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INTRODUCCION 2

1.1. Acuicultura.

La necesidadde alimentosproteicosen los paísesen desarrollo,así comola tendenciahacia

dietas más sanas,con menosgrasas,en los paísesdesarrollados,presagiaun continuado

aumentode la acuicultura(Tomassoy Brune, 1991). En estesentido la FAO ha hecho un

llamamiento al desarrollo de la acuicultura como una alternativapara la obtención de

proteínasde origen animal.

La producciónacuícolamundial ha crecido en los últimos diez añosde 6.9 millones de

toneladasa 15.9. Por otra parte, el 21 96 del pescadoque se consumees producidoen

cautividad. La acuiculturacontinentalrepresentael 65 96 del total. La importanciade la

acuiculturacontinentalha crecidode tal modo que la producciónestá un SO 96 por encima

de las capturas(Josupeit,1995).

Dentro de la producciónacuícola,la salmoniculturaes el máspracticadoy con un gradode

desarrollotécnicoy una explotaciónmásracional. Los salmónidos,principalmentetrucha

arco iris Oncorhynchusmykissy salmónatlánticoSalmosalar, son los más importantesen

piscicultura, representandoun 40 96 de la produccióntotal. La producciónanual de trucha

arco iris fue de 200.000toneladasen 1985 (Shephered,1988).

En el siglo pasado,anteel aumentode la pescafluvial se pensóen desarrollarpiscifactorías

a fin de repoblar las aguas. Luego la demandapara el consumo hizo multiplicar la

producciónde truchasy la hizo másintensiva.



INTRODUCCiON 3

Diversas razoneshacen de nuestro país un lugar muy adecuadopara la acuicultura. La

producciónpiscícolaseha incrementadonotablementeen los últimos 30 añosy, a pesarde

los problemaseconómicoscoyunturales,el ascensode la pisciculturaen detrimentode la

pescatradicionales imparable.

Aun cuandoseproduceuna gran variedadde especiesen España,la producciónde trucha

es la que reviste una mayor importancia económica.Está orientadaprincipalmentea la

producciónde ejemplarespara el consumoy, en menor medida,parala repoblacióny la

producciónde huevosy alevines.

La produccióndetruchaen Españaseha incrementadode 14.000toneladasen 1986a 19.700

en 1994. Son casi 115.000toneladasanualesla produccióntotal de los paisesmediterráneos

(Lacroix, 1995).

Oncorhynchusmykiss (Wa]baum) es la especiemás criada en aguascontinentales.Fue

importadade Américadel Norte, sehaadaptadoanuestrascondicionesclimatológicasy tiene

un desarrollomás rápidoque la truchaautóctonaSalmotruttafaño.

1.2. Importancia de la calidad del agua en la acuicultura.

La calidaddel aguaes unode los factoresmásimportantesa la hora de considerarla cría

intensivade peces,puesde ella dependenuna serie de factoresque condicionantanto la

productividadcomo la aparición y desarrollode procesospatológicos,bien sean de tipo

infecciosoo toxicológico (Rosenthal,1989).
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Es esencialunamayor comprensiónde las relacionesentreproductividadacuáticay calidad

del aguaparaasegurarunacontinuidadenel crecimientode la acuicultura(Tomassoy Brune,

1991).

La calidadde aguaen los modernossistemasde produccióntiene una incidenciadirectaen

la salud y el crecimiento de las especiescriadasy de este modo juega un papel en el

desarrollode los sistemasproductivos.Estarelaciónpuededefinirsegráficamentecomo sigue

(Rosenthal,1989):

Fig. 1.

Cualquierelementotóxico en el ambientepuedecausarunarespuestade estrés,lo quereduce

la capacidaddel organismoparaexpresarsu potencialgenéticode desarrolloafectandoa los

objetivosde los piscicultores(Schrecky Hiram, 1991).

Si los costes metabólicosse incrementanen respuestaa los tóxicos, los procesosde

produccióndebenreducirse.Estareducciónpuedeser mayor aúnsi la exposiciónal tóxico

conducea una disminuciónen el apetito, que es uno de los primeros signos de estréspor

pobrescondicionesambientales.

CALIDAfl tEL AGUA

~* RTOLDGICAti a ESTRHS
INFERMEDAD

DENSIDAD DR PGRLLCION
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La construcciónde los sistemasde cría intensivarequierecomplejas infraestructurasy los

inversoresestánforzadosa maximizar]a produccióndebiomasapor unidadde volumenpara

mantenerla viabilidad económica.Poresto, los piscicultorestiendenautilizar densidadespor

encimadel límite. Con unacrecientedensidadde población, la calidaddel aguadesciende

y tiendea fluctuardramáticamentedentrodel sistema(Rosenthal,1989).

La calidad de aguaen su más amplio sentido incluye todas sus característicasfísicas,

químicasy biológicas (Boyd, 1981), y en el casode unapiscifactoría industrial de trucha

arco iris esteconceptono puederestringirse(Blanco, 1994). Sin embargo,hastaahorala

calidad del aguaseha consideradohabitualmentecomo unaserie limitada de parámetros

como la temperatura,el oxigenodisuelto, la salinidad, la alcalinidad, la dureza,etc. Pero

actualmente,dada la extensión de la contaminacióndel medio acuático y el riesgo de

determinadoscontaminantes,laubicuidaddemicrocontaminantesorgánicosy metalespesados

haceconsiderartambiénestos factores.

La trucha arco iris se cría normalmentecon un flujo continuo de aguaparamantenerla

calidadde la mismaen la unidadde cultivo. De estemodo,las piscifactoríasestánexpuestas

ados tipos de agresionesen relacióncon la calidadde agua: una, los propiosefectosde sus

metabolitos;otra, los posiblescontaminantesque entrancon el torrentede agua.Por ello,

la calidadde aguaseha consideradouno de los factores limitantespara la acuicultura.

La muerte de los peces no es la única respuestaa los problemasde calidad del agua.

Problemasa una escalasubletal que afectanal crecimientoy a los índicesde conversión

puedenoriginar costes de todo tipo para las piscifactorías. Los efectossubletalesmás
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importantesson aquellos queafectana la reproducción,crecimiento, y susceptibilidada

enfermedadesinfecciosas(Tarazonay Muñoz, 1995).

Condicioneshabitualesen la pisciculturaindustrialcomoaltasdensidadesde peces,estréspor

manejo,etc. implicanque las enfermedadesinfecciosasseconviertanen un riesgoconstante,

por afectara las respuestasinmunológicasdel pezaumentandola susceptibilidada bacterias

(Plumb, 1984), virus (Hetrick a al., 1979) y parásitos (Carballo y Muñoz, 1991). La

reducciónen la inmunocompetenciapuedeestarasociadaa la respuestade estrésproducida

por la exposición a sustanciasquímicas. Sin embargo,otros contaminantescomo cobre,

amoniacoo hexaclorobencenotienen mecanismosde inmunotoxicidad independientesdel

estrésqueproducela exposición(Carballo y Muñoz, 1991).

El riesgoderivadode la presenciade contaminantesno sólo radicaen su toxicidad para los

pecessino tambiénen su influenciasobreel consumidorhumano.

1.3. Contaminación.

El concepto de contaminaciónha variadoconsiderablemente.En 1983 la FAO aportóesta

definición: se entiende por contaminaciónla “introducción” por el hombre, directa o

indirectamentede sustanciaso energíasen el medioacuático,causandoefectosperjudiciales

tales como dañosa los recursosvivos, peligrospara la salud humana,el deteriorode la

calidad de agua o la reducción de los atractivos naturales.

No obstante,en la actualidad,y bajo los principios del desarrollosostenible,seomite la
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necesidadde que se produzcanefectosperjudiciales. Por ello, la contaminaciónpodría

definirse como cualquiercarga adicional de sustanciaso energíacomo resultadode la

actividadhumana(Lloyd. 1992).

Las causasde estacontaminaciónhay que buscarlasen la industrializacióny el incremento

de la población,lo que ha significadoun aumentode las sustanciasde desecho.

La grancapacidadde autodepuracióndel aguaha motivadoque, tradicionalmente,los cursos

de agua hayan sido los lugares más utilizados para desprendersede los residuos. La

capacidadasimiladorade los nos ha sido desbordadaproduciéndoseel problema de la

polución,esdecir, la apariciónde efectosadversosproducidospor nivelesde contaminantes

capacesde producir efectospatológicossobre los seresvivos.

Existenmultitud de contaminantesambientalesque puedenllegar a afectara los peces.En

estetrabajose han utilizado tressustanciasconcretaselegidascomomodelo de~algunosde

los grupos de contaminantesmás característicos.En primer lugar, como ejemplo de

compuestosinorgánicosmetálicos,el cobre.En segundolugar, comoejemplodecompuestos

inorgánicosno metálicos, los nitritos. Por último trataremos,como ejemplode sustancia

orgánica,del xileno de almizcle.

1.3.1.Metalespesados.

Dentro de los contaminantesinorgánicos,los metalespesadosson uno de los grupos de

mayor importanciapara la toxicologíaambiental (Hodson, 1988). Entendemospor metales
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pesadosaquelloselementosdel sistemaperiódicode elevadadensidady pequeñovolumen

atómico(Babor e Ibarz, 1973). Su importanciaradica,entreotrascaracterísticas,en que no

se degradan, puesto que son elementos químicos, no compuestos, y permanecen

indefinidamenteen el medio.

En el agua,estos metalespuedenser absorbidospor los organismosacuáticospenetrando

fundamentalmentepor el sistemabranquial(Hodson, 1988).Tras la absorciónestosmetales

sedistribuyenpor el organismo,acumulándoseen diversosórganosy tejidos.La eliminación

es lenta y difícilmentecompleta(Hellawell, 1988).

En las piscifactoríasexiste un riesgoevidenterelacionadocon la contaminaciónpor metales

pesados,debido a una serie de factores que vamos a analizar. En primer lugar, las

piscifactoríasaprovechanlos caucesde los ríos, tomandoaguade ellos y devolviéndolade

nuevouna vez utilizada. Dadala contaminaciónexistentepor vertidosa los cursosde agua,

existee] riesgode que esteproblemasedetectetambiénen los criaderosacuícolas.Además,

los sedimentosde los ríos retienenfácilmente los metales,pudiendoéstos liberarseante

cambiosdel pH, etc.

Por otra parte, la alimentaciónintroduceuna seriede metalesen el medioacuático.En este

sentido,puedeexistir contaminaciónde las materias primaso a través de las máquinasde

elaboraciónde los piensos. Además estos alimentos llevan en su composición metales

esenciales.Restosde alimentosno ingeridospuedenceder al aguametalesen proporción

mayor a la tolerable. Pero el mayor peligro lo constituyenlos tratamientosquímicos. El

sulfatode cobre, por ejemplo,es muy usadoen piscifactoríascomoalguicida,molusquicida
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y antiparasitario.La utilizaciónincorrectade estassalesha tenidocomoconsecuenciagrandes

pérdidasen la producciónpor la apariciónde grandesmortandades(Hellawell, 1988). De

estemodo,en las explotacionesde pisciculturanos encontramosconproblemastoxicológicos

añadidosa los de las poblacionesnaturales.

En función de lo hastaaquí expuesto,podemosconcluir que existen tres posibilidades

fundamentalespor las queun metal pesadopuedeocasionarproblemasen las piscifactorías:

contaminaciónindustrial aguas arriba de la piscifactoría, contaminaciónasociadaa la

presenciadel metal en el alimento y las excretas, y utilización directa del metal por el

piscicultor. Como hemos visto, el cobre, puede aparecer por cualquierade los tres

mecanismos,al ser al mismo tiempo un contaminanteindustrial, un elementoesencialy

agentequimioterapeútico,lo quejustifica sueleccióncomomodelo en estetrabajo.

1.3.2.El cobre.

El cobre se encuentranormalmenteen el aguacomo un metal traza, en concentraciones

menoresde 5 ¡xg/l, aunquepor diversasrazonesestaconcentraciónpuedeestaraumentada.

La toxicidad del cobre está determinadapor la calidad del agua. Así, la toxicidad se

incrementaal disminuir la dureza,temperaturay porcentajede oxígenodisuelto y decrece

en presenciade agentesquelantescomo EDTA y NTA, ácidos húmicos, aminoácidosy

sólidos en suspensión.

El principal factor que afectaa la toxicidad es la dureza(Lloyd, 1992). La diferenciade
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toxicidad del cobre en pecesen aguas de diferentedurezapodría ser dependientede su

complejacióncon carbonatos(Stiff, 1971).

Se ha sugeridoque la máximaconcentraciónde seguridaddeberíabasarseen los percentiles

anuales50 y 95 de cobre soluble de 0.05 y 0.2 respectivamentede la LC5O umbral para

trucha arco iris. Estesistema,paradistintos valoresde dureza,se refleja en la tabla 1.

Tabla1. Cobre. Valoresde seguridadsegúnla durezadel agua.

Durezadel agua

(mg/l de CaCO3)

Percentil50 Percentil95

10 1.0 5.0

50 6.0 22.0

100 40.0

300 112.0

Un incrementoen la temperaturapuedeacortar la supervivenciade peces,sin embargola

CL5O sereducepor la reducciónde la temperatura.

Otros factores que afectana la toxicidad del cobre son la disminución de pH (Lauren y

MacDonald, 1986.), La reducción de oxígeno (Lloyd, 1961.) y la alcalinidad (Miller y

McKay, 1980; Lauren y Mcdonald,1986).
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Estosefectosde las condicionesde calidaddel aguasobrela toxicidad puedenexplicarsepor

la especiacióndel metal. El término especiaciónhace referenciaa las distintas formas

fisicoquímicasen que un metal puedeexistir en las aguasnaturales(Han y Davies, 1979).

La toxicidad de un metal depende indudablementede su especiación. dado que la

biodisponibilidadestáinfluida por la forma químicaen la que seencuentra.

El cobrepuedeencontrarseen el aguabajodiferentesformas químicas.La forma mástóxica

es el ion Cu2~ (Giesy a al., 1986). Por otra parte, el cobrepuedeunirse a ionescarbonato

e hidróxido (Pagenkopfa al., 1974) formandocompuestosde distinta toxicidad. El cobre

presentagran afinidadpor especiesquímicasorgánicas,lo que facilita su complejacióncon

algunos quelantestales como EDTA, NTA y ácidos húmicos. La presenciade materia

orgánicapuede incrementarhasta3 veces los valoresde la tabla 1. De este modo, según

determinadascondicionesde calidaddel agua,comoel pH, sepuedendar distintasformas

químicasdel cobre de distinta biodisponibilidad y, por tanto, toxicidad. La absorciónde

formas biodisponibles determina, pues, la toxicidad del cobre.

En cuanto al modo de acción del cobre no se conocebien. La toxicidad se refleja en

modificacionesdelcomportamiento,alteracionesfisiológicas, lesionesen branquias,acúmulo

en órganos,alteracionesenzimáticasy hemáticas(Carbonelí,1993).

Dentrodel comportamiento,el efectotipico es un incrementoen la actividadde los peces.

Tambiénseha citado,en truchaarco iris, una pérdidade interésporel alimento(Left etal.,

1976) congruentecon una disminución en la tasa de crecimiento(Waiwood y Beaniish,

1978).
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Pasandoal segundoaspecto,las alteracionesen la frecuenciarespiratoriahansidoobservadas

frecuentementepor la accióndel cobre(Drummond a aL, 1973; Sellersa al., 1975).

Bilinski y Jonas(1973)encontraronque la exposiciónde la truchaarco iris a niveles letales

de cobre reducíala capacidadde oxidación del lactato. La hipótesis de que la muerte se

producepor asfixiaes probablementeuna simplificación.

En las branquiasseproducendiversaslesiones:imbibicióndel epitelio, excesode producción

de mucuscon posteriorretraccióny disoluciónde los tejidos. (Reichenbach-klinke,1982).

Por último, en la sangrese han citadovariacionesdel contenidoen hemoglobina,cortisol o

sodio (Beckmany Zaugg, 1988; Ckyriac a al., 1989).

De estostres factores,el primero estaligadoa un mecanismoespecificode accióndel cobre

descritoen mamíferospero no demostradoen el casode las especiespiscícolas;el segundo,

correspondea la respuestaprimariade estrés,que debeesperarseantecualquierexposición

a un tóxico y que, en concreto,ha sido perfectamentedescritaen el casodel cobre (Muñoz

et al., 1991). En cuantoal tercero, es un mecanismoespecíficode toxicidad del cobreen

peces(Lauren and McDonald, 1986; 1987) ligadoa los efectosdel metal sobrelos flujos de

ionesa nivel branquial.

Por consiguiente,tanto los efectosde las condicionesde calidaddel aguasobrela toxicidad,

comoel propiomecanismode acciónestánligadosa la interaccióndel metal con la branquia,

y en particulara la cinéticadel cobreen esteórgano, lo quejustifica la importanciade los

estudiospresentadosen estetrabajo.
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1.3.3. Nitritos

En la piscicultura industrial tienen gran importancia los compuestosnitrogenados,al ser

tóxicosy productosprincipalesde excrecióndel metabolismode las truchas(Blanco, 1994).

Los nitritos, aunquetóxicos para los peces,no se suelendar en sistemasacuáticosnaturales

en concentracionesconsideradas tóxicas. En acuicultura, sin embargo, donde las

concentracionesde amoniacopuede ser altas, los nitritos tienen mayor probabilidad de

alcanzarconcentracionestóxicas. Además,los salmonidosestánentrelos pecesmássensibles

a los nitritos (Lewis y Morris, 1986).

Nitritos, amoniacoy nitratosestáninterrelacionadosa travésdel procesode nitrificación, la

oxidaciónbiológica del amoniacoa nitrato. Bajo condicionesaeróbicasel amoniaco(NH3)

se oxida rápidamentea nitrito (NO< por la acción bacterianade las Nitrosomonas, de

acuerdoconla siguienteecuación:

2NH, + 302 2NQ + 2H~ + 2H,O

Los nitritos, a su vez, se oxidan a nitrato (N03-) por la acciónbacterianade Nitrobacter

2N0; -+ 20, 2N0;

En los sistemasacuáticosbien oxigenados,la conversiónde amoniacoa nitrito es el paso

limitante del procesoy la conversiónde nitrito a nitratoocurre rápidamente,por eso en la

mayoría de los sistemasnaturaleslas concentracionesde nitritos suelenser bajas (Russo y
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Thurston, 1991).

La oxidación de nitrito a nitrato en sistemasde aguarecirculadaen acuiculturano es tan

rápida, causandoacumulaciónde cantidadesde nitrito potencialmentetóxicas. Los factores

que afectana la conversiónde nitritos son pH, temperatura,oxigenodisuelto, cantidadde

bacteriasnitrificantesy la presenciade agentesinhibitorios comoácido nitroso y amoniaco.

En soluciónacuosase estableceel siguienteequilibrio:

N01{ + H~ = FINO2

Este equilibrio se ve afectado por el pH. A medida que la concentraciónde H~ se

incrementa,la concentraciónde nitrito ionizado(NO) decrecerá,desplazandoel equilibrio

haciaun incrementoen la formación de ácido nitroso (FINO2).

La causaprincipal de toxicidad de los nitritos es la oxidacióndel hierro de la hemoglobina

sanguínea a su estado férrico, formándose metahemoglobina, molécula incapaz de unirse al

oxigeno, produciendo hipoxia y muerte (Rodriguez-Moreno y Tarazona, 1994).

La presenciade metahemoglobinasuele delatarsepor el color marrón que confiere a la

sangre.Unosniveleselevadosde nitritos enel agua,inclusotanbajoscomo0.015 mg¡l NO~

N provocan niveles elevadosde metahemoglobinaen sangrede pez (Smith y Williams,

1974). El efectode la metahemoglobinemiase exacerbacuandola demandade oxígenoes

alta (EIFAC, 1984).
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La intoxicación por nitritos produceanemia, marcha vacilante y depósito de pigmento

hemáticoen hígado,bazo y riñones (Reichenbach-Klinke,1982). Los nitritos tambiénhan

sido citadoscomoimplicados en la formación de compuestosde nitrógenonitroso (Archer

etal., 1971).

Resultaimposible ofrecer un valor único como nivel de toxicidad agudade los nitritos en

peces,ya que el rango de concentracionestóxicas (por ejemplo, CL,~, o concentraciones

letalesumbrales)es muy amplio. Los dos factoresfundamentalesque explicanestaenorme

dispersiónsonla diferenciaen susceptibilidadde las diferentesespeciesde peces,y paracada

especie,la influenciade las condicionesde calidaddel aguasobrela toxicidadde los nitritos.

Los principales factores que afectana la toxicidad de los nitritos son el pH, cloruros y

calcio. Un incrementodel pH implica unadisminuciónde N02-N y un aumentode HNO2-N.

Estamodificaciónen la especiaciónestáligadaa fluctuacionesen la toxicidad. No obstante,

de todos los parámetros mencionados, el que produce mayores variaciones es la

concentraciónde cloruros en el agua.

La toxicidad de los nitritos para trucha arco iris decrececuando se incrementan las

concentracionesdel ion cloruro (Brown, 1993), lo queha sidocitado paraotras especies.Es

evidenteque la absorciónde nitritos está relacionadacon la de cloruros. Se ha visto que

branquiasde truchaarco iris expuestasa nitritos teníanmayor númerode célulasdel cloruro

sugiriendo una respuesta para mantener los niveles fisiológicos de cloruro en presencia de

nitritos (Gamo et al., 1984). La explicaciónde esteefectoes la siguiente. El ion nitrito es

absorbidopor la branquiautilizando el mecanismode absorcióndel ion cloruroen un proceso
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competitivo entreambosiones. Por lo tanto la influencia de la concentraciónde cloruro en

el aguasobre la toxicidad de los nitritos es tan directaque puedenestablecerserelaciones

linealesentrela toxicidadde los nitritos (expresadacomoCL50) y la concentraciónde cloruro

en el agua(Gamoa aL, 1984).

La toxicidad,por tanto, dependede la cinéticadel compuestoenel animal. En consecuencia,

es necesarioconocerla toxicocinéticade los nitritos para comprendery preveersu acción

tóxica sobre las especiesde cultivo. La existenciade relacionescuantitativaspermitirá

extrapolarlos resultadosa las condicionesparticularesde cadaexplotación.

1.3.4. Xileno de almizcle

El xileno de almizcleha sido utilizado en estatesis como ejemplode un compuestoorgánico

que, sin ser tóxico, puedetener una importanciacomercial por su bioacumulaciónen las

truchas,y el peligro potencialparael consumidorhumano.

Los almizclesson sustanciasque se utilizan para fijar los perfumes.Se obtienende plantas

y animales o por síntesis química. Los almizcles naturales son cetonas o lactonas

macrocíclicascon un anillo de aproximadamentequincecarbonos(Merck índex, 1989).

El xileno de almizcle es una sustanciasintéticanítroaromátícamuy usadoen la industria

cosmética,enjabonesy cremas.El consumomundial de almizcle, sóloen detergentes,puede

rondarlas mil toneladaspor año. Esto haceque acabepor apareceren el medio,de hecho

ya se ha encontradoen muestrasde aguasy peces.Tiene un alto poderde bioconcentración
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y una distribuciónubicua(Yamasagishiet al., 1983; Rimkus y Wolf, 1995).

La toxicidad agudaesbajapero seha citadocomo posiblecarcinógeno.También induce la

actividadde algunasenzimas(Helbling etal., 1994). Estehecho,unidoa quese ha detectado

en leche humanay grasa corporal ha levantadola alarma sobre las posibles rutas de

exposicióndel ser humano.

El xileno de almizcle tiene un alto potencial como contaminanteambiental debido a su

estabilidad ante la degradaciónquímica y biológica y su alta lipofilia. Es esta última

característicala que le confiere la capacidadde bioacumulación,aunquealgunos autores

afirman que, en el caso de las truchas, éstano es tan grandecomopermitiría predecirsu

lipofilicidad (Boleasa al., 1995).

En un estudio de distribución en trucha arco iris, las concentracionesmás altas se

encontraronen intestino y las másbajasen músculoy branquias(Fernándezet al., 1995).

El problemade su acumulación,debeser estudiadodesdeel punto de vista cinético, sin

embargo,los escasosestudios¡it v¡vo han sido ineficaces,debidoa su lenta eliminación.

Los conocimientossobretoxicocinéticasonmuy limitados, Dadasubajatoxicidadparapeces

podría acumularseen estos inadvertidamentecon los consiguientesriesgospara la salud

humana.

Tanto la acumulación,comola posibleeliminaciónsonprocesostoxicocinéticosque deben

ser estudiadosparapoderdar una solución a los problemasque estos compuestospueden
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causarsobreel consumohumano.

1.4. Toxicocinética.

Comohemosvisto en los apartadosanteriores,existenmuchoscompuestospara los cuales

el factor fundamentalque regulasu toxicidad, y, por tanto, la apariciónde problemasen las

piscifactorías,essucinética,y, en particular, su absorcióny/o eliminaciónpor las branquias.

La toxicocinética puede definirse como el estudio cuantitativo de los procesos que

experimenta,en funcióndel tiempo, unasustanciatóxica en un organismo(Repetto, 1988).

El término “toxicocinética” no es más que una adaptaciónal terrenode la toxicologíade

“farmacocinética” acuñadopor E. H. Dost que la definió como “la ciencia del análisis

cuantitativo entre organismo y medicamento” (Wagner, 1983). Su objetivo es estudiar el

tránsito de los medicamentosen el organismoen funcióndel tiempo y sus cantidadesen el

cuerpo y en la excreta, así como elaborar modelos cinéticos aplicables a la interpretación de

los datos obtenidos.

La farmacocinéticaha sido definida como la cienciamatemático-biológicaque estudiala

velocidad de los procesos de LADME (siglas de “liberación, absorción,distribución,

metabolismoy excreción”) y sus repercusionesen la concentraciónde los compartimentos

que se consideranen medicamentoy metabolitos(Pía y Pozo, 1974). La Farmacocinética

relacionamatemáticamenteconcentracionesy velocidadesy permiterepresentargráficamente

el curso de los medicamentosen susformas de dosificación,en el organismo,en los lugares
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de absorcióny en los emunctoriosen funcióndel tiempo. Paraello utiliza modeloscinéticos

sencillos pero adecuados(Pía y Pozo, 1974).

La aplicaciónde la cienciay técnicade la cinéticaquímicaal comportamientoquímico en

los sistemasbiológicos permite caracterizarmatemáticamentelos procesosde absorción,

distribucióny eliminación.La caracterizaciónmatemáticade esosprocesospermitehaceruna

prediccióncuantitativade cantidadesy concentracionesde unasustanciaquímicaen el cuerpo

en funcióndel tiempoy del régimende administración.El valor de la farmacocinéticaen el

campode la toxicologíaacuáticaseha incrementadoperoaúnhaypocainformación(Barron

et al., 1990).

Existen diferentes modelos farmacocinéticos, de los que mencionaremos los

compartimentales,no compartimentalesy fisiológicos.

1.4.1.Modeloscompartimentales.

Un modelocompartimentalesunadescripciónmatemáticasimplificadadel comportamiento

de una sustanciaen un animal, donde el cuerpo está representadopor un sistema de

compartimentos.Un compartimento no representa necesariamenteórganos o tejidos

específicos,másbien representagruposde tejidosqueson cinéticamenteindistinguiblespara

una sustanciadeterminada,Los compartimentosdel modelo normalmenteno tienen una

fisiología o anatomíareal. Ellos simplementecaracterizanla dinámicade una sustancia.El

tamañodel compartimentoestácaracterizadopor el volumende distribución aparente.
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Desde el punto de vista farmacocinético se considera dividido el organismo en

compartimentos,queson sectoreshipotéticosen los que el fármacoseconsideradistribuido

en él uniformemente.

El número de compartimentos en que conviene dividir el organismo depende de la naturaleza

del fármaco objeto de estudio. Si éste no presenta afinidad por ningún elemento orgánico en

particular y se distribuye instantáneamente por toda el agua corporal se utilizará un modelo

de distribuciónmonocompartimental.Si el fármaco no se distribuye instantáneamenteo lo

hacede un modo heterogéneoconvendrádividir el organismoen dos o máscompartimentos

(Pía y Pozo, t974).

Las dos asuncionesprimarias de un modelocompartimentalson distribución instantáneay

distribución lineal. Distribución instantánea significa que una vez que la sustancia entra en

un compartimento, se distribuye instantáneamente dentro de él. La distribución lineal

significaque la concentraciónde la sustanciaen cadatejido asociadoconun compartimento

es directamenteproporcional a la cantidad de sustanciaen el compartimento.Mientras

diferentestejidos puedentener diferentesconcentracionesde la sustancia,un cambio en la

concentraciónen un tejido seráacompañadapor un cambioproporcionalen la concentración

de todos los demás tejidos dentro del compartimento.Esta asunciónpermiteel usode un

tejido como referencia, de tal modo que la dinámica del xenobiótico en el tejido de referencia

seráproporcionala su dinámicaen el compartimento.

Los modelosfarmacocinéticosusangeneralmentesangreo plasmacomotejido de referencia

por su fácil recoleccióny sucontactoubicuocon todos los demástejidos. Sepuedeanalizar
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el cuerpo entero lo que permite una medida de todos los compartimentos y no sólo del tejido

de referencia.

Generalmente,se asumeuna cinética de primer orden en los modelos compartimentales

(cinética lineal). La tasa de transferencia de una sustancía desde o hacia un compartimento

es directamente proporcional a la concentración en el compartimento. La asunción de una

cinética de primer orden es implícita en el modelo a no ser que un proceso no-lineal se

incorpore explícitamente. Aunque la asunción de una cinética de primer orden es

normalmente una buena aproximación de la mayoría de los procesos de transferencia, la

asunción puede ser verificada experimentalmente determinando los parámetros del modelo

a dos diferentes dosis, diferentes en al menos un factor de 5. Cuando los procesos cinéticos

son de primer orden, los datos de concentración-tiempopueden ser superpuestos

normalizándolosparala dosis(principio de superposición).Cinéticasno linealespuedenser

incorporados en el modelo si los procesos no lineales pueden ser caracterizados

experimentalmente.

El modelomonocompartimentalfue el primero en desarrollarse.Consideraal organismo

como un compartimento único constituido por el agua plasmática,el agua intersticial y el

agua intracelular. El fármacose suponedistribuido uniformemente,de tal modo que la

concentraciónplasmática es la misma que existe en todo el compartimento.El equilibrio de

concentracionesdel fármaco entre plasma, fluido intersticial y agua intracelular es

instantáneo.

Comose trata de un sólo compartimentohomogéneo,existe un procesode entraday un
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proceso de salida de ese único compartimento: agrupa los procesos de liberación y absorción

en uno sólo (incorporación o absorción). Asimismo agrupa el metabolismo y excrección en

un proceso único (eliminación). Ambos procesos (absorción y eliminación) se consideran

constantes.

Frente a este modelo se pueden hacer una serie de críticas:

- Noexiste ninguna sustancia que se distribuya instantánea y uniformemente en el organismo.

- Por el distinto aporte sanguíneo que reciben los tejidos, existiendo zonas más vascularizadas

que otras, habrá sectores a los que el fármaco acudirá antes y otros a los que tardará más

en llegar (e irse). Así, las zonas más accesibles formarían un compartimento central, donde

se producirían los principales procesos de biotransformación y excreción y donde la

distribución sería prácticamente instantánea. Habría también un compartimento periférico en

el cual no sucederían esos procesos, donde el fármaco estaría depositado de forma pasiva y

su eliminación hacia el plasma dependería del grado de eliminación en el compartimento

central.

- Por la propia heterogeneidad de los tejidos, se prevé una afinidad distinta por los

medicamentos

No obstante, la importancia relativa en la práctica de cada uno de estos problemas depende

de las características del compuesto y del sistema biológico, por lo que son los datos

experimentales los que deben condicionar la utilización de modelos monocompartimentales

o de modelos multicompartimentales, entre los que los bi y tricompartimentales son los más

empleados.
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1.4.2. Modelos no compartixnentales

El modelo no compartimental usado en farmacocinética está basado en la teoría del momento

estadístico. Se ha usado de forma limitada en toxicología acuática pero cada vez se utiliza

más en farmacología y toxicología de mamíferos. La aplicación del momento estadístico en

farmacocinética se desarrolla del concepto de que la eliminación de una sustancia es un

procesoestocásticoy queel tiempode residenciade la sustanciaen un animal es unafunción

de los tiempos de residencia individuales de cada molécula.

La teoría de los momentos estadísticos, aplicada desde 1956 en otras áreas de la ciencia como

en ingenieríaquímicay en cromatografía,hasido aplicadaen farmacocinéticaparael cálculo

de los parámetrosde absorción,distribucióny eliminación.

Para solventar los defectosde los modelos compartimentalesse aplicó la teoría de los

momentosestadísticosque muestramedianteintegraciónsimple los parámetrosque definen

la evolución de la curva concentración-tiempo.

Esta teoría se basa en considerar la curva de concentración-tiempo como una distribución

estadística cuyos momentos se definen de la siguiente manera

1.4.3. Modelos fisiológicos

Separte de la ideade que los parámetrosestimadospor modeloscompardmentalespueden

tener poca relación con la anatomíao fisiología del animal. Un modelo farmacocinético
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fisiológico pretende dar una descripción más realista, incorporando los procesos fisiológicos

que tienen lugar.

Requiere,por tanto, informacióndetalladaacercadel pez y de las propiedadesdel fármaco:

anatómicas(volúmenesde tejidos), termodinámicas(coeficientesde partición entre sangre

y tejidos), fisiológicas (perfusión de los distintos tejidos, biotransformación).La mayor

ventaja es que, una vez que los principales mecanismosestán caracterizados,se puede

extrapolarel modeloa otrascondicionesy especiesdistintas. Estos modelosse han usado

mucho en mamíferos y en peces para el rojo fenol y el metotrexate.

Los modelosfisiológicos usanun balancede masa,agrupandotejidossegúnsusdiferencias

de perfusión.

Paradesarrollarestos modeloses necesarioestimar el coeficientede partición sangre/tejido

para todos los tejidos que se incluyen en el modelo. En peces, es necesa~Xxo usar peces

grandes pues se necesitan datos de concentración-tiempo. En trucha se conocen muchos datos

de la fisiología como para poder desarrollar estos modelos.

1.5. Enfermedadesinfecciosas.

La trucha, del mismo modo que otras especies,está expuestaa padeceruna serie de

enfermedadesinfecciosasqueprovocangrandesmortandadesen las poblaciones.

Por otra parte, los sistemasfisiológicos de los organismosacuáticosseven influidos por los
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cambios que se produzcan en la calidad del agua. Son especialmente vulnerables el sistema

de osmorregulación y el sistema respiratorio. Estasalteracionesen la calidad de aguason

responsablesde la apariciónde estrés,lo que puedetenercomo consecuenciaun proceso

patológico (Parker, 1986). En este sentido, muchos estudios revelan la relación entre

exposiciónde los pecesa contaminantesy apariciónde enfermedades(Brucke, 1991).

Así, la relaciónentrecalidaddel aguayenfermedadinfecciosapuedeserdebidaa unaacción

directadel contaminanteo a la situaciónde estrésinespecíficaque provocanlos tóxicos.

Por otra parteesteestréspuedemedirsede diversasmanerase incluso, en condicionesde

cría intensiva,por la eficienciaen la conversióndel alimento(Smart, 1981),es decir: tiene

una influenciaclara en la producción.

Hay dos infeccionesde una gran importanciaen acuicultura: la producidapor Yersinia

ruckeri, denominada“boca roja” y la llamada enfermedadbacterianadel riñón, BKD,

producidapor Renibacteriumsalmoninarum.

1.5.1. Yersinianeckeri

Es el agenteproductorde la enfermedadde la bocaroja (ERM -Enteric RedMouth).

Estaenfermedadse empiezaa conoceren la décadade los cincuenta.Hastahaceunosaños

la ERM estaba restringida a los salmónidos y a los EEUU. A partir de los setenta se

registrancasosen Australia y Europa.Se ha encontradoen la mayoríade las áreasen que

se cultiva truchaarcoiris (Brown, 1993). En España,el primer aislamientodel germenfue
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en 1985 (De la Cruz et al., 1985) y desdeentoncesha causadograndespérdidaseconómicas.

Afecta principalmentea salmónidosaunquetambiénse han dado casosen no salmónidos

como carpas.

Actualmente se reconocen dos biotipos de bacterias: biotipo 1 (sorbitol negativas) que son las

máspatógenas,correspondiéndoseal serotipo01 y biotipo II (sorbitol positivas)que reúne

5 serotipos(CAICYT, 1988).

La sintomatologíaincluye inflamacióny erosiónde las mandíbulasy el paladar,hemorragia

subcutáneaen boca y garganta,aunqueesta última lesión, que le ha dadoel nombrea la

enfermedad,no es patognomónica,ya que a vecesno existe la boca roja (Brown. 1993).

Puedepresentarseobscurecimientode lapiel, hemorragiasen la basede las aletas,exoftalmia

bilateral y tendenciaal aletargamiento.

Entre las lesionesinternasposiblesestánla hipertrofiadel bazoy hemorragiasen el músculo

e intestino,dondeseacumulaun fluido amarillo. Se han descritodesdela forma hiperaguda

a la crónica.

El diagnóstico se basa en el aislamiento e identificación del agente causal a partir del riñón

en placas de TSA, incubadas a 20-25 0C durante 24-48 h

Las colonias de Y. ruckeri son regulares,abultadas,blancas,de 2-3 mm de diámetro. El

microorganismo es un bacilo gram negativo, móvil, oxidasa negativo, que fermenta la

glucosa sin producción de gas. Se diferencia de Edwards¡eIlatarda por ser indol negativay
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por la presenciade gelatinasa.Se han empleadométodos de detecciónrápida como el

API-20E, que permitenincluso distinguir los biotiopospor la reaccióndel sorbitol.

Se han utilizado también métodos serológicos. Recientemente se han obtenidoanticuerpos

monoclonalesparautilizarlos eninmunofluorescencia,inmunohistoquimicay ELISA (Vallejos

etal., 1995).

Se discutesi hay portadoresasintomáticosque actúancomo reservorios.Se necesitaque

exista un estréspara que los portadoresseancapacesde transmitir la bacteria (Austin y

Austin, 1987). Algunos autoresconsiderana la bacteriacomo saprófita (Rucker, 1966).

Otros consideranqueespartede la flora normal de las branquias(Brown, 1993).

Existenvariasvacunasen el mercadopero, paradójicamente,no seconocecomosoncaptadas

por el pez ni el exactomecanismode acción (Austin y Austin, 1987).

1.5.2. Renibacteriumsalmoninarum

Producela enfermedadbacterianadelriñón (BKD). Fuedescritapor vezprimeraen los años

treinta en el salmónatlánticoen Escocia.Posteriormentese ha dado en un gran númerode

países.La infección es crónicay sistémica,limitadaa las distintasespeciesde salmónidos.

La enfermedadsecaracterizapor un hinchamientoy desorganizacióndel riñón, con abscesos

blanco-grisáceos,los cuales puedenpresentarsetambién en hígado y bazo. En pecesde

mayor edadpuedeacumularselíquido ascíticoen la cavidadabdominal. Externamentelos
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peces pueden presentar exoftalmia, lesiones en los ojos, abdomen hinchado y úlceras (Austin

y Austin, 1987).

El diagnósticopresuntivose realiza por observaciónal microscopio de frotis teñidos de

riñón. Son bacilos cortos gram-positivos que están localizados tanto intra como

extracelularmente. El diagnósticoconfirmativo deberealizarsepor inmunofluorescencia

directa o indirecta.

Parael aislamientodel agentecausaldebenutilizarsemediosespecíficosparaRenibacterium

como KDM-2, SKDM y KDMC-C. La incubaciónen estos medios se realiza a 15-20 “C

durante20-30días.Sehandescritootraspruebascomo ELISA o inmunofluorescenciaaunque

son menossensiblesantereducidacargamicrobiana(White et al., 1995). Sinembargo,otros

autoresapuestanpor el ELISA (Gudmundsdottira al., 1993). Recientementeseha puesto

a punto una técnicade PCR para detectarla bacteriaen huevosy líquido ovárico (H4ie,

1995), tejido infectadoy huevos(Figueroaet al., 1995)

R. salmoninarum es un bacilo corto, gram-positivo, oxidasa negativo y catalasa positivo. No

móvil, sin cápsula ni endosporas.Aerobio. Crecimiento entre 5 y 22 0C, siendo su

temperaturaóptima 15 0C. Esta bacteriaes incapazde utilizar la mayoríade los azúcaresy

no producegelatinasani amilasa.

La HKD no es una enfermedadoportunista causadapor un organismo ampliamente

diseminadoenel medioambienteaquático.Sin embargoel microrganismopuederesistirunos

limitados períodos en el medio, al menos lo suficiente para aseguraruna transmisión
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horizontalentrepecesen el mismo acuario (Evendenet al., 1993).

El modo principal de transmisiónes por contactopez-pez,a travésde las heceso ingestión

de vísceras infectadas. Como típico patógeno obligado el reservorio debe estar formado por

peces enfermos o portadores asintomáticos (Austin y Austin, 1987) de hecho se ha

encontradoen Salvel¡nusfont¡nalis(Starliper y Teska,1995). Se piensatambiénque puedan

transmitirlo pecesen libertad, comosalmones(Robertsy Shepherd,1986). Tambiénjuega

un papel fundamentalen la diseminaciónla transmisiónvertical.

La manifestaciónde la enfermedadestá asociadaa ciertos factores ambientalescomo

temperatura,salinidad, durezadel aguay dieta. Aparececaracterísticamenteal final del

invierno y primavera.

La supervivenciadependede la habilidaddel patógenoparasobrevivir y multiplicarsedentro

de las célulasfagocíticasdel hospedador.Es importanteescaparde la vacuolafagocíticay

quedarlibres en el citoplasma.Al parecerR. Salmon¡narumposeeun factor dañantede

membrana. Se ha demostradoque la incapacidadde los macrófagospara matar R.

Salmon¡narumno es totalmente debida a la inhibición de la actividad bactericida del

macrófago. Al parecer, la localización intracelular de R. salmoninarum proporciona un

ambientede protecciónparael patógenoy un estimuloconstantedel sistemainmunitariodel

hospedadorque respondepero de una manerainadecuada(Evendenet al., 1993).

La BKD seconsiderauna de las enfermedadesbacterianasmás difíciles de combatir. La

eritromicina aparececomoel quimioterápicomáseficaz, si bien no eliminapor completoal
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patógeno y es muy costosa. La desinfección de la superficie de los huevos con yodóforos

reduce la incidencia de la enfermedad, pero no la elimina totalmente al transmitirse también

Reaibacreriumdentro del huevo (CAICYT, 1988).

En cuantoa la inmunización,los favorablesresultadosdescritospor algunosinvestigadores

no han sido confirmados por otros. Las vacunasson orales, intraperitoneales.o por

inmersión con o sin coadyuvante(Evendenet al., 1993). La capacidadprotectorade las

vacunas es cuestionable (Austin y Austin, 1987>.

1.6. Métodosalternativosiii vitro

El pez constituye un sujeto ideal en lo referente a contaminación del agua. Sin embargo, los

estudios farmacocinéticos en peces presentan dificultades experimentales mucho mayores que

en mamíferos o animales terrestres en general. Los problemas comienzan al intentar mantener

unosparámetrosambientalesbajocontrol: temperaturadel agua,salinidad,dureza,oxígeno,

densidadde población,alimentacióny manejopuedenafectara los datos. Ademásinfluyen

factoresendógenoscomotamañoy estadofisiológico (esmoltificación,sexo,madurezsexual,

salud). No hay que olvidar que los procedimientos experimentales pueden alterar las

condicionesdel pez: la anestesia,la tomade muestras,etc. Las tomasrepetidasde muestras

de sangre de un mismo individuo son muy difíciles de llevar a cabo, haciendo necesario

tomar muestras de distintos individuos, introduciendose por ello un factor de variación

individual. De este modo, la extrapolación de los datos para otras condiciones es difícil.

Es necesario,por tanto, encontrarmétodosalternativosiii vitro paraestudiarla fisiología de
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los peces, en lo relativo a su relación con el medio externo. Este ánimo ha llevado a

investigarsistemasin vitro, incluyendoórganosaislados,paradesarrollarenpeces,igual que

han sido desarrolladospara otros vertebrados.Así se han desarrolladopara diferentes

órganos,comola preparaciónrelativamenterecientede corazónde trucha (FarreIl et al.,

1989). No obstantey por razonesque comentaremosa continuación,las preparacionesmás

importantesy extendidasson las relacionadascon las branquias.

1.7. La branqulacomosistemafundamental

La branquiaes un órgano multifuncional especializadoen funcionescomoel intercambio

respiratorio,la osmorregulación,la eliminaciónde productosde desechodel metabolismodel

nitrógenoy la regulacióndel equilibrio ácido-base(Girard y Payan, 1980). Poseeuna gran

área irrigada lo que junto a una corta distancia entre sangre y agua les facilita esos

intercambios.Esto implica quelas branquiasson la principal víade absorcióndecompuestos

en disolución(Párt y Svanberg,1981).

En cuantoa la estructura,las branquiasde un teleósteotípico comprendendos series de

cuatroholobranquiasque forman las paredesde la faringe. Cadaholobranquiase compone

de dos hemibranquiasque se prolongan desdeel borde posterior del arco branquial. Las

hemibranquiasestánformadaspor una fila de laminillas primarias.Sobretoda la superficie

dorsaly ventral de cadalaminilla primaria se disponenlas laminillas secundarias.Los arcos

contienen arterias branquialesaferentes que provienen de la aorta ventral y arterias

branquialeseferentesque desembocanen la aortadorsal.
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En la branquiasepuedendistinguirdostipos de epitelio de acuerdoa su irrigaciónsanguínea

y sus características celulares:

- El epitelio de la laminilla primaria, que contieneen su mayoríacélulas del cloruro y está

conectadoa la circulaciónvenosa(partede la arterialamelarprimaria, incluye el senovenoso

central de la laminilla primaria y está conectado al sistema venoso branquial).

- El epitelio de la laminilla secundaria, de células respiratorias e irrigado por circulación

arterial (parte de la arteria lamelar aferentey va a dar a la arteria lamelar eferente).

Las células respiratorias representan el 96 96 de la superficie epitelial. El resto son las células

del cloruro y las productoras de mucus.

Los peces obtienen el oxígeno de la pequeña cantidad que está disuelta en el agua. Para

extraer este oxígeno eficientemente, la estructura branquial consiste en un fino tamiz a través

del cual el agua es bombeado. Las laminillas están superpuestas unas a otras formando un

tupido filtro. (Lloyd, 1992). Durante la respiración el agua pasa a través de la boca hacia las

branquias y sale por los opérculos. Una corriente continua de agua se mantiene gracias a

movimientos de compresión y expansión de las cavidades bucal y opercular. La sangre

circula en las laminillas secundarias en el sentido opuesto al del flujo del agua, con un

rendimiento de la extracción de oxígeno de hasta el 80% (Roberts, 1981).

El intercambio gaseoso tiene lugar por simple difusión, facilitado por una gran superficie

(300 cf/lOO g para la trucha arco iris), cortas distancias de difusión (2-10 ~m) y por un

movimientode sangrey aguaa contracorriente(Párt, 1989a).La estructurade las laminillas

secundariasconsisteen una fina capade células epitelialeshaciael exterior y espaciospor
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los que fluye la sangre hacia el interior. Así, el oxígeno disuelto en el agua tienen que

recorrerunacortadistanciaparallegaral torrentesanguíneo(Lloyd, 1992).

Los peces, a diferencia de los organismos terrestres, tienen que mantener un equilibrio

osmóticoconel aguaen queviven. Por simpleósmosisel aguaentradentrodel cuerpo.Este

agua es filtrado de la sangre por los riñones pero, como en los peces no hay reabsorción de

agua se produce un copioso flujo de orina. Los riñones reabsorben bastante del sodio y

clorurode la orinaparaprevenirunapérdidade sal, ya que éstaabandonael cuerpotambién

a través de la piel. Esta pérdida es restituida por la absorción activa de esos elementos en las

branquias, donde el sodio se cambia por hidrógeno y el cloruro por bicarbonato. De hecho

la mayor regulación del equilibrio de sales la llevan a cabo las branquias y no el riñón

(Lloyd, 1992).

En el intercambioiónico, los diversosgruposcelularesdesempeñandistintasfunciones.Las

célulasdel cloruro tienenun importantepapel en la adaptaciónde los pecesa aguasalada,

presentandouna serie de cambios morfológicos durante este proceso. El intercambio

Na~/NI-1¿ y CIIHCO; seproduceen las células respiratorias,interviniendotambiénen el

equilibrio ácido-basey en la excreción. No obstante, las células del cloruro podrían

intervenir en la eliminaciónde ciertassustanciasorgánicas(Girard y Payan, 1980).

En los teleósteos,la piel, intestinoy branquiasestánen contactodirecto conel aguaexterna

y podríanser consideradaslugarespotencialesde absorciónde sustancias.Sin embargola

piel es casi impermeable y, al menos, los peces de agua dulce, no beben agua, siendo estas

vías de menor importancia en la absorción.
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Las sustancias disueltas pueden entrar en el epitelio por dos vías, a través de las células

(transcelular) o entre las células, por sus uniones (paracelular). Las branquias de peces de

agua dulce tienen un epitelio con unas uniones muy apretadas lo que sugiere que la vía de

penetraciónes transcelular.

Las sustanciasen el agua puedenser absorbidaspor las branquias, pasar al torrente

circulatorio y circular por el cuerpo.Si las concentracionesdel tóxico son suficientemente

altas, las delicadascélulas de la laminilla secundariapuedenser dañadasafectandoa las

funciones de respiracióny regulaciónde sales. Las branquiasson una ruta de principal

importanciapara la captaciónde sustanciastóxicas por los peces,y en la mayoríade los

casos,la ingestiónde esassustanciasconel alimentotienemuchamenor importancia(Lloyd,

1992). Tanto los compuestosorgánicos hidrofóbicos como los hidrofílicos y los iones

metálicos entran en el pez a través de las branquias; por ello, los estudios sobre la

biodisponibilidadde las sustanciasdeberíancentrarseen esteórgano.

El mecanismode absorciónes el quedeterminasi una determinadasustanciaquímicaestará

disponible.La tasade absorciónpodríausarseparaestimarla biodisponibilidad(Párt, 1990).

1.8. La perfusiónde branquias.

Desde principios de siglo se han venido desarrollandopreparacionesde branquiaspara

estudiar la fisiología branquial (Perrya al., 1984a).

Las preparacionesde perfusión branquial permiten medir muchas variables de la
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funcionalidadbranquial. El control de la composicióndel líquido, la presióny el flujo y la

exclusiónde la circulaciónpostbranquial,junto con unaelevadaprecisiónde las medidas,

son las principalesventajas. Perola complejaestructurade las branquiasy su variedadde

funciones puedenllevar a conclusioneserróneas. Además, la perfusión y el aislamiento

introducennuevas variables como los efectos del anestésico,deformacionesmecánicasy

estrés, y la muertegradualde los tejidos. El principal criterio parajuzgaruna preparación

essu habilidadparareproducirel comportamientofisiológico del tejido enanimalesintactos.

Lasdificultadesexistentesparaobtenerinformaciónsobrela funciónbranquialin vivo impide

realizar una comparaciónentreambosmétodos.De hecho,esaes la razónpara desarrollar

preparacionesin vitro. (Perry et al., 1984a).

1.8.1.Tipos de preparaciones.

Las preparacionespuedenserde cuatrotipos: arcosbranquialesaislados,cestasbranquiales

incluyendotodos los arcos, cabezasy cuerposenteros.

Los arcos branquialesaislados han sido utilizados por muchos investigadores(Ellis and

Smith, ~983).La preparaciónconsisteen un arco branquial separadoperfundido por la

arteria branquial aferente, recogiendoel perfusadopor un catéteren la arteria branquial

eferente.

Las cestasbranquialesperfundidasfueronutilizadaspor los primeros investigadores(Reite,

1969). Suponenla canulacióndel bulboarteriosoy el corte de los arcos cercadel techo de

la boca.
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Las preparaciones de branquias en cabeza aislada se han utilizado ampliamente en los

experimentos de fisiología branquial. Las cabezas tienen una cánula de entrada en la aorta

ventral o bulboarteriosoy una cánulade salidaen la aortadorsal.

Las preparacionesde cuerpo enteroson igualesa las de cabezaaisladapero sin el catéter

oclusivo en la aortadorsal. En lugar de ello se utiliza una cánulano oclusivaparatoma de

muestrasy medidasde la presión.

1.8.2.Preparaciónde branquias en cabezaaislada

La perfusiónde cabezaha sido muy utilizada en experimentossobrela fisiología branquial

(Párt y Svanberg, 1981; Párt et al., 1984; Gardaire a al., 1985; Párt a al., 1985;

Anderssony Párt, 1989; Avella y Bornancin, 1989; Block et al., 1991; etc).

El métodode perfusiónmásempleadoestárepresentadoen la Figura2. Estemétodoincluye

un depósito de suero a una altura superior a la preparacióny una bomba cardiacaque

impulsa regularmenteel líquido de perfusión. A flujo constante,cambiosen la presión a

través de las branquiasindicanalteracionesen la resistenciavascular.

Las cabezastienenla entradaen la aortaventral o bulboarteriosoy unacánulade salidaen

la aortadorsal a la altura del opérculocaudal. La ventilaciónse mantieneartificialmente

aunquealgunaspreparacionesventilan espontáneamente.

En unapreparacióntípica, el 80 % del output cardiacoserecogede la aortadorsal mientras
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Figura 2. Esquema de la preparación de branquias en cabeza aislada.

que el resto se lo lleva el flujo venoso. El flujo venoso se asume que está en contacto con

las células del cloruro que están involucradas en el transporte iónico, por lo que se ha dicho

que la circulación venosatienen una función ion-reguladora.

La utilizaciónde sustanciasradioactivasseha generalizadopor su facilidad y sensibilidaden

el análisis.Sin embargo,paraciertoscompuestos,comoalgunosorgánicos,la cromatografía

presentaventajas,al no confundir los metabolitoscon la moléculaoriginal.

1.8.3.Medidade la viabilidad de la técnica

Laspreparacionesde branquiasestánlimitadas por su deterioronatural. La viabilidad de la

preparaciónse evalúapor tres métodos:

•OSi, C,RDhkOA un •RuéION
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- Presiónde perfusión aferente

- Flujo netode sodio

- Examenhistológico

Unapreparaciónviablesecaracterizapor unapresiónestable.Un incrementode la presión

es un signo de vasoconstricciónen el circulatorio. Ese incrementova acompañadopor la

formación de edema en la laminilla secundaria, produciéndose un incremento de las distancias

de difusión entre sangre y agua. el resultado es una reducción en la capacidad de difusión

(Párt et al., 1982). La presenciade adrenalinaen el liquido de perfusión previene la

vasoconstricción.

Una preparaciónviable secaracterizapor unaconcentraciónde Na estableo ligeramente

a la bajaen el agua.Es un indicadorde viabilidad muy sensibleporquela absorcióncontra

gradienterequiereenergíametabólica.Lasbranquiasconedemaposeenun flujo negativode

sodio, mostrandocomopierdenesteion.

1.8.4. Estudiosrealizados

Las preparaciones ¡a vitro de branquias han sido ampliamente utilizadas para estudiar la

fisiología branquial. DesdeKrakow (1913) se han usadoestas preparacionespermitiendo

controlar y medir muchasvariables de la funcionalidadbranquial.

Uno de los temas fundamentales de investigación ha sido el intercambio iónico en la

branquia. Así, esta técnica se ha utilizado para examinar el mecanismo de la excrección de
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amoniacoy la absorciónde sodio. PrimeramentePayany colaboradores(1975) estudiaron

la bombade sodio en la preparaciónde perfusiónbranquial, comprobandoque la entradade

sodio era similar a la de peces ¡a vivo. También abordaronla exerecciónde amoniacoen

dicha preparación,comprobandoel efectode varias sustancias.De estemodo vieron como

la adrenalinaestimulabala entradade sodio y la excreciónde amoniaco. La acetazolamida

reducíala entradade sodio y la excreciónde amoniaco,sin alterar la salida de sodio. Se

empezóentoncesa postularun intercambionormal en la branquiaNa~/NH;.

Posteriormenteseestudióel efectode la temperaturay CO2 sobrela excreciónde amoniaco.

Un cambio brusco de temperaturareducíala permeabilidadde la branquiaal amoniaco

mientrasquela presenciade CO, activabala excreción(Payany Matty, 1975). Payan(1978)

mostró nuevasevidenciasde un intercambioNa~/NH; en la branquiade trucha,ofreciendo

un modelo en el que el sodio entrabagraciasa la Na*1K4 ATPasay el amoniacoatravesaba

la membranaen direccióncontraria, en su forma no ionizada.

Sin embargo, otros autores (Avella y Bornancin, 1989) han rechazadoel intercambio

sodio/amoniaco,vinculandola absorciónde sodio a la excreciónde ionesH~.

Girard y Payan (1980) estudiaron las diferencias en agua dulce y agua salada y la

participación de los distintos tipos celulares (células respiratorias y células del cloruro) en

la absorción branquial de sodio. Esta línea ha sido seguida por otros autores (Gardaire etal.,

1985) quedemostraronque las célulasdel cloruro de la primeralaminilla contribuyenen un

20 96 a la misma. La absorciónde cloruro estárelacionadacon la concentraciónde HCO3

y CO2 (Perry et al., 1984b) y está controladaadrenérgicamente,aumentadapor la

estimulacióndel receptoralfa e inhibida por la estimulacióndel receptorbeta(Perry et al.,
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1984c).

Perry y colaboradores (1985) compararon el transporte iónico en la preparación de perfusión

branquial usandosuero Ringer y sangrecomo líquido de perfusión,analizandoCl, Na~ y

NR;. La absorciónde sodio se deterioró más rápidamenteen la perfusión con Ringer,

mientrasla de CI se mantuvorelativamenteestable.La excreciónde amoniacofue similar

con amboslíquidos de perfusión.

Muchos estudioshemodinámicosse han realizado en branquias (Wood, 1974; Payan y

Girard, 1977; etc.).De hecho,causashemodinámicasinfluyen enel intercambioiónico, por

ejemploalteracioneshemodinámicasson lasresponsablesde la estimulaciónde la entradade

C1 por el HCO; (Perry et al., 1984b).

En cabezaaisladase ha estudiadotambiéncomo varia la resistenciavascularal añadir

adrenalinaen el suero (Párt et al., 1982a). La adrenalinaaumentóla resistenciavascular

notablementepor unavasoconstricciónalfa-adrenérgica.En un posteriorestudio(PArt etaL,

1982b) midieron también el intercambio de oxígeno comprobandoque en ausenciade

adrenalina,éste disminuía y en su presenciase manteníaestable,junto con la resistencia

vascular,atribuyendoesosresultadosa cambiosestructuralesen la laminilla secundaria.

Perry y colaboradores(1985) revisaronel comportamientode la preparaciónde branquias

en cabezaaislada en cuanto a intercambio gaseoso,equilibrio ácido-basey respuesta

hemodinámica,utilizandosuerofisiológicoo sangrecomolíquidodeperfusión.La perfusión

con sangreestimulóla captaciónde 02 y la excreción de CO2a través de las branquias, por
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un aumento en la capacidad de transporte de oxígeno y la presencia de anhidrasa carbónica

de los eritrocitos.

Ya centradosen el intercambiogaseoso,Párt et al. (1984) estudiaronla tensiónde oxígeno

antes y después de las branquias concluyendo que debía haber un “shunt” no respiratorio en

la segunda laminilla.

El papel de los eritrocitos y del epitelio branquialen la excreciónde CO2 fue estudiadopor

Perry y colaboradores(1982). La entradade HCO; en el eritrocito es el paso limitante en

la excreción de CO2, no contribuyendo el paso de FICO; desde el plasma al epitelio

branquial.

Algunos trabajosse han llevadoa cabosobrela cinéticade compuestostóxicos.La principal

ruta de entrada de xenobióticos al pez son las branquias. La técnica de la perfusión branquial

permite obtener información valiosa sobre la biodisponibilidad de los tóxicos, pues un primer

paso de esta consiste en como son captados por los organismos (Párt, 1990).

Ejemplo de cómo estos estudios pueden ir desarrollándose es el caso del cadmio.

Primeramente, Párt y Svanberg (1981) estudiaron la absorción de cadmio por esta vía viendo

como aumentabaal incrementarseel cadmio del medio. Se trataba de un experimento

preliminar sobre como se producía la absorción de cadmio, lo que permitió trabajos

posteriores.Así Párt et al. (1985) estudiaronla disponibilidad de cadmio en diferentes

calidadesde agua.Por otraparteestudiaronla influenciade algunosagentesquelantescomo

EDTA y citrato en la absorciónde cadmio (Párt y Wikmark, 1984). Posteriormenteotros
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autores han estudiado la absorción de cadmio en presencia de xantatos, así como la

distribución intracelular del cadmio (Block ci al., 1991).

La preparación de cabeza de trucha ha sido empleada para estudiar la absorción, metabolismo

y eliminación del benzo[a]pyreno, demostrándoseque las branquiascontienensistemasde

enzimascapacesde metabolizarxenobióticosy queprobablementemodificaránla absorción

y toxicidad de los contaminantesen el organismo(Anderssony Párt, 1989).

Párt (1989a)estudiócon estatécnicala relacióndel coeficientede partición octanol-aguay

del pH en la absorciónde diversoscompuestosorgánicos.Mientras que el coeficientede

partición tiene un valor limitado como indicador de la biodisponibilidad, la absorciónde

compuestosionizables son pH-dependientes.Paralelamenteestudió las distintas tasas de

absorciónbranquial de fenolesen aguadulcey salada.La adaptaciónal aguade mar reduce

la permeabilidad de las branquias para las formas no ionizadas de los compuestos (Párt,

1989b).

La absorciónde compuestoshidrofóbicosha sido ampliamenteestudiada,en sus aspectos

metodológicos (Párt et al., 1992) concluyendoque la preparaciónes muy adecuadapara

investigar los mecanismos de absorción de estos compuestos en relación con sus

características fisicoquímicas. Esta absorción disminuía al bajar la temperatura (Sijm etal.,

1993) y aumentaba con el flujo de sangre y agua (Sijm ci al., 1994). Posteriormentese

determinó su relación alométrica (Sijm et al., 1995).

Sijm (1993) observótasasde absorcióncomparablespara varios compuestosorgánicosy
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sugirió el método como una alternativa al uso de peces, reduciendo el número necesario para

cadaexperimentoy el estrésde los mismos.

1.8.5.Utilidad de estatécnica

La preparaciónde cabezaperfundidaposeemuchasde los requerimientosde unabuena

preparaciónde perfusión branquial: cirugía rápida, no anestesia,se evitan largos períodos

de isquemia,las branquiasestánbien irrigadasy perfundidasy el volumendel medioexterno

pudeser pequeño.El mayor defectoes que la presiónde la aortadorsalse tienea cero para

evitarquesederramelíquidode perfusiónen el medioexterno. Esto afectaal patrónde flujo

a través de las branquias y contribuye al rápido deterioro de la preparación. Hay quien

aumenta la presión hasta valores que no suponen pérdidas de suero.

El problema del deterioro hemodinámico puede ser superado añadiendo 10’ Mde adrenalina

o noradrenalina al liquido de perfusión o irrigando las branquias con agua hiperóxica. El

deterioro hemodinámico está limitado a la trucha (en otras especies ocurre horas después).

Si se usa este pez los experimentos no pueden superar 60 mm. (preferibles 30 mm.) y se

debe monitorizar la presión como un indicador de la viabilidad de la branquia.

Una gran ventaja de esta preparación es que el flujo eferente puede ser partido en sus

componentesarterialesy venosos.Esto esposibleporqueel líquido queabandonala laminilla

en la branquia puede volver vía eferente por las arterias filamentales y branquiales a la aorta

dorsal o ser enviado mediante anastomosis entre la arteria filamental eferente y el seno

venoso filamental a la circulación venosa. Debido a esta partición es posible separar los



INTRODUCCION 44

flujos en un componente de epitelio respiratorio (flujo a través de células respiratorias) y un

componentede epitelio no respiratorio (flujo a través de células del cloruro). Así se ha

demostradoque en aguadulce el flujo de Na~ y Cl es a través del epitelio respiratorio

mientrasque en el mar tiene lugar en las célulasdel clorhídrico. La preparaciónde cabeza

no desarrollaestos flujos salvo el de sodio (añadiendoadrenalina).

Uno de los mayoresproblemas de esta preparaciónes separar los efectosespecíficose

inespecíficos, sobre todo cuando se emplean sustancias vasoactivas. Por eso es esencial

monitorizar la presión. P.ej. adición de FICO; eleva el flujo de CF pero no específicamente

sino por alteracioneshemodinámicasconalteraciónde la presión.

En resumen,las mayoresdesventajasde estapreparaciónson: su progresivodeteriorocon

el tiempo, haciéndoloúnicamenteadecuadoparaexperimentosacortopíazoy bajastasasde

flujo de ionesy 02 enausenciade catecolaminas.Las principalesventajasson: cirugíasimple

y rápidaque no necesitaanestésico,no pérdidasde aguacon o sin presióndorsal aórtica y

división del flujo eferenteen componentesarterialesy venosos.Estapreparaciónes la más

adecuadaparaestudiosde transferenciasde iones y gas, de cortaduración (no másde 60

mm). Estudios futuros deberíanincorporar plasmao sangrecomomedio de perfusión,si

fueraposible.Estopodríasolucionarlos problemasde formaciónde edemay bajacapacidad

de transportede 02. Tambiénse sugiereaplicar nivelesfisiológicos de presión en la aorta

dorsal. No se recomiendan altos niveles de catecolaminas pero si 10’ ó 10~ adrenalina, para

ayudara solventarel deterioroprogresivo.
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1.9. OBJETIVOSDE LA INVESTIGACION

La introducción de este trabajo ha permitido señalar una serie de aspectos básicos,

relacionadoscon la entradade sustanciasquímicasy de microorganismospatógenos,que

tienenunaenormeimportanciacientífico-técnicay queal mismotiemporepresentanaspectos

de interéspara la acuiculturacomercial.

El objetivo básicode estetrabajoesvalorar las posibilidadesde una metodologíaconcreta,

la perfusión de branquias en cabeza aislada, para abordar el estudio de aquellos aspectos que

tienenunaaplicabilidadinmediata,asícomodesarrollarnuevasposibilidadesde estatécnica,

entre las que destacan el estudio de los mecanismos que regulan estos procesos, así como un

aspecto totalmente innovador: la posibilidad de estudiar esta metodología para estudiar el

pasode microorganismosen la branquia.

Para ello pretendemos comprobar la validez del sistema en los siguientes apartados:

- Comprobarsu capacidadparaestudiarcuantitativamentela toxicocinéticade compuestos

estudiando su adecuación a los resultados obtenidos in vivo.

- Estudiar sus posibilidades para valorar los mecanismos que intervienen en la toxicocinética

de cada compuesto.

- Comprobarla posibilidadde crearmodelosmecánicosde ingresode partículasinertes.

- Estudiarel ingresode bacteriasvía branquial medianteestapreparación.
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2.1. Materiales

2.1.1. Animales

Todoslos experimentosse han realizadoutilizando truchaarco iris (Oncorhynchusmykiss)

procedentesde la piscifactoríade Somolinosde la Vega (Guadalajara).Los individuosse

eligieron al azar, unavez aclimatadosen los acuarios.

Paralas preparacionesde perfusiónbranquialseutilizarontruchasde un pesoentre80 y 120

gramos. Los pecessemantuvieronen acuariosde 120 litros conflujo continuoy aireación.

Para los estudiosin vivo seutilizaron animalesde mayor tamaño(500-1200g) mantenidos

en gruposde 5-10 individuos en acuariosde 1600 litros.

2.1.2. Resumen de los materiales empleados

- Mantenimientode los peces:acuariosde 120 1 y 1600 1

- Equipo experimental:motor de agua(SICCE, Italia), tubos de silicona, bombacardiaca

(IWAKI, Japón),filtro 0.2 ~¿m(Millipore, EEUU), baño (Julabo,Alemania), registro de

presión(PAN-LAB, Bélgica),transductordepresión(DRUCK, GranBretaña),polímetrocon

electrodosde sodio y de referencia(Orion, EEUU), bombaperistáltica(ISCO, EEUU).

- Material quirúrgico: cuchillo de disección, pinzas (de relojero, recta, curva, bulldog

vascular),tijeras rectas,seda4/0 (Lorca-Marín,España),tubo de polietilenoRE-SO,PE-90
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y PE-190 (Clay Adams, EEUU), aro de plástico,ágrafesde Michel 18 x 3 mm (Medicon,

Alemania),preservativos.

- Reactivosexperimentales:PVP-40(Sigma,EEUU), albúmina(Sigma,EEUU), adrenalina

(Sigma,EEUU), heparmna(LEO, España),2-fenoxietanol(Merck, Alemania), nitrito sódico

(Merck, Alemania), sulfato de cobre (Merck, Alemania), xileno de almizcle (Merck,

Alemania), formaldehido (Merck, Alemania), Hexaclorobenceno(Merck, Alemania),

amoniaco(Merck, Alemania),clorurode cadmio (Sigma,EEUU), cianuropotásico(Sigma,

EEUU), bolasdepoliestirenoconmodificacióndel extremocarboxiloconfluorescenciaroja

(Sigma. Alemania).

- Material de histología:xilol, hematoxilina,tripsina, alcoholes,anticuerpomonoclonalanti

Renibacterium, anticuerpopoliclonal antiyersinia,PBS,anticuerpoconjugadoconperoxidasa

(Sigma,Alemania), anticuerpopuentepara Renibacterium(Dako, Dinamarca),anticuerpo

antiperoxidasa,Diaminobenzidina,sustratocromógeno,hematoxilina,entellán,

- Material analítico:centrífugadecapilares(Orto, España),microjeringa(Hamilton, EEUU),

tubos de ensayo, rotativa (Heidolph, Alemania), microscopio de fluorescencia (Zeiss,

Alemania), espectrofotómetro(Unicam, Gran Bretaña), Espectrofotómetrode absorción

atómicaconcámarade grafito HGA 300 (PERKJN-ELMER, Alemania),centrífugade mesa

(IEC, EEUU), Cromatógrafode gasescon detectorselectivo de masas(Hewlett-Packard,

EEUU).

- Reactivosanalíticos:sulfanilamida(Merck, Alemania), N-(- 1 -naftil)-etilen-diamina,ácido
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nítrico suprapur(Merck, Alemania), n-hexano(Merck, Alemania)

- Medios de cultivo: SKDM (selectivekidney diseasemedium),TSA (triptonasojaagar).

2.2. Métodos

2.2.1. Perfusión branquial

La técnicade perfusión branquial es un método de reproducciónin vitro de la fisiología

branquial, en la que se aíslaesta partedel animal para un mayor control de las distintas

variables (Perry et al, 1984).

Paracadaperfusiónse siguió la siguientemetodología:

2.2.1.1.Circuitos

El aparataje para realizar la perfusión consta básicamente de las siguientes partes: (fig.3)

- Un circuito externo cerrado por el que circula el agua, por medio de un motor (SICCE,

Italia), que representaal medio en el que vive el pez.

- Un circuito interno abierto por el que circula el liquido de perfusión impulsadopor una

bomba cardiaca (IWAKI, Japón). Se utilizó el suero salino Cortland (Wolf, 1963). Contenía

40 g/l de PVP-40 (polivinilpirrolidona, PMt= 40.00, Sigma, EEUU) según Párt y Wikmark

(1984).
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Una vez preparada la solución salina, se filtraba con un filtro de 0.2 pm (Millipore, EEUU)

y posteriormenteseprocedíaa gasearlocon unamezclade N2 conteniendo0.7 96 de CO2 y

5 %de 02 (Alphagaz,España).A continuaciónseañadía1 ml/lOO ml de una solución de

albúmina (Sigma, EEUU) 20 96 y 100 M
11100 ml de adrenalina (Sigma, EEUU) 0.1 % para

prevenir la vasoconstricción espontánea (Párt et al. 1982). El suero Cortland preparado se

colocabaen el circuito de perfusióny se drenabaparaeliminar la existenciade burbujas.

- Un receptáculo cilíndrico donde está alojada la cabeza del pez.

- La temperatura del circuito externo e interno están mantenida por un baño (Julabo,

Alemania)a unatemperaturade 10 0C.

2.2.1.2.Fase quirúrgica

En resumen, la operación consiste en una decapitación de la trucha, una canulación de las

aortas y una preparación para su posterior colocación en el sistema.

Para la operaciónse siguenlos siguientespasos:

- Se pesa la trucha, cuyo peso debe estar entre 80 y 120 g.

La fase quirúrgica comienza a los veinte minutos de inyectar 2000 unidades de heparmna

(LEO, España)por 100 g de pez.

- Se corta la cabeza de la trucha 0.5 cm por detrás del nacimiento de las aletas operculares.

- A continuaciónsecolocala cabezaen la mesade operación,haciendopasaraguade pozo
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a travésde la bocaparapreservarla funcionalidadbranquial.

- Se extraen con pinzas los órganosabdominalesque queden,normalmenteel hígado y un

asa intestinal.

- Posteriormente,se corta el pericardio con unas tijeras rectas, quedandoaccesible el

corazon.

- Sepreparauna ligaduracon seda4/0 (Lorca-Marín, España)a la altura del bulbo aórtico

usando la pinza curva y la recta de relojero.

- Enseguida se corta con tijera la punta del ventrículo para evitar que bombee en vacio.

- A continuación se introduce un tubo de polietileno PE-SO (Clay Adams, EEUU) hasta la

aorta ventral. Una vez hecho esto es cuando se completa la ligadura.

- Para evitar la pérdida de agua por esta vía, se cierra el esófago con una pinza bulldog

vascular.

- Por último, a fin de mantenerla rigidez de la paredventral de la cabeza,se colocaun aro

de plástico en la cavidad abdominal y se grapa con tres ágrafes de Michel de 18 x 3 mm

(Medicon, Alemania).

Una vez terminada esta operación se fija la cabeza al sistema para lo cual se coloca un

preservativopor detrás de las branquias,uniéndoseluego al sistema, por lo que queda

impermeabilizadala cámaradondeestáinstaladala cabeza.

Colocadala cabezaseconectala bombaparahacerfuncionarel circuito de líquido externo

(agua de pozo) con un flujo de 1.5 l/min.para mantener una buena irrigación de las

branquias. De igual modo se pone en funcionamiento la bomba cardiaca a una frecuencia de

40 pulsacionespor minuto y un flujo de 2 ml por minuto y 100 g de pez. Se conectael
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extremo libre del circuito interno a la cánula PE-SO de la aorta ventral.

Una vez que se haya drenado todo el contenido del sistema circulatorio del pez, se introduce

un tubo PE-90 (Clay Adams, E.E.U.U) en la aorta dorsal. Por esta cánula tiene su salida cl

líquido de perfusión que ya ha pasadopor la branquia.Este líquido se recogecadacierto

tiempo, dependiendo del experimento.

Se conectael registrodepresión(PAN-LAB, Bélgica) queva unidoal transductorde presión

(DRUCK, GranBretaña)situadoen el circuito interno. Así mismose introducenen la cubeta

los electrodos de sodio y de referencia (Orion, EEUU), para empezar a registrar estos

valores.

Cuandosehanestabilizadolos valoresde presióny concentraciónde sodio seconsideraque

la branquia está funcionandocorrectamentey puedeprocedersea la parte experimental

propiamente dicha. Una vez acabado el experimento se extrajeron las branquias y se

incluyeronen parafinaparaposteriormenterealizar cortes histológicos.

2.2.2. Desarrollo experimental

2.2.2.1.Eliminación iii vivo de nitritos

Para el desarrollode este apartadose utilizaron 5 truchas entre 800 y 1300 g. Paracada

animal se siguió el siguiente protocolo:

- Anestesia por inmersión en una solución de 0.3 ml de 2-fenoxietanol(Merck, Alemania)
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por litro de agua.

- Pesado del pez.

Colocaciónde una cánularígida en la aortadorsal.

Inoculación intravenosade 0.5 m] por kg de p.v. de una solución de

ppm, para alcanzar una concentración aproximada en el pez de 3 mg/l.

- Extracciónde sangreen los tiempos:0. 2, 4, 7, 9, 11, 14, 20, 25, 30,

- Centrifugaciónde la sangreen centrífugade capilares (Orto, España)

plasmacon microjeringa(Hamilton, EEUU).

- Análisis de las cantidadesde nitritos en plasma.

nitrito sódico 600

37, 45 y 60 mm.

y extracción del

2.2.2.2.Eliminación in vitro de nitritos

Se realizaron 4 perfusiones branquiales: las dos primeras se hicieron perfundiendo líquido

con 3 ppm de nitritos. Las siguientesse realizaronperfundiendo,en la mismapreparación,

primero líquido con 1 ppm y a la mitad del experimentocon 6 ppm.

Se tomaron muestras de líquido de perfusión de la cánula de la aorta dorsal cada 2 minutos

así como muestras del líquido externo del circuito (agua de pozo). Las muestras se analizaron

por colorimetría.

2.2.2.3.Metabolismo frs vitro de nitritos

Se diseñóun experimentopara ver la capacidadde metabolizaciónde los nitritos ¡a vitro.

Paracomprobarsi habíaelementosen la sangreque metabolizaranlos nitritos seprepararon
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4 tubos, cadauno de los cualescontenía:sangrecompleta,plasma,líquido de perfusión y

liquido de perfusión con hematíes.Se les añadió un estándar de nitritos para obtener

alrededorde 3,5 ppm. Se colocaronen unarotativa(Heidolph, Alemania)y se mantuvieron

allí tomando muestrasen los tiempos siguientes:0,1,2,3, y 24 horas. Las muestrasse

centrifugaronen una centrífugade mesa,diluyendoposteriormenteel sobrenadante,parasu

análisis. Todas las pruebasse realizaronpor cuadruplicado.

2.2.2.4.Absorción iii vivo de nitritos

Se utilizaron 3 truchasde pesoscomprendidosentre 530 y 625 g.

Cadauna de ellas se mantuvoen acuariocon un flujo continuo de 2.7 mg/l de nitrógeno

nitroso (1/10 de la CL5O para las condicionesde calidadde aguaempleadas).Considerando

la rápidatransformaciónde los nitritos, seconsiderónecesariorealizaruna exposiciónen

flujo continuo con el objeto de garantizar los resultados.Para ello se usó una bomba

peristáltica (ISCO, EEUU) para suministrarla solución de nitritos y un mezcladorpara

mezclarel flujo de entradade aguade pozo con la fuentede nitritos.

Se realizaron extracciones de sangre en el seno caudal a los tiempos 0, 30, 60, 90, 120 mm.,

4, 6, 8 y 24 horas. Se analizóla concentraciónde nitritos en plasma.

2.2.2.3. Absorción in vitro de nitritos

Para la determinaciónde la absorción¡a v¡tro de nitritos se utilizaron 4 truchas. En cada

perfusión se mantuvo una concentración de 3 ppm de nitritos en el agua externa del circuito.



MATERIALES Y METODOS 56

Para comprobar la capacidad del sistema para reproducir el funcionamiento in vivo, aplicado

al caso de los nitritos una de las preparacionesse realizó utilizando un medio externosin

cloruros.

Setomaronmuestrasde líquido de perfusiónde salidacada2 minutosasí comomuestrasdel

líquido externo. Las muestrasse analizaronpor colorimetría.

2.2.2.6.Eliminación iii vitro de cobre

Serealizaron4 preparaciones:dos con 1500ppb de cobrey dos con 1500y posteriormente

300 ppb. Las preparaciones se realizaron perfundiendo suero salino Cortland con las

concentracionescitadasde cobre en forma de sulfato. Se tomaron muestrasde líquido de

perfusión de la cánulade la aortadorsal cada2 mm. y tambiénde líquido externo.

2.2.2.7.Eliminación¡u vitro de cobre con células

Serealizarontres preparacionesen las cualesseperfundieronlas branquiascon cobrea una

concentración de ISOO ppb. En la mitad de la preparación seañadióal líquido de perfusión

sangre del propio animal extraída previamente (0.5 ml de sangre por 50 ml de líquido de

perfusión).

Se tomaron muestras de líquido de perfusión cada 2 mm. y también de líquido externo.
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2.2.2.8.Absorción iii vitro de cobre

57

Serealizarontres preparacionesen las cuales,unavez estabilizadala perfusiónseañadieron

cantidadesde cobre en el liquido externohastaconseguirunasconcentracionesde 100 ppb

y 200 ppb al comienzoy a la mitad de la preparaciónrespectivamente.

Se tomaronmuestrasde líquido de perfusióncada2 mm. y tambiénde líquido externo.

Se analizaron las concentracionesde cobre en líquido de perfusión y en aguadel circuito

externo. Se midieron ademáspatrones de líquido de perfusión sólo con sangre para

comprobarsi éstaañadíauna cantidadde cobreapreciablea las muestras.

2.2.1.9.Absorción i¡’z vitro de xileno de almizcle

Parael estudiode absorciónde xileno

3 preparaciones.

de almizclese realizaron

En primer lugar, sepreparóunasoluciónde 10 mg de xileno de almizcleen 50 ml de etanol.

En cadapreparaciónse fueronrealizandoadicionesde esasoluciónen el medioexternopara

alcanzar 1, 10 y 100 pg/l de xileno de almizcle en los tiempos 0, 20 y 40 mm.,

respectivamente.

Se tomaronmuestrasde líquido de perfusióncada5 mm. y de medioexternocada20 mm.,

analizándose las muestras mediante un procedimiento de microextracción diseñado
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específicamenteparaestosexperimentos.

2.2.2.10.Eliminación iii vitro de xileno de almizcle

Se realizaron dos preparaciones en las cuales se pasó por el circuito de perfusión 10 ppb de

almizcle. Se tomaronmuestrasde líquido de perfusióncada5 mm. así como dos muestras

de aguaexterna,a la mitad y al final del experimento.

En todos los casosse tomaronmuestrasde líquido de perfusión cada5 mm. y de medio

externo cada 20 mm., analizándose las muestras mediante un procedimiento de

microextracción diseñado específicamente para estos experimentos.

2.2.2.11.Eliminación de xileno de almizcle con células

Se realizaron2 preparacionesen las

10 ppb más0.5 ml de sangrede la

decapitar.

quesepasaronsucesivamente5 ppb, 10 ppb y al final

propia trucha. Se sacó sangrede las truchas antesde

En todos los casosse tomaron muestrasde líquido de perfusión cada5 mm. y de medio

externo cada 20 mm., analizándose las muestras mediante un procedimiento de

microextraccióndiseñadoespecíficamenteparaestosexperimentos.
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2.2.2.12.Ingreso de partículas vía branquial

Se utilizaron bolitas de látex, poliestireno, de 0.5 ,im en suspensiónacuosade un 2.5 96 de

sólidos, con modificación del extremo carboxilo, con fluorescenciade color rojo (Sigma,

Alemania).

Se realizarondos preparacionesen las que se añadieron200 M1 de la solucióncomercial a

400 m] de aguaexterna. Se tomaron muestrasde líquido de perfusión cada 10 mm. y

muestrasde branquiaspara congelacióne inclusión en parafina. También se tomaron

branquias de una trucha las cuales se tuvieron el mismo tiempo en el líquido externo y las

branquias de una trucha que no estuvo en contacto con las bolitas de látex. La mitad de las

muestras se lavó con agua de pozo para eliminar las bolitas de látex adheridas a su

superficie. Se realizaron cortes de 5 ~m de grosor y se examinaron las preparaciones en

microscopio de fluorescencia (Zeiss, Alemania). Varios de los cortes se tiñeron con

hematoxilinaparaproporcionarmarcarnúcleosy contornoscelulares.

Las muestrasde liquido de perfusiónseprepararonde la siguientemanera:

- Los tubos originales se centrifugaron a 160, 16 mm. a una velocidad de 4500 rpm. El

sedimento se analizó a microscopio de fluorescencia.

- El sobrenadante se pasó por un filtro de 0.22 ~mn,conservando el filtro que se resuspendió

en 8 ml de agua, la cual se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. Tanto el

sobrenadantecomoel sedimentose analizaronal microscopio.

Un control positivo, al que se añadieron las partículas fluorescentes, sufrió el mismo proceso.
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2.2.2.13.Ingreso de bacterias vía branquial

2.2.2.13.1.Cultivo

Se usaron dos especies de bacterias: Renibacterium.salmoninarum y Yersinia ruckery.

Reaibacteriumse cultivó en placas de cultivo con medio SKDM(selective kidney disease

medium) (Austin et al., 1983). Yersinia se cultivó en placas de cultivo con medio TSA

(triptonasojaagar).

Los subcultivosse realizaronde la siguientemanera:

- Yersinia: se realizaron cada 24-48 horas con hisopo a una placa con medio TSA.

- Renibacterium: se realizaron cada 14-28 días, procedentes de líquido ascítico de truchas

infectadas.

Ambos se mantuvieronen cultivo a 200C.

La cuantificación se realizó mediante siembra de 20 ~l por placa de diluciones sucesivas de

una suspensión de media p]aca en 10 ml de agua de pozo filtrada con un filtro de 0.22 pm.

De este modo seprepararondosisde 10 ml con 10~ bacterias.

2.2.2.13.2.Inactivación de las bacterias

Se tomo media (Yersin¡a)o una (Renibacterium)placa con un hisopo y se resuspendió con

10 ml de agua de pozo filtrada de modo que se obtuviera una concentración de 1 x 10~
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bacterias. La suspensión se inactivó añadiendo 200 ¡tI de formol. Tras agitación, se dejó

reposarunanoche.Posteriormentesecentrifugó5 mm. a5000rpm. Sevolvió aresuspender

el sedimento en 10 ml de agua de pozo filtrada, agitándose posteriormente.

2.2.2.13.3. Perfusión branquial

E] protocoloexperimentalse llevó a caboen dos fases:

En la primera se realizaron 11 preparaciones: 3 con Yersinia, 3 conRenibacterium,una con

una mezcla de ambas, otra con Yersiniaen presencia de hexaclorobenceno (1 mg/l), otra con

Renibacter¡un¡ y partículas de látex y otras 2 con bacterias inactivadas: Yersinia y

Renibacter¡wn.

En la segundase realizaron2 preparacionescon la presenciade cadauno de estos tóxicos

y Reníbacter¡umsalmon¡narum:

- 0.3 mg/l de cobre (cloruro).

- 1 mg/l de hexaclorobenceno.

- 80 mg/l de amoniaco total.

- 0.15 mg/1 de cadmio (cloruro).

- 0.1 mg/l de cianuro potásico.

En cada preparación se añadió una suspensión de bacterias en agua de pozo, a una

concentraciónde 10~ bacteriaspor ml.

Cuando se emplearontóxicos, el protocolo observadofue el siguiente: tras la fase de
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estabilizacióninicial se añadióel tóxico al aguaen la concentraciónseñalada(tiempo cero).

A los cinco minutosse añadióla suspensiónbacteriana.

Las muestrasde líquido de perfusiónse centrifugarona 40Cdurante10 min.a5000rpm, se

resuspendió el sedimento en agua destilada para lisar los restos celulares, se hicieron

dilucionesseriadasy se sembraronen placa. Se escogieronlas coloniasmorfológicamente

similares a las buscadas y se hicieron subcultivos para la posterior identificación por ‘PCR”

e “Inmunoblotting’.

Se tomaron muestras de branquias en cada preparación que se mantuvieron en formalina

neutra 24 horas pasando posteriormente a etanol 70%. Posteriormente se incluyeron en

parafina de bajo punto de fusión para realizar las pruebas de inmunohistoquimica.

2.2.2.13.4. Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 5pm a partir de bloques en parafina de bajo punto de fusión. Se

colocaronen portasgelatinizados.

Las preparaciones se sometieron a los siguientes procesos:

- Desparafinar las muestras, en tres baños sucesivos de xilol de 5 minutos cada uno.

- Hidratación de las muestras, en una batería de alcoholes desde alcohol absoluto.

- Tripsinizaciónparadesenmascararel antígeno, con tripsina al 0. 1 96, 1 mm.

- Lavadocon PBS 3 veces5 min.cada vez.
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- Incubaciónconel anticuerpoprimarioa la concentraciónadecuadaen PBS, durante30 mm

a temperatura ambiente y en cámara húmeda. Para la detección de Renibacter¡urnse utilizó

un anticuerpo monoclonal de ratón a una dilución 1/4000. Para la detección de Yersiniase

utilizó un anticuerpopoliclonal antiyersiniaa una dilución 1/1000. Las concentraciones

adecuadas se calcularon previamente usando distintas diluciones sobre una muestra de

bacteriassecas.

- Lavado 3 veces con PBS, 10 mm cada una.

- En las muestras con Yers¡niase incubó 30 mm. con el anticuerpo conjugado con peroxidasa

(Sigma. Alemania) a una dilución de 1/200.

En las muestras con Renihacteriumse incubó con un anticuerpo puente (DAKO, Dinamarca)

a una dilución 1/25 y ,tras tres lavados 5 mm en PBS, se incubó 30 mm. con el anticuerpo

antiperoxidasa.

- Incubacióncon el sustrato:Diaminobenzidinaen el primer caso y sustratocromógenoen

el segundo.

- Lavado

- Contrastede los núcleoscon hematoxilina.

- Montaje en un medio definitivo (entellán) para las preparaciones de Yersiniay en glicerina

para las de Renibacterium.

- Identificación y valoraciónde las zonasmarcadasal microscopioa 400 y 1000aumentos.
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2.3. Análisis, cálculos y estadística.

2.3.1. Análisis y cálculosestadísticos

La concentración de nitritos en agua, plasma y líquido de perfusión se analizó por el método

colorimétrico de la sulfanilamida (Rodier 1981). En resumen, consiste en una diazotación de

la sulfanilamida que forma un compuesto coloreado con la N-(-1-naftil)-etilen-diamina. El

color semidió en espectrofotómetro(Unicam,GranBretaña)a 540nm. En casosde muestras

muy pequeñas de liquido se hizo usando triple cantidad de reactivo, al producirse así el

mayor ajuste en pruebas preliminares.

Las concentraciones de cobre en líquido de perfusión y en agua del circuito externo se

determinaron por espectrofotometría de absorción atómica (PERKIN-ELMER, Alemania) con

cámara de grafito HGA300 (Fernández y Kahn, 1971). Las muestras de líquido de perfusión

se sometieron, previamente, a una digestión ácida con ácido nítrico suprapur (Merck) durante

una hora a 90~ C.

El análisis de muestras de xileno de almizcle se realizó mediante un sistema de micro-

extracción líquido-líquido con cuantificación final por Cromatografía de Gases con detector

selectivo de masas, descrita con los siguientes pasos:

- Medición de un volumen determinadode muestra(c 8 mí) y adicción de 1.5 ml de n-

hexano.

- Agitación en rotativa (Heidolph, Alemania)durante10 mm.

- Centrifugacióna 2700 rpm durante10 mm en una centrífugade mesa(IEC, EEUU).
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- Separaciónde la fase orgánicaen un vial de inyección.

- Inyecciónde 6 ¡tI decadamuestraenel cromatógrafode gases-masascondetectorselectivo

de masas (Hewlett-Packard, EEUU). Intercaladas entre las muestras inyección de los patrones

de la rectade calibración.

- El cálculo de las concentraciones de las muestras se realizó por interpolación en la recta

patrón, multiplicando por 1.5 ml de hexano y dividiendo entre el volumen de muestra

tomado.

Se usó el programa estadístico Statgrapli para los cálculos estadísticos.

2.3.2. Cálculos cinéticos

Para la eliminación ¡a vivo se utilizó un modelo asumiendo una cinética compartimental. Se

seleccionó un modelo monocompartimental para los nitritos de acuerdo a los resultados

obtenidos experimentalmente. Este modelo queda descrito por la siguiente ecuacion:

C~—Ae (1>

en la que Ct es la concentración en plasma en el tiempo t, A el punto de corte con el eje de

ordenadas y a la pendiente de la curva.

Para el caso del cobre se seleccionó un modelo bicompartiniental, pero utilizando sólo la fase

de eliminación, quedando una ecuación similar, pero utilizando B y 13 en vez de A y a

- Ee~t (2)
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Se calcularon otros parámetroscinéticos a partir de los valores de A y a (Carbonelí y

Tarazona,1994):

El área bajo la curva de concentración en plasma venustiempo (AUC)

AUC- A (3)
a

El tiempo medio de residencia(MRT)

A

(4)
WC -

AUC

El aclaramiento o “clearance’ branquial (CLb)

CL - Dosis
AUC

<5)

Y la semivida de eliminación (t)

— 1n21/2 a (6)

El volumen de distribución, clave para las comparaciones la viti-o / in vivo, se calculó por

la fórmula:

Vd- Dosis
A

(7)
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Del mismo modo, para comprobarla adecuacióndel modelo se hallaron esostérminosa

partir de un modelo no compartimental (Barron a al., 1990):

El área bajo la curva de concentración plasma versus tiempo (AUC). Se calcula usando la

regla trapezoidal (Gibaldi y Perrier, 1982),debiendo añadir a AUCn, la última parte bajo la

curva, es decir, desde el último punto hasta el corte con el eje de abscisas (AUCterm).

ALiO - AUC~ + AUCterW <8)

Donde AUCn es igual a

AUC~— c1at = 2’2 — t1) (C1 + C1~1>/2 (9)

y

AUC~~ <10)

a

Para calcular el tiempo medio de residencia de la sustancia (lo que representa el tiempo

necesario para eliminar el 63.2 % de la dosis) se emplea la siguiente ecuación:

14RT= AL/MC (11)
AUC

Donde AUMC es el área de la curva concentración-tiempoversas tiempo o curva de

momento. Entonces,del mismo modo que en la ecuación(7)

AL’MC - AUMC~#AUMCeerm <12)
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Donde

r ti,
AL/MC,, — j tC1dt — ~0 — tj <É1C1 + t3~C1,1) /2

y

ALJMC~71, « «2

El aclaramiento branquial (CLb)

El volumen de distribución (Vss)

CL~ - Dosis
AUC

- CL~*MRT -
Dosis*AUMC

AUC
2

La tasa de eliminación se define como la razón existente entre la cantidad de sustancia

eliminada por unidad de tiempo y la cantidad total de sustanciaintercambiableen el

organismo. En los modelos monocompartimentales,la cantidad total de sustancia

intercambiable en el organismo es directamente proporcional a la concentración en el plasma,

así, la tasa de eliminación puede ser calculada de acuerdo con la siguiente ecuación:

(13)

(14)

<15)

(16)

2’ASA DE ELIMINACION - ______ -_______ (17)
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que de acuerdo con la ecuación (1) quedaría:

Ae«t — Ae«<~~>t~1) = —1--e” (18)
Ae~ftt

El métodode la perfusiónbranquialpermite estimarla pérdidade sustanciaen la branquia

(diferencia entre la concentración de entrada y de salida del medio de perfusión). De acuerdo

con la definición previa, la tasa de eliminación vía branquial se calculó in vito por la

siguienteecuacion:

TASA DE ELIMINA ClON- (19)
0%:

La pérdida neta de nitritos puede ser estimada de la diferencia entre las concentraciones de

entrada (Cinp) y salida (Cout) en el medio de perfusión y su flujo (Fper). La cantidad total

intercambiable teórica de nitritos puede ser calculada a partir de la concentración de entrada

en el medio de perfusión y del volumen de distribución:

(o. -C
TASA DE ELIMINACION - Jflfl ouD Ep~j~ <2a)

Vd

Un método similar se empleó con los datos de absorción pero usando la concentración en el

agua (Cw), en lugar de la concentración en el plasma. Las ecuaciones finales son:

TASA DE ABSORCION - ct~C<t-1

)

Ch,
<21)
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para los cálculos in vivo y

TASA DE ABSORCION -

(C,~~C )Eper

C~. Vd

para la absorción branquial in vitro.

Se usó una cinética de primer orden para el metabolismo in vitro. estableciendo un modelo

similar al descrito en la ecuación 1.

(22)
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3.1. Eliminación in vivo de nitritos

La tabla II muestralos resultadosobtenidosparacadauno de los cinco animalesutilizados

en la pruebade eliminación¡a vivo de nitritos.

Tabla II. Concentración(mgfl de N-N02) en plasmatras la inoculaciónintravenosade

30gg/lOOgde pez.

Tiempo

(minutos)

1121

0 0.36 0.013 0.017 0.04

2 4.2 4.8 4.1 3.2 3.5

4 2.8 3.9 3,2 2.7 3.1

7 2.9 3.3 2.7 2.5 2.4

9 3.2 2.2

11 2.7

14 2.5 2.4

20 2.1 1.7 1,5

25 1 1.2

30 1.5 1.08 1.4

37 1.19 0.6

45 0.99 0.8 0.6

60 1.1 0.5 0.4 0.5

75 0.36 0.5

0.3

0.2

0.19

0.05
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Nitritos (fusil)

0,12

0,1

0,06

0,06

0,04

0,02

o
0 10 20 30 40 50

Tisiripo ~jnin, )

Fig. 4. Eliminación in vivo de nitritos.

Estos resultadosaparecenresumidosen la Fig.4.

A la vistade estosresultadossedecidióaplicar un modelomonocompartimentalal análisis

de los datos.Los resultadosde estaaplicaciónaparecenen la tablaII, La ecuaciónfinal que

explicala eliminación in vivo de los nitritos es

= 3.6 e0.034t

60 70 60

De los datosgeneralesse obtuvo una tasade eliminación (T.E.) = 0.034 + 0.007.
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Tabla III. Parámetrostoxicocinéticosobtenidospara un modelomonocompartimental,

comparadoscon los resultadosde un análisis no compartimental.

Modelo monocompartimental Modelo no compartimental

A

a

3.60 ±0.36

0.034 ±0.0073

107.68 + 22.19

30.17 ±7.34

0.28 ±0.051

8.38 ±0.80

111.19 ±13.52

25.91 + 7.34

0.27 ±0.034

7.02 + 1.19

20.91 ±5.088tln.

3.2. Eliminación iii vitro de nitritos

La TablaIV recogelos resultadosde las cuatropreparacionesde branquiasen cabezaaislada

que se realizaronparaestudiar ¡a eliminación de nitritos in vitro. Los asteriscosindican

cuandocambió la concentración.En las dos primeraspreparaciones,cuandoseestabilizó la

perfusiónsepasóunaconcentraciónde 3.8 y 3.9 mgII de nitritos, respectivamente.En las

preparaciones3 y 4 se comenzócon unaconcentraciónde 0.77mg/l de nitritos y a mitadde

preparación(cuando indican los asteriscos>sepasóa 6.53 mg/l de nitritos.

AUC

MRT

Vss
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Tabla IV. Concentración de nitritos (mg/l) en líquido de perfusion.

Tiempo 1 2
(minutos)

0 0 0 0 0

2 0 0.1* 0 0

4 0 0.13 0 0.32

6 0.02 0.2 O 0.62

8 0.02 1.9 0 0.78

10 0.02 3.1 0 0.81

12 0.06 3.5 0 0.83

0 0.81

0.81

0.81

0.104 0.81

0.170* 0.8V

1.31

28 3.7 2.86 2.56

30 3.7 4.65 4.99

32 3.7 4.90 5.44

34 3.8 6.11

36 3.8 4.57 6.40

38 5.44 5.40

40 5.44 2.9
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Nitritos (mg/ 1)

a

2

‘1

o

La fig. 5 representalos valoresde la primera de las preparacionesde branquiarealizadas.

La flecha indica la concentraciónde nitritos de entradaen líquido de perfusión.

A partir de los datos pareceque no se ha producido eliminación por la branquia. Para

comprobarque esta observaciónno está condicionadapor el límite de sensibilidad de la

técnicaanalíticautilizada, secalculó la máximatasade eliminaciónque seríaobservadaen

las condicionesutilizadasen el estudio.Dicho cálculosebasóen e] coeficientede variación,

medido medianteuna seriede replicados.Así se obtuvo una tasade eliminaciónmáximano

observable

T.E.max = 0.0038

2 ~ 8 8 10 12 14 16 19 20 22

T¡errpc (niln)

Fig. 5. Eliminación in vitro de nitritos

24 26 28 30 32 34 38

y una a max = - 0.038
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3.3. Metabolismo/captaciónin vitro de nitritos por los eritrocitos

La tablaV recogelos resultadosdel experimentode metabolismoitt vitro de nitritos, en el

que secompararondistintosmediosy su capacidadparahacerdesaparecerlos nitritos de la

fracción soluble: sangrecompletade trucha, plasma, líquido de perfusión y líquido de

perfusiónal que se le añadieronhematiesdetrucha arcoiris. Paracadamediose realizaron

cuatro replicados,que aparecenen la tabla conlas letras A, B, C y D.

Tabla IV. Metabolismoiii vitro de nitritos.

Tiempo (horas)

Replicados 0 i 2 3 24

Sangre
completa

lA 3.09 224 1.27 0.97 -

lB 3.21 2.36 1.39 1.27 -

1C 3.21 2.12 1.51 1.51 -

íD 3.03 2 1.27 0.97 -

Plasma

2A 2.97 2.73 2.85 2.61 2.49

28 2.97 2.91 2.97 2.73 2.49
2C 2.97 2.91 3.03 2.61 2.49

2D 2.91 2.85 2.97 2.61 2.49

Liquido de
perfusión

3A 2.97 2.85 3.09 2.73 2.97

3B 2.97 2.91 2.97 2.18 3.4
3C 2.97 2.97 2.97 2.97 2.95

3D 2.97 2.97 3 2.97 2.79 ¡

Liquido de
perfusión

+ hematies

4A 2.97 1.88 1.39 1.27 0

48 2.85 1.88 1.27 1.39 0 ¡
4C 3.09 2 1.58 1.58 0 ¡

4D 2.73 2.24 1.58 1.76 0
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En la figura 6 se representanlas curvasde ajustesparalas distintos mediosdel experimento

de metabolismoitt vitro de nitritos. Se representantambiénlas desviacionestípicas de los

distintos replicados.

A partir deestosdatossecaleulóunaa metabólicade 0.34±0.06y unatasade eliminación

atribuibleal metabolismo

T.E.metab -0.41 + 0.09

3~ 5

3

n2> 5

‘>2
tfl
o
4-J

~t 5

7

1

0, 5

0

0 1 2 3 24

Tiempo (horas)

Fig. 6. Metabolismo iii vitro de nitritos. Sangre(U), plasma (‘9, líquido de
perfusión (+) y líquido de perfusión con hematies (x).

25
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3.4. Comparaciónin vivo 1 iii vitro

5

n

0)3E
~.1

(n
o

4-)

7

1

o
80

Fig. 7. Eliminaciónde nitritos.

En la fig. 7, Serepresentaunavisión gobalde la eliminaciónde nitritos en la truchaarcoiris.

La figura muestra los valores reales (‘9; el ajuste a un modelo monocopartimental

); laeliminaciónbranquialesperadacalculadaa partir de la tasa¡a vitro (----); y

el metabolismo-absorciónpor hematiescalculadopor la tasala vitro (..4. En laeliminación

la vivo y el metabolismola vitro las barrasverticalesrepresentanla desviacióntípica; en la

eliminaciónbranquialtu vttro, las barrasrepresentanla máximaeliminación no observable

de acuerdocon la sensibilidadde la técnica.

La figura muestra como la eliminación calculadaa partir de los datos ¡a vitro no puede

explicar labajadaqueseproduceen la curvade eliminación la vivo. Sin embargo,los datos

El 20 40 80

Tiempo Cmin.)
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de metabolismoo captaciónpor hematiesexplicarían el rápido descensoen los niveles

plasmáticosde nitritos observadosin vivo.

3.5. Absorción iii vivo de nitritos

La tabla VI recogelos datos obtenidos en los tres peces en los que se realizó la prueba de

absorciónin vivo de nitritos. La figura 8 representala mediay desviacióntípicade estos

datos.

Tabla VI. Concentraciónde nitritos

concentración de 1.5 mg/l de nitritos.

(mg>’» en plasmade truchas en acuario con una

Tiempo
(minutos>

1 2 3

0 0.08 0.2 0.1

30 0.49 0.57 0.26

60 0.69 1.04 0.87

90 1.14 1.71 1.71

120 1.28 1.8 2.59

240 2.63 1.8 3.02

360 1.8 2.68

de la primera fase(absorciónlineal> de la curvaanteriorse obtuvo unaUtilizandolos datos

tasade absorción

T.A. = 0.011 + 0.002
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2> 5

3

2>5

2

1.3

1

0> 5

u
100 200 400

Tierypo (m~n.)

Fig. 8. Absorción in vivo de nitritos.

3.6. Absorción br vitro de nitritos

La tabla VII recogelos resultadosde las tres preparacionesde branquiasen cabezaaislada

de trucha que se realizaron en el estudio de absorción in vitro de nitritos. En estas

preparacionesse hizo circular un medioexternocon unaconcentraciónde nitritos entre 1.5

y 3 mg/l.

Tal como apareceen la figura 9, en todos los casosse observóun aumentoprogresivode la

concentraciónde nitritos en el perfusadohastaun máximoo meseta,produciéndosedespués

un descenso.Estadisminución no se observópara ningún otro compuestoy no puedeser

satisfactoriamenteexplicado,pero, en cualquiercaso, la fase inicial de la curvajustifica la

necesidadde utilizar la mesetaen los cálculos de tasas. Así mismo, en la figura 6 puede

versecomo la preparaciónprevia que se realizóen aguasin cloro (lineapunteada),alcanzó

valoresde absorciónmuy elevadoscon respectoa las otraspreparaciones(Jineacontinua).

0 300



RESULTADOS 82

Tabla VII. Concentraciónde nitritos en líquido de perfusión (mg/O.

1 2 3

O 0 0 0

2 0.096 0 0.015

4 0.092 0.061 0.088

6 0.115 0.09 0.116

8 0.096 0.11 0.116

10 0.132 0.10 0.112

12 0.108 0.096 0.096

14 0.094 0.096 0.104

16 0.084 0.09 0.076

18 0.092 0.096 0.076

20 0.084 0.091 0.064

22 0.084 0.073 0.06

24 0.056 0.063 0.048

0.073 0.048

0.07 0.044

0.05 0.048

0.055 0.038

0.031

0.031

0.029

0.025

0.025

0.027

46 0.021

48 0.025

50 0.017

52 0.011

54 0.011

56 0.011

58 0.009

60 0.007

62 0.006

64 0.006

66 0.005
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Nitritos (r~/1)

1

0>6

0,6

0,4

0,2

o

Fig. 9. Absorción iii vitro de nitritos.

La figura 10 muestralos valores realesde absorción(“9; el ajustelineal ( ); y la

absorciónbranquialesperadacalculadaa partir de la tasain vitro (----). Lasbarrasverticales

representanlas desviacionestípicas.

Se tomaron en cuentalos valores de la mesetade las curvas, obteniéndoseuna tasade

Absorción in vitro

T,A. = 0.013 ±0.005

mientrasque in vivo alcanzaun valor similar

T.A. = 0.011 + 0.002

El E tO 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (iran.
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Nitritos (mg!))

5

2

2

1

0

Tiempo (mm.)

Hg. 10. Absorción de nitritos en truchaarco iris.

Tabla VIII. Resumende las tasasde absorcióny eliminaciónde nitritos.

IN VIVO IN VITRO

Absorciónde nitritos 0.011 + 0.002 0.013 ±0.005

Eliminación de nitritos 0.033 + 0.007 0*

Metabolismode nitritos 0.41 + 0.091

* No hay diferencia entre la concentraciónde entrada y salida. La máxima tasa de

eliminaciónno detectablepodríaser 0.0038de acuerdocon la sensibilidadde la técnica.

84
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3.7. Eliminación iii vitro de cobre

La tabla IX recoge los valores de concentraciónde las muestras tomadasen las cuatro

preparacionesde branquiaen cabezaaislada.En las cuatro preparacionesseemplearonlas

siguientesconcentracionesdecobreen el líquido de perfusión:preparación1 (1664 Mg1’),

preparación2 (1951 gg!l), preparación3 (2161 y 428 gg/l) y preparación4 (1025 y 408

~g>’1)~En su caso, los asteriscosrepresentanel punto en quecambió la concentracion.

Cobre (~/1)

2. 500

2. 000

1. 500

1. 000

500

El

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo

Fig. 11. Eliminación de

La figura 11 representalos valoresde unapreparaciónde cobrein vitro. Las flechasindican

los valoresinicialesde cobreperfundido,quecomoseseñalóantessecambiarona mitad de

la preparación.

50 55 60 65 ‘7040 45

(irán. )

cobre in vitro.
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Tabla IX. Concentraciónde cobre (yg/l> en líquido de perfusión.

Tiempo 1 2 3 4

o o o o o
2 286 22 0 0

4 78 842 0 32

6 728 1417 114 417

8 1652 600 536

912

1826 1190 876

1876 1447 926

1016

967

1971 2005 740

32 1430

34 1782 2074 454

36 1814 1628 401

38 1404

40

42 688 493

44 601 473

46 560 471

48 508 443

471 470

469 278

702 461 331

435 360

1404 421 378

60 411 380

62 420 350

64 426

66 434

68 426 380

70 412 350

72 366
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3.8. Eliminación ja vitro de cobrecon células

Tabla X. Concentraciónde cobre(¡¿gil) en líquido de perfusión.

Tiempo 1 2

(minutos)

O O 0 0

2 0 22 0

4 96 120 67

6 136 920 1063

8 149 1464 1361

10 159 1311 1461

12 156 1388 1472

14 160 1375 1502

16 158 1392 1351

18 147 1319 150’?

20 144 1388 1521

22 143 1437 1472

24 146 1461 1449

26 161 1373 1452

28 198 1559 1348

30 143 1552 1471

32 180 1515 1448

34 180 1466 1474

36 208 1650 1404

38 208 1576 1556

40 204 1510 1277

42 204 1628 1278

44 202 1569 1597

46 202 1493 1547

48 1579 1664

50 1505 1664

52 1155 1674

54 1236 1490

56 1463 1518

58 1253 1519

60 1248 1695
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La tablaX recogelos valoresdeconcentraciónde cobreen las trespreparaciones.En los tres

casos las concentracionesde entrada(C~) fueron 178, 1428 y 1559 Mg” respectivamente.

Los asteriscosindicanel momentoen que seempezarona perfundir hematies.

Cobre (E»/1)

250

ZElEl

t50

100

50

o
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (xdi~.

Fig. 12. Eliminación de cobre iii vitro, con y sin células.

La figura 12 representauna de las seriesde datos del experimentodeeliminacióndecobre

con y sin hematies.Sepuedeobservarla subidaen el nivel de cobrede salida(disminución

en la eliminación branquial hacia el medio) conforme empiezana perfundirse hematíes

conjuntamentecon el líquido de perfusión (flecha).
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Fig. 13. Eliminación de cobre
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en truchaarco iris.

Los resultadosconjuntossobrela eliminaciónde cobreen truchaarcoirisse muestranen la

Fig.13. Los valores reales la vivo están representadospor símbolos. Sobre estos está

representadala recta de regresión de la fase lenta o de eliminación del modelo

bicompartimental( ), la rectaque representala eliminaciónin vitro con células

> y la curvade eliminaciónin vitro (....) en la queserepresentanpor barrashorizontales

las desviacionestípicas.

La tablaXl. muestraun resumende las tasasde eliminaciónde cobrein vivo e in vitro, y

dentrode este,con la utilización o no de célulasen el líquido de perfusión.
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Tabla XI. Tasasde eliminaciónde cobreen trucha arco iris.

IN V177R0 IAl VIVO

Sin células 0.038 + 0.024

Con células 0 ±0.03

0.0035 + 0.0005

3.9. Absorción ¿u vitro de cobre.

No sedetectaroncantidadesapreciablesde cobreen líquido de perfusión. De todos modos

pudierahaberseproducidouna reducidaabsorciónpordebajodel límite de detección(18.5

¡xg/l).

3.10. Ahsorción¡a vitro de xileno de almizcle.

La tabla XII recogelos valores de xileno de almizcle en líquido de perfusión recogidos

durantelas trespreparacionesde branquiasen cabezaaisladaquese realizaron.Durantecada

preparaciónseañadieronal medio externo 1 ¡¡gIl en el minuto 0, 10 Mg11 en el minuto 20

y 100 ¡¡gIl de xileno de almizcle en el minuto 40. La figura 14 representa,separadospor

líneadiscontinualos tresperiodosde tiempo, los valores mediosde concentraciónde las tres

preparaciones.Las barrasrepresentanlas desviacionestípicas.
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Tabla XII. Concentraciónde xileno de almizcle (¡¡gil) en líquido de perfusión.

Tiempo
(minutos)

2 3

0.06 0.04 0.08

0.07 0.2 0.5
0.14 0.2

0.12 .2 0.5

0.2 0.3 0.7
25 0.5 1.8 2.6

30 0.7 2.6

35 1 8 6.3
40 0.8 2.7 4.3
45 6.9 32.4 14.5
50 10.2 41.2 29.4

55 28.9 32
60 15.2 24.4
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Fig. 14. Absorción iii vitro de xileno de almizcle.

lug/1 10 uq/1 100 uq/1

1

iii



RESULTADOS 92

3.11. Eliminación ¿u vitro de xileno de almizcle

La tabla XIII recoge los valores de concentraciónde xileno de almizcle en las dos

preparacionesque se realizaron. La figura 15 representalos valores medios y sus

desviacionestípicasmediantebarras.

Tabla XIII. Concentraciónde xileno de almizcle (¡¡gil) en líquido de perfusión.

1Tiempo

(minutos)j

0 0.09

2

0.10

5 0.09 0.09

10 0.4 1.2

15 0.8 1.1

20 1.3 1

25 1.6 1.4

30 1.5 1.4

35 2.2 1.5

40 1.2 2

45 1.5 1.8

50 1.6 2.2

55 1.8 2.1

60 1.8 2.1
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¡ ¡

20 30 40

Tiempo (miL.

Eliminación in vitro de xileno

so 60

de almizcle.

3.12. Eliminación de xileno de almizcle con células

La Tabla XIV contiene los valores de concentraciónde las dos preparacionesque se

realizaronutilizando células sanguíneasen el líquido de perfusión.La figura 16 representa

los valores mediosde dichas preparacionesy las desviacionestípicaspor medio de barras.

Con líneasdiscontinuassehan separadoslas tres partesen que sedividió cadapreparación

con respectoa la concentraciónbasedel líquido de perfusión: del minuto O al 15 (5 ~tgIl),

del minuto 15 al 35 (lO ¡¡gil) y de) minuto 35 al 60 (10 ¡¡g/l y célulassanguíneas).
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Tabla XIV. Concentraciónde xileno de almizcle (¡¡gil) en líquido de perfusión.

Tiempo 1 2
(minutos)

0 0.09 0.09

5 0.8 0.19

10 1.3 0.19

15 1.4 0.5

20 1.5 0.6

25 1.6 0.7

30 2.2 0.9

35 2 1.1

40 2.7 1

45 4.4 1.8

50 4.1 5.2

55 4.6 3.8

60 4.8 4.5
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Fig. 16. Eliminación iii vitro de almizcle de xileno en presenciade hematies.

3.13. Ingreso de partículas i’ia branquial

En todas las muestrasde liquido de perfusión analizadasno pudo encontrarseninguna

partículafluorescente.Sin embargoserecuperaronclaramenteen el sedimentode un control

positivo. En los cortes de branquiascontrolesno aparecióningunapartículamarcadacon

fluorescencianaranja.Tampocoseencontraronen las muestrasde branquiaslavadas.Sin

embargo,seencontraronpartículasfluorescentesen el interior del tejido de las preparaciones

experimentales,lavadas,tal comoapareceen la fig. 17 excluyéndoseasí la posibilidadde que

hubieranquedadopegadas.

95
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3.14. Ingresode bacteriasvía branquial

De ninguna de las muestras de líquido de perfusión se pudo aislar Renibacterlum

salmoninarum,si bien estasmuestrassuelenteneruna gran contaminación.Además, ni la

técnicade PCR ni el inmunoblottingfueroncapacesde detectarestabacteriaen líquido de

perfusión. Por otra parte, tampocofue posible detectarla presenciade Yersinia ruckery en

líquido de perfusiónpor bacteriologíaconvencional.

Los mismos resultadosse obtuvieronen las preparacionesde Renibacteriumcuando se

aplicarontóxicos en la perfusión.

Con la técnica de inmunohistoquimicatampoco fue posible detectar la presenciade

Renibacteriumsalmoninarumen el tejido branquial. Sin embargo,dicha técnicapermitió

comprobarel pasoal epitelio branquial de Yersiniarucke¡y (figura 18).
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1. Utilidad de la perfusiónbranquialparala producciónintensivade truchas.

El trabajo que aquí se presentaha permitido confirmar las posibilidadesde la técnica

empleada,la perfusiónbranquial, mediantelas aplicacionesmetodológicasdesarrolladasy

validadascon los experimentosque aquí se presentan,como herramientaaplicativa que

permite valorar una serie de aspectosque consideramosde gran interés para el sector

socioeconómicode la producciónintensivade peces.

Nuestros resultadossugierencomo el sistemasirve para estimar la biodisponibilidad de

contaminantespresentesen el medio acuático. Se ha adaptadoel sistemapara estudiar la

absorcióny la eliminación de compuestos,ante diferentes calidadesde agua. En estos

compuestossehandesarrolladoestudioscinéticoscompartimentalesdemostrandola buena

concordanciacon los estudios realizados iii vivo. Por este medio se ha conocido la

toxicocinéticadecompuestosde interés.Asimismola técnicaharesultadoeficazparaabordar

estudioscinéticossobre compuestoscuyascaracterísticashacenmuy difícil otros abordajes

convencionales.

El conjuntode los resultadosindica que estatécnicapermiteestablecercuantitativamentela

lasade absorcióny eliminación,las modificaciones,tambiéncuantitativasen estastasasen

funciónde las condicionesde calidadde agua,asícomodeterminarlos posiblesmecanismos

y estructurasque intervienenen la cinéticade un compuestodado.
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Todasestasaplicacionestienen una gran importanciadentro del mundo de la acuicultura.

Podemosconocerlos niveles de exposicióna contaminantes,así como la influencia de la

calidadde agua.En estesentidodebemosconsiderarque las condicionesde calidadde agua

de las piscifactoríasde nuestropaís, abarcanun amplio espectroen cuantoa pH, durezay

conductividadeléctrica(MOPU, 1983; Tarazonaet al., 1990).

Nuestro sistema va a permitir extrapolar el estudio de cinética en la trucha de un

contaminanteconocido, para cualquiercondición de calidad de agua. Ademáspermitirá,

conocer,medianteestatécnica,comopuedeser la biodisponibilidadde un tóxico conocido

en un tramo deaguaenconcreto,consuscaracterísticasespecíficasdecalidadde agua,antes

de que se monten las instalacionesde una nuevapiscifactoría.

En otro apartado, nuestros resultadosdemuestranque se puede utilizar el modelo de

perfusiónbranquialparaestudiarel ingresoenel pezdeantígenosparticulados,comomodelo

de infección. Esteresultadoha sido validadopor su uso condos tipos de bacterias.

La importanciade la branquiacomoórganode entradade agentesinfecciosos,nos permite

estudiar este proceso de ingreso mediante la técnica de perfusión branquial lo que se

convierte en una herramientaeficaz en la lucha contra estas enfermedadesque suponen

regularmentegrandespérdidaseconómicas:por las bajas,por el descensoen la ganancia

ponderaly por las grandesinversionesque hayquehacer en farmacoterapia,muchasveces

con pocosresultados.

En el casode agentesinfecciosos,sepuedeconoceren qué medidapuedenéstosingresaren
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el organismo. Esto aporta información de importancia en tres campos fundamentales.

Primero, se sabeque el ineficazcontrol de algunasinfeccionespiscícolasde interésse debe

al desconocimientode el mecanismode ingresoen el organismoanimal. En segundolugar

abrepaso a la utilización de vacunasmejorandoel ingreso del antígenoy, por tanto, la

protección.Por último, nuestrosistemapermite valorarcomopuede influir la presenciade

un contaminanteen la entradade determinadosagentespatógenos,problemaque ha sido

ampliamenteobservadoy es de gran importanciaeconómica.

2. La perfusiónbranquialcomo alternativaa los estudios¿avivo.

Las preparacionesitt vitro de branquiashan sido ampliamenteutilizadas paraestudiar la

fisiología branquial.Ya a principios de siglo <Krakow, 1913) comenzarona usarseestas

preparacionesquepermitencontrolary medir muchasvariablesde la funcionalidadbranquial.

En concreto,la técnicaempleadaen estatesis, la perfusiónde branquiasen cabezaaislada,

ha sido muy utilizadaen estetipo de experimentos(Gardaireet al., 1985; Anderssony Párt,

1989; Avella y Bornancin, 1989; Block et al., 1991; Párty Svanberg, 1981; Párt et al.,

1984; Párteral., 1985; etc).

La utilizaciónde estemétodopermiteobtenerun grannúmerode datos utilizandoun menor

númerode pecesen los experimentos,eliminandoel estrésen los mismosy haciendomenos

prolongadosy costososlos estudios.

Los métodosde perfusión se han aplicado al estudio de la fisiología branquial en varios
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temas: intercambio de iones con el medio, estudio de las constanteshemodinámicase

intercambiogaseoso.

En cuantoel estudiodel transporteiónico, esta técnicase ha utilizado para examinarel

mecanismode la excreciónde amoniacoy la absorciónde sodio. PrimeramentePayany

colaboradores(1975)estudiaronla bombadesodioen la preparacióndeperfusiónbranquial,

en relacióncon la excreciónde amoniaco.Tambiénse estudióel efectode la temperaturay

CO, (Payany Matty, 1975).Posteriormente,Payan(1978) estudióel intercambioNa~/NH4
4

en la branquiade trucha. Girard y Payan(1980) estudiaronlas diferenciasen aguadulce y

aguasaladay la participaciónde los distintos tipos celularesen la absorciónbranquial de

sodio. Esta línea ha sido seguidapor otros autores(Gardaireet al., 1985). La absorciónde

cloruro estárelacionadacon la concentraciónde HCO; y CO
2 (Perry et al., 1984a), y está

controladaadrenérgicamente(Perry et al., 1984b).

Perryy colaboradores(1985b)compararonel transporteiónicoenla preparacióndeperfusión

branquial usandosoluciónsalinade Ringery sangrecomolíquido de perfusión,analizando

CF, Na~ y NH4~. Una revisióndel temafue realizadapor Avella y Bornancinen 1989.

Muchosestudioshemodinámicossehanrealizadoenpreparaciónde branquias(Wood, 1974;

Payany Girard, 1977; etc.). En cabezaaisladase ha estudiadocomovaría la resistencia

vasculary el intercambiode oxígenoal añadir adrenalinaen el suero (PArt et aL, 1982).

Sobre el intercambio gaseoso,el papel de los eritrocitos y del epitelio branquial en la

excreciónde C02 fue estudiadopor Perry et al. (1982). Por otra parte, Párter al. (1984)
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estudiaronla tensiónde oxígenoantesy despuésde las branquiasconcluyendoque debía

haberun “shunt” no respiratorioen la segundalaminilla.

En un trabajoposterior,Perry et al. (1985a) revisaronel comportamientode la preparación

de branquiasen cabezaaislada en cuantoa intercambiogaseoso,equilibrio ácido-basey

respuestahemodinámica,utilizando suero fisiológico o sangrecomolíquido de perfusión.

Todos estosestudioshanhechoque la técnicase constituyacomounaalternativaitt vitro al

usode peces(Perry a al., 1984).

2.1. Empleode la técnicaen toxicología.

Dentro del campode la toxicología, la técnicade la perfusión branquial permite obtener

informaciónvaliosa sobre la biodisponibilidadde los tóxicos, puesun primer pasode esta

consisteen comoson captadospor los organismos(Párt, 1990).

La absorcióndecadmioha sidoampliamenteestudiada,primeroen general(Párty Svanberg,

1981).PosteriormentePárta al. (1985)estudiaronla disponibilidaddecadmioen diferentes

calidadesde agua.Por otra parteestudiaron¡a influenciade algunosagentesquelantescomo

EDTA y citrato en la absorciónde cadmio(Párt y Wikmark, 1984). Posteriormenteotros

autores han estudiadola absorciónde cadmio en presenciade xantatos, así como ]a

distribución intracelulardel metal (Block et al., 1991).

Párt (1989a)estudiócon estatécnicala relacióndel coeficientede partición octanol-aguay
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del pH en la absorcióndediversoscompuestosorgánicos.Paralelamenteestudiólas distintas

tasasde absorciónbranquialde fenolesen aguadulcey salada(P~rt, 1989b). La preparación

de cabezade truchaha sido, asimismo, empleadapara estudiarla absorción, metabolismo

y eliminacióndel benzo[a]pyreno, (Anderssony P~rt, 1989).

La absorciónde compuestoshidrofóbicosha sido ampliamenteestudiada,en sus aspectos

metodológicos(Párt e! al., 1992) en relacióncon la temperatura(Sijm et al., 1993), con el

flujo de sangrey agua(Sijm e! al., 1994) y con la alometría(Sijm e! al., 1995).

Sijm (1993) observó tasas de absorcióncomparablesparavarios compuestosorgánicosy

sugirió el método comouna alternativaal uso de peces.

Este sistemapresentaunasenormesventajasa la hora de estimar la biodisponibilidad de

tóxicos.Paraello habríaqueadaptarlopararealizarestudiostoxicocinéticos.El primerpaso

parasuvalidaciónseríacompararlas cinéticaspara un mismo compuesto,realizadaspor el

procedimientotradicional itt vivo e in vitro por el sistemade perfusiónbranquial.

2.2. Empleode la técnicaen los estudiostoxicocinéticos.Aproximacióncuantitativa.

El primerobjetivodel presentetrabajoconsistióen buscarun sistemaquepermitierarealizar

comparacionescuantitativasmediante los cálculos adecuados.Para ello comparamoslos

valores obtenidos por los métodos convencionalescon los hallados con la técnica de

perfuston.
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Pararealizar unacomparaciónde cinéticas¿a vivo- la vitro es necesariotener en cuentael

diferente significado de los parámetroscalculados.Utilizando el método itt vitro, esfácil

calcular la tasade aparicióny desapariciónpor la diferenciaentre las concentracionesdel

mediode perfusióny el perfusadorecogidodespuésdel órgano(Robinsonet al., 1993).Esas

tasaspuedenser comparadasdirectamentecon la eficiencia¿a vivo de órganosespecíficos,

determinadapor la diferencia en la concentraciónarterio-venosaa través del órgano

(Wilkinson y Shand, 1975),pero no con la tasade eliminacióntotal.

Una forma de realizar comparacionesentre los sistemasla vivo e ¡a vitro es utilizar los

modeloscompartimentales.Estosmodelosasumenla existenciade un compartimentocentral

en el queel tóxico sedistribuye uniformementey parael queel cambio en la cantidadtotal

de sustanciaen el compartimentocentral, normalizadoparala concentración,pesoy tiempo

es constantey referido a la tasaconstantede eliminación. Un cambioequivalentepuedeser

calculado¡a vitro usandoel volumendel compartimentocentralcomoreferencia.Un abordaje

similar puedeusarsepara realizarcomparacionesen la rasade absorciónde la sustancia.

Siguiendoesapauta comparamoslas tasasde absorciónde nitritos in vivo e in vitro. Los

nitritos, comohemosvisto, tienenunagran importanciaen pisciculturay la accióntóxicaque

desplieganlos nitritos en el organismodependedirectamentede la absorciónde éstospor el

mismo.De hecho, las diferenciasespecíficasencontradasen cuantoa sensibilidada nitritos

se debena diferenciasen la tasade absorciónde los mismos(Williams y Eddy, 1988).

Sin embargo,pese a su importancia, no se conocebien cuál es la vía de entrada. Las

branquiashansidoconsideradascomola rutaprincipal por la queentranlos nitritos en el pez
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(Bath y Eddy, 1980; Williams y Eddy, 1988).Sin embargoexiste discrepanciaal respecto.

Paradesarrollarnuestroprimerobjetivoseusaroncomparacionesentrevaloresla vivo y tasas

obtenidas de la preparación de perfusión branquial usandoconceptoscompartimentales.

Nuestros resultados, que se resumen en la tabla VIII y se ilustran en la fig. 10, muestran

tasas de absorción de nitritos calculadas iii vivo e iii vitro muy similares. Estos resultados

confirman la hipótesis de otros trabajos (Bath y Eddy, 1980) al mostrar que la absorción de

nitritos puede explicarse completamente por el paso a través de las branquias.

Por otra parte,seconocencondicionesde calidadde aguaque hacenvariar la toxicidadde

los nitritos. Por ejemplo, se sabeque la toxicidad para trucha arco iris decrececuandose

incrementanlas concentracionesdel ion cloruro (Brown, 1993), lo que ha sidocitadopara

otrasespecies.La relaciónentreambosiones seconfirmacuandose ha visto que branquias

de truchaarco iris expuestasa nitritos teníanmayor númerode célulasdel cloruro (Gamo

et al., 1984). La absorción,comovemos, va aestardirectamenteinfluida por los nivelesde

cloruros en el medio.

Como puedeverseen la figura 9, la preparaciónde branquiasen cabezaaislada nos ha

permitidoreproducirestosresultados¡a vitro, lo quepruebasu capacidadparafuncionarcon

distintasconcentracionesde ionesen el medio, al igual que en los trabajos itt vivo.

Las comparacionesla vivo-la vitro prueban que la absorción de nitritos puedeser explicada

por la absorciónbranquial y la eficaciade la técnicaen relacióncon su adecuacióna los

resultados obtenidos in vivo. Además, se constata la capacidad de este sistema para
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reproducirdistintascondicionesambientales.

A la vista de los resultados,la técnicade perfusión branquial tambiénpodríaservir para

hallar valores cinéticos similares a tasas de absorcióny eliminación para determinados

compuestoscuyanaturalezahacedificil un estudioconvencional.El xileno de almizcle, por

ejemplo,esun compuestoaromáticodegranhidrofobicidad.Compuestoscomoésteplantean

problemasparahallar tasasde absorcióny eliminaciónen un estudio¡a vivo (Boleaset al.,

1996). Sin embargo,estimar de algúnmodo la biodisponibilidades de gran interés ya que

estoscompuestos,sin ser tóxicos parapeces,seacumulanen el cuerpode estospudiendo

pasaral consumohumano.

El siguienteobjetivofue estudiarla cinéticadel xileno de almizcle utilizando la preparación

de branquiasen cabezaaislada.Comono podíamosdisponerdel volumendedistribucióndel

compuesto,que debeser obtenido itt vivo, se calcularon una serie de valores, ‘tasas” de

absorción y eliminación de xileno de almizcle, prescindiendode este parámetro. Sin

embargo,comoel volumen de distribución es un valor intrínsecoparacadacompuesto,no

conociéndolopodemos,sin embargo,valorarel efectode unaseriede factorescomola dieta,

factores físicos, calidad de] agua. sobre la absorcióny eliminación. Los resultadosno

muestranunagran variabilidad entre las “tasas” para diferentesconcentraciones,lo que

permitehacercálculoscinéticosobteniendovaloresparacompuestoscomoésteen que son

difíciles de conseguiren un estudioitt vivo. Ademássepuedenevaluarel efectode distintos

factores lo que permite modificar la absorcióno eliminaciónde un compuestocuandonos

interese.
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Por tanto, hemosvisto como el sistemade perfusión branquial nos ha permitido realizar

estimacionescuantitativasusandomodeloscompartimentales.Por la comparaciónde tasasde

absorciónitt vivo - la vitro, hemoscomprobadoque este sistema constituye una buena

alternativaa los estudiositt vivo. En la fig. 19 puedeapreciarsecomola estructurabranquial

se mantieneíntegradespuésde la perfusión branquial. Por otra parte, el sistema nos ha

permitidoobtenerdatossobrela cinéticade un compuesto,comoel xileno dealmizcle,difícil

de estudiar la vivo. Además,podemosestudiar los efectos de diversos factores sobre la

absorcióny eliminaciónde compuestoslo que nos permitirámodificaréstasen la dirección

que queramos.

3. La perfusiónbranquialcomomodelo paravalorarmecanismostoxicocinéticos.

En estepunto,nuestroobjetivofue estudiarla eliminaciónde nitritos, tanto la vivo comoitt

vitro, y utilizar la técnica de la perfusión branquial para comprender los mecanismos

cinéticos implicados.

La cinéticade nitritos puedeser descritapor un modelo monocompartimentalde primer

orden. Como puede comprobarseen la tabla III, existe gran homogeneidadentre los

parámetrosestimadospor el modelocompartimentaly aquellosestimadospor un modelono

compartimental,lo que indica la bondaddel mismo. El valor obtenidoparael volumendel

compartimentoes superior que el volumen plasmáticosegún (Barron et al., 1987), pero

menor que el valor medio publicado para fluidos de teleósteosde aguadulce (Holmes y

Donalson, 1969). Los mecanismosde toxicidad de los nitritos demuestranla absorciónde

estecontaminantepor los hematíes.El volumenobservadoconcuerdacon el tota] volumen
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sanguíneo,así, los resultadossugierenla distribución de nitritos en el plasmay hematíes.

Los resultados(tabla IV) sugierenque no se produceuna eliminaciónbranquial la vitre, o

si seproducees inferior a los límitesanalíticosde detección.Esto contrastacon las tasasde

eliminaciónja vivo obtenidas,resumidasen la tabla VIII.

Unaposiblecausapodíaser que la eliminación¿a vivo no eraexcreciónsino transformación

metabólicaa otros compuestos.Paracomprobarestahipótesisrealizamosun experimentoin

vitro quecompararala desapariciónde los nitritos conel tiempoen presenciao ausenciadc

célulassanguíneas.Comopuedeverse en la fig. 6, en las muestrasque conteníancélulas

sanguíneaslos nitritos desaparecieronrapidamentemientras que en las otras muestras,la

concentraciónde éstossemanteníaconstanteconel tiempo.Estosexperimentositt vitro sobre

el metabolismoy la captaciónde célulassanguíneasdemuestranque estemecanismopuede

explicar completamentela eliminación real de plasmaobservada¡a vivo. Los resultados

pruebanque los hematíesson los responsablesde la pérdidade nitritos en sangreo en suero

salino Cortland.Los nitritos oxidanla hemoglobinaametahemoglobina,siendoesteproceso

el principal modo de acciónde los nitritos (Lewis y Morris, 1986; Russoet al., 1991). La

tasade formaciónescuatrovecesmayorparasolucionesde hemoglobinaqueparahematíes,

lo que sugiereque la captacióna través de la membranacelular es un factor limitante. De

estemodo no hay cantidadessignificativasde nitritos eliminadasen el plasma.

Comohemosvisto, los datosla vdro indican que las branquiasno jueganun papelprincipal

en la eliminación de nitritos. De hecho, no se pudo detectarpérdidade nitritos por las

branquias,por ello, el límite de detecciónde la técnicaanalíticadebeser consideradocomo
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la tasamáximaposible de eliminación(Tabla VIII). Este máximo no explica la eliminación

real observada ¡a vivo, solo explicable mediante los resultados del experimento de

metabolismoy/o captaciónpor hematíes(fig. 8).

Ademásde la cinéticade nitritos que sedescribeen estatesis, el aspectofundamentalreside

en que se pruebala utilidad de los modelos¿a vitro para estudiarlos mecanismoscinéticos

de los modelosno mecánicos¡a vivo.

Nuestrosiguienteobjetivofue aplicar la técnicade perfusiónbranquial,conel uso añadido

de células sanguíneasdentrodel líquido de perfusión, parael estudiode los fenómenosde

“binding” y su implicación en la cinéticade diversoscompuestos.El uso de células en la

preparaciónde perfusión branquial representauna innovación en la técnica y permite

investigar el papel de ésta en determinadosmecanismoscinéticos. La preparaciónde

branquiasen cabezaaisladaha sido ya utilizadaconsangrecomo mediode perfusión(Perry

et al., 1985) con el objeto de mejorar las condicionesde funcionamiento,pero no se ha

realizadohastaahoraningunapreparaciónconcélulas sanguíneasañadidasal sueroCortland

utilizado habitualmente.

La capacidadde unión (‘binding’> de la sangrees, aparentemente,un importantefactor en

la tasade absorción(Párt, 1989a). Nuestrosprimeros trabajosseorientaronhaciael cobre.

En estemetal (tabla IX), las branquiasmuestranuna capacidadin vitro de eliminar cobrea

una velocidad superior que la tasa real observadaitt vivo. La diferencia, un órden de

magnitud,sugeríaque la eliminaciónde cobrepodíaestarlimitadapor la unión del cobrea

las proteínasplasmáticasy células. De hecho, la alta afinidad de este metal esencialpor
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ciertasproteínasha sido demostradoclaramenteen varios trabajos(Bettger et al., 1987;

Riordanand Gower, 1975).

Preparamos,pues, un experimentoen el cual se añadíancélulasal líquido de perfusiónen

la segundapartede la preparación.Al añadir las célulassanguíneas(fig. 12), la eliminación

de cobre in vitro se redujo drásticamente,lo que pruebaque es esa fracción celular la que

retiene¡a vivo al cobre.

Quedaba clara, por tanto, la razón de la discrepancia entre esos valores de cobre itt vivo e

¿a vitro. Por otra parte, sabemosque el xileno de almizcle presentaunos valores de

eliminación itt vitro queno explican la granpersistenciade estasustanciaen los estudiosde

distribución la vivo realizadoshastala fecha.

Cuandoseañadieroncélulasa lapreparaciónconxilenode almizcle, seobtuvieronresultados

similaresa los obtenidosen la eliminaciónde cobre. La tasasde eliminaciónpasaronde 1.58

a 1.04 y de 1.8 a 1.1, en ambaspreparaciones,como puedeverseen la fig. 16. Estosdatos

concuerdancon los obtenidosla vivo (Bolease! al., 1996).

En esteapartado,nuestrosresultadosindican que los modelos¡a vftro y específicamentee]

método de la perfusión branquial, pueden ser útiles también para la comprensión de los

mecanismoscinéticos. La combinaciónde modelos compartimentalesy técnicas¡a vitro

aparece como una solución práctica a los estudios toxicocinéticos en peces. Un acercamiento

similar, usandoun modelode perfusiónde piel porcinaha sidopropuestorecientementepara

mamíferos (Riviere et al., 1995). Con el sistema de perfusión branquial, mediante la
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comparación¡a vivo e ¿a vitro hemosvaloradolos mecanismosconcretosque intervienenen

la cinéticade cadasustancia.Así hemosdescubierto,cómo seproducela eliminaciónde

nitritos, y, con el uso de células en el sistema, el mecanismo de eliminación de cobre y

xileno de almizcle.

4. La perfusiónbranquial comomodelo parael estudiodel ingresode bacterias.

El segundobloquedel trabajoaquípresentadosecentraen la utilizaciónde estatécnicacomo

sistemaparaestudiarla entradade partículasy, en concreto, microorganismospatógenos,

a través de la branquia.

El estudiar la ruta de entradade un antígenotiene su importanciaparala respuestainmune.

De hecho, existen numerososprotocolos experimentalesdesarrollados para valorar el

mecanismode entradaa travésde las branquias.Sehan utilizadodesdemodelositt vivo que

pulverizanla superficiede la branquiaconunasoluciónsuperconcentradade bacterias,hasta

diferentes sistemas la vitro, en los que, normalmente,no se mantienenlas condiciones

fisiológlicasdel órgano,P. ej., introduciendouno ovariosarcosbranquialesen unasolución

concentradade bacterias.

Consideramosque el modelode perfusiónbranquial utilizado en estetrabajopuedeser de

enormeutilidad en estetipo de investigaciones,sin embargo,no hemosencontradoningún

estudioal respecto,ya que todos los trabajosanterioresrealizadoscon este sistemase han

centradoen valorar respuestasfisiológicaso toxicocinéticas.
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Por lo tanto,serealizaronunaseriedetrabajospreliminares,conel objetivoúnicode valorar

las posibilidadesde estesistema.Paraello, sedesarrollarondos tipos de experimentos:uno

con partículas inertes, bolas de latex, comunmenteutilizadas en estudios la vitro sobre

fagocitosis,y la otra, directamentecon bacterias,seleccionandodosmicroorganismoscon

característicasopuestas.El primero, Y. ruckeri, responsablede un procesoagudoy parael

que la evidenciadisponible indica que la branquiaes un lugar característicode entradaal

organismo.El segundo,R. salmoninarum,microorganismointracelulary responsablede un

procesocaracterizadopor un cuadrocrónico, y parael que, hastala fecha,todos los intentos

realizadosparademostrarsu entradaatravésde las branquiashandadoresultadosnegativos.

En principio, los lugaresde captaciónen una exposiciónen aguaseríanlas branquias,piel

e intestinos(Zapataet al., 1987). De ellos, la mayoríade los autoresseñalanlas branquias

como el principal lugar de captaciónde antígenos(Alexander e! al., 1981; Smith, 1982;

Nelsoner al., 1985). De hecho la propia estructurade la laminilla secundariaen la que la

sangrey el aguasóloestánseparadaspor doscapasde célulasepiteliales,haceestosórganos

muy adecuadospara la captaciónde antígenos.

Se planteanaquí dos teorías: una selectiva,que postulaque la discriminacióndel antígeno

a travésde determinantesespecíficoso receptoresen la superficie de la célula branquial y

una teoría no selectivaque sostieneque la determinaciónde una respuestainmuneactiva

contraantígenosespecíficoses posterior a la internalizacióndel inmunógeno(Andersone!

aL, 1984).
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4.1. Uso de partículasinertes.

En algunostrabajos,se hanutilizadobolitas de látex comomodelode antígenoparticulado.

En estudios Za vitro, Torroba e! al. (1993) encontraron que bolitas fluorescentes no

traspasabanel epitelio branquial pues se embebieronen el mucus, mientras que las

conjugadasa antígenoO de Yers¡nia ruckeri si penetraronen las células epiteliales.Al

principio tambiénpareceque Y. ruckeri pasómáspronto que el antígenoO. Desdeluego,

puedeinfluir la duracióndel experimento,queen el casode estetrabajo tuvo un máximode

30 mm. Estosmismos autorescreenquela captacióndebeser másrápida¡a vivo, sugiriendo

unaespecificidaden el mecanismode captación.Paraello, sepostulaquehabríareceptores

específicosen las células (Andersonet al., 1984).

El papelde las célulasepitelialesde la branquiaen la captaciónde materialesantigénicosy

no antigénicos se ha sugerido en varios animales acuáticos. Smith (1982) encontró

radioactividaddentrode célulasbranquialestras un bañode truchaarco iris con bolitas de

látex radiomarcadas.Goldes e! al. (1986) demostraronla fagocitosisde material inerte

(caolín) por las células epitelialesy fagocitosde las branquiasde truchaarco iris.

Los mecanismosde captacióny transportedeantígenosparticuladosen pecesno seconocen

bientodavía(Mooreej aL, 1994> . Estosmismosinvestigadoresencontraronja vivo unabaja

captaciónpormacrófagosen laepidermis.Un tratamientoprevioconclorurosódicoaumentó

la captación.El mucusbranquialjuegaun papel importanteen minimizar el contactode las

partículasconlas laminillasen los pecesjuvenilesqueellosemplearon.Lacaptacióntambién

creceal aumentarcl tiempo de exposición.Las bolitas seobservaronprimerodentrode las
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células del epitelio branquial y en epidermis descamadajunto a la línea lateral. Ambos,

branquia y piel, son los sitios implicados para la captación de antígeno particulado durante

la exposiciónen flujo continuo.Si se realizaun inyecciónintraperitoneal,se encuentranlas

bolitas en sangre periférica, después hay una acumulación en riñón y bazo. (Moore e! al.,

1994).

Nuestros resultadosconfirman el paso de partículasdesdeel medio externo al epitelio

branquial,dondese observaronpartículasde látex fluorescenteslo que puedeapreciarseen

la figura 17. No se encontraronestas partículas en el liquido de perfusión, lo que

seguramentees debido a la cortaduraciónde la preparación.

4.2. Utilización de bacterias.

Hemosvisto que el sistemade perfusión branquialde cabezade truchapermite estudiarel

pasode partículas inertes a través de la branquia, puediendoutilizarse como modelo de

infección.Paravalidar estesistema,estudiamosel ingresobranquialde dosbacteriasde gran

interés para la acuicultura: Yersinia ruckery y Reaibocteriumsalmoninarum.

La enfermedad renal bacteriana (BKD), producida por la bacteria Renibacterium

salmoniaarum,ocasionagrandespérdidasen pisciculturasin que hastaahorasehayapodido

controlar satisfactoriamente.En parte, las dificultadesen controlar BKD provienendel

desconocimientode la patogeniade dicha enfermedadpues la ruta exactade entradade R.

salmoninarumtodavía no está determinadasin discusión. Al menos, hay evidenciasde

respuestainmunitariaaBKD, de tipo humoraly de basecelular, lo queabreel caminohacia
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la profilaxis vacunal.

Sobre el ingreso en el organismo, el primer pasopuede la adhesióna las células del

hospedadoren los que intervienenlas propiedadesde hemaglutinacióne hidrofobicidadde

la bacteria.Se entendíaque R. salmoaiaarumeraun patógenointracelularcon la habilidad

de entrar, sobrevivir, y multiplicarserápidamentedentro de las células de fagocitosisdel

hospedador.RoseandLevine (1992) sugierenun mecanismodeentradaqueconsisteen una

unión al factor C3b del complementoseguidapor una unión a macrófagosque lleven

receptoresC3b, internalizaciónde la superficiede los receptores.(Evendenet al., 1993).

Otrosautoressostienenque los antígenosson primeramentecaptadospor célulasepiteliales

y posteriormenteson englobadospor macrófagosbranquiales(Zapataet al., 1987).

En nuestraspreparacionesno sepudo encontrarRenibacteriumni en las muestrasde líquido

de perfusión ni en el tejido branquial. Estos resultadosestánde acuerdocon considerara

Renibacterlumcomounabacteriaque actúalentamenteen la invasiónde los tejidosaunque

no descartansu ingresovía branquiacomosostienenotros autores(Robohmy Koch, 1995).

Chilmonczyk (1979) no pudo demostrarla entradade antígenopor las branquias.Otros

autoressostienenque el mecanismode entradade antígenoses a través de lesionesen el

epitelio (BowersandAlexander,1981, 1982;Alexandere! al., 1982).Sin embargo,nuestros

resultados confirman que, acciones que dañan el epitelio, como quedó probado

histológicamenteno facilitaron la entradade Renibacterium.Así, de las preparacionesque

se realizaroncon tóxicos tampocose pudo aislar Renibac!erium.
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Por el contrario,nuestrosresultadosdemuestranel pasode Yersinia a través de

al encontrarse bacterias marcadas en el epitelio branquial por la

inmunohistoquimica(fig. 18). No se encontraronen liquidode perfusiónlo que

quizá la preparacióntengapocaduraciónparaque seaposibleesehallazgo.

118

la branqula

prueba de

confirma que

Los experimentosde estaúltimapartenos demuestrancomoel sistemade perfusiónbranquial

en cabezaaisladaes capazde reproducirla entradade agentespatógenosen el pez. Hemos

visto como Y. ruckeri atraviesala branquia, tal y como se sabíapor estudios in vivo. Sin

embargo,R. salmoninarumno es capazde atravesarel epitelio branquial en el tiempo que

dura la preparación,lo que concuerdacon la patogeniade la BKD. Estos hallazgosnos

confirman la utilidad de la técnicapara reproducir el ingreso de agentespatógenosy

partículasinertes lo que es de unagran utilidad a la horade combatir la enfermedady a la

hora de prevenirla mediante el desarrollo de vacunas.
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CONCLUSIONES

1. E] sistemadeperfusiónbranquialen cabezade truchapermiteestimacionescuantitativas,

mediante el uso de modelos compartimentales, de las tasas de absorción y eliminación de los

contaminantes químicos. Los resultados obtenidos para la absorción de nitritos demuestran

que las tasas estimadaspor este modelo, una vez validadas, constituyenuna alternativa

perfectaa los estudios¡a vivo.

2. El sistemaes particularmenteútil para la obtenciónde datossobre biodisponibilidaden

compuestoscuyo estudio ¿a vivo resulta complejo. En estesentido,se presentanvalores de

absorcióny eliminacióndel xileno de almizcle quepermitenpredecirel comportamientode

esta sustancia y valorar posibles sistemas para reducir la absorción o aumentar su

eliminación.

3. El sistema, asimismo, permite valorar mediante la comparación de las tasas itt vftro - ¡a

vivo, los mecanismosconcretosque intervienenen la cinéticade cadasustancia,valorando

el papel específicodel epitelio branquial y el de otros órganos y tejidos, incluyendo, las

propias células sanguíneas.

4. Unade las innovacionesplanteadasen esteestudio,la inclusión de célulassanguíneasen

el líquido de perfusión,abrenuevasposibilidades,no sólopara la valoraciónde estetipo de

mecanismossino también para validar el sistema en la predicción del comportamiento

branquialantetodo tipo de agentes,incluyendomicroorganismospatógenos.
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5. Los resultadosindican que los nitritos, entranen el pez con una tasa de absorciónde

0.011 ±0.002 y queestaabsorciónpuedeexplicarsecompletamentepor el pasoa travésdel

epitelio branquial. Sin embargo,en la eliminación, con una tasa de 0.033 + 0.007, las

branquiasnojueganun papel relevantesinoqueel mecanismofundamentalesel metabolismo

y/o captaciónpor los hematíes.

6. La eliminaciónpotencialde cobrepor el epitelio branquial,con unatasa¡a v¿!ro de 0.038

+ 0.024, es diez veces mayor que la realmente observada.Los resultadosobtenidos

demuestranque estadiferenciase debeal papel de las células sanguíneas,cuya presencia

reducedrásticamentela eliminaciónde cobrepor el epitelio.

7. Un efecto semejanteha podido observarsetambiénpara la eliminación de xileno de

almizcle. La eliminaciónde estecompuestose reduceporun factor deun tercioen presencia

de células sanguíneas.

8. El sistema de perfusión branquial de cabezade trucha permite estudiar el pasode

partículasinertesa travésde la branquia.pudiendoutilizarsecomomodelo de infección. La

presenciade bolas de latex en el epitelio indica la capacidadde estepara captarpartículas

del exterior.

9. El sistemade perfusiónbranquialen cabezaaisladade truchaarco iris ha demostradoser

capaz de reproducir la entradade agentespatógenosen el pez. Y. rucker¿ atraviesala

branquia, tal como se ha demostrado en los estudios de inmunohistoquimica. R.
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salmoninarunzno es capazde atravesarla branquiaen el tiempo que dura la preparación.

Estos resultadoscoincidencon los esperadosen función de la patogeniade los procesos

patológicosproducidospor estosdos agentes.
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