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RESUMEN
Con el objetivo de describir el efecto de la suplementacién en la dieta de L-

Trp y MEL sobre el contenido de 5-HT, melatonina y actividad enzimética
digestiva, 105 ejemplares en estado smolt de salmén Coho (Oncorhynchus
kisutch) (250 + 30 g), durante un periodo de 10 dias les fue suministrado alimento
comercial suplementado con L-Trp 0.5%, 1,5% y 2.5% y MEL 0.002%, 0.01% v,
0.05%, mantenidos durante un periodo adaptacién en condiciones de exposicién
luminica L:O 12:12. El resultado evidencia que la administracion en la dieta de L-
Trp no incrementa significativamente el contenido de 5-HT ni melatonina. Caso
contrario a la administracion de MEL donde se observa una elevacion en el
contenido de esta hormona en los cinco tejidos evaluados (estbmago, ciegos
piléricos, intestino anterior, intestino posterior e higado) y un aumento significativo
en el contenido de 5-HT en dos de los tejidos evaluados (ciegos piléricos e
higado). Los resultados indican una variabilidad de la actividad enzimatica alcalina
de peces alimentados con dieta control respecto a los alimentados con dietas
suplementadas en dos de las tres enzimas analizadas. Tras la suplementacion
tanto de L-Trp como de MEL en la dieta se presentd una reduccion en los niveles
plasmaticos de cortisol. Los resultados obtenidos de este estudio permiten
comprobar por primera vez en salmén Coho, la existencia de variaciones en el

contenido intestinal de 5-HT y melatonina frente a la suplementacién de la dieta.

Palabras clave:
Melatonina — Triptofano - Serotonina — Actividad Enzimatica - TGI — Oncorhynchus
kisutch — Salmén.



EFFECT OF DIETARY SUPPLEMENTS IN L-TRYPTOPHAN AND
MELATONIN ON SEROTONIN, MELATONIN CONTENT, AND THE
DIGESTIVE ENZYME ACTIVITY IN THE GASTROINTESTINAL
TRACT Oncorhynchus kisutch

J. Luis Muiioz Pérez Estefany Devia Orjuela
2015

ABSTRACT
In order to describe the effect of dietary supplementation of L-Trp and MEL

on the content of 5-HT, melatonin and digestive enzyme activity, 105 exemplary
state Coho salmon smolt (Oncorhynchus kisutch) (250 = 30 g), for 10 days were
supplied with commercial feed supplemented with L-Trp 0.5%, 1,5% and 2.5% and,
MEL 0.002%, 0.01% and 0.05%, were maintained for an adaptation period of light
exposure conditions H:D 12:12. The result of this study shows that dietary
administration of L-Trp does not significantly increase the content of 5-HT and
melatonin. Contrary to MEL administration where elevation is observed in the
content of this hormone in five tissues evaluated (stomach, pyloric caeca, foregut,
hindgut and liver) and an increase significant in the content of 5-HT case two
tissues evaluated (pyloric caeca and liver). Also, the results indicate a variation of
the enzymatic activity of alkaline fed control diet than those fed diets supplemented
with two of the three enzymes tested fish. After supplementation of both L-Trp as
MEL in the diet reduced plasma cortisol levels showed no statistically significant be
these. The results of this study allow us to see for the first time in Coho salmon, the
existence of variations in the intestinal content of 5-HT and melatonin against

dietary supplementation.

Keywords:
Melatonin — Tryptophan - Serotonin — Enzymatic Activity - GIT — Oncorhynchus
kisutch — Salmon.



1. INTRODUCCION

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL Oncorhynchus
kisutch

1.1.1 Caracteristicas de la familia Salmonidae

El salmén coho es una especie perteneciente a la clase Actinopterygii,
subclase Neopterygii, infraclase Teleostei, superorden Protacanthopterygii, orden
Salmoniformes, familia Salmonidae. Actualmente existen siete géneros y alrededor
de 30 especies pertenecientes a esta familia; especificamente para el género
Oncorhynchus (truchas y salmoén del Pacifico) datan 11 especies (Nelson, 2006).
La morfologia de las especies pertenecientes a la familia Salmonidae se
caracteriza principalmente por la ausencia de espinas en las aletas; ademas
presentan menos de 16 radios en la aleta dorsal; aleta adiposa; pequefias
escamas cicloides; dientes en los maxilares, premaxilares, dentarios, palatinos y

vomer; poseen orbitosfenoides y subopérculos (Page & Burr, 1991; Nelson, 2006).

1.1.2 Salmén Coho Oncorhynchus kisutch
El Oncorhynchus kisutch es una especie de peces teledsteos anadromos

distribuido en el Pacifico Norte desde las zonas costeras de Rusia, Taiwan y
Japon a Alaska, California, México e incluyendo zonas adyacentes del Océano
Artico (Page & Burr, 1991).

Morfolégicamente la especie presenta de nueve a 13 radios blandos
dorsales; de 12 a 17 radios blandos anales; y de 61 a 69 vértebras.
Branquioespinas asperas y espaciadas; aleta adiposa delgada. Fenotipicamente
se caracteriza por una linea lateral casi recta; presenta pequefias manchas negras
en el dorso y en el I6bulo superior de la aleta caudal. Durante el estadio en el mar
los peces son de colores metalicos azul oscuro o verde en la region posterior,
color plata en los flancos medios e inferiores. Durante la temporada de desove en

agua dulce el color oscurece a verde brillante en la region craneal y dorsal, color

-10 -


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=161061

rojo brillante en los flancos y, a menudo oscuro en el vientre. Las hembras

presentan colores menos brillantes que los machos.

El desarrollo del ciclo de vida se da en el ambiente marino y en aguas
dulces de los lagos. Los peces jovenes emergen en primavera y por lo general
viven en agua dulce durante 1-2 afios. Posteriormente, comienza el periodo de
migracion donde ocurren cambios fisiologicos que desencadenan la madurez
sexual. Ademas desarrollan una estrategia reproductiva: organizaciéon ovarica
sincronica (Murua & Saborido-Rey, 2003). Los peces jovenes en los lagos y rios
se alimentan principalmente de insectos. Al llegar al mar, los smolts permanecen
cerca de la costa durante un cierto tiempo para alimentarse de crustaceos
plancténicos. A medida que crecen, los peces emigran con mayor profundidad en
el mar y cazan organismos mas grandes, como medusas, calamares y peces
(Nelson, 2006).

El cultivo de salmén Coho inici6 aproximadamente en el afio 1900 en
Oregon (EEUU) como mecanismo de impulso de la pesca comercial, y
posteriormente con el fin de mitigar el impacto de las actividades humanas. El ciclo
productivo del salmén Coho inicia en ambiente de agua dulce donde se lleva a
cabo la reproduccién de los progenitores, la eclosion (aproximadamente 250 a 440
grados/dia acumulados), el desarrollo de estados alevin, parr y smolt. Con un
peso de 40 a 120 gr en estado smolt, culmina su ciclo de vida en agua de mar por
un periodo de 10 a 12 meses alcanzado la talla adulta, es cosechado con un peso
vivo promedio de 2,5 a 3 kilos (FAO, 2015), finamente es procesado, vendido y

distribuido a diferentes mercados ya sean a nivel nacional o internacional.

La produccion en Chile data inicialmente en 1980 con mas de 3 mil t. (FAO,
1995); a finales del afio 2014 la produccion de salmoén Coho fue de 107,5 mil t.,
cifra inferior en un 25,1% respecto al mismo periodo del 2013. Sin embargo, se ha
creado un nuevo modelo productivo en la industria que consiste en descansos
sanitarios, tratamientos coordinados, densidades maximas, ademas de analisis
tematicos enfocados en la deteccion de enfermedades, vacunacion y restriccion a

la importa de ovas.
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1.2 EL TRACTO GASTROINTESTINAL

1.2.1 Anatomia funcional general
El tracto gastrointestinal (TGI) en peces (Figura 1) como en la mayoria de

los vertebrados se caracteriza por una estructura tubular que permite el transporte
de alimento ingerido por diferentes regiones especializadas en funciones
digestivas distintas; sin embargo, la estructura y caracteristicas funcionales del
TGI varian ampliamente entre especies (Randall & Ashild, 2004). Desde el punto
de vista general funcional y morfologico se puede dividir en cuatro regiones: Tracto
cefélico, tracto anterior, tracto medio y tracto posterior (Randall et al., 2002; Fanjul
& Hiriart, 2008):

Figura 1. Esquema del tracto gastrointestinal de un teledsteo. Cada area representa las diferentes regiones:
E, es6fago; S, estdbmago; CP, ciegos pildricos; IA, intestino anterior; H, higado; IM, intestino medio; IP,
intestino posterior (Fernandez-Duran, 2007).

i. Tracto cefalico: Es la regién donde inicia la digestibn mecénica. Hace
referencia a la region craneal del tubo digestivo y la via de entrada del
alimento; estd constituido por 6rganos y estructuras especializados en la
captura y deglucién del alimento. Presentan dientes en la mandibula,
palatinos y vomerianos en el techo de la cavidad y dientes linguales en la
superficie de la lengua como su nombre lo indica; branquiespinas en bajo
namero, desarrolladas, gruesas y cortas y separadas entre si, asi como
estructuras asociadas (pico, y glandulas salivales) y faringe (Castelld, 1993;
Mufioz, 2011; Grosell et al., 2010).

ii. Tracto anterior: Lo compone el es6fago el cual es un pasaje muscular entre

la cavidad bucal y el estbmago o directamente al intestino en el caso de
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especies sin estomago funcional; presenta paredes bastante elasticas que
por medio de movimientos peristalticos y la adicion de saliva posibilitan el
paso del bolo o0 masa de alimento masticado (Castell6, 1993).

iii.  Tracto medio: Constituido por el estdmago, la region de ciegos piloricos que
presentan un gran numero de pliegues y surcos que aumentan la superficie
de secrecién de enzimas proteoliticas y de absorcion (Castelld, 1993), el
intestino anterior y el intestino medio, asi como las glandulas anexas
(higado y pancreas) (Mufioz, 2011). En esta region inicia la digestion
guimica, la absorcion de proteinas, grasas y carbohidratos.

iv.  Tracto posterior: Est4 formado por el intestino grueso, su funcionalidad es
almacenar los restos del alimento no digerido hasta el momento de la
evacuacion, recicla iones inorganicos y el exceso de agua mediante su
absorcion para reincorporarlos a la circulacion (Mufioz, 2011).
Generalmente la relacién longitud del intestino y longitud corporal es de 0.5
a 1 en promedio (Castello, 1993; Randall et al., 2002).

Asi mismo como en el resto de los vertebrados, el TGl en peces consiste en un
tubo muscular revestido por una membrana mucosa, cuya estructura y funciéon
varia a lo largo del mismo. Esta estructura desde la porcion media del eséfago
hasta el ano tiene una estructura histolégica general bien diferenciada compuesta
por cuatro capas: mucosa, submucosa, capa muscular y serosa (Figura 2). La
mucosa (superficie interna o luminal), casi en su totalidad es de naturaleza
alargada y contorneada, es recubierta por una capa de células epiteliales unidas
en sus extremos mediante uniones estrechas (Fanjul & Hiriart, 2008). Estas
células presentes en el epitelio luminal son células secretoras exocrinas
productoras de moco hacia la luz intestinal (mucosecretoras), células endocrinas
liberadoras de hormonas hacia la sangre (Grosell et al.,, 2010) y absortivas
(Mufioz, 2011). Seguido, la mucosa estd compuesta por la lamina propia, una
capa de tejido conectivo, tejido vascular y estrato granuloso (tejido glandular), a la
gue atraviesan vasos sanguineos, fibras nerviosas y ductos linfaticos; es separada

de los tejidos internos por una ultima fina capa de fibras musculares lisas, la

-13 -



mucularis mucosae ocasional (Mufioz, 2011) o totalmente ausente en teledsteos
(Velarde, 2010).

La submucosa, estd compuesta por tejido conjuntivo laxo, laminas de elastina y
glandulas submucosas que contienen una red de células nerviosas (plexo
submucoso), ademas de vasos sanguineos y linfaticos que penetran tanto
externamente a la mucosa como internamente a un conjunto de capas musculares
constituidas a su vez por dos capas, una interna de musculo circular y una externa
de musculo longitudinal (Fanjul & Hiriart, 2008; Grosell et al., 2010), que forman la
tercera capa del tubo digestivo. Ambas contienen de forma tipica células
musculares lisas. Finalmente la cuarta capa, recubriendo la superficie externa del
tubo se encuentra una capa de tejido conjuntivo laxo y denso (Mufioz, 2011), la
serosa. Es también tejido conectivo el que se conecta la serosa a la pared

abdominal sosteniendo el tracto abdominal.

vaso
sanguineo

Figura 2. CAPAS DEL TUBO
DIGESTIVO. Desde la parte mas
externa hasta el interior: La capa

Giandula serosa que recubre a todo el tejido.

/ extrinseca Después sigue una capa de musculo

f liso longitudinal. Entre la musculatura

Mucosa longitudinal y la circular se encuentra

una red de células nerviosas, el plexo

~ 2 , Luz mioentérico. La capa de musculo liso

mientérico ¢ oo é( S Sul _ circular se encuentra a continuacién y
\. Jomocosa .

2 : - en vecindad con el segundo plexo

Musculo nervioso llamado submucosa. En la

SUDMUCOE0 ) ¥ circular pared interior del tubo se encuentra la

Glandula - > Musculo mucosa Yy la submucosa (tejido

submucosa conectivo) (Fanjul & Hiriart, 2008).

Serosa  longitudinal

En su paso por el TGI, el alimento se somete a varios procesos mecanicos
y quimicos condicionados por la funcionalidad de cada region de permanencia; los
monomeros resultantes luego de procesos de catalisis son absorbidos y
transportados con mayor facilidad hacia el sistema circulatorio, de lo contrario son
expulsados. En peces al igual que en el resto de vertebrados existe también una
inervacion del TGI por neuronas que se integran en su pared: inervacion intrinseca
a través del sistema nervioso entérico (SNE) e inervacion extrinseca proveniente
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del sistema nervioso autbnomo (SNA) (Hill & Wyse, 2006). EI SNE esta
conformado por el plexo submucoso, una extensa red neuronal situada en la
submucosa como su nombre lo indica, y el plexo mioentérico que se localiza entre
las capas circular y longitudinal de musculo liso (Mufioz, 2011), lo conforma de
igual manera neuronas motoras, neuronas sensitivas e interneuronas las cuales
desempeiian diferentes funciones, entre ellas el coordinar funciones digestivas de
motilidad y secrecion, ademas transmitir la informacion desde el sistema nervioso
simpatico y parasimpatico hacia el tubo. Respecto a la inervacion extrinseca, el
TGI recibe doble inervacion del SNA tanto del parasimpatico como del simpatico,
éstas fibras conectan entre si los plexos del SNE, las fibras eferentes del SNA
llevan informacion desde en encéfalo y la médula espinal hasta el tubo digestivo,
mientras que las fibras aferentes transmiten la informacion sensitiva desde
quimiorreceptores y mecanorreceptores del TGl hasta el sistema nervioso central
(SNC) lo que contribuye de forma decisiva a dicha regulacién (Olsson & Holmgren,
2001).

1.2.2 Motilidad digestiva
La funcion de mayor importancia del TGl es optimizar la digestion y

absorcion. Los procesos integrados de motilidad digestiva permiten exponer el
alimento a enzimas y secreciones digestivas en Optimas condiciones y en el
tiempo necesario. La motilidad esta sujeta al control por medio de reflejos
cefalicos, simplemente ante la vista, el olor, la anticipacién del alimento o la
presencia del mismo en el tubo digestivo, por inervacién autbnoma y por
hormonas tanto excitadoras como inhibitorias (Olsson & Holmgren, 2001; Grosell
et al.,, 2010), tras la ingesta estimulos centrales y locales en el tubo digestivo
producen el inicio de patrones de motilidad especificos, como el vaciado gastrico,
el reflejo de deglucion o la peristalsis; en general se originan patrones de motilidad
diferentes segun la region del TGl y el estado digestivo, pudiéndose diferenciar los

estados digestivo (posprandial) e interdigestivo (Mufioz, 2011).

Un vaciamiento gastrico éptimo es realizado bajo la integracién funcional de
tres componentes fundamentales de la actividad motora gastrica (AMG):
Inicialmente una actividad de reservorio gastrico, seguido por la actividad de
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mezcla y vaciamiento postprandial, por ultimo una actividad de vaciamiento
interprandial; cada uno de estos fendmenos tiene momentos y mecanismos
independientes. Una vez ocurra el vaciamiento gastrico, inicia el proceso de
motilidad en la region intestinal. Dentro de las distintas funciones del intestino se
encuentra el mezclado de productos alimentarios, enzimas digestivas
intraluminales y bilis, permitiendo el continuo contacto del material con las

superficies de absorcion y secrecion de la capa epitelial (Fanjul & Hiriart, 2008).

La contractilidad del TGI se produce casi exclusivamente por accion del
musculo liso, con excepcidon de la faringe, tercio superior del eséfago y esfinter
anal externo, que contienen musculo estriado (Hill & Wyse, 2006). Asi, la motilidad
del TGl durante el periodo postprandial se divide a su vez en distintos
componentes: Las contracciones locales, es decir de la capa circular coordinadas
con relajaciones de la capa longitudinal que producen una constriccion activa y un
alargamiento del intestino que mezclan el alimento, llamada segmentacion ritmica,
son los méas frecuentes y ocupan la mayor parte del tiempo que el quimo
permanece en el intestino delgado. Mientras que los movimientos de acortamiento
activo de la capa longitudinal coordinado con la relajaciéon de la capa circular
produce la distension lo que genera la propulsién del alimento ya sea de forma
anterograda (de boca a ano) o retrograda (vomito, regurgitacion) (Olsson &
Holmgren, 2001) llamada peristalsis, menos frecuentes que los de segmentacién y

se limitan a pequefos segmentos intestinales.

1.2.3 Regulacion nerviosay hormonal
Las diversas moléculas reguladoras modulan funciones del tejido por vias

de transduccién de sefial que son compartidos por los peces con otros
vertebrados; incluyen los receptores intracelulares y extracelulares, enzimas
intracelulares, proteinas G y células enteroendocrinas del epitelio intestinal
(Hansen, 2003). Los reguladores mas comunes descritos tanto en mamiferos
como en peces incluyen la acetilcolina (ACh), la serotonina (5-HT), la neurokinina
A (NKA), la sustancia P y la colecistokinina (CCK), todos excitadores, y el
polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), el polipéptido activador de adenilato ciclasa
hipofisiaria (PACAP) y el oxido nitrico (NO), como inhibidores (Olsson, 2009).
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= Regulacién nerviosa de las funciones digestivas.

La regulacion nerviosa de la actividad del TGI en peces, como se indico
anteriormente estd bajo el control del SNE y las divisiones simpética y
parasimpatica del SNA (Hernandez, 2005). Las funciones de motilidad son
reguladas por reflejos extrinsecos en los que participa el nervio vago para el
estbmago y el intestino anterior, mientras que los nervios espinales (asplacnicos y
pélvicos) inervan el resto del intestino (Mufioz, 2011), y reflejos intrinsecos
mediados por el SNE, en cambio, en algunas especies sin estbmago el nervio
vago inerva la mayoria del intestino (Olsson, 2009); actuando directamente sobre
el musculo liso de la pared gastrointestinal modulando la actividad de las neuronas
del plexo mientérico. Su inervacion se realiza por fibras nerviosas con
varicosidades a lo largo de su recorrido, de las que se libera el neurotransmisor
(Mafias et al., 2005).

= Regulacién humoral del TGl y neurohumoral de las funciones

digestivas.

Otro sistema de regulacion de la actividad gastrointestinal lo constituyen los
procesos humorales. En funcion de la célula de origen del mediador y de la ruta
que utiliza para contactar con las células diana se puede clasificar este tipo de
regulacion en: endocrina (gastrina, secretina, colecistokinina (CCK), péptido
inhibidor gastrico o péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP), motilina
y grelina). La regulacién paracrina (secrecion de acido gastrico por la liberacién de
histamina, prostaglandina, leucotrienos y citokinas). Por ultimo una regulacion

neurocrina (neurotransmisores).

De todos los neurotransmisores implicados en la regulacion de la digestion
quimica del TGI en general, la acetilcolina (ACh), es el principal y es el mas
estudiado. Ejerce accién contractil en la motilidad intestinal y, en el transporte de
agua Yy electrolitos a través de la mucosa intestinal (Hubel, 1985), actla sobre la
actividad ATP asa y la movilizacion de iones mediante receptores muscarinicos

presentes en los enterocitos (Muscella et al., 2002). La serotonina (5-HT) es otro
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neurotransmisor de gran importancia en el control de la motilidad digestiva. A nivel
intestinal, en mamiferos se sintetiza principalmente en las células
enterocromafines del epitelio intestinal y, en menor medida en interneuronas

entéricas.

1.3 SEROTONINA
1.3.1 Triptofano

El triptéfano (Trp) es el principal precursor de la 5-Hidroxitriptamina o
Serotonina (5-HT) debido a la relacion en la actividad como neurotransmisor
central; el Trp, al no ser metabolizado en el higado, alcanza el sistema nervioso
central donde se transforma en 5-HT, alli se acumula en neuronas llamadas por
ello serotoninérgicas (Velarde, 2010). Desempefia funciones precursoras de
metabolitos como melatonina, niacina y quimureina, que influyen sobre el
comportamiento del organismo, percepcion del dolor, estrés y periodo de suefio,
asi como en el consumo de alimento, reduccién del estrés oxidativo, y produccion
de radicales libres (Rodriguez et al., 1999; 2001). Ademas de ser precursor en la
sintesis metabdlica tanto de 5-HT como de melatonina, la eleccion de la
administracion del aminoacido se realiza en referencia a resultados obtenidos con
anterioridad por diferentes autores (Lepage et al., 2002; Camaafo-Tubio et al.,
2007; Herrero et al., 2007 y Mufioz, 2009) quienes evaltan el contenido de

melatonia, 5-HT, entre otras en plasma y otros tejidos de diferentes teledsteos.

La ingesta de alimento, especialmente de L-Trp, parece estimular la
produccion de 5-HT y de melatonina en el TGl en peces pero ademas, en
mamiferos, la ingesta de melatonina y la melatonina de origen pineal también
provocan acumulaciéon de melatonina en el TGl (Bubenik, 2002). Estas
elevaciones en el cerebro 5-HT se cree que son indicativos de aumento de la
neurotransmision serotoninérgica, se han encontrado asociados con un numero de
respuestas fisiologicas, incluyendo la saciedad, contrarresta la elevaciéon inducida
por estrés en cortisol plasmatico, igualmente suprime el comportamiento agresivo,
aumenta la ganancia de peso tanto en altas como bajas densidades, encontrados

en especies como: Salmo Gairdner, Oncorhynchus mykiss, Dicentrarchus labrax,
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Cirrhinus mrigala (Johnston et al., 1990; Lepage et al., 2002; 2003; Herrero, 2007;
Mufioz, 2009; Tejpal et al., 2009).

La indolamina serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es un abundante
transmisor neuroendocrino con efectos digestivos significativos en peces
(Caamafio-Tubio et al.,, 2007). Se han descrito funciones como inhibir el
comportamiento agresivo en trucha arcoiris (Hseu et al., 2003), reducir el
canibalismo y la anorexia inducida por estrés en juveniles (Hansen & Witte, 2008)
evitar un aumento de cortisol inducido por el estrés (Lepage et al., 2002; Tejpal et
al., 2009). Otras funciones fisiologicas de la 5-HT estdn asociadas con la
secrecion de glucocorticoides y catecolaminas interrenales (Tejpal et al., 2009;
Basic et al., 2013), modulacion de la actividad branquial, actividad cardiovascular,
proliferacion linfocitaria (Caamafo-Tubio et al., 2007) y regulacién del apetito (Di
Battista et al., 2006). Dado que en mamiferos se ha demostrado que la presencia
de 5-HT en tejidos y oOrganos se relaciona con actividad funcional, parece
razonable suponer que esta misma relacion entre localizacion y funcion puede ser

vista en peces.

1.3.2 Sintesis y Catabolismo
La serotonina esta implicada en la regulacion del eje hipotalamo - hipdfisis -

suprarrenal en mamiferos (HHA), asi como en el control del eje hipotalamo —
hipdfisis - interrenal (HHI), en teledsteos su homologo el eje hipotalamo — hipofisis
- corticosuprarrenal (HHA) (Lepage et al., 2002). El primer paso en la biosintesis
de la 5-HT a nivel central como periférico es la hidrdlisis del aminoacido triptéfano
(Trp), cuya reaccion es catalizada por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH); es la
enzima limitante de la velocidad en la biosintesis, esta presente tanto en las
células enterocromafines (EC) como en las neuronas (Hansen & Witte, 2008). El
5-hidroxitriptofano (5-HTP) formado es rapidamente transformado a 5-
hydroxytriptamina (5-HT), mediante la descarboxilacion llevada a cabo por la
enzima L-aminoacido-aromatico descarboxilasa (AAAD) (Donkelaar et al., 2011).
La disponibilidad del aminoacido Trp determina la sintesis de 5-HT a nivel central,
al igual que lo hace en la glandula pineal (Ganguly et al., 2002). Por ultimo la 5-HT
se convierte a su metabolito principal acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) por
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efecto de la monoamino oxidasa expulsado luego en la orina (Caamafo et al.,
2007).

1.3.3 Sintesis en el tracto gastrointestinal
En mamiferos la 5-HT se sintetiza y se secreta principalmente en las células

enterocromafines (EC), caracterizadas por ser células enteroendocrinas
abundantes en el epitelio intestinal (Gershon & Tack, 2007) que desencadenan la
activacion de neuronas sensoriales intestinales, actuando como transductores de
la mucosa, secretan 5-HT en respuesta a diversos estimulos fisiologicos y
patologicos luminales; tras la liberacion, la 5-HT estimula iones activos, moco con
funcién protectora y secrecién de fluido. Las principales fuentes periféricas de 5-H
son el tracto intestinal y el epitelio branquial encontrdndose contenido de hasta
2.600 ng/g y 1600 ng/g respectivamente en trucha arcoiris (Caamano-Tubio et al.,
2007), se encuentra localizada libre alrededor de las terminales nerviosas
aferentes, en las criptas y en las vellosidades de la lamina propia del intestino en
el TGI (Li et al., 2000). Se han hallado resultados en peces acerca de una posible
sintesis local en tejidos como rifién, higado, corazén, bazo, en pancreas y ciegos
piléricos (Randal & Ashild, 2004; Caamafo-Tubio et al., 2007).

La 5-HT es liberada espontaneamente como respuesta a diversos
estimulos, como la distension, la estimulacion vagal, la ingesta de alimento y la
presencia de acido o de aminoacidos en el duodeno (Hansen y Witte, 2008). En
mamiferos actla de manera paracrina e interviene en procesos secretores sin
alcanzar el sistema nervioso entérico, a través de neuronas del plexo submucoso
qgue responden a la 5-HT como receptores serotoninérgicos; sin embargo, en el
intestino de peces, al contrario que en los mamiferos, las fibras serotoninérgicas
son mas abundantes que las células endocrinas ricas en 5-HT, tal y como se ha
observado en el pez cebra (Olsson et al., 2010) y la trucha arco iris (Caamafio-
Tubio et al., 2007). Alrededor del 90% de la 5-HT del tracto digestivo de
mamiferos se localiza en las células enterocromafines (Gershon, 1982); por lo
tanto el contenido intestinal de 5-HT corresponde basicamente a los contenidos en
dichas células, las que estan ampliamente distribuidas en el tracto intestinal de la
mayoria de vertebrados. Aunque parecen carecer del intestino de los ciclostomos
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y en algunos teledsteos, Caamafo-Tubio et al., (2007) indica que casi todo el
contenido intestinal de 5-HT esta situado en la pared, y sélo alrededor del 2 % en
las células EC de la mucosa en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Esta
distribucion contrarresta la observada en mamiferos, y es similar a la observada
en el teledésteo pez cabeza plana (Platycephalus bassensis) (Anderson,1983;
Anderson et al., 1989).

1.3.4. Funciones en el tracto gastrointestinal
La 5-HT como transmisor neuroendocrino desempefia efectos digestivos

significativos en la deteccion del contenido luminal, actividad secretora (Berner &
Witte, 2008) motilidad y contraccion intestinal, con una actividad
predominantemente estimuladora en la mayoria de las especies de peces,
incluidos ciclostomos, elasmobranquios y teledsteos (Caamafo-Tubio et al.,
2007). De igual manera, funciones de accién de la 5-HT en roedores estan
asociadas a la estimulacion sobre la contraccién del musculo intestinal, ya sea por
estimulaciéon de los receptores 5-HT3 de las células nerviosas o receptores 5-HT

del masculo directamente (Chen et al. 1998).

Se ha demostrado que la 5-HT participa en la transduccion sensorial desde
la mucosa. Cuando hay un incremento de la presion intraluminal, el sistema
nervioso entérico (SNE) detecta un mecanismo transepitelial por el cual las CE
liberan 5-HT, que se comporta como una sefial quimica capaz de estimular las
fibras nerviosas aferentes del vago e intrinsecas de la pared intestinal siendo
estas ultimas fibras, quienes inician el reflejo peristaltico (Vega, 2004). La 5-HT
actua también como inhibidor en el efecto de la secrecién de acido gastrico, sobre
la secrecion de agua y electrolitos, ademas en el inicio de respuestas diversas

como nauseas, vomitos, entre otras (Hernandez, 2005).

1.4 MELATONINA

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una indolamina altamente
lipofilica que, debido a su estructura molecular puede penetrar facilmente en

cualquier célula o fluido corporal (Herrero et al, 2007). Sus niveles son elevados
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durante la noche y su secrecion se inhibe en presencia de luz. Tanto en peces
como mamiferos se produce en la glandula pineal, donde informacién luminica
captada a través de receptores especificos, se integra y provoca la produccion de
melatonina (Bayarri et al., 2003). Es liberada como una sefial quimica perceptible
por las células. Este funcionar informa al organismo sobre la época del afio, segun
sea la duracion de fotoperiodo, permitiendo la ejecucién de procesos fisiologicos
biolégicos fotodependientes. Ademéas de la glandula pineal se ha localizado en
fuentes extrapineales como la retina, la glandula harderiana (aves y mamiferos),
médula 0Osea, piel, linfocitos, leucocitos, el tracto gastrointestinal mas
especificamente en la mucosa intestinal ejerciendo el rol de neurotransmisor
(Falcén, 1999; Kvetnoy, 1999; Bubenik, 2002).

1.4.1 Sintesis y catabolismo
La ruta principal de sintesis de melatonina consiste en la conversion del

triptéfano en 5-HT, y de ésta a melatonina. De forma detallada ocurre por la accion
de dos enzimas: La 5-HT sufre una reaccién de N-acetilacion por la accion de la
arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT), el producto 5-hidroxi-N-acetil
serotonina (NAS) es transformado a N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina), por
accion de metilacion de la hidroxindol-O-metil-transferasa (HIOMT) (Herndndez et
al., 2001; Bubenik, 2002). La regulacion de la sintesis de melatonina generalmente
esta directamente relacionada por la actividad ritmica de la enzima AANAT
(Falcén, 1999), si bien la enzima HIOMIT se ha descrito también que puede actuar
como limitante en lubina (Dicentrarchus labrax) (Herrero et al., 2007).

La melatonina es catabolizada siguiendo dos vias diferentes. La via
catabdlica mas importante de melatonina circulante ocurre por la conversion
enzimatica de dicha melatonina en 6-Hidroximelatonina, llevada a cabo por las
monooxigenasas hepaticas P4so. Por consiguiente se produce una conjugacion
que da como resultado el metabolito urinario principal 6-Sulfatoximelatonina, que
se elimina en la orina. Sin embargo, la melatonina de los tejidos, especialmente la
del sistema nervioso, se catabdlica principalmente por divisibn de su anillo

pirrolico, contribuyendo en un tercio al total de la melatonina catabolizada.
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1.4.2 Sintesis en el tracto gastrointestinal
La secreciébn de melatonina pineal es la mayor fuente de melatonina en

plasma; sin embargo, la melatonina sintetizada a nivel del TGI por los vertebrados
en general es considerada como la mayor fuente extrapineal, pudiendo contener
mayores cantidades que en plasma como lo indicaron Raikhlin & Kvetnot (1976),
su produccién estaria relacionada con la ingestita de alimento y posiblemente
estar implicada en la regulacion de la motilidad intestinal y otros procesos
relacionados con la actividad digestiva y metabolica como lo describe Conde-
Sieira et al., (2014) en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). La concentracién de
melatonina en los tejidos gastrointestinales supera los niveles en sangre de 10 a
100 veces y hay al menos 400 mas en el TGI respecto a la glandula pineal
(Bubenik, 2002), estas concentraciones circulantes se ha descrito especialmente
durante el dia. Altas concentraciones de este indol han sido encontradas de igual
manera en la bilis y vesicula biliar (Mufioz, 2011), siendo liberada al lumen
intestinal probablemente debido a circulacién entero-hepatica (Jaworek et al.,
2005).

1.4.3 Funciones en el tracto gastrointestinal
Las hormonas regulan funciones del TGI como la osmorregulacion,

inmunidad, secreciones endocrinas, metabolismo y la eliminacién de metabolitos
toxicos y contaminantes ambientales que se ajustan a los cambios en las
condiciones ambientales y estados fisiologicos (Randal y Ashild, 2004). Algunos
estudios realizados en mamiferos apuntan a la melatonina como un modulador de
la motilidad intestinal, probablemente esté relacionada con una mejor absorcion de
los nutrientes, reduciendo dicha motilidad (Barajas-Lépez et al., 1996; Motilva et
al., 2001). Estudios hechos en ratas confirman que dosis bajas de melatonina
favorecen el transito intestinal y el vaciado gastrico (Drago et al., 2002), mientras
que dosis altas lo inhiben (Kasimay et al., 2005). En preparaciones aisladas de
musculo liso intestinal de rata, la melatonina reduce la frecuencia, pero no la
amplitud, de las contracciones intestinales espontaneas, y atenua la contraccion
provocada por la serotonina (Bubenik, 1986). Ademas se le atribuyen funciones

como la reducciéon de la secrecibn de &cido clorhidrico, el fomento de la
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regeneracion epitelial y el aumento de la microcirculacion, control del hambre, la
saciedad y el balance energético (Herrero et al., 2007; Bubenik, 2002). Por otro
lado, la melatonina es un potente antioxidante que puede prevenir el deterioro

provocado por radicales libres en los procesos de digestidon (Reiter et al., 2000).

En peces especificamente se hademostrado un papel regulador de esta
indolamina en la ingestion de alimento (Pinillos et al., 2001; Lopez-Olmeda et al.,
2006) y en la regulacion del peso corporal (De Pedro et al., 2008) en varias
especies. Hasta la fecha se desconoce el mecanismo por el que la melatonina

ejerce dicha accion anoréxica en los peces (Velarde et al., 2011).

1.5 ACTIVIDAD ENZIMATICA

En peces al igual que en el resto de los vertebrados, las funciones de
motilidad y secrecion del sistema gastrointestinal estan reguladas para permitir
una digestion y absorcion optima de los nutrientes presentes en el alimento
ingerido. Esta capacidad de degradar los nutrientes depende de la presencia de
las enzimas hidroliticas especificas para cada sustrato presentes en la luz
gastrointestinal y en epitelio mucosal. Estas son secretadas por distintas glandulas
a la luz intestinal, donde ejercen funcién (digestion luminal) o bien se asocian a la

membrana del polo apical de los enterocitos (Hernandez, 2005).

Generalmente, la distribucion y la intensidad de la actividad enzimatica a lo
largo del intestino varian con los habitos de alimentacion y con la morfologia
intestinal de cada especie. Por ejemplo en la tilapia de Nilo (Oreochromis
niloticus), se ha demostrado mayor actividad de carbohidrasas que de proteasas; y
una menor actividad de lipasas comparado con peces carnivoros y omnivoros
(Tengjaroenkul et al., 2000). La digestion y absorcion de particulas degradadas de
grandes moléculas generalmente toma lugar a lo largo del borde de cepillo de las
células epiteliales columnares, donde numerosas enzimas tales como la proteasa,
amilasa y lipasa alcalinas estan localizadas. Son sintetizadas en el
hepatopancreas en peces, luego secretadas en el lumen intestinal para iniciar los

procesos de absorcion.
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La actividad de las enzimas digestivas en peces ha sido estudiada en
relacion con la influencia de la composicion de la dieta, cantidad de alimento y
hébitos de alimentacion de las especies sobre su sistema enzimatico digestivo. La
actividad de las principales enzimas digestivas como proteasas y amilasa pueden
ser uno de los mas importantes parametros que determinan la efectividad de una
dieta entregada, optimizando el crecimiento y la conversion del alimento. Sin
embargo, en peces la anticipacién de la actividad de la amilasa, pero no de las
proteasas ha sido previamente descrita en la carpa dorada (Carassius auratus)
(Montoya et al., 2010).

Esta bien establecido que la secrecion pancreatica exocrina es controlada
por reflejos neurales autonémicos gatillados por hormonas gastrointestinales. La
colecistoquinina (CCK) y la secretina son los mas importantes secretagogos
pancreaticos; sin embargo, el efecto estimulatorio de la CCK es en gran medida
dependiente de la activacion del reflejo vago-vagal. La somatostatina, el
polipéptido pancreatico, el péptido relacionado con los genes de calcitonina, la
ghrelina o la leptina son inhibidores de la secrecion pancreética exocrina. A pesar
de la presencia de melatonina en el TGl y de receptores de melatonina en el
hepatopancreas; sin embargo, el efecto de la melatonina en la secrecion

hepatopancreética exocrina aun sigue sin entenderse del todo.

En el experimento llevado a cabo en ratones por Jaworek et al. (2004), se
demostré6 que el suministro de melatonina exdgena o el L-trp, provocan una
estimulacién dosis dependiente de la secrecién pancreatica de amilasa, pero que
no afecta la liberacion de amilasa desde el acino pancreatico aislado. A su vez la
administracion de MEL o de L-trp provocan un incremento dosis dependiente de la
CCK plasmética y de la inmunoreactividad de la melatonina y finalmente que la
vagotomia, desactivacion de nervios sensoriales o0 pretratamientos con
antagonistas de los receptores de CCK anulan completamente el efecto
estimulador de la MEL o del L-trp en la secrecion pancreética de amilasa. En
caninos, el L-trp ha demostrado ser uno de los mas potentes estimulantes de la

secrecion pancreatica exocrina (Jaworek et al., 2004).
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2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la suplementacion de diferentes niveles de inclusion
de L-Triptéfano y melatonina en la dieta, sobre el contenido de serotonina,
melatonina y la actividad enzimatica en el tracto gastrointestinal (TGI) de

Oncorhynchus kisutch, especie de alto interés en acuicultura.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar si la administracion en la dieta de L-Tript6fano modifica las

concentraciones de serotonina (5-HT) y melatonina gastrointestinal.

= Determinar si la administracion en la dieta de melatonina modifica las

concentraciones de serotonina (5-HT) y melatonina gastrointestinal.

= |dentificar los cambios de la actividad enzimatica de amilasa, lipasa y

proteasa por efecto de la inclusion de L-Triptéfano y melatonina.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion acuicola se ha visto duplicada, convirtiéndose en una de las
principales fuentes de proteina animal en el mercado mundial (FAO, 2012). En el
desarrollo de la acuicultura actual el 60% al 80% de los costos de produccion
estan asociados al alimento; por lo tanto, la investigacion en relacién a la fisiologia
digestiva, las funciones neuroendocrinas intestinales y su funcionamiento en
peces en cultivo es de gran relevancia para el crecimiento productivo de las
especies en general. En este sentido existen evidencias de la presencia de
melatonina y serotonina (5HT) en el tracto gastrointestinal (TGI) de peces,
probablemente por una sintesis de origen local, desempefando efectos sobre la
motilidad e ingesta; sobre estas contracciones actiuan dichos mecanismos
excitadores e inhibidores que modifican sus caracteristicas de velocidad, amplitud,
frecuencia, entre otras. Sin embargo, se conoce muy poco acerca de su
regulacién por composicion de la dieta y la interaccion con factores relacionados a

la actividad alimenticia y digestiva.
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1.

4. HIPOTESIS

Ho El contenido intestinal de melatonina y 5-HT de peces alimentados con
dietas modificadas con diferentes niveles de L-Tript6fano y melatonia no
presenta diferencias estadisticamente significativas respecto al contenido a

la dieta control.

H,  El contenido intestinal de melatonina y 5-HT de peces alimentados
con dietas modificadas con diferentes niveles de L-Triptéfano y melatonia
presenta diferencias estadisticamente significativas respecto al contenido a

la dieta control.

Ho La actividad enzimatica de peces alimentados con dietas modificadas
con diferentes niveles de L-Triptéfano y melatonia no presenta diferencias

estadisticamente significativas respecto al contenido a la dieta control.

H; La actividad enzimatica de peces alimentados con dietas modificadas
con diferentes niveles de L-Triptéfano y melatonia presenta diferencias

estadisticamente significativas respecto al contenido a la dieta control.

Ho Los niveles de cortisol plasmatico de peces alimentados con dietas
modificadas con diferentes niveles de L-Triptéfano y melatonia no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto a los niveles

de la dieta control.

H; Los niveles de cortisol plasmatico de peces alimentados con dietas
modificadas con diferentes niveles de L-Triptofano y melatonia no
presentan diferencias estadisticamente significativas respecto a los niveles

de la dieta control.
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5. JUSTIFICACION

Actualmente existe poca evidencia acerca del contenido de melatonina y
serotonina (5-HT) en el tracto gastrointestinal (TGI) de Oncorhynchus kisutch.
Estudios anteriores en teledsteos, evidencian la distribucion de la misma en el
tracto gastrointestinal (TGI) en especies como: el Huso huso, Cyprinus carpio,
Oncorhynchus mykiss, Dicentrarchus labrax, Catla catla, encontrandose mayores
concentraciones en la region intestinal (Bubenik, 1997; Herrero et al., 2007; Mufioz
et al.,, 2012; Sourav et al., 2014). Consecuentemente, la distribucién de la
concentracion de melatonina en el TGl presenta variaciones asociadas a la
especie, la composicion de la dieta, el tamafio y la region intestinal; en contraste a
la secrecidon proveniente de la glandula pineal fotodependiente. En vista de ello el
presente trabajo plantea el suministro de diferentes niveles de inclusion, tanto del
aminoacido precursor L-Triptéfano (L-Trp) y de melatonina (MEL) en la dieta, con
el fin de determinar el efecto sobre el contenido de serotonina, melatonina y la

actividad enzimatica en el tracto gastrointestinal (TGI) de la especie.
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1. Material biolégico e instalaciones
Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron ejemplares en estadio

smolt de la especie Oncorhynchus kisutch (Walbaum, 1792). Un total de 105
individuos con un peso de 250 + 30 g obtenidos del centro de cultivo Salmones
Austral ubicado en el lago Rupanco, Osorno, fueron mantenidos bajo condiciones
de bienestar en el centro de experimentacién de la Universidad Los Lagos,
ubicado en la poblacién de Punta de Metri, Puerto Montt. Durante un periodo de
adaptacion de 30 £ 7 dias, con una exposicion luminica artificial de 12 horas luz y
12 horas oscuridad (L: O 12:12), temperatura promedio de 16°C y un recambio de
agua continuo. Se distribuyeron en estanques circulares con capacidad de 1000
litros bajo una densidad poblacional de 15 individuos/tanque, para un total de tres

tanques por tratamiento adicional al grupo control.

6.2. Disefo experimental
Durante un periodo de 10 dias les fue suministrado alimento comercial

suplementado con diferentes niveles de inclusion tanto para L-Triptéfano como
para melatonina. La dieta de L-Triptéfano (Winkler®) se administré bajo los
siguientes niveles: 0.0 g/100g (Control), 0.5 g/100g, 1.5 g/100g y 2.5 g/100g de
alimento. Los niveles de inclusion en la dieta de melatonina (SIGMA®) se
administraron de la siguiente forma: 0.000 g/100g (Control), 0.002 g/100g, 0.01
g/100g y 0.05 g/100g de alimento, niveles de inclusion y protocolos publicados en
Mufioz et al. (2009) y Conde-Sieira et al. (2014). Por ultimo, la toma de las
muestras se realizO 4 horas después de la ingesta de alimento con el fin de

garantizar la presencia del mismo a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI).

6.3. Extraccion de muestras
Los ejemplares fueron anestesiados por inmersion en metasulfonato de

tricaina (MS-222) bajo una dosificacion de 50 mg/Kg, solucion que fue ajustada a
un pH de 7.4 con bicarbonato de sodio, lo que permiti6 manipular el pez durante
una determinada fraccion de tiempo disminuyendo una posible alteracién en la

composicion de la muestras. Fueron sacrificados 12 individuos de cada
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tratamiento al azar por decapitacion y se registro su respectivo peso; se les realizo
la extraccion (60-70 mg) de cinco zonas del tracto gastrointestinal (TGI):
estdmago, ciegos pildricos, intestino medio e intestino posterior, e higado se
congelaron durante su transporte y posterior a ello, finalmente fueron separados y
procesados haciendo uso unicamente de la pared para la cuantificacion de 5-HT,
melatonina y actividad enzimatica. La toma de sangre se realizé de la vena caudal
y como anticoagulante se hizo uso de heparina; del plasma obtenido mediante
centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos de la sangre se tomaron las alicuotas
resultantes y posteriormente se refrigeraron en nitrdgeno liquido y posterior

almacenadas a -80 ° C.

Todos los procedimientos experimentales y manipulacion de animales
fueron disefiados y ejecutados de acuerdo a las directrices de la Comision
Nacional de Ciencias y Tecnologia de Chile (CONICYT), y las directrices para el

uso de animales vivos en el Laboratorio de la Universidad de Los Lagos.

6.4. Cuantificacion del contenido de serotonina mediante HPLC
Se determiné el contenido de 5-HT en 60 a 80 pg de tejido luego de ser

homogenizados por producto del ultrasonido en 250 pl de fase mévil HPLC y 250
pl de acido perclérico centrifugados a 13.200 rpm, 40 ul del sobrenadante fue
disuelto en fase movil e inyectado en el sistema de HLPC. Para indolaminas (5-HT
Y 5-HIAA) la cuantificacion se realizara con deteccion electroquimica (HPLC-EC)
sistema descrito previamente por Gesto et al. (2006). El sistema de HLPC
consisti6 en una bomba Dionex Ultimate 3000, una columna Phenomenex
nucleosil C18 Sum 100A (150 mm longitud * 4.6 mm diametro interno) y un
detector electroquimico ESA Coulochem I, el cual incluye una doble célula
analitica con potenciales de oxidacion configurados a +40 mV (primer electrodo) y
+340 mV (segundo electrodo). La fase maovil, una solucién acuosa se compone de
NaH,PO,; (63.0 mM), Na,EDTA (0,1 nM) y 1-Octanosulfonato de Sodio (1,63
mM), adicional metanol al 14,9% (v/v). El pH se ajustd a 2,79 con acido

ortofosforico, se filtré y se desgasifico antes de su uso.
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6.5. Cuantificacion del contenido de melatonina mediante HPLC
Los tejidos (60 a 80 pg) se homogenizaron por ruptura ultrasénica en 500 pl

de tampodn acético acetato durante 1 minuto, seguido se centrifugé a 13.200 rpm
durante 5 minutos. Al sobrenadante (250 pl) se le afiadid 1 ml de cloroformo con el
fin de extraer la melatonina dado su caracter lipofilico. Posteriormente, seguido de
un mezclado de 1 minuto se centrifugé en iguales condiciones para obtener
diferenciadamente la capa acuosa y organica, por la adicion de NaOH (0.1N)
agitando durante 30 segundos fue enjuagada la solucion. Tras una nueva
centrifugacion, el sobrenadante en un nuevo tubo fue secado utilizando un
sistema speed back (evaporacion en vacio). Por ultimo al resido obtenido le fue
agregado 100 pul de fase movil, filtrado (0.22 um — Tamafio del poro) e inyectados

directamente en el sistema HPLC.

La cuantificacion del contenido de melatonina se realizO mediante un
sistema cromatografico como el descrito en Mufioz et al. (2009) mediante una
bomba Dionex Ultimate 3000 de suministro de disolvente equipado con una
valvula de inyecciéon y un detector de fluorescencia Dionex Ultimate 3000, el cual
se fij6 bajo longitudes de onda de excitacidbn y emision de 285 y 360 nm,
respectivamente. Las particulas de melatonina seran separadas por la columna
analitica Waters Symmetry C18 (75 mm longitud * 4.6 mm diametro interno). La
fase movil consiste en una solucion de acético acetato (85 mM), Na,EDTA (0,1
nM) adicional acetonitrilo 14% del volumen final. El se ajustd a 4,6 con &cido

aceético, se filtré y desgasificé antes de su uso.

La adquisicion e integracion de los cromatogramas (Figura 3 y 4) se realizo
mediante el uso del software Chromeleon 6.8 Thermo Scientific. El andlisis se
realizd bajo la representacion de la distribucion de las moléculas que eluyen a lo
largo del tiempo; la cuantificacién del pico conlleva la evaluacion del numero de

moléculas de cada soluto (Diaz et al., 2011).

6.6. Actividad enzimatica (Amilasa, lipasa, proteasa)
La actividad enzimatica se evalud en tejidos de ciegos pildricos, intestino

medio e intestino posterior (100 — 120 mg). El protocolo de homogenizacion
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consistio inicialmente en triturar sobre hielo el tejido, sonicar en solucion buffer 50
nM Tris-HCL a pH 7.5 (Alarcén et al., 1998) y centrifugar durante 30 minutos a
4.000 rcf. a una temperatura de 4°C; obteniendo finalmente el extracto enzimatico
(sobrenadante). La determinacion de las proteinas solubles del extracto
enzimatico se realiz6 por duplicado, mediante un kit comercial (Bio Rad, Hércules,

CA), en el cuél como proteina estandar se hizo uso albumina de suero bovino-
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Figura 3. Cromatograma HPLC. Patron multiple con epinefrina (4,7 min), noradrenalina (5,7 min), DOPAC
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Figura 4. Cromatograma HPLC. Patron de melatonina 100 pg. extraido con doble extraccion de cloroformo.

La actividad proteolitica alcalina total se determind mediante un protocolo
donde 20 pl de muestra fueron adicionados a 500 pl de buffer 50mM Trizma Base-
HCL, pH 9 y temperatura de 37°C, solucién que fue incubada por 3 minutos.
Posteriormente, se inicié la reaccion por adicion de 500 pl de sustrato (0.5% de
caseina en 50 Mm Trizma Base-HCL, pH 9), se incubd a 37 °C por 30 minutos.
Seguido se agregaron 500 pl de acido tricloroacético al 20% y se incubo
nuevamente por 10 minutos a 4°C. Por ultimo, se centrifugo la solucion a 4.000 rcf
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se determind absorbancia a 280 nm

en placa de cuarzo (Walton & Cowey, 1982) para el posterior andlisis.
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La actividad de la amilasa se cuantifico6 mediante un protocolo donde 50 pl
de muestra adicionados a 50 pl de sustrato (almidon al 1%) incubado durante 5
minutos a temperatura de 37°C, solucion que fue incubada por 30 minutos a 37°C.
Posteriormente se agregaron 100 ul de &cido dinitrosalicilico, se incubd de nuevo
a 95°C durante 10 minutos. Por ultimo, las muestras lograron temperatura
ambiente transcurridos 5 minutos aproximadamente, se agregaron 1000 pul de
agua desionizada, para finalmente determinar absorbancia en placa de cuarzo a
540 nm (Worthington & Worthington, 2011).

La actividad de la lipasa se cuantificO mediante la adicion de 4 ul de
muestra, 326 pl de 4-nitrofenil octaonato (4NPC; 100 Mm en etanol para obtener
una concentracion final de 0.35 mM en la mezcla de reaccién), 6 mM de
taurocolato de sodio, 0.1 M NaCl y 0.5 M de Tris-HCL a un pH 7.4, solucién que
fue incubada a 20°C; por ultimo se determin6é absorbancia a 400 nm, de acuerdo

al protocolo de Gjellesvik et al. (1992).

6.7. Niveles plasmaticos de cortisol
Como indicador de estrés, es medido con el fin de verificar el posible efecto

tras la inclusion de las dietas modificadas. Los indicadores primarios mas
utilizados son las hormonas de estrés: las catecolaminas y los corticosteroides
plasmaticos, ya que estas sustancias son liberadas rapidamente al torrente
sanguineo tras la exposicion a estrés. Es por ello que se evalud el cortisol como
indicador primario en los peces con respecto a la respuesta ante cada una de las
dietas administradas. La medicion se realizd por un ensayo de inmuno-absorcion
ligada a enzimas (ELISA, CAYMAN) en 10 muestras elegidas completamente al

azar para cada uno de los tratamientos.

6.8. Analisis estadisticos
Los resultados fueron evaluados estadisticamente a través un Analisis de

Varianza (ANAVA) de un factor, donde la variable respuesta correspondi¢ al
contenido de melatonina, serotonina (5-HT), actividad enzimatica y/o cortisol, y el
factor se designo al tratamiento administrado. Los datos son representados como

la media + E.E.M. (error estandar de la media) de 5-HT, melatonina, actividad
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enzimatica y/o cortisol en cada tejido analizado, de 8 a 10 animales por cada una
de las dietas, en la busqueda de diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) en relacion a los controles. Se realiz6 una prueba de comparacion maltiple
(Test de Tukey), con el fin de comparar los resultados de las mediciones entre las
distintas dietas administradas y la dieta control. El andlisis de los datos fue

realizado con el software estadistico Statistica 7 (StatSoft. Inc., E.U.).
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre el contenido de 5-HT en estdmago, ciegos
piloricos, intestino medio, intestino posterior e higado

El contenido de 5-HT, expresado en ng/g tejido hallado en los diferentes
tejidos evidencia diferencias estadisticamente significativas en el contenido
hallado por las dietas modificadas con MEL respecto a la dieta control mas no en
dietas L-Trp frente a dieta control, de igual forma diferencias se hallaron en la
comparacion del contenido de 5-HT entre dietas (dietas L-Trp frete a dietas MEL)
(Figura 5). Los valores medios mas elevados se aprecian en intestino posterior de
dietas tanto de MEL como de L-Trp en los niveles de inclusibn mas altos, 4900,70
ng/g tejido y 4594,43 ng/g tejido respectivamente. Contenido similar se hall6 en
dietas modificadas tanto de MEL como de L-Trp en tejidos como intestino medio y
ciegos piléricos con un comportamiento en general de relacién, es decir, a mayor
nivel de inclusion mayor concentracion de 5-HT. Las concentraciones menores
fueron halladas en higado, 40,20 ng/g tejido, valor superior en dietas L-Trp (Figura
5.A) y 53,98 ng/g tejido, valor superior en dietas de MEL (Figura 5.B). En términos
generales se observo una relacion entre el nivel de inclusion y el contenido de 5-
HT muy evidente en intestino posterior e higado en dietas MEL. En estbmago, no
se observaron diferencias significativas en el contenido de 5-HT con ninguna de

las dietas suplementadas.

7.2. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre el contenido de melatonina en estémago,
ciegos piléricos, intestino medio, intestino posterior e higado

El contenido de melatonina (expresado en pg/g tejido) hallado en los
diferentes tejidos evidencia diferencias estadisticamente significativas en el
contenido dado por el efecto de las dietas modificadas con MEL respecto a la dieta
control (Figura 7), mas no en dietas L-Trp frente a dieta control (Figura 6), de igual

forma diferencias se hallaron en la comparacion del contenido entre dietas (dietas
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L-Trp frete a dietas MEL). Los valores medios mas elevados se observan en

estdbmago de peces alimentados con dieta MEL en los dos niveles de inclusién
mas altos, 4204,02 pg/g tejido y 3883,10 pg/g tejido. En ciegos pildricos, intestino
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Figura 5. Contenido de serotonina 5-HT al administrar en la dieta de O. kisutch diferentes concentraciones de
L-Trp (A) o de MEL (B). Los datos se representan como la media + E.E.M. de 8 a 10 peces por grupo. (ab) P
< 0,05 respecto al grupo controles del mismo tejido. (*) P < 0,05 respecto al total de dietas suplementadas.
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Figura 6. Contenido melatonina al administrar en la dieta de O. kisutch diferentes concentraciones de L-Trp.
Los datos se representan como la media + E.E.M. de 8 a 10 peces por grupo. (ab) P < 0,05 respecto al grupo
controles del mismo tejido. (*) P < 0,05 respecto al total de dietas suplementadas.
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medio e intestino posterior se hallé contenido de 7 a 10 veces mas en niveles altos
de inclusion comparados a las dietas control. Los contenidos mas bajos
mayormente se encontraron en dietas control, en los cinco tejidos analizados,
contenido que oscila entre 24,87 pg/g tejido a 188,01 pg/g tejido con excepcion de
algunos tejidos suplementados que evidencian contenidos menores a la dieta

control. En higado se hallaron concentraciones de hasta 60 veces mas.
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Figura 7. Contenido de melatonina al administrar en la dieta de O. kisutch diferentes concentraciones de MEL
(B). Los datos se representan como la media + E.E.M. de 8 a 10 peces por grupo. (ab) P < 0,05 respecto al
grupo controles del mismo tejido. (*) P < 0,05 respecto al total de dietas suplementadas.

7.3. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre la actividad enzimatica digestiva alcalina
(lipasa, proteasas alcalinas y amilasa) en ciegos piléricos,
intestino medio e intestino posterior

Se han asociado los distintos tejidos en el eje de las variables categoricas,
con el Unico fin de simplificar y agrupar los datos y no como una manera de
comparacion entre estos, ya que la actividad enzimatica varia dependiendo de las
caracteristicas funcionales propias de cada tejido. La actividad enzimatica
especifica se encuentra expresada como la media + E.E.M. en U/mg de proteinas.
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Tras la administracion de dietas L-Trp, la actividad de las proteasas
alcalinas (Figura 8.A), el valor medio obtenido en los diferentes tejidos frente al
control no se observaron diferencias significativas al igual que la comparacion
entre dietas. Los valores de actividad superiores evidenciaron independencia al
tejido, 45,70 U/mg proteina en dieta L-Trp 1,5% en ciegos piloricos; 14,32 U/mg
proteina en dieta L-Trp 0,5% en intestino medio; por ultimo, 34,57 U/mg proteina
en dieta L-Trp 1,5%en intestino posterior.

La actividad de las proteasas alcalinas con las dietas suplementadas con
MEL (Figura 8.B) el valor medio obtenido en los diferentes tejidos frente al control
indicaron diferencias significativas (p<0,05) especificamente en intestino medio
con la menor actividad hallada respecto a las dietas modificadas y la dieta control
9,18 U/mg proteina. Los valores de actividad superiores evidenciaron
independencia al tejido, 43,08 U/mg proteina en dieta MEL 0,05% en ciegos
pilérico y 15,07 U/mg proteina en intestino medio; por ultimo, 48,20 U/mg proteina
en dieta MEL 0,01% en intestino posterior.
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Figura 8. Actividad enzimatica de las proteasas alcalinas al administrar en la dieta de O. kisutch bajo
diferentes concentraciones de L-Trp (A) o de MEL (B). Los datos se representan como la media + E.E.M. de la
actividad enzimatica expresada en U/mg prot en cada tejido de 8 a 10 animales por cada una de las dietas.
Simbdlicamente (ab) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacion a los
controles del mismo tejido, (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacion a las
dietas suplementadas.
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La actividad de la amilasa (Figura 9), en el valor medio obtenido en los
diferentes tejidos frente al control y entre las dos dietas modificadas se observaron
diferencias significativas (p<0,05). La actividad obtenida en las dietas control son
significativamente superiores siendo 0,06 U/mg proteina en ciegos piloricos, 0,25
U/mg proteina en intestino medio y 0,02 U/mg proteina en intestino posterior
respecto a niveles intermedios de actividad intestino medio que oscilan de 0,16
U/mg proteina a 0,18 U/mg proteina entre las diferentes dietas modificadas y
diferencias de igual forma en niveles inferiores que se hallaron en ciegos piléricos

e intestino posterior, oscilan entre 0,01 U/mg proteina y 0,03 U/mg proteina.
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Figura 9. Actividad enzimatica de la amilasa al administrar en la dieta de O. kisutch bajo diferentes
concentraciones de L-Trp (A) o de MEL (B). Los datos se representan como la media + E.E.M. de la actividad
enzimatica expresada en U/mg prot. en cada tejido de 8 a 10 animales por cada una de las dietas.
Simbdlicamente (ab) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relaciébn a los
controles del mismo tejido, (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacién a las
dietas suplementadas.

La actividad de la lipasa (Figura 10), en el valor medio obtenido en los diferentes
tejidos frente al control y entre dietas modificadas se observaron diferencias
significativas (p<0,05). La actividad mas elevada en dietas L-Trp (Figura 10.A)
halladas fueron: 0,06 U/mg proteina en ciegos pil6ricos, 0,03 U/mg proteina en
intestino medio y 0,02 U/mg proteina, actividades mayores respecto al control pero
sin diferencias estadisticas significativas. Contrario a lo hallado en la actividad

-40-



enzimatica de dietas MEL (Figura 10.B), especificamente en intestino medio la
actividad aumentd hasta 0,04 U/mg proteina respecto a 0,02 U/mg proteina en la
dieta control. En ciegos piléricos fue evidente una disminucion de la actividad en
dietas MEL 0,002% y MEL 0,01%.
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Figura 10. Actividad enzimatica de la lipasa al administrar en la dieta de O. kisutch bajo diferentes
concentraciones de L-Trp (A) o de MEL (B). Los datos se representan como la media + E.E.M. de la actividad
enzimatica expresada en U/mg prot. en cada tejido de 8 a 10 animales por cada una de las dietas.
Simbdlicamente (ab) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacion a los
controles del mismo tejido, (*) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacién a las
dietas suplementadas.

7.4. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre los niveles de cortisol en plasma

Los niveles plasmaticos de cortisol (Figura 11) disminuyeron notablemente
a excepcion de los peces alimentados con dieta L-Trp 0,5% con una concentracién
de 204,74 ng/ml. La dieta control obtuvo una concentraciéon de 150,23 ng/ml,
superior en comparacion a oscilaciones de 70,18 ng/ml a 109,96 ng/ml obtenidas
por las dietas restantes. Sin embargo, el valor medio obtenido no presenta

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 11. Concentraciones de cortisol en plasma al administrar en la dieta de O. kisutch diferentes
concentraciones de L-trp o de MEL. Los datos se representan como la media + E.E.M. de la concentracion de
cortisol expresada en ng/ ml en cada tejido de 8 a 10 animales por cada una de las dietas. Simbdélicamente
(ab) indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacién a los controles del mismo tejido, (*)
indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en relacién a las dietas suplementadas.
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8. DISCUSION

8.1. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre el contenido de 5-HT y melatonina en
estdmago, ciegos pildricos, intestino medio, intestino posterior
e higado

El resultado del presente estudio evidencia que la administracion en la dieta
de L-Triptéfano no incrementa significativamente el contenido de 5-HT ni
melatonina. Caso contrario a la administracion de melatonina donde se observa
una elevacion en el contenido de esta hormona en los cinco tejidos evaluados
(estdbmago, ciegos pildricos, intestino anterior, intestino posterior e higado) y un
aumento en el contenido de 5-HT en dos de los tejidos evaluados (ciegos piléricos
e higado), presentando asi diferencias estadisticamente significativas respecto al
control. Lo que demuestra la presencia de las enzimas necesarias para la sintesis
de 5-HT y melatonina a nivel intestinal en dicha especie, concordando con lo
descrito en Oncorhynchus mykiss por Caamafio-Tubio et al. (2007). El desarrollo
del presente estudio indica que la administracion de melatonina en la dieta es un
método efectivo a la hora de incrementar sus contenidos a lo largo del TGI,
respecto al suministro de su aminoacido precursor (L-Trp).

Actualmente existe poca o nula evidencia acerca del contenido de
melatonina y 5-HT en el TGI de Oncorhynchus kisutch, estudios anteriores en
teledsteos, evidencian la distribucion de la melatonina en el TGl en especies
como: el Huso huso, Cyprinus carpio, Oncorhynchus mykiss, Dicentrarchus labrax,
Catla catla, encontrandose mayores concentraciones a lo largo de la region
intestinal (Bubenik, 1997; Herrero et al., 2007; Mufioz et al., 2012; Sourav et al.,
2014); consecuentemente, la distribucion del contenido de melatonina en el TGl se
presenta en funcién de la especie y el segmento intestinal. Asi mismo, la 5-HT
estd ampliamente distribuida en el TGI, en los seres humanos se encuentra
principalmente en el duodeno, y en la rata predominantemente en el ciego
(Hansen & Witte, 2008).
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El contenido de 5-HT y melatonina también varia dentro de las diferentes
capas de la pared del intestino. Trabajos realizados en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) por Mufioz (2009) indican diferencias entre las
concentraciones tanto de 5-HT como de melatonina de mucosa y pared respecto a
tejidos evaluados en TGI, encontrandose una concentracion de melatonina de
hasta un 275% superior en la pared muscular que en la capa de la mucosa en
intestino anterior y, una concentracién de 5-HT (alrededor de 4 ng/g tejido) con
excepcion del estobmago, superior en la pared muscular en comparacioén con la

capa de la mucosa.

Lepage et al. (2002), Camaafo-Tubio et al., (2007), Herrero et al., (2007) y
Mufioz (2009) encontraron resultados contradictorios estadisticamente a los
hallados en el presente estudio sobre el contenido alcanzado tanto de melatonina
como de 5-HT tras la administracion de L-Trp en la dieta. Se ha publicado que la
administracion oral o enteral de L-Trp en concentraciones que sobrepasan
suficientemente a las encontradas en la dieta normal siendo un 0,25% el
requerimiento para la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Piccinetti et al., 2013),
provocan un incremento de la concentracion diurna de melatonina y 5-HT en
plasma vy tejidos del TGI. Sin embargo, cabe destacar que se produjo un leve
aumento no significativo estadisticamente del contenido de 5-HT en higado,
estdmago e intestino posterior generalmente en los niveles de inclusién mas altos
(L-Trp 1,5% y L-Trp 2,5%), y una reduccién minima y no significativa en ciegos
piléricos e intestino medio con el nivel de inclusibn méas bajo (L-Trp 0,5%). Asi
mismo, en el contenido de melatonina tras la inclusion de L-trp, fue superior en
higado y estomago en todos los niveles de inclusién frente a la dieta control. Este
aumento del contenido no significativo se podria atribuir quizas a los niveles de

inclusion de L-Trp administrados en la dieta.

Es posible atribuir el contenido intestinal de 5-HT hallado a una posible
presencia de inhibidores no competitivos (no tienen semejanza estructural con el
sustrato) por cual, tras un aumento en la concentracion de sustrato (L-Trp)

proveniente de la dieta no se formaria de igual manera un aumento en la
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formacion del complejo enzima-inhibidor (Vasudevan & Sreekumari, 2012), es
decir que existiria una igual cantidad disponible de enzimas para la biosintesis
gastrointestinal de 5-HT.

Una posible explicacion para el incremento no significativo del contenido de
melatonina tras la inclusion de L-Trp podria deberse al caracter altamente lipd&filo
de la molécula, pues no toda la melatonina que se encuentra en el intestino ha de
tener, necesariamente, un origen local, sino puede proceder de fuentes luminales,
como el alimento y tras ser absorbida al interior del tracto digestivo, viaja a través
de la vena porta hepatica hasta el higado, donde un 92%-97% de toda la
melatonina circulante se degradaria en cada paso por el higado (Herrero, 2007),
explicando asi las diferencias entre contenido hallado en cada tejido del TGI. Sin
embargo, se debe considerar la presencia de mecanismos reguladores, es decir
pasos enzimaticos limitantes en la formacién final de melatonina, como ejemplos
se pueden citar a la enzima Triptéfano Hidroxilasa (TPOH), que cataliza la
formacién de 5-Hidroxitriptéfano (5-HTP) a partir de L-trp y a la enzima
arilalqguilamina-N-acetiltransferasa (AA-NAT) que cataliza la transformacién de 5-

HT en N-acetil serotonina (Herrero et al., 2007).

El efecto producido en el contenido evidentemente alto de melatonina tras
la administracion de dietas MEL, permite sefialar a la melatonina como un agente
regulador de la motilidad intestinal en el salmén Coho en el presente estudio.
Varios estudios han llevado a cabo una relacion de la melatonina con el apetito, el
peso y el crecimiento, regulando la ingesta de alimentos en: ratas, ratones,
hamsters, cerdos, y carpines dorados (Falcén et al., 2010; Piccinetti et al., 2010;
Velarde et al., 2001). Sin embargo los resultados obtenidos son contradictorios, la
melatonina ha revelado en peces una disminucion de la ingesta en tratamientos
agudos con la indolamina (Pinillos et al., 2001; Lépez-Olmeda et al., 2006) y una

reduccion del peso corporal a medio plazo (De Pedro et al., 2008).

La melatonina ejerce un efecto relajante dependiente de su concentracion
en la contraccion mediada tanto por ACh como 5-HT (Velarde, 2010). La

relajacion mediada por la melatonina a nivel local en el musculo liso intestinal,
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podria producir un retraso en el vaciamiento del tubo digestivo que generaria una
sefal periférica de saciedad, justificando la posible reduccién en la ingesta de
alimento (Velarde, 2010). En base a las observaciones halladas en el presente
estudio se ha constatado el hecho que, tras cuatro horas de suministrado el
alimento el quimo se encontraba en gran cantidad en la regidn estomacal,

confirmando los antecedentes bibliograficos citados anteriormente.

Los valores medios del contenido de 5-HT tras la inclusion de MEL
resultan ser levemente superiores a los obtenidos mediante la suplementacion con
L-trp, aunque no se describe actualmente una ruta biosintética de 5-HT a partir de
melatonina, dichos resultados pueden atribuirse a un efecto indirecto mediado por
la MEL exdgena suministrada, se cree un efecto inhibitorio sobre la recaptacion
de 5-HT a nivel de las terminaciones de las fibras nerviosas adrenérgicas,
aumentando su disponibilidad extracelular (Miguez et al., 1995). Otro estudio
realizado por Matheus et al., (2010), describe un efecto inhibitorio de la MEL sobre
el transportador de 5-HT, reduciendo la captacién de la misma luego de su
liberacion, provocando su aumento extracelular. Los planteamientos de dichos
autores explican el por qué las dietas suplementadas con MEL resultan levemente
superiores en los niveles de 5-HT respecto a los niveles encontrados tras la

inclusion de L-Trp aminoacido es precursor directo de la 5-HT.

8.2. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre la actividad enzimatica digestiva alcalina
(lipasa, proteasas alcalinas y amilasa) en ciegos piloricos,
intestino medio e intestino posterior

Actualmente existen pocas referencias bibliograficas acerca de la actividad
enzimatica digestiva en peces. Estudios realizados comparan la actividad
enzimatica entre algunas especies con habitos alimenticios diferentes e indican
que la activad de una u otra enzima entre especies presentan una gran
variabilidad. Otras investigaciones dan cuenta de la dinamica de la actividad

enzimatica en el TGl en una misma especie a lo largo del dia y de como se
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relaciona con el patron de alimentacion, pudiendo tener un efecto estimulador en
la actividad enzimatica antes del momento de ser suministrada, lo que conlleva a

ajustes en el funcionamiento y la fisiologia del individuo.

Estudios recientes llevados a cabo por Krogdahl et al. (2015) en salmon del
Atlantico, dan cuenta de las variaciones que existen en la actividad enzimatica
digestiva relacionada con su pH 6ptimo, en donde un factor importante a
considerar en relacién a las dietas suplementadas con L-Trp y MEL, es el efecto
de esta Ultima sobre la regulaciéon del pH intestinal, ya que se describe que
estimula la secrecion de bicarbonato (Sjoblom & Flemstrom, 2003), provocando un
aumento del pH intestinal, lo que podria repercutir sobre la actividad enzimatica
digestiva, independiente del efecto indirecto sobre la secrecion pancreética

exocrina que se le atribuye.

Los resultados en el presente estudio indican una variabilidad de la
actividad enzimatica alcalina de peces alimentados con dieta control respecto a los
alimentados con dietas suplementadas en dos (amilasa y lipasa) de las tres
enzimas analizadas. Considerando la escasa informacion de la actividad
enzimatica digestiva alcalina en salmén Coho, el contraste de los resultados
hallados es realizado respecto a otras especies tras suplementar dietas con L-Trp

y melatonina con ciertos niveles de inclusién.s

La actividad de las proteasas alcalinas en la mayoria de las dietas
administradas con diferentes niveles de inclusion, tanto de L-Trp como de MEL se
evidencia un comportamiento similar con una ligera tendencia ascendente de la
actividad en dietas con mayores niveles de inclusion de MEL generando
diferencias estadisticamente significativas de las dietas suplementadas respecto al
control. Caso contrario a la comparacion entre dietas suplementadas puesto que
se alcanzaron niveles superiores de actividad en peces alimentados con dietas
suplementadas con MEL en los tres niveles de inclusion en intestino posterior. Un
factor relevante en cuanto a la actividad de las proteasas alcalinas, es que se han

descrito variaciones en su actividad dependiendo de la salinidad del agua en un
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intervalo de tiempo (Psochiou et al., 2007), que no han sido considerados en el

presente estudio.

Dicha actividad es quizas la que cobra mayor importancia dado el habito de
alimentacion de la especie, el tracto gastrointestinal (TGI) del salmén Coho
morfolégicamente esta condicionado por el habito alimenticio que presenta y el
ambiente en que se desarrolla. Es una especie de comportamiento carnivoro, se
debe a la preferencia por organismos vivos que van desde pequefios organismos
planctonicos hasta insectos, crustaceos, moluscos, peces, reptiles, anfibios y

pequefios mamiferos (Page & Burr, 1991).

La digestion proteica requiere un espectro de enzimas mucho mas amplio
gue la digestion de los hidratos de carbono o lipidos, ademas, de que las proteinas
contienen una variedad mucho mayor de uniones quimicas que hidrolizarse para
que se produzca la digestion (Hill & Wise, 2006). Dado el hallazgo de mayor
actividad en intestino posterior tras el suministro de diferentes niveles de MEL en
la dieta, puede deberse al proceso por el cual los fragmentos proteicos no han
sido degradados en la region gastrica, en el intestino dichos fragmentos son
expuestos a un proceso de digestion intraluminal por parte de enzimas que se
sintetizan en el pancreas (Hill & Wise, 2006). Por lo cual, una mayor actividad
enzimatica en la regién intestinal desencadena un mayor producto, aminoacidos
libres, dipéptidos vy tripéptidos (luego hidrolizados) que alcanzaran la circulacion

sanguinea.

La actividad de la amilasa evidencia con mayor claridad los efectos
ejercidos por el suministro tanto de L-Trp como de MEL en todo el desarrollo del
presente estudio. La actividad enzimatica en ciegos piléricos se vio afectada por
este suministro, los niveles redujeron tras el suministro de L-Trp (0,5%) y MEL
(0,002%, 0,01% vy 0,05%) observandose diferencias estadisticamente
significativas. En el caso del intestino medio la actividad redujo por el efecto de las
dietas L-Trp (0,5%, 1,5% y 2,5%) y MEL (0,01% y 0,05%). Caso contrario a lo
hallado en intestino posterior donde no ejerce ningun efecto descrito

estadisticamente. Basado en lo descrito por Jaworek et al. (2004), segun los
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resultados obtenidos con las dietas suplementadas con L-Trp y MEL, los efectos
sobre la actividad de la amilasa son variables, ya que dependen de los hébitos

alimenticios, por ende de los requerimientos nutricionales de la especie.

Aungue el salmon Coho es el salménido cultivado con mayor frecuencia, los
requisitos nutricionales de esta especie no estan bien definidos y la informacion
disponible se basa en estudios realizados sobre peces jovenes. Se han utilizado
los requisitos nutricionales para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el
salmén Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) donde los requerimientos de
carbohidratos no sobrepasan del 10% a 12% del peso vivo. Lo que explicaria
posiblemente la baja actividad observada en los peces alimentados con dieta

control.

Respecto a actividad de la lipasa se hallaron diferencias significativas en
ciegos pildricos e intestino medio exceptuando intestino posterior tras el suministro
de cada una de las dietas. Las dietas suplementadas con MEL en los tres niveles
de inclusion aumentaron la actividad de hasta 3 veces mas de la enzima tanto en
ciegos piléricos como en intestino medio. Lo cual al contrastarlo con los resultados
de Conde-Sieira et al., (2014), puede atribuirse entre otros a que las dietas
suplementadas con L-Trp y MEL provocan un efecto estimulante, neutro o
inhibitorio sobre la actividad enzimatica digestiva en general, dependiendo de las

condiciones experimentales.

Por otro lado, y en base a lo descrito por Conde-Sieira et al., (2014), el
estrés afecta la actividad enzimatica digestiva en general de los peces, ya sea
aumentandola o disminuyéndola y en donde la dieta suplementada con la
concentracion mas alta de MEL provoca una modesta estimulacién sobre la
actividad enzimatica digestiva alcalina en peces no sometidos a estrés, pero dicha
estimulacion puede llegar a ser mas evidente en peces estresados. También se
debe considerar el efecto estimulador que el estrés pueda tener sobre el sistema

nervioso simpatico, al que se le atribuye la inhibicion de la actividad secretora.
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Expuestas dichas variables el resultado del presente estudio indica que las
dietas suplementadas con L-Trp y MEL pueden ejercer un efecto estimulador o
inhibitorio sobre la actividad enzimética digestiva alcalina en general, que si bien
parece ser indirecto, dependiente del tejido, no deja de ser interesante la
aplicacion que pueda tener el L-Trp y la MEL en tales efectos, ya sea mediante la

sintesis de 5-HT o a través de la propia melatonina.

8.3. Efecto de las dietas suplementadas con L-Triptéfano vy
melatonina sobre los niveles de cortisol en plasma

Los peces de cultivo estdn expuestos continuamente a condiciones
estresantes durante su mantenimiento, afectando el desempefio productivo de la
especie. Inicialmente, la respuesta al estrés genera la liberacion de catecolaminas
y cortisol (Randall & Perry, 1992; Gesto et al., 2013); en respuestas secundarias,
genera cambios en el metabolismo, tasa de respiracion, balance hidromineral,
funcion inmune y respuesta celular (Vargas-Chacoff et al., 2011); por ultimo, en
respuestas definidas terciarias se encuentra, la alteracién en la reproduccion,
crecimiento, inhibicion de la resistencia a enfermedades y la sobrevivencia
(Vargas-Chacoff et al.,, 2011). El uso de medicamentos y anestésicos se ha
considerado como una opcion posible para disminuir las respuestas y/o
consecuencias del estrés, pero el suplemento en la dieta con precursores de
sistema serotoninérgicos, como el L-Trp u hormonas como la melatonina, son
alternativas menos propensas a ocasionar efectos secundarios (Lepage et al.,
2002; Tejpal et al., 2009: Basic et al.,, 2013). Los resultados hallados tras la
suplementacién tanto de L-Trp como de MEL en la dieta indicaron una reducciéon
en los niveles plasmaticos bajo condiciones estresantes del procedimiento de
muestres. Sin embargo, se generan ciertas discrepancias en cuanto al nivel de

inclusion menor (L-Trp 0,5%).

Antecedentes bibliograficos indican que el triptéfano reduce los niveles de
cortisol en varias especies, y este efecto puede venir dado por un elevado nivel de
melatonina circulante (Lepage et al., 2003). Los niveles de inclusion en la dieta de
L-Trp al 0,5%, 1,5% y 2,5% resultan tener efectos un poco contradictorios en la
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especie pues las concentraciones encontradas 230,17 ng/ml, 79,02 ng/mly 109,96
ng/ml respetivamente no tienen un efecto de relacién directamente proporcional a
la cantidad suministrada. Aunque dos de estos niveles resulten menores a la dieta
control (150,23 ng/ml). Lepage et al. (2002; 2003), Herrero (2007), Tejpal et al.,
(2009) y Dean Basic et al. (2013) en resultados de diferentes especies, indican
una relacion inversamente proporcional, a mayor cantidad de suministro de L-Trp
resulta en una disminucién de los niveles de cortisol plasmatico; resultados que
se podrian atribuir dada la discrepancia de los resultados del presente estudio a
variables como la cantidad de suministro de L-Trp en la dieta de hasta 8 veces
mas de la concentracion comercial, los dias de tratamiento, el estado fisiologico, la
especie, la época del afio, entre otras.

Sin embargo, en salmén Coho la disminucion de los niveles de cortisol
provocada por el L-Trp suministrado en la dieta parece estar mediados por la
intervencion de la melatonina, dado el aumento del contenido tras administrar L-
Trp. Otros autores indican de igual manera que la melatonina contrarresta
elevaciones inducidas por el estrés de los glucocorticoides en los mamiferos, ya
sea por sus efectos a nivel hipotdlamo o a una directa accion sobre la glandula
suprarrenales que inhiben su secrecion (Falcén et al.,, 2010). No obstante en
trucha arcoiris, Lepage et al., (2005) indica que los efectos de una dieta con L-Trp,
tales como el aumento de la tolerancia al estrés y la reduccion de las conductas
agresivas, parecen venir dados por el sistema serotonérgico cerebral, pues varias
horas después del estrés, dicha actividad serotoninérgica recupera sus niveles
basales, en paralelo con la recuperacion de otros marcadores de estrés como las

catecolaminas plasmaticas y cortisol (Gesto et al. 2013).
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9. CONLUSIONES

El suplemento de los diferentes niveles de inclusion de L-Trp y de MEL en
la dieta de salmén Coho (Oncorhynchus kisutch) provoca variaciones respecto a la
dieta control sobre el contenido intestinal de 5-HT, melatonina y la actividad
enzimatica digestiva alcalina en la mayoria de las zonas del tracto digestivo
cuantificados en dicha especie. Los resultados obtenidos confirman al TGl como
un tejido productor de 5-HT y de melatonina, adicional al beneficio que otorga la
suplementacién de las dietas con L-Trp o con MEL sobre dicha sintesis. Por
altimo, las dos sustancias resultan ser efectivas a la hora de reducir los niveles
circulantes de cortisol plasmético.

En términos generales, el suplemento en la dieta de salméon Coho
(Oncorhynchus kisutch) de L-Trp o MEL pueden ser una herramienta util en
acuicultura para reducir los efectos de factores negativos que afecten la
productividad, asociados al correcto funcionar fisiolégico de la 5-HT y/o

melatonina.
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