque estas
resultaron ser mas pequefias, y la existencia de una mayor compactacion del parénquima hepatico
en los grupos que fueron alimentados con acido maslinico, tanto en situacién AL, como R, que en los
grupos controles. Estos resultados se asemejan a los encontrados por Fernandez-Navarro (2004) en
truchas arco iris alimentadas con dosis de entre 25 y 250 mg de acido maslinico por kg de dieta,
observando una mayor compactacién del parénquima hepatico, sin que ésta dificulte el intercambio
de sustancias a nivel sinusoidal. Esta compactacién es consecuencia del mayor indice de hiperplasia,
o aumento del nimero de unidades celulares, determinado a través del contenido total de DNA, tal y
como se demuestra en el presente trabajo.

La estructura del higado que aparecid en todos los grupos fue la estructura tipica comparable a
la mayoria de teledsteos. El parénquima no mostraba el patron normal lobular, constituido por la
vesicula biliar y vasos sanguineos como ocurre en vertebrados superiores; sino que en la dorada
objeto de estudio, al igual que ocurre en el pez gato, en la carpa, entre otras especies, el parénquima
hepdtico estd invadido por tejido pancredtico en las cercanias, sobre todo, de la vena porta. Las
zonas donde coinciden higado propiamente dicho y tejido pancredtico se denomina hepatopdancreas
(Takashima y Hibiya, 1995).

El parénquima esta dividido, por el hepatopdncreas, en Iébulos irregulares, asociados a tejido
conjuntivo. En estos ldbulos, los hepatocitos se disponen radialmente alrededor de un sinusoide
para formar una unidad tubular (Diaz et al., 1999). Existe controversia sobre la disposicién de los
hepatocitos, pudiendo disponerse en forma glomerular (Arias et al., 1996), o en forma tubular o
acordonada (Hampton et al., 1985). En nuestro caso, la disposicion que adquieren estos hepatocitos
se corresponde mds bien con cordones. En la base de estos hepatocitos se ubican los sinusoides
hepaticos de células endoteliales con sus nucleos aplanados sobresaliendo hacia el lumen sinusoidal.

El hepatocito, observado en nuestras condiciones, adopta una forma piramidal, con su
citoplasma de tincidn clara y el nldcleo mas o menos esférico fuertemente tefnido, con su cromatina
dispuesta en grumos y un nucleolo muy marcado. Esta descripcién coincide con la encontrada en
trucha (Anderson y Mitchum, 1974; Hampton, 1985; Roberts, 1989).
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Los hepatocitos de peces no sélo muestran diferencias entre especies, sino que también se
producen cambios en funcién de la edad, sexo, estado nutricional y época de desove (Rocha et al.,
1997).

Los hepatocitos del pez gato y de la trucha suelen contener granulos de glucégeno, situados
cerca de los sinusoides y del canaliculo biliar (Hinton y Pool, 1976). Chapman (1981) y Nopanitaya et
al., (1979) consideran que la cantidad de glucdgeno es la caracteristica mas destacada en el carpin
dorado. Grandes depdsitos de glucégeno también se observaron en el higado del pez cebra, en el
pez mosquito, y el “guppy”, también llamado “pez millon” (Weiss, 1972, 1974).

En comparacion con los de los mamiferos, los hepatocitos de los peces no metabolizan mucho
el glucégeno (Luna et al., 1985). Algunos autores, describen en la trucha una asociacién entre el
glucdgeno, reticulo endoplasmatico liso y ocasionales gotas de lipidos, e interpretan dicha asociacién
con la capacidad para sintetizar y/o degradar glucdgeno, dependiendo de la demanda metabdlica
(Hinton y Pool, 1976). Los resultados que obtuvimos en el higado de la dorada, no revelaron mucha
cantidad de glucdgeno en los grupos experimentales, sin embargo Fernandez-Navarro, 2004, afirmé
encontrar un mayor contenido de glucégeno en las truchas que se alimentaban con acido maslinico.

Una caracteristica tipica de los teledsteos es la presencia de un pancreas exocrino difuso, que
se expande a través del mesenterio y de los islotes de Langerhans en el tejido conectivo situados
alrededor de algunos drganos digestivos, o, por otra parte, se difunde en el tejido adiposo
intraperitoneal (Gonzalez et al., 1993). La forma y disposicion de los acinos pancreaticos que
encontramos, son similares a los de la organizacién del higado de la tilapia, Hydrocynus forskahlii
(Geyer et al., 1996), pez gato, Ictalurus punctatus (Hinton y Pool, 1976), corvina, Micropogon
undulatus (Eurell y Haensly, 1982) y la pescadilla, Cynoscion guatucupa (Diaz et al., 1999). Las células
exocrinas encontradas en la dordada, se organizan en acinos en torno a un pequefio lumen
intercelular. En el citoplasma apical se observaron granulos de zimégeno los cuales varian en
densidad (Morrison, 1987).

Las observaciones obtenidas por microscopia dptica se ven reforzadas mas aun cuando se
observan los hepatocitos al microscopio electrénico. Conviene resaltar que a diferencia de lo
encontrado en trucha (Fernandez-Navarro, 2004), en dorada no se observan grandes cantidades de
glucégeno ni a microscopia dptica ni electrénica. Asimismo, tampoco parece haber mayor cantidad
de mitocondrias y reticulo endoplasmatico rugoso. El nimero y tamafio de mitocondrias resultaba
similar en todos los tratamientos; y sin embargo, se encontrd en todos los grupos, gran cantidad de
reticulo endoplasmatico rugoso y, ademas, bien organizado. Por otra parte, la cantidad de grasa
pudo ser algo mayor en las doradas alimentadas con acido maslinico, hecho que también fue
observado en la trucha alimentada con este mismo compuesto, aunque con dosis diferentes
(Fernandez-Navarro, 2004), pero en todos los casos estaba dentro de la normalidad. Al mismo
tiempo, pudimos observar escasez de aparato de Golgi en todos los grupos experimentales. En
general, el conjunto de estructuras celulares aparecen mas dilatadas de lo normal, probablemente
debido a las técnicas histoldgicas empleadas para la visualizacién de estas estructuras.
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El tamafio y numero de los hepatocitos en los grupos experimentales que se alimentaron con
acido maslinico, no fue la Unica diferencia que se encontro respecto a los controles, sino que se pudo
distinguir entre la forma de los lisosomas secundarios que aparecian en los grupos controles y los de
los grupos tratados con acido maslinico. Los lisosomas secundarios resultan de la fusién repetida de
los lisosomas primarios con diversos sustratos unidos a la membrana. Esto hace que la morfologia de
los lisosomas secundarios sea muy variada.

Debido a la diversa morfologia de los mismos, a menudo reciben diversos nombres, como
vacuolas digestivas que resultan de la fagocitosis de grandes particulas, como ocurre en bacterias;
cuerpos multivesiculares que se corresponden con sacos membranosos que contienen numerosas
vesiculas; y vacuolas autofagicas que son estructuras lisosémicas que contienen (y probablemente
digieren) membranas u organulos intracelulares, tales como mitocondrias o granulos de secrecién.
Ademas de estos, existen muchos otros tipos de lisosomas. La morfologia que se encontrd en los
grupos alimentados con 4cido maslinico aparecian como cuerpos membranosos ocupando
practicamente toda la extensién del lisosoma, mientras que esta cantidad de membranas, no se
observaron en los lisosomas de las doradas controles (Figura 4.5).

Figura 4.5. Morfologia tipica de los lisosomas secundarios encontrados en una situacién control AL
(panel izquierdo) y en una situacién AMg AL (panel de la derecha) observandose el interior de éste
totalmente repleto de estructuras membranosas.

Los resultados que obtenidos por microscopia dptica y electrénica del higado de las doradas
alimentadas con las dietas suplementadas con acido maslinico tanto ad libitum como con restriccion
alimentaria al 1,5% del peso del pez, demuestran una estructura normal en el higado de todos los
animales. El mayor recambio proteico, traducido en un mayor crecimiento, debido principalmente a
fenédmenos de hiperplasia, también descrito en trucha (Ferndndez-Navarro, 2004) se evidencia, a su
vez, por una mayor compactacion del parénquima hepatico y un mayor nimero de hepatocitos
dispuestos entre los sinusoides. De este modo, los resultados de histologia refuerzan el resto de los
resultados obtenidos en la presente memoria.
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La estructura revelada por microscopia optica y electronica de las células musculares en las
doradas, pusieron de manifiesto la existencia de diferentes caracteristicas, tales como, la forma
irregular y variable de los miocitos, la gran cantidad de miofibrillas que los constituyen, el endotelio
que los rodea y los nucleos que, perfectamente, se distinguen de los de caracter aplanado que
presentan las células endoteliales. Aparentemente, no se encontraron diferencias entre los grupos
experimentales, observando Unicamente que las miofibrillas en los grupos alimentados con acido
maslinico, AMy AL se encontraban ligeramente mas dilatadas que en el grupo control AL.

A microscopia electrénica de trasmision, ademas de lo anteriormente citado, pudimos observar
cantidades considerables de granulos de glucégeno, mitocondrias de tamafio normal, y la unidad
estructural y funcional de las células musculares, el sarcomero perfectamente estructurado en todos
los casos. El tamafio y nimero de las células musculares en uno y otro tratamiento, no fue tal como
para concluir diferencias entre ellos. De este modo, el dcido maslinico, y/o la restriccion alimentaria
no provocaron diferencias estructurales en el musculo de las doradas con respecto al musculo de los
controles, concluyendo, por consiguiente, que no existe dafo alguno muscular atribuible a estas dos
condiciones experimentales.
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5. CONCLUSIONES

Primera. La inclusion de acido maslinico en la dieta estandar para doradas en condiciones de
piscifactoria, a una dosis de 100 mg por kg de dieta, provoca una estimulacion del crecimiento, tanto
en condiciones de saciedad, como en alimentacion restringida. En relacion a la utilizacién nutritiva
de la dieta, el indice de conversidn de los grupos experimentales con alimentacion restringida fue
mejor que en los alimentados ad libitum. Los mejores indices de utilizacion nutritiva de la proteina
fueron los obtenidos en las doradas pertenecientes al grupo AMygq AL.

Segunda. La adicion de acido maslinico indujo un aumento significativo del peso del higado y
musculo blanco de la dorada, un mayor contenido total de RNA, DNA y concentracién de proteina
tisular, asi como un incremento en las velocidades de recambio proteico, tanto de sintesis como
degradacién. El mayor crecimiento del tejido hepdtico y muscular, en las doradas alimentadas con
dieta suplementada con acido maslinico es debido a procesos de hiperplasia celular indicativos de un
incremento en el numero de células. No se observan cambios significativos en el tamafio celular. Este
compuesto, por tanto, actla como un auténtico factor de crecimiento, capaz de modular el recambio
proteico a través de la estimulacion de los procesos de sintesis y degradacidn proteica, asi como, del
contenido en acidos nucleicos, principalmente, por favorecer la sintesis de DNA.

Tercera. En higado, la adicion de acido maslinico produjo un incremento significativo de la
actividad de los principales sistemas de produccion de NADPH. La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y
la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP® mostraron una mayor actividad especifica y
velocidad maxima indicadoras de una mayor cantidad de este enzima, resultado que se confirméd
con la mayor expresion que aparecié en los grupos tratados. Por otro lado, la menor K., en estos
grupos indica un aumento de la afinidad del enzima por su sustrato. La V. del enzima malico, por
su parte, se vio incrementada en los dos grupos adicionados con acido maslinico, pero estas
diferencias no se encontraron en la actividad especifica del enzima. Los valores de K,, no mostraron
efecto alguno de la afinidad del enzima sobre su sustrato; a su vez, los resultados de expresion
pusieron de manifiesto estos hechos, no encontrandose diferencias de expresion por la adicién de
acido maslinico, sino por la restriccion dietaria. Por su parte, los enzimas relacionados con el
metabolismo de proteinas, serina deshidratasa, alanina aminotransferasa y tirosina
aminotransferasa mostraron actividades mayores en alguno de los grupos alimentados con acido
maslinico. La serina deshidratasa mostré mayor velocidad y actividad especifica sin cambios en la
afinidad en los grupos que se alimentaban con acido maslinico y con racidn restringida. La actividad
alanina aminotransferasa se vio estimulada por la presencia de acido maslinico en los grupos que se
alimentaban a saciedad; aunque la afinidad del enzima aumenta sélo en los grupos de alimentacion
restringida y acido maslinico.

Los resultados indican que el 4cido maslinico induce la expresién y cambio de actividad de los
enzimas responsables de la homeostasis metabdlica, propia de este tejido, y necesaria para justificar,
finalmente, el mayor crecimiento de las doradas alimentadas con este compuesto.
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Cuarta. En el musculo de la dorada, el acido maslinico, tanto en condiciones de alimentacién a
saciedad como de restriccidn caldrica, produce un incremento de la actividad especifica y V. €n los
enzimas G6PDH, 6PGDH, IDH-NADP®, y Tyr-AT. En todos ellos ademas, aumentd significativamente la
afinidad del enzima por su sustrato. El mayor nimero de moléculas de enzima en la G6PDH e IDH-
NADP" se puso también de manifiesto por la técnica de “Western blot”. El 4cido maslinico estimuld
positivamente tanto la afinidad como la actividad especifica del enzima malico en el grupo ad
libitum. En cuanto a las actividades Ser-DH y Ala-AT no se vieron afectadas por la adicién de acido
maslinico. De este modo, se observa como en musculo el efecto que tiene el acido maslinico se
refiere esencialmente a un aumento de las rutas metabdlicas que implican una mayor produccién de
NADPH implicados de forma directa en los procesos de crecimiento celular.

Quinta. Se ha caracterizado por vez primera el proteoma del higado de la dorada mediante
electroforesis bidimensional, espectrometria de masas y comparaciéon de secuencias. Se han
conseguido analizar y cuantificar al mismo tiempo la expresién de 564 manchas de proteinas
distintas. Se ha demostrado que esta metodologia es apropiada para realizar estudios de protedmica
en organismos no modelo, como es la dorada. La ingestion de acido maslinico a raciéon restringida
induce cambios en la expresidn de proteinas implicadas en rutas de transduccién de sefiales,
metabolismo de la glucosa, procesos de destoxificacion celular y metabolismo de xenobidticos,
sistemas de produccién de NADPH y defensa antioxidante, sintesis y plegamiento de proteinas,
degradacién de aminoacidos, citoesqueleto, degradacion de purinas, sistema inmunitario
inespecifico. Es el primer estudio de protedmica realizado en esta especie para evaluar el efecto de
un aditivo en la dieta sobre el conjunto de proteinas celulares expresadas diferencialmente en un
organo. Este estudio de protedmica funcional ha permitido proponer una posible ruta celular de
integracion mediante la cual el acido maslinico puede desencadenar las respuestas celulares
observadas a nivel tisular y de organismo.

Sexta. El andlisis de la estructura histologica del higado mediante microscopia Optica y
electrdnica revela que las doradas alimentadas con 100 mg de acido maslinico por kg de dieta
presentan un incremento en el nimero de hepatocitos, dispuestos en un parénquima mucho mas
compactado, en el que quedan pocos espacios vacios. El aspecto general del parénquima hepatico
en los grupos con acido maslinico, corresponde al de un tejido con mayor dinamismo celular, frente
a un “orden estatico” existente en los grupos controles. La estructura muscular de la dorada, por su
parte, no muestra cambios significativos entre los diferentes grupos.

Conclusion general. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, tanto nutricionales,
cinéticos, moleculares y citoldgicos, permiten concluir que el acido maslinico, un triterpeno
pentaciclico de origen natural, puede ser utilizado como aditivo alimentario en la dieta estandar de
dorada, ya que produce un mayor crecimiento en los peces que lo consumen, sin ocasionarle
lesiones en los tejidos estudiados. Este efecto sobre el crecimiento cursé con un aumento en el
contenido total de DNA, RNA y proteina tisular y estimula, ademads, el recambio proteico
modificando las velocidades de sintesis y degradacion de proteinas e incrementa la actividad de los
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enzimas productores de NADPH, fundamentalmente, por su capacidad de inducir la expresion de
enzimas marcadores del crecimiento celular y del metabolismo proteico, como se demuestra por los
estudios de expresion y protedmica celular.
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