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1.1. Acuicultura.

La necesidad de alimentos proteicos en los paises en desarrollo, asi como la tendencia hacia
dietas mds sanas, con menos grasas, en los paises desarrollados, presagia un continuado
aumento de la acuicultura (Tomasso y Brune, 1991). En este sentido la FAO ha hecho un
llamamiento al desarrollo de la acuicultura como una alternativa para la obtencion de

proteinas de origen animal.

La produccion acuicola mundial ha crecido en los Gltimos diez afios de 6.9 millones de
toneladas a 15.9. Por otra parte, el 21 % del pescado que se consume es producido en
cautividad. La acuicultura continental representa el 65 % del total. La importancia de la
acuicultura continental ha crecido de tal modo que la produccién estd un 50 % por encima

de las capturas (Josupeit, 1995).

Dentro de la produccién acuicola, la salmonicultura es el mas practicado y con un grado de
desarrollo técnico y una explotacion mas racional. Los salmdnidos, principalmente trucha
arco iris Oncorhynchus mykiss y salmon atlantico Salmo salar, son los mas importantes en
piscicultura, representando un 40 % de la produccién total. La produccion anual de trucha

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

En el siglo pasado, ante el aumento de la pesca fluvial se pens6 en desarrollar piscifactorias
a fin de repoblar las aguas. Luego la demanda para el consumo hizo multiplicar la

produccion de truchas y la hizo mas intensiva.
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Diversas razones hacen de nuestro pais un lugar muy adecuado para la acuicultura. La
produccién piscicola se ha incrementado notablemente en los dltimos 30 afios y, a pesar de
los problemas econémicos coyunturales, el ascenso de la piscicultura en detrimento de la

pesca tradicional es imparable.

Aun cuando se produce una gran variedad de especies en Espana, la produccion de trucha
es la que reviste una mayor importancia econémica. Estd orientada principalmente a la
produccién de ejemplares para el consumo y, en menor medida, para la repoblacion y la

produccién de huevos y alevines.

La produccion de trucha en Espaiia se ha incrementado de 14.000 toneladas en 1986 a 19.700

en 1994, Son casi 115.000 toneladas anuales la produccién total de los paises mediterraneos

(Lacroix, 1995).

Oncorhynchus mykiss (Walbaum) es la especie mis criada en aguas continentales. Fue
importada de América del Norte, se ha adaptado a nuestras condiciones climatologicas y tiene

un desarrollc maés rapido que la trucha aut6ctona Salmo trutta fario.

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

La calidad del agua es uno de los factores mds importantes a la hora de considerar la cria
intensiva de peces, pues de ella dependen una serie de factores que condicionan tanto la
productividad como la aparicion y desarrollo de procesos patolégicos, bien sean de tipo

infeccioso o toxicoldgico (Rosenthal, 1989).
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Es esencial una mayor comprension de las relaciones entre productividad acudtica y calidad
del agua para asegurar una continuidad en el crecimiento de la acuicultura (Tomasso y Brune,

1991).

La calidad de agua en los modernos sistemas de produccion tiene una incidencia directa en
la salud y el crecimiento de las especies criadas y de este modo juega un papel en el
desarrollo de los sistemas productivos. Esta relacion puede definirse graficamente como sigue

(Rosenthal, 1989):

CALIDAD LEL AGUA

\. BIOLOGICA \‘
ENFERMEDAD

/ ESTRES ‘-—’—-’-"
DENSIDAD DE POBLACION

Fig. 1.

Cualquier elemento t6xico en el ambiente puede causar una respuesta de estrés, lo que reduce
la capacidad del organismo para expresar su potencial genético de desarrollo afectando a los

objetivos de los piscicultores (Schreck y Hiram, 1991).

Si los costes metabolicos se incrementan en respuesta a los toxicos, los procesos de
produccién deben reducirse. Esta reduccion puede ser mayor ain si la exposicién al toxico
conduce a una disminucidén en el apetito, que es uno de los primeros signos de estrés por

pobres condiciones ambientales.
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La construccion de los sistemas de cria intensiva requiere complejas infraestructuras y los
inversores estan forzados a maximizar la produccion de biomasa por unidad de volumen para
mantener la viabilidad econémica. Por esto, los piscicultores tienden a utilizar densidades por
encima del limite. Con una creciente densidad de poblacién, la calidad del agua desciende

y tiende a fluctuar dramdticamente dentro del sistema (Rosenthal, 1989).

La calidad de agua en su mas amplio sentido incluye todas sus caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas (Boyd, 1981), y en el caso de una piscifactoria industrial de trucha
arco iris este concepto no puede restringirse (Blanco, 1994). Sin embargo, hasta ahora la
calidad del agua se ha considerado habitualmente como una serie limitada de pardmetros
como la temperatura, el oxigeno disuelto, la salinidad, la alcalinidad, la dureza, etc. Pero
actualmente, dada la extension de la contaminacion del medio acudtico y el riesgo de
determinados contaminantes, la ubicuidad de microcontaminantes organicos y metales pesados

hace considerar también estos factores.

La trucha arco iris se cria normalmente con un flujo continuo de agua para mantener la
calidad de la misma en la unidad de cultivo. De este modo, las piscifactorias estin expuestas
a dos tipos de agresiones en relacion con la calidad de agua: una, los propios efectos de sus
metabolitos; otra, los posibles contaminantes que entran con el torrente de agua. Por ello,

la calidad de agua se ha considerado uno de los factores limitantes para la acuicultura.

La muerte de los peces no es la Unica respuesta a los problemas de calidad del agua.
Problemas a una escala subletal que afectan al crecimiento y a los indices de conversion

pueden originar costes de todo tipo para las piscifactorias. Los efectos subletales mas
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importantes son aquellos que afectan a la reproduccion, crecimiento, y susceptibilidad a

enfermedades infecciosas (Tarazona y Mufioz, 1995).

Condiciones habituales en la piscicultura industrial como altas densidades de peces, estrés por
manejo, etc. implican que las enfermedades infecciosas se conviertan €n un riesgo constante,
por afectar a las respuestas inmunoldgicas del pez aumentando la susceptibilidad a bacterias
(Plumb, 1984), virus (Hetrick et al., 1979) y pardsitos (Carballo y Mufoz, 1991). La
reduccion en la inmunocompetencia puede estar asociada a la respuesta de estrés producida
por la exposicién a sustancias quimicas. Sin embargo, otros contaminantes como cobre,
amoniaco o hexaclorobenceno tienen mecanismos de inmunotoxicidad independientes del

estrés que produce la exposicién (Carballo y Mufioz, 1991).

El riesgo derivado de la presencia de contaminantes no sélo radica en su toxicidad para los -

peces sino también en su influencia sobre el consumidor humano.

1.3. Contaminacion.

El concepto de contaminacion ha variado considerablemente. En 1983 la FAQ aporto esta
definicién: se entiende por contaminacién la "introduccién” por el hombre, directa o
indirectamente de sustancias o energias en el medio acudtico, causando efectos perjudiciales
tales como dafios a los recursos vivos, peligros para la salud humana, el deterioro de la

calidad de agua o la reduccion de los atractivos naturales.

No obstante, en la actualidad, y bajo los principios del desarrollo sostenible, se omite la
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necesidad de que se produzcan efectos perjudiciales. Por ello, la contaminacién podria
definirse como cualquier carga adicional de sustancias o energia como resultado de la

actividad humana (Lloyd, 1992).

Las causas de esta contaminacion hay que buscarlas en la industrializacion y el incremento

de la poblacidn, lo que ha significado un aumento de las sustancias de desecho.

La gran capacidad de autodepuracion del agua ha motivado que, tradicionalmente, los cursos
de agua hayan sido los lugares mas utilizados para desprenderse de los residuos. La
capacidad asimiladora de los rios ha sido desbordada produciéndose el problema de la
polucién, es decir, la aparicion de efectos adversos producidos por niveles de contaminantes

capaces de producir efectos patoldgicos sobre los seres vivos.

Existen multitud de contaminantes ambientales que pueden llegar a afectar a los peces. En
este trabajo se han utilizado tres sustancias concretas elegidas como modelo de algunos de
los grupos de contaminantes mdas caracteristicos. En primer lugar, como ejemplo de
compuestos inorganicos metélicos, el cobre. En segundo lugar, como ejemplo de compuestos
inorganicos no metalicos, los nitritos. Por Gitimo trataremos, como ejemplo de sustancia

orgénica, del xileno de almizcle.

1.3.1. Metales pesados.

Dentro de los contaminantes inorganicos, los metales pesados son uno de los grupos de

mayor importancia para la toxicologia ambiental (Hodson, 1988). Entendemos por metales
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pesados aquellos elementos del sistema periédico de elevada densidad y pequefio volumen
atdmico (Babor e Ibarz, 1973). Su importancia radica, entre otras caracteristicas, en que no
se degradan, puesto que son elementos guimicos, no COmMpUEstos, Yy permanecen

indefinidamente en el medio.

En el agua, estos metales pueden ser absorbidos por los organismos acuéticos penetrando
fundamentalmente por el sistema branquial (Hodson, 1988). Tras la absorcién estos metales
se distribuyen por el organismo, acumulandose en diversos 6rganos y tejidos. La eliminacion

es lenta y dificilmente completa (Hellawell, 1988).

En las piscifactorias existe un riesgo evidente relacionado con la contaminacion por metales
pesados, debido a una serie de factores que vamos a analizar. En primer lugar, las
piscifactorias aprovechan los cauces de los rios, tomando agua de ellos y devolviéndola de
nuevo una vez utilizada. Dada la contaminacién existente por vertidos a los cursos de agua,
existe el riesgo de que este problema se detecte también en los criaderos acuicolas. Ademas,
los sedimentos de los rios retienen ficiimente los metales, pudiendo éstos liberarse ante

cambios del pH, etc.

Por otra parte, la alimentacion introduce una serie de metales en el medio acuético. En este
sentido, puede existir contaminacion de las materias primas o a través de las maquinas de
elaboracion de los piensos. Ademds estos alimentos ilevan en su composicién metales
esenciales. Restos de alimentos no ingeridos pueden ceder al agua metales en proporcion
mayor a la tolerable. Pero el mayor peligro lo constituyen los tratamientos quimicos. El

sulfato de cobre, por ejemplo, es muy usado en piscifactorias como aiguicida, molusquicida
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y antiparasitario. La utilizaci6n incorrecta de estas sales ha tenido como consecuencia grandes
pérdidas en la produccion por la aparicién de grandes mortandades (Hellawell, 1988). De
este modo, en las explotaciones de piscicultura nos encontramos con problemas toxicoldgicos

afadidos a los de las poblaciones naturales.

En funcién de lo hasta aqui expuesto, podemos concluir que existen tres posibilidades
fundamentales por las que un metal pesado puede ocasionar problemas en las piscifactorias:
contaminacién industrial aguas arriba de la piscifactoria, contaminacién asociada a la
presencia del metal en el alimento y las excretas, y utilizacion directa del metal por el
piscicultor. Como hemos visto, el cobre, puede aparecer por cualquiera de los tres
mecanismos, al ser al mismo tiempo un contaminante industrial, un elemento esencial y

agente quimioterapeitico, Jo que justifica su eleccidon como modelo en este trabajo.

1.3.2. El cobre,

El cobre se encuentra normalmente en el agua como un metal traza, en concentraciones

menores de 5 pg/l, aunque por diversas razones esta concentracidn puede estar aumentada.

La toxicidad del cobre esti determinada por la calidad del agua. Asi, la toxicidad se
incrementa al disminuir la dureza, temperatura y porcentaje de oxigeno disuelto y decrece
en presencia de agentes quelantes como EDTA y NTA, é4cidos himicos, aminoacidos y

sélidos en suspension.

El principal factor que afecta a la toxicidad es la dureza (Lloyd, 1992). La diferencia de
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toxicidad del cobre en peces en aguas de diferente dureza podria ser dependiente de su

complejacion con carbonatos (Stiff, 1971).

Se ha sugerido que la maxima concentracion de seguridad deberia basarse en los percentiles

anuales 50 y 95 de cobre soluble de 0.05 y 0.2 respectivamente de la LC50 umbral para

trucha arco iris. Este sistema, para distintos valores de dureza, se refleja en la tabla 1.

Tabla I. Cobre. Valores de seguridad segiin la dureza del agua.

Dureza del agua Percentil 50 Percentil 95

{mg/l de CaCO,)

10 1.0 5.0
A ] |
50 6.0 22.0
100 10.0 40.0
300 28.0 112.0

Un incremento en la temperatura puede acortar la supervivencia de peces, sin embargo la

CL50 se reduce por la reduccion de la temperatura.

Otros factores que afectan a la toxicidad del cobre son la disminucion de pH (Lauren y
MacDonald, 1986.), La reduccion de oxigeno (Lloyd, 1961.) y la alcalinidad (Miller y

McKay, 1980; Lauren y Mcdonald, 1986).
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Estos efectos de las condiciones de calidad del agua sobre la toxicidad pueden explicarse por
la especiacion de! metal. El término especiacion hace referencia a las distintas formas
fisicoquimicas en que un metal puede existir en las aguas naturales (Hart y Davies, 1979).
La toxicidad de un metal depende indudablemente de su especiaciéon, dado que la

biodisponibilidad estd influida por la forma quimica en la que se encuentra.

El cobre puede encontrarse en el agua bajo diferentes formas quimicas. La forma mas toxica
es el ion Cu** (Giesy ef al., 1986). Por otra parte, el cobre puede unirse a iones carbonato
e hidréxido (Pagenkopf et al., 1974) formando compuestos de distinta toxicidad. El cobre
presenta gran afinidad por especies quimicas organicas, lo que facilita su complejacién con
algunos quelantes tales como EDTA, NTA y 4cidos himicos. La presencia de materia
orgénica puede incrementar hasta 3 veces los valores de la tabla I. De este modo, segiin
determinadas condiciones de calidad del agua, como el pH, se pueden dar distintas formas
quimicas del cobre de distinta biodisponibilidad y, por tanto, toxicidad. La absorcion de

formas biodisponibles determina, pues, la toxicidad del cobre.

En cuanto al modo de accion del cobre no se conoce bien. La toxicidad se refleja en
modificaciones del comportamiento, alteraciones fisiolégicas, lesiones en branquias, acimulo

en Organos, alteraciones enzimaticas y hemadticas (Carbonell, 1993).

Dentro del comportamiento, el efecto tipico es un incremento en la actividad de los peces.
También se ha citado, en trucha arco iris, una pérdida de interés por el alimento (Left ez al.,
1976) congruente con una disminucién en la tasa de crecimiento (Waiwood y Beamish,

1978).
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Pasando al segundo aspecto, las alteraciones en la frecuencia respiratoria han sido observadas
frecuentemente por la accién del cobre (Drummond er al., 1973; Sellers ef al., 1975).

Bilinski y Jonas {1973) encontraron que la exposicion de la trucha arco irts a niveles letales
de cobre reducia la capacidad de oxidacién del lactato. La hipdtesis de que !a muerte se

produce por asfixia es probablemente una simplificacion.

En las branquias se producen diversas lesiones: imbibicion del epitelio, exceso de produccidn
de mucus con posterior retraccién y disolucion de los tejidos. (Reichenbach-klinke, 1982).
Por {ltimo, en la sangre se han citado variaciones del contenido en hemoglobina, cortisol o

sodio (Beckman y Zaugg, 1988; Ckyriac ef al., 1989).

De estos tres factores, el primero esta ligado a un mecanismo especifico de accion del cobre
descrito en mamiferos pero no demostrado en el caso de las especies piscicolas; el segundo,
corresponde a la respuesta primaria de estrés, que debe esperarse ante cualquier exposicion
a un toxico y que, en concreto, ha sido perfectamente descrita en el caso del cobre (Mufioz
et al., 1991). En cuanto al tércero, es un mecanismo especifico de toxicidad del cobre en
peces (Lauren and McDonald, 1986; 1987) ligado a los efectos del metal sobre los flujos de

iones a nivel branquial.

Por consiguiente, tanto los efectos de las condiciones de calidad del agua sobre la toxicidad,
como el propio mecanismo de accion estan ligados a fa interaccion del metal con la branquia,
y en particular a la cinética del cobre en este 0rgano, lo que justifica la importancia de los

estudios presentados en este trabajo.
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1.3.3. Nitritos

En la piscicultura industrial tienen gran importancia los compuestos nitrogenados, al ser

téxicos y productos principales de excrecion del metabolismo de las truchas (Blanco, 1994).

Los nitritos, aunque toxicos para los peces, no se suelen dar en sistemas acuaticos naturales
en concentraciones consideradas toxicas. En acuicultura, sin embargo, donde las
concentraciones de amoniaco puede ser altas, los nitritos tienen mayor probabilidad de
alcanzar concentraciones tdxicas. Ademas, los salmonidos estdn entre 10s peces mas sensibies

a los nitritos (Lewis y Morris, 1986).

Nitritos, amoniaco y nitratos estan interrelacionados a través del proceso de nitrificacion, la
oxidacion bioldgica del amoniaco a nitrato. Bajo condiciones aerébicas el amoniaco (NH,)
se oxida rapidamente a nitrito (NO,” por la accion bacteriana de las Nitrosomonas, de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

2NH, + 30, —- 2NO, + 2H" + 2H,0

Los nitritos, a su vez, se oxidan a nitrato (NO3-) por la accién bacteriana de Nitrobacter

2NO, + 20, - 2NO;

En los sistemas acudticos bien oxigenados, la conversion de amoniaco a nitrito es el paso
limitante del proceso y la conversion de nitrito a nitrato ocurre rapidamente, por eso en la

mayoria de los sistemas naturales las concentraciones de nitritos suelen ser bajas (Russo y
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Thurston, 1991).

La oxidacién de nitrito a nitrato en sistemas de agua recirculada en acuicuitura no es tan
rapida, causando acumulacién de cantidades de nitrito potencialmente toxicas. Los factores
que afectan a la conversion de nitritos son pH, temperatura, oxigeno disuelto, cantidad de

bacterias nitrificantes y la presencia de agentes inhibitorios como acido nitroso y amomniaco.

En solucién acuosa se establece el siguiente equilibrio:

NO, + H* = HNO,

Este equilibrio se ve afectado por el pH. A medida que la concentracion de H* se
incrementa, la concentracién de nitrito ionizado (NO,” decrecera, desplazando el equilibrio

hacia un incremento en la formacién de dcido nitroso (HNO,).

La causa principal de toxicidad de los nitritos es la oxidacién del hierro de la hemogiobina
sanguinea a su estado férrico, formandose metahemogiobina, molécula incapaz de unirse al

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

La presencia de metahemoglobina suele delatarse por el color marrén que confiere a la
sangre. Unos niveles elevados de nitritos en el agua, incluso tan bajos como (.015 mg/i NO,-
N provocan niveles elevados de metahemoglobina en sangre de pez (Smith y Williams,

1974). El efecto de la metahemoglobinemia se exacerba cuando la demanda de oxigeno es

alta (EIFAC, 1984).
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La intoxicacién por nitritos produce anemia, marcha vacilante y depdsito de pigmento
hematico en higado, bazo y rifiones (Reichenbach-Klinke, 1982). Los nitritos también han
sido citados como implicados en la formacidn de compuestos de nitrégeno nitroso (Archer

et al., 1971).

Resulta imposible ofrecer un valor unico como nivel de toxicidad aguda de los nitritos en
peces, ya que el rango de concentraciones toxicas (por ejemplo, CL,, o concentraciones
letales umbrales) es muy amplio. Los dos factores fundamentales que explican esta enorme
dispersion son la diferencia en susceptibilidad de las diferentes especies de peces, y para cada

especie, la influencia de las condiciones de calidad del agua sobre la toxicidad de los nitritos.

Los principales factores que afectan a la toxicidad de los nitritos son el pH, cloruros vy
calcio. Un incremento del pH implica una disminucién de NO,-N y un aumento de HNO,-N.
Esta modificacidn en la especiacion esta ligada a fluctuaciones en la toxicidad. No obstante,
de todos los pardmetros mencionados, el que produce mayores variaciones es la

concentracion de cloruros en el agua.

La toxicidad de los nitritos para trucha arco iris decrece cuando se incrementan las
concentraciones del ion cloruro (Brown, 1993), lo que ha sido citado para otras especies. Es
evidente que la absorcién de nitritos estd relacionada con la de cloruros. Se ha visto que
branquias de trucha arco iris expuestas a nitritos tenfan mayor nimero de células del cloruro
sugiriendo una respuesta para mantener los niveles fistoldgicos de cloruro en presencia de
nitritos (Gaino et al., 1984). La explicacién de este efecto es la siguiente. El ion nitrito es

absorbido por la branquia utilizando el mecanismo de absorcion del ion cloruro en un proceso
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competitivo entre ambos iones. Por lo tanto la influencia de la concentracién de cloruro en
el agua sobre la toxicidad de los nitritos es tan directa que pueden establecerse relaciones
lineales entre la toxicidad de los nitritos (expresada como CL,)} y 1a concentracion de cloruro

en ei agua (Gaino er al., 1984).

La toxicidad, por tanto, depende de la cinética del compuesto en el animal. En consecuencia,
es necesario conocer la toxicocinética de los nitritos para comprender y preveer su accion
toxica sobre las especies de cultivo. La existencia de relaciones cuantitativas permitira

extrapolar los resultados a las condiciones particulares de cada explotacion.

1.3.4. Xileno de almizcle

El xileno de almizcle ha sido utilizado en esta tesis como ejempio de un compuesto organico
que, sin ser toxico, puede tener una importancia comercial por su bioacumulacion en las

truchas, y el peligro potencial para el consumidor humano.

Los almizcles son sustancias que se utilizan para fijar los perfumes. Se obtienen de plantas
y animales o por sintesis quimica. lLos almizcles naturales son cetonas o lactonas

macrociclicas con un anillo de aproximadamente quince carbonos (Merck Index, 1989).

El xileno de almizcle es una sustancia sintética nitroaromética muy usado en la industria
cosmética, en jabones y cremas. El consumo mundial de almizcle, sélo en detergentes, puede
rondar las mil toneladas por afio. Esto hace que acabe por aparecer en el medio, de hecho

ya se ha encontrado en muestras de aguas y peces. Tiene un alto poder de bioconcentracién
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y una distribucién ubicua (Yamasagishi er al., 1983; Rimkus y Wolf, 1995).

La toxicidad aguda es baja pero se ha citado como posible carcindégeno. También induce la
actividad de algunas enzimas (Helbling ez al., 1994). Este hecho, unido a que se ha detectado
en leche humana y grasa corporal ha levantado la alarma sobre las posibles rutas de

exposicidn del ser humano.

El xileno de almizcle tiene un alto potencial como contaminante ambiental debido a su
estabilidad ante la degradacién quimica y biolégica y su alta lipofilia. Es esta Gltima
caracteristica la que le confiere la capacidad de biocacumulacién, aunque algunos autores
afirman que, en €l caso de las truchas, ésta no es tan grande como permitiria predecir su

lipofilicidad (Boleas ef al., 1995).

En un estudio de distribucién en trucha arco iris, las concentraciones mas altas se
encontraron en intestino y las mds bajas en misculo y branquias (Fernandez ef al., 1995).
El problema de su acumulacidn, debe ser estudiado desde el punto de vista cinético, sin

embargo, los escasos estudios in vivo han sido ineficaces, debido a su lenta eliminacién.

Los conocimientos sobre toxicocinética son muy limitados, Dada su baja toxicidad para peces
podria acumularse en estos inadvertidamente con los consiguientes riesgos para la salud

humana.

Tanto la acumulacién, como la posible eliminacion son procesos toxicocinéticos que deben

ser estudiados para poder dar una solucién a los problemas que estos compuestos pueden
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causar sobre el consumo humano.

1.4. Toxicocinética.

Como hemos visto en los apartados anteriores, existen muchos compuestos para los Cuales
el factor fundamental que regula su toxicidad, y, por tanto, la aparicion de problemas en las

piscifactorias, es su cinética, y, en particular, su absorcion y/o eliminacion por las branquias.

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

experimenta, en funcion del tiempo, una sustancia toxica en un organismo (Repetto, 1988).

El término "toxicocinética" no es mas que una adaptacion al terreno de la toxicologia de
"farmacocinética” acufiado por F. H. Dost que la definid como "la ciencia del andlisis
cuantitativo entre organismo y medicamento” (Wagner, 1983). Su objetivo es estudiar el
transito de los medicamentos en el organismo en funcién del tiempo y sus cantidades en el

cuerpo y en la excreta, asi como elaborar modelos cinéticos aplicables a la interpretacion de

los datos obtenidos.

La farmacocinética ha sido definida como la ciencia matematico-bioldgica que estudia la
velocidad de los procesos de LADME (siglas de "liberacion, absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion”) y sus repercusiones en la concentracién de los compartimentos
que se consideran en medicamento y metabolitos (Pla y Pozo, 1974). La Farmacocinética
relaciona matemdaticamente concentraciones y velocidades y permite representar graficamente

el curso de los medicamentos en sus formas de dosificacion, en el organismo, en los lugares
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de absorcidn y en los emunctorios en funcién del tiempo. Para ello utiliza modelos cinéticos

sencillos pero adecuados (Pla y Pozo, 1974).

La aplicacidn de la ciencia y técnica de la cinética quimica al comportamiento quimico en
los sistemas bioldgicos permite caracterizar matematicamente los procesos de absorcidn,
distribucion y eliminacion. La caracterizacion matemadtica de esos procesos permite hacer una
prediccion cuantitativa de cantidades y concentraciones de una sustancia quimica en el cuerpo
en funcién del tiempo y del régimen de administracion. El valor de la farmacocinética en el
campo de la toxicologia acudtica se ha incrementado pero atin hay poca informacion (Barron

et al., 1990).

Existen diferentes modelos farmacocinéticos, de los que mencionaremos los

compartimentales, no compartimentales y fisiologicos.

1.4.1. Modelos compartimentales.

Un modelo compartimental es una descripcidn matemdtica simplificada del comportamiento
de una sustancia en un animal, donde el cuerpo estd representado por un sistema de
compartimentos. Un compartimento no representa necesariamente o6rganos o tejidos
especificos, mas bien representa grupos de tejidos que son cinéticamente indistinguibles para
una sustancia determinada. Los compartimentos del modelo normalmente no tienen una
fisiologia o anatomia real. Ellos simplemente caracterizan fa dindmica de una sustancia. El

tamario del compartimento esti caracterizado por el volumen de distribucioén aparente.
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Desde el punto de vista farmacocinético se considera dividido el organismo en
compartimentos, que son sectores hipotéticos en los que el farmaco se considera distribuido

en €l uniformemente.

El mimero de compartimentos en que conviene dividir el organismo depende de 1a naturaleza
del farmaco objeto de estudio. Si éste no presenta afinidad por ningtn elemento organico en
particular y se distribuye instantineamente por toda el agua corporal se utilizard un modelo
de distribucién monocompartimental. Si el farmaco no se distribuye instantineamente o o
hace de un modo heterogéneo convendra dividir el organismo en dos 0 mas compartimentos

{Pla y Pozo, 1974).

Las dos asunciones primarias de un modelo compartimental son distribucion instantdnea y
distribucién lineal. Distribucién instantinea significa que una vez que la sustancia entra en
un compartimento, se distribuye instantineamente dentro de él. La distribucion lineal
sighifica que la conceniracion de la sustancia en cada te)ido asociado con un compartimento
es directamente proporcional a la cantidad de sustancia en el compartimento. Mientras
diferentes tejidos pueden tener diferentes concentraciones de la sustancia, un cambio en la
concentracion en un tejido serd acompafiada por un cambio proporcional en la concentracion
de todos los demés tejidos dentro del compartimento. Esta asuncién permite el usc de un
tejido como referencia, de tal modo que la dindmica del xenobiético en el tejido de referencia

serd proporcional a su dindmica en el compartimento.

Los modelos farmacocinéticos usan generalmente sangre o plasma como tejido de referencia

por su facil recoleccion y su contacto ubicuo con todos los demds tejidos. Se puede analizar
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el cuerpo entero lo que permite una medida de todos los compartimentos y no sélo del tejido

de referencia.

Generalmente, se asume una cinética de primer orden en los modelos compartimentales
(cinética lineal). La tasa de transferencia de una sustancia desde o hacia un compartimento
es directamente proporcional a la concentracion en el compartimento. La asuncion de una
cinética de primer orden es implicita en el modelo a no ser que un proceso no-lineal se
incorpore explicitamente. Aunque la asuncidn de una cinética de primer orden es
normaimente una buena aproximacién de la mayoria de los procesos de transferencia, la
asuncién puede ser verificada experimentalmente determinando los pardmetros 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 concentracion-tiempo pueden ser superpuestos
normalizandolos para la dosis (principio de superposicion). Cinéticas no lineales pueden ser
incorporados en el modelo si los procesos no lineales pueden ser caracterizados

experimentaimente.

El modelo monocompartimental fue el primero en desarrollarse. Considera al organismo
como un compartimento Unico constituido por el agua plasmatica, el agua intersticial y el
agua intracelular. EI farmaco se supone distribuido uniformemente, de tal modo que la
concentracion plasmatica es la misma que existe en todo el compartimento. El equilibrio de
concentraciones del firmaco entre plasma, fluido intersticial y agua intracelular es

instantaneo.

Como se trata de un sélo compartimento homogéneo, existe un proceso de entrada y un



INTRODUCCION 22

proceso de salida de ese uinico compartimento: agrupa los procesos de liberacion y absorcion
en uno s6lo (incorporacién o absorcion). Asimismo agrupa el metabolismo y excreccion en
un proceso unico (eliminacién}). Ambos procesos (absorcion y eliminacidn) se consideran

constantes.

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

- No existe ninguna sustancia que se distribuya instantinea y uniformemente en ¢l organismo.
- Por el distinto aporte sanguineo que reciben los tejidos, existiendo zonas mas vascularizadas
que otras, habra sectores a los que el farmaco acudira antes y otros a los que tardard mas
en llegar (e irse). Asi, las zonas mas accesibles formarian un compartimento central, donde
se producirian los principales procesos de biotransformacién y excrecion y donde la
distribucion seria practicamente instantinea. Habria también un compartimento periférico en
el cual no sucederian esos procesos, donde el firmaco estaria depositado de forma pasiva y
su eliminacion hacia el plasma dependeria del grado de eliminacién 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 practica de cada uno de estos problemas depende
de las caracteristicas del compuesto y del sistema biologico, por lo que son los datos
experimentales los que deben condicionar la utilizacién de modelos monocompartimentales
o de modelos multicompartimentales, entre los que los bi y tricompartimentales son los mas

empleados.
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1.4.2. Modelos no compartimentales

El modelo no compartimental usado en farmacocinética esta basado en la teoria del momento
estadistico. Se ha usado de forma limitada en toxicologia acuatica pero cada vez se utiliza
mas en farmacologia y toxicologia de mamiferos. La aplicacion del momento estadistico en
farmacocinética se desarrolia del concepto de que la eliminacion de una sustancia es un
proceso estocdstico y que el tiempo de residencia de la sustancia en un animal es una funcion

de los tiempos de residencia individuales de cada molécula.

La teoria de los momentos estadisticos, aplicada desde 1956 en otras 4reas de la ciencia como
en ingenieria quimica y en cromatografia, ha sido aplicada en farmacocinética para el célculo

de los parametros de absorcién, distribucion y eliminacion.
Para solventar los defectos de los modelos compartimentales se aplicé la teoria de los
momentos estadisticos que muestra mediante integracion simple los pardmetros que definen

la evolucion de la curva concentracién-tiempo.

Esta teoria se basa en considerar la curva de concentracion-tiempo como una distribucién

estadistica cuyos momentos se definen de la siguiente manera

1.4.3. Maodelos fisiologicos

Se parte de la idea de que los pardmetros estimados por modelos compartimentales pueden

tener poca relacion con la anatomia o fisiologia del animal. Un modelo farmacocinético
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fisiolégico pretende dar una descripcién mds realista, incorporando los procesos fisiologicos

gue tienen lugar.

Requiere, por tanto, informacion detallada acerca del pez y de las propiedades del farmaco:
anatdmicas (volimenes de tejidos), termodindmicas (coeficientes de particién entre sangre
y tejidos), fisioldgicas (perfusién de los distintos tejidos, biotransformacién). La mayor
ventaja es que, una vez que los principales mecanismos estdn caracterizados, se puede
extrapolar el modelo a otras condiciones y especies distintas. Estos modelos se han usado

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

Los modelos fisiolégicos usan un balance de masa, agrupando tejidos segin sus diferencias

de perfusion.

Para desarrollar estos modelos es necesario estimar el coeficiente de particién 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 concentracién-tiempo. En trucha se conocen muchos datos
de la fisiologia como para poder desarrollar estos modelos.

1.5. Enfermedades infecciosas.

La trucha, del mismo modo que otras especies, esti expuesta a padecer una serie de

enfermedades infecciosas que provocan grandes mortandades en las poblaciones.

Por otra parte, los sistemas fisioldgicos de los organismos acuéticos se ven influidos por los
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cambios que se produzcan en la calidad del agua. Son especialmente vulnerables el sistema
de osmorregulacion y el sistema respiratorio. Estas alteraciones en la calidad de agua son
responsables de la aparicién de estrés, lo que puede tener como consecuencia un proceso
patolégico (Parker, 1986). En este sentido, muchos estudios revelan la relacion entre

exposicion de los peces a contarninantes y apariciéon de enfermedades (Brucke, 1991).

Asi, la relacidn entre calidad del agua y enfermedad infecciosa puede ser debida a una accién

directa del contaminante o a la situacion de estrés inespecifica que provocan los tdxicos.

Por otra parie este estrés puede medirse de diversas maneras ¢ incluso, en condiciones de
cria intensiva, por la eficiencia en la conversidn del alimento (Smart, 1981), es decir: tiene

una influencia clara en la produccion.

Hay dos infecciones de una gran importancia en acuicultura: la producida por Yersinia
ruckeri, denominada "boca roja" y la llamada enfermedad bacteriana del rifion, BKD,

producida por Renibacterium salmoninarum,

1.5.1. Yersinia ruckeri

Es el agente productor de la enfermedad de la boca roja (ERM -Enteric Red Mouth).

Esta enfermedad se empieza a conocer en la década de los cincuenta, Hasta hace unos afios
la ERM estaba restringida a los salmdnidos y a los EEUU. A partir de los setenta se
registran casos en Australia y Europa. Se ha encontrado en la mayoria de las areas en que

se cultiva trucha arco iris (Brown, 1993). En Espafia, el primer aislamiento del germen fue
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en 1985 (De la Cruz et al., 1985) y desde entonces ha causado grandes pérdidas econdmicas.
Afecta principaimente a salménidos aunque también se han dado casos en no salménidos

COmo carpas.

Actualmente se reconocen dos biotipos de bacterias: biotipo I (sorbitol negativas) que son las
mas patdgenas, correspondiéndose ai serotipo 01 y biotipo II (sorbitol positivas) que reine

5 serotipos (CAICYT, 1988).

La sintomatologia incluye inflamacion y erosién de las mandibulas y el paladar, hemorragia
subcutdnea en boca y garganta, aunque esta Gltima lesion, que le ha dado el nombre a la
enfermedad, no es patognomonica, ya que a veces no existe la boca roja (Brown, 1993).
Puede presentarse obscurecimiento de la piel, hemorragias en la base de las aletas, exoftalmia

bilateral y tendencia al aletargamiento.

Entre las lesiones internas posibles estan la hipertrofia del bazo y hemorragias en el miscuio
e intestino, donde se acumula un fluido amarillo. Se han descrito desde la forma hiperaguda

a la crénica.

El diagnoéstico se basa en el aislamiento e identificacién del agente causal a partir del rifion

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

Las colonias de Y. ruckeri son regulares, abultadas, blancas, de 2-3 mm de didmetro. El
microorganismo es un bacilo gram negativo, movil, oxidasa negativo, que fermenta la

glucosa sin produccion de gas. Se diferencia de Edwardsiella tarda por ser indol negativa y
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por la presencia de gelatinasa. Se han empleado métodos de deteccion rapida como el

API-20E, que permiten incluso distinguir los biotiopos por la reaccion del sorbitol.

Se han utilizado también métodos seroldgicos. Recientemente se han obtenido anticuerpos
monoclonales para utilizarlos en inmunofluorescencia, inmunohistoquimicay ELISA (Vallejos

et al., 1995).

Se discute si hay portadores asintomdticos que actian como reservorios. Se necesita que
exista un estrés para que los portadores sean capaces de transmitir la bacteria (Austin y
Austin, 1987). Algunos autores consideran a la bacteria como saprdfita (Rucker, 1966).

Otros consideran que es parte de la flora normal de las branquias (Brown, 1993).

Existen varias vacunas en el mercado pero, paraddjicamente, no se conoce como son captadas

por el pez ni el exacto mecanismo de accién (Austin y Austin, 1987).

1.5.2. Renibacterium salmoninarum

Produce la enfermedad bacteriana del rifién (BKD). Fue descrita por vez primera en los afios
treinta en el salmén atlantico en Escocia. Posteriormente se ha dado en un gran nimero de

paises. La infeccién es crénica y sistémica, limitada a las distintas especies de salmoénidos.

La enfermedad se caracteriza por un hinchamiento y desorganizacién del rifiidén, con abscesos
blanco-grisaceos, los cuales pueden presentarse también en higado y bazo. En peces de

mayor edad puede acumularse liquido ascitico en la cavidad abdominal. Externamente los
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peces pueden presentar exoftalmia, fesiones en los 0jos, abdomen hinchado y ulceras {Austin

y Austin, 1987).

El diagnéstico presuntivo se realiza por observacion al microscopio de frotis tefiidos de
rifidn. Son bacilos cortos gram-positivos que estdn localizados tanto intra como
extracelularmente. E! diagndstico confirmativo debe realizarse por inmunofluorescencia

directa o indirecta.

Para el aislamiento del agente causal deben utilizarse medios especificos para Renibacterium
como KDM-2, SKDM y KDMC-C. La incubacion en estos medios se realiza a 15-20 °C
durante 20-30 dias. Se han descrito otras pruebas como ELISA o inmunofluorescencia aunque
son menos sensibles ante reducida carga microbiana (White er al., 1995). Sin embargo, otros
autores apuestan por el ELISA (Gudmundsdottir ef al., 1993). Recientemente se ha puesto
a punto una técnica de PCR para detectar la bacteria en huevos y liquido ovarico {Heie,

1995), tejido infectado y huevos (Figueroa ef al., 1995)

R. salmoninarum es un bacilo corto, gram-positivo, oxidasa negativo y catalasa positivo. No
movil, sin capsula ni endosporas. Aerobio. Crecimiento entre 5 y 22 °C, siendo su
temperatura Optima 15 °C. Esta bacteria es incapaz de utilizar la mayoria de los azicares y

no produce gelatinasa ni amilasa.

La BKD no es una enfermedad oportunista causada por un organismo ampliamente
diseminado en el medio ambiente aquatico. Sin embargo el microrganismo puede resistir unos

limitados periodos en el medio, al menos lo suficiente para asegurar una transmisién
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horizontal entre peces en el mismo acuario (Evenden er af., 1993).

El modo principal de transmision es por contacto pez-pez, a través de las heces o ingestion
de visceras infectadas. Como tipico patogeno obligado el reservorio debe estar formado por
peces enfermos o portadores asintomdticos (Austin y Austin, 1987) de hecho se ha
encontrado en Salvelinus fontinalis (Starliper y Teska, 1995). Se piensa también que puedan
transmitirlo peces en libertad, como salmones (Roberts y Shepherd, 1986). También juega

un papel fundamental en la diseminacién la transmision vertical.

La manifestaciéon de la enfermedad esti asociada a ciertos factores ambientales como
temperatura, salinidad, dureza del agua y dieta. Aparece caracteristicamente al final del

invierno y primavera.

La supervivencia depende de la habilidad del patdgeno para sobrevivir y multiplicarse dentro
de las células fagociticas del hospedador. Es importante escapar de la vacuola fagocitica y
quedar libres en el citoplasma. Al parecer R. Salmoninarum posee un factor dafante de
membrana. Se ha demostrado que la incapacidad de los macrdfagos para matar R.
Salmoninarum no es totalmente debida a la inhibicién de la actividad bactericida del
macrofago. Al parecer, la localizacion intracelular de R. salmoninarum proporciona un
ambiente de proteccidn para el patdgeno y un estimulo constante del sistema inmunitario del

hospedador que responde pero de una manera inadecuada (Evenden et al., 1993).

La BKD se considera una de las enfermedades bacterianas més dificiles de combatir. La

eritromicina aparece como el quimioterapico mas eficaz, si bien no elimina por completo al



INTRODUCCION 30

patbgeno y es muy costosa. La desinfecciéon de la superficie de los huevos con yodoforos
reduce la incidencia de la enfermedad, pero no la elimina totalmente al transmitirse también

Renibacterium dentro del huevo (CAICYT, 1988).

En cuanto a la inmunizacién, los favorables resultados descritos por algunos investigadores
no han sido confirmados por otros. Las vacunas son orales, intraperitoneales, o por
inmersién con o sin coadyuvante (Evenden et al., 1993). La capacidad protectora de las

vacunas es cuestionable (Austin y Austin, 1987).

1.6. Métodos alternativos in vitro

El pez constituye un sujeto ideal en lo referente a contaminacidn del agua. Sin embargo, los
estudios farmacocinéticos en peces presentan dificultades experimentales mucho mayores que
en mamiferos o animales terrestres en general. Los problemas comienzan al intentar mantener
unos parametros ambientales bajo control: temperatura del agua, salinidad, dureza, oxigeno,
densidad de poblacion, alimentacién y manejo pueden afectar a los datos. Ademas influyen
factores enddgenos como tamafio y estado fisiologico {esmoltificacion, sexo, madurez sexual,
salud). No hay que olvidar que los procedimientos experimentales pueden alterar ias
condiciones del pez: la anestesia, la toma de muestras, etc. Las tomas repetidas de muestras
de sangre de un mismo individuo son muy dificiles de llevar a cabo, haciendo necesario
tomar muestras de distintos individuos, introduciendose por ello un factor de variacion

individual. De este modo, la extrapolacion de los datos para otras condiciones es dificil.

Es necesario, por tanto, encontrar métodos alternativos in vitro para estudiar la fisiologia de
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los peces, en lo relativo a su relacion con el medio externo. Este dnimo ha llevado a
investigar sistemas in vitro, incluyendo érganos aislados, para desarrollar en peces, igual que
han sido desarrollados para otros vertebrados. Asi se han desarrollado para diferentes
Organos, como ia preparacion relativamente reciente de corazon de trucha (Farrell er al.,
1989). No obstante y por razones que comentaremos a continuacion, 1as preparaciones mas

importantes y extendidas son las relacionadas con las branquias.

1.7. La branquia como sistema fundamental

La branquia es un drgano multifuncional especializado en funciones como el intercambio
respiratorio, la osmorregulacién, la eliminacion de productos de desecho del metabolismo del
nitrdgeno y la regulacion del equilibrio dcido-base (Girard y Payan, 1980). Posee una gran
drea irrigada lo que junto a una corta distancia entre sangre y agua les facilita esos
intercambios. Esto implica que las branquias son la principal via de absorcidn de compuestos

en disolucion (Part y Svanberg, 1981).

En cuanto a la estructura, las branquias de un teledsteo tipico comprenden dos series de
cuatro holobranquias que forman las paredes de la faringe. Cada holobranquia se compone
de dos hemibranquias que se prolongan desde el borde posterior del arco branquial. Las
hemibranquias estdn formadas por una fila de laminillas primarias. Sobre toda la superficie
dorsai y ventral de cada laminilla primaria se disponen las laminillas secundarias. Los arcos
contienen arterias branquiales aferentes que provienen de la aorta ventral y arterias

branquiales eferentes que desembocan en la aorta dorsal.
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En la branquia se pueden distinguir dos tipos de epitelio de acuerdo a su irrigacion sanguinea
y sus caracteristicas celulares:

- El epitelio de la laminilla primaria, que contiene en su mayoria células del cloruro y esta
conectado a la circulacion venosa (parte de la arteria lamelar primaria, incluye el seno venoso
central de la laminilla primaria y estd conectado al sistema venoso branquial).

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

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

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

del cloruro y las productoras de mucus.

Los peces obtienen el oxigeno de la pequefia cantidad que estd disuelta en el agua. Para
extraer este oxigeno eficientemente, la estructura branquial consiste en un fino tamiz a través
del cual el agua es bombeado. Las laminillas estdn superpuestas unas a otras formando un
tupido filtro. (Lloyd, 1992). Durante ia respiracion 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 compresidon y expansion de las cavidades bucal y opercular. La sangre
circula en las laminillas secundarias en e} sentido opuesto al del flujo del agua, con un

rendimiento de [a extraccion de oxigeno de hasta el 80% (Roberts, 1981).

El intercambio gaseoso tiene lugar por simple difusion, facilitado por una gran superficie
(300 cm?/100 g para la trucha arco iris), cortas distancias de difusién (2-10 um) y por un
movimiento de sangre y agua a contracorriente (Part, 1989a). La estructura de las laminilias

secundarias consiste en una fina capa de células epiteliales hacia el exterior y espacios por
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los que fluye la sangre hacia el interior. Asi, el oxigeno disuelto en el agua tienen que

recorrer una corta distancia para llegar al torrente sanguineo (Lloyd, 1992).

Los peces, a diferencia de los organismos terrestres, tienen que mantener un equilibrio
osmatico con el agua en que viven. Por simple 6smosis el agua entra dentro del cuerpo. Este
agua es filtrado de la sangre por los rifiones pero, como en los peces no hay reabsorcién de
agua se produce un copioso flujo de orina. Los rifiones reabsorben bastante del sodio y
cloruro de la orina para prevenir una pérdida de sal, ya que ésta abandona el cuerpo también
a través de la piel. Esta pérdida es restituida por la absorcion activa de esos elementos en las
branquias, donde el sodio se cambia por hidrégeno y el cloruro por bicarbonato. De hecho
la mayor regulacidn del equilibrio de sales la llevan a cabo las branquias y no el rifidn

(Lloyd, 1992).

En el intercambio i6nico, los diversos grupos celulares desempeifian distintas funciones. Las
células del cloruro tienen un importante papel en la adaptacion de los peces a agua salada,
presentando una serie de cambios morfologicos durante este proceso. El intercambio
Na*/NH," y CI/HCO, se produce en las células respiratorias, interviniendo también en el
equilibrio &cido-base y en la excrecion. No obstante, las células del cloruro podrian

Intervenir en la eliminacion de ciertas sustancias orgdnicas (Girard y Payan, 1980).

En los teledsteos, la piel, intestino y branquias estdn en contacto directo con el agua externa
y podrian ser consideradas lugares potenciales de absorcion de sustancias. Sin embargo la
piel es casi impermeable y, al menos, los peces de agua duice, no beben agua, siendo estas

vias de menor importancia en la absorcién.
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Las sustancias disueltas pueden entrar en el epitelio por dos vias, 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 o que sugiere que la via de

penetracion es transcelular.

Las sustancias en el agua pueden ser absorbidas por las branquias, pasar al torrente
circulatorio y circular por el cuerpo. Si las concentraciones del toxico son suficientemente
altas, las delicadas células de la laminilla secundaria pueden ser dafadas afectando a las
funciones de respiracidn y regulacidn de sales. Las branquias son una ruta de principal
importancia para la captactén de sustancias tOxicas por los peces, y en la mayoria de los
casos, la ingestidn de esas sustancias con el alimento tiene mucha menor importancia {Lioyd,
1992). Tanto los compuestos orgénicos hidrofobicos como los hidrofilicos y los iones
metalicos entran en el pez a través de las branquias; por ello, los estudios sobre la

biodisponibilidad de las sustancias deberian centrarse en este 6rgano.

El mecanismo de absorcion es el que determina si una determinada sustancia quimica estara

disponible. La tasa de absorcion podria usarse para estimar la biodisponibilidad (Part, 1990).

1.8. La perfusién de branquias.

Desde principios de siglo se han venido desarrollando preparaciones de branquias para

estudiar la fisiologia branquial (Perry er al., 1984a).

Las preparaciones de perfusién branquial permiten medir muchas variables de la
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funcionalidad branquial. El control de la composicioén del liguido, la presion y el flujo y la
exclusidn de la circulacién postbranguial, junto con una elevada precisién de las medidas.
son las principales ventajas. Pero la compleja estructura de las branquias y su variedad de
funciones pueden llevar a conclusiones erréneas. Ademds, la perfusidon y el aislamiento
introducen nuevas variables como los efectos del anestésico, deformaciones mecénicas y
estrés, y la muerte gradual de los tejidos. El principal criterio para juzgar una preparacién
es su habilidad para reproducir el comportamiento fisioldgico del tejido en animales intactos.
Las dificultades existentes para obtener informacién sobre la funcidn branquial in vivo impide
realizar una comparacién entre ambos métodos. De hecho, esa es la razdn para desarrollar

preparaciones in vitro. (Perry ef al., 1984a).

1.8.1. Tipos de preparaciones.

Las preparaciones pueden ser de cuatro tipos: arcos branquiales aislados, cestas branquiales

incluyendo todos los arcos, cabezas y cuerpos enteros.

Los arcos branquiales aislados han sido utilizados por muchos investigadores (Ellis and
Smith, 1983). La preparacién consiste en un arco branguial separado perfundido por la
arteria branguial aferente, recogiendo el perfusado por un catéter en la arteria branquial

eferente.

Las cestas branquiales perfundidas fueron utilizadas por los primeros investigadores (Reite,
1969). Suponen la canuiacion del bulbo arterioso y el corte de los arcos cerca del techo de

la boca.
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Las preparaciones de branquias en cabeza aislada se han utilizado ampliamente en los
experimentos de fisiologia branquial. Las cabezas tienen una cénula de entrada en la aorta

ventral o bulbo arterioso y una cdnula de salida en la aorta dorsal.

Las preparaciones de cuerpo entero son iguales a las de cabeza aislada pero sin el catéter
oclusivo en la aorta dorsal. En lugar de ello se utiliza una cdnula no oclusiva para toma de

muestras y medidas de la presién.

1.8.2, Preparacion de branquias en cabeza aislada

La perfusion de cabeza ha sido muy utilizada en experimentos sobre la fisiologia branquial
(Part y Svanberg, 1981; Part et al., 1984; Gardaire et aql., 1985; Part et al., 1985;

Andersson y Pirt, 1989; Avella y Bornancin, 1989; Block er al., 1991; etc).

El método de perfusion mas empleado esta representado en la Figura 2. Este método incluye
un depdsito de suero a una altura superior a la preparacién y una bomba cardiaca que
impulsa regularmente el liquido de perfusion. A flujo constante, cambios en la presion a

través de las branquias indican alteraciones en la resistencia vascular.

Las cabezas tienen la entrada en la aorta ventral o butbo arterioso y una canula de salida en

la aorta dorsal a la altura del opérculo caudal. La ventilacién se mantiene artificialmente

aunque algunas preparaciones ventilan espontineamente.

En una preparacion tipica, el 80 % del output cardiaco se recoge de la aorta dorsal mientras
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Figura 2. Esquema de la preparacion de branquias en cabeza aislada.

que el resto se lo lleva el flujo venoso. El flujo venoso se asume que estd en contacto con
las células del cloruro que estan involucradas en el transporte iénico, por lo que se ha dicho

que la circulacién venosa tienen una funcion ion-reguladora.

La utilizacién de sustancias radioactivas se ha generalizado por su facilidad y sensibilidad en
el andlisis. Sin embargo, para ciertos compuestos, como algunos organicos, la cromatografia

presenta ventajas, al no confundir los metabolitos con la molécula original.

1.8.3. Medida de la viabilidad de la técnica

Las preparaciones de branquias estan limitadas por su deterioro natural. La viabilidad de la

preparacion se evaliia por tres métodos:
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- Presion de perfusion aferente
- Flujo neto de sodio

- Examen histolégico

Una preparacion viable se caracteriza por una presion estable. Un incremento de la presion
es un signo de vasoconstriccién en el circulatorio. Ese incremento va acompafiado por la
formacion de edema en la laminilla secundaria, produciéndose un incremento de las distancias
de difusion entre sangre y agua. el resultado es una reduccion en la capacidad de difusion
(Part er al., 1982). La presencia de adrenalina en el liquido de perfusidn previene la

vasoconstriccion.

Una preparacion viable se caracteriza por una concentracion de Na* estable o ligeramente
a la baja en el agua. Es un indicador de viabilidad muy sensible porque la absorcién contra
gradiente requiere energia metabdlica. Las branquias con edema poseen un flujo negativo de

sodio, mostrando como pierden este ion.

1.8.4. Estudios realizados

Las preparaciones in vitro de branquias han sido ampliamente utilizadas para estudiar la
fisiologia branquial. Desde Krakow (1913) se han usado estas preparaciones permitiendo

controlar y medir muchas variables de la funcionalidad branquial.

Uno de los temas fundamentales de investigacién ha sido el intercambio i6nico en la

branquia. Asi, esta técnica se ha utilizado para examinar el mecanismo de la excreccion de
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amoniaco y la absorcién de sodio. Primeramente Payan y colaboradores (1975) estudiaron
la bomba de sodio en la preparacion de perfusic’)ﬁ branquial, comprobando que la entrada de
sodio era similar a la de peces in vivo. También abordaron la excreccion de amoniaco en
dicha preparacion, comprobando el efecto de varias sustancias. De este modo vieron como
la adrenalina estimulaba la entrada de sodio y la excrecion de amoniaco. La acetazolamida
reducia la entrada de sodio y la excrecién de amoniaco, sin alterar la salida de sodio. Se

empezd entonces a postular un intercambio normal en la branguia Na*/NH,".

Posteriormente se estudid el efecto de la temperatura y CO. sobre la excrecion de amoniaco.
Un cambio brusco de temperatura reducia la permeabilidad de la branquia al amoniaco
mientras que la presencia de CO, activaba la excrecién (Payan y Matty, 1975). Payan (1978)
mostro nuevas evidencias de un intercambio Na*/NH," en la branquia de trucha, ofreciendo
un modelo en el que el sodio entraba gracias a la Na'/K* ATPasa y el amoniaco atravesaba
la membrana en direccion contraria, en su forma no ionizada.

Sin embargo, otros autores {Avella y Bornancin, 1989) han rechazado el intercambio

sodio/amoniaco, vinculando la absorcidn de sodio a la excrecion de iones H*.

Girard y Payan (1980) estudiaron las diferencias en agua dulce y agua salada y la
participacion de los distintos tipos celulares (células respiratorias y células del cloruro) en
la absorcion branquial de sodio. Esta linea ha sido seguida por otros autores (Gardaire et al.
1985) que demostraron que las células de!l cloruro de la primera laminitla contribuyen en un
20 % a la misma. La absorcion de cloruro estd relacionada con la concentracién de HCO,
y CO, (Perry et al., 1984b) y estd controlada adrenérgicamente, aumentada por la

estimulacidn del receptor alfa e inhibida por la estimulacién del receptor beta (Perry ef al.,
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1984c).

Perry y colaboradores (1985) compararon el transporte i6nico en la preparacion de perfusion
branquial usando suero Ringer y sangre como liquido de perfusioén, analizando Cl', Na* y
NH,". La absorcién de seodio se deterioré mds rapidamente en la perfusion con Ringer,
mientras la de Cl' se mantuvo relativamente estable. La excrecién de amoniaco fue similar

con ambos liquidos de perfusion.

Muchos estudios hemodinamicos se han realizado en branquias (Wood, 1974; Payan y
Girard, 1977; etc.). De hecho, causas hemodinamicas influyen en el intercambio idnico, por
ejemplo alteracicnes hemodindmicas son las responsables de la estimulacién de la entrada de

Cl por el HCO; (Perry er al., 1984b).

En cabeza aislada se ha estudiado también como varia la resistencia vascular al afiadir
adrenalina en el suero (Pért ef al., 1982a). La adrenalina aumenté la resistencia vascular
notablemente por una vasoconstriccion alfa-adrenérgica. En un posterior estudio (Part ez al.,
1982b) midieron también el intercambio de oxigeno comprobando que en ausencia de
adrenalina, éste disminuia y en su presencia se mantenia estable, junto con la resistencia

vascular, atribuyendo esos resultados a cambios estructurales en la laminilla secundaria.

Perry y colaboradores (1985) revisaron el comportamiento de la preparacion de branquias
en cabeza aislada en cuanto a intercambio gaseoso, equilibrio 4cido-base y respuesta
hemodindmica, utilizando suero fisioldgico o sangre como liquido de perfusidn. La perfusion

con sangre estimulo la captacion de O, y la excrecion de CO, a través de las branquias, por
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un aumento en la capacidad de transporte de oxigeno y la presencia de anhidrasa carbénica

de los eritrocitos.

Ya centrados en el intercambio gaseoso, Pért et al. (1984) estudiaron la tension de oxigeno
antes y después de las branquias concluyendo que debia haber un "shunt” no respiratorio en

la segunda laminilla.

El papel de los eritrocitos y del epitelio branquial en la excreciéon de CO, fue estudiado por
Perry y colaboradores (1982). La entrada de HCO, en el eritrocito es el paso [imitante en
la excrecion de CO,, no contribuyendo el paso de HCO. desde el plasma al epitelio

branquial.

Algunos trabajos se han llevado a cabo sobre la cinética de compuestos toxicos. La principal
ruta de entrada de xenobidticos al pez son las branquias. La técnica de i{a perfusion branquial
permite obtener informacion valiosa sobre la biodisponibilidad de los toxicos, pues un primer

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

Ejemplo de cémo estos estudios pueden ir desarrollandose es el caso del cadmio.
Primeramente, Péart y Svanberg (1981) estudiaron la absorcion de cadmio por esta via viendo
como aumentaba al incrementarse el cadmio del medio. Se trataba de un experimento
preliminar sobre como se producia la absorcion de cadmio, lo que permitié trabajos
posteriores. Asi Pirt er gl. (1985) estudiaron la disponibilidad de cadmio en diferentes
calidades de agua. Por otra parte estudiaron la influencia de algunos agentes quelantes como

EDTA vy citrato en la absorcién de cadmio (Pirt y Wikmark, 1984). Posteriormente otros
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autores han estudiado la absorcién de cadmio en presencia de xantatos, asi como la

distribuciéon intracelular del cadmio (Block ef al., 1991).

La preparacion de cabeza de trucha ha sido empleada para estudiar 1a absorcién, metabolismo
y eliminacion del benzo[a]pyreno, demostrandose que las branquias contienen sistemas de
enzimas capaces de metabolizar xenobidticos y que probablemente modificaran la absorcion

y toxicidad de los contaminantes en el organismo (Andersson y Piart, 1989).

Part (1989a) estudi6 con esta técnica la relacién del coeficiente de particion octanol-agua y
del pH en la absorcidon de diversos compuestos organicos. Mientras que el coeficiente de
particion tiene un valor limitado como indicador de la biodisponibilidad, la absorcion de
compuestos lonizables son pH-dependientes. Paralelamente estudié las distintas tasas de
absorcion branquial de fenoles en agua dulce y salada. La adaptacion al agua de mar reduce

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

198%b).

La absorcion de compuestos hidrofébicos ha sido ampliamente estudiada, en sus aspectos
metodologicos (Part er al., 1992) concluyendo que la preparacién es muy adecuada para
investigar los mecanismos de absorcion de estos compuestos en relaciéon con sus
caracteristicas fisicoquimicas. Esta absorcion disminuia al bajar la temperatura (Sijm et al.,
1993} y aumentaba con el flujo de sangre y agua (Sijm et al., 1994). Posteriormente se

determind su relacion alométrica (Sijm ef al., 1995).

Sijm (1993) observo tasas de absorcién comparables para varios compuestos organicos y
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sugirié el método como una alternativa al uso de peces, reduciendo el nimero necesario para

cada experimento y el estrés de los mismos.

1.8.5. Utilidad de esta técnica

La preparacion de cabeza perfundida posee muchas de los requerimientos de una buena
preparacion de perfusién branquial: cirugia rapida, no anestesia, se evitan largos periodos
de isquemia, las branquias estan bien irrigadas y perfundidas y el volumen del medio externo
pude ser pequefio. El mayor defecto es que la presion de la aorta dorsal se tiene a cero para
evitar que se derrame liquido de perfusién en el medio externo. Esto afecta al patron de flujo
a través de las branquias y contribuye al rapido deterioro de la preparaciéon. Hay quien

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

El problema del deterioro hemodindmico puede ser superado afiadiendo 107 M de adrenalina
0 noradrenalina al liquido de perfusidn o irrigando las branquias con agua hiperdxica. El
deterioro hemodindmico estd limitado a la trucha (en otras especies ocurre horas después).
Si se usa este pez los experimentos no pueden superar 60 min. (preferibles 30 min.) y se

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

Una gran ventaja de esta preparacion es que el flujo eferente puede ser partido en sus
componentes arteriales y venosos. Esto es posible porque el liquido que abandona la laminilla
en la branquia puede volver via 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 circulacion venosa. Debido a esta particion es posible separar los
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flujos en un componente de epitelio respiratorio (flujo a través de células respiratorias) y un
componente de epitelio no respiratorio (flujo a través de células del cloruro). Asi se ha
demostrado que en agua dulce el flujo de Na' y Cl es a través del epitelio respiratorio
mientras que en el mar tiene lugar en las céiulas del clorhidrico. La preparacion de cabeza

no desarrolla estos flujos salvo el de sodio (afadiendo adrenalina).

Uno de los mayores problemas de esta preparacion es separar los efectos especificos e
inespecificos, sobre todo cuando se emplean sustancias vasoactivas. Por eso es esencial
monitorizar la presion. P.ej. adicién de HCO; eleva el flujo de CI pero no especificamente

sino por alteraciones hemodinamicas con alteracion de la presion.

En resumen, las mayores desventajas de esta preparacion son: su progresivo deterioro con
el tiempo, haciéndoio dnicamente adecuado para experimentos a corto plazo y bajas tasas de
flujo de iones y O, en ausencia de catecolaminas. Las principales ventajas son: cirugia simple
y rdpida que no necesita anestésico, no pérdidas de agua con o sin presidn dorsal aértica y
division del flujo eferente en componentes arteriales y venosos. Esta preparacion es la més
adecuada para estudios de transferencias de iones y gas, de corta duracién (no mas de 60
min). Estudios futuros deberian incorporar plasma o sangre como medio de perfusion, si
fuera posible. Esto podria solucionar los problemas de formacioén de edema y baja capacidad
de transporte de O,. También se sugiere aplicar niveles fisiologicos de presiéon en la aorta
dorsal. No se recomiendan altos niveles de catecolaminas pero si 107 6 10® adrenalina, para

ayudar a solventar el deterioro progresivo.
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1.9. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

La introduccién de este trabajo ha permitido sefialar una serie de aspectos basicos,
relacionados con la entrada de sustancias quimicas y de microorganismos patogenos, que
tienen una enorme importancia cientifico-técnica y que al mismo tiempo representan aspectos

de interés para la acuicultura comercial.

El objetivo basico de este trabajo es valorar las posibilidades de una metodologia concreta,
la perfusion de branquias en cabeza aislada, para abordar el estudio de aquellos aspectos que
tienen una aplicabilidad inmediata, asi como desarrollar nuevas posibilidades de esta técnica,
entre las que destacan el estudio de los mecanismos que regulan estos procesos, asi como un
aspecto totalmente innovador: la posibilidad de estudiar esta metodologia para estudiar el

paso de microorganismos en la branquia.

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

- Comprobar su capacidad para estudiar cuantitativamente la toxicocinética de compuestos
estudiando su adecuacién a los resultados obtenidos in vivo.

- Estudiar sus posibilidades para valorar los mecanismos que intervienen en la toxicocinética
de cada compuesto.

- Comprobar la posibilidad de crear modelos mecanicos de ingreso de particulas inertes.

- Estudiar el ingreso de bacterias via branquial mediante esta preparacion.
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2.1, Materiales

2.1.1. Animales

Todos los experimentos se han realizado utilizando trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
procedentes de la piscifactoria de Somolinos de la Vega (Guadalajara). Los individuos se

eligieron al azar, una vez aclimatados en los acuarios.

Para las preparaciones de perfusion branquial se utilizaron truchas de un peso entre 80 y 120
gramos. Los peces se mantuvieron en acuarios de 120 litros con flujo continuo y aireacion.
Para los estudios in vivo se utilizaron animales de mayor tamafio {500-1200 g) mantenidos

en grupos de 5-10 individuos en acuarios de 1600 litros.

2.1.2. Resumen de los materiales empleados

- Mantenimiento de los peces: acuarios de 120 1y 1600 !.

- Equipo experimental: motor de agua (SICCE, ltalia), tubos de silicona, bomba cardiaca

(IWAKI, Japén), filtro 0.2 um (Millipore, EEUU}, baifio (Julabo, Alemania), registro de

presion (PAN-LAB, Bélgica), transductor de presion (DRUCK, Gran Bretaiia), polimetro con

electrodos de sodio y de referencia (Orion, EEUU), bomba peristaltica (ISCO, EEUU).

- Material quirdrgico: cuchillo de diseccidn, pinzas {(de relojero, recta, curva, bulldog

vascular), tijeras rectas, seda 4/0 (Lorca-Marin, Espafia), tubo de polietileno PE-50, PE-90
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y PE-190 (Clay Adams, EEUU), aro de pléstico, dgrafes de Michel 18 x 3 mm (Medicon,

Alemania), preservativos.

- Reactivos experimentales: PVP-40 (Sigma, EEUU), albumina (Sigma, EEUU), adrenalina
(Sigma, EEUU), heparina (LEO, Espaiia), 2-fenoxietanol (Merck, Alemania), nitrito sédico
(Merck, Alemania), sulfato de cobre (Merck, Alemania), xileno de almizcle (Merck,
Alemania), formaldehido (Merck, Alemania), Hexaclorobenceno (Merck, Alemania),
amoniaco (Merck, Alemania), cloruro de cadmio (Sigma, EEUU), cianuro potasico (Sigma,
EEUU), bolas de poliestireno con modificacion del extremo carboxilo con fluorescencia roja

(Sigma, Alemania).

- Material de histologia: xilol, hematoxilina, tripsina, alcoholes, anticuerpo monoclonal anti
Renibacterium, anticuerpo policional antiyersinia, PBS, anticuerpo conjugado con peroxidasa
(Sigma, Alemania), anticuerpo puente para Renibacterium (Dako, Dinamarca), anticuerpo

antiperoxidasa, Diaminobenzidina, sustrato cromégeno, hematoxilina, entellan,

- Material analitico: centrifuga de capilares (Orto, Espafia), microjeringa (Hamilton, EEUU),
tubos de ensayo, rotativa (Heidolph, Alemania), microscopio de fluorescencia (Zeiss,
Alemania), espectrofotometro {(Unicam, Gran Bretafia), Espectrofotdmetro de absorcion
atdmica con camara de grafito HGA 300 (PERKIN-ELMER, Alemania), centrifuga de mesa
(IEC, EEUU), Cromatégrafo de gases con detector selectivo de masas (Hewlett-Packard,

EEUU).

- Reactivos analiticos: sulfanilamida (Merck, Alemania}, N-(-1-naftil)-etilen-diamina, acido
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nitrico suprapur {(Merck, Alemania), n-hexano (Merck, Alemania)

- Medios de cultivo: SKDM (selective kidney disease medium), TSA (triptona soja agar).

2.2, Métodos

2.2.1. Perfusién branquial

La técnica de perfusion branquial es un método de reproduccion in vitro de la fisiologia

branquial, en la que se aisla esta parte del animal para un mayor control de las distintas

variables (Perry et al, 1984).

Para cada perfusion se siguié la siguiente metodologia:

2.2.1.1. Circuites

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

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

Italia), que representa al medio en el que vive el pez.

- Un circuito interno abierto por el que circula el liquido de perfusién impulsado por una
bomba cardiaca (IWAKI, Japon). Se utilizé el suero salino Cortland (Wolf, 1963). Contenia
40 g/l de PVP-40 (polivinilpirrolidona, PM = 40.00, Sigma, EEUU) segun Part y Wikmark

(1984).
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Una vez preparada la solucion salina, se filtraba con un filtro de 0.2 um (Millipore, EEUU)
y posteriormente se procedia a gasearlo con una mezcla de N, conteniendo 0.7 % de CO, y
5 % de O, (Alphagaz, Espafia). A continuacion se afiadia 1 ml/100 m! de una solucién de
albimina (Sigma, EEUU) 20 % y 100 u1/100 ml de adrenalina (Sigma, EEUU) 0.1 % para
prevenir la vasoconstriccion espontinea (Part er al. 1982). El suero Cortland preparado se

colocaba en el circuito de perfusion y se drenaba para eliminar la existencia de burbujas.

- Un receptaculo cilindrico donde estd alojada la cabeza del pez.

~ La temperatura del circuito externo e interno estdn mantenida por un bafio (Julabo,

Alemania) a una temperatura de 10 °C.

2.2.1.2. Fase quiriirgica

En resumen, la operacidén consiste €n una decapitacion de la trucha, una canulaciéon de las

aortas y una preparacion para su posterior colocacion en el sistema.

Para la operacién se siguen los siguientes pasos:

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

La fase quirdrgica comienza a los veinte minutos de inyectar 2000 unidades de heparina
(LEO, Espaiia) por 100 g de pez.

~ Se corta la cabeza de la trucha 0.5 cm por detras del nacimiento de las aletas operculares.

- A continuacion se coloca la cabeza en 12 mesa de operacidn, haciendo pasar agua de pozo
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a través de la boca para preservar la funcionalidad branquial.

- Se extraen con pinzas los érganos abdominales que queden, normalmente €l higado y un
asa intestinal.

- Posteriormente, se corta el pericardio con unas tijeras rectas, quedando accesible el
corazon.

- Se prepara una ligadura con seda 4/0 (Lorca-Marin, Espaiia) a la altura del bulbo adrtico
usando ia pinza curva y la recta de relojero.

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

- A continuacion se introduce un tubo de polietileno PE-50 (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 via, se cierra el es6fago con una pinza bulldog
vascular.

- Por altimo, a fin de mantener la rigidez de la pared ventral de la cabeza, se coloca un aro
de plastico en la cavidad abdominal y se grapa con tres dgrafes de Michel de 18 x 3 mm

{(Medicon, Alemania).

Una vez terminada esta operacion se fija la cabeza al sistema para lo cual se coloca un
preservativo por detrds de las branquias, uniéndose luego al sistema, por lo que queda

impermeabilizada la cdmara donde esta instalada la cabeza.

Colocada la cabeza se conecta la bomba para hacer funcionar el circuito de liquido externo
(agua de pozo) con un flujo de 1.5 |/min.para mantener una buena irrigacion de las
branquias. De igual modo se pone en funcionamiento la bomba cardiaca a una frecuencia de

40 pulsaciones por minuto y un flujo de 2 ml por minuto y 100 g de pez. Se conecta el
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extremo libre del circuito interno a la canula PE-50 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 canula tiene su salida el
liquido de perfusion que ya ha pasado por la branquia. Este liquido se recoge cada cierto

tiempo, dependiendo del experimento.

Se conecta el registro de presion (PAN-LAB, Béigica) que va unido al transductor de presién
(DRUCK, Gran Bretafia) situado en el circuito interno. Asi mismo se introducen en la cubeta
los electrodos de sodio y de referencia (Orion, EEUU), para empezar a registrar estos

valores.

Cuando se han estabilizado los valores de presion y concentracion de sodio se considera que
la branquia estd funcionando correctamente y puede procederse a la parte experimental
propiamenie dicha. Una vez acabado el experimento se extrajeron las branquias y se

incluyeron en parafina para posteriormente realizar cortes histologicos.

2.2.2. Desarrollo experimental

2.2.2.1. Eliminacion in vivo de nitrites

Para el desarrollo de este apartado se utilizaron 5 truchas entre 800 y 1300 g. Para cada

animal se siguio el siguiente protocolo:

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

- Pesado del pez.

- Colocacion de una cdnula rigida en la aorta dorsal.

- Inoculacion intravenosa de 0.5 ml por kg de p.v. de una solucidn de nitrito sédico 600
ppm, para alcanzar una concentracién aproximada en el pez de 3 mg/l.

- Extraccion de sangre en los tiempos: 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 20, 25, 30, 37, 45 y 60 min.
- Centrifugacion de la sangre en centrifuga de capilares (Orto, Espafia) y exiraccion del
plasma con microjeringa (Hamilton, EEUU).

- Anilisis de las cantidades de nitritos en plasma.

2.2.2.2. Eliminacidn in vitre de nitritos

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

con 3 ppm de nitritos. Las siguientes se realizaron perfundiendo, en la misma preparacion,

primero liquido con 1 ppm y a la mitad del experimento con 6 ppm.

Se tomaron muestras de liquido de perfusion de la cinula de la aorta dorsal cada 2 minutos

asi como muestras del liguido externo del circuito (agua de pozo). Las muestras se analizaron

por colorimetria.

2.2.2.3. Metabolismo in vitro de nitritos

Se disend un experimento para ver la capacidad de metabolizacion de los nitritos in vitro.

Para comprobar si habia elementos en la sangre que metabolizaran los nitritos se prepararon
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4 tubos, cada uno de los cuales contenia: sangre completa, plasma, liquido de perfusion y
liqguido de perfusién con hematies. Se les afiadi¢ un estindar de nitritos para obtener
alrededor de 3,5 ppm. Se colocaron en una rotativa (Heidolph, Alemania) y se mantuvieron
alli tomando muestras en los tiempos siguientes: 0,1,2,3, y 24 horas. Las muestras se
centrifugaron en una centrifuga de mesa, diluyendo posteriormente ei sobrenadante, para su

analisis. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado.

2.2.2.4. Absorcién in vivo de nitritos

Se utilizaron 3 truchas de pesos comprendidos entre 530 y 625 g.

Cada una de ellas se mantuvo en acuario con un flujo continuc de 2.7 mg/l de nitrégeno
nitroso (1/10 de la CL50 para las condiciones de calidad de agua empleadas). Considerando
la rapida transformacién de los nitritos, se considerd necesario realizar una exposicion en
flujo continuo con el objeto de garantizar los resultados. Para ello se¢ usdé una bomba
peristaltica (ISCO, EEUU) para suministrar la solucion de nitritos y un mezclador para

mezclar el flujo de entrada de agua de pozo con la fuente de nitritos.

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

4, 6, 8 y 24 horas. Se analiz6 la concentracién de nitritos en plasma.

2.2.2.5. Absorcion in vitro de nitritos

Para la determinacién de la absorcién in vitro de nitritos se utilizaron 4 truchas. En cada

perfusién se mantuvo una concentracién de 3 ppm de nitritos en el agua externa del circuito.
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Para comprobar la capacidad del sistema para reproducir el funcionamiento in vivo, aplicado
al caso de los nitritos una de las preparaciones se realizd utilizando un medio externo sin

cloruros.

Se tomaron muestras de liquido de perfusion de salida cada 2 minutos asi como muestras del

liquido externo. Las muestras se analizaron por colorimetria.

2.2.2.6. Eliminacion in vifro de cobre

Se realizaron 4 preparaciones: dos con 1500 ppb de cobre y dos con 1500 y posteriormente
300 ppb. Las preparaciones se realizaron perfundiendo suero salino Cortland con las
concentraciones citadas de cobre en forma de sulfato. Se tomaron muestras de liquido de

perfusion de la canula de la aorta dorsal cada 2 min. y también de liquido externo.

2.2.2.7. Eliminacién in vitre de cobre con células

Se realizaron tres preparaciones en las cuales se perfundieron las branguias con cobre a una

concentracion de 1500 ppb. En la mitad de la preparacion se afadi6 al liquido de perfusion

sangre del propio animal extraida previamente (0.5 ml de sangre por 50 ml de liquido de

perfusién).

Se tomaron muestras de liquido de perfusién cada 2 min. y también de liquido externo.
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2.2.2.8. Absorcion in vitro de cobre

Se realizaron tres preparaciones en las cuales, una vez estabilizada la perfusion se afadieron
cantidades de cobre en el liguido externo hasta conseguir unas conceniraciones de 100 ppb

y 200 ppb al comienzo y a la mitad de la preparacion respectivamente.

Se tomaron muestras de liquido de perfusién cada 2 min. y también de liquido externo.

Se analizaron las concentraciones de cobre en liquido de perfusion y en agua del circuito
externo. Se midieron ademds patrones de liquido de perfusidn solo con sangre para

comprobar si ésta afadia una cantidad de cobre apreciable a las muestras.

2.2.2.9. Absorcion in vitro de xileno de almizcle

Para el estudio de absorcidon de xileno de almizcle se realizaron

3 preparaciones.

En primer lugar, se prepard una solucién de 10 mg de xileno de almizcle en 50 m! de etanol.
En cada preparacion se fueron realizando adiciones de esa solucion en el medio externo para
alcanzar 1, 10 y 100 ug/l de xileno de almizcle en los tiempos 0, 20 y 40 min.,

respectivamente.

Se tomaron muestras de liquido de perfusién cada 5 min. y de medio externo cada 20 min.,

analizindose las muestras mediante un procedimiento de microextraccion disefiado
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especificamente para estos experimentos.

2.2.2.10. Eliminacion in vitro de xileno de almizcle

Se realizaron dos preparaciones en las cuales se pasé por el circuito de perfusion 10 ppb de
almizcle. Se tomaron muestras de liquido de perfusién cada 5 min. asi como dos muestras

de agua externa, a la mitad y al final del experimento.

En todos los casos se tomaron muestras de liquido de perfusion cada 5 min. y de medio
externo cada 20 min., analizindose las muestras mediante un procedimiento de

microextraccion disefiado especificamente para estos experimentos.

2.2.2.11. Eliminacion de xileno de almizcle con células

Se realizaron 2 preparaciones en las que se pasaron sucesivamente 5 ppb, 10 ppb y al final
10 ppb mas 0.5 ml de sangre de la propia trucha. Se sacé sangre de las truchas antes de

decapitar.

En todos los casos se tomaron muestras de liquido de perfusién cada 5 min. y de medio
externo cada 20 min., analizindose las muestras mediante un procedimiento de

microextraccion disefiado especificamente para estos experimentos.
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2.2.2.12. Ingreso de particulas via branquial

Se utilizaron bolitas de latex, poliestireno, de 0.5 um en suspension acuosa de un 2.5 % de
sOlidos, con modificacién del extremo carboxilo, con fluorescencia de color rojo (Sigma,

Alemania).

Se realizaron dos preparaciones en las que se afiadieron 200 pl de la solucidn comercial a
400 m) de agua externa. Se tomaron muestras de liquido de perfusion cada 10 min. y
muestras de branquias para congelacién e inclusion en parafina. También se tomaron
branquias de una trucha las cuales se tuvieron el mismo tiempo en el liquido externo y las
branquias de una trucha que no estuvo en contacto con las bolitas de latex. La mitad de las
muestras s¢ lavd con agua de pozo para eliminar las bolitas de latex adheridas a su
superficie. Se realizaron cortes de 5 um de grosor y se examinaron las preparaciones en
microscopio de fluorescencia (Zeiss, Alemania). Varios de los cortes se tifieron con

hematoxilina para proporcionar marcar niicleos y contornos celulares.

Las muesiras de liquido de perfusioén se prepararon de la siguiente manera:

- Los tubos originales se centrifugaron a 16°, 16 min. a una velocidad de 4500 rpm. El
sedimento se analizé a microscopio de fluorescencia.

- El sobrenadante se paso por un filtro de .22 um, conservando el filtro que se resuspendio
en 3 ml de agua, la cual se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. Tanto el
sobrenadante como el sedimento se analizaron al microscopio.

Un control positivo, al que se afiadieron las particulas fluorescentes, sufrié el mismo proceso.
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2.2,2.13. Ingreso de bacterias via branquial

2.2.2.13.1. Cultivo

Se usaron dos especies de bacterias: Renibacterium salmoninarum y Yersinia ruckery.
Renibacterium se cultivé en placas de cultivo con medio SKDM (selective kidney disease
medium) (Austin et al., 1983). Yersinia se cultivd en placas de cultivo con medio TSA

(triptona soja agar).

Los subcultivos se realizaron de la siguiente manera:
- Yersinia: se realizaron cada 24-48 horas con hisopo a una placa con medio TSA.

- Renibacterium: se realizaron cada 14-28 dias, procedentes de liquido ascitico de truchas

infectadas.

Ambos se mantuvieron en cultivo a 20°C.

La cuantificacion se realizé mediante siembra de 20 ul por placa de diluciones sucesivas de
una suspension de media placa en 10 ml de agua de pozo filtrada con un filiro de 0.22 pm.

De este modo se prepararon dosis de 10 ml con 10° bacterias.

2.2.2.13.2. Inactivacion de las bacterias

Se tomo media (Yersinia) o una (Renibacterium) placa con un hisopo y se resuspendié con

10 m{ de agua de pozo filtrada de modo que se obtuviera una concentracion de 1 x 10°
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bacterias. La suspension se inactivd afiadiendo 200 ul de formol. Tras agitacidn, se dejo
reposar una noche. Postetiormente se centrifugd 5 min. a 5000 rpm. Se volvié a resuspender

el sedimento en 10 m] de agua de pozo filtrada, agitindose posteriormente.

2.2.2.13.3. Perfusién branquial

El protocolo experimental se llevo a cabo en dos fases:

En la primera se realizaron 11 preparaciones: 3 con Yersinia, 3 con Renibacterium, una con
una mezcla de ambas, otra con Yersinia en presencia de hexaclorobenceno (1 mg/l), otra con
Renibacterium y particulas de litex y otras 2 con bacterias inactivadas: Yersinia y

Renibacterium.

En la segunda se realizaron 2 preparaciones con la presencia de cada uno de estos toxicos
y Renibacterium salmoninarum:

- 0.3 mg/l de cobre {cloruro).

- 1 mg/l de hexaclorobenceno.

- 80 mg/l de amoniaco total,

- 0.15 mg/! de cadmio (cloruro).

- 0.1 mg/l de cianuro potésico.

En cada preparacion se afiadié una suspensién de bacterias en agua de pozo, a una

concentracion de {0° bacterias por ml.

Cuando se emplearon toxicos, el protocolo observado fue el siguiente: tras la fase de
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estabilizacidn inicial se afiadi el toxico al agua en la concentracion sefialada (tiempo cero).

A los cinco minutos se anadié Ja suspension bacteriana.

I.as muestras de liquido de perfusion se centrifugaron a 4°C durante 10 min.a 5000 rpm, se
resuspendio el sedimento en agua destilada para lisar los restos celulares, se hicieron
diluciones seriadas y se sembraron en placa. Se escogieron las colonias morfoldgicamente
similares a las buscadas y se hicieron subcultivos para la posterior identificacion por "PCR"

e "Inmunoblotting".

Se tomaron muestras de branquias en cada preparacidén que se mantuvieron en formalina
neutra 24 horas pasando posteriormente a etanol 70%. Posteriormente se incluyeron en

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

2.2.2.13.4. Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de S5um a partir de bloques en parafina de bajo punto de fusién. Se

colocaron en portas gelatinizados.

Las preparaciones se sometieron a los siguientes procesos:

- Desparafinar las muestras, en tres bafios sucesivos de xilol de 5 minutos cada uno.
- Hidratacidn de las muestras, en una bateria de ailcoholes desde alcohol absoluto.
- Tripsinizacién para desenmascarar el antigeno, con tripsina al 0.1 %, 1 min.

- Lavado con PBS 3 veces 5 min.cada vez.
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- Incubacion con el anticuerpo primario a la concentracion adecuada en PBS, durante 30 min
a temperatura ambiente y en cdmara humeda. Para la deteccion de Renibacterium se utilizd
un anticuerpo monoclonal de ratén a una dilucién 1/4000. Para la deteccidn de Yersinia se
utilizd un anticuerpo policlonal antiyersinia a una dilucién 1/1000. Las concentraciones
adecuadas se calcularon previamente usando distintas diluciones sobre una muestra de
bacterias secas.

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

- En las muestras con Yersinia se incubé 30 min. con el anticuerpo conjugado con peroxidasa

(Sigma, Alemania) a una dilucién de 1/200.

En las muestras con Renibacterium se incubd con un anticuerpo puente (DAKQ, Dinamarca)
a una dilucion 1/25 y , tras tres lavados 5 min en PBS, se incubé 30 min. con el anticuerpo
antiperoxidasa.

- Incubacion con el sustrato: Diaminobenzidina en el primer caso y sustrato cromégeno en
el segundo.

- Lavado

- Contraste de los micleos con hematoxilina.

- Montaje en un medio definitivo {entelldn) para las preparaciones de Yersinia y en glicerina
para las de Renibacterium.

- Identificacién y valoracion de las zonas marcadas al microscopio a 400 y 1000 aumentos.
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2.3. Analisis, cdlculos y estadistica.

2.3.1. Analisis y calculos estadisticos

La concentracion de nitritos en agua, plasma y liquido de perfusion se analizé por el método
colorimétrico de la sulfanilamida (Rodier 1981). En resumen, consiste en una diazotacion de
la sulfanilamida que forma un compuesto coloreado con la N-(-1-naftil)-etilen-diamina. El
color se midi6 en espectrofotémetro (Unicam, Gran Bretaiia) a 540 nm. En casos de muestras
muy pequefias de liquido se hizo usando triple cantidad de reactivo, al producirse asi el

mayor ajuste en pruebas preliminares.

Las concentraciones de cobre en liquido de perfusién y en agua del circuito externo se
determinaron por espectrofotometria de absorcion atémica (PERKIN-ELMER, Alemania) con
camara de grafito HGA 300 (Fernandez y Kahn, 1971). Las muestras de liquido de perfusién
se sometieron, previamente, a una digestion acida con acido nitrico suprapur (Merck) durante

una hora a 90° C.

El andlisis de muestras de xileno de almizcle se realizd mediante un sistema de micro-
extraccidn liquido-liquido con cuantificacion final por Cromatografia de Gases con detector
selectivo de masas, descrita con los siguientes pasos:

- Medicién de un volumen determinado de muestra (< 8 ml) y adiccion de 1.5 ml de n-
hexano.

- Agitacion en rotativa (Heidolph, Alemania) durante 10 min.

- Centrifugacion a 2700 rpm durante 10 min en una centrifuga de mesa (IEC, EEUU).
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- Separacion de la fase orgdnica en un vial de inyeccion.

- Inyeccién de 6 ul de cada muestra en el cromatégrafo de gases-masas con detector selectivo
de masas (Hewlett-Packard, EEUU). Intercaladas entre las muestras inyeccion de los patrones
de la recta de calibracidn.

- El célculo de las concentraciones de las muestras se realizé por interpolacion en la recta
patrén, multiplicando por 1.5 ml de hexano y dividiendo entre el volumen de muestra

tomado.

Se usé el programa estadistico Statgraph para los calculos estadisticos.

2.3.2, Caleulos cinéticos

Para la eliminacion in vive se utilizd un modelo asumiendo una cinética compartimental. Se
selecciond un modelo monocompartimental para los nitritos de acuerdo a los resultados

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

C,=Ae %t (1)

en la que Ct es la concentracion en plasma en el tiempo t, A el punto de corte con el eje de
ordenadas y « la pendiente de la curva.
Para el caso del cobre se selecciond un modelo bicompartimental, pero utilizando sélo la fase

de eliminacion, quedando una ecuacién similar, pero utilizando B y Ben vezde Ay «

C, ~ Be Pt (2)
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Se calcularon otros parametros cinéticos a partir de los valores de A y « (Carbonell y
Tarazona, 1994):

El 4rea bajo la curva de conceniracién en plasma versus tiempo (AUC)

avc - 2 3
o
El tiempo medio de residencia (MRT)
A
MRT = o (4)
AUC
El aclaramiento o "clearance"” branquial {CLb)
cr, - Rosis (5)
—AbUCc—
Y la semivida de eliminacidn (t,,)
In 2
trje = = (6)

El volumen de distribucidn, clave para las comparaciones in vitro / in vivo, se calculd por

la formula:

V- Dosis (7)
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Del mismo modo, para comprobar la adecuacién del modelo se hallaron esos términos a

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

El area bajo la curva de concentracién plasma versus tiempo (AUC). Se calcula usando la
regla trapezoidal (Gibaldi y Perrier, 1982), debiendo afiadir a AUCn, la Gltima parte bajo la

curva, es decir, desde el dltimo punto hasta el corte con el eje de abscisas (AUCterm).
AUC - AUC, + AUC,. o (8)

Donde AUCn es igual a

avc, - (™ cude = Y00 (¢t

to -0

-t (C; + Cud /2 (9)

i+1

C
AUC - {10)
o

term

Para calcular ¢l 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 ecuacion:

AUMC

MRT = (11)

Donde AUMC es el drea de la curva concentracién-tiempo versus tiempo o curva de

momento. Entonces, de]l mismo modo que en la ecuacion (7)

AUMC = AUMC, +AUMC (12)

term
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Donde
ty -1
AUMC, = fco £Cdt = T (e, - £) (6,0, + £,,Ch) /2 (13)
y
t,.C C
AUMC,ppy = ——2 + —2 (14)
o o
El aclaramiento branquial (CLb)
Dosis
CL —_ (15)
b At
El volumen de distribucion (Vss)
V,, = CL,*MRT = 2QS1SXAUMC (16)
AUC?

La tasa de eliminacién se define como la razén existente entre la cantidad de sustancia

eliminada por unidad de tiempo y la cantidad total de sustancia intercambiable en el

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

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

asi, la tasa de eliminacion puede ser calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion:

P Crar - Co-Cleay

TASA DE ELIMINACION ~
Qt ct

(17)
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que de acuerdo con la ecuacién (1) quedaria:

o~ -at ~a{t+1}
t” (s AC Ae -1-at (18)
Ct Ae*—ﬂ.t

El método de la perfusion branquial permite estimar la pérdida de sustancia en la branquia
(diferencia entre la concentracion de entrada y de salida del medio de perfusién). De acuerdo
con la definiciébn previa, la tasa de eliminacién via branquial se calculé in vitro por la

siguiente ecuacion:

Qt_Q(t+1!

(19)
O,

TASA DE ELIMINACION=

La pérdida neta de nitritos puede ser estimada de la diferencia entre Jas concentraciones de
entrada (Cinp) y salida (Cout) en el medio de perfusién y su flujo (Fper). La cantidad total
intercambiable tedrica de nitritos puede ser calculada a partir de la concentracién de entrada

en el medio de perfusion y del volumen de distribucion:

{(C; —-C
TASA DE ELTMINACTON =—=fb——out
T vd

inp

) Fper (20}

Un método similar se empled con los datos de absorcidn pero usando la concentracién en el

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

C.-C
TASA DE ABSORCION - —t i1} (21)

w
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para los célculos in vivo y

TASA DE ABSORCION - — Cauc=Cimp) Foer (22)
c..vd

®

para la absorcion branquial in vitro.

Se usé una cinética de primer orden para el metabolismo ir vitro, estableciendo un modelo

similar al descrito en ia ecuacion 1.
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3.1. Eliminacién in vive de nitritos

La tabla II muestra los resultados obtenidos para cada uno de los cinco animales utilizados

en la prueba de eliminacion in vivo de nitritos.

Tabla Il. Concentracidon (mg/l de N-NQO,) en plasma tras la inoculacién intravenosa de

30ug/100g de pez.

Tiempo 1 2 | 3 4 5
(minutos)

0 0.36 | 0.013 0.017 0.04 |
2 4.2 4.8 4.1 3.2 3.5

4 i 2.8 3.9 3.2 2.7 3.1

7 2.9 3.3 | 2.7 | 2.5 i 2.4

5 4 3.2 4 2.2

11 2.7 |
14 2.5 2.4

20 ] 2.1 1.7 1.5

i 25 1 1.2

30 1.5 { 1.08 1.4

37 1.19 0.6

45 J 0.99 0.8 0.6

60 1 1.1 0.5 | | 0.4 0.5

75 0.36 (.5 r

105 i 0.3

180 | 0.2

240 J 0.19
1440 0.05
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Fitritos (mg/1)

0,12z~

0.08

0,06 -

0.04

0,02

a - T T T T T T T
D 10 20 30 40 50 a0 70 80

Tiempo (min.)

Fig. 4. Eliminacidn in vivo de nitritos.

Esios resultados aparecen resumidos en la Fig.4.
A la vista de estos resultados se decidid aplicar un modelo monocompartimental al analisis

de los datos. Los resultados de esta aplicacion aparecen en la tabla II. La ecuacion final que

explica la eliminacion in vivo de los nitritos es

De los datos generales se obtuvo una tasa de eliminacion (T.E.) = 0.034 + 0.007.
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Tabla I1I, Parimetros toxicocinéticos obtenidos para un modelo monocompartimental,

comparados con los resultados de un andlisis no compartimental.

Modelo monocompartimental

Modelo no compartimental

AUC

MRT

CL,

Vss

3.60 £ 0.36

0.034 + 0.0073

107.68 + 22.19

30.17 + 7.34

0.28 = 0.051

8.38 + 0.80

20.91 + 5.088

111.19 + 13.52
25.91 £ 7.34
0.27 £ 0.034

7.02 + 1.19

3.2. Eliminacidén in vitro de nitritos

La Tabla IV recoge los resultados de las cuatro preparaciones de branquias en cabeza aislada

que se realizaron para estudiar la eliminacion de nitritos in vitre. Los asteriscos indican

cuando cambio la concentracion. En las dos primeras preparaciones, cuando se estabilizo la

perfusidn se pasO una concentracion de 3.8 y 3.9 mg/l de nitritos, respectivamente. En las

preparactones 3 y 4 se comenzo con una concentracion de 0.77 mg/l de nitritos y a mitad de

preparacién (cuando indican los asteriscos) se pasd a 6.53 mg/l de nitritos.



RESULTADOS

75

Tabla IV. Concentracién de nitritos {mg/1) en liquido de perfusién.

Tiempo | 2 3 4

(minutos)
0 0 0 0 0
2 0 0.1 0 0
4 0 0.13 0 0.32
6 0.02 0.2 0 0.62
8 0.02° 1.9 0 0.78
10 0.02 31 0 0.81
12 0.06 3.5 0 0.83
14 0.03 3.8 0.07 (.81
16 1.6 3.8 0 0.81
18 3.0 3.8 0.037 0.81
20 3.5 3.8 0.176 0.81
22 3.5 0.104 0.81
24 3.7 0.170 0.81° |
26 3.7 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
42 5.57
44 5.53 5.90
46 5.57 6.40
48 6.55
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Nitritos (mg/ 1D

.- - . —

3] i
!
2
T
0+ —* = T ! T T T T T T T
2 4 S g 10 12 14 18 1B 20 22 24 2p 2B 30 32 34 36

Tiempo (min)

Fig. 5. Eliminacion in vitre de nitritos

la fig. 5 representa los valores de la primera de las preparaciones de branquia realizadas.

La flecha indica la concentracion de nitritos de entrada en liquido de perfusion.

A partir de los datos parece que no se ha producido eliminacién por la branquia. Para
comprobar que esta observacion no estd condicionada por el limite de sensibilidad de la
técnica analitica utilizada, se calculé la maxima tasa de eliminacion que seria observada en
las condiciones utilizadas en el estudio. Dicho cdlculo se basé en el coeficiente de variacion,

medido mediante una serie de replicados. Asi se obtuvo una tasa de eliminacion mdxima no
observable

T.E.max = 0.0038

y una @ max = - .038
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3.3. Metabolismo/captacion in vifro de nitritos por los eritrocitos

La tabla V recoge los resultados del experimento de metabolismo in vitro de nitritos, en el
que se compararon distintos medios y su capacidad para hacer desaparecer los nitritos de la
fraccién soluble: sangre completa de trucha, plasma, liquido de perfusion y liquido de
perfusion al que se le afiadieron hematies de trucha arco iris. Para cada medio se realizaron

cuatro replicados, que aparecen en la tabla con las letras A, B, C y D.

Tabla 1V. Metabolismo in vitro de nitritos.

Tiempo (horas)
Replicados 0 1 2 3 24
=
% 1A 3.09 2.24 1.27 0.97 -
Sangre 1B 3.21 2.36 139 | 1.27 -
completa 1C 3.21 r 2.12 1.51 151 | -
1D 3.03 2 1.27 0.97 -
2A | 2.97 2.73 2.85 2.61 2.49
Plasma 2B 2.97 2.91 2.97 2.73 7 2.49
2C 2.97 2.91 3.03 2.61 2.49
2D 2.91 2.85 2.97 2.61 2.49
3A 2.97 2.85 3.09 2.73 2.97
Liquido de 3B 2.97 2.91 2.97 2.18 3.4
perfusion 3C 2.97 2.97 2.97 2.97 2.95
3D 2.97 2.97 3 2.97 2.79
4A 2.97 1.88 1.39 1.27 0
Liquido de
perfusién 4B 2.85 1.88 1.27 139 | 0
+ hematies 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 representan las curvas de ajustes para las distintos medios del experimento

de metabolismo in vitro de nitritos. Se representan también las desviaciones tipicas de los

distintos replicados.

A partir de estos datos se calculd una o metabdlica de ¢.34 + 0.06 y una tasa de eliminacién

atribuible al metabolismo

T.E.metab = -0.41 + 0.09

)

M
W
1

r
L

Nitritos (mg/
‘m
|

0- T T T // T
0 1 2 3 24 25
Tiempe (horas)

Fig. 6. Metabolismo in vitro de nitritos. Sangre (W), plasma (*), liquido de
perfusion (+) y liquido de perfusién con hematies (x).
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3.4. Comparacion in vive / in vitro

Nitritos (mg/ 1)

o- b 1 T T
] 20 40 B0 80

Tiempo (min.D

Fig. 7. Eliminacién de nitritos.

Enla fig. 7. Se representa una vision gobal de la eliminacion de nitritos en la trucha arcoiris.
La figura muestra los valores reales (*); el ajuste a un modelo monocopartimental
(——); la eliminacién branquial esperada calculada a partir de la tasa in vitro (--—--); y
el metabolismo-absorcion por hematies calculado por la tasa in vitro (....). En la eliminacién
in vivo y el metabolismo in vitro las barras verticales representan ia desviacién tipica; en la
eliminacion branquial in vitro, las barras representan la maxima eliminacién no observable

de acuerdo con la sensibilidad de la técnica.

La figura muestra como la eliminacioén calculada a partir de los datos in vitro no puede

explicar la bajada que se produce en la curva de eliminacién in vive. Sin embargo, los datos
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de metabolismo o captacién por hematies explicarian el rapido descenso en los niveles

plasmaticos de nitritos observados in vivo.

3.5, Absorcion in vivo de nitritos

La tabla VI recoge los datos obtenidos en los tres peces en los que se realizo la prueba de

absorcion in vivo de nitritos. La figura 8 representa la media y desviacion tipica de estos

datos.

Tabla V1. Concentracidn de nitritos (mg/l) en plasma de truchas en acuario con una

concentracion de 1.5 mg/] de nitritos.

Tiempo 1 2 3
{minutos)

0 0.08 0.2 0.1

30 0.49 0.57 0.26

60 0.69 1.04 0.87 N

90 1.14 1.71 1.71

120 1.28 1.8 2.59

240 2.63 1.8 3.02 B

360 1.8 2.68

Utilizando los datos de la primera fase (absorcién lineal) de la curva anterior se obtuvo una
tasa de absorcidon

T.A. = 0.011 £ 0.002
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Nitritos (mg/ i)
3.57

5]
|

2,5

0o— T T BN
D 100 200 300 400
Tiemzo (min. 7

Fig. 8. Absorcién in vivo de nitritos.

3.6. Absorcion in vitro de nitritos

La tabla VII recoge los resultados de las tres preparaciones de branquias en cabeza aislada
de trucha que se realizaron en el estudio de absorcion in vifro de nitritos. En estas
preparaciones se hizo circular un medio externo con una concentracion de nitritos entre 1.5
y 3 mg/l.

Tal como aparece en la figura 9, en todos los casos se observd un aumento progresivo de la
concentracion de nitritos en el perfusado hasta un maximo o meseta, produciéndose después
un descenso. Esta disminucidn no se observé para ningin otro compuesto y no puede ser
satisfactoriamente explicado, pero, en cualquier caso, la fase inicial de la curva justifica la
necesidad de utilizar la meseta en los calculos de tasas. Asi mismo, en la figura 6 puede
verse como la preparacion previa que se realizd en agua sin cloro (linea punteada), alcanzd

valores de absorcion muy elevados con respecto a las otras preparaciones (linea continua).
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Tabla VII. Concentracion de nitritos en liquido de perfusidn (mg/l).

(A 1 : ’
0 0 0 0
2 0.096 0 0.015
i 4 0.092 0.061 0.088
6 0.115 0.09 0.116
8 0.096 - (.11 0.116
i 10 0.132 0.10 0.112
I 12 0.108 0.096 0.096
14 0.094 0.096 0,104
16 0.084 0.09 0.076
13 0.092 r 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
26 0.068 0.073 0.048
28 0.056 0.07 0.044
30 0.061 0.05 0.048
32 0.051 0.055 0.038
34 0.043 0.07 0.031
36 0.043 | 0.031
38 0.033 1 0.029
40 0.018 0.025
3 42 L 0.025
44 0.027
46 0.021
48 0.025
50 0.017
52 0.011
54 0.011
56 0.011
58 0.009
60 L.007
62 | 0.006
64 TL 0.006
66 0.005
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Fig. 9. Absorcidn in vitro de nitritos.

La figura 10 muestra los valores reales de absorcién (*); el ajuste lineal (————); y la

absorcion branquial esperada calculada a partir de la tasa in vitro {----). Las barras verticaies

representan las desviaciones tipicas.

Se tomaron en cuenta los valores de la meseta de las curvas, obteniéndose una tasa de

Absorcibn In vitro

T.A. = 0.013 £+ 0.005
mientras que in vive alcanza un valor similar

T.A. = 0.011 + 0.002
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Nitritos (mg/ 1)

x*

T T T T T —

100 150 200 250 3o 350

Tiempo {min.)
Fig.10. Absorcion de nitritos en trucha arco iris.
Tabla VIII. Resumen de las tasas de absorcion y eliminacion de nitritos.
IN VIVO IN VITRO
Absorcién de nitritos 0.011 £+ 0.002 0.013 4 0.005
Eliminacién de nitritos 0.033 + 0.007 0*

Metabolismo de nitritos - 0.41 + 0.091

* No hay diferencia entre la concentracion de enwrada y salida. La maxima tasa de

eliminacion no detectable podria ser 0.0038 de acuerdo con la sensibilidad de la técnica.
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3.7. Eliminacion in vitro de cobre

La tabla IX recoge los valores de concentracion de las muestras tomadas en las cuatro
preparaciones de branquia en cabeza aislada. En las cuatro preparaciones se emplearon las
siguientes concentraciones de cobre en el liquido de perfusién: preparacion 1 (1664 pg/l).
preparacion 2 (1951 ug/l), preparacion 3 (2161 y 428 ug/l) y preparacion 4 (1025 y 408

pg/l). En su caso, los asteriscos representan ¢l punto en que cambid ia concentracion.

Cobre (m/1)

Z. 500
————
Z.000
1.500
1.0600
500 —_—
G =T T T T T T 1 T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 KO KB H0 65 70

Tienpo (nin. )

Fig. 11. Eliminacién de cobre in vitro.

La figura 11 representa los valores de una preparacion de cobre in vitro. Las flechas indican
los valores iniciales de cobre perfundido, que como se sefialé antes se cambiaron a mitad de

la preparacidn.
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Tabla 1X. Concentracién de cobre (ug/l} en liquido de perfusion.

Tiempo 1 2 3 4
(minutos)
0 0 0 0 0
2 286 2 0 0
4 78 842 0 32
6 728 1417 114 417
8 1652 600 536
10 1614 156 794
12 988 T 1070 783
14 1378 1751 1353 900
16 1170 1739 912
18 1430 1826 1190 876
20 1430 1876 1447 926 |
2 1092 1832 1521 504
24 1586 1819 1016
26 1456 1875 1737 965
B 28 1378 1848 967
30 1971 2005 740
32 1430 1815 1973 501°
34 1782 2074° 454
36 1814 1628 401
38 1404 1717 1367 444
40 1222 881 483 |
42 1248 688 493
44 1404 601 473
46 1196 560 471
48 508 443
50 1222 471 470
52 469 278
54 702 461 331
56 435 360
58 1404 421 378
60 411 380
&2 420 350
o4 426
66 434
68 426 380
70 412 350
72 366
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3.8. Eliminacion in vitro de cobre con células

Tabla X. Concentracion de cobre (ug/1) en liquido de perfusion.

l Tiempo 1 2 3
(minutos)

0 0 0 0
2 22 0
4 96 120 67
6 136 1 920 1063
3 1 149 T 1464 1361
10 159 1311 1461
12 156 1388 1472
14 160 1375 1502
16 158 1392 1351
18 147 1319 1507
20 144 1388 1521
22 143 1437 1472
24 146 1461 1449
26 161 1373 1452
23 198 1559 1348
30 143 l 1552 1471 ﬂ‘

| 32 180° T 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

h 48 | 1579 1664
50 ] 1505 1664
52 i 1155 1674
54 1236 1490
56 1463 1518
58 j 1253 1519
60 1248 1695

|
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La tabla X recoge los valores de concentracion de cobre en las tres preparaciones. En los tres
casos las concentraciones de entrada (C,,) fueron 178, 1428 y 1559 pg/l respectivamente,

Los asteriscos indican el momento en que se empezaron a perfundir hematies.

Cobre (CH/1)

250

200

150

100 —

50

Q —r— o — T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempe (min. )}

Fig. 12. Eliminacién de cobre in vitro, con y sin células.

La figura 12 representa una de las series de datos del experimento de eliminacién de cobre
con y sin hematies. Se puede observar la subida en el nivel de cobre de salida (disminucion
en la eliminacidn branquial hacia el medio) conforme empiezan a perfundirse hematies

conjuntamente con el liquido de perfusion (flecha).
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Fig. 13. Eliminacién de cobre en trucha arco iris.

Los resultados conjuntos sobre la eliminacion de cobre en trucha arcoiris se muestran en la
Fig.13. Los valores reales in vivo estin representados por simbolos. Sobre estos estd
representada la recta de regresion de la fase lenta o de eliminacién del modelo
bicompartimental (——————), la recta que representa la eliminacion in vitro con células
(-----) y la curva de eliminacion in vitro (....) en la que se representan por barras horizontales

las desviaciones tipicas.

La tabla XI. muestra un resumen de las tasas de eliminacién de cobre in vivo e in vitro, y

dentro de este, con la utilizacién o no de células en el liquido de perfusion.
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Tabla XI. Tasas de eliminacién de cobre en trucha arco iris.

IN VITRO IN VIVO
Sin células 0.038 + 0.024 0.0035 + 0.0005
Con células 0+ 0.03

3.9. Absorcion in vitro de cobre.

No se detectaron cantidades apreciables de cobre en liquido de perfusiéon. De todos modos
pudiera haberse producido una reducida absorcion por debajo del limite de deteccion (18.5

ng/l).

3.10. Absorcion in vitro de xileno de almizcle,

La tabla XII recoge los valores de xileno de almizcle en liquido de perfusion recogidos
durante las tres preparaciones de branquias en cabeza aislada que se realizaron. Durante cada
preparacion se afiadieron al medio externo 1 ug/l en el minuto 0, 10 ug/l en el minuto 20
y 100 pug/l de xileno de almizcle en el minuto 40. La figura 14 representa, separados por
linea discontinua los tres periodos de tiempo, los valores medios de concentracion de las tres

preparaciones. Las barras representan las desviaciones tipicas.
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Tabla XII. Concentracion de xileno de almizcle (ug/1) en liquido de perfusion.

=
Tiempo \ 2 3
‘ 0 0.06 0,04 0.08
S 0.07 0.2 0.5
10 0.14 0.2 0.6
i5 | 0.12 - 0.2 0.5 |
20 0.2 0.3 0.7
25 0.5 1.8 2.6
30 0.7 2.6
35 1 2.8 6.3
40 0.8 2.7 4.3
435 6.9 32.4 14,5
50 10,2 41.2 29.4
55 - 1_ 28.9 32
60 | 15.2 24.4
50 T T
lug/1 i 10 ug/1 ﬁ 100 ug/1
| |
) | |
do0 : |
i | [
: : :
230 *l f { 1
o | |
a r |
o | |
D | !
Sao - : |
: : .
2 E |
10 [ !
| o
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Tiempo (mim.)

Fig. 14. Absorcion in vitro de xileno de almizcle.
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3.11. Eliminacion in vitro de xileno de almizcle
La tabla XHI recoge los valores de concentracion de xileno de almizcle en las dos
preparaciones que se realizaron. La figura 15 representa los valores medios y sus

desviaciones tipicas mediante barras.

Tabla XII. Concentracion de xileno de almizcle (ug/l) en liquido de perfusion.

Tiempo 1 2

(minutos)
0 0.09 0.10
5 0.09 0.09
10 0.4 1.2
15 0.8 11
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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Fig. 15. Eliminacion in vitro de xileno de almizcle.

3.12. Eliminacion de xileno de almizcle con células

La Tabla XIV contiene los valores de concentracion de las dos preparaciones que se
realizaron utilizando células sanguineas en el liquido de perfusion. La figura 16 representa
los valores medios de dichas preparaciones y las desviaciones tipicas por medio de barras.
Con lineas discontinuas se han separados las tres partes en que se dividié cada preparacion
con respecto a la concentracion base del liquido de perfusion: del minute 0 al 15 (5 pg/l),

del minuto 15 al 35 (10 ug/l) y del minuto 35 al 60 (10 ug/! y células sanguineas).
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Tabla XIV. Concentraci6n de xileno de almizcle (ug/1) en liquido de perfusion.

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
35 4.6 3.8 -
60 4.8 4.5
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Fig. 16. Eliminacion in vitro de almizcle de xileno en presencia de hematies.

3.13. Ingreso de particulas via branquial

En todas las muestras de liquido de perfusién analizadas no pudo encontrarse ninguna
particula fluorescente. Sin embargo se recuperaron claramente en el sedimento de un control
positivo. En los cortes de branquias controles no aparecié ninguna particula marcada con
fluorescencia naranja. Tampoco se encontraron en las muestras de branquias lavadas. Sin
embargo, se encontraron particulas fluorescentes en el interior del tejido de las preparaciones
experimentales, lavadas, tal como aparece en la fig. 17 excluyéndose asi la posibilidad de que

hubieran quedado pegadas.
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3.14. Ingreso de bacterias via branquial

De ninguna de las muestras de liquido de perfusion se pudo aislar Renibacterium
salmoninarum, si bien estas muestras suelen iener una gran contaminacién. Ademas, ni la
técnica de PCR mi el inmunoblotting fueron capaces de detectar esta bacteria en liquido de
perfusién. Por otra parte, tampoco fue posible detectar la presencia de Yersinia ruckery en
liquido de perfusion por bacteriologia convencional.

Los mismos resultados se obtuvieron en las preparaciones de Renibacterium cuando se

aplicaron toxicos en la perfusion.

Con la técnica de inmunohistoquimica tampoco fue posible detectar la presencia de
Renibacterium salmoninarum en el tejido branquial. Sin embargo, dicha técnica permitié

comprobar el paso al epitelio branquial de Yersinia ruckery (figura 18).
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Fig. 17. Corte histolégico (400 x) de branquia de trucha arco iris tras la perfusién branquial
con bolitas de latex fluorescentes. La flecha sefiala una particula fluorescente dentro de una

célula epitelial branquial

1g. 18. Corte histologico de branquia de trucha arco iris con técnica inmunohistoquimica

-a flecha senala bacterias (Yersinia ruckery) marcadas por la técnica, en el tejido branquial
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Fig. 19. Corte de una branquia tras la perfusion branquial. Tincién: hematoxilina-eosina.
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1. Utilidad de la perfusion branquial para la produccion intensiva de truchas.

El trabajo que aqui se presenta ha permitido confirmar las posibilidades de la técnica
empleada, fa perfusién branquial, mediante las aplicaciones metodoldgicas desarrolladas y
validadas con los expertmentos que aqui se presentan, como herramienta aplicativa que
permite valorar una serie de aspectos que consideramos de gran interés para el sector

soctoeconémico de la produccion intensiva de peces.

Nuestros resultados sugieren como el sistema sirve para estimar la biodisponibilidad de
contaminantes presentes en el medio acudtico. Se ha adaptado el sistema para estudiar la
absorcion y la eliminacién de compuestos, ante diferentes calidades de agua. En estos
compuestos se han desarrollado estudios cinéticos compartimentales demostrando Ia buena
concordancia con Jos estudios realizados in vive. Por este medio se ha conocido la
toxicocinética de compuestos de interés. Asimismo la técnica ha resultado eficaz para abordar
estudios cinéticos sobre compuestos cuyas caracteristicas hacen muy dificil otros abordajes

convencionales.

El conjunto de los resultados indica que esta técnica permite establecer cuantitativamente la
tasa de absorciéon y eliminacion, las modificaciones, también cuantitativas en estas tasas en
funcién de las condiciones de calidad de agua, asi como determinar los posibles mecanismos

y estructuras que intervienen en la cinética de un compuesto dado.
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Todas estas aplicaciones tienen una gran importancia dentro del mundo de Ia acuicultura.
Podemos conocer los niveles de exposicidn a contaminantes, asi como la influencia de la
calidad de agua. En este sentido debemos considerar que las condiciones de calidad de agua
de las piscifactorias de nuestro pais, abarcan un amplio espectro en cuanto a pH, dureza y

conductividad eléctrica (MOPU, 1983; Tarazona et al., 1990).

Nuestro sistema va a permitir extrapolar el estudio de cinética en la trucha de un
contaminante conocido, para cualquier condicion de calidad de agua. Ademas permitira,
conocer, mediante esta técnica, como puede ser la biodisponibilidad de un t6xico conocido
en un tramo de agua en concreto, con sus caracteristicas especificas de calidad de agua, antes

de que se monten las instalaciones de una nueva piscifactoria.

En otro apartado, nuestros resultados demuestran que se puede utilizar el modelo de
perfusion branquial para estudiar el ingreso en el pez de antigenos particulados, como modelo

de infeccion. Este resultado ha sido validado por su uso con dos tipos de bactertias.

La importancia de la branquia como 6rgano de entrada de agentes infecciosos, nos permite
estudiar este proceso de ingreso mediante la técnica de perfusién branquial lo que se
convierte en una herramienta eficaz en la lucha contra estas enfermedades que suponen
regularmente grandes pérdidas econdémicas: por las bajas, por el descenso en la ganancia
ponderal y por las grandes inversiones que hay que hacer en farmacoterapia, muchas veces

con pocos resultados.

En el caso de agentes infecciosos, se puede conocer en qué medida pueden éstos ingresar en
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el organismo. Esto aporta informacion de importancia en tres campos fundamentales.
Primero, se sabe que el ineficaz control de algunas infecciones piscicolas de interés se debe
al desconocimiento de el mecanismo de ingreso en el organismo animal. En segundo lugar
abre paso a la utilizacién de vacunas mejorando el ingreso del antigeno y, por tanto, la
proteccion. Por 1ltimo, nuestro sistema permite valorar como puede influir la presencia de
un contaminante en la entrada de determinados agentes patdgenos, problema que ha sido

ampliamente observado y es de gran importancia econémica.

2. La perfusion branquial como alternativa a los estudios in vivo,

Las preparaciones in vitro de branquias han sido ampliamente utilizadas para estudiar la
fisiologia branquial. Ya a principios de siglo (Krakow, 1913) comenzaron a usarse estas

preparaciones que permiten controlar y medir muchas variables de la funcionalidad branquial.

En concreto, la técnica empleada en esta tesis, la perfusion de branquias en cabeza aislada,
ha sido muy utilizada en este tipo de experimentos (Gardaire ef al., 1985; Andersson y Pirt,
1989; Avella y Bornancin, 1989; Block ef qi., 1991; Pirt y Svanberg, 1981; Pirt er al.,

1984; Pirt er al., 1985; etc).

La utilizacidn de este método permite obtener un gran nimero de datos utilizando un menor

niimero de peces en los experimentos, eliminando el estrés en los mismos y haciendo menos

prolongados y costosos los estudios,

Los métodos de perfusion se han aplicado al estudio de la fisiologia branquial en varios
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temas: intercambio de iones con el medio, estudio de las constantes hemodindmicas e

intercambio gaseoso.

En cuanto el estudio del transporte i6nico, esta técnica se ha utilizado para examinar el
mecanismo de la excrecion de amoniaco y la absorcion de sodio. Primeramente Payan y
colaboradores (1975) estudiaron ta bomba de sodio en la preparacion de perfusion branquial,
en relacion con la excrecién de amoniaco. También se estudio el efecto de la temperatura y
CO, (Payan y Matty, 1975). Posteriormente, Payan (1978) estudid el intercambio Na*/NH,*
en la branquia de trucha. Girard y Payan (1980} estudiaron las diferencias en agua dulce y
agua salada y la participacion de los distintos tipos celulares en la absorcion branquial de
sodio. Esta linea ha sido seguida por otros autores (Gardaire ef al., 1985). La absorcion de
cloruro esta relacionada con la concentracion de HCO;, y CO, (Perry et al., 1984a), y esta

controlada adrenérgicamente (Perry et al., 1984b).

Perry y colaboradores (1985b) compararon el transporte idnico en la preparacién de perfusion
branquial usando solucién salina de Ringer y sangre como liquido de perfusién, analizando

Cl', Na* y NH,*. Una revision del tema fue realizada por Avella y Bornancin en 1989.

Muchos estudios hemodindmicos se han realizado en preparacién de branquias (Wood, 1974;
Payan y Girard, 1977; etc.). En cabeza aislada se ha estudiado como varia la resistencia

vascular y el intercambio de oxigeno al afadir adrenalina en el suero (Pirt ef al., 1982).

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

excrecion de CO2 fue estudiado por Perry et al. (1982). Por otra parte, Part et al. (1984)
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estudiaron la tensién de oxigeno antes y después de las branquias concluyendo que debia

haber un "shunt" no respiratorio en la segunda laminilla.

En un trabajo posterior, Perry ef al. {1985a) revisaron el comportamiento de la preparacion
de branquias en cabeza aislada en cuanto a intercambio gaseoso, equilibrio acido-base y

respuesta hemodindmica, utilizando suero fisiolégico o sangre como liquido de perfusién.

Todos estos estudios han hecho que la técnica se constituya como una alternativa in vitro al

uso de peces (Perry et al., 1984).

2.1. Empleo de la técnica en toxicologia.

Dentro del campo de la toxicologia, la técnica de la perfusiéon branquial permite obtener
informacién valiosa sobre la biodisponibilidad de los toxicos, pues un primer paso de esta

consiste en como son captados por los organismos (Pirt, 1990).

La absorcion de cadmio ha sido ampliamente estudiada, primero en general (Part y Svanberg,
1981). Posteriormente Pért er al. (1985) estudiaron la disponibilidad de cadmio en diferentes
calidades de agua. Por otra parte estudiaron la influencia de algunos agentes quelantes como
EDTA y citrato en la absorcion de cadmio (Pirt y Wikmark, 1984). Posteriormente otros
autores han estudiado la absorcidn de cadmio en presencia de xantatos, asi como la

distribucion intracelular del metal (Block er al., 1991).

Part (1989a) estudio con esta técnica la relacion del coeficiente de particion octanol-agua y
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del pH en la absorcién de diversos compuestos orgdnicos. Paralelamente estudio las distintas
tasas de absorcidn branquial de fenoles en agua dulce y salada (Pért, 1989b). La preparacion
de cabeza de trucha ha sido, asimismo, empleada para estudiar la absorcién, metabolismo

y eliminacion del benzojajpyreno, (Andersson y Part, 1989).

La absorcion de compuestos hidrofobicos ha sido ampliamente estudiada, en sus aspectos
metodolégicos (Pirt ef al., 1992) en relacion con la temperatura (Sijm et al., 1993), con el

flujo de sangre y agua (Sijm ez al., 1994) y con la alometria (Sijm et al., 1995).

Sijm (1993) observd tasas de absorcidn comparables para varios compuestos orgdnicos y

sugirié el método como una alternativa al uso de peces.

Este sistema presenta unas enormes ventajas a la hora de estimar la biodisponibilidad de
toxicos. Para ello habria que adaptario para realizar estudios toxicocinéticos. El primer paso
para su validacion seria comparar las cinéticas para un mismo compuesto, realizadas por el

procedimiento tradicional in vive e in vitro por el sistema de perfusién branquial.

2.2. Empleo de la técnica en los estudios toxicocinéticos. Aproximacion cuantitativa.

El primer objetivo del presente trabajo consistid en buscar un sistema que permitiera realizar
comparaciones cuantitativas mediante los caiculos adecuados. Para ello comparamos los
valores obtenidos por los métodos convencionales con los hallados con la técnica de

perfusion.
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Para realizar una comparacién de cinéticas in vivo- in vitro es necesario tener en cuenta el
diferente significado de los pardmetros calculados. Utilizando el método in virro, es facil
calcular la tasa de aparicion y desaparicidn por la diferencia entre las concentraciones del
medio de perfusion y el perfusado recogido después del drgano (Robinson er al., 1993). Esas
tasas pueden ser comparadas directamente con la eficiencia in vivo de Organos especificos,
determinada por la diferencia en la concentracién arterio-venosa a través del Organo

(Wilkinson y Shand, 1975), pero no con la tasa de eliminacidn total.

Una forma de realizar comparaciones entre los sistemas in vivo e in vitro es utilizar los
modelos compartimentales. Estos modelos asumen la existencia de un compartimento central
en el que el toxico se distribuye untformemente v para el que el cambio en la cantidad total
de sustancia en el compartimento central, normalizado para la concentracién, peso y tiempo
es constante y referido a la tasa constante de eliminacién. Un cambio equivalente puede ser
calculado in vitro usando el volumen del compartimento central como referencia. Un abordaje

similar puede usarse para realizar comparaciones en la tasa de absorcién de la sustancia.

Siguiendo esa pauta comparamos las tasas de absorcion de nitritos in vive e in vitro. Los
nitritos, como hemos visto, tienen una gran importancia en piscicultura y la accion téxica que
despliegan los nitritos en el organismo depende directamente de la absorcion de éstos por el
mismo. De hecho, las diferencias especificas encontradas en cuanto a sensibilidad a nitritos

se deben a diferencias en la tasa de absorcién de los mismos (Williams y Eddy, 1988).

Sin embargo, pese a su importancia, no se conoce bien cuil es la via de entrada. Las

branquias han sido consideradas como la ruta principal por ia que entran ios nitritos en el pez
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(Bath y Eddy, 1980; Williams y Eddy, 1988). Sin embargo existe discrepancia al respecto.

Para desarrollar nuestro primer objetivo se usaron comparaciones entre valores in vivo y tasas
obtenidas de la preparacion de perfusion branquial usando conceptos compartimentales.
Nuestros resultados, que se resumen en la tabla VIII y se ilustran en la fig. 10, muestran
tasas de absorcion de nitritos calculadas iz vivo e in vitro muy similares. Estos resultados
confirman la hipotesis de otros trabajos (Bath y Eddy, 1980) al mostrar que la absorcion de

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

Por otra parte, se conocen condiciones de calidad de agua que hacen variar la toxicidad de
los nitritos. Por ejemplo, se sabe que la toxicidad para trucha arco iris decrece cuando se
incrementan las concentraciones del ion cloruro (Brown, 1993), lo que ha sido citado para
otras especies. La relacién entre ambos iones se confirma cuando se ha visto que branquias
de trucha arco iris expuestas a nitritos tenian mayor numero de células del cloruro (Gaino
et al., 1984). La absorcién, como vemos, va a estar directamente influida por los niveles de

cloruros en el medio.

Como puede verse en la figura 9, la preparacién de branquias en cabeza aislada nos ha
permitido reproducir estos resultados in vitro, lo que prueba su capacidad para funcionar con

distintas conceniraciones de iones en el medio, al igual que en los trabajos in vivo.

Las comparaciones in vivo-in vitro prueban gue la absorcioén de nitritos puede ser explicada
por la absorcién branquial y la eficacia de la técnica en relacion con su adecuacidn a los

resultados obtenidos in vivo. Ademds, se constata la capacidad de este sistema para
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reproducir distintas condiciones ambientales.

A la vista de los resultados, la técnica de perfusidon branquial también podria servir para
hallar valores cinéticos similares a tasas de absorcion y eliminacion para determinados
compuestos cuya naturaleza hace dificil un estudio convencional. El xileno de almizcle, por
ejemplo, es un compuesto aromatico de gran hidrofobicidad. Compuestos como éste plantean
problemas para hallar tasas de absorcidn y eliminacién en un estudio in vivo (Boleas et al.,
1996). Sin embargo, estimar de algin modo la bicdisponibilidad es de gran interés ya que
estos compuestos, sin ser téxicos para peces, se acumulan en el cuerpo de estos pudiendo

pasar al consumo humano.

El siguiente objetivo fue estudiar la cinética del xileno de almizcle utilizando la preparacion
de branquias en cabeza aislada. Como no podiamos disponer de! volumen de distribucién del
compuesto, que debe ser obtenido in vivo, se calcularon una serie de valores, "tasas™ de
absorcion y eliminacién de xileno de almizcle, prescindiendo de este parametro. Sin
embargo, como el volumen de distribucién es un valor intrinseco para cada compuesto, no
conociéndolo podemos, sin embargo, valorar el efecto de una serie de factores como la dieta,
factores fisicos, calidad del agua, sobre la absorcién y eliminacion. Los resultados no
muestran una gran variabilidad entre las "tasas” para diferentes concentraciones, lo que
permite hacer calculos cinéticos obteniendo valores para compuestos como €ste en que son
dificiles de conseguir en un estudio in vivo. Ademds se pueden evaluar el efecto de distintos
factores lo que permite modificar la absorcién o eliminacién de un compuesto cuando nos

interese.
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Por tanto, hemos visto como el sistema de perfusién branquial nos ha permitido realizar
estimaciones cuantitativas usando modelos compartimemales. Por la comparacion de tasas de
absorcion in vivo - in vitro, hemos comprobado que este sistema constituye una buena
aliernativa a los estudios in vivo. En 1a fig. 19 puede apreciarse como la estructura branquial
se mantiene integra después de la perfusion branquial. Por otra parte, el sistema nos ha
permitido obtener datos sobre la cinética de un compuesto, como el xileno de almizcle, dificil
de estudiar in vivo. Ademas, podemos estudiar los efectos de diversos factores sobre la
absorcién y eliminacién de compuestos lo que nos permitird modificar éstas en la direccion

que queramos.

3. La perfusion branquial como modelo para valorar mecanismos toxicocinéticos.

En este punto, nuestro objetivo fue estudiar la eliminacién de nitritos, tanto in vive como in
vitro, y utilizar la técnica de la perfusion branquial para comprender los mecanismos

cinéticos implicados.

La cinética de nitritos puede ser descrita por un modelo monocompartimental de primer
orden. Como puede comprobarse en ia tabla III, existe gran homogeneidad entre los
parametros estimados por el modelo compartimental y aquellos estimados por un modeio no
compartimental, lo que indica la bondad del mismo. El valor obtenido para el volumen del
compartimento es superior que el volumen plasmatico segin (Barron er al., 1987), pero
menor que el valor medio publicado para fluidos de teledsteos de agua dulce (Holmes y
Donalson, 1969). Los mecanismos de toxicidad de los nitritos demuestran la absorcién de

este contaminante por los hematies. El volumen observado concuerda con el total volumen
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sanguineo, asi, los resultados sugieren la distribucién de nitritos en el plasma y hematies.

Los resultados (tabla IV) sugieren que no se produce una eliminacién branquial in vitro, o
si se produce es inferior a los limites analiticos de deteccidn. Esto contrasta con las tasas de

eliminacién in vivo obtenidas, resumidas en la tabla VIIIL.

Una posible causa podia ser que la eliminacion in vive no era excrecion sino transformacion
metabdlica a otros compuestos. Para comprobar esta hipotesis realizamos un experimento in
vitro que comparara la desaparicion de los nitritos con el tiempo en presencia o ausencia de
células sanguineas. Como puede verse en la fig. 6, en las muestras que contenian células
sanguineas los nitritos desaparecieron rapidamente mientras que en las otras muestras, la
concentracion de éstos se mantenia constante con el tiempo. Estos experimentos in vitro sobre
el metabolismo y la captacién de células sanguineas demuestran que este mecanismo puede
explicar completamente la eliminacion real de plasma observada in vive. Los resultados
prueban que los hematies son los responsables de la pérdida de nitritos en sangre o en suero
salino Cortland. Los nitritos oxidan la hemoglobina a metahemoglobina, siendo este proceso
el principal modo de accién de los nitritos (Lewis y Morris, 1986; Russo et al., 1991). La
tasa de formacion es cuatro veces mayor para soluciones de hemoglobina que para hematies,
lo que sugiere que la captacidn a través de la membrana celular es un factor limitante. De

este modo no hay cantidades significativas de nitritos eliminadas en el plasma.

Como hemos visto, los datos in vitre indican que las branquias no juegan un papel principal
en la eliminacion de nitritos. De hecho, no se pudo detectar pérdida de nitritos por las

branquias, por ello, el limite de deteccion de la técnica analitica debe ser considerado como
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la tasa maxima posible de eliminacion (Tabla VIII). Este maximo no explica la eliminacién
real observada in vivo, solo explicable mediante los resultados del experimento de

metabolismo y/o captacién por hematies (fig. 8).

Ademas de la cinética de nitritos que se describe en esta tesis, el aspecto fundamentai reside
en que se prueba la utilidad de los modelos in vitro para estudiar los mecanismos cinéticos

de los modelos no mecéanicos in vivo.

Nuestro siguiente objetivo fue aplicar la técnica de perfusion branguial, con el uso aitadido
de c€lulas sanguineas dentro del liquido de perfusion, para el estudio de los fenémenos de
"binding" y su implicacién en la cinética de diversos compuestos. El uso de células en la
preparacidon de perfusion branquial representa una innovacion en la técnica y permite
investigar el papel de ésta en determinados mecanismos cinéticos. lL.a preparacion de
branquias en cabeza aislada ha sido ya utilizada con sangre como medio de perfusién (Perry
et al., 1985) con el objeto de mejorar las condiciones de funcionamiento, pero no se ha
realizado hasta ahora ninguna preparacion con células sanguineas afiadidas al suero Cortland

utilizado habitualmente.

La capacidad de union ("binding") de la sangre es, aparentemente, un importante factor en
la tasa de absorcion (Pért, 1989a). Nuestros primeros trabajos se orientaron hacia el cobre.
En este metal (tabla IX), las branquias muestran una capacidad in vitro de eliminar cobre a
una velocidad superior que la tasa real observada in vivo. La diferencia, un érden de
magnitud, sugeria que la eliminacién de cobre podia estar limitada por la unién del cobre a

las proteinas plasmdticas y células. De hecho, la alta afinidad de este metal esenciai por
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ciertas proteinas ha sido demostrado claramente en varios trabajos (Bettger et al., 1987;

Riordan and Gower, 1975).

Preparamos, pues, un experimento en el cual se afiadian células al tiquido de perfusidn en
la segunda parte de la preparacion. Al anadir las células sanguineas (fig. 12), la eliminacién
de cobre in vitro se redujo drasticamente, lo que prueba que es esa fraccion celular la que

retiene in vivo al cobre.

Quedaba clara, por tanto, la razén de la discrepancia entre esos valores de cobre in vivo e
in vitro. Por otra parte, sabemos que el xileno de almizcle presenta unos valores de
eliminacidn in vitro que no explican la gran persistencia de esta sustancia en los estudios de

distribucion in vivo realizados hasta la fecha.

Cuando se afiadieron células a la preparacién con xileno de almizcle, se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos en la eliminacién de cobre. La tasas de eliminacién pasaron de 1.58
a1.04 yde 1.8 a 1.1, en ambas preparaciones, como puede verse en la fig. 16. Estos datos

concuerdan con los obtenidos in vive (Boleas et al., 1996).

En este apartado, nuestros resultados indican que los modelos in vitro y especificamente el
método de la perfusién branquial, pueden ser ttiles también para la comprension de ios
mecanismos cinéticos. l.a combinacién de modelos compartimentales y técnicas in vitro
aparece como una solucién préctica a los estudios toxicocinéticos en peces. Un acercamiento
similar, usando un modelo de perfusién de piel porcina ha sido propuesto recientemente para

mamiferos (Riviere et al., 1995). Con el sistema de perfusiébn branquial, mediante la
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comparacion in vivo e {n vitro hemos valorado los mecanismos concretos qué intervienen en
la cinética de cada sustancia. Asi hemos descubierto, como se produce la eliminacion de
nitritos, y, con el uso de células en el sistema, el mecanismo de eliminacion de cobre y

xileno de almizcle.

4. La perfusion branquial como modelo para el estudio del ingreso de bacterias.

El segundo bloque del trabajo aqui presentado se centra en la utilizacion de esta técnica como
sistema para estudiar la entrada de particulas y, en concreto, microorganismos patOgenos,

a través de la branquia.

El estudiar la ruta de entrada de un antigeno tiene su importancia para la respuesta Inmune.
De hecho, existen numerosos protocolos experimentales desarrollados para valorar el
mecanismo de entrada a través de las branquias. Se han utilizado desde modelos in vivo que
puiverizan la superficie de la branquia con una solucién superconcentrada de bacterias, hasta
diferentes sistemas in vitro, en los que, normalmente, no se mantienen las condiciones
tisiologiicas del drgano, P. ej., introduciendo uno o varios arcos branquiales en una solucién

concentrada de bacterias.

Consideramos que el modelo de perfusion branquial utilizado en este trabajo puede ser de
enorme utilidad en este tipo de investigaciones, sin embargo, no hemos encontrado ningin
estudio al respecto, ya que todos los trabajos anteriores realizados con este sistema se han

centrado en valorar respuestas fisiolGgicas o toxicocinéticas.
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Por {o tanto, se realizaron una serie de trabajos preliminares, con el objetivo dnico de valorar
las posibilidades de este sistema. Para elio, se desarrollaron dos tipos de experimentos: uno
con particulas inertes, bolas de latex, comunmente utilizadas en estudios in vitro sobre
fagocitosis, y la otra, directamente con bacterias, seleccionando dos microorganismos con
caracteristicas opuestas. El primero, Y. ruckeri, responsable de un proceso agudo y para el
que la evidencia disponible indica que la branquia es un lugar caracteristico de entrada al
organismo, El segundo, R, salmoningrum, microorganismo intracelular y responsable de un
proceso caracterizado por un cuadro cronico, y para el que, hasta la fecha, todos los intentos

realizados para demostrar su entrada a través de las branquias han dado resultados negativos.

En principio, los lugares de captacion en una exposicién en agua serian las branquias, piel
e intestinos (Zapata ef al., 1987). De ellos, la mayoria de los autores sefialan las branquias
como el principal lugar de captactdn de antigenos (Alexander et al., 1981; Smith, 1982;
Nelson et al., 1985). De hecho la propia estructura de la laminilla secundaria en la que la
sangre y el agua sOlo estan separadas por dos capas de células epiteliales, hace estos 6rganos

muy adecuados para la captacion de antigenos.

Se plantean aqui dos teorias: una selectiva, que postula que la discriminacién del antigeno
a través de determinantes especificos o receptores en la superficie de la célula branquial y
una teoria no selectiva que sostiene que la determinacion de una respuesta inmune activa
contra antigenos especificos es posterior a la internalizacion del inmunégeno (Anderson et

al., 1984).
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4.1. Uso de particulas inertes.

En algunos trabajos, se han utilizado bolitas de latex como modelo de antigeno particulado.
En estudios In vitro, Torroba et al. (1993) encontraron que bolitas fluorescentes no
raspasaban el epitelio branquial pues se embebieron en el mucus, mientras que las
conjugadas a antigeno O de Yersinig ruckeri si penetraron en las células epiteliales. Al
principio también parece que Y. ruckeri pasé mas prontwo que el antigeno O. Desde luego,
puede influir la duracién del experimento, que en el caso de este trabajo tuvo un maximo de
30 min. Estos mismos autores creen que la captacion debe ser més rapida in vivo, sugiriendo
una especificidad en el mecanismo de captacién. Para ello, se postula que habria receptores

especificos en las células (Anderson ef al., 1984).

El papel de las células epiteliales de la branquia en la captacion de materiales antigénicos y
no antigénicos se ha sugerido en varios animales acudticos. Smith (1982) encontrd
radioactividad dentro de células branquiales tras un bafio de trucha arco iris con bolitas de
latex radiomarcadas. Goldes et al. (1986) demostraron la fagocitosis de material inerte

(caolin) por las células epiteliales y fagocitos de las branquias de trucha arco iris.

Los mecanismos de captacidn y transporte de antigenos particulados en peces no se conocen
bien todavia (Moore ef al., 1994) . Estos mismos investigadores encontraron in vivo una baja
captacién por macrdfagos en la epidermis. Un tratamiento previo con cloruro sédico aumento
la captacion. El mucus branquial juega un papel importante en minimizar el contacto de las
particulas con las laminillas en los peces juveniles que ellos emplearon. La captacion también

crece al aumentar el tiempo de exposicion. Las bolitas se observaron primero denire de las
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células del epitelio branquial y en epidermis descamada junto a la linea lateral. Ambos,
branquia y piel, son los sitios implicados para la captacion de antigeno particulado durante
la exposicion en flujo continuo. Si se realiza un inyeccidn intraperitoneal, se encuentran las
bolitas en sangre periférica, después hay una acumulacién en rifidén y bazo. (Moore ez al.,

1994).

Nuestros resultados confirman el paso de particulas desde el medio externo al epitelio
branquial, donde se observaron particulas de latex fluorescentes lo que puede apreciarse en
la figura 17. No se encontraron estas particulas en el liquido de perfusidn, io que

seguramente es debido a la corta duracién de la preparacion.

4.2, Utilizacién de bacterias.

Hemos visto que el sistema de perfusién branquial de cabeza de trucha permite estudiar el
paso de particulas inertes a través de la branquia, puediendo utilizarse como modelo de
infeccion. Para validar este sistema, estudiamos el ingreso branquial de dos bacterias de gran

interés para la acuicultura: Yersinia ruckery y Renibacterium salmoninarum.

La enfermedad renal bacteriana (BKD), producida por la bacteria Renibacterium
salmoninarum, ocasiona grandes pérdidas en piscicultura sin que hasta ahora se haya pedido
controlar satisfactoriamente. En parte, las dificultades en controlar BKD provienen del
desconocimiento de la patogenia de dicha enfermedad pues la ruta exacta de entrada de R.
salmontnarum todavia no estd determinada sin discusién. Al menos, hay evidencias de

respuesta inmunitaria a BKD, de tipo humoral y de base celular, lo que abre el camino hacia
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la profilaxis vacunal.

Sobre el ingreso en el organismo, el primer paso puede Ia adhesion a las células del
hospedador en los que intervienen las propiedades de hemaglutinacion e hidrofobicidad de
la bacteria. Se entendia que R. salmoninarum era un patégeno intracelular con la habilidad
de entrar, sobrevivir, y multiplicarse rapidamente dentro de las células de fagocitosis del
hospedador. Rose and Levine (1992) sugieren un mecanismo de entrada que consiste en una
unién al factor C3b del complemento seguida por una unién a macréfagos que lleven
receptores C3b, internalizacion de la superficie de los receptores. (Evenden et al., 1993).

Otros autores sostienen que los antigenos son primeramente captados por células epiteliales

y posteriormente son englobados por macréfagos branquiales (Zapata et al., 1987).

En nuestras preparaciones no se pudo encontrar Renibacterium ni en las muestras de liquido
de perfusion ni en el tejido branguial. Estos resultados estin de acuerdo con considerar a
Renibacterium como una bacteria que actia lentamente en la invasion de los tejidos aunque

no descartan su ingreso via branquia como sostienen otros autores (Robohm y Koch, 1995).

Chilmonczyk (1979) no pudo demostrar la entrada de antigeno por las branquias. Otros
autores sostienen que el mecanismo de entrada de antigenos es a través de lesiones en el
epitelio (Bowers and Alexander, 1981, 1982; Alexander et al., 1982). Sin embargo, nuestros
resultados confirman que, acciones que dafian el epitelio, como quedé probado
histolégicamente no facilitaron la entrada de Renibacterium. Asi, de las preparaciones que

se realizaron con toxicos tampoco se pudo aislar Renibacterium.
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Por el contrario, nuestros resultados demuestran el paso de Yersinia a través de la branquia
al encontrarse bacterias marcadas en el epitelio branquial por la prueba de
inmunohistoquimica (fig. 18). No se encontraron en liquido de perfusién lo que confirma que

quiza la preparacion tenga poca duracidn para que sea posible ese hallazgo.

Los experimentos de esta ultima parte nos demuestran como €l sistema de perfusion branquial
en cabeza aislada es capaz de reproducir la entrada de agentes patdgenos en el pez. Hemos
visto como Y. ruckeri atraviesa la branquia, tal y como se sabia por estudios in vivo. Sin
embargo, R. salmoninarum no es capaz de atravesar ¢l epitelio branquial en el tiempo que
dura la preparacion, lo que concuerda con la patogenia de la BKD. Estos hallazgos nos
confirman la utilidad de la técnica para reproducir el ingreso de agentes patdgenos y
particulas inertes lo que es de una gran utilidad a la hora de combatir la enfermedad y a la

hora de prevenirla mediante el desarrollo de vacunas.
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CONCLUSIONES

1. El sistema de perfusion branquial en cabeza de trucha permite estimaciones cuantitativas,
mediante el uso de modelos compartimentales, de las tasas de absorcion y eliminacion de los
contaminantes quimicos. Los resultados obtenidos para ia absorcion de nitritos demuestran
que las tasas estimadas por este modelo, una vez validadas, constituyen una alternativa

perfecta a ios estudios in vivo.

2. El sistema es particularmente dtil para la obtencion de datos sobre bicdisponibilidad en
compuestos cuyo estudio in vivo resulta complejo. En este sentido, se presentan valores de
absorcion y eliminacion del xileno de almizcle que permiten predecir el comportamiento de
esta sustancia y valorar posibles sistemas para reducir la absorcién o aumentar su

eliminacion.

3. El sistema, asimismo, permite valorar mediante la comparacion de las tasas in vitro - in
vivo, los mecanismos concretos que intervienen en la cinética de cada sustancia, valorando
el papel especifico del epitelio branquial y el de otros 6rganos y tejidos, incluyendo, las

propias células sanguineas.

4. Una de las innovaciones planteadas en este estudio, la inclusion de células sanguineas en
el liquido de perfusion, abre nuevas posibilidades, no sélo para la valoracién de este tipo de
mecanismos sino también para validar el sistema en la prediccion del comportamiento

branquial ante todo tipo de agentes, incluyendo microorganismos patgenos.
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5. Los resultados indican que los nitritos, entran en el pez con una tasa de absorcion de
0.011 £ 0.002 y que esta absorcion puede explicarse completamente por el paso a través del
epitelio branquial. Sin embargo, en la eliminacién, con una tasa de 0.033 + 0.007, las
branquias no juegan un papel relevante sino que el mecanismo fundamental es el metabolismo

y/o captacioén por los hematies.

6. La eliminacion potencial de cobre por el epitelio branquial, con una tasa in vitre de 0.038
+ 0.024, es diez veces mayor que la realmente observada. Los resuitados obtenidos
demuestran que esta diferencia se debe al papel de las células sanguineas, cuya presencia

reduce dristicamente la eliminacién de cobre por el epitelio.

7. Un efecto semejante ha podido observarse también para la eliminacion de xileno de
almizcle. La eliminacion de este compuesto se reduce por un factor de un tercio en presencia

de células sanguineas.

8. El sistema de perfusiéon branquial de cabeza de trucha permite estudiar el paso de
particulas inertes a través de la branquia, pudiendo utilizarse como modelo de infeccién. La
presencia de bolas de latex en el epitelio indica la capacidad de este para captar particulas

del exterior.

9. El sistema de perfusién branquial en cabeza aislada de trucha arco iris ha demostrado ser
capaz de reproducir la entrada de agentes patogenos en el pez. Y. ruckeri atraviesa la

branquia, tal como se ha demostrado en los estudios de inmunohistoquimica. R.
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salmoninarum no es capaz de atravesar la branquia en el tiempo que dura ia preparacién.
Estos resultados coinciden con los esperados en funcién de la patogenia de los procesos

patoldgicos producidos por estos dos agentes.
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