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1-OBJETO

E1l cultivo intensivo de peces depende,
fundamentalmente, del desarrollo de dietas ajustadas a las
necesidades de la especie , es decir s qQue cubran las
necesidades en nutrientes esenciales Y que exista un
equilibrio 6ptimo entre ellos, especialmente entre
aquellos que interaccionan positiva o negativamente en
cuanto a disponibilidad para crecimiento Yy fisiologismo
optimos . La dieta supone mas del 50% del costo de 1la
produccidon intensiva de peces, de ahi el interés continuo
por la optimizacidn nutritiva y econémica de las dietas
comerciales.

La trucha arcoiris ha sido el pez tipo utilizado en
nuestros ensayos por varios motivos: por una parte, la
mayor informacién disponible relativa al metabolismo
intermediario de los peces Y su utilizaciédn preferente
como modelo experimental en estudios de nutriciéon con
estos animales y, por otra, la experiencia del Grupo de
Investigacién y lo adecuado de sus instalaciones para
estudios con salménidos .

La trucha arcoiris, como carnivoro, en su medio
natural ingiere una dieta rica en proteinas a la que
parece evolutivamente adaptada, hasta tal punto, que los
amino&cidos son el sustrato energético de preferencia. Ssin
embargo, ese destino energético puede ser sustituido por
grasa y/o hidratos de carbono, lo que ha permitido una
cierta aproximacién, en aquellas especies mas estudiadas,
@ un equilibrio valido , desde el punto de vista de 1los
indices de conversion y rentabilidad de la dieta. Ademéas,
el que algunos tejidos utilicen glucosa como metabolito
energético bésico y el que un régimen carnivoro incluya
bajos niveles de hidratos de carbono , hace que la
formacidn de glucosa, a partir de amino&cidos, sea una
ruta importante para un carnivoro en su medio natural . En
estas circunstancias, la inclusién de hidratos de carbono
en la dieta podria sustituir el destino gluconeogénico de
los aminoacidos, adem&s de aportar energia directa, aundaue
en las presumibles bajas proporciones de utilizacién en




estas especies.

Desde el punto de vista de la nutriciédn béasica, el
papel que juegan los lipidos y los hidratos de carbono, en
la wutilizacién de 7in totun” de 1la proteina para
crecimiento, esté suficientemente documentado como para
establecer unos minimos Sptimos de proteina y unos maximos

Soptimos de lipidos y/o de hidratos de carbono que aseguren

altas tasas de conversidén del alimento . Sin embargo , adan
cuando se han estudiado las influencias de la composicidén
de 1la dieta, a un nivel més intimo de utilizacién

metabdlica de los amino&cidos, acidos grasos, glucosa vy
otros metabolitos directamente relacionados con estos tres
grupos de nutrientes,esos estudios han sido parciales en

cuanto a las rutas metabélicas pulsadas, lo que no ha
permitido, para un determinado disefio, relacionar
simultaneamente las distintas rutas del metabolismo
intermediario.

Por otra parte, cuando los ensayos de utilizacién
nutritiva han descendido a nivel enzimatico, éstos se
hanlimitado, generalmente, a determinaciones con niveles
saturantes de sustrato , obviando la informacidn aque
pudiera derivarse de las determinaciones a nivel
subsaturante y, especialmente, aquellas con estudios de
cinética y valoracién de los metabolitos implicados.

En el otro extremo, se dispone de algunos estudios
exhaustivos de cinética enzimatica "in viire”, limitados a
una determinada situacion nutritiva experimental previa.
En el presente trabajo se pretende abordar ese espacio
intermedio que cubre la influencia, sobre la cinética de
una determinada enzima, de una situacidn nutritiva dada,
abordando simulténeamente, ese estudio enzimatico a nivel
de las pricipales rutas del metabolismo intermediario .En
este sentido, la influencia del aumento del nivel
proteico, o de un nivel graso mas alto, o del mayor
contenido en hidratos de carbono, siempre para dietas
isocaldricas y en el caso especial del ayuno, sobre el
catabolismo aminoacidico, gluconeogénesis, glucolisis, vy
via de las pentosas fosfato, é&sta altima como via de
oxidacidén de la glucosa y de suministro de equivalentes de




reduccidn  para sintesis de &cidos arasos Yy otros

compuestos, se evaluaréa a través de enzimas
representativos de estas rutas como : glutamato
deshidrogenasa, fructosa l,6-bisfosfatasa, piruvato

quinasa, fosfofructoquinasa Y 9lucosa 6-P deshidrogenasa.

Creemos que los resultados que se deriven de este
estudio permitiran valorar las capacidades adaptativas, de
las principales rutas metabdlicas del metabolismo
intermediario de 1la trucha, a cambios sustanciales en la
composicidén de la dieta. Esas capacidades deberan ser
parte , al menos , de la base biogquimica para el disefio de
las dietas vy, en cualguier caso, nos permitiran
profundizar en el conocimiento del metabolismo
intermediario de la trucha Y su interaccién con la dieta.
En definitiva, creemos que las consideraciones hechas , en
los péarrafos Precedentes, que, por otra parte, coinciden
con las conclusiones vy recomendaciones para orientar
futuras investigaciones, que se derivaron de los grupos de
trabajo del reciente " Simposio Internacional Sobre
Nutricidén y Alimentecidn de Peces” celebrado, el pasado
Septiembre, en Toba (Japén), justifican sobradamente los
objetivos de esta memoria.
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I-LA PROTEINA EN LA NUTRICION DF LOS PECES

.
4 PP e ~ A e
2V -NECESIDADES PROTEICAS

La proteina es, en materia seca, el componente
mayoritario de los peces (65-70%),siendo el masculo

esquelético el tejido donde se depositan fundamentalmente.

La proteina ingerida es hidrolizada en el digestivo
hasta amino&cidos y estos son absorbidos ¥ distribuidos en
los diferentes tejidos, donde son utilizados para la
sintesis de nuevas estructuras tisulares (crecimiento),
para reponer las ya existentes (mantenimiento), o bién
pueden ser catabolizados para obtener energia en mayor o
menor grado dependiendo del estado fisioldégico,edad vy
condiciones ambientales,igual aque en el resto de las
especies de interés zootécnico.Sin embargo, los peces,
tanto de agua dulce como salada,presentan unas necesidades
protéicas mayores que otros animales (De LONG et al. 1958;
DUPRE y SNEED, 1966; COWEY 1975; COWEY et al. 1970} v,
ademas, esa proteina ha de ser de gran calidad.

En la FIG 2.1 podemos ver las diferentes rutas
metabolicas seguidas por 1las proteinas asi como las
distintas fuentes de esta ,siendo las proteinas de origen
dietario cuantitativamente la mas importante en
situaciones nutritivas normales.

Las necesidades protéicas hay que contemplarlas de
acuerdo con un. adecuado balance de amino&cidos
esenciales/amino&cidos no esenciales y una relacion
proteina/energia equilibrada.Asi, los niveles &ptimos de
proteina estén determinados, en definitiva,como en otros
animales,por el balance proteina-energia teniendo gran
importancia la calidad de la proteina (proporcison
amino&ccidos esenciales/aminoc&cidos no esenciales Yy una
alta digestibilidad) y la cantidad de energia de origen no
protéico que aporta 1la dieta (grasa y/o hidratos de
carbono).

En peces,uno de 1los principales destinos de 1los
amino&cidos dietarios, aparte de los descritos antes para
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FIG. 2.1.-Principales rutas del metabolismo de

amino&cidos (WALTON, 1987)
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proteinas, es la produccidén de energia (CouEy, 1979 vy
1380; CHO ¥y KAUSHIK, 1985) y ,adem&s son utilizados como
sustrato energético,preferentemente a los hidratos de
carbono (TACON y COWEY, 1985) . Numerosos autores han
obtenido una mayor utilizacién de la proteina con fines de
crecimiento al mejorar la relacién proteina/energia,
disminuvendo el aporte protéico,con las ventajas aue esto
supone, y aumentando el 1lipidico o incluso sustituyendo
parte de la proteina por grasa.lLos mejores resultados se
han obtenido en salmbnidos (RINGROSE, 1971; de la HIGUERA
et al, 1977 as; LEE y PUTMAN, 1973; TAKEUCHE et al. 1978 b
Y ¢3; YU y SINNHUBER, 1981),carpa (VIOLA y RAPPORT, 1979) vy
tilapia (WINFREE y STICKNEY, 1981).

La utilizacidn de los hidratos de carbono como
fuente de energia en peces, al contrario Que en
mamiferos,es menos efectiva va aue estos, son mal
utilizados, sobre todo en carnivoros,pués,por una parte,
tienden a digerirlos mal, y sobre todo si no han tenido un
tratamiento que aumente su digestibilidad (PHILLIPS vy
BROCKAWAY, 1959 ;SINGH y NOSE,1967) y por otra parte los
peces regulan mal los niveles de glucosa en sangre (PALMER
Y RYMAN, 1972 ;BERGOT, 1979 a).Al0n asi,las necesidades de
glucosa en algunos tejidos ¥ su cierta, aunque escasa,
accidn de ahorro de proteinas hacen necesaria su inclusioén
en dietas para peces.

Es importante, en cualquier caso, mantener una
relacidn equlibrada entre la energia aque aporta cada
nutriente y el aporte total de energia ;un exceso de
densidad de energia en la dieta puede limitar la ingesta
proteica ya que los peces,como otros animales,comen hasta
satisfacer sus necesidades de energia (LEE y PUTMAN,1973
;PAGE ¥y ANDREWS, 1973), lo que podria causar deficiencias
proté&icas al no ingerir 1la cantidad necesaria de este
nutriente. '

Como apunt&bamos antes existen otros factores que
afectan a las necesidades de proteina.Normalmente cuanto
mayor es la edad y la talla del pez 1los requerimientos
relativos son menores,por ejemplo salmbnidos joévenes




requieren un 40%, mientras aue para los de un afio las
necesidades bajan a un 35% (HILTON ¥y SLINGER, 1981; NCR,
1981). BALARIN y HALLER (1982), en una revisién sobre
tilapia,concluren dque peces menores de 1 gramo requieren
del 35-50% de proteina en la dieta, los de 1 a 5 gramos
necesitan un 30-40%,en los de 5 a 25 gramos el nivel de
proteina necesarioc esté& alrededor del 25-30% y para peces
mayores de 25 gramos hay que aportar de un 20 a un 25% de
proteina. La temperatura también influye en las
necesidades protéicas de algunas especies de peces: en el
salmdn chinook aclimatado a SOC las necesidades protéicas
son del 40% y suben al 55% para los aclimatados a 15<C (De
LONG et al.1958),.mientras dgue en 1la trucha arcoiris
alimentada con dietas diferentes en el porcentaje de
proteina (35,40 vy 45%) y variando la temperatura de 9 a
180C no se hallaron diferencias en los requerimientos
protéicos (NCR,1981). Al variar con la temperatura, en
casi todas las espécies, el nivel de ingesta y la tasa de
crecimiento, es conveniente determinar una temperatura
Sptima para el mejor aprovechamiento de la dieta.

La salinidad también puede alterar las necesidades

protéicas en las espécies de peces eurihalinas Y
estenohalinas. De hecho en 1la trucha arcoiris se han
encontrado unas necesidades mayores en los animales

mantenidos con una salinidad del 20%, frente a los
mantenidos en un medio al 10%, {(ZEITOUN et al.1974) lo que
se considera como un mecanismo necesario en el proceso de
osmoregulacidn, frente a medios hiperosméticos. En Raja
ertnacea hay una disminucidén de aminoa&cidos libres en
misculo esquelético y gldbulos rojos al disminuir la
salinidad del agua (GOLDSTEIN et al., 1975).Para otros
autores,como VENKATACHARI (1974),el aumento de aminoacidos
libres se debe a un aumento de la proteolisis, sin un
aumento de las necesidades protéicas.JURSS et al. (1985)
obtienen,en truchas cultivadas a 8%. Yy 20%. de
salinidad, crecimientos similares con una dieta conteniendo
50% de proteina, s6lo si los animales han sido alimentados
"ad libitum”_En términos generales, se puede decir dque el
efecto de la salinidad sobre los requerimientos protéicos
es escaso.
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Lo que si parece claro es que las necesidades
protéicas,asi como las mejores tasas de crecimiento, no
son absolutas sino aue varian en funcién de la interaccidn
de los factores antes estudiados (temperatura, salinidad,
edad, etc.), encontréndose variaciones en los niveles
Sptimos por modificacidén e interaccidbn de estos factores.
En este sentido, ALLIOT et al.(1983) han observadc en la
lubina una cierta relacién entre 1la temperatura Yy la
salinidad : a 220C obtuvieron mayor crecimiento con
salinidades del 6 y 37%. mientras que para salinidades del
11 ¥y 24%. la temperatura &ptima, para maximo crecimiento,
fué de 15°C. ARIAS (1976) obtiene mejores crecimientos en
juveniles de lubina a salinidades bajas. ALLIOT Y
PASTOUREAU (1979) han propuesto mecanismos diferentes de
regulacidon osmdética, segin sean juveniles o adultos, que
explicarian estas diferencias.

Un aspecto interesante, en relacioén a las
necesidades protéicas de los peces, es las elevadas
necesidades que mantienen ,incluso los adultos, lo que no
se observa en otros animales de granja. Teniendo en cuenta
que las necesidades protéicas se pueden considerar como
suma de las necesidades de amino&cidos esenciales y rio
esenciales, parece 1l6gico pensar que pudieran ser debidas
a la elevada necesidad de alguno o algunos amino&cidos
esenciales, pero cuando estas se comparan,expresadas en
tanto por ciento de proteina, con las de otros anhimales,
no aparecen diferencias importantes aque Jjustifiquen las
mayores necesidades protéicas de algunas espécies de
peces.

Para otros autores, las altas necesidades protéicas
pueden ser refleio de unos diferentes mecanismos
bioaquimicos. Numerosos autores han observado en mamiferos,
herbivoros y omnivoros,que estos pueden adaptar la
actividad de los enzimas catabolizantes de aminoécidos a
los cambios en los niveles protéicos de la dieta, mientras
qaue los animales carnivoros como el gato no parecen sufrir
cambios en la actividad de estos enzimas, al variar la
proporcidn de proteina dietaria y que é&sta falta de
adaptacidon seria la causa de las altas concentraciones
protéicas en las dietas de los carnivoros (ROGERS et al.,

11




1977; ROGERS y MORRIS, 1980). Esto mismo se piensa que
podria ocurrir en peces pués mantienen unas tasas de
utilizacidn metabdlica de los amincacidos bastante
independientes del nivel protéico de la dieta. Esta
incapacidad estaria determinada por adaptacidén evolutiva a
un régimen rico en proteinas, por lo que utilizan estas
como fuente de energia vy, en consecuencia, mantienen unos
niveles desaminativos bastante altos e independientes del
apor-te protéico exbdgeno. Esto, junto con la alta afinidad
que presentan, las transaminasas hepé&ticas de los peces,
por su sustrato (WALTON y COWEY, 1979 b) y el hecho de que
los peces presenten una elevada tasa de oxidacidn de 1los
amino&cidos esenciales,aln con un escasco aporte protéico
(COWEY y SARGENT, 1979) ponen de manifiesto el poco
control aue ejercen estos animales sobre el metabolismo de
los aminoacidos, con la consiguiente pérdida de Nitrdgeno
Ys por tanto, la necesidad de ingerir grandes cantidades
de proteina.

4
4
f

“NECESIDADES DE AMINOACIDGS

o
FQ

La proteina ingerida tré&és la digestidbn libera los
amino&cidos que la constituyen y estos son absorbidos,
incorporéndose al pool endbdgeno, para ser utilizados con
distintos fines.

Si las necesidades protéicas son altas en peces, las
de los correspondientes amino&cidos también lo seran,
aunque no en té&rminos relativos,que son muy parecidos a
las de espécies terrestres de interés, manteniendo unas
proporciones adecuadas para la fabricacidén de sus propias
proteinas estructurales vy funcionales que permitan
mantener un estado fisiolégico y un crecimiento Sptimo.

c.1.2.1. - NECESIDADES CUALITATIVAS

Los primeros estudios para establecer la
esencialidad de algunos amino&cidos fueron realizados por
HALVER et al., (1957) en el salmén COncorhynchus
tshawyischa, encontrando como esenciales la arginina,

fenilalanina, histidina, leucina, isoleucina,
lisina,metionina, treonina, tript&dfano b4 valina.La
12




esencialidad de estos diez amino&cidos ha sido
posteriormente demostrada en Uncorhynchus nerka (HALVER vy
SHANKS, 1960), Salme galrdnert (SHANKS et al.,

g +

1969) , Anguilla jopdnica y Adnguitlla anguilla (ARAI et al.,
1972),Cyprinus carplic (NOSE et al., 1974),Chrysophrus
mojor (YONE, 1975) y Solea solea (COWEY et al., 1970).

]
o
©

2.1.2.2. -NECESIDADES CUANTITATIVAS

Para minimizar el nivel de proteinas en la dieta es
necesario el conocimiento previo de los requerimientos

cuantitativos de los aminoécidos esenciales,posibles
antagonismos ¥y la capacidad de algunos de ellos de ser
sustituidos, parcialmente, por aminoécidos no

esenciales;ademéas, la sintesis de proteinas exige la
presencia,en el lugar de sintesis, de un patrén de
aminocdcidos adecuado.

LLa determinacidn de las necesidades cuantitativas de

amino&cidos esenciales se ha venido haciendo
tradicionalmente mediante la obtencidn de curvas
dosis-respuesta (concentracisdn de aminoa&cidos cuyas

necesidades se pretende establecer-crecimiento de 1los
animales). Diferentes métodos se vienen empleando en la
cuantificacion de las necesidades de aminoé&cidos
esenciales. En este sentido numerosos investigadores han
usado el método desarrollado por HALVER et al., (1957), que
ensaya la eficacia de uwuna mezcla gelatina-caseina que
producia las mejores tasas de crecimiento e 1iIndices de
conversidon. Para la cuantificaciodon de los
requerimientos;el equipo de HALVER y otros autores que
siguieron esta metodologia, modificaron la dieta de
referencia, afiadiendo amino&cidos 1libres a la base de
caseina-gelatina, hasta el nivel de proteinas
correspondiente a las necesidades para crecimiento 6ptimo,
hasta alcanzar una composiciédn en amino&cidos equivalente
a la proteina del huevo (MERT, 1972).Por otra parte, NOSE
(1979) observd, en la carpa, una estrecha relacidn entre
la composicidén corporal de aminoaécidos y el patrdn de
requerimientos aminoacidicos. Esto ha llevado a varios
investigadores a formular dietas experimentales para peces
usando como fuente protéica harina de pescado més otra
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proteina de calidad, adem&s de un aporte importante de
amino&cidos libres que les permitiera 1la preparacion de
dietas con distintos niveles de uwun  solo amino&cido
esencial, cuyos reqguerimientos se pretendian establecer
(JACKSON y CAPPER, 1982; HUGHES y RUMSEY, 1983; WALTON et
al., 18984 &, b). La respuesta obtenida en incremento de
peso ¥y conversidn del alimento, para las dietas
formuladas con amino8cidos libres, parece inferior
(ANDREWS y PAGE, 1974 ;ANDREWS et al., 1977 ;MURAI et al.,
1381) a la obtenida cuando estos amino&cidos estén
incorporados a la proteina, o protegidos de una absorcidn
precoz (MURAI et al., 1982), o bien libres pero aportados
con mayor frecuencia de alimentacion (YaAMADA et al.,
1981),1o aue favorece la coincidencia de un patron
adecuado de aminoécidos en el lugar de sintesis _.Los
salmébnidos son més aptos para la utilizacidén de
amino&cidos libres adicionados a la dieta (DRABOWSKA v
WOINO, 13877; KETOLA, 1982; POSTON et al. 1977; TIEW et al.
1976) «que otras espécies de peces,especialmente las
marinas (THEBAULT, 1985).

KETOLA (1982) propone después de comparar dietas
formuladas a partir de patrones de amino&cidos basados en
la composicidn de harinas de pescado,carcasa vy huevo de
trucha o salmdbn con las formuladas de acuerdo con las
ingestas recomendadas para el salmén (NRC,1981) que,aunque
el contenido en amino&cidos del huevo difiere del patroén
de necesidades establecidos, la composicidn del huevo es
atil para suplementar con éxito las proteinas dietarias en
salmdn (Salme salar) y trucha arcoiris (Salmoe gairdneri )
inquiriendo su uso potencial como patrdn de amino&cidos en
estudios de necesidades de aminoécidos esenciales
(KETOLA, 1982).

Un aspecto importante para ajustar las necesidades
en amino&cidos esenciales es la capacidad de algunos de
estos aminoacidos de ser sustituidos parcialmente por
aminoé&cidos no esenciales concretos.Este es el caso de 1la
metionina-cisteina,siendo 1la metionina un amino&cido
especialmente limitante cuando se usan fuentes protéicas
de origen vegetal (KETOLA, 1382; POSTON et al. 1977;
RUMSEY et al. 1983).La sustitucidn de metionina por
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et al.1977) y del 50% en la trucha arcoiris (KIM et
al.1984) y 30% en lubina (HIDALGO v ALLIOT, 1988]). Este
tipo de reemplazo también se da para la pareija
fenilalanina-tirosina en niveles de hasta el 50% en pez
gato (ROBINSON et al., 1980).

Otro factor importante a la hora de cuantificar las
necesidades de amino&cidos esenciales es el antagonismo
existente entre algunos de ellos,como en el caso de la
pareja lisina-arginina y la interaccidn de los amino&cidos
de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina).En el
caso de la interaccidn arginina-lisina,demostrada en
algunas espécies terrestres (MAYNARD y COOSLI, 1962} no
estd tan clara en los peces ya que por ejemplo en la
trucha arcoiris no ha sido detectada (KAUSHIK y FAUCONEAU,
1984) mientras aue en el pez gato se hace evidente
(ROBINSON et. al., 1981).

Las interacciones nutritivas y metabdlicas entre
leucina, isoleucina vy valina han sido demostradas en
espécies como Oncorhychus itshawvischa (CHANCE et al.1964)
y Salvelinus fontinalis (HUMGUES y RUMSEY, 1983) vy son
debidas fundamentalmente a una competencia por los
sistemas de transporte a nivel de membrana modificando,el
que esté& en mayor concentracidn,la disponibilidad de 1los
otros dos en los lugares de sintesis protéica y,por tanto,
afectando al crecimiento.

2 13.-SINTESIS DE PROTEINAS

2.1.3.1. -MECANISMOS DE SINTESIS PROTEICA

Para la sintesis proteica los amino&cidos utilizados
proceden de la dieta, Yy en pequefia proporcidn, de la
degradacidn de la proteina enddgena.

t.os mecanismos de sintesis protéica en peces son
similares a los descritos en otros animales.Se redauiere la
presencia simultaénea en el lugar de sintesis de todos los
amino&cidos necesarios.La primera etapa es la activacidon
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de los aminocé&cidos c¢con ATP v su unidn a un  ARN de
transferencia por la accidn del acetil-t-ARN sintetasa:

aa + ATP + L-ARN > aa-t-ARN + AMP + PPi

acatil-i-ARN sintetosa

£1 siguiente proceso ocurtre en un complejo ribosomal
ligado a una molécula de ARN mensajero que porta el cbédigo
para la proteina aque se va a sintetizar.lLas diversas
etapas de sintesis,iniciacién,elongacidén ¥ terminacidn,se
denominan genéricamente como traduccidn Yy la estructura
completa (ribosomas + ARNm) se denomina polisoma o
poliribosoma.

La regulacién de la sintesis protéica esté& muy
relacionada con la temperatura del medio Y pai~ece
realizarse a dos niveles diferentes.Uno seria a nivel de
transcripcidn de gehesi;en peces articos se aprecia una
mayor cantidad de ARNm en invierno que en verano (PICKETT
et al.1983) vya que en estos peces parece estimularse la
sintesis de determinadas proteinas (SAGP) cuando la
temperatura cae por debajo de cero grados,proteinas aue
aumentan la osmolaridad y por tanto disminuven el punto de
congelacidén. El otro punto de control estaria a nivel de
traduccidén.

Se ha observado que los peces aclimatados a baljas
temperaturas y transferidos a agua con temperaturas més

altas presentan una mayor proteocsintesis que los
aclimatados a temperaturas altas (HASCHEMEYER, 1969) si
bién la tasa de transporte de amino&cidos libres

(HASCHEMEYER, 1968;) ¥y la sintesis protéica (MATHEWS vy
HASCHEMEYER, 1978 ;HASCHEMEYER y MATHEWS, 1982) aumentan
con la temperatura. Adem&s la sintesis protéica esté&
directamente relacionada con la concentracidn del factor
de elongacién I aque presentan los diferentes tejidos
(NIELSEN et al. 1977), observa@ndose mayor la concentracidn
de factor de elongacidén 1 en peces aclimatados a
temperaturas bajas (15-30 unidades/mg en peces éarticos
frente a 2.5-10 unidades/mg en peces tropicales) y de

ie6




hecho ain teniendo en cuenta la diferencia de temperatura
y un Qis-2.5 la proteosintesis es mayor en peces articos
que en tropicales.

Numerosos estudios han demostrado que los érganos de

mayor sintesis protéica, en los peces, son
higado, branquias,digestivo,rifién Y bazo frente a
corazdn,midsculo rojo y mlsculo blanco (DPAS y POSSER,
1967 ; DEAN Y BERLIN, 19693 SMITH Y HASCHEMEYER,

1974 ;NARAYANSINGH y EALES, 1975),siendo, por ejemplo, esta
10-20 veces mayor en higado y branguias que en mdsculo
(DAS ¥y KRISHAMOORTHY, 1969; HASCHEMEYER, 1968, 1969
SOMERO y DOYLE, 1973; SMITH, 1981) Si 1la eficacia de
sintesis se expresa en términos de ARN las diferencias se
hacen menores pero ain significativas (COWEY Y
LUQUET, 1983).9Sin embargo es el masculc el &rgano de mayor
deposicidn protéica (FAUCONEAU et al. 1981; SMITH,1981)
alcanzando para la trucha arcoiris proporciones superiores
al 50% (FAUCONEAU et zl1.1981) debido a la pequefia tasa de
“turn-over" protéico,al contrario aue en mamiferos en dque
esta puede llegar a ser del 60% (REEDS y LOBLEY,1980).De
hecho una de las caracteristicas del crecimiento muscular
en los peces es que tiene lugar principalmente por
hiperplasia (WEATHERLEY y GRILL, 1985}.

En higado de carpa ¥y trucha la degradacidn protéica
medida a 15 C (BOUCHE, 1975) es similar a la sintesis
protéica medida a la misma temperatura,lo que hace suponer
que la proteosintesis hep&tica esta principalmente
dirigida a la renovacidn protéica.Esto también ocurre en
branauias y digestivo donde la deposicidn proteica es muy
baja comparada a la sintesis .En trucha 1la contribucidn
que hace el digestivo al total de sintesis protéica se
estima en un 5-10% del total (FAUCONEAU y ARNAL, 1985). En
general se puede decir gue aundue la velocidad de sintesis
en estos 6rganos es alta (higado, branguias, intestino,
rifidn v bazo) el porcentaije de reciclaje es muy elevado
(80%) por lo que hay poco crecimiento (WALTON, 1987) v,
ademas, daue la sintesis de proteinas es menor en peces dque
en mamiferos: 7-8 g/Kg P o.75/dia en trucha frente a 12-16
g/Kg P o0.75/dia en mamiferos (REEDS y LOBLEY, 1980).
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La temperatura es uno de 1los factores principales
que afectan ala sintesis protéica en tejidos tales como
higado,branauias,digestivo Yy rifidn de varias espécies
ensayadas (HASCHEMEYER et al. 1979; MATHEWS y HASCHEMEYER,
1978; POCRNJINC et al. 1983). Los cambios ocurren con una
Qin-2_.5,teniendo el metabolismo basal, medido como consumo
de 0z (que es temperatura-dependiente), una Qio~-2.3.Se
puede decir que el gasto de “turn-over” de los tejidos
activos al metabolisme basal es constante.Sin embargo,
para el misculo, el comportamiento proteosintético frente
a la temperatura no est& claro, mientras que en truchas
alimentadas diminuye al aumentar la temperatura (FAUCONEAU
et al. 1981), en pez tigre (HASCHEMEYER et al. 1979) vy
pejesapo (POCRNJIC et al. 1983) ayunados parece aumentar
el "turn-over” proteico.

Por otra parte, parece que los nhiveles relativos de
sintesis protéica entre tejidos no se afectan. En cuanto a
las necesidades,aumentan con la temperatura, lo aue hace
dificil determinar si existe un cambio en los
requerimientos de amino&cidos.

£1 oxigeno es LN factor limitante en la
proteosintesis vya que estd estrechamente unida al consumo
de 0Oz.En Fundulus helercclitus JACKIM y LAROCHE (1973)
encuentran dque la sintesis protéica es alterada al
disminuir la concentracién de 0z en agua por debaio de los
2.5 mg/l, sin embargo, por encima de este umbral una
pequefia disminucidn en el nivel de 02z parece estimular la
sintesis protéica, con solo un pequefio cambio en la
degradacidn de proteinas . No obstante este mismo autor no
encontrd un cambio en la sintesis protéica en truchas
aclimatadas al 50% y al 100% de Oz.

La salinidad afecta a los tejidos que intervienen en
el intercambio idnico (branquias, rifidn y digestivo).La
proteosintesis en branquias de mujol, medida en agua
salada, es mayor cuando se compara a otras espécies vy el
consumo de 0z es minimo cuando la osmolaridad es la misma
que el restoc de fluidos corporales (NORDLIIE y LEFFLER,
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1975). TONDEUR ¥ SARGENT (1979} observaron en la anguila
que la salinidad afecta a las necesidades cualitativas de
proteina.

El ayuno parece que afecta poco a l1la sintesis
protéica en tejidos tales como higado, branquias
etc. (SMITH y HASCHENMEYER, 1974; SMITH, 1981; POCRNJIC et
al., 1983),por el contrario, en carpas sometidas a ayuno
durante seis meses se observa un aumento de la degradacidn
protéica, junto con una disminucidén del contenido en
proteinas de higadoc y plasma (BOCHE, 1875). En masculo
numer-osos autores si han observado una caida en 1la

sintesis protéica. (SMITH Y HASCHENMEYER, 1983 ;
HASCHEMEYER, 1983; POCRNJIC et &al., 1983) En la trucha
arcoiris va asociada con un aumento de la degradacidn
proté&ica sin que aumente la tasa de Tturn-over"” (SMITH,
1981).

Considerando la actividad de los ribosomas como un

reflejo de la capacidad de sintesis,LIED et al., (1982)
obtuvieron una reduccidn de é&sta del 87%, en salmones,
tréds diez dias de avuno, frente a los alimentados

normalmente,;hasta aque los niveles de energia que aporta ls
proteina, al total de la energia dietaria, no superen el
48% (LIED y ROSENLUND, 1984). Sin embargo, existe una
correlacidn entre la sintesis protéica y el nivel de
ingesta.la calidad de la proteina parece ser otro factor
aue afecta a la sintesis protéica. Una deficiencia en
lisina disminuye la proteinosintesis en misculo de trucha
(FAUCONEAU y KAUSHIK, 1985).

En general un desbalance aminoacidico en la dieta
provoca una disminucidon en la sintesis protéica, de
hecho, FAUCONEAU (1985), obtuvo en juveniles de Coregonus
Schinztl  pallea, menor sintesis de proteina en los
animales alimentados con una dieta desequilibrada en
aminoécidos , comparados con los que ingirieron una dieta
control. '
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ATABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS Y

El catabolismo de los aminoé&cidos ocurre en dos
etapas fundamentales,siendo la primera la eliminacidn del
grupo amino ¥y la formacidén de un compuesto intermediario
que pueda entrar en el TCA.La segunda etapa es la
oxidacidn del compuesto intermediario hasta Hz20 y CO2z.

Los grupos aminos producidos en la primera fase
pueden ser utilizados esporé&dicamente en alguna reaccidn
de sintesis,pero principalmente se excretan como amoniaco
;éste,en su forma no idnica NH3,es muy toxico,pero a pH
fisioldgico précticamente todo el amoniaco est& en forma
de NH4,que lo es mucho menos.El amoniaco se excreta a
través de las brandguias por difusidén o intercambio de
s50dico (EVANS, 1984 ) .E1l carécter amoniotélico de los peces
hace que el rendimiento energético de las proteinas sea
mayor que en otros animales, cuyo producto de excrecidn
mayoritario sea la urea o el acido Grico.

Del Nitrégeno total excretado se ha viste aque del
60-30% lo hace como amoniaco mientras que una pequefia
parte lo hace en forma de urea, acido arico,
trimetilamina, creatina y otros compuestos nitrogenados.
HUGGINS et al. (1969) y DEPECHE et al. (1979) detectaron
todos los enzimas del ciclo de 1la urea en diferentes
tejidos de teledsteros, aunaue sdlo la arginasa se
encuentra en cantidades significativas. Ademés,parece que
no existe correlacidn entre la excrecidén de urea y la
ingestidn de nitrdgeno (BRETT y ZALA, 1975; KAUSHIK et
al.1984).

El primer paso en el catabolismo aminoacidico puede
ser,o bien desaminacidn directa catalizada por una
amino-oxidasa,histidasa, serina desaminasa,glutaminasa o
glutamato deshidrogenasa,siendo &ésta la que parece tener
un papel mas importante (VAN WAARDEN,1983),0 bien usando
un mecanismo desaminativo que en el que el grupo amino es
transferido a un aceptor coman posteriormente es
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desaminado (desaminacidén indirecta).

Para la desaminacidn indirecta se han propuesto dos
tipos de esquemas posibles :unoc basado en el ciclo de los
nucledtidos purinicos, propuesto por LOWENSTEIN (1972).FIG
2.2..Pero la baja actividad que presentan los enzimas del
ciclo de los purin-nucledtidos,asi como el estudio del
mﬁ?abolismo mitocondrial, usando precursores marcados con
N (WALTON vy COWEY, 1977),parecen indicar que el ciclo de
los nucledtidos purinicos no es muy efectivo en cuanto a
la produccidén de amoniaco, en el higado de trucha; sin
embargo, podria ser importante en el misculo,donde 1a
produccidén de amoniaco es proporcional a la carga de
trabajo (VAN WAARDEN, 1983)},siendo el esquema propuesto por
BRAUNSTEIN (1957) el més efectivo para la formacidn de
amoniaco en el higado de peces.Este esquema se basa en la
transdeaminacidén del grupo amino al d-cetoglutarato
catalizada por uwuna amino—-transferasa, forméndose otro
cetoécido vy glutamato que, inmediatamente después es
desaminado por la glutamato deshidrogenasa.

FIG. 2.2~ Principales vias de desaminacidn Y
produccidn de amoniaco (WALTON, 1987).

A) Transdeaminacion ) U i ) .
1-Amnodcido Lransaminasa

Aminoacido «KG NH; 2-GDH
«-cetoacido Glu NAD 4-AMP desaminassa

S5-Adentlsuccinato sintetasa

Reaccion neta:

: G-Adentlsucci 3
Aminoacido + NAD — «-cetoacido + NADH + NH, > tnasa

7~-Fumdarasa

8-Malato-DH
B) Ciclo de los nucleotidos purinicos (CPN)

Aminoacido «-KG X Asp
1 3
«-cetoacido I Glu Oxalacetato
8

NAD NADH
Malato NHs
/—&
v AMP IMP
GTP
6 CPN 5
GDP

Fumarato €%————  Adenilsuccinato

v

Reaccion neta:
Aminoacido + NAD + GTP — «-cetoacido + NADH + NHy + GDP + Pi
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Tanto en el esquema propuesto por BRAUNSTEIN como en
el de LOWENSTEIN, la primera reaccidn es catalizada por una

amino—~transferasa, algunas de las cuales son muy
especificas,mientras aque otras pueden catalizar la
reaccién de varios amino&é&cidos diferentes.las

transaminasas han sido detectadas, en la mayoria de los
tejidos de peces,en el higado,rifiédn y miasculo (McBEAN et
a1.1966; CREACH, 1967; BELL, 1968; JANICKI y LINGIS, 1970;
VAN WAARDE, 1931),pero la presencia de un sistema

enzimético que interviene en la primera etapa del
catabolismo aminoacidico aln no ha sido detectado para
todos los aminoécidos, siendo desconocidas las vias
catabslicas aue emplean algunc de estos amino&cidos

(VELLAS y PARENT, 1983).

En general, la mayoria de las transaminasas precisan
a-~oxoglutarato como aceptor del grupo amino siendo,
practicamente siempre el glutamato el producto final que
actuaré como dador del grupo aminoe en la formacidn del
NH3. Todas las transaminasas parecen tener el mismo grupo
prostético,el fosfato de piridoxal, y comparten el mismo
mecanismo de accidn.

De todos los enzimas implicados en la formacidn de
amoniaco son la Glutamato piruvato transaminasa o Alanina
aminotransferasa (E.C.2.6.1.2.),1la Glutamato oxalacetato
transaminasa (E.C.2.6.1.1.) junto con la Glutamato
deshidrogenasa (E.C.1.4.1.2.) las que juegan un papel mas
importante.

Alanina aminotransferasa (GPT 6 AAT E.C.2.6.1.2. glutamato
piruvato transaminasa).

Cataliza la reaccidn:

Alanina + d-ketoglutarato ? piruvato + glutamato
La AAT es de localizacidon fundamentalmente
citoplasmatica aunqgue tiene una pequefia porcion

intramitocondrial.Sin embargo, la sonicacidn disminuye su
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actividad significativamente debido, probablemente, a un
efecto competitivo de 1la GDH por el NADH Y el
d-ketoglutaratoe (D”APOLLONIA y ANDERSON, 1980).Esta enzima
ha sido detectada en varios tejidos,pero es el higado el
aque la presenta en mayor concentraciodn. Necesita
ciridoxina (Bo) como cofactor, y ademas requiere la
presencia de NADH, alcanzando el méaximo de actividad a
concentracidn de 0.1 mM. EYl pH OGptimo es de 7.2 vy 1la
actividad se satura con concentraciones de alanina mayores
de 50 mM (D’ APOLLONIA y ANDERSON, 1980). La temperatura es
otro factor que modifica la actividad de esta enzima; la
aclimatacidn a baja temperatura aumenta claramente su
actividad en mlsculo blanco de Carasius auratus (LEHMAN,
1970), fdus idus (LEHMAN, 1970) vy Misgurnus fossilis
(MESTER y IODACHESCU, 1972). Sin embargo, JURSS (1979), no
detecta ningan aumento de la actividad AAT en truchas
aclimatadas a 6:C - Més tarde,este mismo autor
comprueba, en truchas arcoiris mantenidas a 6,11 y 18<C,que
la actividad es mavor en los animales aclimatados a 11¢:C,
debido probablemente a aue es la temperatura més cercana a
la Sptima de la espécie (JURSS, 1981 a).

Tanto la actividad como 1los niveles de enzimas
estédn influidos por la situacidn nutritiva y hormonal del
animal,pero los aspectos relatives a la capacidad de
adaptacidn de esta enzima, a cambios nutritivos u
hormonales, seréan tratados en los apartados 2.4. y 2.8..

Aspartato aminotransferasa (GOT E.C.2.6.1.1. Glutamato
oxal-acetato transaminasa):

Cataliza la siguiente reaccidn:

Aspartato+a~ketoglutarato——————oxal—-acetato+glutamato

Ha sido detectada en la mayoria de los tejidos de
peces,pero es en corazdn,higado y miasculo rojo donde
presenta mavor concentracién (BELL,1968 ;JURSS, 1978 y 1981
b ;JURSS et a1.1985).5u localizacidén,en hepatocitos de
trucha,es citoplasm&tica y mitocondrial (WALTON y COWEY,
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1979 ¢ ; CASEY et al., 1983)_.Es en general mé&s activa que
la AAT (ZIMMERMAN et al., 1968; ZNIKL et &l., 1971;CORNISH
et al., 1978),como se ha demostrado en espécies tales como
Tetalurus punciatus (WILSON, 1973; McCORKLE et al., 1979)
y en platija (MOON y JOHNSTON, 1981). Sin embargo, en
higado de carpa ocurre al contrario, AAT presenta mayor
actividad que GOT (WITTEMBERGER y GIURGEA, 1973) mientras
aue en higado y rifdn de trucha ambas enzimas presentan
niveles similares de actividad (GAUDET et al., 1973;
CORNISH et &l., 1978; WALTON vy COWEY, 1979 c¢c). Se ha
descubierto cierta relacidn entre la capacidad oxidativa
del tejido vy 1la actividad enzimética,relacidn también
descrita en ratas y palomas (CORNISH et al., 1978].

La GOT necesita también la presencia de piridoxina vy
NADH (0.15 mM)como cofactor,el pH o6ptimo es de 7.2 vy
presenta méxima actividad con una concentracidn 0.1 mM de
aspartato. La temperatura ambiental parece no afectar la
actividad GOT. En higado y misculo de trucha (JURSS, 1979)
se muestra totalmente independiente de la
temperatura,mientras que en [dus idus y Larcssius auraius
aclimatados a agua caliente, la actividad GOT se
incrementa s6lo un ligeramente.

Glutamato deshidirogenasa (GDH E.C.1.4.1.2.L-Glutamato:NAD
oxidoreductasa desaminasa).

Cataliza la segunda reaccidn de transdeaminacién en la
formacidn de NH3,que es una desaminacidn oxidativa:

Glutamato+NAD+H20 —— Yo-ketoglutarato+NADH+NH3

Es de 1localizacidn intramitocondrial (WALTON %
COWEY, 1979 c¢l,siendo el higado el tejido donde se
encuentra en mayor concentracidn,seguido de rifdn Y
branquias.En mGsculo esquelético apenas se detecta
actividad (McBEAN et al., 1966; WALTON y COWEY, 1977).

fa GDH puede emplear NADP &6 NAD como cofactor, aundue
en trucha arcoiris (WALTON y COWEY,1977), anguila
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americana (McBEAN, 1966) y en otras espécies estudiadas se
ha comprobado que es mucho m&s activa usando NAD  como
cofactor.Actuan como moduladores negativos el ATP,GTP vy
NADH v es activada por el GDP y el ADP hasta 20-40 veces
sy actividad (CASEY et al.1983; WALTON, 1986).

2.1.4. 2. REGULACION DEL METABOLISMO AMINOACIDICO

La regulaciédn del metabolismo aminoacidico no es
diferente a la que afecta a otras reacciones, es
decir,nivel de enzima, ausencia o presencia de cofactores,
hormonas, concentracidn de sustrato, acceso del sustrato
al enzima etc.

Los amino&cidos son wutilizados, fundamentalmente,
para la sintesis de proteinas corpotrales b4 otros
compuestos como hormonas, purinas, neurotransmisores

etc.,cuantitativamente menos importantes como se reflelja
en la FIG 2.1..

Los aminoacidos en exceso son rapidamente
catabolizados, pués no son almacenados en el cuerpo,de ahi
aue un control de las rutas catabdlicas sea importante en

estos animales

KREBS (1972) establece que el metabolismo
aminoacidico depende de dos tipos de controles, uno
"grosero” producido por reajuste, de tipo adaptativo, de
los niveles enzimaticos, al variar los niveles de sintesis
y degradacidén enzimé&tica.El otro tipo de control es mas
preciso v depende de 1la concentracidn de sustrato.El
principal mecanismo de control por este medio es el
control por Km, de modo que, por ejemplo,en el casoc de los
aminoécidos cuando aumenta la concentracidn de estos en
sangre o en tejidos inmediatamente aumenta la degradacidn
de aminoécidos, debido a que los valores de la Km de 1los
enzimas catabolizantes de amino&cidos son altos,mas altos
que la concentracidn aminoacidica normal en un tejido
(MALLETTE et al.,1969 ;KAPLAN y PITOT,1970).En el caso de
los amino@cidos esenciales 1la Km de sus enzimas
catabdlicos es especialmente alta,lo que supondria que, en
caso de bajo suministro, estos no serian degradados
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(KREBS,1972).Esto  explicaria aque los aminoaécidos no
esenciales sean degradados preferentemente a los
aminoécidos esenciales.

En contraste, los enzimas que comienzan la sintesis
de proteinas (amino-acil-t RNA sintetasal) tienen unos
valores de Km bajos (hasta 10 veces menor que los enzimas
catabdlicos; KREBS,1972 :;ROGERS et al. 1977), @asi,si
tenemos en cuenta que la concentracidn aminoacidica tiende
& ser mayor que la Km de la amino-acil-t RNA sintetasa,
ésta estaréd saturada,siguiendo una cinética de orden 0O ¥

porr tanto no se afectaré con incrementos en la
concentracidn aminocacidica.Sin embargo, para los enzimas
catabolizantes, y debido a la elevada Km que

presentan, siguen una cinética de primer orden,aumentando
su actividad cuando aumenta la concentracidn de sustrato.

En peces, los mecanismos de control de la
desaminacidbn son baé&sicamente los mismos que en mamiferos.
Sin embargo, una dieta con diferentes niveles de
lisina, triptéfano Y arginina no provocara, en
truchas,; ningdn efecto significativo en la actividad
c—-cetoglutarato reductasa, triptofanc pirreclasa y arginasa
(WALTON et al.1984 a,b ¥y c).mientras aque en ratas estos
enzimas se inducen al aumentar los niveles de sustrato.los
datos obtenidos por WALTON et al. (1984 b) coinciden con
los hallados para otros peces en los que se muestra poca
adaptacidon del metabolismo aminoacidico a los cambios en
el contenido protéico de la dieta (RUMSEY,1931),faltando
el mecanismo de control "grosero”.Asi, el control por Km
probablemente juega un papel importante _Los valores de
Km para la acil—-t RNA sintetasa son del orden de 0.01-0.1
mM, bastante menor que la concentracidn tisular de
aminoa&cidos.Sin embargo, la Km para los enzimas
catabolizantes de aminoAcidos es alta,alrededor de 1-10
mM. En la tabla 2.1. se muestran los valores de la Km para
algunos de estos enzimas. '
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TABLA 2.1-Valores de la Km para algunos de los enzimas mas
representativos del metabolismo aminoc&cidico.

Enzima Pez Tejido Sustrato Km Ref.
AAT trucha higado Ala 2.2 1
Arginasa trucha higado Arg 4. G 2
rifon Arg .7 2

GDH trucha higado Glu 3.7 1
anguila higado Glu 15.5 3

higado Glu 3.7 4

Histidasa trucha higado His a.28 5
rifion His 0.2 6

Lys reductasa trucha higado Lys 7.3 2
Ser desaminasa trucha higado Ser 44.0 1
Ser Pir AT trucha higado Ser 8.1 1
Thr desaminasa trucha higado Thr 26.0 1
Thr DH trucha higado Tht 7.8 1
Tyr AT trucha higado Tyr 3.2 7
Tre pirrolasa trucha higado Trp a.z2 2

Ref.1- WALTON y COWEY (1982) 2- WALTON (1985) 3- McBEAN
et. al. (1966) 4— HAYASHI et. al. (1982) 5- FOWLER et. al.
(1979) 6~ALLEN et. al. (1983) 7-WHITING y WIGGS (1978)

Una vez finalizada la desaminacidn del amino&cido vy
formado el c-cetodcido estos son oxidados via TCA a COz vy
H20 para producir energia.No obstante,NAGAI e IKEDA (1971
ay b,1972,1973) demostraron en la carpa que algunos
amino&cidos eran buenos precursores para la sintesis de
lipidos e hidratos de carbono,siendo la alanina el que
parece que contribuye mé&s a la formacidn de glucosa
(FELIP, 1975). Son probablemente los amino&écidos los
principales precursores gluconeogénicos, en periodos de
ayuno o cuando las dietas administradas tienen pocos
hidratos de carbono.Este proceso se realiza en el higado,
fundamentalmente, ya que es el Gnico tejido en el que se
encuentran niveles apropiados de enzimas gluconeogénicos
(KNOX et al.1980).
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C21-PAPEL DE LOS HIDRATOS DE CARBONG EN LA ALIMENTACION
DE LOS PECES

Los peces no tienen necesidades esenciales de
hidratos de carbono y pueden alimentarse con una dieta
libre de gllcidos sin que aparezca ningin efecto negativo
sobre el pez,pero también es cierto que en su dieta
natural incluyen una pequefia parte de glacidos como
glucdgeno,en los carnivoros, Yy almiddon,celulosa o azGcares
sencillos en los omnivoros Yy herbivoros, que pueden
utilizar de forma limitada.

Dado que la glucémia basal es constante incluso en
peces que ingieren pequefiisimas cantidades de hidratos de

carbono Yy que la glucosa es utilizada,como en
mamiferos,como sustrato energético de numerosos tejidos
tales como adnadas, sistema nervioso etc. la
gluconeogénesis parece una via imprescindible Y

cuantitativamente importante para los peces lo que supone
una desviacidn de los amino&cidos hacia la produccidn de

glucosa ¥y no con fines plasticos, por lo que el
aprovechamiento metabdlico de la proteina para fines de
crecimiento Y mantenimiento esta reducido. Este
planteamiento hizo aue desde mediados de siglo se

investigara la consecuencia de la inclusidn de hidratos de
carbono en la dieta.lLos resultados obtenidos por McLAREN
et al. (1946) y PHILLIPS et al.(1948) no fueron
favorables ya aue a niveles superiores del 12% aparecian
alteraciones metabdlicas aue provocaban un alto indice de
mortalidad, hiperglucemias y hepatomegalias,adem&s de una
disminucién de 1la digestibilidad,aunque segdin PHILLIPS

esta podria estar provocada bien, por el elevado
porcentaje de glGcidos, o bién por un desequilibrio de los
regimenes alimenticios a que estaban sometidos los
animales.

SINGH y NOSE (1967) encuentran que la digestibilidad
varia con el peso molecular de los hidratos de
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carbono, siendo mavor cuanto menor es éste,aunque los datos
publicados por otros autores varian considerablemente
entre si,lo que hace pensar que sobre la digestibilidad
influyen otros factores ,aparte del peso molecular,tales
como por ejemplo la cantidad en la dieta. En este sentido
al aumentar el contenido de almidon disminuye su
digestibilidad (INABA et al., 1963; BERGOT, 1979 c¢),lo que
no se cumple para glicidos sencillos (BERGOT, 1979 c).

£l tratamiento del almidoéon por coccidn o
gelatinizacion (INABA et al._1963; SMITH, 1981; LUGUET,1976)
mejora la digestibilidad. BERGOT y BREQUE (1983) obtienen
los mejores resultados en truchas alimentadas con almiddn
solubilizado, independiente del tratamiento, Yy cuando se
reduce su inclusiodon en la dieta.

Las dietas ricas en almiddon producen una
hiperglucemia y un aumento de la actividad, amilésica del
Jugo intestinal, con un aumento del volumen de este y una
disminucidén de su pH adem&s la liberacidn de amilasa es
mayor cuando el almidén esté tratado (SPANNHOF Yy
PLANTIKOW, 1983) _.El1l efecto que ejerce el almiddbn crudo
sobre la actividad amil&sica se debe a disponibilidad y no
a cantidad de enzima vya que el almiddn crudo adsorbe el
enzima disminuyendo su actividad. Asi, el almiddn crudo
puede llegar a disminuir la digestibilidad del cocido
(INABA et al.1963).

Por otra parte la presencia de gllGcidos disminuve el
tiempo de absorcidn de gllcidos y de proteinas, (KITAMIKADO
et al.1964) al aumentar la velocidad de tréansito por un
aumento del peristaltismo aunaque en espécies como la carpa
la digestibilidad de 1la proteina se mantiene alta
independientemente del nivel glucidico de la dieta
(SHIMENO et al.1979 ;SHIMENO, 1982).

Los gllcidos mas utilizados en la alimentacidn de
peces son el almiddn, que presenta como efectos secundarios
el actmulo de lipidos en digestivo y carcasa (BERGOT, 1979
b).No obstante, CARDENETE et al. (1988), con una
incorporacion del 10% de almidébn en la dieta no encuentra
que se afecte la composiciébn corporal;incluso mejord el
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coeficiente de eficacia en crecimiento La celulosa,al
contrario,disminuye el crecimiento tanto en peso como en
longitud,a cualquier nivel que se incorpore a la dieta
(POSTON, 1975} y también disminuye el coeficiente de
digestibilidad de todos los nutrientes cuando supera el
10% en el pienso (HILTON et al.1983),probablemente por
aumento de la velocidad de paso.La adicidén de glucosa
también disminurve el crecimiento y aumenta el glucdgeno
hepatico, ¥y aunque no afecta al contenido de lipidos de
este O6rgano,lo aumenta en digestivo y masculo (BERGOT, 1979
bb; REFSTIE y AUSHENG,1981),no obstante algunos autores
obtienen mejoras del CEC y VPP (BERGOT,1979 <c¢).SMITH
(13971) establece los niveles mé&ximos de inclusidn de
glucosa en el 20% de la dieta para la truchas.

Los niveles de sustitucidén de la proteina por
hidratos de carbono aue se aconsejan varian segln la
Tfuente de glOcidos.Para la sacarosa se puede sustituir
hasta un 10% y un 10-20% si es almidén 1la fuente
empleada. Incluso algunos autores llegan a niveles de
sustitucidn del 30-40% con unos valores mé&ximos de CEC vy
PPV (PIEPER y PFEFFER, 1980 ;GARCIA et al.1984),aunque el
contenido protéico del pienso era superior al 40% en todos
los casos.Los peces omnivoros admiten unos mayores niveles
de inclusidén de carbohidratos en la dieta.En carpas
alimentadas con una dieta con un 45% de dextrina aumenta
el CEC,aundaue hay una disminucidn del peso (SHIMENO et
al.1981).En pez gato se obtienen buenos indices de
crecimiento y de utilizacidén de la proteina con dietas de
hasta un 20% de dextrina (GARLING y WILSON,1977).La
composicidn de lipidos y proteinas hepé&ticas varia poco en
la carpa (FURUICHI y YONE, 1980) mientras que en el higado
del pez gato se aprecia una disminucidn del contenido
lipidico y protéico (GARLING y WILSON,1977).E1 glucbégeno
hepatico aumentd, en estos casos tanto en la carpa como en
el pez gato.

En tilapia, herbivora, se obtiene un mejor
crecimiento con la inclusidén de carbohidratos en la dieta
hasta niveles préximos al 40%. Todos los hidratos de

carbono dieron buenos resultados, aunque la fibra no se
recomienda incluirla a niveles mayores del 10% .
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Desde el punto de vista metabdlico no se aprecian
diferencias entre los distintos glicidos ensayados.En este
sentido, SMITH (13871) encuentra aque almiddon, dextrina,
glucosa, etc. eran sustratos energéticos semejantes una
vez absorbidos y aue las diferencias se encuentran a nivel
de digestibilidad.

~
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.2.2.1. -RUTAS CATABOLICAS

v

La utilizacion de la glucosa como fuente de energia
se hace en dos etapas: en la primera la glucosa es
transformada a piruvico siguiendo dos rutas anaerobias
diferentes: glucolisis, que provee de ATP, y la via de las
pentosas fosfato surte de eauivalentes reductores, como
NADH y ribosa 5-fosfato (FIG.-2.3.)

La segunda etapa ocurre gracias a una secuencia de
reacciones que conforman el ciclo de Krebs o TCA en las
que el piruvato es convertido en acetil-CoA ¥
posteriormente oxidado hasta €0z y H20 con la produccidn
de N&DH + H y FaAD. El TCA es de localizacidn
intramitocondrial ¥y requiere oxigeno. El1 FADH, a través de
la fosforilacidn oxidativa transforma el ADP en ATP.

Varios investigadores han tratado de establecer el
aporte que realizan una y otra via. en la degradacidn de
la glucosa,usando diferentes métodos basados en la medida
de la actividad de los enzimas implicados en estas rutas
metabdlicas o en el uso de inhibidores especificos de 1la
glucolisis, como el iodoacetato, que inhibe la
gliceraldehido 3P-dehidrogenasa (EKBERG,1958).También se
ha trabajado con sustratos marcados (KATZ y WOOD, 1960) o
administrando a los anizfles metabolitos
intermediarios,como el acetato-1-C , vy midiendo el
carbono marcado dque aparece en el CO2 ¥y en el glucdgeno
(HOCHACHKA, 1962; NAGAI e IKEDA, 1972, 1973). Los
resultados muestran que, bajo condiciones normales, es la
glucolisis la principal via de degradacion de la glucosa,
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FIG. 2.3.—-Principales rutas del metabolismo de los
glacidos. (HOAR, 1975)
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aunque la via de las pentosas fosfato tiene cierta
importancia (SHIMENO ¥y TAKEDA, 1972, 1973). LIU et al.
(1970) en Cichicsona bimaculotwn observaron que el 66% de
la degradacidén se hace via glucolisis, el 19% via pentosas
fosfato ¥y el 22% por la via del &cido glucurdnico, no
obstante en eritrocitos de perca aparece tan efectiva como
la via general (BACHAND y LEARY, 1975). SHIMENC y TAKEDA
(1973) obtienen en el higado, o hepatopancreas, mayor
actividad para la via de las pentosas fosfato aque en el
mOsculo, Y se presenta relativamente peauefia, siendo 1la
glucolisis la via principal,segin muestran las elevadas
actividades de PGM, PGI y PFK lo aue hace suponer qgue la
via de las pentosas fosfato en higado esté& asociada a la
formacidn de NADPH Y riposa—-5-fosfato, que serén
transportadas al tejido que las necesite, mientras que en
misculo predomina la glucolisis y provee de la energia
necesaria para el movimiento.

£l nivel de actividad de 1la via de las pentosas
fosfato varia también con la espécie (SHIMENO vy TAKEDA,
1973), siendo mayor en higado de anguila (en agua dulce)
que en carpa Yy trucha arcoiris.Por otra parte, YAMAUCHI et
al. (1975) encuentran que la actividad G6PDH en higado de
Salvelinus fontinalis 10 es veces mayor aque en Salmo
gairdnert.

La regulacidn de la glucolisis y de la via de las
pentosas fosfato es compleja Yy responde , como en
mamiferos, a estimulos de origen hormonal y enzimatico.
Ademas en los peces al ser animales poikilotermos la
temperatura puede llegar a ser un factor importante.

Los mecanismos de regulacidén enzimética atienden
basicamente a dos tipos de control : “grosero”, 1lento vy
con variacién de la cantidad de enzima , ¥y "fino", que es
mucho mas réapido, variando la actividad por cambios de la
Km como ya se ha descrito en el apartado de catabolismo
aminoacidico. ’

En la glucolisis vy en la via de las pentoasa

fosfato, como ocurre en otros sistemas multienzimaticos,
s6l0 unos cuantos enzimas seran los que marquen el flujo
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de utilizacidn de la glucosa. Estos se pueden definir como
"enzimas reguladores".Estos enzimas son de regulacidn
alostérica , lo gque supone que su actividad se vera
afectada por varios factores, adem&s del sustrato, tales
como pH, efecto id6nico , ¥y concentracidn de nucledtidos vy
metabolitos, aue ejerce un control "feed back™ al igual
que en vertebrados superiores (HALL et. al., 1978).

los enzimas que se han descrito como reguladores en
la glucolisis son : Hexoauinasa, Fosfofructoquinasa vy
piruvato quinasa.

Glucoquinasa/Hexoquinasa: (ADP-hexosa 6 fosfotransferasa
E.C.27.1.1.10. b4 E.C.27.1.1.12. ADP-glucosa 6
fosfotransferasa).

Cataliza la ireaccidn de fosforilacidn de la
glucosa, necesaria para entrar en los ciclos metabdlicos
celulares. En trucha arcoiris tiene poca actividad,
comparada al resto de los enzimas glucoliticos (DRIEDZIC vy
HOCHACHKA, 1978), 25 veces menor que la actividad
presentada por la PFK ¥y 45 veces menor que la actividad PK
(FIDEU et al., 1983). COWEY et al. (1977 b), variando la
proporcidn de dextrina en 1la dieta del 5 al 55% no
llegaron a inducir 1la actividad gluco-hexecauinasa, sin
embargo, FIDEU et al. (1983) si encontraron una variacioén
significativa de la actividad enzim&tica al cambiar 1la
dieta aumentando sus niveles con dietas altas en
carbohidratos y disminuvendo en ayuno ¥y con dietas ricas
en proteina.

Fosfofructoquinass (PFK E.C.2.7.1.1.11 ATP.D. fructosa
6~ fosfato l-transferasa):

Cataliza la siguiente reaccién:

PFK
FéeP + ATP > F 1.6 diP + ADP

Se considera como el primer enzima clave en 1la
regulacidén de esta ruta tanto en mamiferos como en peces Yy
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otros animales (CRABTREE y NEWSHOLME, 1872 b3 ATKINSON,
1396635 WILLIANSON et al., 1967; FREED, 1971; KNOX et al,
.1980) v ha sido detectada en casi todos los tejidos (KNOX

et al., 1980). Presenta una actividad menor comparada con
el resto de los enzimas de la glucolisis, lo aque puede
confirmar su papel regulador del flujo glucolitico

(SHIBATA, 1977). En la mayoria de las espécies acuaticas
presenta una cinética sigmdide, tipica de los enzimas
reguladores, frente a su sustrato (SAND, 1981la; NICHOLLS et
al., 1976; LEAVER y BURT, 1980), si bién algunas espécies
exhiben una cinética bif&sica (KELLY y TURNER, 1971; LEE
et al., 1973).

La PFK es el prototipo de enzima multimodulada
alostérioamente.Ejerce un efecto inhibitorio de la enzima
el Mg~ libre y el ATP a elevadas concentraciones.Sin
embargo, el complejo ATP—MgL+ actGa como sustrato del
enzima, obteniéndose maxima actividad cuando el
coeficiente Mgz2+/ATP es cercano a 1. La afinidad de la
enzima por el ATP varia con la concentracion de fructosa-6
fosfato (HANDSON et al., 1973).En higado de carpa
NAGASHIMA et al. (1989 a) sugieren que el ATP asctle como
modulador alostérico de la enzima. También afectan
negativamente la actividad PFK, el citrato Y la
fosfocreatinina en misculo rojo de platija, mientras que
en el higado de esta espécie ni la fosfocreatinina ni la
fructosa 1.6-fosfato presentan efecto modulador sobre esta
enzima (JORGENSEN y MUSTAFA, 1980).

Entre los efectores positivos destacan el AMP, que
activa la enzima en presencia de concentraciones,
inhibitorias de ATP, el fosfato y la fructosa 6-fosfato
siendo este Gltimo el principal regulador, al menos en
miocardio de trucha (JENSEN, 1981). Otro potente activador
de esta enzima es la fructosa 2,6-bifosfato que actia a su
vez como inhibidor de la actividad FBP-asa (PILKIS et al.
1988). Este metabolito regula el flujo a través del ciclo
entre la fructosa 6-fosfato y la fructosa 1l,6-bifosfato.Si
los niveles de fructosa 2,6-bifosfato son elevados el
flujo neto es glucolitico, mientras que al disminuir los
niveles del metabolito se favorece la ruta gluconeogénica
(GARCIA DE FRUTOS et al., 1988). Los niveles, de este
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metabolito estéan regulados fundamentalmente por
estimulacidn hormonal, aunque también se pueden modificar
en funcidén del contenido de carbohidratos de 1la dieta vy
sus niveles, Junto con otros mecanismos, regulan la
adaptacidén a la dieta y la modificacidn del metabolismo
durante el ayuno.

Como enzima alostérico la actividad PFK también se
ve influida por factores como el pH con un OSptimo
alrededor de 8 (SHIMENO, 1982; NAGASHIMA et al., 1989 a),y
la temperatura (FIDEU et al., 1984) aque afectan su
comportamiento cinético respecto a sus sustratos Y
efectores, el pH en concreto, actla sobre 1las reacciones
de disociaoién/asociabién del enzima como forma de control
de la actividad PFK “in vivo" (LEAVER y BURT, 1980).

SHIMENO (1982) observa que la PFK en peces omnivoros
como la carpa presenta mavor actividad aque en los
carnivoros. La actividad especifica del enzima, en
carpa,es dos veces mayor que en trucha y que en otros
peces (SHIMENO, 1974; SAND, 1981 b)) ¥y similar a la
actividad que presenta el higado de pollo (KONO y UYEDA,
1973).

Piruvato quinasa (PK E.C.2.7.1.40 ATP
piruvato 2—-fosfotransferasa):

Cataliza la conversidén del PEP en piruvato segln 1la
reaccidn:

PEP + ADP > Pir + ATP

Este enzima es clave en la encrucijada metabdlica
del PEP. Por una parte es via Gnica entre el PEP y el
piruvato y, ademfs, puede jugar un papel importante en 1la
formacidén del &cido pirdvico procedente de las triosas
fosfato y de las pentosas fosfato. También es importante
su papel como productora de energia durante el catabolismo
de la glucosa.
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Las actividades PK y PFK esté&n coordinadas mediante
el acoplamiento de nucledtidos: el ADP producto de la
reaccidn catalizada por la PFK es sustrato de la PK.

PFK
fructosa 6 P ? fructosa 6 1 P
ATP My ADP Mg

piruvato > PEP
PK

La distribucidn de este enzima ha sido estudiada en
bacalao, platija y trucha por KNOX et al. (1980),
presentando valores relativamente més altos en mQsculo
esquelé&tico que en higado, rifidtn y branauias.

El enzima presenta en vertebrados tres tipos
diferentes de isoenzimas aue han sido definidos por
CARBONELL et al.(1973) vy aque, en peces, muestran
diferencias importantes en cuanto a cinética Y
distribucidn.

Los isoenzimas de misculo de peces presentan un
fuerte control por la F 1,6-P y cinética sigmbéide respecto
al PEP (ROBERTS y ANDERSON, 1985 ; JOHNSTON, 1975; MOON vy
HULBERT, 1980; RANDALL Yy ANDERSON, 1975; GUDERLEY vy
CARDENAS, 1980). La PK de higado de carpa muestra una
inhibicidén competitiva respecto al PEP por la fenilalanina
, alanina y valina. En higado de lenguado se han descrito
dos isoenzimas para la PK (PKI y PKII) con diferente peso
molecular y diferente Ko.s (6 mM para PKII y 3 mM para

PKI) (SAND, 1984). Este enzima requiere iones mono VY
bivalentes como moduladores positivos. SAED (1986)
encuentra gpa respuesta hiperbdélica para el K pero no

para el Mg y muestra curvas de actividad hiperbdlicas en
funcidn de la concentracién de PEP. En general estos dos
isoenzimas hepaticos estén sometidos a una menor
regulacidn. En algunas espécies no es activada por la Fap
como en la trucha (SOMERO y HOCHACHKA, 1968) Yy en 1la
anguila (MOON y HULBERT, 1980). En esta espécie, ademés,no
se ha encontrado ningan efector al que sea sensible, por
1o que se cuestiona el papel regulador de este enzima, que
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puede ejercerlo en otro tejido c¢omo el masculo rojo
(HULBERT y MOON, 1978). El pH &ptimo esté situado en 7 ¥y 8
(RANDALL Yy ANDERSON, 1975; JOHNSTON, 1975). La temperatura
también tiene un efecto modulador de la actividad PK
disminuvendo la Km con la temperatura (RANDALL y ANDERSON,
19755 GUPPY y HOCHACHKA, 1979) estando asociado este
efecto al valor del pH (ROBERTS y ANDERSON, 1985) aunaue
la modulaciodn térmica del resto de los efectores no es muy
patente, siendo estos igualmente activos dentro del rango
de temperaturas normales en el habitat del pez (SOMERC vy
HOCHACHKA, 1968). ‘

Glucosa 6 fosfato deshidrogesnasa (G6PDH D-glucosa
6-fosfato :NADP l-oxidoreductasa E.C.1.1.1.49.)

Cataliza la reaccidn de deshidrogenacidon de la glucosa que
es el primer paso de la wvia de las pentosas fosfato :

Glucosa 6-P + NADP —————) 6-fosfogluconato + NADPH

Este enzima actla en el punto donde la wvia de 1las
pentosas fosfato se separa de la glucolisis ¥y es uno de
los principales en la regulacidén del metabolismo de 1los
carbohidratos. Ademé&s participa en la formacidn de NADPH,
necesario en la biosintesis de 1lipidos, por 1lo que se
encuentran estrechamente relacionadas la sintesis de
&cidos grasos con la via de las pentosas fosfato.

El pH Optimo estéd entre 7.5-8.5 en higado de
barracuda (SHIMENC, 1982),rata (GLOCK y McLEAN, 1953) y en
otros muchos organismos tanto animales como vegetales; sin
embargo, en higado de trucha arcoiris el pH 6ptimo se
sitha entre 10.5-11.5 (SHATTON et al., 1971).

Los valores obtenidos en higado de barracuda para la
Km son de 4.5 x 10—U M para la G6FP ¥v 2 X 10—J para el
NADP,similares a los obtenidos en higado de rata (GLOCK vy
McLEAN, 1953). Por otra parte, el enzima muestra gran
especifidad en carpa, barracuda y seriolsas, por el NADP
como coenzima y apenas ninguna por el NAD. La actividad

38




2+ 2+ 2+ 2+ .
G6P-DH aumenta con el Mg , Ca Ba y Mn mientras

es completamente inhibida por el HgL , ¥ algo por el P0-4.

Este enzima ha sido detectado en celulas de varios
tejidos de diferentes espécies de peces mostrandose
siempre mayor actividad en higado (SHIMENO, 1982; NAGAYAMA
at al., 1972; NICHOLLS et al. 1976).En rifidn de seriola la
actividad también se mostré alta, aunque menos dque en
higado (SHIMENO, 1982).

£n el hepatocito se encuentra distribuido
mayoritariamente en la fracciodn soluble aundue presente
una peauefia fraccidn mitocondrial. : .

P . 2. 2. ~GLUCONEOGENESLS

En ausencia de hidratos de carbono en la dieta, la
glucosa ha de ser sintetizada a partir de un precursor,
principalmente piruvato, via gluconeogénesis. Esta ruta
biosintética es paralela a la glucolisis y varios pasos
son iguales, reversibles y catalizados por el mismo
enzima. Sin embargo hay tres pasos que son irreversibles,
responsables del control de esta ruta. Estos pasos son tla
conversidn del piruvato a fosfoenolpiruvato via
oxalacetato, desfosforilacidn de la fructosa 1,6-bifosfato
por la fructosa bifosfatasa, ¥y la desfosforilacidén de 1la
glucosa por la glucosa 6-fosfatasa (FIG 2.3.).

ta gluconeogénesis es un pProcesoc que requiere
energia. Sus niveles,medidos como incorporacidén de
lactato, parecen menores (3 a 5 veces] en hepatocitos
aislados de trucha (WALTON y COWEY, 1979 a) due los
hallados en higado de rata perfundidos (ROSS et al.,
1967).5in embargo, HAYASHI y OOSHIRO (1975) obtienen
valores similares de gluconeogénesis a partir de lactato,
en higado perfundido de rata y anguila.Estos resultados
probablemente se deben a diferencias intraespecificas muy
relacionadas, seguramente, con los habitos alimenticios de
cada espécie (MOSSE, 1980). MIGLIORINI et al. (1873},
encuentran que la incorporacidn de alanina en glucosa, via
gluconeogénesis, es el doble en el carnivoro puitre negro
que en el pollo. COWEY et al. (1977 a y b) y de la HIGUERA
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Y CARDENAS (1986) encuentran que ia actividad
gluconeogénica "in totum” de 1la trucha, medida por
incorporacidn de Cl%-alanina o Ci&—glutémico en glucosa,
se adapta a variaciones en el contenido protéico y de
hidratos de carbono,disminurendo 1la incorporacidn en
glucosa al aumentar el contenido en hidratos de carbono de
la dieta.

Los precursores mé&s frecuentes son el piruvato y el
lactato (procedentes del metabolismo de carbohidratos),el

glicerol (del metabolismo de &cidos grasos) ¥ los
aminodcidos gluconeogénicos, alanina principalmente,
serina, glicocola, glutamina y glutamico. Todos estos

sustratos necesitan de una transformacién previa hasta un
sustirato agque pueda seguir la ruta de formacidn de
glucosa,y sea diferente segln el compuesto de partida.

lLa glicocola y la serina se incorporan activamente a
la glucosa y glucdgeno (DEMAEL-SUARD et al., 1974; INUI et

al., 1978; ROWSELL et al.. 1979) y lo hacen de forma
semejante a mamiferos carnivoros y anfibios ; via piruvato
aminotransferasa,la glicocola ha de ser transformada

previamente en serina y ésta sufre una transaminacidn
hasta hidroxipiruvato que, en presencia de NADPH Yy
glicerato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.29),es transformado en
D-glicerato qus es fosforilado en presencia de ATP y de la
gliceratoquinasa a 2-fosfoglicerato aue puede seguir la
via gluconeogénica (WALTON y COWEY, 1979 b).Existe otra via
minoritaria iniciada por la serina deshidratasa
(E.C.4.2.1.13.) y aque es la habitual en ratas Y
vertebrados superiores.

El glicerol se incorpora a la gluconeogénesis a
nivel de 1la dihidroxiacetona pasando previamente por
g—-glicerolfosfato.

La biosintesis de glucosa, a partir de alanina vy
piruvato, es més complicada, pués estos entran a esta ruta
como piruvato,que ha de ser transformado en fosfoenol

" piruvato, con la intervencién de la piruvato carboxilasa

(de localizacidn exclusivamente mitocondrial) b4 la
fosfoenol—-piruvato carboxiquinasa, que tiene una fraccidn

40




citosdlica ¥ obra mitocondrial. E1 piruvato entra en la

mitocdhHndria, 1a piruvato carboxilasa actiia sobre él
transformandolo en oxalacetato,qus no pusde atravesar l=a
membrana mitocorndrial; en este punto puede ocurttir due sea
transformads en aspartatoe gue sale al citosol ¥ aqui =
transformnado de e VG en oxalacetato. La
fosfosnol-piruvato carboxiquinasa citosdlica lo

transformara en fosfoenol—- piruvato, o bién que sobre el
oxalacetato mitocondrial actde la PEPCK mitocondrial
pasandolo a PEF, aque puede salir al citosol.

La gluconeogénesis se realiza fundamentalmente en
dos drganos, higado y rifidn, que trabajarian coordinadamente
manteniendo la homeostasis de la glucemia.lLa capacidad
gluconeogénica de ambos Organos €5 similar,aunque el
aporte parece mayor en higado debido principalmente, a su
mayor tamano.

Uno de los puntos de control en la gluconeogénesis
es el paso de fructosa 1.6 bifosfato a fructosa ©6P. Esta
reaccion esta catalizada por la fructosa bifosfatasa,
fundamental en la regulacién gluccneogénica.

Fructosa 1,6 -~ bifosfatas a (FBP-asa E.C.3.1.3.11.

D—fructosa 1,6—-fosfato 1-fosfohidrolasa)

Fste enzima bha sido detectado et higado ¥y rifidn de
peces‘También se ha encontrado en midscule donde nNo hay
evidencia ds que existan importantes niveles de
gluconeogénesis (KNOX et al. 1980) .Dentro de la célula es
de localizacidn citosdlica.

La FBP asa es un enzima alostérico v, poi~ tanto,
moduladoe por varios factores. En mamiferos se han decrito
como efectores positivos la histidina (HERS y HUE, 1983) ¥
el citrato (TEJWANI, 1983) no existiendo noticias
bibliocgr&ficas de aue lo se?n en peces. También requiere
iones blvalentes comc el Mg y en carpa es necesaria la
presencia de Mn '. El Co = en peces, al contrario aue eéen
mamifergs, no actua sobre la actividad de 1la enzima.lLos
iones K vy h&i aumentan la actividad de la enzima de pec%f
aunque en carpa la presencia de estos iones junto con Mg
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inhibe la actividad FB8FP-asa [(NAGATHIMA et al.. 1289

Entire los 1nh3b1dores de la enzima destaca el PY e tind

aue en presencia de Mg " llega a inhibir la actividad al
100% en anguilas,65% e carpa ¥y 57% en truchea (NAGASHIMA
et al.1989 b).Su opi sustratoe puede actuar COmMoO
inhibidor (TAKETA y POGELL, 1965; BEHRISCH, 1%69) ungque &
concentracicones tan elevadas aque no  tiens significado
Hicldgice (BOITEAUX et a&l., 1980). Ctro inhibidor
ciasnmtemente detectadaos &n mamiferos s 1z Tructosa
Z.8-bifosfato (EICHARDS + UYEDA, 1980; EL-MAGHRABI =t =a1l.,
1921) que se encuentra smpliamente distribuida an la
i 27 eces  ;asi  como, SU

o
-@sa (GARCIA DE FRUTCS et

£l pH Sptimo es des 7.4, a pH menor d= 6 o se
detecta actividad (NAGASHIMA =t al., 1989 b}, a pH 8 se
mantiens del 60 al 80% de la actividad (SHIMENDO, 1982).

FEP-asa es un enzima dependiente de la temperatura vy
su Km disminuye con é&sta. Tambien presenta diferencias
segln la especise ¥y asi 25 C la Km para trucha es de 5.6

“M38.2 M para la anguila y 12.5 M para la carpa.

tFRF-zea presenta mé&sz  actividad en
i (SHIMENG, 19742
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Los lipidos tienen un importante papel en la
alimentacidn de los peces, tanto como transportadores de
sustancias no grasas (como vitaminas Lliposolubles), como
por ser fuente de &cidos grasos esenciales y energia,
sobre todo en carnivoros, due tan ineficazmente utilizan
los hidratos de carbono con fines energéticos. Asi la
adicidén de lipidos contribuye a una mejor utilizacidén de
la proteina reflejada en unas mejoras en el crecimiento de
los animales y en los indices de utilizacidn protéica: PPV
y CEC (de la HIGUERA et al., 1977a; TAKEUCHI et al., 1978
a; CARDENETE, 1985; CARDENETE et al., 1986; BEAMISH vy
MEDLAM, 1986). Tambié&n hay una disminucidn en la tasa de
excrecidn de amoniaco (ATHERTON y AITKEN, 1970; GARCIA et
al., 1981 b; CARDENETE, 1985) y del consumo de 0z (CHO et
al., 1982).

El efecto principal del ahorro de proteina, por
adicidn de lipidos a 1la dieta, va en funcién de la
sustitucion de una fraccidn de 1la proteina, que se
utilizaré& como fuente de eneggia o para la sintesis de
lipidos.




La proporcidn optima proteina/lipidos en dietas para
salménidos estd alrededor de 35% de proteina-15-20% de
lipidos,lo dque supone una reduccidn de los niveles de
proteina para esta proporcidn de lipidos del 48% al
35%,sin pérdida en la ganancia de peso (TAKEUCHI et al.,
1978 a). Manteniendo fijo el nivel de proteina al 35% vy
variando el de lipidos de un 5 a un 25% TAKEUCHI et
al. (1978 c¢) establece el nivel 6ptimo para la trucha en el
12% de lipidos, con mayores ganancias de peso y tretencidn
de la proteina Yy con valores O6ptimos de utilizacidn
nutritiva de la proteina sin aque se altere la
digestibilidad de las proteinas ni la de los lipidos. El
valor 6ptimo de la relacidn energia digestible /proteina,
para mé&ximo crecimiento, en la trucha, fué de 130, en base
a la medicidén de ED, relacidn bastante m&s alta que las
obtenidas para trucha de arroyo (PHILLIP et al.1966
;RINGROSE, 1971), trucha arcoiris (LEE y PUTMAN, 1973;
ZEITOUN et al., 1973), pez gato (GARLING y WILSON, 1976) ¥
seriola (TAKEDA et al., 1975).

£n rodaballo,BROMLEY (1980) obtiene un mayor ahorro
de proteinas en los animales que tomaban la dieta alta en
lipidos (6%) alimentados a 3/4 partes del nivel de
saciedad incorporando un 42% de la proteina dietaria a las
proteinas corporales , frente al 32% que incorporan los
alimentados con la dieta control (0.5% lipidos).

Por el contrario,la inclusidn de un alto porcentaje
de lipidos en la dieta puede presentar acumulos lipidicos
en distintas fracciones corporales del animal (de 1la
HIGUERA et al., 1976, 13977 b, 1979; REINITZ vy HITZEL,
1280; GARCIA et a3l., 1981 a; LEGER, 1981), si bién los
depdsitos no solo dependen de la adicidn de lipidos a la
dieta, sino del propio nivel energético de é&sta y de 1la
ingesta calérica total (de la HIGUERA et al., 1977 b;
BUCKLEY y GROVES, 1979; CARDENETE et al., 1987). De todas
formas, estos acumulos parecen no alterar las propiedades
organolépticas de estos animales (de la HIGUERA et al.,
1977 b).
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Los numerosos trabajos existentes demuestran que los
requerimientos de AGE varian considerablemente con la

espécie.

En un principio NICOLAIDES ¥ WONDAL (1962}
observaron en salmén chinook una perdida de pigmentacidn
si se alimentaban con dietas deficientes en 18:3w03 v
18 : 26 .

En los trabajos realizados en pez gato, de aguas
templadas, se observa que tienen unas bajas necesidades de
AGE, pués en dietas libres de grasa no aparecen sintomas
de deficiencia, aunque si se aprecia una reduccidn del
crecimiento. STICKNEY y ANDREWS (1972) obtienen mejores
tasas de crecimiento en estos peces cuando son alimentados
con dietas suplementadas con grasa de vacuno, aceite de
oliva y triglicéridos de aceite de pescado dque en los
peces alimentados con dietas aque contenian aceite de
girasol (alto en 18:2w 6),aceite de linaza (rico en 18:3w
3). La carpa, también de agua templada, resultd tener unas
necesidades de &cidos grasos muy similares a las del pez
gato (WATANABE et al., 1975 a) cuando se usaron peces de
2.5 gr de peso, sin embargo cuando se usaron carpas de
0.65 gr para los ensayos alimentandolas durante 4 meses
con dietas libres de grasa, se demostrdé claramente el
caracter esencial del 18:3w3 y 18:2w6 para estos peces
(WATANABE et al., 1975 b; TAKEUCHI y WATANABE, 1977 a)
obteniendo los mejores resultados cuando se incorporaban a
la dieta en un 1% para el 18:3w3 y para 18:2w6. gtro pez
de agua caliente como es la anguila japonesa presenta unas
necesidades de AGE similares a las de la carpa, pero a
nivel més bajo: 0O.5% para cada uno de ellos (TAKEUCHI et
al., 1980).

En peces de agua fria, como la trucha, CASTELL et
al. (1972 a) obtienen las mejores tasas de crecimiento e
indices de conversidén en las truchas alimentadas con 1% de
18:3w3. La adicidn de 18:2w6 a dietas deficientes mejoraba
el crecimiento pero aparecian sintomas de deficiencia.
Estudios de estos mismos autores sobre el metabolismo
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lipidico determinaron definitivamente, el caréacter
esencial del 18:3w3 para la trucha (CASTELL et al., 1972
bl. Los niveles O6ptimos de este &cido graso estan
comprendidos entre 0.8-1.6% de 1a dieta. Niveles
inferiores al 0.5% provocan la aparicidon de sintomas de
deficiencia. TAKEUCHI y WATANABE (1977 b) observaron que
las necesidades de &cidos grasos esenciales (18:3w3)
varian con la proporcidn total de lipidos en 1la diets,
sugiriendo que las necesidades de AGE se expresen comno
porcentaje de los lipidos de la dieta.

La adaptacidn a la salinidad parece no afectar los
requerimientos de AGE en el salmén chum (WATANABE vy
TAKEUCHI, 1982 b) cuyas necesidades de AGE resultaron ser
similares a las de la carpa : 1% de 18:2w 6 y 18:3Ww 3.

Sin embargo,en los peces de aguas marinas célidas
como el besugo,; la seriola y el sardgo, la necesidad de
18:3w3 "per se” no es tan importante como para los peces
de  agua dulce (YONE vy FUJII, 1975; FUJII ¥ YONE,
1976 ; YONE, 1978).- Los mejores resultados para los
paraémetros sanguineos y nutricionales medidos en seriola vy
besugo se obtuvieron en los animales alimentados con
dietas que contenian &cidos grésos polisaturados de 1la
serie w3 frente a los alimentados con dietas ricas en
acidos grasos de la serie w6 (FURUKAWA et al., 1966;
TSUKAHARA et al., 1967). YONE (1978) propone aqaue los
&cidos grasos polisaturados de  cadena larga (HUFA) son
esenciales en la nutricidén de peces marinos, siendo las
necesidades del besugo del 0.5% de la dieta para los ®3
HUFA. En peces de agua dulce como la trucha, carpa Yy
anguila la fraccibén corporal de w3 HUFA aumentaba cuando
eran alimentados con 18:3w3 mientras que en los peces
marinos como la platija (OWEN et al., 1972) y el besugo
(FUJII et al., 1976) no ocurria esto, concluyendo que 1los
peces marinos presentaban una menor capacidad de
elongacidn y desaturacidn del 18:3w3 que los de agua
dulce, (FUJII et al., 1976), aunque el rodaballo mostréd
cierta capacidad de elongacidn y desaturacidén (OWEN et
al., 1975). Mas tarde YAMADA et al. (1980) encontraron aque
trés la administracidon de 18:3w3 marcado los peces marinos
incorporaban al 22:663 un 4.8-0.9% de 1la radiactividad
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total, mientras que en la trucha el nivel de incorporacidn
da radiactividad era del 3.6 al 14.5% .

La biosintesis de &cidos grasos tiene dos vias
diferentes y complementarias,la sintesis de nove a partir
de acetil-CoA y la elongacidn y desaturacidn de una cadena
ya existente.

La sintesis de &cidos grasos en peces es similar a
la descrita para aves y mamiferos (HANSEN y KNUDSEN,
1381). El1 acetil-CocA es carboxilado, por la acetil-CoA
carboxilasa, y transformado en malonil-CoA.La biosintesis
comienza con un aceptor comn,el acetil-CoA,el proceso de
sintesis se 1lleva a caboc gracias al complejo &cido
graso-sintetasa formado por siete enzimas unidos a la
proteina portadora de acilos (ACP]). lLos grupos acilos,
necesarios para la sintesis, son aportados por el
acetil-CoA y el malonil-CoA y los hidrdgenos por el NADPH.
Esta primera fase es citoplasméatica, se activa con el
citrato y requiere la presencia de NADPH (FIG 2.4.).

FIG. 2.4 z Principales rutas del metabolismo de los
lipidos (RUIZ-AMIL, 1987).
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La elongacidén y saturacidn de los &cidos grasos es
de localizacidén intramitocondrial.bLa elongacién de una
cadena de &cidos grasos ya existentes se lleva a cabo por
sucesivas adiciones de acetil-CoA,con gasto de NADPH Yy
NADH, a esta cadena. El sistema enzima@tico que interviene
es el mismo que para la [S-oxidacidn, pero Tfuncionando en
sentido inverso, y,cdmo en vertebrados,carece de las
desaturasas (A12 y £15) necesarias para 1la sintesis de
18:2006 ¥y 18:3Ww3.

La elongacidén de la cadena de &cidos grasos, por
adicién de unidades de dos carbonos, ha sido demostrada en
carpa (FARKAS y CSENGERI, 1976; FARKAS et al., 1978, 1980)
anguila (HANSEN y ABRAHAM, 1983) ¥ tzgcha (HAZEL vy
PROSSER, 1979) tras la administracidon de C -acetato.

Los lipidos corporales de peces , sobretodo los que
consumen dietas naturales, son generalmente ricos en
acidos grasos polinsaturados de los cualgf la mayor parte
es de la serie w3 la administracidn de C 18:3w3 a peces
pone en evidencia la facilidad de los peces de agua dulce,
en general, Yy de la trucha, en particular, Y la
incapacidad de las espécies marinas de elongar y desaturar
el 18:3w 3 hasta Czo o Czz HUFA (KANAZAWA et al., 1979;
OWEN et al., 1975; YAMADA et al., 1980). Incluso en salmdn
vy trucha numerosos autores han demostrado 1la posibilidad
de conversidon de los 18:2wé6 & 18:3w3 a C20 & Cz2z HUFA de
las series w3 y wé (TAKEUCHI y WATANABE, 1982 a; TAKEUCHI
et al, 1979; WATANABE et al., 1974 a y b)) y KAYAMA et
al. (1963) en gupi y rodaballo han demostrado que el 20:5w3
puede ser transformado en 22:6w3, aunque los enzimas
necesarios son escasos (BELL et al., 1985 a y b). El grado
de insaturacion de los &cidos grasos componentes' de las
membranas celulares en poiquilotermos, como los peces,
estan inversamente relacionado con la aclimatacidén a 1la
temperatura (HAZEL y PROSSER, 1974). NINNO et al. (1974)
demostraron la presencia, en los microsomas del higado de
Pimelodus maculatus, de A9 ,A6 y AS desaturasas, due les
permite alargar y desaturar las cadenas 18:3w3 y 18:2w6 vy
propone que al bajar la temperatura del agua aumente su
actividad , 1o que, posteriormente fue demostrado por De
TORRENGO y BRENNER (1976) en Pimelodus maculatus mantenido
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a 14-15C y a 29-30°C. En truchas aclimatadas a 5C°

aparece el 18:3w3 como sustrato preferente para la
elongacidn y desaturacidn, seguido del 18:2wé6 y del 18:1w9
(SELLNER ¥y HAZEL, 1982).

Tanto los procesos de elongacidén-desaturacidn vy
formacidn de nove de é&cidos grasos,necesitan gran aporte
de equivalentes reductores,NADPH & NADH, cuyo suministro
est& cubierto por la via de las pentosas fosfato
(HOCHAKCHKA, 1967; FRIED y SCHREIBMAN, 1972; NAGAYAMA et
al., 1972). En este sentido, LIN et al.(1977 a,b y c¢)
determinaron 1a actividad de la &cido graso
sintetasa,enzima citrato-liasa , enzima mélico , glucosa 6
fosfato- deshidrogenasa, 6 fosfogluconato deshidrogenasa y
NADP—-isocitrato deshidrogenasa, en higado de salmdn
coho,comprobando que en las dietas de alto contenido
glucidico se incrementaba la actividad de estos enzimas,
mientras que el ayuno y las dietas de alto contenido graso
provocaban un descenso de la actividad de los enzimas
lipogénicos. Estos resultados coinciden con los obtenidos
para higado de otras espécies como vellow tail (SHIMEND et
al., 1981), trucha (JURSS et al., 1985) que adema&s no
detectaron variaciones en la actividad con cambios en la
salinidad. .La temperatura parece no ejercer algun efecto
sobre la lipogénesis y los enzimas sobre 1la glucosa
6—fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
NADP-isocitrato deshidrogenasa Y NADP-malato
deshidrogenasa, ni sobre la sintesis total de lipidos o el
contenido de NADP o NADPH en higado de trucha (BALWIN vy
REED 1976 a). '

La capacidad de sintesis de &cidos grasos de
diferentes tejidos, se ha determinado por los niveles de
enzimas y la incorporacidn de radiactividad a &acidos
grasos procedentes de precursores de bajo peso molecular.

En salmén coho la actividad ATP-citrato liasa,enzima
m&lico,glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa Yy &cido graso
sintetasa fueron mayores en higado que en tejido adiposo
(LIN et al., 1977 a y b). Lo mismo ocurrid en pez gato
(LIKIMANI y WILSON, 1982) y en anguila cuando se compard
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con tejido adiposo y mlsculo por lo que se considera el
higado como el &rgano principalmente responsable de 1a
sintesis de &cidos grasos (ASTER y MOON, 1981). Sin
embargo, cuando los niveles de incorporacidn de sustratos
marcados se expresa en términos de ADN, solo para la
C14~alanina fué mayor en higado que en tejido adiposo. Si
consideramos el ADN como indice del nlmero de cé&lulas,
estos datos sugieren qgque la velocidad de sintesis de
&cidos grasos es similar en hepatocitos y adipocitos, si
bién el higado tiene aproximadamente 25 veces més ADN que
el tejido adiposo por unidad de peso, por lo que se
considera el higado como el tejido de mayor produccidn de
&cidos grasos y el tejido adiposo el de mayor capacidad de
esterificacidn de Clq~pa1mitioo en trigl%geroles Y de
mayor capacldad de incorporacidn de C -—-glucosa al
glicerol (HENDERSON y SARGENT, 1981) lo que indicaria que
estd adaptado para el actmulo de lipidos. La distribucidn
del tejido adiposo varia con las espécies, en la trucha
aparece rodeando las visceras, en el arenque y la caballa
se dispone en depbdsitos subcuténeos que a veces penetran
hasta el mlsculo.Otras espécies, como el bacalao, acumulan
trigliceridos en el higado.

El hecho de que la dieta, de numerosas espécies de
peces, sea rica en proteinas, Jjunto con la baja wvelocidad
de oxidacidn de la glucosa, comparada a la de los
aminoaécidos, en trucha (LIN et al., 1978) y carpa (NAGAI e
IKEDA, 1972) ¥y que los enzimas implicados en la conversiodn
de los amino&cidos en intermediarios del ciclo TCA, sean
activos en peces (WALTON y COWEY, 1982), hace pensar que
los carbonos, derivados de los amino&cidos, sean
incorporados al citrato que,por accidn de 1la ATP-citrato
liasa, generard& acetil-CoA, sustrato de 1la acetil-CoA
carboxilasa. Sin embargo, en algunas espécies de
peces,como la trucha arcoiris (BALDWIN y REED, 1976 b) vy
pez gato (LIKIMANI y WILSON, 1982} no ha sido detectado
eife enzima vy la no incorporacidén de radiactividad del
C -aspartato, en los &cidos grasos hepaticos de anguila
americana (RENARD y MOON, 1980}, hace que ASTER y  MOON
(1981) piensen que la fuente de carbono aque usan estas
espécies para la sintesis de &cidos grasos, no requiera al
citrato como precursor e indican que seria el acetato,
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originado a nivel intestinal. el que actuaria como
pirecursor en la sintesis de &cidos grasos en estas
espécies.

2. 3. 3. 2. ~CATABOLISMO LIPIDICO

En mamiferos, los lipidos movilizados son
transportados al higado donde son oxidados en lugar de los
carpohidratos para obtener energia . Puede ocurrir que los
niveles de suministro y f3~oxidacidén saturen la capacidad
oxidativa del ciclo TCA ¥y no se pueda degradar todo el
acetil-CoA y este se transforma en cuerpos cetdnicos
(acetoacetato y 3-hidroxibutarato) . Los cuerpos cetdnicos
formadoz en el higado son captados por otros tejidos donde
se reconvierten en acetil-CoA , que puede ser oxidado, via
TCA, o usado como sustrato lipogénico (WILLIANSON, 1981).

Al contrario aque en mamiferos, en peces, tanto
marinos como de agua dulce.no se ha detectado actividad
3-hidroxibutarato deshidrogenasa; sin embargo, se aprecian
niveles altos de actividad para la 3—-oxoacid-CoA
transferasa (McGARRY y FOSTER, 1980; ZAMMIT et al., 1979).
Para explicarlo ZAMMIT et al., (1979) proponen que la alta
actividad de 1la 3-oxoacid-CoA transferasa reduce los
niveles de formacidn de cuerpos cetdnicos, transformando
el acetoacetil en acetoacetil-CoA que inhibe & la HMG-CoA
sintetasa y a la acetoacetil-CoA tioclasa. De este modo,
todo el acetoacetil-CoA formado es transformado en
acetil-CoA, aque puede ser oxidado, manteniéndose los
cuerpos cetdbnicos muy bajos.

La oxidacidn mitocondrial de los &cidos grasos en
peces es esencialmente la misma aque en mamiferos,los
&cidos grasos entran en la mitocdéndria como acilcarnitina
y, posteriormente, son oxidados via {3-oxidacidn y TCA para
obtener ATP.(FIG 2.4.)

La dieta natural de las espécies pelBgicas incluidos
el arenque y la caballa,son ricas en ceras esterificadas
con gran cantidad de alcoholes grasos del tipo 22:1wll vy
20:1:9. Estos son transformados en &cidos grasos por una
deshidrogenasa microsomal, con formacidn de NADH, e
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incorporados a& los triacil-gliceroles en la mucosa
intestinal (BAUERMEISTER y SARGENT, 197%9). En truchas
alimentadas con una dieta con gran cantidad de 22:1w11l
solo aparecen estos en un 8% del total de lipidos del pez
(HENDERSON et al., 1982). YU et al. (1977) obtienen
resultados similares sin encontrar gran cantidad de estos
formando parte de los fosfolipidos de membrana, por lo que
suponen deben ser usados especificamente como fuente de
energia. Estos mismos autores al comparar la velocidad de
oxidacién mitocondrial, en higado de trucha (n viliroe, de
diferentes &cidos grasos,conprobaron que la velocidad de
oxidacisén para el 12:0 es solo dos veces mayor que para el
22:6w3. En truchas alimentadas con una dieta que contenia
7.6% de los lipidos totales como 22:1wll, los niveles de
oxidacidén para 16:0-carnitina y 22:1wll-carnitina son
iguales, mientras que en mamiferos existe una clara
preferencia por los derivados de la carnitina de cadena
corta (Cio a Ci4) (ALEXON y CANNON, 1984), lo aque delia
entrever que la trucha vy, probablemente los peces en
general, son capaces de utilizar una mavyor gama de &cidos
grasos para su oxidacidén que los mamiferos (HENDERSON vy
TOCHER, 1987)

La aparente retencidon durante la movilizacidn de
lipidos, de los HUFA podria asegurar su papel como
constiturventes fundamentales de los fosfolipidos de
membrana, mientras aqaue los monosaturados, que son
facilmente movilizados, adem@s de ser buén sustrato de la
i—oxidacioén, son utilizados como fuente de energia.

La existencia de peroxisomas fué demostrada en carpa
(GOLDENBERG et al., 1978) en dorada ( BERGOT y FLECHON,
1970) y su capacidad de oxidar &cidos grasos fué puesta en
evidencia al obtener actividad para la palmitoil-CoA
oxidasa perixisomal, aunque en niveles muy bajos ¥y no
aumentando en truchas alimentadas con una dieta rica en

22:1w1l (activador de 1la P-oxidacidn perisomal en
mamiferos) (HENDERSON et al., 1982). Sin embargo, un
desbalance entre los &cidos grasos de cadena larga

monosaturados vy los HUFA parece inducir su activacidon
(HENDERSON y SARGENT, 1984 ;HENDERSON et al. 1982), siendo
los &cidos grasos saturados el sustrato preferencial de la
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7 oxidacidn perixomal en higado de trucha (HENDERSON vy
SARGENT, 1985).

De todas formas los niveles de oxidacidn peroxisomal
del palmitoil-CoA son mucho menores dque la actividad
mitocondrial de la carnitina palmitoil transferasa
(HENDERSON ¥ SARGENT, 1985). Asi la F-oxidacidn
peroxisomal supondria solamente una pequefia contribucidén a
la degradacidn de los &cidos grasos en peces y, como en el
caso de los mamiferos, en condiciones fisioldgicas
normales la mayor parte de la oxidacidn se haria en la
mitocondria.

4 ~TAS T , - - CTAG «
SA-EFECTOS DE LA INGESTION DE DIETAS e ALTO
CONTENIDG PRQTEICO

El suministro a peces de una dieta con un elevado
porcentaje de proteinas conlleva una serie de efectos,va
estudiados por numerosos autores, siendo los més aparentes
un aumento del peso del animal, paralelo al aumento del
porcentaie de proteina en la carcasa (AUSTRENG y REFSTIET,
1979) y en el higado (COWEY et al., 1974; WALTON, 1986),
adem&s de un aumento del total de fosfolipidos hepéticos.

WALTON (1986) encuentra que truchas alimentadas con
una dieta rica en proteinas y de bajo contenido en
hidratos de carbono (HP/LC) presentan unos niveles altos
amino&cidos en sangre, frente a wuna baja proporcidén de
glucosa, adem&s de un bajo indice hepatosomé&tico y bajos
niveles de glucdgeno hepético; sin embargo, este mismo
autor en otros trabajos (WALTON et al., 1982, 1984 b)
encuentra que,en dietas con un alto porcentaie de
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amino&cidos cristalinizados, aumenta la relacidn
hepatosomatica asi como el contenido de glucdgeno en
higado, por lo que, en este sentido, parece ser dque el
metabolismo de un amino&cido puede estar afectado por 1la
forma en aue esté& presente en la dieta.

Otra consecuencia importante de la administracidn de
una dieta rica en proteinas es el aumento de amino&cidos
libres en los tejidos.Esta relacién fué estudiada por NOSE
(1972) y ZEBIAN (1977),auienes, efectivamente, encontraron
gue existe una correlacidn positiva entre los aminoécidos
dietarios y la proporcidn de aminoacidos 1libres en los
tejidos, si bién la proporcién de estos en tejidos va a
depender de la proporcidn de aminocécidos esenciales V¥
aminocdcidos no esenciales que contenga la dieta, de manera
que cuando se comen niveles de amino&cidos esenciales por
encima de las necesidades aumenta la oxidacidn de estos,
ya que el exceso seréa desviado hacia otras vias diferentes
a la sintesis de pboteina, mientras aue si la
concentracidn es baja se wutiliza para sintesis de
proteina, como ya se ha tratado en el aparado 2.1.4.2.,
esto se ha comprobado en pez gato (WILSON et. al., 1977;
HARDIN et.al., 1977) ¥y en trucha (KAUSHIK, 197%9]) aunaue en
los trabajos hechos sobre el efecto de diferentes niveles
de amino&cidos en la actividad de los enzimas hepéticos
iniciadores del catabolismo aminoacidico parece no
afectarla , asi , en trucha arcoiris la variacidén de los
niveles dietarios de triptéfano, lisina y arginina no tuvo
efectos significativos sobre la actividad en higado de
tript6éfano pirrolasa, lisina-g-cetoglutarato reductasa vy
arginasa respectivamente (WALTON et al., 1984 a vy b)
mientras que en ratas un aumento del nivel protéico de la
dieta provoca un aumento de la actividad de estos enzimas
(MURAMATSU et al., 1984). Sin embargo, WALTON (1985),
WALTON et al. (1984 a ¥ b ; 1986) encuentran que a pesar
dgﬁno aumentar la actividad enzimatica la pquuccién de
C 0z a partir de una dosis inyectada de C -amino&cido
tiende a mantenerse baja en peces alimentados con niveles
de amino&cidos esenciales inferiores a las necesidades vy
aumenta cuando el nivel se sobrepasa.
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COUWEY et al., (1981), trabajando con dietas en las
que varia la cantidad y calidad de la proteina observd que
cuandoe la proteina es de alto wvalor bioldgico es
fundamentalmente destinada a la sintesis de nuevas
estructuras,mientras que una proteina con un nivel elevado
de amino&cidos gluconeogénicos aumentaréd la sintesis de
glucosa ¥y, por tanto, los depdsitos de glucdgeno hepitico.

Por qQltimo, otro efecto importante en peces
sometidos a esta condicidén nutritiva es el aumento de la
excrecidén de amoniaco, ya que los aminoécidos que no han
sido utilizados para la sintesis de proteinas y que se
emplean como fuente de energia o sustratos
gluconeogénicos,han de ser desaminados por los mecanismos
ya expuestos en el apartado 2.1.4.1. con el consiguiente
aumento en la excrecidn de amoniaco.

La degradacidn de los amino&cidos, provenientes de

la dieta o de la ruptura de las proteinas
enddgenas, comienza con una desaminacidn en la que, segln
el esquema propuestoc por BRAUNSTEIN (1957), la primera

reaccidn estaria catalizada por una transaminasa vy la
segunda por la GDH; estas enzimas se encuentran presentes
en casi todos los tejidos, pero tienen actividad wm&xima en
higado,rifidn ¥y miasculo (STIEBER Y CVANCARA, 19773
SALVATORE et a21., 1965; BELL, 1968; VAN WAARDE, 1981),si
bién parece el higado el o6rgano con mayor produccidn de
amoniaco ¥, por esto, es el de mayor capacidad de
desaminacidén en los peces (PEQUIN vy SERFATY, 1963;
GOL.DSTEIN et al., 1964; McBEAN et al., 1966). Sin embargo,
los resultados obtenidos para la actividad transaminasa en
higado de wvarios peces, en relacidn al contenido en
proteina de 1la dieta, son contradictorios (TaBLA
2.2.).RUMSEY (1981) y NAGAI e IKEDA (1972) encontraron, en
general, poca adaptacidn en la actividad de los enzimas
cataliticos del metabolismo protéico a cambios del nivel
de proteina en la dieta. COWEY et al. (1974), en platijas
alimentadas con una dieta al 50% de proteina, frente a
otra al 20%, tampoco encuentran un aumento significativo
en la actividad AAT, GOT y GDH (expresados en unidades de
enzima hep&tico total / 100 g de pez) por lo que sugiere
que factores de tipo cinético o alostérico pueden ser més
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importantes, en el control del catabolisme aminocacidico,
que el nivel total de enzimas. WALTON (1986) determiné la
actividad arginasa, histidasa, leucina aminotransferasa,
GPT, GoT, treonina-DH, y GDH vy aunque, en general,
mostraron poca tendencia a adaptar su actividad a cambios

ern la proteina dietaria, si se detectd un aumento
significativo en la actividad GPT, GOT, GDH y trionina-DH
en las truchas alimentadas con una dieta alta en

proteina/baja en carbohidratos frente a las alimentadas
con una dieta baja en proteina/ alta en hidratos de
carbono, resultados que concuerdan con los obtenidos por
ALEXIS y PAPAPARASKEVA -PAPQUTSOGLOV (1986) para GOT y GPT
medidas en pez gato alimentado con dietas en las que se
varia la proporcidn de hidratos de carbono y proteinas. En
la TABLA 2.2. se reflejan los datos obtenidos por
diferentes autores en peces alimentados con una dieta alta
en proteina y baja en carbohidratos frente a otra baja en
proteina alta en carbohidratos.

En cuanto a la influencia en la actividad GOT, GPT vy
GDH, de la calidad y cantidad de 1la proteina, DEAN et
al.(1985) para pez gato aportaron los siguientes
resultados: en cuanto a la cantidad, la actividad GOT, GPT
Yy GDH aumenta con el nivel de proteina en la dieta; sin
embargo, al aumentar la calidad protéica parece aque 1la
Gnica enzima que aumenta su actividad es la GOT, debido,
probablemente, & que cataliza reacciones que intervienen
en la sintesis de proteinas purinas y purimidinas y por su
relacidn con el metabolismo energético aportando NADH. Por
el contrario, GPT disminuye su actividad con el aumento de
la calidad de la proteina pués esta enzima estd asociada a
la gluconeogénesis (MASTERS y HORGAN, 1962; MURAMATSER vy
ASHIDA, 1962; ROSEN et al., 1959}, ademéas de estar
implicado en el transporte de grupos amino por la alanina
desde el miasculo esquelético al higado (CORNISH et al.,
1978).

La disparidad de 1los datos obtenidos por los
diferentes autores,asi como el diferente comportamiento de
los enzimas estudiados, puede ser debido a distintas
causas.Para algunos autores el comportamiento adaptativo
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TABLA 2.2.-Efectos de la administracidn de una dieta
alta en proteinas /baja en hidratos de carbonoc comparados
con los de una baja en proteinas J/alta en hidratos de
carbono sobre la actividad de varios enzimas hepé&ticos, de
diferentes especies de peces.

Enzima Modificacidbn-Ref. Especie
AAT o_1 platija
0_2;+_2,3 trucha
Arginasas +_4 carpa
Q_5 salmon
a_6 trucha
GOT 0_1 platiija
0 2,65;+_2 trucha
GDH 0_1 platiia
0_5 salmon
0_3;+-3 trucha
Histidasa 0_3,6 truchsas
+_7 caballa
LeuAT 0_5 salmdn
a_8 carpa
SerAT 0_3;+_6 trucha
Hexokinasa 0_2,11 trucha
PFK -_3,12 trucha
PK -_12;—-_2,3,6,11.13 trucha
FbPasa +_10 seriola
+_3,6,11,13 trucha
PEPCK +_2,3,11,13 trucha
G6FPDH -_4 carpa
-_2,13 trucha
Ref.— 1. COUWEY et al., (1974); 2. ABEL etal., (1978): 3.

WAL TON, (1986); 4. SHIMENO et al., (1981); 5. RUMSEY,
(1981); 6. COWEY et al., (1981); 7. SAKAGUCHI y KAWAI,
(1970); 8. ZEBIAN y CREACH, (1979); 10. SHIMENO, (1974);
11. COWEY et al., (1977 a); 12. FIDEU et al., (1983); 13.
HILTON y ATKINSON, (1982).
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de los enzimas catabolizantes del metabolismo.aminoaoidico
es comparable a lo aue ocurre en mamiferos,pués en é&stos
parece estar relacionado, en gran medida, con los haéabitos
alimenticios de cada espé&cie; omnivoros Yy herbivoros
parece que pueden adaptar la actividad de estos enzimas
segln los niveles de proteina de la dieta, mientras aque
los carnivoros, como el gato,que seria el caso de
numerosas espécies de peces, parece no sufrir grandes
adaptaciones en la actividad transaminasa al wvariar la
cantidad de proteina, debido, probablemente, a la gran
afinidad que presentan estos enzimas por su sustrato, que
les permite mantener una elevada tasa de desaminacidn sin
aumentar la cantidad de enzimas hepé&ticos (WALTON ¥y COWEY,
1979 b).

La utilizacidn la proteina como fuente de enetrgia
podria estar determinada geneticamente, por lo adue parte
de la proteina ingerida en la dieta es desaminhada Yy su
metabolismo se dirige hacia la obtencidn de energia,
independientemente de la proporcidn de proteina en la
dieta. Aunque , otro factor a tener en cuenta es la
energia disponible para el pez; en truchas alimentadas con
dietas que mantienen constante el nivel de proteina vy
aumentan el de lipidos se observa una disminucidén de la
actividad AAT (De la HIGUERA et al. 1977 a), al existir
menor utilizacién catabsdlica de la proteina por el aporte
energético extra que suponen los lipidos en la dieta.

CA4Z-INFLUENCIA DE LA INGESTION  DE  UNA  DIETA  DE
ALTO CONTENIDO EN HIDRATOS DE CARBONO

Los aminoécidos pueden ser degradados para la
obtencidn de energia. Parte de ellos, los aminoAcidos
gluconeogénicos, producen piruvato u otro metabolito
intermediario del ciclo TCA, que pueden ser transformados
en glucosa o seguir la ruta degradativa hasta la obtencidn
de CO2z2, H20 y energia.Basa&ndose en esto y en la necesidad
de algunos tejidos de utilizar glucosa, como sustrato
energético, numerosos autores han estudiado la posibilidad
de la sustitucidébn de la proteina por hidratos de carbono
en la dieta; sin embargo,la lenta velocidad de oxidaciodn
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de la glucosa (LIN et al., 1978; COWEY y SARGENT, 1979),
el poco control aque ejercen estos animales sobre la
regulacidén de la glucemia (PALMER y RYMAN, 1872; BERGOT,
1979 a) v, en general, la baja digestibilidad de 1los
hidratos de carbono {SINGH ¥y NOSE, 1967; PHILLIPS ¥
BROCKAWAY, 195%),hacen que niveles superiores al 14-20% de
la dieta (BUHLER y HALVER, 1961; HILTON y ATKINSON, 1982)
no sean eficazmente aprovechados por la mayoria de las
espécies estudiadas.

Los datos obtenidos sobre la actividad transaminasa
en higado,de diferentes espécies de peces alimentados con

una dieta rica en hidratos de carbono, son
contradictorios. En platija, COWEY et al., (1974), no
detectaron cambios en la actividad transaminasa. En la

trucha, cuando la proteina es sustituida por almidon de
maiz gelatinizado (PIEPER y PFEFFER, 1979; ABEL et al.,
1978), aparece un descenso en la actividad 60T vy GPT.
WALTON (1986), también obtiene una disminucidn de 1la
actividad GPT, GDH y treonina-DH, en truchas alimentadas
con una dieta de alto contenido glucidico Yy bajo en
proteinas, (LP/HC), frente a las alimentadas con la dieta
contraria, (HP/LC) y ALEXIS y PAPAPARASKEVA-PAPOUTSOGLOV
(1986) obtuvieron resultados similares en Nugil capito.
Por otra parte,la gluconeogénesis "in totum”, a
partir de amino&cidos marcados, en truchas alimentadas con
una dieta rica en carbohidratos se inhibe
significativamente (COWEY et al., 1977 a; de la HIGUERA ¥y
CARDENAS, 1985). Esto, Jjunto con los datos enzim&ticos
antes citados parece indicar que existe cierta desviaciodn
de la proteina con fines de crecimiento y reposicidén de
estructuras,cuando se sustituye parte de la proteina
dietaria por hidratos de carbono, aunque HILTON vy
ATKINSON, (1982), encuentran que se mantiene la
incorporacidén de C de alanina en C4i-glucosa plasmatica,
al aumentar los niveles de hidratos de carbonc en la
dieta. Estas diferencias entre los resultados obtenidos
por, HILTON y ATKINSON, (1982) y De la HIGUERA y CARDENAS,
(1988), las explican estos Gltimos en base a los
diferentes niveles de proteina en la dieta, ya que HILTON
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y ATKINSON trabajan con dietas de igual contenido en
nitrdgenc mientras aque De la HIGUERA vy CARDENAS lo
hicieron sustituyendo isoenergéticamente la proteina por
hidratos de carbono; si aceptamos aue sea el nivel de
amino&cidos disponibles en vez del de hidratos de carbono,
el factor mé&s importante de control gluconeogénico (De la
HIGUERA y CARDENAS, 1985).

.

£l efecto favorable aque ejerce 1la suplementacidn
lipidica en la dieta ha sido constatado y cuantificado por
numerosos autores y hoy dia, no existe duda sobre los
beneficios que reporta su adicidén a la dieta sobre la
mejor utilizacién de la proteina dietaria.lLos valores
obtenidos para los indices CEC y PPV (De la HIGUERA et
al., 1977 a; TAKEUCHI et al., 1978 a; CARDENETE et al.,
1986; BEAMISH y MEDLAND, 1986), la disminucidn en la tasa
de excrecidén de amoniaco (ATHERTON y AITKEN, 19703 GARCIA
et al.1981 b; CARDENETE, 1985) y la disminucidon en el
consumo de 0z (CHO et al., 1982) confirman esta mejor
utilizacidén de la proteina con fines de crecimiento. Sin
embargo, & nivel metabdlico, estos efectos sobre 1la
utilizacidén nutritiva de la proteina no se reflejan
claramente,al contrario de lo que ocurre en mamiferos
(KREBS, 1972; FREEDLAND y SZEPESI, 1971). De la HIGUERA et
al., (1977 a) encontraron una disminucidén significativa en
la actividad AAT hepatica, mientras que la GOT no parece
afectarse, con el aumento de lipidos en la dieta,
manteniendo aproximadamente constante el nivel de
proteinas. JURRS, (1981 a) obtuvo también una clara
disminucidn en la actividad AAT hepética cuando disminuye
el nivel de proteinas y aumenta el de lipidos; sin
embargo, en rifidn parece que no se afecta la actividad
para GOT, AAT ni GDH (JURRS et al., 1984). La disminucidn
de actividad AAT, al aumentar el contenido graso de Ila
dieta, puede ser debida a la relacidn de este enzima con
la via gluconeogénica (MASTERS y HORGAN, 1%962; MURAMATSER
y ASHIDA, 1962:; ROSEN et al., 1959), al proveer esdqueletos
carbonados para gluconeogénesis y, probablemente esté
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inhibida por el aporte energético extra dque supone la
administracidén de una dieta rica en lipidos.

ra® 'l INUTTOE TN —t TR A ot T [} T Y o~
DR -ADAPTACIONES DEL METABOLISMO GLUCIDICO & VARIACIC
7~ ~ -~ ~ £ ry T
N LA COMPOSICION DE LA DIETA
DA mrrreTAO . . -
2h1-EFECTOS M DE UNA DETA DE ALTO

Hemos visto en el apartado anterior que los hidratos
de carbono necesarios para los peces, pero que su
inclusién en la dieta, en proporciones adecuadas, mejora
la utilizacidn de la proteina para crecimiento. Sin
embargo, el exceso de glacidos provoca una serie de
alteraciones en la trucha, como la elevacidn de la glucosa
en sahgre, el aumento en peso del higado ¥y la acumulacidn
de glucdgeno (PHILLIPS et al., 13948, 1966; BUHLER vy
HALVER, 1961; PIEPER, 1977; ABEL et al., 1979; REFSTIE vy
AUSTRENG, 1981; HILTON, 1982). En casos extremos puede
llegar a presentar lesiones patoldgicas como es el higado
graso (HILLE et al., 1980).

PALMER y RYMAN, (1972) introdujeron una solucidn de
glucosa en el estémago de la trucha arco-iris que produijo
una elevada hiperglucémia y un aumento del glucdgeno
hep&tico.Trés la administracidn de insulina, los niveles
de glucosa en sangre disminuyeron, incluso provocando una
hipoglucémia, lo que indica un comportamiento de animal
diabé&tico (FALGE, 1973; LUQUET et al., 1975, 19763 LEGER
et al., 1975, 1976). En trabajos posteriores, se puso de
manifiesto que la trucha puede 1llegar a regular la
glucemia, aunque en periodos largos (aprox. 24 h.) ¥y
después de adaptarse durante varias semanas a dietas con
un elevado contenido en glucosa (BERGOT, 1979 a).

De todas formas, los hidratos de carbono pueden ser
incluidos en las dietas para peces hasta ciertos niveles,
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segln la espécie, sin provocar efectos negativos; por el
contrario, mejoran la retencidén de nitrdgenc,al intervenir
en el establecimiento de una relacidn proteina/energia
Sdptima, y reducen el destino gluconeogénico de los
aminoacidos. ‘

La poca tolerancia y mala regulacidn de la
utilizacidn de la glucosa que presentan numerosas espécies
de peces se deberia, segln COWEY et al., (1974), De la
HIGUERA et al., (1977 a) y WALTON y COWEY, (1982), a la
poca capacidad de fosforilacién de la glucosa por la falta
de induccién de la hexoquinasa. No obstante, el nivel de
este enzima parece aumentar en algunas espécies de
peces,como la carpa, cuando son alimentados con una dieta
rica en hidratos de carbono (FIDEU et al., 1983). La
glucosa fosforilada puede ser utilizada para la sintesis
de glucdgeno hepatico, va que tras la administracidn de
una dieta rica en hidratos de carbono digestibles los
depdsitos de glucdgeno aumentan (HILTON vy ATKINSON,
1982),0 bién puede ser degradada via pentosas fosfato, la
G6PDH aumenta su actividad, o también puede metabolizarse
a través de la via glucolitica, ya que la actividad PK,
PFK ¥ LDH se vé& incrementada en truchas alimentadas con
una dieta alta en carbohidratos y baja en proteinas
(WALTON, 1986). Por el contrario, HILTON vy ATKINSON no
llegan a detectar una activacidn de la PK en respuesta a
dietas ricas en carbohidratos.

Respecto &a la gluconeogénesis, los datos que
encontramos no estan claros. Por una parte, se obtiene una
d%fminucién de la gluconeogénesis "in totum” a partir de
meglutamato (De la HIGUERA vy CARDENAS, 1985) vy de
C -alanina (COMWEY et al., 1977 a) que, paralelamente, se
correlaciona c¢on 1la consiguiente inhibiciodn de la
actividad FBPasa y PEPCK (COWEY et al., 1977b; WAL TON,
1986), cuando las truchas son alimentadas con dietas ricas
en hidratos de carbono y pobres en proteinas. Por el
contrario, HILTON y ATKINSON (1982), no encuentran ningln
efecto sobre la gluconeogénesis en los animales
alimentados con unha dieta hiperglucidica, ¥ dque explican
por un efecto de compensacidon entre la PEPCK que se inhibe
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con el aumento de los hidratos de carbono, y¥ la FBPasa que
se activa bajo las mismas condiciones. Las diferencias
obtenidas, por estos Gltimos, para la gluconeogénesis y la
glucolisis, se pueden deber a la diferente composicidn de
la dieta, ya que COWEY varia el nivel de glucidos y el de
proteinas y HILTON y ATKINSON van reemplazando el aporte

lipidico por el de carbohidratos. Ambas situaciones
nutritivas provocarian dos mecanismos de control
diferentes, uno, el propuesto por HILTON ¥y ATKINSON en el
aque los niveles de fosforilacidn de 1la glucosa se

mantendrién bajos pero mayores que los de gluconeogénesis,
siendo la glucosa degradada preferentemente por la via de
las pentosas fosfato, generando poder reductor para la
sintesis de lipidos. Otra posibilidad alternativa, segln
los resultados de NAGAI e IKEDA (1971 a y b), en carpa, Y
los de NEWGARD et al., (1984), en rata, es el aumento de

la actividad fructosa bisfosfatasa reflejada en el
incremento de la sintesis de glucdégeno a partir de
carbohidratos de 1l dieta, por una ruta alternativa. Otro

mecanismo de regulacidn posible, frente a dietas de alto
contenido en hidratos de carbono seria el que se desprende
de los datos aportados por COWEY et al., (1977al)lsegin los
cuales la trucha podria relativamente adaptar su capacidad
gluconeogénica a las variaciones de carbohidratos en 1la
dieta, al mismo tiempo aqaue se induciria el efecto
contrario en la glucolisis, segln los datos de actividad
enzim&tica aportados por este autor posteriormente (COWEY
et al., 1977 b).

CHE-INFLUENCIA DE UNA DIETA DE ALTO CONTENIDO EN GRASA.

El efecto m&s patente a nivel del metabolismo de los
hidratos de carbono , tras la administracién de una dieta
rica en grasas, es la disminucidn de la actividad de los
enzimas productores de NADPH tales como G6PDH, 6PGDH vy
NADP isocitrato-DH, demostrado en mamiferos superiores
como la rata (NACE et al., 1979}, ¥y en peces como el
salmdén coho (LIN et al., 1977 b), seriola (SHIMENO et al.,
1981) y trucha arco-iris (JURRS et al., 1984; De 1la
HIGUERA et al., 1977 a).
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La utilizacidén de 1la glucosa estd estrechamente
influenciada por los niveles de oxidacién de los &cidos
grasos ¥y cuerpos cetdnicos. En mamiferos, el aumento del
nivel de &cidos grasos en sangre no solo provee de un
combustible adicional sino que ademéas reduce la tasa de
oxidacidén de la glucosa (RANDLE et al., 1964; RENNIE y
HOLLOSZY, 1977), ya aque aumentan los niveles de acetil-CcA
que inhiben a la piruvato deshidrogenassa, por un lado, v,
ademas, también se inhibe 1a PFK,; al aumentar los niveles
de citrato, modulador negativo de este enzima; esto hace
que aumente la concentracién de metabolitos intermediarios
Y entre ellos la G6P produciéndose una inhibicidén de 1a
hexoquinasa. Paralelamente,hay una activacisn de la
gluconeogénesis por formacién de ATP que favorece el
Proceso junto a la activacién por, acetil-CoA, de 1z
piruvato carboxilasa (FERRE et al., 1979). Sin embargo, en

peces no parece existir ninguna activacidén de la
gluconeogénesis. En truchas alimentadas con una dieta rica
en grasas la Gb6Pasa parece activarsg, aunque la
gluconeogénesis, "in totum", a partir de Cié—glutamato, no

aumentan ( De la HIGUERA y CARDENAS, 1985). SAVINA vy
WOJTCZAR, (1976), encuentran que el glicerol es un buén
sustrato gluconeogénico durante el periodo de ayuno que
supone la emigracidn de la lamprea proceso que se realiza
Ffundamentalmente en masculo. Parece pués, que la oxidacison
de los &cidos grasos inhibe 1a gluconeogénesis pero en
condiciones de ayuno, mientras que la administracidén de
una dieta rica en grasa no tiene un efecto tan claro a
nivel de gluconeogenesis pudiéndose producir la regulacién
de esta via principalmente por las necesidades de energia
Y No por el nivel de lipidos dieté&rios .

2D3-INFLUENCIA DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINAS

Un aumento del porcentaje de proteinas en la dieta
aumenta los niveles de amino&cidos Y, consecuentemente, la
utilizacidn de estos como fuente de energia o para la
sintesis de glucosa. En este sentido, COWEY et. al.,

- (1981) obtienen un aumento de la actividad de los enzimas

gluconeogénicos con el aumento de 1la ingesta protéica,
pudiendo ser reflejo de un aumento de la sintesis de
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proteinas (que afectaria a la sintesis enziméatica), y/o a
un  cambio en el balance metabdlico, como respuesta
adaptativa del animal a cambios en el régimen alimenticio.
WALTON , (1986), compara el efecto de la administracion de
una dieta alta en hidratos de carbono/baja en proteinas
frente a otra alta en proteinas/baja en hidratos de
carpbono en la trucha arcoiris obterniiendo un claro aumento
de la actividad de 1los enzimas gluconeogénicos medidos
(fructosa bisfosfatasa y fosfoenolpiruvato carboxiginasa)
y una fuerte inhibicidn de los enzimas glucoliticos
(fosfofructoquinasa, piruvato quinasa Y l&ctico
deshidrogenasa). En los animales alimentados con la
segunda dieta estos resultados coinciden con los obtenidos
por COWEY et. al., (1981}, en truchas alimentadas con 12
dietas diferentes en cuanto a calidad b4 cantidad
protéica.La calidad de la proteina afecta la actividad de
los enzimas gluconeocgénicos dependiendc de la composicidn
de los aminoé&cidos: una proteina con un alto wvalor
bioldgico es utilizada principalmente para sintesis de
estructuras, quedando pocos amino&cidos disponibles para
ser transformados en glucosa; si la proteina tiene un gran

porcentaje de amincécidos gluconeogénicos esta via
metabdlica se veré&d incrementada. Para los enzimas
glucoliticos (PK y PFK), no se observdé que existiera

relacidn entre la actividad enzim&tica y la calidad de 1la
proteina.COUWEY et al., (1977 a) demostraron que en trucha
arco—-iris los niveles de gluconeogénesis estan
significativamente afectados por la composicidébn de 1la
dieta. En truchas alimentadas c¢on una dieta rica en
proteinas (60%) y sin hidratos de carbono los niveles de
gluconeogénesis a partir de alanina son mucho mayores que
en las alimentadas con una dieta que contenia un 10% de
proteina y 55% de hidratos de carbono digestibles; en 1las
truchas sometidas a ayuno durante tres semanas los niveles
de gluconeogénesis son similares a los de las alimentadas
con wuna dieta rica en proteinas. Las actividades
enzimé&ticas, para enzimas gluconeogénicos y glucoliticos,
concuerdan con estos resultados, tanto FBPasa como PEPCK
se encuentran significativamente aumentados en los
animales alimentados con la dieta rica en proteinas, con
respecto a los obtenidos en animales alimentados con dieta
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rica en carbohidratos, mientras que para la PK se obtienen
resultados contrarios (COWEY et al., 1977 b).

<6.-ADAPTACIONES DEL METABOLISMO LIPIDICO A VARIACIONE

P A}

CB1-EFECTOS DE LA INGESTION DE  UNA DIETA DF ALTO
CONTENIDO EN GRASA

La utilizacién de dietas de elevado nivel graso
presenta una serie de ventajas Yya comentadas en apartados
anteriores; sin embargo, también tiene una serie de
efectos negativos sobre el pez tales como acimulo de grasa
en distintas fracciones corporales (De la HIGUERA et al.,
1976, 1977 b; REINITZ vy HITZEL, 1980; GARCIA et al., 1981
a; LEGER, 1981), aundue el contenido graso total no solo
depende del nivel lipidico sino también del contenido vy
tipo de carbohidratos ¥, en general,del nivel energético
de la dieta y de la ingesta caldrica total (De la HIGUERA
et al., 1977 b; BUCKLEY y GROVES, 1979; CARDENETE et al.,
1987). Los 1lipidos suelen depositarse en el tejido
mesentérico (LIN et al., 1977 a y b) vy, a la larga, pueden
ser perjudiciales para el pez (PHILLIPS et al., 1964:
McCARTNEY, 1965). Por otra parte, ni el peso del higado ni
su contenido lipidico parece afectarse al aumentar los
lipidos dietarios (OGINO et al., 1976). También la calidad
de los lipidos de 1la dieta puede afectar al crecimiento,
metabdlismo intermediario yfo los depdsitos grasos
corporales.

La adicidén a la dieta de 18:3w3 o una mezcla de 3w
HUFA, 20:5w3 y 22:6w3 (1:1), en cantidades de cuatro veces
la requerida, provoca, en la trucha arco-iris, un mal
crecimiento e indices de conversidébn bajos (TAKEUCHI vy
WATANABE, 1979). Sintomas similares se han detectado para
trucha y salmén alimentados con dietas ricas en &cidos
grasos de la serie w 6 (YU y SINNHUBER, 1979).
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En varios estudics se ha tratado de establecer el
efecto de una dieta con un nivel elevado de grasa sobre el
metabolismo lipidico. Para ello, LIN et al., (1877 a)
determinaron la respuesta al aumento del nivel graso en la
dieta, de las actividades de los enzimas lipogénicos
citrato liasa (Cl) y complejo sintetasa de &cidos grasos

en higado y tejide adiposo de salmdn (Onecorhvnchus
Rigwulch); asi mismo, determinaron la de los enzimas que
generan equivalentes reductores, esenciales para la

sintesis de &cidos grasos: enzima m&licas; G6PDH; GPGDH vy
NADP isocitrato-DH, y excepto esta Gltima que parecid no
afectarse, en las demés se produjo un efecto inhibitorio,
especialmente para la ATP- citrato liasa. JURRS et al.,
(1984) tambié&n observd una reduccién la actividad de G&PDH
y 6PGDH, en higado de trucha pero al contrario que LIN
también obtuvo una reduccién de la IDH con el aumento del
contenido graso de 1la dieta. SHIMENO et al., (1981)
obtuvieron resultados similares para la seriola, aunaue
contrastando los resultados obtenidos por LIN et al.,
(1978) para los enzimas lipogénicos. WARMAN y BOTTINO
{(1978]) no observaron reduccidn de la actividad &cido graso
sintetasa, ni de la acetil-CocA-carboxilasa, en pez gato,al
variar los niveles 1lipidicos de 1la dieta, petro el
porcentaje de. lipidos en las dietas empleadas era tan bajo
que explicaria la falta de influencia sobre la actividad

enzimatica. De hecho la sintesis "de novo" de &cidos
grasos en peces solo se hace patente para niveles grasos
superiores al 10%, inhibiéndose por debajo de este

porcentaje, lo que contrasta con la situacidn en mamiferos
donde los enzimas lipogénicos se inhiben cuando 1los
niveles lipidicos dietéarios esté&n por debajo del 2.5%

Resumiendo, se puede decir que durante situaciones
claramente antilipogénicas (administracidén de una dieta
alta en grasa o un ayuno prolongado) tiene lugar una
disminucidén de la actividad de los enzimas hepéticos,
tanto lipogénicos como productores de NADPH, igual aque
ocurre en mamiferos (NACE et al., 1979; HERZBERG, 1983).
Esta disminucidn en 1la actividad puede deberse a un
aumento de la forma inactiva del enzima, como le ocurre a
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la acetil-CoA carboxilasa, o a la disminucién de la
concentracidn celular de proteina como reflejo del proceso
de represidn enzimatica que tiene lugar bajo estas
condiciones (MIKSICEK y FOWLE, 1982). En el tejido
adiposo, la actividad de los enzimas parece no afectarse

al variar el nivel 1lipidico de 1la dieta, aunque se
mantiene el almacenamiento de triacil-gliceroles de origen
dietario.Los elevados niveles de grasa en la dieta
prroducen un aclmulo de grasa perivisceral, lo que puede
indicar una falta de adaptacisdn por parte de la
{f~oxidacidn, al exceso de grasa en la dieta. De hecho, la
carnitina parmitoil-transferasa, considerada como

limitante en la [i-oxidacién mitocondrial (McGARRY ¥
FOSTER, 1980), no se afecta al aumentar la grasa en la
dieta (HENDERSON y SARGENT, 1981), lo que sugiere que la
[i—oxidacién mitocondrial permanece constante y solo 1la
fi~oxidacién perixosomal aumenta, aunque parece provocada
por el desbalance entre &cidos grasos saturados e
insaturados m&s que por el exceso de grasa dietaria.

Sd

I i gy x . — . PTRE Pt e - s fp s oa - - — -
o ~EFEQTOS De LA INGESTION DE UNA DIETA DF ALTH
Y ' A

En mamiferos omnivoros, el acetil-CoA, empleado en
la sintesis de lipidos, se origina en la mitocondria a
partir de carbohidratos. En peces carnivoros se piensa que
el esqueleto carbonado del acetil-CoA se forma por la
degradacidn de amino&cidos ya que por una parte su dieta
estd fundamentalmente constituida por proteinas Y, ademés,
la capacidad de oxidacidn de la glucosa es muy limitada
Por otra parte,se ha detectado actividad para los enzimas
implicados en la conversidn de amino&cidos en piruvato o
algan intermediario del ciclo de Krebs (WALTON Yy COWEY,
1982). E1l carbono procedente de los amino&cidos puede ser
incorporadoe al citrato que abandona la mitocondria Yy en el
citosol puede actuar como sustrato de la ATP
citrato-liasa, transforma&ndose en acetil-CoA, sustrato de
la acetil-CoA carboxilasa (HENDERSON vy TOCHER, 1987).
Aunque la presencia, en peces, de la ATP citrato liasa no
estd claramente deﬂfstrada, 1a mayor velocidad de
incorporacidn de ¢ -alanina a los &cidos grasos,

67




comparada con la de la Ci*—glucosa {HENDERSON vy SARGENT,
1981), nos lleva a considerar de nuevo a los aminocé&cidos
como fuente de carbono para la sintesis de lipidos.

£n mamiferos, una dieta hiperprotéica conlleva un
aumento de la G6PDH (ONO et al., 1963); sin embargo en
peces parece que no ocurre esto. Por una parte JURRS et
al., (1985) obtuvieron un aumento en la actividad de este
enzima al alimentar al pez con una dieta de elevado nivel
en proteina,pero con niveles lipidicos muy bajos, lo aque
seguramente sea la causa de este aumento. En carpa
{SHIMENO et al., 1981) ¥ trucha (HILTON y ATKINSON, 1982),
sin embargo, se aprecia una disminucidn del enzima cuando
se compata la actividad obtenida en truchas alimentadas
con una dieta alta en proteinas vy baja en carbohidratos
frente a una dieta baja en proteinas ¥ alta en hidratos de

carbono.

DD rrE e TOO o . s T ~E LA e T — AL T

LR 3CEFECTOS DR LA HNGESTION  DE UNA DIETA  DE Al T
CONTERIDD EN HIDRATOS DE CARBONO

En mamiferos, la sintesis "de novo" de &cidos grasos
estd muy marcada por los factores nutricionales que, tanto
a corto como a largo plazo, actuan sobre la acetil-CcA
carboxilasa, &cido graso sintetasa vy otros enzimas
lipogénicos (WAKIL et al., 1983). Una dieta rica en
hidratos de carbono y baja en grasa mantienen la actividad
acetil-CoA carboxilasa y la lipogénesis en general. Las
deshidrogenasas del ciclo de 1las pentosas fosfato, tan
ligadas a la sintesis de lipidos, muestran una gran
capacidad de regulacidn en funcidn del estado nutricional
del animal y, cuando la dieta es rica en carbohidratos
estos enzimas mantienen sus niveles de actividad
(TEPPERMAN y TEPPERMAN, 1958, 1965; ZAKIN et al., 1967).

En peces la transformacidn de glucosa en lipidos, a
través del acetil-CoA parece muy reducida.GARIN y DEMAEL

{(1981) no obtuvieron apenas incorporacisdn de
radiocactividad al glicerol, tras la administracidén de una
inyeccidén de glucosa marcada a la trucha. £n pez gato,

alimentado con una dieta rica en hidratos de carbono o en
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grasas, no se aprecia ninguna respuesta significativa ni
para la &cido graso sintetasa ni para acetil-Coa
carboxilasa (WARMAN y BOTTINGO, 1978). Por el contrario,
LIN et al. (1977 b) si encontraron un aumento en la
actividad de los enzimas lipogénicos y productores de
NADPH cuando las truchas han sido alimentadas, durante
varias, semanas con una dietas hiperglucidica vy se les
cambia a una dieta rica en lipidos.Sin embargo, en salmdén

coho (LIN et al., 1978) se observd una disminucién en el
nivel de sintesis de &cidos grasos tras la administracién
de una dieta rica en carbohidratos, ayuno de 2 dias vy
realimentacidén con una dieta con un 52% de grasa, y estos
mismeos autores en otro  trabajo (LIN et al., 1977 ¢l
encuentran una inhibicién de la actividad de los enzimas
lipogénicos vy productores de NADPH al aumentar el

contenido graso de la dieta y manteniendo el de 1a
proteina.

Estos Gltimos resultados hacen suponer que la
lipogénesis es principalmente regulada por el nivel
lipidico de la dieta vy no por el de carbohidratos,
haciéndose patente este efecto solo cuando los niveles de
lipidos son superiores al 10%, lo que explicaria que
WARMAN y BOTTINO no obtuvieran diferencias et sus ensayos,
ya que los niveles lipidicos usados fueron del 1% Yy 5%.
Esta situacién contrasta con la de mamiferos en los que la
lipogénesis es inhibida cuando los niveles de grasa en la
dieta son inferiores al 2.5%.
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2.7 -ADAPTACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIC AL AYURG

En mamiferos, el ayuno aumenta los niveles de
glucagdn ¥y disminuyen los de insulina en plasma (CAHILL et
al., 1966; MARLISS et al., 1970}, provocando una
liberacidn de amino&cidos desde el misculo esdquelé&tico, se
activan la lipolisis en el tejido adiposo y adem&s se
estimula la glucogenclisis y gluconeogénesis hepética y se
inhibe la glucolisis.

En peces la respuesta al ayuno varia a la descrita
para mamiferos, por ejemplo, el glucdgeno hepético que se
degrada en las primeras horas de ayuno, en peces no se
altera hasta los 40 dias (en el bacalao, COWEY y SARGENT,
1979). La anguila tras 164 dias de ayuno mantiene los
niveles de glucdgeno hepatico (DAVE et al., 1975). Esto se
puede deber a la baja actividad que presenta la G6Pasa en
los peces. En mamiferos, sin embargo, este enzima
incrementa su actividad debido a un aumento de su sintesis
(HERS ¥y HUE, 1983). Los peces, durante los primeros dias
de ayuno, utilizan las reserwvas lipidicas como fuente de
energia (INUI y OSHIMA, 1966; LARSSON vy LEWANDER, 1973;
DAVE et al., 1975; ROBINSON y MEAD, 1973; JOBLING, 1980 b;
MOON y JOHNSTON, 1980). Un ayuno prolongado provoca un
aumento de la actividad proteolitica y una movilizacidn de
los amina&cidos desde el miasculo esquelético aumentando su
concentracidn en otros tejidos (CHESTERJONES et al.,
1969), donde sera&n utilizados como fuente de energia, via
gluconeogénesis(De la HIGUERA y CARDENAS, 1985). Los
enzimas gluconeogénicos en general sufren un incremento de
sus niveles durante esta situacidn nutritiva. En 1la
lubina, aumenta la PEPCK (ZAMMIT y NEWSHOLME, 1979), en
platija también aumenta la PEPCK y la glucosa 6-fosfatasa;
sin embargo, la fructosa bisfosfatasa parece no alteratrse
(MOON y JOHNSTON, 1979). En trucha, al contrario, si se
obtiene un aumento de los enzimas gluconeogénicos: PEPCK,
GéPasa y FBPasa (MORATA et al., 1982 a).

La lipogénesis “de novo" estd& deprimida por 1la
falta de sustratos disponibles para su conversién en

&cidos grasos. Los ensayos “in vitro® de enzimas
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lipogénicos revelan que estos presentan actividad durante
los primeros dias de ayuno, vy, después de 23, dias, su
actividad decrece significativamente (LIN et al., 1977
bl)junto con la actividad G6PDH que tambié&n experimentd una

importante reduccién en truchas sometidas a ayuno (BUHLER
y BENVILLE, 1969).

En cuanto a la actividad de los enzimas productores
de NADPH, ASTER y MOON, (1981),calcularon aque el higado de
anguila americana puede producir 17.6¢ pmol  NADPH/min.,
para uso en la sintesis de &cidos grasos y aque reduce a
2.63 umol NADPH/min. tras 4 a 6 meses de ayuno, con una
notable disminucisén de 1a actividad G6PDH, mientras que la
isocitrato DH no se afects. Sin embargo, en higado de
anguila americana, tras 3 semanas de ayuno, no se aprecia
disminucidn de las actividad de los enzimas generadores de

NADPH ni en la ATP-citrato liasa, pero si aparece un
descenso en la actividad acetil-CoA carboxilasa y acido
graso sintetasa (ABRAHAM et al., 1984). En esta misma

espécie, ABRAHAM et al., (1984) encuentran una disminucisén
en la incorporacidén de acetato marcado, hasta de 20 veces,
después de un ayuno de 39 Seémanas, aunque parece dque en
anguila no se pierde del todo la capacidad de sintesis de
a&cidos grasos, pPUés aparecen pequefias cantidades de

acetato-C , en &cidos grasos, después de 95 semanas de
ayuno. '

En mamiferos sometidos a un ayuno prolongado, hay
un aumento considerable de compuestos ceténicos en sangre,
que son utilizados como sustrato energético por varios
tejidos, disminuvendo 1la utilizacién de 1la glucosa con
este fin. En telebdsteos, sin embargo,no son los cuerpos
cetdnicos sino los &cidos grasos los aue actan como

principal fuente de energia durante el ayuno (BLACK vy
LOVE, 1986).

El avyuno prolongado aumenta 1la 1liberacién de
cortisol (DAVE, 1975), que incrementa la wutilizacioén de
las proteinas corporales como fuente de energia via
gluconeogénesis (STORER, 1967) Ys a niwel metabdlico,
produce un incremento de la actividad GOT en trucha tras

71




nueve semanas de ayuno {(JURRS y NICOLAI, 1976) y de la GOT
y GPT en higado de anguila japénesa (INUI y YOKOTE, 1974).
Estos aumentos también han sido observados en dorada
japonesa (W00 y FUNG, 1981), carpa (CREACH vy SERFATY,
1974), anguila (LARSSON y LEWANDER, 1973) y platija (MOON
y JOHNSTON, 1981). MORATA et =l., (1982 b)), en truchas
ayunadas durante 2 meses, encontraron resultados similares
en la actividad transaminasa, tanto en higado c¢omo eéen
riAdn,por lo aue sugieren un importante papel de estos dos
Srganos en el aporte de energia, via gluconeogénesis,
durante el ayuno, aundue en los 30 primeros dias de este
detectan una disminucidén en la actividad transaminasa que
atribuyen al uso del glucdgeno hepadtico como Tfuente de
¢glucosa, Y por tanto, una minima necesidad de
gluconeogénesis.

Numerosos autores, en diferentes espé&cies como
anguila (INUI y OSHIMA, 1966; LARSSON vy LEWANDER, 19733
DAVE et al., 1975), trucha arco-iris (ROBINSON y MEAD,
1973) y platija (JOBLING, 1980; MOON y JOHNSTON, 1980),
encuentran due en el periodo inicial del ayuno serian los
lipidos, primero hep&ticos y luego musculares, Yy no el
glucdgeno, la principal fuente de combustible vy, por
tanto, habria una disminucién del flujo gluconeogénico vy
una menor necesidad de un aporte de sustratos para esta
via, lo aue reduciria la actividad de 1los enzimas
implicados en 1la desaminacidn de los amino&cidos
gluconeogénicos (GPT, GDH). Sin embargo, como hemos visto
antes, si el ayuno persiste Yy se agotan las reservas
lipidicas seré&n 1los aminoé&cidos procedentes de la
proteolisis los que cubririan las necesidades energéticas,
incorporéndose a la ruta biosintética de glucosa, como
demuestran los trabajos realizados en carpa vy bacalao
(CREACH y GAS, 1971; LOVE et al., 1968). En salmdn coho,
durante el periodo de emigracidn para el deshove, el
catabolismo protéico muscular aumenta,con el consiguiente
aumento de los enzimas proteoliticos (catepepsina D vy
carboxipeplidasa A), siendo la alanina el aminoé&cido
liberado en mayor cantidad desde el miGsculo blanco a otros
tejidos (MOMMSEN et al., 1980), probablemente con fines
gluconeogénicos.
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26~ INFLUENCIAS HORMONALES SOBRE EL  METABOLISMO

La regulacidén hormonal puede ser ejercida por dos
mecanismos diferentes, uno mediante la accién directa de
las hormonas sobre los enzimas claves implicados en cada
via metabdlica, modificando su actividad catalitica y, por
tanto, su  velocidad. El otro mecanismo es de tipo
indirecto regulando, en cada momento,el suministro de los
diferentes sustratos, a partir de los tejidos, sin alterar
las caracteristicas cinéticas de ' los enzimas
correspondientes.

La respuesta a la actuacidn hormonal puede ser
répida, por modificaciones alostéricas y covalentes del
enzima, o lenta,por cambios inducidos en los procesos de
sintesis vy degradacién de enzimas.

2.8.1-INSULINA

Hoy por hoy no existe certeza de si la funcidn
principal de 1la insulina, en peces,es la regulacién del
metabolismo protéico, lipidico o glucidico, ni tampoco se
tiene seguridad sobre si el 6rgano diana es el masculo o
el higado (PLISETKAYA et al., 1984). La insulina disminuye
los niveles de glucosa y amino&cidos en plasma (THORPE v
INCE, 1974; INCE y THORPE, 1974, 1978; INUI et al., 1975;
COUEY et al., 1977 b) vy en masculo (SESHADRI, 1959),
inhibe el catabolismo proté&ico, por un efecto de ahorro de
amino&cidos, (COQUWEY et al., 1977 b) vy el catabolismo
lipidico (MINICH y CHAVIN, 1972; 1INCE vy THORPE, 1974,
1875; LEWANDER et al., 1976).

Varios autores han sugerido que el mecanismo de
accidn sea a través de la activacidon de una fosforilasa
enddgena, qaue hidroliza 1los glucolipidos de membrana,
libera&ndose una sustancia compleja, carbohidratos fosfato,
dque contiene inositol ¥y glucosamina, los cuales regularian
la actividad AMPc-fosfodiestirasa vy, auiz&s,la de otros
enzimas (SALTIEL y CUATRECASAS, 1986; SALTIEL et al.,
1986). La insulina, por ejemplo, produce una disminucién
del AMPC hepético y previene el aumento de este por el
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glucagdbn (JEFFERSON et al., 1968).

En general la insulina tiene un efecto anabdlico, en

cuanto a la creacidn de macromoléculas; sin embargo, en
peces, el papel de la insulina, a nivel de metabolismo del
glucdgeno, no esté& claro. Se ha comprobado que una

inyeccidn de insulina tiene un efecto wvariable sobre el
glucdgeno: en masculo, por ejemplo, o aumenta (QHOLENGI et
al. 1982; YANNI, 1964; LEWANDER et al., 19765 TASHIMA ¥
CAHILL, 1968), o no se altera (INCE vy THORPE, 1976; H
ABLETT et al., 1981 a ¥y b). En higado, los resultados son
m&s contradictorios alin que en el miGsculo, al compararlos
con mamiferos, vya que la administracién de insulina o no
modifica el glucdgeno hepé&tico (INUI et al., 1978; ABLETT
et al., 1981 a ¥ b), o disminuve su cantidad (YANN, 1964;
LEIBSON y PLISETKAYA, 1986; INCE y THORPE, 1976; LEWANDER
et al., 1976; OHOLENGI et al. 1982), sugiriendose que esto
pueda ser debido a la liberacidn de otras hormonas
reguladoras (OHOLENGI et al. 1982).

En carpa, seriola y dorada Jjaponesa, tr&s una
inveccidn de insulina se observa un aumento de la
actividad de los enzimas glucoliticos PK ¥y HK, mientras
que la GéPasa se reduce. La actividad FBPasa se afecta
segln la espécie, aumenta en seriola y dorada japonesa Vv
disminuye en carpa (FURUICHI y YONE, 1982).

COWEY et al., (1977 a), estudiaron el efecto que
sobre la gluconeogénesis tiene el ayuno o la ingestidn de
una dieta alta en hidratos de carbono o en proteinas junto
con la administracidén de insulina y obtuvieron una
dréstica reduccion de esta, en las truchas ayunadas Yy
alimentadas con una dieta hiperprotéica. Cuanto mayor es
el nivel de carbohidratos en 1la diets, es mayor la
capacidad de respuesta enzim&tica, (PFK,  FBPasa), aundque
la respuesta a la insulina disminuve.

La insulina ejerce un efecto anabdlico en el
metabolismo lipidico, estimulando en teledbsteos la
lipogénesis; también disminuye los &cidos grasos en plasma
(MINICK y CHAVIN, 1972; PALMER vy RAYMAN, 1972; 1INCE vy
THORPE, 1975; LEWANDER et al., 1976) y aumenta la
incorporacidn de carbono, derivado de la glucosa, y de los
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amino&cidos, a lipidos hepaticos o musculares (mGsculo
esquelético) (TASHIMA y CAHILL, 1968; DE VLAMING y PARDO,
1375; INCE y THORPE, 1976; ABLETT et al., 1981 a y b). En
peces avunados la insulina tiende a contrarrestar la
depleccidn protéica que se produce en esta situacisdon; por
un lado, disminuye la gluconeogénesis a partir ce
aminodcidos tales como la alanina (COWEY et al., 1977 b) ¥
el glutamato (De la HIGUERA y CARDENAS, 1986) y por otra
parte se produce un efecto lipogénico a partir de glucosa
en el masculo esquelético.

En el metabolismoc protéico tambi&n tiene un efecto
estimulante de la sintesis de proteinas “in vivo" (TASHIMA
y CAHILL, 1968; JACKIM y LAROCHE, 1973; INCE y THORPE,
1976; ABLETT et al., 1981 a y b), e "in wvitro" (INUI e
ISHIOKA, 1983 a ¥y b), pués aumenta el transporte de
amino&cidos al mGsculo esquelético, donde se utilizan para
sintetizar proteinas y ademas se observa una disminucién
de la actividad alanina aminotransferasa en rifion
{CARDENAS 1980).

282~ GLUCAGON

La administracién exégena de glucagdn produce una
hiperglucémia en telebsteros (EPPLE, 1969; LARSSON vy
LEWANDER, 1972; THORPE y INCE, 1974; BHATT y KHANNA, 1976;
INCE vy THORPE, 1977 s CHAN vy WO0O, 1878 al, como
consecuencia de una glucogenolisis hepa&tica (UMMINGER et
al., 1975; BIRNBAUM et al., 1976; JANSSEN vy WATERMAN,
1388; JANSSEN y LOWREY, 1987), pues aumenta los niveles
intracelulares de AMPC activando la glucogeno fosforilasa
» en carpa (JANSSEN y LOWREY, 1987). Adem&s también
aumenta la gluconeogénesis hepatica en carpa (MURATA v
SERFATY, 1975) ¥y trucha arco-iris (MORATA et al., 1982 b ¥
c), contribuyendo a la hiperglucemia (JANSSEN y WATERMAN,
1988).

El metabolismo protéico tambi&n se ve afectado por
el glucagbon, pués, por una parte, aumenta 1la
gluconeogénesis a partir de amino&cidos como la alanina vy
la serina en higado de trucha (WALTON y COWEY, 1979 a vy
b). Adema&s contrarresta la acciédn proteogénica de 1la
insulina (INUI y YOKOTE, 1977; CASTILLA y MURAT, 19573




WALTON y COUWEY, 1979 a), aumentando el catabolismo
protéico a través de la actividad transaminasa (GOT, GPT)
e inhibiendo la sintesis de proteinas (BROW et al., 1975).
£l papel de esta hormona en el metabolismo lipidico no ha
sido muy investigado, no estando claro adan. CHAN y WOO,
(1978 a), no encuentran que incremente la [S—-oxidacién en
anguila, ¥y en algunas espécies el glucagdn no aumenta 1los
niveles de &cidos grasos en plasma (PLISETKAYA, 1980),
excepto a dosis muy elevadas (INCE y THORPE, 1975), por lo
que se piensa que esta hormona no se opone al efecto
antilipolitico de la insulina (INCE, 1983; De la HIGUERA ¥
CARDENAS, 1986).

283 - CATECOLAMINAS

El mecanismo de accidn de la adrenalina, al igual
que el del glucagdn, consiste en aumentar el contenido
intracelular de AMPC que, a través de proteinauinasas,
activa 1la glucdgeno fosforilasa ¥ estimuléndose la
glucolisis en los hepatocitos; este mecanismo ha sido
demostrado en (arassius aurdatus (BIRNBAUM et al., 1976) v
en carpa (JANSSEN y LOWREY, 1987). Asi, el efecto més
patente, al incrementarse los niveles de adrenalina en
telebsteros, es una marcada hiperglucemia, por aumento de
la glucogehnolisis. Sin embargo, la depleccidén de glucdgeno
hepAtico no es evidente, y por tanto, el origen de 1la
hiperglucemia, gluconeogénesis o glucogenolisis no estéa
claro. MURATA y SERFATY, (1975) en carpa y MORATA et al.,
(1982 b), en trucha, encontraron un aumento de la
gluconeogénesis tras la administracién de adrenalina v,
sin embargo, JANSSEN y WATERMAN, (1988), no observaron tan
patente este efecto, concluyendo que el aporte de glucosa
via gluconeogénesis o glucogenolisis depende de los
niveles de glucdgeno; si estos son elevados la
hiperglucemia seria provocada casi exclusivamente por
degradacidon de glucdgeno.

La adrenalina aumenta el nivel plasm&tico de &cidos
grasos en el ciprino dorado (FARKAS, 196%9), lamprea
(LIEBSON et al., 1968) y en pez escorpién (PLISETKAYA vy
MARINA, 1969). Sin embargo, en ciprino dorado, dorada v
carpa (MAZEAUD y MAZEAUD, 1981), la insulina disminuye el
nivel de &cidos grasos en plasma. SHERIDAN y BERN, (1986),
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en salmdn coho, observd que la accidn lipolitica de 1las
catecolaminas depende del agente: con la adrenalina no
observd ningin efecto lipolitico significativo, mientras
aue con la noradrenalina indujo una ré&pida lipolisis por
accidn directa sobre la triacilglicerol lipasa.

Fal

284 CORTICOIDES

En vertebrados superiores los corticoides aumentan
la gluconeogénesis y 1la glucogenosintesis. En peces 1la
presencia de corticoides ha sido confirmada Yy analizada
por FONTAINE (1975), siendo el cortisol el
corticoesteroide que se encuentra en mayor proporcidén en
plasma de peces (CHAVIN y SINGLEY, 1972; FRYER, 13875;
PETER et al., 1978; TRUSCOTT, 1979).

En peces, la respuesta a la administracién de
cortisol ni es tan clara ni tan uniforme como en mamiferos
aunque, en general, si parece aumentar la glucosa en
sangre (PATENT, 1970). Esta hiperglucemia se debe
probablemente a una activacidéon de 1s gluconeogénesis,
uséndose como sustrato preferente los aminoécidos, tanto
de origen exégeno como enddgeno (STORER, 1967; de 1a
HIGUERA y CARDENAS, 1986). Sin embargo, FOSTER vy MOON,
(1986) detectaron una disminucién en 1la produccidn de
glucosa, a partir de amino&cidos tales como alanina vy
aspartato. El lactato tampoco aumenta la sintesis de
glucosa. Esto hace pensar a algunos autores que el aumento
en los niveles de gluconeogénesis se deba méas a un aumento
de las disponibilidades de sustrato por movilizacidn de
las proteinas, que a una activacién de esta via. PERET vy
CHANEZ, (1976), obtuvieron un aumento de la PEPCK en ratas
tratadas con cortisol y alimentadas con una dieta de un
10% de proteinas, mientras que si se alimentan con una
dietas al 50% de proteinas y se tratan con cortisol 1la
PEPCK aparece inalterada, debido a un efecto de saturacisdn
por sustrato. En anguilas tratadas con cortisol tambié&n se
obtuvo un aumento de la actividad PEPCK, mientras que la
actividad PK y PC no se altera (FOSTER y MOON, 1986).

El ayuno parece aumentar en anguilas los niveles de

cortisol en sangre hasta seis veces méas el nivel normal
como ocurre en Oncorhynchus sp. (IDLER et al., 1959), a la
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vez que aumenta la gluconeogénesis a partir de amino&cidos
(DAVE, 1975).

La respuesta aque provoca el cortisol sobre el
metabolismo protéico, tiene un importante sentido
biologico, pu&s provee de energia (via gluconeogénesis]),
aumentando el glucdgeno hepético (CHANG y IDLER, 1960) v
de materia para la sintesis de nuevas estructuras
(gbnadas), ambas funciones necesarias durante los largos
periodos de inanicidn que supone la migracidén para la
puesta.

En animales alimentados normalmente la
administracidn de cortisol provoca una disminucidédn de peso
corporal, inhibe el crecimiento y aumenta el c¢atabolismo
proté&ico, que se refleja en un aumento de 1la actividad
transaminasa en la trucha (FREEMAN e IDLER, 1973) ¥y en la
anguila (CHAN vy W00, 1978 bl). Sin embargo,FREEMAN e IDLER
no obtuvieron aumento en la actividad GOT, aunque en ratas
tratadas con cortisol se observé un aumento de la
actividad GOT en corazédn vy rifidn pero no en higado
(EISCHEID y KOCHAKAIN, 1954). FOSTER y MOON, (1986)
también encontraron un aumento de la actividad GPT en
anguilas tratadas con cortisol; sin embargo, también
observaron un aumento de la actividad GOT que explican por
la relacidn GOT/PEPCK citoplasm&tica aque existe en
gluconeogénesis.
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3-MATERIAL Y METODOS






Al objeto de estudiar la influencia de la
composicidn de la dieta sobre algunos parémetros
biogquimicos ¥y nutricionales,se llevaron a cabo cuatro
grupos de ensayos en los que a los animales se les
suministrd dietas diferentes por su contenido mayoritario
eén proteina, grasa o hidratos de carbono (tabla 3.1.).
También se estudid el ayuno como situacién nutritiva
especial, todos ellos frente a una dieta control de
composicidn normal y similar a una dieta comercial.

Los paraémetros determinados para cada ensayo fueron
los siguientes:

-Ingesta.

—~Evolucidn ponderal como indice de crecimiento ¥
conversidn de alimento

~Peso de determinadas fracciones corporales {higado vy
rifidn).

-Utilizacidn nutritiva de la proteina.

—-Amino&cidos totales y glucosa en sangre.

~Glucdgeno hepatico.

—-Actividad especifica de los enzimas: Fructosa
1,6-fosfato; Piruvato quinasa; Fosfofructoquinasa, Glucosa
6-fosfato deshidrogenasa, Glutamato deshidrogenasa b 4
alanina aminotransferasa.

A continuacién se relacionan las condiciones
experimentales para cada grupo.

1.-Respuesta metabblica a la ingestidn d una dieta de

alto contenido en hidratos de carbono.

Animales:truchas de 110-120 g de peso inicial en grupos de
20 animales,tres réplicas por dieta que les fué
suministrada durante 30 dias tras un periodo de adaptacién
de 7 dias.

Dietas:alta en hidratos de carbono, de composicién general
:19% Proteina,8% Grasa y 60% Hidratos de Carbono; vy
Control, de composicidn general :45% Proteina,8% Grasa vy
22% Hidratos de Carbono. (tabla 3.1).
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2.-Respuesta metabdlica a la ingestidn de una dieta rica

en proteinas.

Animales:truchas de 110-120 g de peso inicial en grupos de
20 animales,tres réplicas por dieta que les fué
suministrada durante 30 dias,tras un periodo de adaptacidn
de 7 dias.

Dietas:alta en proteinas, de composicidn general 1 60%
Proteina, 8% Grasa y 0% Hidratos de Carbono; y Control, de
composicidén general :45% Proteina,8% Grasa y 22% Hidratos
de Carbono. (tabla 3.1).

o

3.-Respuesta metabdlica a la ingestidn de una dieta rica

en grasas.

Animales:truchas de 110-120 g de peso inicial en grupos de
20 animales,tres réplicas por  dieta que les fué
suministrada durante 30 dias,tras un periodo de adaptacidn
de 7 dias.

Dietas:alta en grasa, de composicidn general :45%
Proteinas, 16% Grasas y 0% Hidratos de Carbono ¥y Control,
de composicidon general :45% Proteinas,8% Grasas Yy 22%
Hidratos de Carbono (tabla 3.1).

4.-Respuesta metabdlica de un ayvuno prolongado frente a un
control.

Animales:truchas de 110-120 ¢ al inicio de la experiencia
divididos en grupos de 20 animales,tres réplicas por
condicidén nutritiva gue se mantuvieron durante 30 dias
tras un periodo de adaptacidn de 7 dias.

Dietas:Ayuno (——-) y dieta control de composicidn general
:45% Proteinas,8% Grasas Yy 22% Hidratos de Carbono. (tabla
3.1).
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TABLA 3.1.-Composicion general de las dietas
experimentales (g/100 de materia seca)

ALIMENTO Control A.P. A_H.deC. A_G.
Harina pescado 44.6 59.6 18.9 45.9
Caseina 13.5 17.9 5.9 14.3
Aceite pescado 4.4 1.2 6.3 4.4
Aceite maiz 0 0 0 7.0
Almidon 22 Q 60 a
C. vitaminico* 2 2 2 2
C. mineral ** 5 5 5 5
Alginato 2 2 o 2
Celulosa 6.5 12.3 1.9 19.4
Proteina % 46.0 61.1 19.1 45.7
Grsasa % 8.0 7.9 8.5 17.1
Ceniza % 11.5 12.2 10.4 10.3
MELN % 34.5 18.4 61.3 26.3
*CORRECTOR VITAMINICO (mg/100g dieta): Tiamina (B1), 5;

Rivoflavina (B2), 20; Piridoxina (Bs), 53 Ac. Nicotinico,
755 Pantotenato cAlcico, 30; Inositol, 200; Biotina, 253 Ac.
Félico, 1.5; Ac. ascodrbico (C), 100; PABA, 403 Colina
(clorohidhato), 800; Menadiona (K), 8; Cianocobalamina
(B12), 0.1; Vit.A (retinol), 1; Vvit. Ds (colecalciterol),
0.5; Vit. E (o-tocoferol), 80. Esta mezcla se completa hasta
2 @ con celulosa como excipiente.

XXCORRECTOR MINERAL (mg/100g dieta): S04Zn . 7Hz20, 20;

S$04Cu. 5H20, 53 SO4Mn . 1H20, 20; IK, 2; $S04Co . 7HZ20, 53
S04A1 . 16Hz0, 1; ClNa, 400; ClNa, 250; Cl3Mg, 460; SO4Fe .
7H20, 150; (PO4H2)2Ca . 1H20, 3000; CO3Ca, 650; Se03Naz,
0.218. Esta mezcla se completa hasta 5 g con celulosa como
excipiente.

DIETAS:

A. P.-Dieta alta en proteinas
A. H.de C.-Dieta alta en hidratos de carbono
A. G.-Dieta alta en grasa
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32 -ANIMALES Y MANTENIMIENTO

La especie. que se ha utilizado para este trabajo
ha sido la trucha arcoiris {Salme gairdniert,
recientemente cambiado por Oncorhynchus mvkissD de
aproximadamente 110 g de peso al inicio de los

Cc
ensayos, suministradas por la piscifactoria Sierra Nevada
(Riofrio, Granada).

Los grupos experimentales fueron distribuidos en
tanques de fibra de vidrio (0.9 x 0.7 x 0.7 m) con un
volumen Gtil de 360 1. El agua procedente de la red
potable de 1la ciudad, era previamente declorada Y
desodorizada mediante un filtro de carbén activo y arena
silicea. La aireacidn se realizd con difusores conectados
a un soplante de aire (SIEMENS)‘ con flujo de salida
regulable que mantiene una concentraciédn de 02 préxima a
la saturacidn (8-9% 0z2). La temperatura se mantuvo a 15%
0.5:C mediante un termostato introducido en los tanques vy
conectado a una valvula de 3 vias que mezcla
autom&ticamente el H20 procedente de un sistema de
refrigeracidn o de calefaccidn con el Hz0 de la red.

El fotoperiodo se fijsé en 12 h. luz/12 h. oscuridad
gracias a un temporizador conectado al sistema de
iluminacion.

Para evitar la acumulacién de excretas que puedan
actuar directamente como sustancias téxicas o favorecer el
desarrollo de microorganismos se mantuvo un flujo continuo
de 1.2 1/min. que supone una renovaciébn de un 20% del
volumen total de 1la capacidad del tanque,en circuito
abierto, durante los periodos de adaptacidn b4
experimentacién.

3.21-CONTROL DE PESO

Para cada ensayo y tras un periodo de adaptacién de
7 dias a las condiciones de laboratorio,se hicieron
controles de peso en los dias O y 30.Para llevar a cabo la
pesada los ahimales fueron anestesiados sumergiéndolos

84




-

durante 1 minuto en un bafio que contenia MS-222 (tricaina
metano sulfonato) a una concentracidon de 1:20.000.4
continuacién se pesaron en una balanza monoplato de un
error maximo de 5 g utilizando para la pesada un tipo de
cesta que permitiera escurrir todo el agua.

S CCDIETAS EXTERIMENTALES

Se han ensavyado S situaciones nutritivas
diferentes,cuatro de ellas ocon distintos niveles de
proteina,grasa e hidratos de carbono y una de ayuno
prolongado.La composicidn general de las dietas

experimentales se relacionan en la tabla 0O.La composicidn
de los correctores vitaminico y mineral se especifican en
las tabla 3.1.

Dos cosas se tuvieron en cuenta a la hora de
formular las dietas,una aque la calidad de la proteina se
mantuviera constante respetando la relacidén proteina de
harina de pescado/caseina, Yy la otra que todas las dietas
fuesen aproximadamente isocaldricas (Energia Metabolizable
tedrica: 13.863 Kji/kg) a pesar de las grandes diferencias
en el contenido de proteina, grasa e hidratos de carbono.

La energia metabolizable fué calculada a partir de
valores estandar de 19.6 KJ/g de proteina,39.5 KJ/g de
grasa ¥ 17.2 KJ/g de hidratos de carbono (Brafield, 1985).

Una vez pesados todos los componentes de la
dieta, se homogenizaron en una mezcladora industrial marca
Sammic (BM-20) de 20 1 de capacidad.Durante este proceso
se fué afiadiendo agua hasta conseguir una mezcla homogénea
de consistencia adecuada que se hizo pasar por una
granuladora marca Sammic (PC-12) de 2 CV de potencia, con
una matriz de 5 mm de diaémetro.Una vez granuladas las
dietas, se secaron a temperatura ambiente durante 24

. Posteriormente fueron distribuidas en bolsas que
contenian raciones de aproximadamente una semana Y
congeladas en un arcdn congelador a -20o C hasta su
utilizacién.
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Las dietas experimentales fueron suministradas *ad
libitum”™ 2 veces al dia (10 h. AM vy 5 h. PM)
administrandose el granulado poco a poco hasta aue los
animales quedaban saciados,lo que permitid un control
preciso de la ingestidén del alimento.

LLos ingredientes utilizados en la elaboracidn de

las dietas fueron suministrados por “Musal”
(caseina,almidén ¥y celulosa), “Trofic" (harina de pescado
y aceite de pescado)."Roche” y “Merck” facilitaron los
productos necesarios para fabricar los correctores

vitaminico vy mineral respectivamente.

33-METODOS ANALITICOS

T-DETERMINACION DE LA  COMPOSICION DE  INGREDIENTES Y

, =]
Humedad: En estufa de desecacidén a 105I0.5 C hasta que el
peso se mantuvo constante.

Cenizas: Se obtuvieron incinerando la muestra en un Mufla
(o]
a 500 C hasta peso constante.

Proteinas: Se determinaron por el método Kjeldahl. La
mineralizacidon de la muestra se hizo en sulfarico
utilizando un mineralizador-digestor Bichi(mod.430)}y como
catalizador una mezcla de sulfato pot&sico,sulfato cOprico
pentahidratado y selenio metélico (100:6:1). La muestra se
destild con NaOH al 30% recogiendose el nitrdégenc en un
matraz, hasta un volumen total de 150 ml habiéndose
incorporado previamente 40 ml de indicador Blchi preparado
a partir de una solucidén madre mezcla de dos, la primera
formada por de rojo de metilo en alcohol al 0.1% y 1la
segunda compuesta por verde bromocresol disuelto en
alcohol y agua destilada (50/50) al O.2%.El destilado
obtenido se valord con ClH 0.05N hasta que virdé el color
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al tono 1inicial.%e empled el factor 6.25 para la
1

i
conversidén del nitrdgeno en proteina.
Grasa: Se determind con extacidn continua en &ter etilico
siguiendo el método Soxhlet, con un aparato Bilchi(mod.
B-810).

332 -DETERMINACION DE LAS ACTIWIDADES ENZIMATICAS
Preparacidn de la muestra

Para cada muestra se utilizé un pool de tres
animales, que fueron sacrificados de un golpe seco en la
base del cré@neo.Ré&pidamente fueron extraidos Yy pesados
higado y rifitn de cada animal,e inmediatamente después
fueron colocados en solucidn salina a1l 0.9% =a 4OC. A
continuacidn se homogenizaron en tampédn Tris-ClH 0.1M,
Sacarosa 0.25 M (TS) a pH 7.6 en una proporcidn 100mg de
tejido/ml de tampdn TS , tanto para higado como para
rifdén.La homogenizacién se realizé en un aparato tipo
potter de 3 ml de capacidad con pistilo y tubo de vidrio
esmerilado.Todo el proceso de homogenizacidn del tejido se
llevdé & cabo en hielo picado.Una vez obtenidos los
homogenados se separd una pequefia muestra de cada uno para
ser sometida a sonicacidén en un sonicador “Sonifer” mod.
B-12 (para la determinacién de la GDH dada su localizacidn
intramitocondrial) durante 3 minutos ,en intérvalos de 30
segundos, manteniendo siempre la muestra en hielo.Una vez
terminada la sonicacidn,tanto los homogenados primitivos
como los sonicados fueron sometidos a una centrifugacidn
de 30.000 x ¢ durante 30 minutos, en una centrifuga
"Kontron” mod. Centrikon H-401 refrigerada a +4OC .Tras la
centrifugacidén se recogié el sobrenadante donde se
determind el contenido en proteinas segin el método de
Lowry, aque describimos mas adelante.A partir de los
valores obtenidos en la determinacidn de proteinas,
ajustamos su contenido con tampbn T.S. (tris-0.1imM
sacarosa 0.25) a unas proporciones P:V de 6 mg proteina/ml
para higado y de 5 mg/ml para rifidn).Inmediatamente
después se procedia a la determinacidn de las actividades
enziméticas,excepto para los enzimas en gque 1la muestra
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necesita una dialisis previa (GDH,G6P-DH), que se realizé
en e} mismo tamp&n de homogenizacién (TS), en cémara fria
(a 4 C) v con agitacidn constante, durante 18 h.

Determinacion de la actividad enzimidtica de la fructosa
1.5-bisfosfatasa
{D~fructosa 1,8-bisfosfatol ~fosfohidrolasa, E.C0 3.1.3.113.
a)Fundamento:

La determinacidén de la actividad fructosa 1,6

pisfosfatasa estéd basada en el metodo de LATZKO y GIBBS
(1974) siguiendo espectrofotométricamente la aparicidn de
NADPH aooplada al sistema de reacciones siguientes:

FEBP-asa
FBP —————— = F 6-P+Pi
. PHI GOPDH
F 6-P ———»G 6-P »-6-P G
+
NADP NADH+H

La aparicidén de NADPH provoca un cambio de densidad
Sptica que es seguida espectrofotométricamente a 340 nm ¥
aue nos daré cuantitativamente la actividad del enzima por
minuto. La medida se realiza a ZSUC y pH 7.2, mantenido
con tampdn tris-~-C1lH. o

b) Reactivos:

Tampdn Tris-ClH 66.6 mM pH 7.2

Solucidn de ClzMg 100 mM

Solucidn extemporénea de NADP 10 mM

Solucidn de S-mercaptoetanol 200 mM

Fosfohexosa isomerasa (E.C.5.3.1.9.), comercial
Glucosa 6P-deshidrogenasa (E.C.1.1.1.49), comercial
H20 destilada

Fructosa 1.6-bisfosfato

c¢) Técnica:

Se utilizaron cubetas de 1 ml preparadas seglin el
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siguiente protocolo:

Volumen cubeta Concentraciédn cubeta
Tampdn Tris-ClH 0.60 ml 40 mM
C12Mg 0.05 ml 5 mM
NADP 0.05 ml 0.5 mM
{~mercaptoetanol ‘0,06 ml 12 miM
PHI 0.50 ul 2 U/ml
G&6PDH 0.30 ul 0.2U/ml
Agua destilada c.o9m¥* ==
FepP o.10m» —————

Se han utilizado dos concentraciones de sustrato
subsaturantes(0.001 y 0.005mM), tres saturantes (0.01,0.05
y 0.1mM) vy una inhibitoria.( 1 mM).

La reaccidn se inicis afadiendo 0.1 ml de extracto
celular a la cubeta con una concentracidn de 5Smg prot/ml
TS para el rifidn v 3 mg prot /ml TS para el higado.

d) C&lculos:

La actividad especifica FBPasa se expresa en nmoles
de F6P producidos por minuto y por miligramo de proteina:

AD.O./min. xV

nmoles / min. /7 mg. = =
10 x €« xdx v xP

AD.O./min = incremento de densidad &ptica por minuto

V = Volumen total de la cubeta (ml) p
& = Coeficiente de extincidn molar del NADPH,6.22 x 10
cm /mol.

d = Espesor de la cubeta

v = 0.05 ml de extracto

P = mg de proteina por ml.

10 = para pasar a nmoles
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a piruvatoc quinasa (A

i 1
piruvato 2-0-fosfotransferasa,BE. L. 2.7.1.403

a) Fundamento:

lLa actividad piruvatogquinasa ha sido determinada por
el método descrito por Carbonell et al.(1973),basado en 1la
siguiente reaccidn: '
PK
PEP + ADP =FPir + ATP
L.DH
Pir + NADH + H ———»Lac + NAD

Siguiendo la disminucidén de absorcidn a 340 nm,
correspondiente a la oxidacidn del NADH en la reaccidn
acoplada con LDH.

lLa medida se realiza a una temperatura de ZSCU Y pH
7.0, utilizando como precursor 2PG, aque por medio de la
enoclasa proporciona sustrato, PEP, a la reaccidn, usando 6
concentraciones diferentes del sustrato (0.01; 0.05; 0.1;
0.25; 0.5 ¥ 1.0 mM). Para el precursor se emplearon
concentraciones que eran en cada caso el doble de las del
sustrato.

b) Reactivos:

Tampdn Imidazol-CiH 77 mM pH 7.0

Solucidn de CI1K 2 M

Solucidn de ClzMg 100 mM

Solucidn extemporé&nea de NADH 1.5 mM

Solucidn extemporénea de ADP 10 mM

L-lactico deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27) comercial
Enolasa (E.C.4.2.1.11) comercial
Fosfoenolpiruvato

2-fosfoglicerato

¢c) Técnica:

Las cubetas se prepararon segln el siguiente




protocolo:
Volumen cubeta Concentiracidn cubeta

Tampdn 0.45 ml 50 mM
ClK 0.05 ml 100 mM
Clzﬂg 0.05 ml 5 mM
NADH 0.10 ml 80.15 mM
ADP © 0.10 ml 1 mM
PEP .1¢0mx* ——————
2-PG .10 m» m——————

LDH 3 1 3 U/ml
Enclasa 5 ul 2 U/ml

1

La reaccidon se inicia con la adicidén de 0.05 ml de
extracto en la cubeta con una concentracidén de 6 mg
prot/ml para higado ¥ 2.5 mg prot/ml para rifidn.

d) Calculos:
La actividad PK se expresa en nmoles de Piruvato
producidos en un minuto ¥y por mg de proteina.lLos c&lculos

son iguales a los anotados para la FBPasa.

Determinacidn enzimatica de la fosfofructogquinasa

(ATP-D-fructosa B-fosfato 1~-fosfolranzferasa, E.C.
2.7.1.11>

a) Fundamento:

La actividad PFK sedetermind
espectrofotométricamente siguiendo la desaparicidn de NADH
segln el método propuesto por CRABTREE vy NEWSHOLME
(1972),basado en la reaccisdn:
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FoP

Aldolasa TRIL
F 1,6-P - » DHAP ——»3-GAP
DHA »Glicerol-P
NAD NADH + H

N4

Como precursor usamos G6FP en proporcidon 3:1 con
respecto a la F6P ¥y a seis concentraciones diferentes.

| b) Reactivos:

| Tampdn Hepes 125 mM pH 7.0
‘ Solucidn extemporénea de NADH 1.5 mM
Solucidén de ClK 2 M
‘ Solucidn de ClzMg 100 mM
Solucidn de PO4HzK 100 mM
‘ Solucidn de CINH4 10 mM
‘ Solucién extemporanea de MgATP 15 mM
Solucidn extemporénea de AMP 1 mM
‘ Fosfohexosaisomerasa (E.C.3.1.9) comercial
Aldolasa (E.C.4.1.2.13), comercial
‘ Triosafosfato isomerasa (E.C.5.3.1.1), comercial
‘ g~glicerolfosfato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.8), comercial
Fructosa 6~fosfato
‘ Glucosa 6-fosfato

‘ c) TIé&cnica:

| Se preparan cubetas de 1 ml seglin el siguiente

protocolo:
|
Volumen cubeta Concentracidn cubeta
CL2 Mg 0.05 ml 5' mM
C1K 0.05 ml 100 mM
MgATP 0.10 ml 1.8 mM
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cont.

NADH .10 ml 0.15 mM
AMP Q.lU ml 0.1 mM
ClNHa 0.10 ml 1 mM
POdHZK 0.05 ml 5 mM
Aldolasa 5.5 il 0.5 U/fml
O—GPDH 1.5 Ll 0.5 U/ml
TIM 0.5 ul 5 U/ml
PHI 1.5 ul 1 U/ml
FéepP .1 ¢ m¥»  m——————
G6P c.ifom»  mm—m—————

El1 MgATP, NADH, AMP ¥y ClNH4 van disueltos en
tampébn Hepes pH 7.0, de forma que la concentracidn de este
en cubeta es de 50 mM. ftas disoluciones del sustrato
fueron: 0.1; 0.5; 15 2.5; 5 vy 10 mM. Para el precursor se
utilizaron concentracionés 3 veces mayores dque las de
Fé6P. La reaccibébn se inicia con la adicidn de 0.250 ml de
extracto a la cubeta,con una concentracidn de 3 ¥ 2.5 mg
Prot. /ml para higado y rifidn respectivamente.Se determinan
los incrementos de densidad &ptica por minuto a 340 nm.

d) Calculos:

La actividad PFK se expresa en nmoles de FDP
producidos por minuto Yy por mg de proteina,seglin 1los
clculos ya indicados para la determinacidén de la FBPasa.
Determinaciodn de la actividad enzimdtica de 1la Glucosa
6-fosfato deshidrogenasa {D-glucosa 6-fosfato: NADP
1-oxidoreductasa,E.C.1.1.1.49> :

a) Fundamento:

Para determinar la actividad G6P-DH hemos usado el
método descrito por LOHR y WALLER (1965) ;basado en la
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variacidn de la densidad 6ptica por formacidén de NADPH, que
es seguida espectrofotomé&tricamente a 340 nm, segln 1la
siguiente reaccidn:

+
D-G&6P + NADP —————w D- 6~PG + NADPH + H
GGPDH

b) Reactivos:
Tampdn trietanclamina 50 mM pH 7.5
Solucidn extemporénea de NADP 40 mM
Glucosa 6P

c) Técnica-

Se preparan cubetas de 1 ml segln el siguiente
protocolo: L g

Volumen cubeta Concentracidn cubeta
Tampdn 0.65 ml 32 mM
NADP 0.1 ml 4 mM
G6&6P .1 m1¥r  ————

La G6P se utiliza como sustrato con las siguientes
diluciones expresadas en mM : 0.001;0.005;0.01:0.05;0.1 vy
1. La reaccidn se inicidé con la adicién del extracto
(0.150 ml) con unas concentraciones de 1.5 mg prot/ml para
higado ¥y de 1.25 mg prot/ml en rifidn,a un pH 7.5.

d) Calculos:

La actividad G6PDH se expresa en nmoles de
gluconato formados por minuto ¥y por mg de proteina.Los
célculos se realizaron segln la férmula indicada para la
FBPasa.
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e la actividad enzimdtica de la Alanina

aminotransferasa. (Glutamato piruvato transaminasa
E.C.2.6.1.2.3

[

Tt v md a3 oS
PDelerminacisn

a) Fundamento:

Se basa en la desaparicidn de NADH acoplada a las
siguientes reacciones: :

AAT
L-ala + oKG » |_—-glutamato + Pir.
v LDH
Pir. + NADH » | actato + NAD

El método seguido para la determinacidn de la
actividad AAT fue el descrito por D APOLLONIA y ANDERSON
(1980) ,y se cuantificd siguiendo espectrofotométricamente
a 340 nm la disminucidén de densidad 6ptica provocada por
la desaparicidn de NADH.

b) Reactivos:

Tampbdbn fosfato 0.1 M, pH 7.4
Solucidn extempor&nea neutra de GkKG 10 mM
Solucidn extemporénea neutra de NADH 5 mM
Lactato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27) comercial
L-Alanina

¢) Técnica:

Las cubetas (de 1 ml) se prepararon seglin el
siguiente protocolo:

Volumen cubeta Concentracidn cubeta
Tampdn fosfato 0.74 ml 74 mM
NADH 0.03 ml 0.15 mM
LDH 0.003 ml 2 U/ml
L-Alanina 0.1 1
o-KG 0.08 ml 0.8 mM
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la reaccidn se inicido al afiadirle 0.05 ml de
extracto con una proporcién de proteina soluble de 3 mg/ml
en higado y de 2.5 mg/ml en rifidn.Dicha reaccidn se lleva
a cabo a pH 7.6 vy 25QC de temperatura.lLas concentraciones
de sustrato empleadas fueron :0.01;0.1313;10;25 y 50 mM.

d) C&lculos:
La actividad se expresa en nmoles de lactato

formados por minuto ¥ mg de proteina.lLos cé&lculos estéan
descritos en la seccidn dedicada a la FBP-asa.

Determinacidén de la actividad enzimatica de la Glutamalo
deshidrogenasa. (L-Glutamato: NAD oxidoreductasa desaminasa
E.Co 1.4.1.2.2

a) Fundamento:

Para la determinacién de la actividad GDH seguimos
el método descrito por E.SCHMITDT (1979) ,que se basa en
la siguiente reaccidn:

+
2-Oxoglutamato + NH:z + NADH ———»Glutamato + Hz0 + NAD

GDH
y como en los métodos anteriormente descritos, se
cuantificéd la actividad GDH siguiendo
espectrofotométricamente,a 340 nm,la variacidn de la

densidad 8ptica provocada por la aparicidn de NAD.
b) Reactivos:

Tampbdn trietanolamina 70 mM ;36 mM EDTA pH 8.0
Solucién extemporénea [SNADH 10.25 mM ADP 50 mM
Acetato ambnico 3.3 M

LbH (E.C.1.1.1.27) comercial

a-Oxoglutarato

¢c) Técnica:

Se prepararon cubetas de 1 ml segln el siguiente protocolo:
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Volumen cubeta Concentracidén cubeta
Tampdn 0.70 ml 50 mM TrRA 25 mM EDTA
Acetato ambnico 0.03 ml 100 mM
NADH/ADP 0.02 ml 0.2 mM NADH 1 mM ADP
LDH 0.40 1 2 Ul
a-KG .03 mx» —-—————————

La reaccidn se llevd a cabo a 25<C y pH 8.0, Yy se
usaron las siguientes concentraciones de AKG
0.01;0.05;0.1;0.5:1 v 10, mM inici&ndose con 0.150 ml de
extracto a 0.3 mg proteina/ml para higado ¥y 0.25 mg
proteina/ml para rifdn.

(Xl

d) Cé&lculos:

El célculo de la actividad GDH fue igual al descrito
en la seccibn FRBP-asa,expres&ndose los resultados como
nmoles de Glutamato formados por mg de proteina y minuto.

Aparatos ¥y productos

En todas las determinaciones enzim&ticas se ha
usado un espectrofotdmetro de la marca, Kontron mod.
Uvikon-810 P, con lectura digital,compartimento de cubetas
termostatizado ¥ Plotter (Kontron Plotter—800)
incorporado.

Para las medidas de pH se utilizdé un pHmetro marca
Crinson 2001 con lectura digital y una precisién de 10.01.

Las cubetas que se usaron eran desechables ¥ de 1
cm de espesor.

Los productos utilizados para estas determinaciones
fueron suministrados por varias casas :
Sustratos,coenzimas y enzimas pertenecientes a 1la firma

Sigma Chemical Co. (USA) y BB8ehringer (Mannheim, Alemania).

Los productos utilizados para la preparacion de
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tampones y dem@s reactivos generales fueron de las casas
Merck (Damstad,Alemania),Carlos Erba (Italia) vy Probus
(Espafa).

La sangre extraida de la vena dorsal de la trucha
con una Jeringa heparinizada se pone en un vial con  un
pPoco de anticoagulante en polvo (heparina u oxalato). De
aqui se toma una muestra que se desproteiniza con Cl04H al
2% en proporcidn 0.5 ml sangre:4 ml ClO4H. La muestra se
centrifuga durante 15 minutos a 5.000 r.p.m. El
sobrenadante obtenido se recoge y neutraliza con CO3Naz 1
M usando una gota de rojo de metilo como indicador;: se
centrifuga otra vez durante 5 minutos & 5.000 r.p.m., se
recoge el sobrenadante v, en este, se determina la
glucosa.

*

Determinacidn enzimitica de

| el

a glucosa

La glucosa contenida en 1=z muestra ha sido
determinada por el mé&todo enzimtico de 1la glucosa
oxidasa-peroxidasa usando como cromdgeno la O-dianisidina.

, La técnica ha sido descrita por BERGMEYER y col.
(1874). La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidaciédn de
la glucosa y el H202 formado, por accisdn de la peroxidasa
(POD), se descompone en Hz0 Yy 0z (oxigeno atémico) que
oxida al crombdgeno.

GOD
i-D-Glucosa + Hz0 + 02— m AC D-glucdnico + H202
FOD
H202 ———— = H20 + 1/2 02
1/2 0z
O-dianisidina (red) = O-dianisidina (oxid.)
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La O-dianisidina oxidada presenta un color quse
absorbe a 440 nm. Aundue la glucosa oxidasa es un enzima
especifico de la [i-D-glucosa, las pequefias cantidades de
t~-D—-glucosa aue puedan estar en las muestras también se
determinan al estar la GOD comercial acompafiada de
mutarrotasa.

Reactivos:

Tampdn Fosfato-tris 0.2:0.1 M, pH 7.3

Suspensidn de O-dianisidina en etanol de 95: al 1% P/V
Solucidn esté&ndar de glucosa 0.2 mM

Glucosa oxidasa (GOD) (E.C.1.1.3.4) comercial
Peroxidasa (POD) (E.C.1.11.1.7) comercial

La mezcla enzim&tica se prepard mezclando 9.3 mg de
GOD, 3 mg de POD, vy 0O.5 ml de 1la suspensién de
O-dianisidina en un volumen final de 75 ml con el tampdn
fosfato-tris.

Técnica:

Se prepatraron los tubos con las
siguientes cantidades indicadas en ml:

Blance 1 s2 S3 Muestra
Solucidn esténdar
de glucosa —;— 0.50 0.75 1 -
Agua destilada 1 0.50 0.25 - 0.5
Muestra - - ——— ——— 0.5
Mezcla enzim&tica 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Se incubaron una hora a 37UC y se determind la
densidad 6ptica a 440 nm.

C&lculos:
Para hallar los nmoles de glucosa de la muestra es
necesario representar una recta patrén con las densidades

6pticas de los esténdar y sus respectivas concentraciones
de 0.1;0.15;0.200 nmoles de glucosa.Asi se obtienen los
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nmcles de glucosa existentes en 0.5 ml de muastra
neutralizada,teniendo en cuenta el volumen del aue
proceden ¥ la neutralizacidén o dilucidn realizada en cada
caso.

)
A

34 -DETERMINACION DE AMINGACIDOS TOTALES EN PLASMA
Preparacion de la muesira

La sangre obtenida,como se explica en la seccidn
anterior,fue centrifugada a 2.500 r+.p.m. durante 20
minutos obteniendo el suero por decantacidn; al que se le
afiade sulfo salicilico al 5%, en proporcién 1 suero:3
sulfosalicilico.Se centrifuga otra wvez a 2.500 r.p.m.
durante 20 minutos ¥y del sobrenadante se toman 0.1 ml para
la determinacién.

Fundamento:

El método fotomé&trico de la ninhydrina,descrito por
SPIES (1957),esté& basado en la formacidn de color azul por
la reaccidn de la ninhydrina con los grupos amino libres.

Reactivos:

Tampdin Citrate 0.2 M pH 5.0

Etilén glicol, é&ter monoetilico

Solucidn de Ninhidrina: Mezcla al 50% de las siguientes
soluciones:

Solucidn A: 0.8 g. de Clzsn en 500 ml. de tampdn
citrato

Solucidn B: 20 g. de Ninhydrina en 500 ml de Etilén
glicol

Disolvente: Solucidn de n-Propanocl en agua al 50%

Solucidn esténdar de Leucina 2 mM

Técnica:

Se preparan los tubos segln el siguiente protocolo:
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1 2 3 4 Blanco Muestra

Solucidn Leucina .1 0.07% (C.0s0 0.025 ———— -

Agua -—~— 0.025 0.050 0.075 0.10 ————
Muestra —— —— —— —— ———— 0.1
Solucidn Ninhidrina 1 i 1 1 1 1
Disolvente s 5 S 5} 5 5

Los tubos con la curva patrén ¥y con la muestra se
mantienen en un bafio con agitacidn, tapados con papel
aluminio, durante 20 minutos a 100 C. Después se les afiade
el disolvente ¥y se espera 15 minutos antes de medir la
absorcidn a 570 nm. El color es estable durante una hora.

Célculos:

Con los datos los tubos esté&ndar se elaboréd una

curva patron, Yy la concentracidén de cada muestra se
obtiene por interpolacisdn, teniendo en cuenta las
diluciones sufridas en cada caso. Los resultados se

expresan en mM.

GLUCOGEND HEPATICO

o

reparacidn de la muesira

Del higado del animal se toma un trozo Yy se
homogeniza en un potter con perclérico 0.6 N en proporcién
de 30 mg de tejido por 1 ml de ClO4H. Del homogenado se
toman 0.2 ml y se reservan en hielo. El resto del
homogenado se centrifuga durante 15 minutos a 5.000 r.p.m.
¥ se recoge el sobrenadante y se neutraliza con CO2K 1 M,
usando rojo de metilo como indicador. Seguidamente se
procede a la determinacién de la glucosa por el m&todo vya
descrito.

A las alicuotaé de 0.2 ml de homogenado se afiaden

con COzK 1 M, 2 ml -de solucidn de amiloglucoxidasa en
tampdn acetato y se deja incubar en erlenmevyer de 25 ml
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durante dos horas a 40 C tapados en un bafioc con agitacidn.
Pasado el tiempo de incubacidn,la reaccidn se detiene
adicionande 1 ml de Cl04H 0.6 N. Se centrifugan los tubos
durante 15 minutos a 5.000 +.p.m. para eliminar el
precipitado, ¥y del sobrenadante se toman 0.5 ml en los que
se determina la glucosa segln e1 método enzim&tico de 1la
glucosa-oxidasa peroxidasa (BERGMEYER y col. 1974).

Reactivos:

Solucidn de &cido percldrico 0.6 N
Solucidn bicarbonato poté&sico 1 M
Amiloglucoxidasa (E.C.3.2.1.3.) comercial
Tampdbn acetato 0.2 M pH 4.8

Solucidn SO04(NH4)z 3.2 M

La amiloglucoxidasa se prepard disclviendo 333 mg de
enzima en 1 ml de SO4(NH4)z 3.2 M.De esta solucidn se
toman 0.4 ml ¥y se afiaden a 20 ml de tampdn acetato.

Calculos:

Al valor de glucosa obtenido de la muestra sometida
& hidrdélisis hay que restar la glucosa libre preexistente
en el tejido,cuyo wvalor se determina con la muestra
apartada del homogenado sometido & incubacién. El wvalor
resultante seré la cantidad de glucdgeno que habria en la
muestra de higado.

Los resultados se expresan como mg glucosa/g higado.

330 -DETERMINACION DE PROTEINAS SOLUBLES

Fundamento:

Para esta determinacidén se siguid el mé&todo de LOWRY
et al. (1951). Se trata de una reaccidn colorimétrica que
tiene dos fases:

1- La del Biuret; los grupos NH3 reaccionan con el Cu

alcalino y dan un color violeta.
2- La del Folin; los grupos OH reducen el fosfomolibdato
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presente en el reactivo que d& color azul.
Reactivos:

-Biuret:

A) CO3Naz al 2% en sosa 0.1 N

B) S04Cu.5HZ0 al 0.5% en tartrato sédico al 1%
El Biuret se prepara con las soluciones A y B mezclando 50
ml de A con 1 ml de B. Se prepara extemporé&neamente.
~-Reactivo de Folin comercial diluido a la mitad con agua.
-Solucién patrdn de proteinas.Se prepara al 0.05% de
albOmina bovina en agua destilada.

Técnica:

Se preparan los siguientes tubos y soluciones:

B i 2 3 4 5 Pt Pz
Agua (ml) 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 ——- —
Solucidn patrén ml -- 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 ——- —_—
Dil. 1 problema ——— e e e e e 1 —
Dil. 2 problema ——— e e e e e e 1

siendo B el blanco, y Pi v Pz los tubos problemas.

Una vez preparados todos los tubos, se afiaden 5 ml.
de Biuret, se esperan 15 minutos y aparece ligera
coloracidbn wvioleta correspondiente a la reaccidn del
Biuret. Pasados los 15 minutos se afiaden 0.5 ml de Folin b
se dejan 20 minutos. Se desarrolla el color azul propio
del reactivo de fenoles. Concluido este tiempo se hace la
lectura a 640 nm. ‘

Célculos:

Se construye una curva patrén, representando 1la
concentracidn de proteinas de cada uno de los patrones
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(50, 100, 150, 200 y 250 u/ml.) frente a su densidad
Optica correspondiente. A partir de la curva patrdén e
interpolando, se obtiene la concentracidén de proteinas que
hay en cada dilucidén del problema. Se nmultiplica la
concentracidn de cada tubce por su dilucidn ¥ se halla la
media aritmética de los dos valores.

J

i g S P T T PR
3.5,/ TINDICES BIOLOGICOS DE UTILIZACION DE LA DIETA
Eficacia del alimento

Un primer paso en el caAlculo de los 1indices de
crecimiento, una vez cuantificada la ingesta total de 1la
dieta, es la valoracidn del crecimiento en peso de los
animales para cada grupo experimental. Los incrementos de
peso vivo deben ser expresados en términos absolutos para
un periodo de tiempo. Con estos datos, relacionados con
los de la ingesta, se puede calcular la conversidn o
eficiencia del alimento seglin el siguiente indice:

A peso g

Indice de conversisn (IC)=
Alimento ingerido ¢

UWilizacidn protéica

Un términe muy empleado en la pré&ctica, para evaluar
la proteina utilizada para crecimiento es el coeficiente
de eficacia en crecimiento (CEC). La expresidén matematica
que nos define este indice es:

& peso g
CEC=

Proteina ingerida (g)

Indice hepato-somatoico

Es otro indice de seguimiento del estado
nutritivo-adaptativo de 1los animales. Este indice nos
relaciona el peso del higado con el peso corporal. Se

expresa como:
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Para comparar las medias de dos poblaciones
distintas se ha utilizado el test de la t de Student.

Al relacionar dos poblaciones distintas de datos, se

han ajustado las rectas de regresiédn correspondientes, ¥
se ha determinado su coefiente de correlacidn.
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4-RESULTADOS







4.1- ADAPTACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO DE HIGADO
Y RINON DE TRUCHA A LA DIETA DE ALTO CONTENIDO EN
PROTEINAS

4 11- INGESTA E INDICES BIOLOGICOS DE UTILIZACION DE LA
DIETA '

Al comparar los resultados obtenidos, reflejados en
la tabla 4.1. observamos que la ingesta es menor en las

TABLA 4.1.- Influencia de la dieta alta en proteinas (AP)
sobre la ingesta , variacidén de peso e indices
de conversién (IC) y utilizacidén de la proteina
para crecimiento (CEC).

CONTROL (6) DIETA A.P. (4)

Ingesta total (g) 1033.70 970.1
Ingesta (g/100 g pez/dia) 1.12 1.23
Proteina (g) 481.91 600. 38
Peso inicial (g) 2750.00 2267.00
Peso final (g9) 3411.00 2983.00
Incremento de peso (g) 661.00 716.00
Incremento de peso 0.72 Q.30
(¢/100 g pez/dia)
I.C. 0.64 0.74
C.E.C. 1.37 1.19
Los valores son media de los grupos
experimentales indicados en paréntesis. La

ingesta se ha expresado como la cantidad de
alimento ingerido por 100 g de animal y por dia
siendo el valor de é&sta la media de la cantidad
ingerida por los diferentes lotes experimentales
sometidos al mismo tratamiento, habiendo sido
tomado, tanto el peso como 1la ingesta el dia
auince del periodo experimental.
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truchas controles que en las alimentadas con la dieta alta

en proteinas, logicamente los incrementos de peso, medidos
tambien como incremento de peso por 100 g de pez al dia,
son mayores para los animales que ingirieron la dieta alta
en proteinas. En 1la evolucion ponderal se siguidé en
general, una linea similar a la ingesta.

Con respecto al indice de conversidn, IC, se sigue
manteniendo mejor en los animales alimentados con la dieta
de alto contenido en proteinas ya que se obtiene un mayor
aumento de peso por gramo de dieta ingerido, sin embargo,
Y como se esperaba , la utilizacidn de 1la proteina es
mejor para la dieta control como indican los wvalores de
coeficiente de eficacia en crecimiento,CEC, expresados en
la tabla 4.1. ya gque el exceso de proteina provoca una
desviacién de 1la utilizacidén de ésta hacia fines
energéticos con el consiguiente despilfarro proteico.

412 - ADAPTACIONES ENZIMATICAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO GLUCIDICO

A— EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD PIRUVATO QUINASA Y
FOSFOFRUCTOQUINASA

La dieta rica en proteinas provoca un incremento de
la actividad PK hepatica, aumentando significativamente la
velocidad ma&xima alrededor de un 40% sobre el wvalor
control. Asimismo a wvelocidad subsaturante se aprecian
cambios significativos en la actividad de este enzima (FIG
4.1), siendo estos del orden del 49% de media. Como se
puede observar estos cambios son proporcionales a lo largo
de toda 1la curva de saturacién, Sin embargo no se
osbservan cambios significativos en los valores de la Km
del enzima para el fosfoenolpiruvato.

la figura incluida en la curva de saturacién muestra
la representacidén de Lineweaver-Burk para los valores
correspondientes a la cinética enzim&tica con objeto de
obtener los paré&metros cinéticos del enzima y aque de forma
general se expresan en el pie de la figura. No obstante vy
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debido a que la represéntacidn de los dobles reciprocos
tiende a enfatizar los puntos correspondientes a bajas
concentraciones de sustrato donde se hace maximo el grado
de error (FERSHT 1985), los datos experimentales
presentados en este trabajo han sido analizados con fines
comparativos mediante un ajuste simple de minimos
cuadrados (DOWD y RIGGS 1965; ATKINS ¥y NIMMO 1975)
descritos por la ecuacidén; V=Vmax x (8)/(Km+(S)). Esta
representacidn no lineal ha sido realizada con la ayuda de
un programa de computador disefiado por nosotros en nuestro
laboratorio. Los parametros cind&ticos obtenidos mediante
este sistema se expresan al final de la tabla incluida al
final de la figura correspodiente . Por regla general Yy
aunque pueden existir diferencias entre ambos metodos, lo
que si se repite es una constanccia en el aspecto
cualitativo del valor del parametro cinético bajo las
diferentes condiciones nutriticionales.

Este &nalisis se ha realizado para todos y cada uno
de los enzimas ensayados tanto en higado, como rifidn de
trucha aunque de forma general, en esta seccidn de
resultados , solo se comentan los resultados obtenidos
mediante la representacidén no linear, sin perjuicio de que
en casos excepcionales se comenten y analicen los de ambos
métodos.

Por lo que respecta al rifién, el primer dato
sobresaliente consiste en que la actividad PK en este
tejido es del orden de cuatro wveces mayor aque en el
higado. El mecanismo de adaptacién en el enzima renal es
similar a1l de higado,es decir,un claro aumento de la
velocidad a niveles saturantes,sin dque se aprecien cambios
significativos en los valores de la Km.(FIG. 4.2.)

La PFK hep&a&tica y renal parece no afectarse con la
administracidon de una dieta alta en proteinas, ya aqaue no
se aprecia ningldn cambio importante ni a nivel de 1la Km ni
de la velocidad ma&xima, manteniéndose la cinética similar
a la obtenida para nuestros controles(FIG 4.3. ¥y 4.4.).
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Velocidad (mU/mg)

100

80

60

40

20

0
0 2 4 6 8 10 12
[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.01 2.56 T 0.58 (10) 4.50 * 1.32 (8)
0.05 16.30 * 1.92.(11) 23.72 * 2.39 (6)
0.1 30.87 ¥ 3.70 (13) 45.94 * 4.81 (6)
0.25 44.85 * 3.88 (13) 66.74 * 7.61 (6)
0.5 49.66 ¥ 3.35 (15) 75.54 * 8.19 (6)
10 64.84 ¥ 3.47 (15) 88.35 * 8.88 ()
Km (mM) 0.130 * 0.01 (10) 0.110.% 0.02 (e),
Vmax (mU/mg) 65.20 ¥ 7.30 (10) 91.33 * 9_.51 (6)

FIG 4.1.-EFECTC DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (—N—) Yy
alimentados con una dieta alta en proteina (—4—). Los
datos son media t SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra la representacion
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km ¥y Vmax
obtenidas fueron 0.162 mM y 71.58 mU/mg para los controles
y 0.163 mM vy 105.03 mU/mg@ para los animales sometidos a la
dieta. Las diferencias significativas se expresan como:*
P<0.0S. ‘




Velocidad (mU/mg)

400
300
200
100
10
_r “o 3 t.) 1/(P£P) -] 2
0 i i 1 1
0 2 4 6 8 10 12
[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) - CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.01 31.97 & 5.39 (9) 37.06 £ 2.34 (5)
0.05 162.70 * 12.65 (11) 184.30 t 25.99 (5)
0.1 216.83 * 11.43 (12) 243.34 * 20.10 (5)
0.25 255.24 * 14.69 (12) 324.24 T 24.40 (5)
0.5 268.72 * 12.71 (12) 348.17 ¥ 25.65 (5)
10 280.12 t 10.92 (12) 360.95 ¥ 23.66 (5)
Km  (mM) 0.049 ¥ 0.004(12) 0.055 ¥ 0.005(5),
Vmax (mU/mg) 290.60 f 22.45 (12) 381.70 ¥ 30.85 (5)

FIG 4.2.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (—&—) Yy
alimentados con una dieta alta en proteinas (—}—). Los
datos son media * SEM del nGamero de observaciones
indicadas. La gr&fica incluida muestra la representacidn
inversa de las respectivas curvas cinéticas. Lta Km y Vmax
obtenidas fueron 0.038 mM y 290.69 mU/mg para los controles
y 0.052 mM y 378.78 mU/mg para los animales sometidos a 1la
dieta. Las diferencias significativas se expresan como : *
P(0.05.
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velocidad (mU/mg)

14
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T

o.15
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008,
"o s p ” 2 28
viFer{
O i i i ! {
0 2 4 6 8 10 12
[FoP]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.1 2.18 £ 0.43 (10) 2.37 ¥ 0.69 (6)
0.5 6.10 ¥ 0.91 (10) 6.01 * 0.36 (6)
1 7.00 £ 0.56 (10) 6.78 ¥ 0.29 (6)
2.5 8.50 ¥ 0.53 (10) 8.47 * 0.51 (6)
5 11.05 ¥ 0.43 (10) 10.39 * 0.77 (6)
10 12.24 ¥ 0.71 (10) 12.12 * 0.96 (6)
Km (mM) 0.65 * 0.06 (10) 0.62 * 0.06 (&)
vmax {(mU/mg) 12.20 & 1.20 (10) 11.90 = 1.20 (6)

FIG 4.3.-EFECTO DE LA FRUCTOSA G-FOSFATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
FOSFOFRUCTOQUINASA DE HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (—i—) Y
alimentados con una dieta alta en proteina (~—). Los
datos son media * SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La grafica incluida mnmuestra 1la representacidn
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km Yy Vmax
obtenidas fueron 0.468 mM ¥ 11.28 mU/mg para los controles
Yy 0.835 mM ¥y 12.20 mU/mg para los animales sometidos a la
dieta.
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velocidad {mU/mg)

0 | 1 ] i !
0 2 4 6 8 10 12
[FGP]

SUSTRATO DIETAS

F6P (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINA
0.1 1.00 * 0.33 (10) 1.09 * 0.37 (&)
0.5 2.25 * 0.49 (10) 2.30 * 0.39 (5)
1 2.87 & 0.31 (10) 2.97 * 0.42 (6)
2.5 3.90 * 0.37 (10) 4.00 * 0.59 (5)
5 5.18 ¥ 0.29 (10) 5.33 * 0.83 (5)

10 5.58 ¥ 0.42 (10) 5.45 * 0.91 (5)

Km (mM) 0.98 * 0.15 (10) 0.62 * 0.06 (5)

vmax (mU/mg) 5.99 * 0.86 (10) 5.91 t 1.08 (5)

FIG 4.4. —EFECTO DE LA FRUCTOSA G—FOSFATO SOBRE LA

ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA DE RINON TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(——m--) ¥ alimentados con una dieta alta en proteina
(-—4--). Los datos son media * SEM del namero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra Ila
representacidon inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 0.769 mM y 5.52 mU/mg para
los controles vy 0.748 mM ¥y 5.58 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.




B— EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA

El escaso contenido en hidratos carbono de la dieta
alta en proteinas hace necesaria la formacidn de
glucosa.lLa FBPasa, en higado, aumenta su actividad hasta
un 80%, a concentracidn subsaturante,sin que se observen
cambios significativos en la velocidad mé&xima con respecto
al control (FIG 4.5.)

La actividad FBPasa renal también aumenta aundue en
menor proporcidn que la hepética, pero solo, como  en
higado,a velocidad subsaturante,disminuyendo por tanto los
valores de la Km de este enzima tanto en higado como en
rifén. (FIG. 4.6.). En este caso hay due mencionar que en
otros sistemas bioldgicos estudiados este enzima presenta
una clara inhibicidn por sustrato, aque en nuestras
condiciones experimentales ,comienza a ser patente a una
concentracidn de fructosa 1,6-bisfosfato de 0.1 mM para el
caso del higado y de 0.05 mM para el rifién. La actividad
especifica del enzima hep&atico es del orden de tres mayor
aue la del rifidn.

C- EFECTOD SOBRE LA ACTIVIDAD GLUCOSA, S—-FOSFATO
DESHIDROGENASA

El aumento de la proteina en la dieta parece no
incidir sobre la wvia de las pentosas fosfato vya aque
aparentemente no se necesita un aporte extra de poder
reductor ni de pentosas fosfato. La actividad G6PDH no
presenta niguna variacidn significativa ni en higado ni
rifion , obteniendose una curva de actividad similar al
control, sin que aparezcan diferencias significativas para
la Km y Vmax. obtenidas en las truchas alimentadas con 1la
dieta control o la dieta alta en proteinas. No osbtante
hay aue mencionar la tendencia de un 1ligero incremento
(del orden del 15%) en la actividad especifica de enzima
bajo estas condiciones nutricionales (FIG 4.7. ¥y 4.8.).




Vetocidad (mU/mg)
100

0 i B i H 1
0 8.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[FBP]
SUSTRATO DIETAS
F 1,6-P(mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.001 2.09 ¥ 0.84 (13) 4.53 * 1.69 (6)
0.005 7.07 * 1.55 (12) 12.73 * 3.33 (7)
0.01 16.90 ¥ 2.25 (13) 27.98 £ 4.97 (7)
0.05 61.33 * 5.31 (14) 58.69 * 3_.77 (7)
0.1 71.43 * 5.62 (12) 80.20 * 5.75 (6)
1 16.83 * 3.18 (17) 22.64 t 4.50 (6)
b 3

Km (mM) 0.046 * 0.005(12) 0.029 * 0.003(6)
vmax (mU/mg) 108.10 % 11.75(12) 102.80 * 9.95 (6)

FIG 4.5.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN HIGADO DE TRUCHA.
Las curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (~~B--) y alimentados c¢on una dieta alta en
proteinas (——4--). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida nuestra la
representacidédn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 0.034 mM ¥y 72.46 mU/mg para
los controles ¥y 0.042 mM y 125.08.mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferenclas significativas se
expresan como : * P(0.05.
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Velocidad (mU/mg)
5

0 i { i 1 i
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[FBP]
SUSTRATO DIETAS
F 1,6~P(mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.001 1.76 ¥ 0.52 (13) 2.76 T 1.18 (5)
0.005 4.77 * 1.07 (14) 7.96 * 1.33 (5)
0.01 10.45 * 1.08 (15) 12.05 * 0.76 (5)
0.05 22.86 * 1.79 (13) 20.35 * 2.24 (5)
0.1 21.78 * 3.04 (15) 12.01 * 2_.80 (5)
1 9.43 T 0.86 (14) 5.8 * 1.21 (5)
b 4

Km (mM) 0.025 * 0.004(13) 0.010 * 0.002(5)
vmax (mU/mg) 33.39 %

5.98 (13) 24.39 * 4.71 (5)

FIG 4.6.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN RINON DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (——B--) vy alimentados con una dieta alta en
proteinas(——-4--). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida nuestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 0.054 mM y 58.48 mU/mg para
los controles y 0.011 mM ¥ 24.64.mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P{0.05.
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velocidad (mU/mg)
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200 260
O-I { A J i ]
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[GeP]

SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.001 4.20 * 0.06 (8) 2.15 ¥ 0.97 (7)
0.005 16.63 = 1.94 (14) 13.48 ¥ 2.60 (7)
0.01 26.54 ¥ 3.08 (14) 26.52 * 5_66 (7)
0.05 91.35 £ 12.90 (16) 105.97 * 17.76 (7)
0.1 140.37 + 12.32 (16) 158.46 * 18.34 (7)
1 274.12 ¥ 19.88 (16) 313.43 ¥ 15.20 (7)
Km {mM) 0.115 ¥ 0.013 (14) 0.119 t 0.022 (7)
vmax (mU/mg) 305.6 ¥ 34.5 (14) 350.0 * 65.9 (7)

FIG 4.7. —-EFECTO DE LA GLUCOSA G-FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOSA G6-FOSFATO DESHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (——-B--) y alimentados con una dieta alta en
proteinas (--+4--). Los datos son media I SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La gré&afica incluida muestra 1la
representacidn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.118 mM y 305.81 mU/mg para
los controles y 0.140 mM y 393.08 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)

200
150 +
BRI
50 +
]
0 i § i i {
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[c6P]
SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.001 0.63 * 0.36 (9) 0.37 * 0.14 (5)
0.005 4.68 * .88 (10) 4.73 * 1.19 (5)
0.01 11.43 * 1.24 (13) 10.04 * 1.83 (5)
0.05 46.63 * 5_.61 (11) 52.08 & 7.22 (5)
0.1 82.84 * 7.96 (15) 102.65 * 20.11 (5)
1 162.99 * 10.20 (14) 182.30 * 13.71 (5)
Km {mM) 0.135 + 0.016 (11) 0.125 & 0.021 (5)
Vmax (mU/mg) 185.5 ¥ 21.36 (11) 205.1 * 34.64 (5)

FIG 4.8- EFECTO DE LA GLUCOSA G-FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOSA O-FOSFATO DESHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--B--) y alimentados con una dieta alta en
proteinas (——4--). Los datos son media * SEM del nCmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacién inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.177 mM y 212.77 mU/mg para
los controles v 0.183 mM ¥y 251.89 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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4 13- ADAPTACIONES ENZIMATICAS  RELACIONADAS  CON  EL
METABOLISMO PROTEICO

A- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUTAMATO DESHIDROGENASA

Tras la administracidon de un dieta rica en proteinas
la utilizacidn de amino&cidos como fuente de energia se ve
fuertemente incrementada. Los amino&cidos son degradados
a traves de diferentes rutas hasta piruvato e}
intermediarios del T.C.A.. La primera transformacidn que
tienen que sufrir los aminocacidos para ser utilizados es
la pérdida del grupo amino, segun el modelo propuesto por
BRAUNSTEIN (1957). Para la transdesaminacidén se necesita
la intervencidon de una transaminasa, poco especifica, que

catalizaria la transferencia del grupo amino a un
cetoacido , formandose glutamato. Finalmente el glutamato
formado es desaminado oxidativamente por accion de 1la
GDH. Nuestros resultados experimentales muestran un

incremento en la velocidad maxima del enzima hepético que
llega a ser del orden del 100% sobre los datos obtenidos
en los animales controles (FIG 4.9). Este incremento tiene
lugar tambien a lo largo de toda la curva de saturacidn
siendo practicamente del mismo orden patra cada
concentracion de sustrato utilizada. Por esta razbdn no se
aprecian cambios significativos en los valores Km de este
enzima para el glutamato.

En el rifidn, los datos obtenidos para 1la actividad
del enzima muestran un aumento significativo de la
velocidad maxima , de caracteristicas similares a 1los
obtenidos en higado, sin que se aprecien cambios en 1los
valores de la Km (FIG 4.10).

B—EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA AMINOTRANSFERASA.

La AAT cataliza la transaminacién de la alanina vy
otros amino&cidos gluconeogénicos, interviniendo en el
primer paso de 1la desaminaciébn indirecta , asi, 1a
administracidn de una dieta rica en proteinas conlleva un
aumento de la actividad de este enzima que en nuestras
condiciones experimentales es de un 65% para el enzima




velocidad (mU/mg)
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0 2 4 6 8 10 12
[OlKe]
SUSTRATO DIETAS
o—-KG(mM) CONTROL ALTA EN PROTEINA
0.01 5.17 £ 1.53 (20) 5.32 & 2.63 (10)
0.05 16.00 + 3.37 (20) 28.07 4.95 (10)
0.1 35.94 * 8.55 (20) 69.44 * 6.99 (10)
0.5 148.78 * 28_.29 (20) 260.50 & 30.24 (10)
1 245.28 + 38.57 (20) 508.06 ¥ 51.50 (10)
10 566.03  78.81 (20) 1121.22 ¥ 100.11 (10)
Km  (mM) 1.72 £ 0.35 (20) 1.75 * 0.20 (10),
vmax (mU/mg) 663.4 * 116.1 (20) 13201.4 * 144.2 (10)
FIG 4.9.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DEHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(~-B--) y alimentados con una dieta alta proteina (——4--).
Los datos son media * SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra 1la representacisén
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km Yy Vmax
obtenidas fueron 1.80 mM y 681.66 mU/mg para los controles
y 1.68 mM y 1231.98 mU/mg para los animales sometidos a 1la
dieta. Las diferencias significativas se expresan como :*
P<0.005.
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velocidad (mU/m
400 (mU/mg)
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[olkG]
SUSTRATO DIETAS
o—-KG (mM) CONTROL ALTA EN PROTEINA
0.01 3.63 & 1.34 (12) 6.49 ¥ 1.583 (5)
0.05 15.17 t 2.77 (12) 16.75 ¥ 2.96 (5)
0.1 32.35 * 5.69 (12) 21.22 t 2.53 (S)
0.5 84.25 + 28.29 (12) 108.53 * 14.81 (5)
1 132.81 + 14.47 (12) 179.25 * 9.03 (5)
10 265.02 ¥ 24.67 (12) 386.98 ¥ 25.13 (5)
Km  (mM) 1.22 £ 0.16 (12) 1.34 X 0.14 (5),
vmax (mU/mg) 296.4 £ 37.4 (12) 440.1 ¥ 46.2 (5)
FIG 4.10.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DEHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(-—m--) y alimentados con una dieta alta en proteinas
(-—4--). Los datos son media I SEM del ndmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 1.28 mM y 299.85 mU/mg para
los controles ¥ 1.60 mM vy 457.88 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P<0.0S5.




velocidad (mU/mg)
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0
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[ala]

SUSTRATO DIETAS

ALA(mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.01 0.58 & 0.47 (9) 1.68 * 0.96 (7)
0.1 3.85 + @.81 (%) 10.68 * 1.84 (7)
1 49.77 * 6.33 (9) 83.81 & 9.61 (7)
10 143.81 + 15.10 (9) 210.88 * 15.60 (7)
25 171.91 * 18.52 (9) 276.40 * 17.52 (7)
50 176.03 * 19.54 (9) 302.55 * 11.19 (7)
Km  (mM) 2.87 & 0.38 (9) 3.15 ¥ 0.29 (7),
vmax (mU/mg) 187.9 I 24.8 (9) 309.3 £ 28.7 (7)

FIG 4.11.-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (——m--) vy
alimentados con una dieta alta en proteina(-——+--). Los
datos son media * SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La gréfica incluida muestra la representacidn
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax
obtenidas fueron 2.75 mM y 186.57 mU/mg para los controles
y 2.75mM ¥y 303.95 mU/mg para los animales sometidos a 1la
dieta. Las diferencias significativas se expresan como: *
P<0.01.
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velocidad (mU/min)

120

100

80

60

40

20

0
60
[ala]
SUSTRATO DIETAS
ALA(mM) CONTROL ALTA EN PROTEINAS
0.01 0.55 &+ 0.28 (10) 0.86 * 0.32 (7)
0.1 2.02 ¥ 0.64 (10) 2.43 * 0.59 (7)
1 17.17 * 4.01 (10) 22.59 t 5_.16 (6)
10 68.35 + 9.92 (10) 67.63 * 13.21 (6)
25 89.13 * 11.53 (10) 86.20 * 14.85 (7)
S0 99.27 + 11.05 (10) 99.99 + 10.09 (7)
Km (mM) 5.99 £ 1.12 (10) 5.21 * 0.98 (7)
vmax (mU/mg) 110.6 * 20.7 (10) 106.8 &+ 20.1 (7)

FIG 4.12.-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--@—-) V¥
alimentados con una dieta alta en proteinas (--4--). Los
datos son media I SEM del nGamero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra 1la representaciodon
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km vy Vmax
obtenidas fueron 5.14 mM ¥y 105.82 mU/mg para los controles
y 4.68 mM ¥ 116_.23 mU/mg para los animales sometidos a 1la
dieta.
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hep&tico , y de caracteristicas similares a las descritas
en el apartado anterior para la GDH (FIG 4.11.).

Por el contrario ,en rifidn, no se aprecian cambios
significativos ni en la actividad del enzima ni en la Km
entre los animales controles y los alimentados con la
dieta rica en proteinas (FIG 4.12).
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42~ ADAPTACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO DE HIGADO
Y RINON DE TRUCHA A LA DIETA ALTA EN HIDRATOS DE
CARBONO
421~ INGESTA E INDICES DF BIOLOGICOS DE  UTILIZACION
DE LA DIETA
La cantidad de alimento aque wvoluntariamente han
tomado estos animales ha sido minima , tanto que ha
TABLA 4.2.~ Influencia de la dieta alta en carbohidratos
(AC) sobre la ingesta , variaciétn de peso e
indices de conversison (IC) y utilizacidén de la
proteina ara crecimiento (CEC).
CONTROL (6) DIETA A.C. (&)
Ingesta total (g) 1033.70 154.83
Ingesta (g/100 g pez/dia) 1.12 0.22
Proteina (g) 481.91 29.62
Peso inicial (g) 2750.00 2380.00
Peso final (g) _ 3411.00 2273.00
Incremento de peso (g) 661.00 -107.00
Incremento de peso Q.72 -0.15
g/100 g pez /dia 4
I.C. 0.64 v
C.E.C. 1.37 e e
Los wvalores son media de los arupos
experimentales indicados en paréntesis. La
ingesta se ha expresado como cantidad de

alimento ingerido por 100g de animal y por dia
siendo el valor de &sta la media de la cantidad
ingerida por los diferentes lotes experimentales
sometidos al mismo tratamiento,habiendo sido
tomados tanto el peso como la ingesta el dia
aquince del periodo experimental.




resultado ser insuficiente para satisfacer los gastos de
mantenimiento. Todo ello ha provocado una disminucidn en
el peso del animal (no tan acentuada como en el caso del
ayuno). LLa escasa ingestidn de alimento se debe
probablemente al alto porcentaje de hidratos de carbono va
que estos por una parte no son bien utilizados por la
trucha vy por otra parece que presenta problemas de
palatabilidad al animal puesto que en numerosas ocasiones
el alimento era rechazado por el pez una vez probado.

Respecto al 1indice de conversisén (1IC) b4 al
coeficiente de eficacia en crecimiento(CEC) no se han
calculado ya que los incrementos de peso resultaron
negativos.

422~ ADAPTACIONES ENZIMATICAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO GLUCIDICO -

A= EFECTO SOBRE La ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA Y

PK ¥ PFK presentan un comportamiento similar frente
a esta situacidn nutritiva. En el caso de la PK hepatica
se aprecia un aumento, del 50%, en la actividad a
concentraciones subsaturantes de PEP (0.05 mM) (FIG 4.13.)
lo que lleva a un cambio similar en la Km sin que se
observen cambios significativos a velocidad maxima .

En el rifidn no se apreciaron cambios en la ciné&tica
seguida por el enzima de los animales alimentados con
respecto a la dieta rica en hidratos de carbono como se
muestra en la FIG 4.14..

La PFK es un importante enzima regulador de la
glucolisis en mamiferos como la rata (UYEDA 1979) va que
es bastante sensible al contenido glucidico de 1l1la dieta
aumentando su actividad cuando este es elevado . Nuestros
datos muestran un incremento del 50% en la velocidad pero
solo a concentraciones subsaturantes de F6P (0.1 mM) en

los animales alimentados con la dieta rica en
carbohidratos (F16 4&_15)sin que aparezcan cambios
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Velocidad (mU/mg)
0

12
[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) CONTROL ALTA EN H de C
0.01 2.56 * 0.58 (10) 3.63 ¥ 1.16 (7)
0.05 16.30 * 1.92.(11) 24.72 ¥ 5.84 (7)
0.1 30.87 * 3.70 (13) 40.14 £ 8.19 (7)
0.25 44.85 * 3.88 (13) 53.35 £ 8.61 (7)
0.5 49.66 * 3.35 (15) 55.74 + 8.51 (7)
10 64.84 ¥ 3_.47 (15) 68.04 * 7.33 (7)
. *
Km (mM) 0.130 * 0.01 (10) 0.080 £ 0.02 (7)
vmax (mU/mg) 65.20 * 7.30 (10) 68.14 * 13.41(7)

FIG 4.13.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--E--) Yy
alimentados con una dieta alta en hidratos de carbono
(~-%--=). Los datos son media * SEM del namero de
observaciones indicadas. La graéafica incluida muestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.162 mM ¥y 71.58 mU/mg para
los controles y 0.088 mM ¥y 70.27 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P{0.02.
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[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) CONTROL ALTA EN H de C
0.01 31.97 & 5_.39 (9) 23.96 * S5_.06 (8)
0.05 162.70 * 12.65 (11) 122.35 + 8_.75 (8)
0.1 216.83 & 11.43 (12) 193.31 * 7.27 (9)
0.25 255.24 * 14.69 (12) 243.28 * 10.38 (9)
0.5 268.72 * 12.71 (12) 256.02 * 11.28 (9]
10 280.12 * 10.92 (12) 264.50 ¥ 13.79 (9)
Km (mM) 0.049 ¥ 0.004(12) 0.055 * 0.005 (9)
Vmax (mU/mg) 290.60 * 22.45 (12) 280.50 * 26.76 (9)

FIG 4.14.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (~-E--) vy
alimentados con una dieta alta en hidratos de carbono
(——%-=). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La gra&fica incluida nuestra la
representacidédn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 0.038 mM y 290.69 mU/mg para
los controles y 0.066 mM ¥ 293.60 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad {mU/mg)
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[FeP]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL ALTA EN H de C
0.1 2.18 t 0.43 (10) 3.28 = o.61 (7)
0.5 6.10 * 0.91 (10) 6.17 * 0.49 (7)
1 7.00 ¥ o.56 (10) 7.15 £ 0.37 (7)
2.5 8.50 £ 0.53 (10) 8.22 * 0.30 (7)
s 11.05 ¥ 0.43 (10) 9.46 * 0.31 (7)
10 12.24 * 0.71 (10) 11.38 * 0.42 (7)
, _ .
Km (mM) 0.65 * 0.06 (10) 0.36 £ 0.03 (7)
vmax (mU/mg) 12.20 ¥ 1.20 (10) 10.50 * 0.80 (7)
FIG 4.15.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 6—FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA DE HIGADO DE TRUCHA. Las

curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--B--) ¥ alimentados con una dieta alta en
carbohidratos (——#--). Los datos son media * SEM del nGmero
de observaciones indicadas. La grafica incluida muestra 1la
representacidn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.468 mM y 11.28 mU/mg para
los controles y 0.356 mM y 10.23 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P{(0.005.
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velocidad (mU/mg)
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[FéP]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL ALTA EN H. de C
0.1 1.00 * 0.33 (10) 1.23 * 0.44 (7))
0.5 2.25 * 0.49 (10) 2.17 £ 0.51 (7)
1 2.87 & 0.31 (10) 3.16 ¥ 0.66 (7)
2.5 3.90 % 0.37 (10) 4.02 * 0.69 (7)
5 5.18 ¥ 0.29 (10) 5.00 X 0.57 (7)
10 5.58 & 0.42 (10) 5.80 = 0.64 (7)
Km (mM) 0.98 ¥ 0.15 (10) 0.89 = 0.16 (7)
vmax (mU/mg) 5.99 * 0.86 (10) 5.99 * 1,17 (7)
FIG 4.16.-EFECTO DE LA FRUCTOSA G6—FOSFATO SOBRE LA

ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA DE RINON TRUCHA .Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(——B--) y alimentados con una dieta alta en hidratos de
carbono (--%--). Los datos son la media * SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacién inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax, obtenidas fueron 0.769 mM y 5.52 mU/mg para
los controles ¥y 0.847 mM ¥ 5.82 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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significativos en la velocidad m&xima. Este comportamiento
cinético provoca una disminucidén significativa de la Km
del enzima para la fructosa 6-fosfato del orden del 40%.

En rifidn, sin embargo, no aparecen diferencias , ni
a2 nivel de la Km ni de la velocidad méxima (FIG. 4.16),
entre los animales controles vy los alimentados con la
dieta rica en gllGcidos.

B~ EFECTO SO0OBRE LA ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,0-BISFOSFATASA

La dieta rica en hidratos de carbono parece no
provocar ningn cambioc en este enzima ya gue en ninguno
de los parametros cinéticos analizados aparecen
diferencias significativas entre los animales controles vy
los alimentados con la dieta hiperglucidica (FIG 4.17) ,
si bien, aparece cierta tendencia a la inhibicidn, aunque
no significativa, en la actividad del enzima hepatico a
concentraciones subsaturantes de sustrato.

En rifidh, no se aprecian cambios significativos ni a
velocidad ma&xima ni en la Km de los animales alimentados
con la dieta alta en carbohidratos(FIG.4.18.).

C- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUCOSA OG~-FOSFATO
DESHIDROGENASA

Segln los resultados que se muestran en la FIG 4.19.
para higado y la FIG 4.20. para rifiédn el comportamiento de
la G6PDH parece no presentar ningun tipo de modificacidn
al aumento de los hidratos de carbono en la dieta ya aque
Nno se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los parémetros cinéticos obtenidos entre esta dieta
Y los controles.
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SUSTRATO DIETAS

F 1,6-P(mM) CONTROL ALTA EN H de C

0.001 2.09 * 0.84 (13) 1.29 * 0.99 (8)

0.005 7.07 * 1.55 (12) 5.20 ¥ 0.97 (8)

0.01 16.90 * 2.25 (13) 14.02 = 1.46 (8)

0.05 61.33 * 5.31 (14) 51.01 & 4.92 (8)

D.1 71.43 * 5.62 (12) 67.62 * 4.07 (8)

1 16.83 * 3.18 (12) 19.71 * 2.62 (8)

Km (mM) 0.046 * 0.005(12) 0.067 * 0.016(8)

Vmax (mU/mg) 108.10 * 11.75(12) 114.80 * 27.89(8)
FIG 4_.17_ -EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6~FOSFATQ SOBRE LA

ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN HIGADO DE TRUCHA Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--B--) y alimentados con una dieta alta en
hidratos de carbono(--#%--). Los datos son media ¥ SEM del
Namero de observaciones indicadas. La grafica incluida
muestra la representacidén inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron 0.034 mM y 72.46
mU/mg para los controles y 0.076 mM ¥y 99.01 mU/mg para los
animales sometidos a la dieta.
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Velocidad (mU/mg)
S

" -
5
0 i 1 i i iy
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[FBP]

SUSTRATO DIETAS

F 1,6-P(mM) CONTROL , ALTA EN H de C.

0.001 1.76 £ 0.52 (13) 1.49 * 0.31 (7)

0.005 4.77 £ 1.07 (14) 6.80 * 0.60 (7)

0.01 10.45 * 1.08 (15) 11.37 * 0.64 (8)

0.05 22.86 * 1.79 (13) 22.72 * 117 (9)

0.1 21.78 * 3.04 (15) 18.53 + 2.20 (9)

1 9.43 * 0.86 (14) 9.54 * 0.71 (9)

Km(mM) 0.025 * D.004(13) 0D.018 ¥ 0.002(7)

vmax (mU/mg) 33.39 + 5.98 (13) 31.15 * 3.35 (7)
FIG 4.18.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6~-BISFOSFATASA EN RIﬁON DE TRUCHA. Las

curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (——B-~) y alimentadas con una dieta alta en
hidratos de carbono(--%--). Los datos son media ¥ SEM del
nimero de observaciones indicadas. La grafica incluida
muestra la representacién inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron 0.054 mM y 58.48
mU/mg para los controles y 0.018 mM y 31.25 mU/mg para los
animales sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[G6P]

SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL ALTA EN H de C
0.001 4.20 * 0.06 (8) 2.02 ¥ 0.90 (7)
0.005% 16.63 * 1.94 (14) 8.8 £ 1.86 (7)
0.01 26.54 ¥ 3.08 (14) 16.20 * 2.71 (7)
0.05 $1.35 * 12.90 (16) 62.22 + 6.42 (7)
0.1 140.37 * 12.32 (16) 104.11 = 8.41 (7)
1 274.12 * 19.88 (16) 218.59 T 10.32 (7)
Km (mM) 0.115 * 0.013 (14) 0.140 * 0.0233(7)
Vmax (mU/mg) 305.6 ¥ 34.5 (14) 249.7 £ 43.8 (7)

FIG 4.19. -EFECTO DE LA GLUCOSA G-FOSFATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
GLUCOSA G-FOSFATO DESHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--B--) y alimentados con una dieta alta en
hidratos de carbono(--#--). Los datos media * SEM del
namero de observaciones indicadas. La grafica incluida
muestra la representacién inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron 0.118 mM y 305.81
mU/mg para los controles y 0.141 mM y 243.90 mU/mg para los
animales sometidos a la dieta.
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velocidad {mU/mg)
200
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100

50

a
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[G6P]

SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL ALTA EN H.de C.
0.001 0.63 % 0.36 (9) 0.42 ¥ 0.41 (8)
0.005 4.68 ¥ 0.88 (10) 4.25 * 1.69 (8)
0.01 11.43 & 1.24 (13) 10.07 * 2.43 (8)
0.05 46.63 * 5.61 (11) 46.54 * 5.89 (8)
0.1 82.84 * 7.96 (15) 77.80 ¥ 6.31 (8)
1 162.99 ¥ 10.20 (14) 158.16 ¥ 8.28 (8)
Km (mM) 0.135 * 0.016 (11) 0.138 & 0.022 (8)
Vmax (mU/mg) 185.5 * 21.36 (11) 181.4 * 32.60 (8)

FIG 4.20.-EFECTO DE LA GLUCOSA GS6~-FOSFATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
GLUCOSA G-FOSFATO DESHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--EB--) y alimentados con una dieta alta en
hidratos de carbono(-—%--). Los datos son media ¥ SEM del
nGmero de observaciones indicadas. La grafica incluida
muestra la representacién inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron 0.177 mM ¥y 212.77
mU/mg para los controles y 0.151 mM y 188.86 mU/mg para los
animales sometidos a la dieta.
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A- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUTAMATO DESHIDROGENASA

Debido al escaso aporte proteico que se les
suministra a los animales alimentados con esta dieta era
de esperar un drastico descenso en la actividad GDH si
bien, nuestros datos experimentales (FIG 4.21. para el
higado y FIG 4.22. para el rifidtn) no se aprecian
diferencias , ni a velocidad maxima ni a velocidad
subsaturante, entre la actividad obtenida en los animales
controles y 1los alimentados con la dieta alta an
carpohidratos.

BE— EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA AMINOTRANSFERASA.

El comportamiento que sigue la AAT frente a esta
situacidén nutritiva es parecido al descrito para la GDH.
En la FIG 4.23. aparecen los datos correspondientes a
higado ¥y en la FIG 4.24 los obtenidos para rifidn de los
animales alimentados con la dieta rica en hidratos de
carbono. Seglin los datos obtenidos no se observan
diferencias entre el comportamiento ciné&tico del enzima
ensavado en los animales alimentados con una u otra dieta.
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velocidad (mU/mg)
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0
12
[oLKG]
SUSTRATO DIETAS
o~KG (mM) CONTROL. ALTA EN H de C
0.01 5.17 ¥ 1.53 (20) 8.5 £ 2.25 (9)
0.05 16.00 * 3.37 (20) 18.69 £ 3.25 (9]
0.1 35.94 + 8.55 (20) 33.34 & 5.79 (9)
0.5 148.78 * 28.29 (20) 148.39 £ 28.25 (9)
1 245.28 + 38.57 (20) 256.98 ¥ 34.18 (9)
10 566.03 t 78.81 (20) 536.94 * 48.25 (9)
Km (mM) 1.72 £ 0.35 (20) 1.68 * 0.28 (9)
vmax (mU/mg) 663.4 * 116.1 (20) 617.6 T 100.7 (9)
FIG 4.21.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DEHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(-~@--) y alimentados con una dieta alta carbohidratos
(——%--). Los datos son media T SEM del namero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacién inversa de las respectivas curvas cinéticas,
La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 1.80 mM y 681.66 mUY/mg para
los controles ¥ 1.48 mM ¥y 561.80 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)
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[AKG]
SUSTRATO DIETAS
o—=KG (mM) CONTROL ALTA EN H de C.
0.01 3.63 & 1.34 (12) 3.746 £ 2,01 (7)
0.05 15.17 & 2.77 (12) 10.94 * 4.16 (7)
0.1 32.35 * 5.69 (12) 17.67 = 2.41 (7)
0.5 84.25 * 28_29 (12) 56.59¢ ¥ 6.57 (7)
1 132.81 + 14.47 (12) 118.82 * 17_11 (7)
10 265.02 ¥ 24.67 (12) 244.63 T 21.83 (7)
Km (mM) 1.22 * 0.16 (12) 1.58 = 0.27 (7)
vmax (mU/mg) 296.4 * 37.4 (12) 284.5 * 47.2 (7)
FIG 4.22.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DESHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(--B--) y alimentados con una dieta alta en hidratos de
carbono (——%--). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacidn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 1.28 mM y 299.85 mU/mg para
los controles vy 1.17 mM y 221.98 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)
0
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100

50

0
60
[ala]

SUSTRATO DIETAS

ALA(mM) CONTROL. ALTA EN H de C.
0.01 0.58 & 0.47 (9) 1.20 ¥ 0.58 (9)
0.1 3.85 ¥ p.81 (9) 5.1 * 1.44 (9)
1 49.77 ¥ 6.33 (9) 50.94 & 6.89 (9)
10 143.81 1 15.10 (9) 146.49 T 16.19 (9)
25 171.91 * 18.52 (9) 180.14 * 22.18 (9)
50 176.03 * 19.54 (9) 178.75 * 22.41 (9)
Km {mM) 2.87 & 0.38 (9) 2.88 £ 0.43 (9)
vmax (mU/mg) 187.9 * 24.8 (9) 191.5 ¥ 28.7 (9)

FIG 4.23.-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (—~B--) vy
alimentados con una dieta alta en hidratos de
carbono(—--#w—-). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La gréafica incluida muestra 1la
representacidén inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 2.75 mM y 186.57mU/mg para
los controles ¥ 2.80 mM vy 191.94 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)
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SUSTRATO DIETAS
ALA(mM) CONTROL ALTA EN H de C
0.01 0.55 * 0.28 (10) 0.5 * 0.32 (9)
0.1 2.02 ¥ 0.64 (10) 2.53 * 0.72 (9)
1 17.17 * 4.01 (10) 19.43 * 3.98 (9)
10 68.35 ¥ 9.92 (10) 63.71 * 12.15 (9)
25 89.13 * 11.53 (10) 70.16 * 13.97 (9)
50 99.27 * 11.05 (10) 83.19 * 14.47 (9)
Km (mM) 5.99 + 1_12 (10) 5.5 + 1.17 (9)
vmax (mU/mg)} 110.6 * 20.7 (10) 95.4 * 2p0.1 (9)

FIG 4.24.-EFECTC DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--E--) ¥y
alimentados con una dieta alta en carbohidratos (——#--).
Los datos son media I SEM del namero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra la representacién
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax
obtenidas fueron 5.14 mM y 105.82 mU/mg para los controles
y 3.18 mM vy 82.98 mU/mg para los animales sometidos a la
dieta.
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TACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO DE HIGADGC
Y RINON TRUCHA A LA DIETA DE ALTO CONTENIDO EN
GRASA

IDICES BIOLOGICOS DE  UTILIZACION DE LA

Por los datos expresados en la tabla 4.3., la dieta
alta en grasa ha resultado ser la m&s positiva en cuanto a
la mejora de los indices nutricionales.Tanto la ingesta

TABLA 4.3.- Influencia de la dieta alta en grasa (AG)
sobre la ingesta , variacidn de peso e Indices
de conversidn (IC) y utilizaciédn de la proteina
para crecimiento (CEC).

CONTROL (6) DIETA A.G. (1)

Ingesta total (g) 1033.70 1442.55
Ingesta (g/100 g pez/dia) 1.12 1.20
Proteina (g) 481.91 659.25
Peso inicial (g) 2750.00 3460.00
Peso final (g) 3411.00 4590.00
Incremento de peso (g) 661.00 1130.00
Incremento de peso 0.72 0.94
(g/100 g pez/dia)

I.C. 0.64 0.78

C.E.C. 1.37 1.71

Los wvalores son media de 1los grupos

experimentales indicados en paréntesis. La

ingesta se ha expresado como cantidad de

alimento ingerido por 100g de animal y por dia
siendo el valor de ésta la media de la cantidad
ingerida por los diferentes lotes experimentales
sometidos al mismo tratamiento, habiendo sido
tomados, tanto el peso como la ingesta el dia
auince del periodo experimental.
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como los incrementos de peso son similares a los obtenidos
para la dieta de alto contenido en proteina y mejores due
los controles pero ademas muestran un indice de
conversidn, IC, mayor que los controles vy ligeramente
superior a la dieta alta en proteina , presentando un CEC
sensiblemente mejor «ue los obtenidos para las otras
dietas experimentales. En el caso de la dieta control, con
el mismo nivel de proteina que la dieta alta en grasa , la
diferencia dque presentan el CEC puede deberse a que tanto
el incremento de peso como la ingesta son mayores Yy por
tanto la cantidad de proteina ingerida es mayor, al
relacionarla con el aumento de peso parece dque esta es
utilizada preferentemente con fines estructurales Yy de
produccidn de eauivalentes de energia.

A 32 -ADAPTACIONES ENZIMATICAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO GLUCIDICO

A— EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD PIRUVATO QUINAXRA Y
FOSFOFRUCTOQUINASA

Sin embargo bajo nuestras condiciones
experimentales aparece un claro pero significativo
aumento, tanto en higado (100%) como en rifidn (120%), de
la actividad PK a lo largo de toda la curva de saturacidn,
no encontréndose diferencias significativas para la Km ni
en higado ni en rifién (FIG. 4.25. para el higado Yy FIG.
4.26.para rifén)

Para la PFK, los datos de la literatura cientifica
muestran que la administracidn de una dieta rica en grasa
afecta negativamente su actividad vya aque bajo estas
condicionese produce un acumilo de citrato que actua como
inhibidor del enzima. Sin embargo, nosotros no observamos
diferencias significativas en los valores obtenidos para
el enzima entre los animales alimentados con la dieta
control o con la dieta alta en grasa (FIG 4.27.).Tampoco
en rifién hemos encontrado variacidén en la actividad del
enzima de los animales sometidos a estos tratamientos , si
bien aparece cierta disminucidn en los valores de la Km
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. Velocidad (mU/mg)
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80
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son media

respectivas curvas cinéticas. La Km y V
D0.162 mM ¥ 71.58 mU/mg para los contro
134.99 mU/mg para los animales sometidos a 1la dieta.
diferencias significativas se expresan como:
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[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.01 2.56 ¥ 0.58 (10) 14.19 * 3.88 (8)
0.05 16.30 ¥ 1.92.(11) 42.09 * 2_14 (7)
0.1 30.87 £ 3.70 (13) 70.80 * 5.29 (7)
0.25 44.85 * 3.88 (13) 93.58 * 10.19 (7)
0.5 49.66 ¥ 3_35 (15) 106.39 * 9_72 (8)
10 64.84 T 3.47 (15) 131.14 * 14.36 (8)
Km  (mM) 0.130 £ 0.01 (10) 0.100.% 0.01 (7),
vmax (mU/mg) 65.20 * 7.30 (10) 130.50 * 15.41 (7)
FIG 4.25.—-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA ACTIVIDAD

PIRUVATO QUINASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (——-E--) vy
alimentados con una dieta alta en grasa (—-{1--). Los
SEM del nOmero de observaciones
grafica incluida muestra la representacidn inversa

datos
indicadas. La

las

max obtenidas fueron
les y 0.107 mM vy

Las

* pP<(D.001.
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[PEP]
SUSTRATO DIETAS
PEP (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.01 31.97 * 5.39 (9) 38.06 ¥ 6.45 (7)
0.05 162.70 * 12.65 (11) 241.38 * 30.10 (7}
0.1 216.83 * 11.43 (12) 431.35 * 26.79 (7)
0.25 255.24 t 14.69 (12) 529.07 * 41.78 (7)
0.5 268.72 * 12.71 (12) 570.68 * 48.25 (7)
10 280.12 * 10.92 (12) 619.28 * 50.49 (7)
Km  (mM) 0.049 * 0.004(12) 0.066 ¥ .0.008(9),
vmax (mU/mg) 290.60 ¥ 22.45 (12) 645.60 £ 77.64 (7)

FIG 4.26.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--E--) Y
alimentados con una dieta alta en grasa (--3@--). Los datos
representados son media * SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra la representacidn
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km Yy Vmax
obtenidas fueron 0.038 mM y 290.69mU/mg para los controles
y 0.088 mM y 696.86 mU/mg para los animales sometidos a la
dieta. Las diferencias significativas se expresan como: *
P<0.0001.
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velocidad (mU/mg)
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[F6P]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.1 2.18 * 0.43 (10) 2.85 * 0.69 (6)
0.5 6.10 * 0.91 (10) 5.75 * 0.85 (6)
1 7.00 * 0.56 (10) 6.46 * 0.99 (6)
2.5 8.50 ¥ .53 (10Q) 8.29 * 0.46 (5)
5 11.05 ¥ 0.43 (10) .95 * n.81 (6)
10 12.24 * 0.71 (10) 11.55 * 1.05 (5)
Km (Mm) 0.65 * 0.06 (10) 0.56 * 0.07 (6)
vmax (mU/mg) 12.20 % 1.20 (10) 11.20 * 1.40 (6)
FIG 4.27.-EFECTO DE LA FRUCTOSA G6—FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOGQUINASA DE HIGADO DE TRUCHA. l.as

curvas de saturacidn muestran las actividades del enzima en
animales controles (—---) y alimentados con una dieta alta
en grasa (-—-O--). Los datos son media ¥ SEM del nlmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 0.468 mM y 11.28 mU/mg para
los controles y 0.464 mM y 10.55 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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velocidad (mU/mg)
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[FeP]
SUSTRATO DIETAS
Fé&P (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.1 1.00 * 0.33 (10) 1.06 * 0.29 (7)
0.5 2.25 * 0.49 (10) 2.17 ¥ 0.33 (7)
1 2.87 t 0.31 (10) 2.45 * 0.32 (7)
2.5 3.90 £ 0.37 (10) 3.11 * 0.15 (5)
5 5.18 * 0.29 (10) 3.80 * 0.16 (5)
10 5.58 * 0.42 (10) 4.23 * 0.19 (5)
Km (mM) 0.98 * 0.15 (10) 0.53 * 0.06 (5)
vmax (mU/min) 5.99 * 0g.86 (10) 4.20 * 0.48 (5)
FIG 4.28.—-EFEFECTO DE LA FRUCTOSA G-FOSFATO SOBRE LA

ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA DE RINON TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(-—m--) vy alimentados con una dieta alta en grasa
(—-0~--).Los datos son la media X SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax, obtenidas fueron 0.769 mM y 5.52 mU/mg para
los controles vy 0.454 mM ¥ 3.95 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.
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en los animales que se alimentardn con la dieta alta en
grasa aunque esta no es significativa (FIG 4.28.).

B~ EFECTO S0OBRE LA ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA

En mamiferos la adicidén de grasa a la dieta estimula
la gluconeogenesis mejorando la utilizacidn de diferentes
sustratos gluconeogenicos tales como la alanina, piruvato
0 lactato.Esta activacidn de la gluconeogénesis se debe a
un aumento en los niveles de ATP, NADH y de acetil-CoA que
estimulan este proceso en diferentes puntos.Nosotros solo
obtenemos un aumento significativo de 1la wvelocidad del
enzima en rifion y a concentraciones de F, 1,6 P
subsaturantes (FIG 4.29).En hiigado, la actividad del
enzima permanece constante sin que se aprecien cambios ni
en la velocidad ni en la afinidad por su sustrato(FIG
4.30.).

o= EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUCOS A, 6—FOSFATO
DESHIDROGENASA

Como se ha descrito en el apartado 2.6.1.,; la
administracidn de una dieta alta en grasa provoca una
fuerte inhibicidn de los enzimas productures de NADPH:
NADP-malato deshidrogenasa, NADP-— isocitrato
deshidrogenasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
6-fosfogluconato ' deshidrogesasa, NADP—-isocitrato
deshidrogesasa ( ¥y con la consiguiente 1inhibicidon de 1la
via de las pentosas fosfato). Los datos experimentales
obtenidos en este trabajo muestran una disminucidn de 1la
velocidad m&xima del 55%, en el higado de las truchas
alimentadas con la dieta rica en lipidos (FIG 4.31.). En
rifdn por el contrario, no aparece ninguna variacidn de la
velocidad méxima.

No hubo diferencias significativas entre los wvalores

de la Km del enzima hep&tico y renal ,entre los controles
y los animales mantenidos con la dieta rica en grasa.
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SUSTRATO DIETAS

F 1,6-P (mM) CONTROL ALTA EN GRASA

0.001 2.09 ¥ 0.84 (13) 3.36 * 2_.11 (&)

D.005 7.07 ¥ 1.55 (12) 9.72 * 1.63 (4)

0.01 16.90 £ 2.25 (13) 18.26 * 1.95 (7)

0.05 61.33 £ 5.31 (14) 49.85 * 2.80 (7)

0.1 71.43 * 5.62 (12) 72.34 * 1.84 (7)

1 16.83 £ 3.18 (17) 14.57 * 1.83 (7)

Km (mM) 0.046 ¥ 0.005(12) 0.058 * 0.005(4)

vmax (mU/mg) 108_10 * 11.75(12) 112.80 + 12.12(4)
FIG 4.29_-EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN HIGADO DE TRUCHA.

Las curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (——-B--) y alimentados con una dieta alta en grasa
(--0--). Los datos son media * SEM del nCmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra 1la
representacidén inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 0.034 mM y 72.46 mU/mg para
los controles y 0.048 mM ¥y 103.81 mU/mg para los animales
sometidos la dieta.
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Velocidad {mU/mg)
5

0 i | i !
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[FBP]
SUSTRATO DIETAS
F 1,6-P CONTROL ALTA EN GRASA .
0.001 1.76 * 0.52 (13) 4.46 ¥ 0.95 (7)
a.oas 4.77 * 1.07 (14) 8.27 £ 1.09 (8)
0.01 10.45 * 1.08 (15) 14.96 * 1.94 (8)
0.05 22.86 £ 1.79 (13) 23.53 * 0.79 (8)
0.1 21.78 * 3.04 (15) 13.31 * 0.98 (8)
1 $.43 T 0.86 (14) 8.53 £ 0.79 (8)
*
Km(mM) 0.025 * 0.004(13) 0.010 ¥ 0.001(8)
Vmax (mU/mg) 33.39 + 5.98 (13) S 28.10 t 3.36 (8)
FIG 4.30.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6—-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN RINON DE TRUCHA. Las

curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (—-E~-) y animales alimentados con una dieta alta
en grasa (--0--). Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La graéafica incluida muestra la
representacién inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 0.054 mM y 58.48 mU/mg para
los controles y 0.015 mM ¥y 34.48 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P(0.01.
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velocidad (mU/mg)

300
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150
100
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Q&
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[G6P]
SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.001 4.20 * 0.06 (8) 2.18 ¥ 0.96 (6)
0.005 16.63 * 1.94 (14) 7.70 * 2.80 (6)
0.01 26.54 +* 3.08 (14) 12.27 & 2.95 (6)
0.05 91.35 ¥ 12.90 (16) 59.30 * 6.78 (6)
0.1 140.37 £ 12.32 (16) 78.62 ¥ 5.93 (&)
1 274.12 * 19.88 (16) 152.31 + 8.78 (6)
Km  (mM) 0.115 * 0.013 (14) 0.102 * 0.017 (6],
vmax (mU/mg) 305.6  34.5 (14) 167.2 * 28.2 (6)

FIG 4.31.-EFECTO DE LA GLUCOSA G6-FOSFATQO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOSA G6-FOSFATO DESHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--@--) y alimentados con una dieta alta en grasa
(-—-O0--). Los datos son media * SEM del ndmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacion inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.118 mM y 305.81 mU/mg para
los controles y 0.087 mM y 137.25 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta. Las diferencias significativas se
expresan como: * P{(0D.03.
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velocidad (mU/mg)

200

150

100

50
L] na
0 i 1 1 ] i
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
' [c6P]
SUSTRATO DIETAS
G6P (M) CONTROL ALTA EN.GRASA
0.001 0.63 & 0.36 (9) 1.64 ¥ 0.49 (5)
0.005 4.68 * 0.88 (10) 6.00 * 1.50 (5)
0.01 11.43 & 1.24 (13) 12.12 = 2.52 (5)
0.05 46.63 + 5,61 (11) 57.42 * 4.41 (5)
0.1 82.84 * 7.96 (15) 83.23 * 5.85 (5)
1 162.99 * 10.20 (14) 162.24 ¥ 8.35 (5)
Km {(mM) 0.135 & 0.016 (11) 0.118 ¥ 0.015 (5)
Vmax (mU/mg) 185.5 & 21.36 (11) 180.1 ¥ 23.65 (5)

FIG 4.32.-EFECTO DE LA GLUCOSA 6-FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOSA G-FOSFATO DESHIDROGENASA EN »RIﬁON DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--E--) y alimentados con una dieta alta en grasa
(--0--). Los datos son media * SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacidén inversa de las respectivas curvas cinéticas.
Lta Km y Vmax obtenidas fueron 0.177 mM y 212.77 mU/mg para
los controles v 0.103 mM vy 173.76 mU/mg para los animales
sometidos a la dieta.




4 33— ADAPTACIONES ENZIMATICAS RELACIONADAS  CON EL
METABOLISMO PROTEICO

A- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUTAMATO DESHIDROGENASA

Los 1lipidos en 1la dieta reducen 1la tasa de
utilizacidn de la proteina con fines aque no sean de
sintesis ¥ por tanto los niveles de desaminacidén se
encontraran disminuidos, pero este efecto metabsdlico no
esta claro. Nosotros no encontramos datos
significativamente diferentes ni para la velocidad maxima
Nni para la Km del enzima en rifién (FIG 4.34).

En higado la Vmax del enzima se incrementa con
respecto al control aproximadamente un 40% aunque este
aumento no fué estadisticamente significativo (FIG 4.33.)

8- EFECTO SUBRE LA ACTIVIDAD ALANINA AMINOTRANSFERASA.

En la FIG 4.35. se representa la curva de actividad

aue sigue la AAT de higado. Como se puede observar la
actividad del enzima se incrementa a lo largo de toda la
curva de saturacidén en un 100% sin que aparezcan

variaciones significativas en la Km del sistema para la
alanina.

En rifidn (FIG 4.36). no se observan cambios entre

los parametros cinéticos comparados (Km y Vmax)para los
animales sometidos a estas dos condiciones nutritivas.
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Velocidad {mU/mg)

1000

800

600

400

200
0 § | { I 1
4] 2 4 6 8 10 12
[AKG]
SUSTRATO DIETAS
o—KG (mM) CONTROL. ALTA EN GRASA
0.01 5.17 & 1.53 (20) 12.17 & 3.63 (7)
0.65 16.00 * 3.37 (20) 31.22 + 9.92 (7}
0.1 35.94 * 8.55 (20) 54.71 & 7.61 (7)
0.5 148.78 + 28.29 (20) 203.56 + 23.69 (7)
1 245.28 * 38.57 (20) 347.37 ¥ 36.94 (7)
10 566.03 * 78.81 (20) 797.84 * 77.76 (7)
Km  (mM) 1.72 * 0.35 (20) 1.72 * 0.19 (7)
Vmax (mU/mg) 663.4 * 116.1 (20) 935.6 * 97.8 (7)
FIG 4 .33.~-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

SLUTAMATCO DEHIDROGENASA EN  HIGADG DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(-——m--) y alimentados con una dieta alta grasa (--[0--). Los
datos son media * SEM del nGmero de observaciones
indicadas. La grafica incluida muestra la representacidn
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax
obtenidas fueron 1.80 mM y 681.66 mU/mg para los controles
y 1.88 mM y 977.52 mU/mg para los animales sometidos a la
dieta.
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velocidad (mU/mg)

400
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1

0
0 2 4 6 8 10 12
[AKG]
SUSTRATO DIETAS
o—-KG (mM) CONTROL ALTA EN GRASA
0.01 3.63 &+ 1.34 (12) 3.92 &£ 3.92 (5)
0.05 15.17 + 2.77 (12) 15.36 £ 2.33 (5)
0.1 32.35 * 85_69 (12) 37.93 * 5_.32 (5)
0.5 84.25 * 28_.29 (12) 104.14 * 10.19 (5)
1 132.81 * 14.47 (12) 157.44 + 9.14 (5)
10 265.02 * 24.67 (12) 383.91 * 37.09 (5)
Km (mM) 1.22 + 0o.16 (12) 1.43 * 0.15 (5)
vmax (mU/mg) 296.4 * 37.4 (12) 424.6 T 44.2 (5)
FIG 4.34.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DEHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(—-®--) y alimentados con una dieta alta en grasa (--0O--).
lLlos datos son media ¥ SEM del namero de observaciones
indicadas. La gféfioa incluida muestra la representacion
inversa de las respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax
obtenidas fueron 1.28 mM y 299.85 mU/mg para los controles
Yy 1.50 mM Yy 495.54 mU/mg para los animales sometidos a la
dieta.
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velocidad (mU/mg
350 / )

300

250
200
150
100
50
170
0
60
[ala]
SUSTRATO DIETAS
ALA(mM) CONTROL ALTA EN GRASA.
0.01 0.58 * 0.47 (9) 0.86 ¥ 0.61 (9)
0.1 3.85 & 0.81 (9) 8.04 * 1.85 (9)
1 49.77 ¥ 6.33 (9) 88.96 £ 9.70 (9)
10 143.81 ¥ 15.10 (9) 268.99 T 22.42 (9)
25 171.91 * 18.52 (9) 300.58 * 22.02 (9)
50 176.03 ¥ 19.54 (9) 331.33 * 22.48 (9)
Km (mM) 2.87 * 0.38 (9) 2.92 * 0.33 (9),
vmax (mU/mg) 187.9 f 24.8 (9) 344a.6 £ 38.8 (9)

FIG 4.35.-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--@--) VY
alimentados con una dieta alta en grasa (--0O0--). Los datos
son media t SEM del nGmeroc de observaciones indicadas. La
gr&afica incluida muestra la representacidn inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
2.75 mM y 186.57mU/mg para los controles y 3.55 mM y 305.81
mU/mg para los animales sometidos a 1la dieta. Las
diferencias significativas se expresan como: * P(0.00S5.
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velocidad (mU/mg)

120
100
80
60
40
20
0
[ala]
SUSTRATO DIETAS
ALA(mM) CONTROL. ALTA EN GRASA
0.01 0.55 * p.28 (10) 1.02 t 0.50 (8)
0.1 2.02 * 0.64 (10) 4.73 ¥ 1.19 (8)
1 17.17 & 4.01 (10) 22.42 * 2.70 (8)
10 68.35 * 9_.92 (10) 69.28 * 6.88 (8)
25 89.13 * 11.53 (10) 84.94 * 8.16 (8)
50 99.27 * 11.05 (10) 38.35 ¥ g_37 (8]
Km (mM) 5.99 + 1_.12 (10) 4.46 T 0.59 (8)
Vmax (mU/mg) 110.6 = 20.7 (10) 103.3 * 13.7 (8)

FIG 4.36.—-EFECTG DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (—-E--) vy
alimentados con una dieta alta en grasa (—-O--). Los datos
son media * SEM del nGmero de observaciones indicadas. La
grafica incluida muestra la representacién inversa de las
respectivas. curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
5.14 mM y 105.82 mU/mg para los controles y 3.35 mM y 97.37
mU/mg para los animales sometidos la dieta.




Logicamente las truchas mantenidas en ayuno durante

30 dias mostraron una disminucisdén en el peso , que supone,
en valores medios, una perdida del 0.64 % al dia de su
peso, como muestra la tabla 4.4.. Esta disminucidon se

lleva a cabo fundamentalmente a costa de tejido muscular vy
adiposo ya aque los &cidos grasos y aminoécidos son
movilizados desde el tejido adiposo ¥y masculo esqueletico
respectivamente para ser utilizados como sustrato
gluconeogenico y satisfacer la demanda energética ¥y de
glucosa de algunos tejidos , necesaria para cubrir los
gastos de mantenimiento del animal.

TABLA 4.4.~-Influencia del ayuno (Ay) sobre la variacién

de peso.
CONTROL (8] AYUNO (3)
Pesc inicial (g) 2750.00 3053.00
Peso final (g) 3411.00 2518.00
Incremento de peso (g) 661 .00 -535.00
Incremento de peso 0.72 -0.64
g/100 g pez/dia

Los wvalores son media de los grupos
experimentales indicados en parentesis. La

ingesta se ha expresdo como cantidad de alimento
ingerido por 100g de animal y por dia siendo el
valor de é&sta la media de la cantidad ingerida
por los diferentes lotes experimentales
sometidos al mismo tratamiento, habiendo sido
tomado tanto el peso como la ingesta el dia
quince del periodo experimental.
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4 4 2 ~ADAPTACIONES ENZEMATICAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO GLUCIDICO

A- EFEEJTO SOBRE L4 ACTIVIDAD PIRUYATO QUINARA Y

Durante wuna situacidn de avuno los niveles de
actividad piruvato quinasa nho parece afectarse en nigunos
de los parémetros estudiados .(Efectivamente, no  fiemos
encontrado cambios en la actividad enzim&tica, ni varia la
velocidad maxima ni lo hace su afinidad por el sustrato
(FIG 4.37.). "

En rifidn, se presenta una situacidn similar al higado
ya que tampoco se detectan cambios en la actividad del
enzima ni a concentracidn saturante ni subsaturante de
fosfoenolpiruvato , mostrandose , eso si, mucho mé&s activa
en rifidn que en higado a niveles saturantes de
fosfoenolpiruvato (FIG 4.38.).

Como muestra la FIG 4.39., tampoco se observan
diferencias significativas para la actividad PFK entre los
animales controles y los sometidos a ayvuno. Tanto la Km
como la velocidad mé&xima se mantienen constantes a pesar
de las diferentes situaciones nutritivas a las dque han
sido sometidos los animales.

En el rifidn, se repite este comportamiento, tampoco
aparecen diferencias significativas ni en la Km ni en la
velocidad maxima. Como se observa en la FIG _4.40. las
curvas representadas muestran una cinética similar, los
datos obtenidos para la Km vy velocidad m&xima, que
aparecen en dicha figura ,mantienen Valores muy similares.

B- EFECTO SO0OBRE LA ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA

Al contrario de lo que ocurre con los dos enzimas
glucoliticos anteriormente comentados, PK y PFK, la FBPasa
si parece afectarse bajo esta condicién nutritiva. El
ayuno provoca un aumento, ya descrito por otros autores >
de la actividad del enzima que supone aproximadamente un
50% sobre el control como se refleja en la FIG 4.41.. Este

160




Velocidad (mU/mg)
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0 2 4 6 8 10 12
{PEP]
SUS T RATO DIETAS
PEP(mM) CONTROL AYUNO
0.01 2.5 * 0.58 (10) 3.35 * 0.93 (12}
0.05 16.30 + 1.92.(11) 12.45 * 1.89 (12)
0.1 30.87 * 3.70 (13) 30.74 F 4.23 (12)
0.25% 44.85 * 3.88 (13) 41.12 * 3.86 (12)
0.5 49.66 £ 3.35 (15) 48.05 & 3.95 (12)
10 64.84 t 3_47 (15) 60.01 £ 4.56 (12)
Km (mM) 0.130 £ 0.01 (10) 0.130 & 0.02 (12)
vmax (mU/mg) 65.20 * 7.30 (10) 61.10 = 8.34 (12)

FIG 4.37.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--B--) Yy
ayunados (--X--) Los datos son media * SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacién inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.162 mM y 71.58 mU/mg para
los controles y 0.200 mM ¥y 61.10 mU/mg para 1los animales
sometidos a ayuno.
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Velocidad (mU/mg)
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0 2 4 6 8 10 12
[PEP]

SUSTRATO DIETAS
PEP (Mm) CONTROL AYUNO
0.01 31.97 * 5.39 (9) 21.62 * 4.19 (12)
0.05 162.70 * 12.65 (11) 161.70 * 28.21 (12)
0.1 216.83 * 11_43 (12) 246.93 * 26.80 (9)
0.25 255.24 * 14.69 (12) 283.56 * 30.29 (9)
0.5 268.72 * 12.71 (12) 353.17 & 34.02 (9}
10 280.12 * 10.92 (12) 317.54 * 34.02 (9)
Km {(mM) 0.049 ¥ 0.004(12) 0.053 &+ 0.008 (9)
Vmax (mU/mg 290.60 * 22_.45 (12) 337.70 * 52.66 (9)

FIG 4.38.-EFECTO DEL FOSFOENOLPIRUVATO SOBRE LA ACTIVIDAD
PIRUVATO QUINASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--EB--) vy
ayunados (~-X--) Los datos son media ¥ SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacidn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 0.038 mM y 290.69 mU/mg para
los ¥ 0.058 mM y 358.94 mU/mg para los animales sometidos a
ayuno.
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velocidad (mU/mg)

14

O 1 1 } i }
0 2 4 6 8 10 12
[F6P]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL AYUNO
0.1 2.18 * 0.43 (10) 1.80 * 0.50.(9)
0.5 6.10 * 0.91 (10) 5.45 f 0.63 (9)
1 7.00 * 0.56 (10) 6.90 * 0.58 (9)
2.5 8.50 * 0.53 (10) 8.62 * 0.56 (9)
5 11.05 * 0.43 (10) 9.75 * 0.79 (9)
10 12.24 * 6.71 (10) 10.65 * 0.76 (9)
Km (Mm) 0.65 * 0.06 (10) 0.55 * 0.06 (9)
Vmax (mU/mg) 12.20 * 1.20 (10) 10.90 * 1.3 (9)
FIG 4.39. -EFECTO DE LA FRUCTGOSA G6—FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOGUINASA DE HIGADOC DE TRUCHA. Las

curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (-—M--) y ayunados (-—X%--). Los datos son media *
SEM del nOamero de observaciones indicadas. La grafica
incluida muestra la representacion inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.468 mM ¥ 11.28 mU/mg para los controles y 0.490 mM vy
10.63 mU/mg para los animales sometidos a
ayuno.
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velocidad (mU/mg)
6

0 i J] 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
[F6P]
SUSTRATO DIETAS
F6P (mM) CONTROL. AYUNO
0.1 1.00 & 0.33 (10) 1.09 & 6.21 (12)
0.5 2.25 * 0.49 (10) 2.28 * 0.28 (10)
1 2.87 ¥ 0.31 (10) 3.11 * 0.37 (10)
2.5 3.90 £ 0.37 (10) 4.25 ¥ 0.55 (11)
5 5.18 * 0.29 (10) 5.19 * 0.55 (10)
10 5.58 * 0.42 (10) 5.50 £ 0.39 (10)
Km (mM) D.98 * 0.15 (10) 0.81 * 0.10 (10)
vmax (mU/m) 5.99 £ 0.86 (10) 5.88 * 0.72 (10)
FIG A4.40.-EFECTO DE LA FRUCTOSA 6—-FOSFATO SOBRE LA

ACTIVIDAD FOSFOFRUCTOQUINASA DE RINON TRUCHA .Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(——8--) Yy sometidos a un ayuno (—-X--). Los datos son media
* SEM del nGmero de observaciones indicadas. La gra&afica
incluida muestra 1la representacidn inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.769 mM ¥y 5.52 mU/mg para los controles y 0.784 mM y 5.77
mU/mg para los animales sometidos a ayuno.
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Velocidad (mU/mg)
100

0 i i i i H
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[FBP]
SUSTRATO DIETAS
F 1,6-F(mM) CONTROL AYUNO
0.001 2.09 ¥ 0.84 (13) 5.22 ¥ 1.54 (8)
0.005 7.07 £ 1.55 (12) 14.85 * 1.88 (8)
0.01 16.90 & 2.25 (13) 29.70 * 2.727 (9}
0.05 61.33 ¥ 5.31 (14) 67.06 * 5_72 (9]}
0.1 71.43 * 5.62 (12) 79.60 X 4.73 (9)
1 16.83 * 3.18 (17) 22.85 * 4.49 (9)
. b4
Km (mM) 0.046 * 0.005(12) 0.025 * 0.002(8)
Vmax {(mU/mg) 10810 * 11.75(12) 100.94 * 11.31(8)
FIG 4 .41 . -EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6-FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTGS A 1,6—-BISFOSFATASA EN HIGADO DE TRUCHA .

Las curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (——B--) y ayunados (--%X--). Los datos son media *
SEM del namero de obsehvaciones indicadas. La grafica
incluida muestra 1la representacidn inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.034 mM ¥ 72.46 mU/mg para los controles y 0.035 mM Yy
117.40 mU/mg para los animales sometidos a ayuno. Las
diferencias significativas se expresan como: * P(0.00S5.
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[FBP]
SUSTRATO DIETAS
F 1,6-P CONTROL AYUNO
0.001 1.76 * 0.52 (13) 5.97 * 1.92 (10}
0.005 4.77 ¥ 1.07 (14) 14.10 £ 2.09 (10)
0.01 10.45 & 1.08 (15) 21.77 * 2.59 (10)
0.05 22.86 ¥ 1.79 (13) 27.79 * 3.33 (10)
0.1 21.78 * 3.04 (15) 19.48 * 1.90 (8)
1 9.43 T 0.86 (14) 13.55 £ 2.00 (8)
*x
Km {mM) 0.025 * 0.004(13) 0.005 * 0.001(10)
vmax (mU/mg) 33.39 * 5.98 (13) 30.79 * 4.96 (10)
FIG G4.42. -EFECTO DE LA FRUCTOSA 1,6—FOSFATO SOBRE LA
ACTIVIDAD FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA EN rRINON DE TRUCHA . Las

curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--B--) y ayunados (--X--). Los datos son media *
SEM del nlamero de observaciones indicadas. La grafica
incluida muestra 1la representacion inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.054 mM ¥y 58.48 mU/mg para los controles y 0.007 mM vy
33.33 mU/mg para los animales sometidos a ayuno. Las
diferencias significativas se expresan como:* P(0.0005.
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aumento solo se observa a concentraciones celulares de
F6P, mientras aue la -velocidad maxima se mantiene
constante.

En rifidn, el enzima presenta el mismo mecanismo de
actuacidn, aumentando su actividad a concentraciones
subsaturantes de Fé6P (0.005mM) sin modificar su velocidad
maxima (FIG 4.42.).

Tanto en higado como rifAdén este enzima muestra
inhibicién por exceso de sustrato s como ha sido descrito
ya en otros sistemas bioldgicos y que en nuestro trabajo
observamos en todas las situaciones ensayadas.

- EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUCOSA-G-FOSFATO

En mamiferos, durante situaciones nutricionales
claramente antilipogenicas como por ejemplo el ayuno se
produce una drastica disminucidon en la actividad de este
enzima (NACE et. al.1979; HERZBERG 1983). En peces tales
como el salmén (LIN et. al. 1977) ¥y la seriocla (SHIMENG
1982) la GSPDH presenta el mismo comportamiento al
descrito en mamiferos. Nuestiros resultados reflejan un
mecanismo de adaptacidn similar al descrito para la trucha
arcoiris. Segln podemos ver en la FIG 4.43. la G6PDH
disminuye su actividad ante un ayuno prolongado, con una
marcada reduccidn de su velocidad, de aproximadamente un
55% en todas las concentraciones de sustrato estudiadas,
sin embargo, la Km no se afecta ante esta situacisén, asi,
parece que la adaptaéién al ayuno se hace por disminucidn
del contenido intracelular de este enzima.

En rifién, al contirario, no encotramos variacidén de
la actividad del enzima ya aque no presenta diferencias
significativas ni para le Km ni para la velocidad maxima
entre los animales controles y los sometidos a ayuno (FIG
4.44. ).
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DAPTACIONES  ENZIMATICAS  RELACIONADAS  CON B

.
447~ A

METARDLIZMG PROTEICO

El ayuno provoca un aumentoe en la sintesis de
glucosa que hace necesario un incremento en la
disponibilidad de esqueletos carbonados para ser
utilizados como sutratos gluconeogénicos. Muchas de estas
cadenas carbonadas provienen de 1a desaminacidn de
amino&cidos en la aue interviene , como hemos descrito
anteriormente, de forma decisiva por lo que es 1égico
pensar aque ante esta situacion nutritiva estos enzimas
presenten una elevada actividad. La actividad del enzima
hep&tico representado en la FIG 4.45., muestra un aumento
de a lo largo de toda la curva de saturacidn para &-KG sin
que aparezcan diferencias significativas en la Km del
enzima entre los animales que ingirieron la dietan
control y los sometidos a ayuno.

En cuanto al enzima renal, se puede ver en la FIG
446 ,que no presenta variaciones entre los parémetros
estudiados y que tanto los valores de la Km como los

obtenidos para la velocidad mé&xima no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre la
situaciones nutritivas ensayadas. No obstante se puede
observar cierto aumento en la velocidad maxima en los
animales ayunados, aunaue esta diferencia no sea
significativa.

B. -~ EFECTO S0OBRE LA ACTIVIDAD ALANINA AMINOTRANSFERASA

El comportamiento cinético de la AAT ante un avuno
prolongado es diferente en el higado (FIG 4.47.) que en el
rifion (FIG 4.48.) mientras que en el primeroc muestra un
aumento en su velocidad, del orden de un 125%, en el rifidon
la velocidad aparece inalterada. Probablemente la razones
del incremento de actividad hepatica sean las mismas
descritas para la GDH, es decir la necesidad de un aporte
constante de cadenas carbonadas para la sintesis de
glucosa .
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velocidad (mU/mg)

300

250

200

150

100

30

oX-

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[c6P]

SUSTRATO DIETAS

G6P (mM) CONTROL AYUNO

0.001 4.20 ¥ 0.06 (8) 1.06 * 0.29 (7)

0.005 16.63 * 1.94 (14) 7.81 * 0.%4 (7)

0.01 26.54 * 3.08 (14) 14.96 ¥ 1.58 (10)

0.05 91.35 * 12.90 (16) 57.35 & 4.37 (10)

o.1 140.37 ¥ 12.32 (16) 87.20 * 6.45 (10)

1 274.12 * 19.88 (16) 164.22 * 4.45 (10)

Km  (mM) 0.115 ¥ 0.013 (14) 0.10% * 0.012 (7)),

Vmax (mU/mg) 305.6 & 34.5 (14) 172.2 * 19.4 (7)

FIG 4.43.~EFECTO DE LA GLUCOSA G-FOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUCOSA O-FOSFATO DESHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--@--) y ayunados (--¥--). Los datos son media *
SEM del namero de observaciones indicadas. La gréafica
incluida nuestra 1la representacion inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.118 mM ¥y 305.81 mU/mg para los controles y 0.115 mM ¥
186.92 mU/mg para los animales sometidos a ayuno. Las
diferencias significativas se expresan como: * P(0.02.
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velocidad (mU/mg)

200
150
[ R}
100 + « ocs
- m.
m..
50 +
o0z
[
0 C { I i } 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[G6P]
SUSTRATO DIETAS
G6P (mM) CONTROL AYUNGC
0.001 0D.63 & 0.36 (9) 0.93 & 0.38 (8)
0.005 4.68 ¥ 0.88 (10) 5.61 & 1.44 (8)
0.01 11.43 * 1.24 (13) 12.51 + 2_.23 (8)
0.05 46.63 * 5.61 (11) 58.50 + 4.57 (8)
0.1 82.84 + 7.96 (15) $2.03 * 5.53 (8)
1 162.99 * 10.20 (14) 176.55 * 9.49 (8)
Km (mM) 0.135 * p0.016 (11) 0.119 * 0.015 (8)
vmax (mU/mg) 185.5 ¥ 21.36 (11) 197.9 * 25.00 (8)

FIG 4.44.—-EFECTO DE LA GLUCOSA G6-FOSFATO SOBRE LA  ACTIVIDAD
GLUCOSA G6-FOSFATO DESHIDROGENASA EN RINON DE TRUCHA. Las
curvas muestran las actividades del enzima en animales
controles (--E~-) y ayunados (--¥--). Los datos son media I
SEM del namero de observaciones indicadas. La gréafica
incluida muestra 1la representacion inversa de las
respectivas curvas cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron
0.177 mM ¥y 212.77 mU/mg para los controles y 0.121 mM vy
200. 48 mU/mg para los animales sometidos a
ayuno.
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velocidad {mU/m
200 (mU/mg)

1000
800

600

400

200
e =
0 i i 1 i {
0 2 4 6 8 10 12
[AKG]
SUSTRATO DIETAS
o—KG (mM) CONTROL AYUNO
0.01 5.17 & 1.53 (20) 12.79 * 2.66 (11)
0.05 16.00 =¥ 3.37 (20) 372.77 = 4.45 (11)
0.1 35.94 &+ 8.55 (20) 64.95 & 9.99 (111}
0.5 148.78 £ 28_29 (20) 260.25 * 30.65 (11)
1 245.28 T 38_.57 (20) 515.80 ¥ 52.98 (11)
10 566.03 * 78.81 (20) 1124.30 * 100.14 (11)
Km  (mM) 1.72 £ 0.35 (20) 1.73 ¥ 0.22 (11},
Vmax (mU/mg) 663.4 * 116.1 (20) 1322.0 * 163.8 (11)

FIG 4.45.-EFECTO DEL O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD
GLUTAMATO DEHIDROGENASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales controles
(-—M--) y ayunados (~-%X--). Los datos son media ¥ SEM del
namero de observaciones indicadas. La gra&fica incluida
muestra la representacidn inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km ¥y Vmax obtenidas fueron 1.80 mM y ©681.66
mU/mg para los controles ¥ 1.18 mM ¥y 910.75 mU/mg para los
animales sometidos a ayuno. Las diferencias significativas
se expresan como: * P<(0.00S.
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velocidad (mU/mgq)
400

300

200

100

0 ] i i 1 1
0 2 4 6 8 10 12
[AKG]
SUSTRATO DIETAS
a~-KG (mM) CONTROL AYUNO
0.01 3.63 & 1.34 (12) 4.51 * 1.98 (7)
0.05 15.17 = 2.77 (12) 17.51 & 3.01 (7)
0.1 32.35 ¥ 5.69 (12) 34.45 F 4.12 (7)
0.5 84.25 = 28.29 (12) 106.86 * 11.71 (7)
1 132.81 % 14.47 (12) 190.68 * 19.62 (7)
10 265.02 T 24.67 (12) 361.80 f 30.45 (7)
Km (mM) 1.22 * o.16  (12) 1.23 & 0.14 (7)
vmax (mU/mg) 296.4 & 37.4 (12) 417.3 t 45.9 (7)
FIG 4.46.-EFECTO DEL ¢O-CETOGLUTARATO SOBRE LA ACTIVIDAD

GLUTAMATO DEHIDROGENASA  EN RINON DE TRUCHA. Las curvas
muestran las actividades del enzima en animales c¢ontroles
(——-B--) y avunados (-—-X--). Los datos son media ¥ SEM del
namero de observaciones indicadas. La grafica incluida
muestra la representacidn inversa de las respectivas curvas
cinéticas. La Km y Vmax obtenidas fueron 1.28 mM y 299_85
mU/mg para los controles y 0.95 mM ¥y 353.36 mU/mg para los
animales sometidos a ayuno.
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velocidad {mU/mg)

00—
400 +
X
300 F
200 +
X * o
100 | -
N 'O 4 4 * ® -
0” 1 i I ! =
0 10 20 30 40 50 60
[ala]
SUSTRATO DIETAS
ALA(mM) CONTROL AYUNO
0.01 0.58 ¥ 0.47 (9) 1.47 ¥ 0.47 (10)
0.1 3.85 ¥ 0.81 (9) 16.12 * 2.65 (10)
1 49.77 *  6.33 (9) 137.80 * 6.83 (10)
10 143.81 & 15.10 (9) 330.28 * 16.72 (10)
25 171.91 * 18.52 (9) 370.95 * 21.61 (10)
50 176.03 * 19.54 (9) 428.62 1t 25_64 (10)
Km (mt1) 2.87 & 0.38 (9) 2.36 * 0.18 (10),
Vmax (mU/mg) 187.9 * 24.8 (9) 424.1 * 32_.4 (10)

FIG 4.47.-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN HIGADO DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (--E--) vy
ayunados (--X--). Los datos son media * SEM del namero de
observaciones indicadas. ta grafica incluida muestra  la
representacidn inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km y Vmax obtenidas fueron 2.75 mM y 186.57mU/mg para
los controles vy 2.83 mM y 473.93 mU/mg para los animales
sometidos a ayunho. Las diferencia significativas se
expresan como: * P(0.0005.
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0 velocidad (mU/mg)

100 +
80
X
3

60 |

40 -

20 X

N
0- } i } f f
0 10 20 30 40 50 60
' [ala]

SUSTRATO DIETAS

ALA(mM) CONTROL AYUNO
0.01 0.55 & 0.28 (10) 1.06 * 0.65 (11)
0.1 2.02 * 0.e64 (10) 3.24 * 0.95 (11}
1 17.17 * 4.01 (10) 21.24 £ 3.94 (11)
10 68.35 ¥ 9_92 (10) 58.19 * 9.27 (11)
25 89.13 * 11.53 (10) 75.65 * 13.44 (11)
50 99.27 * 11.05 (10) 85.95 ¥ 13.14 (11)
Km (mM) 5.99 & 1_.12 (10) 5.59 &£ 1.08 (11)
vmax (mU/mg) 110.6 * 20.7 (10) 100.7 * 19.5 (11)

FIG 4.48.—-EFECTO DE LA ALANINA SOBRE LA ACTIVIDAD ALANINA
AMINOTRANSFERASA EN RINON DE TRUCHA. Las curvas muestran
las actividades del enzima en animales controles (-—-#--) vy
ayunados (-—-¥X--). Los datos son media * SEM del nGmero de
observaciones indicadas. La grafica incluida muestra la
representacidén inversa de las respectivas curvas cinéticas.
La Km ¥ Vmax obtenidas fueron 5.14 mM y 105.82 mU/mg para
los controles y 2.90 mM y 82.65 mU/mg para los animales
sometidos a ayuno.
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Respecto a la Km parece, segun los datos obtenidos ,
que no presenta modificaciones en su valor para la alanina
ni en higado ni en riAadn.
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45 ~INTERRELACION ENTRE EL COMPORTAMIENTO CINETICO DE

LOS ENZIMAS ENSAYADOS Y EL NIVEL DE PROTEINA DE LA

Con objeto de conocer la correlacidn existente entre
la cantidad de proteina presente en las dietas vy 1los
valores de los principales parametros cinéticos de 1los
enzimas hep&ticos ¥y renales ensayados se ha representado
la evolucidn de los mismos frente a los tres niveles de
concentracidén de proteina utilizados (20 % en 1la dieta
alta en carbohidratos; 45 % para los controles; 60 % en la
dieta alta en proteina) FIG de la 4.49 a la 4.56 ( ambas
incluidas). Los parémetros cinéticos representados son:
Vmax; Km; Razén de actividad (Vss/Vmax) vy Eficiencia
catalitica, tanto a niveles saturantes (Vmax/Km) como
subsaturantes (Vs/Km).

For regla general los resultados obtenidos ponen de
manifiesto un desarrollo lineal entre la concentracidédn de

proteina v el comportamiento cinético del enzima. No
obstante , en algunos valores correspondientes a la dieta
alta en carbohidratos aparecen desviaciones en este
comportamiento general que se atribuyen a la poca

aceptacidn de la dieta por las truchas.
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diferentes

Tabla 4.4. influencia las
situaciones
cle

plasméticos ¥y glucosa.

la
nutricionales
glucdgeno hepéatico,
puede

muestra que

usadas presentan
aminoacidos
el ayuno

glucdgeno

sobre los niveles
observar
de

proteina/

Como se
concentracidn
asi como la dieta alta
hidratos de carbono. La disminucidn observada
metabolito con la dieta alta en hidratos de
debe fundamentalmente a la poca aceptacidn de
por los animales.

reduce significativamente la
baja
de

carbono

hepatico, en en
este

se
dieta

Los niveles de glucosa plasméatica apenas

esta

se modifican con la excepcidn de la dieta alta en grasa .
Mientras que los amino&cidos totales aumentan con la dieta
alta en proteinas y disminuven con el ayuno

TABLA 4.1.-Efecto de las diferentes dietas sobre la concentracidn

alagunos metabolitos plasmaticos e intracelulares.

diferencias significativas se expresan como p{ 0.05.

de
Las

DIFTAS Glucosa en sangre Aa. plasmaticos Gucogéno hepético
pda/ml sangre mM tg Glu. /mg Tej.

Control 645.6 T 27.1(7) 1.65 = 0.03(5) 14.46 % 1.32(5)

Atl. Proteinas 665.6 £ 17.3(8) 1.86 & 0.02(5)* 9.78 £ 0.05(6)*

Alt. H. de C. 739.5 T 62.4(8) 1.15 % 0.03(5)* 8.49 I 2.12(6)*

Alt. Grasa 1053.7 *134.8(8)* 1.60 * 0.05(5) 17.23 & 1.49(5)

Ayuno 551.7 = 78.8(6) 1.00 * 0.04(5)* 2.97 £ 0.92(5)*
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51-ADAPTACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO A UNA
DIETA ALTA EN PROTEINAS.

La importancia y trascendencia de la proteina como
nutriente, en piscicultura , no es solo cualitativa, en
cuanto al aporte de amino&cidos esenciales, sino que, por
el régimen carnivoro de 1la mayoria de las especies
cultivadas,necesita ser incluida en la dieta en elevadas
propociones, (ver revisién de las necesidades realizada
por De la HIGUERA, 1987) lo que encarece considerablemente
el costo de la dieta en 1los cultivos intensivos .
Distintos grupos de investigadores han hecho un esfuerzo
por ajustar el contenido proteico en las dietas al minimo,
en funcidn de establecer el 6ptimo equilibrio entre
proteina y energia total a base, fundamentalmente, de
sustituir la proteina , o mejor: el destino energético de
los aminoécidos, por fuentes energéticas més baratas como
la grasa (WATANABE 1987) y/o 1los hidratos de carbono
(ZAMORA y ECHEVARRIA 1987).

Més adelante se comentan las consecuencias
nutritivas, metabdlicas y de conversiédn del alimento, aque
tiene la elevacién de los niveles de lipidos o hidratos de
carbono de la dieta, para minimizar el aporte proteico vy
rentabilizar su destino para crecimiento. Parece oportuno
comentar brevemente el, o los posibles condicionantes de
unas necesidades aparentemente tan elevadas de proteina,en
relacidn a otros grupos de vertebrados, que hacen que 1los
peces utilicen preferentemente los aminoaAcidos con fines
energéticos (CHO y KAUSHIK, 1985: TACON Y COWEY, 1985) vy
gluconeogénicos (COWEY et.al., 1977a), mientras que tan
s8lo aproximadamente 1/3 de la proteina de la dieta se
incorpora a las estructuras del animal, en condiciones
6ptimas. Ante estos hechos cabe preguntarse: iDependen las
necesidades de proteina de unas necesidades elevadas de
alguno o algunos amino&cidos esenciales?, {Es una falta de
capacidad adaptativa de 1los enzimas implicados en el
catabolismo aminoacidico, el que, a variaciones
sustanciales en el aporte proteico, mantenga en todo
momento, elevadas tasas de utilizacidén y que, a partir de
ciertos niveles, una reduccidn en el aporte proteico
suponga una dréastica alteracidn del crecimiento?, ZExiste
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una proteccidn de los animoécidos esenciales ante baljas
ingestas proteicas?.

LLas necesidades de aminoc&cidos esenciales de los
peces son, en términos de % de la proteina, comparables a
las de otros con necesidades proteicas inferiores , luego
esto no seria la causa de los altos niveles requeridos .

Por otra parte, los carnivoros, como los peces y el
gato, no adaptan el catabolismo aminoacidico a la ingesta
proteica y mantienen altas las tasas de utilizacidn, con
independencia de la concentracidn de proteina en la dieta.
Sin embargo, presentan cierta capacidad adaptativa en
relacidén al metabolismo glucidico, aumentando la actividad
gluconeogénica al aumentar la ingesta proteica, y al
contrario (COWEY et al., 1977a,b: De 1la HIGUERA b4
CARDENAS, 1985;HILTON y ATKINSON, 1982; WALTON, 1986).

Otro aspecto ilustrativo del condicionamiento
evolutivo, a un régimen carnivoro, que lleva implicito esa
capacidad adaptativa a variaciones en la ingesta proteica
(RUMSEY, 1981) es que, con independencia del nivel
proteico de 1la dieta, los peces oxidan cantidades
importantes de amino&cidos esenciales, lo que pone de
manifiesto la incapacidad de economizarlos a ingestas
nitrogenadas bajas (COWEY y SARGENT, 1980), a diferencia
de lo que ocurre con un omnivoro como la rata (ROGERS et
al. , 1977).

Sin embargo, en términos de produccidn animal, 1la
conversién proteica es mayvor en los peces que en los
vertebrados homeotermos, de tal forma que las altas
necesidades proteicas, en términos relativos (%) de
composicidn de la dieta, no son mas que aparentes Yy
consecuencia de unas necesidades energéticas inferiores,
al no tener que destinar parte de la energia al servicio
de la homeotermia.

En cualquier caso, existe falta de informacioéon
relativa a las posibilidades adaptativas del metabolismo
nitrogenado que permitan reducciones sustanciales de 1a
proteina, sin afectar al crecimiento, y en funcidn de Ila

capacidad de utilizar, como fuente de energia, otros
macronutrientes en concentraciones adecuadas. En este
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sentido, se aborda en este trabajo no solo la capacidad
adaptativa del metabolismo intermediario, ante cambios
sustanciales en el aporte proteico dietario, sino tambien
ante la sustitucién isocalérica de la proteina por grasa o
hidratos de carbono al objeto, de interés aplicado, de
reducir el destino energético y gluconeogénico de los
aminoacidos.

Por todo lo anteriormente expuesto, podemos afirmar
que el destino metabbdlico aque seguird el exceso de
amino&cidos, que no son utilizados en el proceso de
sintesis protéica, puede ser maltiple. Parte del esqueleto
carbonado de los aminoaécidos, una vez perdido el grupo
amino, podré& ser oxidado completamente a través del TCA
hasta COz y H20, con la consiguiente produccisdn de ATP.
Otra proporcidn significativa podré& ser derivada hasta 1la
formacidén de carbohidratos y lipidos, en un claroc trabaijo
de Dbiosintesis necesario para cubrir las necesidades
corporales de estos compuestos para el mantenimiento de un
crecimiento adecuado (EISENSTEIN y STRAK, 1971; REMESY et
al., 1978; 1983; PERET et al., 1981).

Nuestro interés se centrd, fundamentalmente, en el
analisis del comportamiento cinético de 1los enzimas mas

relevantes, desde el punto de vista regulador, del
metabolismo intermediario frente a esta situacion
nutricional.

Algunos de los principales efectos que presenta una
dieta alta en proteinas consiste, en un primer lugar, en
el incremento de 1la excrecidbn de nitrégeno y de la
gluconeogénesis. Por 1lo que respecta a 1la influencia de
los niveles de proteina sobre el metabolismo de
carbohidratos, la utilizacién de los amino@cidos para la
formacidén de glucosa es un camino esencial para peces
carnivoros, para los cuales son regularmente bajos los
niveles de carbohidratos presentes en sus dietas, siendo
la glucosa un metabolito imprescindible para el
mantenimiento del tejido nervioso, génadas y metabolismo
eritocitario.

En este sentido, nuestros resultados muestran un
aumento significativo de 1la actividad de uno de los
principales enzimas gluconeogénicos, fructosa
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l1.6-bisfosfatasa, el cual tiene lugar tanto en higado como
en rifidn. Sin embargo, este incremento ocurre UOnicamente a
concentraciones celulares de fructosa 1.6-bisfosfato, Y
este fué del orden del 80% para el higado y del 67% para
el riAdn. En ninguno de estos tejidos pudimos apreciar
cambios significativos en condiciones de velocidad maxima.
Este comportamiento se debe, probablemente a la puesta en
marcha de mecanismos de adaptacién de 1la actividad
enzimatica relacionados m&s con cambios en 1la actividad
del enzima que con cambios en su concentraciédn. Esto se ve
reforzado por el hecho de gue la dieta alta en proteinas
hace disminuir la Km del enzima para el sustrato de forma
significativa, lo que se traduce en un aumento de la
afinidad del enzima por un sustrato (SEGAL, 1973). En este
caso, parte del esqueleto carbonado que es utilizado en la
sintesis de hexosa monofosfato a partir de los aminoacidos
de la dieta, ser& posteriormente utilizado en la sintesis
de glucdgeno hepé&tico o a través del camino oxidativo
(REMESY et al., 1978; KAZT y McGARRY, 1984). La actividad
enzimatica exhibié wuna clara y tipica inhibicidén por
sustrato semejante =al descrito para otros sistemas
biolbdgicos de una amplia distribucién filogenética (MARCUS
et al., 1973; ADROER et al., 1987). En un sentido global,
huestros resultados est&n de acuerdo con los obtenidos por
otros grupos (COWEY et al., 1977; 1981; HILTON y ATKINSON,
1982; WALTON, 1986) para el enzima hepatico, aundcue en
estos casos el aumento en la actividad enzim&tica ocurre
en condiciones de saturacidén de sustrato. S$in embargo,
esta afirmacidn es arriesgada, cuando se trata de enzimas
Que presentan una clara inhibicidn por sustrato, por Ilo
que se hace necesario realizar un estudio cinético
completo para poder determinar de forma correcta la
concentracidn a partir de la cual comienza a ser aparente
la inbibicid6n. En este sentido nuestros resultados
muestran que para el higado, a una concentracion
claramente saturante como 1 mM, la actividad enzim&tica,
en animales sometidos a la dieta alta en proteinas, fué
del orden 35% superior que la de animales controles, pero
en ambos casos ya se encontraron en c¢lara situacisn de
inhibicién (alrededor del 80% para ambos casos).

Los andlisis de correlaciétn entre 1los niveles de

proteina en la dieta y el comportamiento cinético de este
enzima corroboran lo anteriormente expuesto. No se
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apreciaron cambios significativos en la velocidad m&axima
del enzima en higado ¥ rifidn, mientras que la Km disminuyd
con el contenido de proteina. Este comportamiento permitid
un incremento significativo de la razdn de actividad
(Vss/vmax), asi como de la eficiencia catalitica, tanto a
nivel subsaturante como saturante (Vss/Km vy Vmax/Km
respectivamente). Estos cambios fueron ma&s patentes en el
caso del higado. La falta de respuesta renal parece ser
debida a dos motivos, uno, que la capacidad de adaptacidn
de este tejido es menor en términos cuantitativos y en
segundo lugar a que exista una importante disminucidén en
la ingesta de la dieta alta en glicidos que se traduce en
una reduccisdn de los niveles de proteina ingerida , lo que
afecta de forma especial a este Srgano.

Parte de la glucosa sintetizada, bajo esta condicidn
nutricional, va a ser utilizada c¢con fines claramente
energéticos utilizando una via metabdlica de oxidacidn
conocida como glucolisis. En nuestro trabajo hemos
analizado el comportamiento de dos enzimas clave, en la
regulacidén y control de esta ruta, la fosfofructoquinasa y
la piruvato auinasa.

Ni en higado ni en rifidn encontramos diferencias
significativas en la c¢inética ni en los parametros
estudiados, Vmax y Km de 1la fosfofructoquinasa. Sin
embargo, la piruvato quinasa presenté un comportamiento
claramente diferente, ya que se comprobd un aumento
proporcional en la actividad del enzima a lo largo de toda

la curva de saturaciodon, es decir a todas las
concentraciones de fosfoenolpiruvato analizadas. Por 1lo
tanto era 16gico esperar que no existiesen cambios

significativos en los valores de la Km del enzima. Todo
esto est& de acuerdo con un probable incremento en la
sintesis proteica, que tiene 1lugar bajo esta condicidn
nutricional. Esta capacidad de adaptacidén tiene lugar
tanto en las cé&lulas hepaticas como renales, aunque en
estas Gltimas sea de menor orden. Este comportamiento
contrasta claramente con el encontrado en la literatura
cientifica (COWEY et al., 1977b; 1981; HILTON y AKTINSON,
1982; WALTON, 1986). Estos autores Nno encuentran
diferencias importantes en la actividad del enzima
hep&tico como consecuencia de una dieta alta en proteinas.
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El aumento de la actividad de este enzima puede
explicarse por varias razones. En primer lugar este enzima
seria el m&ximo responsable del control de 1la ruta
glucolitica asumiendo el papel que, en otros sistemas
bioldégicos, realiza 1la fosfofructoquinasa. En segundo
lugar, debido a que parte del exceso de o-ceto&cidos
procedentes de los amino&cidos ex6genos es utilizado
preferentemente con fines oxidativos, a través de
acetil-CocA via fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y piruvato
quinasa (SNELL, 1980). La menor capacidad de adaptacidén en
renal se debe a que el significado vy, por tanto, 1la
velocidad de esta ruta en las células renales es menor,
debido al diferente papel que este 6rganc Jjuega en la
oxidacidn de amino&cidos.

De forma general, el comportamiento cinético de 1los
enzimas glucoliticos se ve reforzado por lo encontrado, en
los estudios de correlacidn, entre este comportamiento vy
el nivel de proteina en 1la dieta. Algunas pequefias
desviaciones encontradas siempre en la dieta de minimo
nivel de proteina parecen deberse al comportamiento
irregular de los animales en cuanto a la ingesta de esta
dieta.

Otra via oxidativa de la glucosa la constituye el
ciclo de las pentosas fosfato. Se trata de una via
multifuncional en donde uno de los principales objetivos
es producir equivalentes de reduccidén, en forma de NADPH,
para la sintesis de &cidos grasos y otros derivados
lipidicos. En el higado de mamiferos esta ruta metabélica
presenta grandes variaciones en su fluijo, frente a
diferentes situaciones nutricionales (KLETZIEN et al.,
1985; CASSAZA y VEECH, 1986).

Una de estas situaciones corresponde a la dieta alta
en proteina. Como comentamos anteriormente, parte del
esqueleto carbonado de los amino&cidos, procedente de 1la
dieta, puede, a partir del Acetil CoA, transformarse en
acidos grasos y otros derivados lipidicos, para lo cual es
necesario un aporte suplementario de equivalentes de
reducciséon. Por todo ello, estudiamos los efectos de una
dieta alta en proteinas sobre la actividad de unoc de los

principales enzimas de este ciclo, la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, tanto en higado como en rifAdén, no
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observandose cambios significativos en el comportamiento
cinético de este enzima, a diferencia de lo gque ocurre en
higado ¥y rifitnh de rata (KLETZIEN, et al., 1985; CASSAZA vy
VEECH, 1986).

Parece claro que la respuesta de la trucha a esta
situacidon nutricional es claramente diferente a la de
otros vertebrados. Probablemente esto sea debido a que 1la
necesidad de sintesis de &cidos grasos para los peces, en
estas condiciones, sea menor que en mamiferos; y, si no es
asi, otras rutas alternativas tales como 1los enzimas
NADP-isocitrato deshidrogenasa vy/o enzima ma&lico deberan
proveer al animal de la cantidad de NADPH extra necesaria
para llevar a cabo estos procesos de sintesis. No
obstante, son nhecesarios posteriores estudios para poder
corroborar esta hipdtesis.

Por otra parte, teniendo en cuenta que bajo estas
condiciones, los peces crecen ma&s que en condiciones
normales (alrededor de un 30% ) y gue la velocidad Optima
del enzima aumenta, aundgque no es suficiente, en un 15%,
podemos pensar que en términos de o6rgano completo la
actividad enzimatica total podria sufrir un incremento
suficiente para cubrir las necesidades extras de NADPH,
capaces de utilizar el exceso de Acetil-CoA generado baljo
estas condiciones para la sintesis de &cidos grasos.

Por lo que respecta a los peces carnivoros, tales
como la trucha arcoiris, se ha descrito que la dieta alta
en proteinas proporciona un importante aumento en la
eliminacidén de amonio (BEAMISH y THOMAS, 1984). Estos
cambios podrian ser explicados tanto por el control de las
actividades enzimaticas como por el incremento de 1los
niveles de sustrato relacionados con este aporte proteico
extra. No obstante, hasta este momento no existian
evidencias que apoyasen un incremento en la actividad de
enzimas que metabolizasen algunos aminoécidos en truchas
alimentadas con este tipo de dieta (alta en proteinas),
cuando se comparan con las alimentadas con una dieta baja
en este macronutriente (ABEL et al., 1978; COWEY et al.
1981). En cualgquier caso, parte de la informacidn
disponible es incompleta y dificil de comparar debido a
que han sido utilizadas dietas y especies diferentes asi
como la propia experiencia de las actividades enziméticas.
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Ademas la mayoria de la informacidn de estas actividades
ha sido obtenida utilizando niveles saturantes de sustrato
Y no a concentraciones celulares del mismo. Bajo estas
condiciones experimentales nhosotros estudiamos el
comportamiento cinético de los enzimas mas representativos
de metabolismo nitrogenado, glutamato deshidrogenasa ¥y
alanina aminotransferasa {(conocida tambien como
glutamato-piruvato transaminasa). Mientras que la alanina
aminotransferasa es un enzima especifico del metabolismo
de la alanina, la glutamato deshidrogenasa es un enzima
obligado en el proceso de transdeaminacidén de,
practicamente todos los amino&cidos 1lo aque 1lo hace un
enzima clave en el metabolismo (anabbdlico y catabdélico) de
estos amino&cidos.

Por lo que respecta a la alanina aminotransferasa
pudimos encontrar una diferencia importante en los dos
organos estudiados, lo que estd de acuerdo con los papeles
diferentes que presenta este enzima en el metabolismo de
este aminoé&cido en ambos tejidos. La actividad especifica
del enzima hep&tico fué de alrededor del 65% mayor que en
animales controles, mientras que no existieron cambios
significativos en el valor de Km para la alanina.

Un aumento en la actividad del enzima, en este caso
como consecuencia de un incremento en la concentracidn del
mismo, explica perfectamente la enorme capacidad de
adaptacidn de este 6rganco, en condiciones en las que se
requiere un aumento de la velocidad de metabolizacidn del
exceso de aminoacidos y, por tanto, de su incorporacidén al
metabolismo primario del animal.

Sin embargo, no observamos cambios en el
comportamiento del enzima renal, el cual pPermaneciod
practicamente inalterable. Est& bien establecido aue en
rifdn de rata la alanina no es utilizada como sustrato
gluconeogénico (GARCIA-SALGUERO et al., 1989) debido,
entre otras razones a la bajisima concentracién de este
aminoa&cido en estas celulas. Por otra parte, la alta Km
encotrada para el enzima renal, del orden de 6 mM, hace
que los posibles cambios en la concentracién celular de
alanina, que puede oscilar entre 0O y 0.5 mM, haga
practicamente inGtil cualquier cambio de velocidad (SEGAL,
1973).
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Por el contrario, la actividad de 1la glutamato
deshidrogenasa en higado y rifibn mostrd un incremento
significativo a todas 1las concentraciones de sustrato
empleadas en el estudio de 1la curva de saturacidn. La
velocidad del enzima hepético aumentd en un 100% ¥y la de
rifidn en un 50% , sin cambios en la Km del enzima por el
glutamato.

Estos resultados estan basicamente de acuerdo con
los descritos por otros autores, WALTON (1986) puso de
manifiesto un incremento en la actividad alanina
aminotransferasa hep&tica de 1.2 veces y de 1.6 en la
actividad glutamato deshidrogenasa de higado de truchas
alimentadas con una dieta alta en proteinas y baja en
carbohidratos, comparada con una dieta baja en proteinas vy
alta en carbohidratos.

El exceso de ¢-cetoglutarato formado a partir de
glutamato, bajo estas condiciones, puede ser utilizado
como sustrato gluconeogénico a través del oxalacetato, via
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa b4 fructosa
1,6-bisfosfatasa y/o como sustrato energético o precursor
lipogénico a través del acetil-CoA, via fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa y piruvato quinasa (SNELL, 1980).

Ademas, el incremento de la actividad glutamato
deshidrogenasa, en ambos o6rganos, podria estar relacionado
con el papel preponderante que juega este enzima en el
mantenimiento del equilibrio &cido-base durante 1a
acidosis metabdlica que podria acompafiar a esta situacidn
nutritiva (BROSNAN et al., 1978). En este sentido, WALTON
y COWEY (1977) mostraron que los altos niveles de
actividad glutamato deshidrogenasa encontrados,
principalmente en higado y rifAdén de trucha, estan
implicados en la produccidén “in vivo" de amonio, durante
la alimentacién con una dieta rica en proteinas.

La relacidn entre los diferentes parémetros
cinéticos de estos enzimas y la cantidad de proteina se
han examinado. Los resultados ponen de manifiesto, como
cabia esperar ,un aumento significativo de 1la velocidad
maxima y eficiencia catalitica de los enzimas hepé&ticos
sin cambios en los valores de la Km y razdn de actividad.
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Este comportamiento confirma de forma indirecta que, en
definitiva, el aumento en la actividad de estos enzimas se
debe a un incrememto en la concentracidn celular de los
mismos, como consecuencia del incremento en la sintesis
proteica caracteristica de esta situacién nutricional.

0.2-ADAPTACION DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO A UNA
DIETA ALTA EN CARBOHIDRATOS

La utilizacidn de los hidratos de carbono de la
dieta, por especies carnivoras como la trucha arcoiris, es
muy pobre. La glucosa es oxidada muy lentamente por estos
animales (COWEY et al., 1975) y de hecho, la oxidacion
aerobia de la glucosa es considerablemente menor aue la de
los mamiferos terrestres (LIN et al. 1978; COWEY ¥y
SARGENT, 1979), lo que esté relacionado con la incapacidad
de la trucha para regular de forma réapida y efectiva, los
niveles plasm&ticos de glucosa (PALMER y RYMAN, 1972). La
hiperglucemia inducida por altos niveles de hidratos de
carbono en la dieta (COWEY et al. 1977a; De la HIGUERA Yy
CARDENAS, 1985) puede ser explicada, en parte , por la
ausencia de una glucoauinasa inducible en higado (COWEY et
al. 1977b). En contra de estos resultados y de 1los de
NAGAYAMA y OSHIMA (1974), que estudiaron en carpa , trucha
y anguila la actividad de 1la hexoquinasa hepé&tica, vy
observaron actividades diez veces menores aue en
mamiferos. FIDEU et.al. (1983) pusieron de manifiesto una
regulacidédn nutricional de 1la glucolisis, en higado de
trucha ,a nivel de sintesis de enzimas clave de esta ruta.
Estos autores encontraron un aumento de los niveles de

hexoquinasa con dieta rica en carbohidratos b4 una
disminucidn con dietas ricas en proteina y en el ayuno: la
PFK disminuyd su actividad en estas dos Gltimas

situaciones nutritivas pero no experimentd cambios para la
dieta rica en gllGcidos; la PK solo se afectd por el ayuno,
disminuyendo su nivel de actividad en estas condiciones.
Es de destacar que 1los niveles de actividad relativos
fueron HK=25PK y PFK=20PK (FIDEU et.al. 1983).
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AGn cuando la trucha arcoiris presenta una pobre
utilizacidén de la glucosa, posee una cierta capacidad
adaptativa a un aumento de 1los hidratos de carbono
dietarios (COUWEY et.al.1977a,b; FURUICHI y YONE, 1980;
HILTON y ATKINSON, 1982; FIDEU et.al., 1983), llegando
incluso a sustituir parcialmente, aunque a niveles
inferiores a 1los lipidos, el destino energético Yy
gluconeogénico de la proteina de la dieta, favoreciendo su
utilizacidén con fines estructurales (PIEPER y PFEFFER,
1879; SHIMENGC et.al., 1979).

Estos estudios nutritivos, de conversion del
alimento y de actividad y adaptabilidad de 1las rutas
metabdlicas de utilizaciédn de la glucosa, relacionados con
la posibilidad de inclusiéon de los hidratos de carbono en
dietas para peces, a hniveles aque trasciendan en la
rentabilidad de formulas-pienso, ponen de manifiesto aque
los limites de inclusidén son bajos: efectos negativos de
su inclusidén en procesos digestivos y escasa actividad de
las vias de oxidacidn de la glucosa .

Otro aspecto que juega un papel notable en ese
ajuste de la dieta, dirigido al mejor uso de los glacidos,
sin mermar el crecimiento o estado de salud de los
animales, es el destino gluconeogénico de los aminoécidos
¥y sus posibilidades de control. Los peces carnivoros, en
su medio natural, ingieren alimentos ricos en proteina que
contienen pocos hidratos de carbono, de ahi que estos
peces tengan una via gluconeogénica mas activa que la
oxidativa con objeto de suministrar glucosa a aquellos
tejidos que, como los glébulos rojos, sistema  nervioso vy
gbnadas la utilizan como principal fuente de energia.
Ademés, al estar sometidos a periodos de ayuno, sobre todo
invernales, deben acumular glucdgeno para estas
circunstancias, glucdgeno aque se forma, en Gltima
instancia, a partir de los amino&cidos.

La via gluconeogénica es regulable por influencias
nutritivas (COWEY et.al., 1977a,b; De 1la HIGUERA Y
CARDENAS, 1985; HILTON y ATKINSON, 1982; WALTON, 1986) vy
hormonales (COWEY et.al., 1977a,b; De la HIGUERA Y
CARDENAS, 1985). El efecto de la composicién de 1l1la dieta
parece depender no solo del nivel de hidratos de carbono,
que pudietran ejercer retroalimentaciédn negativa, mediada o
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no por el sistema endocrino, sino de las disponibilidades
de sustrato ( aminoaécidos, especialmente). En este
sentido, HILTON Yy ATKINSON (1982) observaron que al
aumentar el aporte hidrocarbonado, sustituyendo
iﬁ?caléricamente;4 a los 1lipidos, la incorporacion de
C —-alanina en C -glucosa disminuve; sin embargo, esta
disminucidn es mucho mayor cuando el aumento del aporte
glGcidico se hace a costa de la proteina, para mantener
isocaléricas 1las dietas experimentales, segln los
resultados obtenidos por COWEY et.al.(1977a) y De la

HIGUERA y CARDENAS (1985)

Los resultados obtenidos en este trabajo indican, de
forma clara y definitiva, que la trucha arcoiris tiene una
capacidad muy limitada para adaptar su metabolismo a un
incremento de carbohidratos en la dieta, confirmando el
valor limitado que, desde un punto de vista nutricional,
presenta este tipo de principio inmediato para 1los peces
carnivoros (PHILLIPS, 1969).

En este sentido, HILTON y ATKINSON (1982)
demostraron que cuando los niveles de azGcares digestibles
alcanzan un valor de 140 g/Kg de dieta estos no son
eficazmente utilizados. En condiciones normales, la dieta
natural de la trucha arcoiris contiene escasas cantidades
de carbohidratos, por lo que es 18gico pensar que estos
peces no hayan desarrollado un sistema ©6ptimo capaz de
metabolizar, a velocidades adecuadas y de forma eficiente,
cualquier aumento de este principioc inmediato en su
alimentacidn. Apoyando estas afirmaciones, varios autores
han demostrado que la velocidad de oxidacidn aerobia de la
glucosa por los peces es considerablemente menor que la de
los mamiferos, incluso asumiendo la diferencia de
temperatura que caracteriza ambos grupos de animales (LIN
et al., 1978; COWEY y SARGENT, 1979).

A pesar de estas observaciones, la trucha, en
nuestro trabajo, adapté en cierta medida el metabolismo al
incremento de carbohidratos digestibles en 1la dieta. En
relacidn con la capacidad oxidativa hepatica, del exceso
de glucosa procedente de la dieta , nuestros resultados
estan en cierto sentido de acuerdo con lo expresado
anteriormente. El comportamiento cinético de uno de 1los
enzimas clave de la ruta glucolitica, la
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fosfofructoquinasa, se vidé afectada bajo esta condicidn
nutricional.

El an&dlisis de los datos obtenidos confirma aue 1la
actividad PFK hep&tica aumenta significativamente, aunque
s8lo a concentraciones subsaturantes de fructosa 6-fosfato.
Este cambio, que llega a ser del orden del 50%, se traduce
en una disminucion del valor de Km del 55%, indicando aque
el efecto que produce el exceso de carbohidratos en la
dieta, sobre la actividad PFK, estd mAs relacionado con
cambios alostéricos o de modulacidn que por un efecto sobre
la induccién enzimética (SEGAL, 1973). De igual forma, la
dieta alta en carbohidratos produjo un aumento en la
actividad del otro enzima glucolitico ensayado, la piruvato
quinasa. Este aumento, que s6lo afectd a concentraciones
celulares de sustrato sin cambios en la velocidad mé&xima,
alcanz6 valores del 45%, lo que se tradujo igualmente en
una disminucion del valor de Km, para el fosfoenolpiruvato
del orden del 40% .

Hay que mencionar, no obstante, que la aparicién de
este tipo de cambios en la capacidad de control
enzimdtico, mas propios de una actuacidn puntual capaz de
controlar de forma inmediata una situacidn creada
momenténeamente que de una adaptacidn metabdélica creada a
largo plazo confirma la limitada capacidad metabdlica que
la trucha presenta frente a un aporte alto de
carbohidratos, puesto que una mayor b4 permanente
utilizacidén de este nutriente forzosamente implicaria un
aumento significativo de 1los niveles intracelulares de
estos enzimas. Adem&s, la ingesta global de esta dieta fué
muy baja, lo que pone de manifiesto el que muchos de los
animales permanecieron casi en ayunas durante todo el
experimento. Por ello, pudimos apreciar en nuestros
anflisis dos poblaciones de resultados, aunque no
demasiado diferentes desde el punto de vista absoluto,
puesto que para el estudio se hacian grupos de tres
animales distintos, si cualitativamente diferentes, y que
probablemente corresponderian en un caso a los que tomaron
alimento ¥y en otro a los que no lo hicieron.

En este sentido, HILTON y ATKINSON (1982) pusieron

de manifiesto aque un aumento en los niveles de
carbohidratos digestibles de hasta 110 g/Kg dieta en 1la

199




dieta, administrados durante 16 semanas, incrementa
significativamente (75%) la actividad piruvato aquinasa
medida ésta a velocidad maxima, pero no la modifica cuando
los niveles de carbohidratos digestibles son mayores. Esta
diferencia cualitativa con nuestros resultados podria
explicarse por el hecho de que las dietas utilizadas por
estos autores conforme crecian en carbohidratos disminuian
en grasa, por lo que el aumento de actividad piruvato
quinasa estaria mas relacionado con 1la necesidad de
proveetr de acetil-CoA, necesario para llevar a cabo una
lipogé&nesis y cetogénesis activa con objeto de restablecer
los niveles adecuados de estos productos. Apoyvando esta
idea estos autores (HILTON y ATKINSON, 1982) muestran,
bajo sus condiciones experimentales, un incremento
significativo de la actividad glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa para el suministro de equivalentes de
reduccidn, requeridos para la sintesis de &cidos grasos.
Sin embargo, la actividad piruvato quinasa no se afectdé a
niveles mayores de carbohidratos, y por tanto menores de
lipidos, a pesar del incremento en 1la actividad glucosa
é6—fosfato deshidrogenasa. Todo esto indica claramente que
algan factor limita la operatividad de 1la lipogenesis a
partir de carbohidratos, puesto que, probablemente bajo
estas condiciones el acetil-CoA requerido para la sintesis
de &cidos grasos procederaé del catabolismo de amino&cidos.
Todo ello demuestra que debe existir una relacidn Optima
de carbohidratos/lipidos en las dietas de 1la trucha la
cual podria maximizar el metabolismo de la glucosa a
través de la glucolisis hep&tica y de esta forma conseguir
la mé&xima eficacia en el uso de los carbohidratos de 1la
dieta.

Un hecho de especial mencidén para el caso de la
piruvato quinasa consiste en la diferencia significativa
existente entre los valores absolutos de actividad
enzim&tica en los tejidos estudiados siendo mayor para el
rifion. Esto que es una constante en el resto de 1los
vertebrados parece explicarse por la diferente capacidad
que presentan ambos tejidos para 1la utilizacidn de la
glucosa con fines energéticos. En mamiferos la médula
renal y los tObulos distales de la corteza renal presentan
un metabolismo francamente glucolitico (GARCIA-SALGUERO et
al., 1988 a, b; 1989) mientras aue el higado presenta una
tasa de oxidacidbn de la glucosa muy reducida a pesar de
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ser el organo productor de este metabolito por excelencia
(KATZ ¥y McGARRY, 1984),puesto que son los &cidos grasos
los utilizados preferentemente con fines energéticos.

El resto de los enzimas estudiados, pertenecientes
unos al metabolismo glucidico, fructosa 1,6-bisfosfatasa vy
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y otros al metabolismo
nitrogenado, alanina aminotransferasa b4 glutamato
deshidrogenasa en higado no mostraron cambios
significativos de su comportamiento cinético, tras Ila
administracién de una dieta alta en carbohidratos.

La ausencia de cambios en la actividad del enzima
gluconeogénico, fructosa 1,6,-bisfosfatasa tanto de higado
como rifioh cuando por el contrario cabia esperar una
draéstica disminucidén ante el alto aporte exdgeno de
azucares confirman de nuevo la limitada capacidad de estos
animales para adaptar su metabolismo a este
macronutriente. Estos resultados contrastan fuertemente
con la capacidad de adaptaciédn que este enzima posee en el
higado y rifén de mamiferos (GARCIA-SALGUERO et al., 1988
a, b; 1989). A pesar de todo ello y teniendo en cuenta que
es la fosfoenolpiruvato carboxiauinasa el enzima clave del
proceso gluconeogénico para la mayoria de los sistemas
bioldgicos, podriamos pensar que bajo nuestras condiciones
nutricionales sea este el enzima que presente 1la mayor
capacidad de adaptacidn. En este sentido, HILTON Y
ATKINSON (1982) no encontraron diferencias signhificativas
en la actividad fructosa 1,6-bisfosfatasa, con el aumento
de los niveles de carbohidratos en la dieta, cuando esta
es expresada en términos de gramos de higado; mientras que
si encontraron una fuerte disminucidn (75%) de la
actividad fosfoenolpiruvato carboxiquinasa bajo estas
condiciones nutritivas, tanto expresada en terminos de ¢
de higado como de Kg de peso corporal de la trucha.

lLa falta de efecto en las actividades glucosa
6-fosfato deshidrogenasa, alanina aminotransferasa Y
glutamato deshidrogenhasa por parte del exceso de
carbohidratos de la dieta se relaciona perfectamente con
el bajo contenido de proteina que se aporta en la dieta
alta en carbohidratos que junto con la disminucidn de la
ingesta provocan una mayor 1liberacidn de amincéacidos
enddgenos a si como de lipidos, también de origen
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enddgeno, contrarestandose con toda seguridad las dos
situaciones que confluyen bajo esta condicidn nutricional.

Por otra parte, la situacién nutricional provocada
por la administracidén de una dieta alta en carbohidratos
no produjo cambios significativos en el comportamiento
cinético de 1los enzimas renales estudiados. Estos
resultados contrastan fuertemente c¢on 1la capacidad de
adaptacidon que el rifidtnh de mamiferos, y en conhcreto de 1la
rata, presenta bajo estas condiciones, al menos en lo que
respecta al metabolismo glucidico. En este sentido
GARCIA-SALGUERO y LUPIANEZ (1988; 1989%9a,b) muestran que la
administracidon de una dieta alta en carbohidratos, durante
48 y 96 horas, provoca un aumento (100%) en la capacidad
glucolitica de la corteza renal como consecuencia del
aumento en la velocidad de los enzimas piruvato quinasa vy
fosfofructoquinasa solo a concentraciones subsaturantes de
sustrato (GARCIA-SALGUERO y LUPIANEZ, 1988; 1989a). Por el
contrario, esta misma situacidn provocd una fuerte
disminucién (75%) en la capacidad gluconeogénica del mismo
tejido ya que tanto las actividades fructosa
1,6-bisfosfatasa como fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
disminuyeron de forma paralela a 1lo que 1lo hizo 1a
sintesis de glucosa. Sin embargo, los cambios encotrados
en el comportamiento cinético de estos enzimas
gluconeogénicos fué cualitativamente diferente
(GARCIA-SALGUERO, LUPIANEZ 1989 a, b). Mientras aque 1la
actividad fructosa 1,6-bisfosfatasa solo se modificé a
concentraciones celulares de fructosa 1,6-bisfosfato, la
actividad fosfoenolpiruvato carboxiaquinasa lo hizo a2 1lo
largo de toda la curva de saturacidn para el
fosfoenolpiruvato.

Finalmente, merece la pena mencionar la casi exacta
correspondencia cualitativa existente entre el wvalor de
los diferentes parémetros cinéticos, fundamentalmente
velocidad m&xima, aunque no por supuesto en té&rminos
absolutos ya dque es diferente 1la expresidtn de estos
valores 4 varia con los mostrados en bibliografia
cientifica, para todos los enzimas estudiados en ambos
tejidos. Para ello basta revisar los trabajos de KNOX et
al. (1980) WALTON y COWEY (1982) y WALTON (1986).
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Los efectos que, sobre la utilizacidn nutritiva de
la dieta, tiene la elevacién del nivel 1lipidico dietario
son fundamentalmente y desde el punto de vista préctico,
un aumento de la utilizacidn de 1la proteina para
crecimiento con la consiguiente mejora en los indices de
retencidén de proteina y conversién del alimento (De 1la
HIGUERA et al., 1977a; TAKEUCHI et al., 1978; CARDENETE,
1985) que cursa paralelo a una disminucidén en el consumo
de oxigeno, debida al mayor incremento calérico de 1la
alimentacidén que produce 1la utilizacidn proteica en
relacién a la de los lipidos (CHO et al., 1982) vy, al
mismo tiempo, al efecto de sustitucidn caldrica aque
ejercen los lipidos , donde el destino energético de los
amino&cidos se traduce en una menor eliminacidn de
productos finales del catabolismo proteico (ATHERTON vy
AITKEN, 1970; GARCIA et al., 1981; CARDENETE, 1985) aque,
por su efecto negativo sobre el medio, pueden tener
importantes consecuencias en determinadas circunstancias
como, por ejemplo, un aumento de la temperatura y/o menor
flujo de agua en las instalaciones de cultivo.

Estos efectos generales de indudable interés
practico para la piscicultura , deben tener su reflejo a
nivel bioquimico. La capacidad adaptativa de una
determinada ruta metabélica, a variaciones en la

composicién de la dieta, nos daré una informacidén wvaliosa
sobre las posibilidades de introducir variaciones en el
contenido relativo de macronutrientes, sin llegar a forzar
esa ruta e inducir, en consecuencia, situaciones
nutritivas y/o fisioldégicas no deseables.

El metabolismo de los lipidos, en peces, comienza a
ser conocido & un nivel cada vez més intimo. Las
publicaciones cientificas se han incrementado notablemente
en los ultimos afios y prueba de ello son las numerosas
revisiones publicadas (HENDERSON y TOCHER, 1987; WALTON vy
COWEY, 1982; WATANABE, 1987 ;etc...).

De la informacidn diponible, aquella mas
directamente relacionada con este trabajo es la relativa a
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las caracteristicas biogquimicas y a las influencias sobre

procesos generales “in to

Lun”

lipogénesis vy

de depositos grasos. En relacidn a la sintesis

movilizacioén

de &cidos

grasos se ha observado dque los salmdnidos en algunos
aspectos, tiene un comportamiento similar aves b4
mamiferos, en los que el producto mayoritario final del
proceso es el palmitato (BRINDLEY et al., 1969; KUMAR et
al., 1972), mientras que otros peces, como la carpa,
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(EBERHAGEN et al., 1969).
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mayores en higado que en tejido adiposo.
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la actividad de estos enzimas (G,6-P DH,
6-P-gluconato DH) se redujo signhificativamente en higado,
pero no experimentaron cambios en tejido adiposo.

Al estudiar la actividad lipogénica
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alta en grasa produjo cambios significativos en el
comportamiento cinético de 1la mayvoria de los enzimas
analizados y relacionados con el metabolismo de glGcidos,
lipidos y proteinas; esos cambios tuvieron preferentemente
lugar en higado. Por 1lo dgque respecta al rifidn, estos
cambios 1lo fueron enh menor grado para los enzimas
gluceoliticos y gluconeogénicos mientras que no se vieron
alterados de forma significativa la glucosa 6-fosfTato
deshidrogenasa Yy 1los enzimas relacionados con el
metabolismo nitrogenados alanina aminotransferasa b4
glutamato deshidrogenasa.

Una de las primeras consecuencias manifestadas tras
la adminitracidén de una dieta alta en grasa es el aumento
constante de los niveles plasmaticos e intracelulares, en
cantidad y calidad, de acidos grasos de acuerdo con el
contenido de los mismos en la dieta.

Este aumento de los &cidos grasos provoca, entre
otros efectos, un considerable incremento en la velocidad
de utilizacidn de los mismos. Se puede por tanto preveer
que durante la oxidacidn "in vivo" de los &acidos grasos,
por el higado b4 otros tejidos periféricos, se
incrementaran las cohncentraciones intramitocondriales de
acetil-CoA y ATP asi como la razdén NADH/NAD. Todos estos
cambios pueden explicar la diferente desviacidn que sufre
cualquier esqueleto carbonado que llega al punto de
ramificacién del piruvato ya sea hacia la ruta oxidativa,
a través del ciclo de Krebs (via piruvato deshidrogenasa)
o hacia el camino gluconeogénico (via piruvato
carboxilasa). Este Gtimo proceso es de especial
significancia bajo la administracidn de una dieta alta en
grasa puesto que existe un activo metabolismo de los
&cidos grasos plasmaticos (FRENCH et al., 1981); vy el
higado, al menos en la trucha arcoiris , incrementa
enormemente su capacidad para oxidar estos &cidos grasos
(FRENCH et. al., 1981).

El higado de la trucha arcoiris es uno de los pocos
sistemas en peces teledsteos del que se dispone de
informacién detallada sobre el mecanismo de control del
flujo gluconeogénico. La oxidacidn de &cidos arasos
produce la estimulacidn de la gluconeogénesis hepatica a
partir de lactato en hepatocitos de trucha (MOMMSEN vy
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SUAREZ 1984). Este fendémeno tiene lugar como consecuencia
de la inhibicidn de la actividad piruvato deshidrogenasa y
la activacidbn concomitante de 1la piruvato carboxilasa
(SUAREZ ¥y HOCHACHKA, 1981)}. Aunque hasta ahora no ha sido
aislada vy caracterizada 1la piruvato deshidrogenasa de
trucha, es probablemente seguro el poder asumir una
semejanza en las propledades reguladoras con el enzima de
otros sistemas bioldgicos, entre las que se pueden citar
la retroinhibicidn por NADH, ATP y acetil-CoA y el control
por fosforilacidn-desfosforilacién (BATENBURG vy OL SON
1976).

Por otra parte, preparaciones de piruvato
carboxilasa de higado de trucha parcialmente purificadas
requieren para su activacién la participacion del
acetil-CoA como efector alostérico Y de ahi su
equivalencia con el enzima de mamiferos. FEl enzima de
trucha prefiere el ATP como sustrato en lugar de otro
nucleésido trifosfato y usa ADP ¥y AMP como inhibidores
competitivos (SUAREZ y HOCHACHKA 1981). La piruvato
carboxilasa esta localizada exclusivamente en las
mitocondrias de todas las especies animales estudiadas vy
1los teledsteos no son una excepcidn (SURAEZ y HOCHACHKA,
1981; WALTON y COWEY, 1979; BARRIT et al., 1976; PHILLIPS
y HIRD 1977; MOMMSEN et al., 1985). Por tanto, la
carboxilacidn del piruvato, primera reaccidbn que utiliza
compuestos de tres &tomos de carbono derivados de
precursores tales como alanina o lactato en el proceso
gluconeogénico tiene lugar en la matriz mitocondrial
(SUAREZ vy HOCHACHKA, 1981). Por otra parte, la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa , presenta una diferente
localizacidén intracelular que varia con el 6&rgano (por
ejemplo higado o rifidn), especie yfo estado fisioldgico o
nutricional. Todo esto trae como resultadoe una gran
variabilidad en 1la compartimentacidn donde ocurre 1la
sintesis de fosfoenolpiruvato y en donde tiene 1lugar Ila
ruta entre el piruvato y el fosfoenolpiruvato.

Todo lo anteriormente expuesto demuestra claramente
el efecto estimulador que los &cidos grasos ejercen sobre

la gluconeogénesis en la mayoria de los sistemas

bioldgicos. Sin  embargo, bajo nuestras condiciones

experimentales no pudimos obsetrwvar cambios significativos

en la actividad hepatica de uno de los enzimas
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gluconeogénicos que participan de forma activa en el
control de flujo de esta ruta biosintética, la fructosa
l,6-bisfosfatasa. Por el contrario, hemos podido poner de
manifiesto cambios significativos en el comportamiento
cinético del enzima. renal, en el cual se produce un
incremento en la actividad fructosa bisfosfatasa a
concetraciones subsaturantes de fructosa 1,6-bisfosfato.
No obstante, estos resultados no invalidan el hecho de que

bajo esta situacion nutricional se incremente la
gluconeogénesis hepé&tica puesto que el peso central en
este control se podria centrar en el otro enzima
gluconeogénico como es la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa.

El efecto estimulador de los acidos grasos sobre la
gluconeogénesis a partir de lactato en hepatocitos
aislados de truchs (MOMMSEN Y SUAREZ, 1984) es
especialmente notable puesto que en esta especie 1la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa hep&tica esté& localizada
preferentemente en la mitocondria (WALTON y COWEY, 1979).
En las especies donde la fosfToernolpiruvato carboxiquinasa
hepética se encuentra casi exclusivamente en el
compartimento mitocondrial, el oxalacetato generado por la
carboxilacidn del piruvato por la piruvato carboxilasa, es
convertido en fosfoenolpiruvato dentro de la mitocondria.
A continuacidén, el fosfoenolpiruvato es transportado fuera
de la mitocondria para completar el resto de las
reacciones de 1la ruta gluconeogénica en el citosol
(WATFORD et al., 1981).

Por otra parte, en aquellas especies que presentan
la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa con una localizacidn
citosdlica tal como la rata (BALLARD y HAUSON, 1967), el
oxalacetato debera ser transformado fuera de la
mitocondria para su posterior conversidn en
fosfoenolpiruvato. Puesto que la membrana interna de 1la
mitocondria es impermeable al oxalacetato este metabolito
deberé& ser en primer lugar convertido en otros compuestos
capaces de salir, tales como el aspartato o malato. En
higado de rata, la gluconeogénesis a partir de lactato
tiene lugar a través de 1la ruta oxalacetato-aspartato,
mientras que 1la gluconeogénesis a partir de otros
precursores del piruvato tal como la alanina, tiene lugar
a través de la ruta oxalacetato-malato (KREBS et al.,
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1967). Esta diferenciacién en el comportamiento tiene como
razdbn molecular la necesidad de generar el NADH necesario
para que tenga lugar la reaccidn citoplasméatica de 1la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa en la direccidn de
formacidn de glucosa. Las especies animales que poseen

significativas cantidades de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa hepé&tica en ambos compartimentos, citosol y
mitosol pueden utilizar ambas rutas 5
Oxalacetato-Fosfoenolpiruvato Yy Oxalacetato-Aspartato

(malato). Mientras que en aquellas especies como, la
trucha, donde la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, es
preferentemente mitocodrial (WALTON y COWEY 1979; MOMMSEN
et al., 1985), la ruta preferida es por tantoc 1la de
Oxalacetato-Fosfenolpiruvato.

Por todo esto, podemos supohner aue la capacidad
gluconeogénica en una situacidn nutricional aue se
caracteriza por la administracidén de uwuna dieta alta en
grasa necesita un control previo en la disponibilidad de
todos sus requerimientos tales como sustratos y otros
elementos indispesables para la operatividad de esta ruta.
En este sentido, el lactato procedente de 1la actividad
metabdlica de los tejidos periféricos asi como los
diferentes amino&cidos, entre los que cabe mencionar la
alanina, procedentes tanto de la dieta como de los propios
depbsitos 1intracelulares, pueden constituirse en los
mejores sustratos. Por otra parte, el exceso de acetil-CoA
(FRENCH et al., 19981) debe ser oxidado completamente con
fines enegéticos a través de una mayor actividad del ciclo
de Krebs,lo que requiere a su vez grandes cantidades de
oxalacetato.

Este panorama metabélico parece confirmar la
existencia de dos almacenes independientes de oxalacetato
en el higado de trucha, los cuales no se mezclan
libremente en la matriz mitocondrial (SUAREZ vy MOMMSEN,
1988]. Uno de 1los almacenes de oxalacetato estaria
generado principalmente por la carboxilacidn del piruvato
procedente de diversas fuentes, y dqaue al no estar

disponible para la accidn de la malato deshidrogenasa no
se veria afectado por el estado redox de la matriz
mitocondrial. En nuestras condiciones experimentales, esta
fuente de oxalacetato podria venir determinada por
aquellos sustratos cuyas rutas de transformacién generen




NADH citosolico tales COmMmo lactato deshidrogenasa vy
malatoc deshidrogenasa citoplasm&ticas ¥ cuyo destino es
principalmente gluconeogénico.

El otro almacen de oxalacetato mitocondrial forma
parte integral del ciclo de los &cidos tricarboxilicos vy
por tanto est& directamente influenciado por cambios en la
razén NADH/NAD.

Nuestros resultados parecen confirmar esta
hipbtesis, por una parte, hemos puesto de manifiesto un
incremento en 1la actividad alanina aminotransferasa
citoplasmatica probablemente como consecuencia de un

fendmeno de induccidn en la sintesis de esta proteina.
Este aumento de 1la actividad enzim&tica provoca una
elevacidén en la concentracién de piruvato el cual seréa
carboxilado a oxalacetato y esté sera utilizado wvia PEP
para la formacidén de glucosa. La cantidad de NADH
requerida para este proceso de sintesis seré& provista por
la actividad de la lanzadera de la malato deshidrogenasa
al utilizar el malato, procedente, en parte, del esqueleto
carbonado de la alanina y/o de los amino&cidos que entran
a nivel de los intermediarios del ciclo de Krebs. El1
oxalacetato formado en esta ruta constituye el pool
sensible al estado redox mitocondrial .

Como parte del oxalacetato es utlizado en la
transferencia de equivalentes de reduccién hacia el
citosol es necesario que exista un flujo significativo de
formacidn de oxalacetato con obijeto de poder ser utilizado
en la oxidacidn del exceso de acetil-CoA procedente de la
degradacidén de los &cidos grasos que tiene lugar bajo esta
condicién nutricional. Este suplemento de oxalacetato
vendria dado por un aumento en la velocidad de
transformacidn de PEP citosdlico a piruvato por accidn de
la piruvato auinasa para aque esté sea posteriomente
transformado en el oxalacetato necesario para aumentar la
velocidad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

En este sentido, nuestros resultados muestran un
significativo aumento de 1la actividad de 1la piruvato
quinasa hepatica y renal. Este incremento tiene lugar a lo
largo de toda la curva de saturacidn, sin cambios en el
valor de la Km para el fosfoenolpiruvato. Estas

209




modificaciones del comportamiento cinético del enzima nos
indican de nuevo un fendmeno de induccién enzimatica. Este
aumento en la velocidad del enzima pruvato quinasa provoca
el efecto deseado que no es mas que el incremento en 1los
niveles mitocondriales de oxalacetato.

Todo ello, junto con 1la capacidad adaptativa que
este enzima presenta en el resto de las situaciones
nutricionales analizadas hasta ahora, nos permiten
confirmar el auténtico papel regulador de la piruvato
quinasa. No obstante, durante un cierto tiempo se
considerd a la piruvato quinasa de higado de teleb&steos
como un enzima no regulador (GUDERLEY et al., 1978; MOON y
HULBERT, 1980; GUDERLEY y CARDENAS, 1980) aunque, como
hemos dicho antes los resultados de este estudio y otras
investigaciones recientes (SAND, 1988; WRIGHT et al..
1989) indican claramente lo contrario. A pesar de que lo
mencionado anteriormente parezca contradictorio, una
posible explicacidbn para esta discrepancia la constituye
el hecho de que existen claras diferencias en el estado
fisioldgico de los animales utilizados, asi como en las
preparaciones de los homogenados hepaticos en los ensayos
de actividad de los diferentes estudios 1llevados a cabo
(GUDERLEY et, al., 1978; MOON y HULBERT, 1988; GUDERLEY vy
CARDENAS, 1980; SAND, 1988; WRIGHT et x1., 1989).

Aunque el papel regulador de la piruvato quinasa
esté& relacionado con un fendmeno de induccidn enzimatica
puesto en marcha tras la administracién de una dieta alta
en grasa durante cuatro semanas, no es mehos cierto que
otras situaciones fisioldgicas y patoldgicas, en donde se
requiera una respuesta mas inmediata, provocan cambios en
la actividad del enzima previamente existente. Estas
modificaciones pueden llevarse a cabo vya sea a través de
la presencia de moduladores alostéricos y/o por modulacisén
covalente (SAND, 1988; WRIGHT et al., 1989). Por otra
parte, los parémetros cinéticos medidos para la piruvato
quinasa en este trabajo utilizando un extracto hepatico
preparado con tampdn adecuado para presetvar las
propiedades reguladoras del enzima, coinhciden en gran
medida con los valores obtenidos por otros investigadores
utilizando hepatocitos aislados (= tejido completo
congelado inmediatamente (WRIGHT et al., 1989).
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En este sentido, WRIGHT et al. (1989) han puesto de
manifiesto que la alanina no tiene efecto alguno sobre 1la
actividad piruvato quinasa de trucha, sin embargo, si se
comporta como un potente inhibidor de la piruvato quinasa
hepética de mamiferos b4 del hepatopancreas de
invertebrados (MUNDAY, et al.,1980). Por el contrario,
concentraciones relativamente bajas de fructosa
1,6-bisfosfato activan significativamente 1la piruvato
auinasa, disminuyendo el wvalor $ .05 para el PEP
modificando el perfil de 1la curva de saturacion del
PEP, pasando de una curva sigmoide a una hiperbola (WRIGHT,
et a2l.,1989). La sensibilidad de la piruvato quinasa de
trucha a 1la fructosa 1,6-bisfosfato ha sido tambien
descrita en otras especies de teleésteos ( SAND, 1988).

Finalmente, la administracidn durante cuatro semanas
de una dieta alta en grasas produjo una significativa
disminucidn de la actividad de uno de los principales
enzimas del ciclo de 1las pentosas fosfato, glucosa
6—-fosfato deshidrogenasa, en higado de trucha. Como
comentamos anteriormente el papel de este ciclo es
miltiple siendo uno de los principales objetivos el de
generar la suficiente cantidad de equivalentes de
reduccidn en forma de NADPH para la sintesis de &cidos
grasos Y otros tipos de lipidos tales como el colesterol ¥
sus derivados.

Como cabia esperar, el aumento intracelular de
acidos grasos procedentes de la dieta provoca una fuerte
inhibicidn de todos los sistemas enzim&ticos relacionados
con su sintesis. En nuestro caso, hemos puesto de
manifiesto que la inhibicién tiene lugar a lo largo de
toda la curva de saturacidén sin que existan cambios
significativos en el valor de la Km para la glucosa
6-fosfato. Esta modificacidn de 1la actividad enzim&tica
esté relacionada con una reduccidn drastica de los niveles
del enzima a consecuencia de la puesta en marcha de un
claro fendmeno de represidn enzimatica. En este caso 1la
extraordinaria capacidad de adaptacidn de este enzima en
el higado de trucha es semejante al que tiene 1lugar bado
estas mismas condiciones antilipogenicas en mamiferos. En
estos animales, en los que méA@s se ha estudiado esta
capacidad de adaptacibdn, se ha demostrado que el cambio de
una situacidn lipogépioa a otra lipolitica provoca cambios
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del orden de 15 a 30 veces en la actividad hepé&tica de 1la
glucosa 6—-fosfato deshidrogenasa de rata. El mecanismo
molecular de estas variaciones est& relacionado con
fenbmenos de induccidn y represidn enzimé&tica, puestos de
manifiesto a través de cambios en 1las concentraciones
intracelulares del ARN mensajero para este enzima (PROSTKO
et al., 198%9). Indudablemente, en el caso de la trucha, se
hace necesario profundizar en el estudio para determinar
los eventos moleculares que se ponen en marcha durante
esta situacidn nutritiva en relaccidn con las variaciones
en la actividad glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

5.4-ADAPTACIONES DEL METABOLISMO INTERMEDIARIO AL AYUNO

La restriccidédn de alimento provoca alteraciones del
metabolismo cuya naturaleza, tiempo necesario para
desarrollar los mecanismos adaptativos y capacidad externa
del mantenimiento activo de una determinada ruta, varia
segln la especie y su estado fisioldgico. Por ejemplo, en
los mamiferos, en 24—-48 horas, los depositos de glucdgeno
se agotan y se activa la lipolisis con objeto de preservar
el resto de las reservas hidrocarbonadas ¥y las proteinas
de los tejidos periféricos (GOODMAN Yy RUDERMAN, 1980;
GOODMAN et.al., 1981). De forma similar las aves movilizan
preferentemente los depdsitos grasos, disminuyendo,
simultaneamente, los lipidos hepaticos ¥y las actividades
de los enzimas lipogénicos (PEARCE, 1980).

Los peces representan un grupo més heterogéneo en
cuanto a respuestas adaptativas generales, actividad de
las correspondientes rutas metabslicas Yy modificaciones
enziméticas concretas, dependientes fundamentalmente del
medio (Ta, salinidad, etc...) Yy de los hébitos
alimenticios de cada especie. En lineas muy generales y en
funcidn del régimen carnivoro rico en proteinas, de la
mayoria de las especies estudiadas , se puede decir que 1la
movilizacidn de proteina muscular, durante el ayuno es el
principal aspecto comparado de este grupo de animales
(COWEY y SARGENT, 1979; MOMMSEN et al., 1980; RENARD vy
MOON, 1980; JOHNSTON 1981). Los amino&cidos movilizados
pueden ser o catabolizados para la obtencién de energia

212




(MOMMSEN et al., 1980) o desviados hacia la formacidén de
glucosa (MOON y JOHNSTON, 1980; COWEY et al., 1977a ) u
otros fines anabdlicos. Por supuesto, los peces también
adaptan otras rutas metabdélicas a las circustancias del
ayuno ¥ en eso también existen diferencias entre especies
como se descubriréd més adelante.

En relacidn al catabolismo aminocacidico el aumento
significativo de la actividad AAT y GDH en higado de
trucha estaria asociado a la movilizacidn de proteina en
los tejidos periféricos para, al menos en parte
suministrar restos carbonados para gluconeogénesis. De
hecho el aumento de la FBPasa apoya este planteamiento.
Estos resultados estarian en la linea de los obtenidos por
MORATA et al. (1982) aquienes detectaron en ayuno
prolongado un aumento de la AAT y GOT desde el dia 30 al
60 de ayuno, junto a un aumento del amonio plasmé&tico y de
la actividad de enzimas gluconeogénicos (LDH, PEPCK,
FBPasa, G6Pasa) hepéaticos ; sin embargo , las diferencias
con el control (dia 0) no llegan a hacerse significativas
a lo 60 dias pero si a los 30, con valores inferiores a
los control.

Un aumento de la aspartato aminotransferasa (GOT)
también ha sido descrito en higado de trucha, despues de 9
semanas de ayuno, por JURSS y NICOLAI (1976). E1 aumento
de ambas aminotransferasas (GOT y AAT) ha sido igualmente
descrito en el higado de Anguilla japonica, durante el
ayuno (INUI y YOKOTE, 1974). Sin embargo, tras ayuno
prolongado, no se modificaron las actividades hepaticas de
las enzimas AAT y GOT en Adnguilla rostrata (MOON, 1983)
aunque si lo hizo, unas cinco veces, la AAT del mGsculo
rojo. Un patrén similar de respuesta se ha observado en
ayuno, a corto plazo, en la rata (PALOU et al., 1980).
Este aumento de la AAT, en miasculo rojo, paralelo a una
proteolisis incrementada, aumentaria las disponibilidades
de alanina en plasma, importante sustrato gluconeogénico,
como se ha demostrado en mamiferos (PALOU et al., 1980) vy
en salmén sockevye (MOMMSEN et al., 1980).

La fuente principal de energia, durante el avuno en
la trucha arcoiris parece ser la grasa como se deduce de
la importante reduccidn de las reservas lipidicas (DENTON
Yy YUOSEF, 1976) del tejido adiposo periférico (MORATA et
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al., 1982); de hecho la movilizacidén de la grasa visceral,
seglin WEATHERLEY v GILL (1981), e
semanas de avuno. La movilizacidn se detecta precozmente

s completa tras tres
por la elevacién de los niveles plasm&ticos de
triglicéridos y acidos grasos (BILINSKI y GARDNER, 1968;
SHIBATA et al., 1974; MOON, 1983).

Ante la movilizacidon de la grasa durante el ayuno,

apoyada por muchos autores, parece 1légico que la
biosintesis lipidica esté deprimida en estas
circunstancias. En este sentido, el suministro de

equivalentes reducidos, necesarios para la sintesis de
&cidos grasos y otros procesos, debe estar igualmente
inhibido. Un proceso especialmente importante para la
generacidn de dichos equivalentes de reduccién (NADPH
fundamentalmente) es el ciclo de las pentosas fosfato, del
que hemos determinado la actividad de 1la G6-PDH. Este
enzima, en vertebrados superiores,posee una gran capacidad
para modificar su actividad en respuesta a 1a
alimentacidn, disminuyendo significativamente durante el
ayuno (NIEMEYER et al., 1962; McDONALD y JOHNSON, 1965).

Las truchas respondieron al ayuno en el mismo
sentido que la rata, disminuyendo la actividad G6-PDH como
han demostrado YAMAUCHI et al. (1975) para otra especie de
trucha, Salvelinus jfoniinalis. Sin embargo en la trucha
arcoiris BUHLER y BENVILLE (1969) no encontraron cambios
en la actividad especifica hepaAtica de este enzima, en
respuesta al ayuno o a la composicidén de la dieta.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la
ptrrivacidén de alimento durante cuatro semanas, produjo en
las truchas 1los cambios adaptativos del metabolismo

cuantitativa y cualitativamente mas grandes de todos los
observados en el resto de las situaciones nutricionales
estudiadas .

Sin embargo, y @al contrario de 1lo que cabria
esperar, la actividades y el comportamiento c¢inético de
los enzimas glucoliticos, fosfofrutoquinasa y piruvato
quinasa, no sufren cambios significativos en niguno de los
tejidos utilizados, higado y rifion. Estos resultados
demuestran una vez mas la reducida significacidédn aque
presenta para estos animales la utilizacién de glucosa, lo
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aque contrasta fuertemente con lo que ocurtre en mamiferos.

Estos resultados estan en cierta forma de acuerdo
con los mostrados por MOON et al. (1989). Estos autores no
encontraron cambios significativos en la actividad 6ptima
de la fosfofructoauinasa ¥y glucogeno fosforilasa de higado
de la trucha arcoiris. Sin embargo, y & diferencia con
nuestros resultados, describen una disminucidn de 1la
piruvato aquinasa hepé&tica a concentraciones subsaturantes
de fosfoenolpiruvato, lo que se traduce a una disminucion
del orden del 60% en la razdn de actividad. MOON et al.
{1989) explican esta reduccidn de actividad con la
capacidad que presenta este enzima para sufrir un proceso
de fosforilacidn—-desfosforilacidn.

Como es sabido, este enzima est& sujeto a este tipe
de modificacidn covalente en el higado de mamiferos, en el
que estéd implicado el sistema de 1la proteinquinasa
dependiente del AMP ciclico (KRAUS-FRIEDMAN, 1984). La
fosforilacidon disminuve 1a razoén de actividad b4
paralelamente incrementa la sensibilidad para sus
efectores alostéricos. El glucagdn ¥y las catecolaminas son
los agentes responsables del incremento en la
fosforilacion de la piruvato quinasa en mamiferos. En este
sentido MOMMSEN y SUAREZ (1984) han presentado evidencias
que apoyan el hecho de 1la fosforilacidn de 1la PK del
higado de trucha mediante altas dosis de glucagon.

Aunque desde nuestro punto de vista el significado
de un cambio de estas caracteristicas tras un largo
periodo de avyuno (& semanas) es reducido, podemos dar dos
posibles razones que expliquen el desacuerdo con nuestros
resultados. En primer lugar una de estas razones es la
diferencia existente en el tiempo de tratamiento. En este
sentido, MORATA et al. (1982) observaron que los cambios
que tienen lugar en las actividades enzim&ticas
relacionadas con el metabolismo glucidico comienzan a ser
significativos a partir de la cuarta semana de ayuno. En
segundc lugar, MOOM et al. (1989) utiliza para el estudio
especifico de la piruvato quinasa hep&tica, un tampdn de
homogenizacidén adecuado para no modificar el estado de
fosforilacidon del enzima.
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Por lo aque respecta al proceso gluconeogénico,
nuestros resultados demuestran claramente que la
biosintesis de glucosa se encuentra incrementada durante
el ayuno, tal y como indican los aumentos en las
actividades de los enzimas intimamente relacionados con la
gluconeogénesis bajo estas condiciones, fructosa
1,6~-bisfosfatasa y alanina aminotransferasa.

Estudios previos han demostrado claramente, con
algunas excepciones, incrementos en la actividadg de
enzimas gluconeogénicos hepa&ticos en diferentes telebsteos
sometidos a ayuno (NAGAI y IKEDA, 1971a; MORATA et al.,
1982; BEVER, et al., 1977; MOON et al., 1989; FRENCH et
al. 1981). MOOGN et al. (1989) ponen de manifiesto
incrementos significativos en la actividad mé&xima de los
enzimas hepéticos fructosa 1,6-bisfosfato,
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa Y alanina
aminotransferasa en un 55%, 100% ¥ 132% respectivamente.
Estos incrementos son practicamente semejantes a los
obtenidos por nosotros, excepto para el caso de la
fructosa 1,6-bisfosfatasa para la aue obtuvimos
incrementos del orden del 110% pero a concentraciones
subsaturantes de sustrato . Un aumento semejante fué
mostrado para la actividad del enzima de fuente renal.
Todo esto indica que el ayuno incrementa
significativamente el potencial gluconeogénico de higado vy
rifion de la trucha.

Un gran nGmero de evidencias demuestran que 1los
‘peces telebdsteos no incurren en una severa hipoglucemia
como resultado de un prolongado ayuno (NAGAI e IKEDA
1971a; BEVER et a2l., 1977; ZAMMIT y NEWSHOLMES, 1979;
CORNISH y MOON, 1985), manteniendo de forma aproximada las
concentraciones de glucosa sanguinea con las de peces
alimentados. No obstante y aunque tales observaciones
abundan en la literatura cientifica los mecanismos que 1lo
llevan a cabo no esté&n completamente aclarados. En algunas
especies, como l=a aguila americana, puede estar
relacionada con la concomitante depresién metabélica aque
tiene lugar bajo el ayuno y que tiene como resultado una
disminucidn, entre otras, de la velocidad de utilizacién
de la glucosa (CORNISH y MONN 1985). En contraposiciéon a
esta hipbdtesis podemos mencionar la de 1a activacisén de la
gluconeogénesis durante el ayuno. Hepatocitos aislados de
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diferentes peces teledsteos (RENARD y MOON 1980; FRENCH et
al., 1981) muestran mayores velocidades en la
gluconeogénesis a partir de lactato y aminoécidos aque en
las células hepé&ticas aisladas de estos peces sometidos =a
alimentacidn. Por tanto, aunaue la concentracidn de
glucosa plasm&tica varia considerablemente entre especies
y puede fluctuar con el tiempo, es raro alcanzar una
severa hipoglucemia. Es por tanto facil de entender aque
esta estrategia es esencial para los peces telebsteos,
muchos de los cuales sufren cambios estacionales dré&sticos
ya sea por la disponibilidad del alimento, por el
diferente comportamiento alimentario o por 1la anorexia
existente durante el periodo de freza.

Otro de los cambios importantes que tiene lugar
durante el ayuno es el aumento en la proteolisis muscular,
1o cual trae consigo cambios en las concentraciones de
aminoc&cidos plasm&ticos y por tanto intracelulares. En 1la
trucha arcoiris, la administracion de una dieta alta en
proteinas/baja en carbohidratos origina una elevacidn de
los niveles de amino&cidos plasmé&ticos asi como una mayor
velocidad gluconeogénica a partir de alanina (COWEY et
al.,1977a, b). Por el contrario, la administracién de una
dieta baja en proteinas /alta en carbohidratos produce
todo lo contrario como lo demuestra nuestros resultados vy
los mostrados por otros investigadores (COWEY et al.,
1977a, b).

Por otra parte, durante la vida de muchos peces, los
periodos de ayuno estan acompafiados por ejercicio intenso
como es el caso de muchos salmonidos durante los periodos
de migraciéon vy freza. Bajo estas condiciones, el masculo
esquelético sufre una mayor proteolisis dando lugar a una
mayor liberacidn de amino&cidos al torrente circulatorio
(MOMMSEN et s1., 1980). La alanina 1liberada puede ser
utilizada tanto como sustrato oxidativo como
gluconeogénico por el higado y rifidn (FRENCH et al.,
1981; RENARD y MOON, 1980).

Aunque el control hormonal del metabolismo de los
peces telebdsteos ha recibido muy poca atencidn, parece muy
probable que la mayor parte de los fendmenos de adaptacidn
mostrados son consecuencia de la accidén molecular de estos
mensajeros.
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Los efectos del glucagon e insulina sobre la
gluconeogénesis en higado de mamiferos Yy concretamente de
rata, constituyen, sin lugar a dudas, las repuestas
hormonales mas conocidas (KRAUS-FRIEDMAN, 1984). En peces
telebsteos el glucagon actia generalmente como una hormona
hiperglucemiante mientras que la insulina ejerce claros
efectos hipoglucémicos (INCE, 1981).

En este sentido, MOON et al. (1989) han demostrado
que durante el avyuno de seis semanas la trucha arcoiris
provoca un descenso significativo de estas hormonas
pancre&ticas. Sin embargo, los cambios relativos de estas
hormonas son de tal indole que la razdn dglucagon /[
insulina se aumenta 3 veces durante el ayuno. Este aumento
en la concentracidn de glucagon frente a la de insulina es
probablemente la razén molecular primaria del incremento
de la actividad de los enzimas gluconeogénicos, el cual
eleva el potencial gluconeogénico del higado durante el
ayuno, del mismo modo que ocurre en mamiferos.

El presente trabajo muestra adem&s incrementos
significativos en la actividad de la glutamato
deshidrogenasa hepéatica. Tambien hemos podido observar una
tendencia al aumento de este enzima en rifén. La

operatividad de este enzima proporcionara intermediarios
del ciclo de 1los &cidos tricarboxilicos lo que implica una
mayor disponibilidad de sustratos gluconeogénicos asi como
un incremento del potencial oxidativo mitocondrial lo cual
podria ser necesario para eliminar el exceso de acetil-CoA
formado durante esta situacidén nutricional. El ATP
generado bajo estas condiciones estaria destinado, entre
otros fines, para el aumento de 1la gluconeogénesis. En
este sentido, MOON et al. (198%9) han puesto de manifiesto
un aumento significativo en la actividad citrato sintasa
hep&tica cuando é&sta es ensayada a concentraciones
saturantes de acetil-CoA ¥y oxalacetato.

Finalmente, nuestros resultados muestran un descenso
significativo en la actividad de 1la glucosa 6—-fosfato
deshidrogenasa hep&tica de trucha durante el avuno. Esta
disminucién (50%) tiene lugar a lo largo de toda la curva
de saturacidn para la glucosa 6-fosfato sin cambios
significativos en los valores de Km por este sustrato, por
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lo que se puede asegurar que este cambio en la actividad
enzimatica est& relacionado con una clara represidn de 1a
sintesis de este enzima durante el ayuno y es consistente
con la disminucisén de 1a capacidad lipogénica
caracteristica de esta situacién nutricional, de la misma
manera que ocurre en mamiferos (PROSTKO et al ., 1989) v
tambiem descrita en la anguila americana (ASTER y MOON,
1981). Hasta este momento no se conocen cuales son los
mediadores especificos de la transcripcion génica de 1la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa frente a diversas
situaciones lipoliticas como el avuno y la dieta alta en
grasas, o lipogénicas como la administracidn de una dieta
alta en carbohidratos o en protefinas. Los aztGQcares por si
mismos, algunos de sus metabolitos y/o hormonas segregadas
en respuesta a las diferentes manipulaciones nutricionales
pueden ser en general consideradas como los principales
candidatos. En este sentido, se ha podido comprobar que
los efectos de diferentes situaciones nutritivas sobre 1la
transcripcidn génica vy la estabilizacisdn del ARN mensajero
ha sido tambiem observado para otros enzimas relacionados
con el proceso lipogénico, incluyendo la sintasa de 8cidos
grasos (BACK et al., 1986) y enzima m&lico (GODMAN et al.,
1985). Indudablemente, una mayor profundizacidén en este
estudio se ha de llevar a cabo para facilitar el progreso
cientifico en este &rea del metabolismo.
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6-CONCLUSIONES







1.-Desde el punto de wvista nutricional, las truchas
alimentadas con una dieta de alto contenido graso (16 %)
alcanzaron los mejores indices de conversiéon del alimento
(I.C.) ¥ de wutilizacién de 1la proteina dietaria para
crecimiento.

2.-Las diferentes condiciones nutricionales ensayadas
produjeron, de forma general, cambios adaptativos
importantes en el comportamiento cinético del conijunto de
los enzimas reguladores estudiados y correspondientes a
diversas zonas del metabolismo intermediario. Estos
cambios de adaptacidn metabdélica fueron siempre
significativamente més importantes en el tejido hepéatico
que en rifidn, de acuerdo con el papel bioquimico que juega
cada Organo tanto en su metabolismo individual como en el
relacionado con el resto de los animales.

3.-La administracidén durante cuatro semanas de una dieta
alta en proteinas (60%) produjo importantes cambios
adaptativos en el metabolismo intermediario del higado ¥
rifidn de las truchas, reflejados por las variaciones del
comportamiento cinético de los enzimas piruvato quinasa,
fructosa 1.6-bisfosfatasa, alanina aminotransferasa b4
glutamato deshidrogenasa. Como cabia esperar, los cambios
mé&s importantes tuvieron lugar en los enzimas relacionados
con la utilizacidn del exceso de aminoaAcidos procedentes
de la dieta, de manera que el aumento de la actividad
alanina aminotransferasa b glutamato deshidrogenasa
encontradas est& relacionado c¢on un incremento en 1la
sintesis de estos enzimas.

Porr otra parte 1los aumentos encontrados en 1la
actividad de los enzimas fructosa 1.6-bisfosfatasa vy
piruvato quinasa explican el doble destino due presenta el
exceso del esqueleto carbonado de estos aminocécidos:
incremento delsa sintesis de monosacaridos via
gluconeogénesis y aumento de su uso con fines energéticos,
por oxidacidén completa via ciclo de los &cidos
tricarboxilicos. Los cambios encontrados en rifdn, fueron
en general semejantes; aunaue de menor grado.
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4.~-De acuerdo con la escasa capacidad de metabolizar los
carbohidratos aque presentan la mayoria de los Teledsteos,
los resultados obtenidos, en nuestras condiciones
experimentales parecen confirmar este comportamiento vya
que s0lo se observd una disminucidn en los valores de 1la
Km para los enzimas glucoliticos fosfofructoaquinasa vy
piruvato quinasa hepaticos, sin que se encontrasen cambios
en ningln parametro cinético de los enzimas renales. Estos
resultados contrastan fuértemente con el comportamiento de
estos enzimas y 6rganos en los mamiferos en respuesta a la
dieta rica en hidratos de carbono.

5.-0Otra situacidbn nutricional que disé lugar a importantes
cambios adaptativos en el metabolismo de la trucha fué 1la
administracidén de una dieta alta en grasas. De todas las
variaciones enzimaticas observadas podemos destacar como
mas importante la dré&stica disminucidén en la actividad de
la glucosa 6~fosfato deshidrogenasa, que probablemente
ocLurre como consecuencia de una fuerte represion
enzimética. El descenso de 1la actividad del fragmento
oxidativo del ciclo de las pentosas fosfato ante el aporte
exdgeno de un exceso de grasa, estéd claramente relacionado
con la innecesaria formacidén de equivalentes de reduccisén
que, bajo estas condiciones nutricionales, son reaueridos
para la sintesis de &cidos grasos y colesterol.

6.-Durante el ayuno de cuatro semanas, el metabolismo
intermediario hep&tico de la trucha se modificdé de forma

extraordinaria, de acuerdo con las variaciones
intracelulares de diferentes metabolitos caracteristicas
de esta situacidn nutricional. Dichas variaciones estan

relacionadas con el incremento del contenido celular de
amino&cidos y &cidos grasos procedentes de los depdsitos
del animal. El aumento enddgeno de &cidos grasos provoca,
al igual que ocurria con la dieta alta en grasas, una
disminucisdn de la actividad glucosa 6—-fosfato
deshidrogenasa, mientras que un aumento de la actividad de
los enzimas alanina aminotransferasa Y glutamato
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deshidrogenasa incrementa la utilizacién del exceso de
aminoaécidos liberados del mGsculo del animal. Parte del
esqueleto carbonado de é&stos compuestos parece dirigirse
hacia la formacién de glucosa, como demuestra el aumento
de la actividad de la fructosa 1l.6-bisfosfatasa hepatica,
uno de los enzimas reguladores de esta ruta metabélica. El
patrdn de comportamiento metabdélico de la trucha frente al
ayuno es, por tantd, semejante al aue tiene lugar en
mamiferos.

CONCLUSION FINAL. :

Finalmente, ¥ teniendo en cuenta los diferentes
aspectos estudiados en 1la presente Memoria, podemos
concluir que, aan ~  cuando los carbohidratos sean
metabdlicamente mal utilizados, los principales enzimas
reguladores del metabolismo primario de la trucha muestran
una notable capacidad de adaptacion, a cambios
sustanciales en el contenido de macronutrientes de la
dieta.
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FE DE ERRATAS:

- pag. 88: donde pone NADH debé poner NADPH

- pag. 101 y 184: la concentracidén de aminoAcidos plasmaticos esta calculada
en mg/ml y no mM como se indica en el texto

~ pag. 184: el nOmero correspondiente a la tabla incluida en esta pagina

es el 4.5 y no el 4.1 con el que aparece numerada
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