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RESUMEN

En peces, para el control homeostético, se necesita un adecuado suministro de oxigeno desde el medio acuéatico
hasta los sitios de metabolismo aer6bico. Muchos peces estan bien adaptados para soportar condiciones hipoxicas
en su ambiente por ajustes respiratorios y cardiovasculares. Sin embargo no existe suficiente informacion sobre la
respuesta homeostatica de parametros sanguineos a hipoxia aguda. En los peces de cultivo es comln que ellos
sean expuestos a cortos periodos de hipoxia 0 anoxia a causa de fallas en las rutinas de manejo.

Se determiné hematocrito, hemoglobina, recuento de eritrocitos, tamafio de los eritrocitos y cantidad de
hemoglobina por eritrocito en truchas (Oncorhynchus mikyss) llevadas a hipoxia progresiva por mantencién de
los peces en respirdmetros estaticos por 5, 10, 20 y 30 minutos; también se determiné el Indice Bazo-Somaético
(IBS) y la tasa de consumo de oxigeno.

Los resultados mostraron que los peces fueron expuestos a condiciones hipoxicas de 2 mg O2/L al final de los
30 minutos. En respuesta al estrés hipoxico las truchas reaccionaron con disminucién del consumo de oxigeno y
del (IBS) e incrementos simultaneos en el nimero de eritrocitos, hematocrito y policromatéfilos (eritrocitos
inmaduros). Sin embargo el tamafio celular y la concentracién de hemoglobina en los eritrocitos disminuyeron.

Estos resultados sugieren que los peces se adaptan al estrés hipdxico reduciendo el consumo de oxigeno
(respuesta oxiconformadora) e incrementando el nimero de eritrocitos en circulacion. Sin embargo muchas de
estas células son fisiol6gicamente poco funcionales debido a la poca hemoglobina que poseen.

INTRODUCCION

La respiracion en los peces se dificulta con respecto al mismo proceso en los vertebrados de respiracion aérea,
ya que la toma de oxigeno desde el agua es mas dificil de realizar por factores como la menor disponibilidad del
gas en el medio acuoso, la mayor viscosidad del medio y la variabilidad de la tasa de difusion del oxigeno desde la
atmosfera por cambios de temperatura y salinidad, por causas de contaminacion antropogénica o incluso por
procesos naturales tales como corrientes y actividad fotosintética. Dada esta variabilidad en la disponibilidad de
oxigeno en el medio acuético, que en algunos casos puede causar situaciones de hipoxia ambiental, hace que los
peces dispongan de diferentes estrategias adaptativas que les permita responder con ajustes homeostaticos que van
desde el nivel molecular, fisiol6gico hasta complejas respuestas de comportamiento.

El mantenimiento de la homeostasis respiratoria en peces frente a la reduccion del oxigeno ambiental produce
tres tipos de respuestas: i) una inmediata que se desarrolla en un lapso de minutos a horas, produciendo ajustes a
nivel fisiologico tales como en la frecuencia cardiaca y tasa de ventilacion; ii) otra intermedia que se desarrolla
dentro de horas a dias promoviendo una respuesta mas compleja de tipo celular, especificamente ajustes en los
parametros hematoldgicos relacionados con la captacion y distribucion del oxigeno y también excrecion del CO2
(Powers 1980). Como parte de esta respuesta ocurre un aumento del hematocrito y del recuento de eritrocitos en
conjunto con una disminucion de los fosfatos organicos, lo que produce una modificacion alostérica de la
hemoglobina permitiendo un aumento de su afinidad por el oxigeno (Val 2000); iii) Si las condiciones de hipoxia
son mantenidas por dias 0 meses, se verifica una respuesta a mas largo plazo, ajustandose ademas de los
mecanismos que permiten mantener la homeostasis respiratoria, 10s procesos que administran el uso de la energia,
como son la alimentacién, comportamiento y la reproduccion.

Todas estas respuestas estan mediadas y controladas por la activacion del "eje del estrés" (sensu Mazeaud &
Mazeaud 1981) el cual, al ser inducido por factores como el aumento de la temperatura, el ejercicio exhaustivo, la
hipercapnia, la manipulacion excesiva, ademéas de la hipoxia, produce la liberacion de catecolaminas desde el
tejido interrenal. Las células interrenales, entre otras funciones, facilitan la mantencion de la homeostasis
respiratoria a través de la aceleracion del flujo sanguineo branquial por vasoconstriccién y bradicardia simultanea.
El resultado final de todos los mecanismos de respuestas adaptativas a situaciones de hipoxia ambiental en el
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medio es mantener el abastecimiento continuo del oxigeno necesario para el metabolismo celular, con su
transporte desde el medio externo hasta el medio intracelular.

En el manejo de las pisciculturas, uno de los factores claves en el éxito del proceso productivo es evitar
exponer a los peces a situaciones estresantes que afecten sus normales tasas de crecimiento en peso y/o deriven en
enfermedades, con el consiguiente mayor costo en alimentacion y mantencién general de los cultivos. Los niveles
de oxigeno disponibles en las pisciculturas deben ser suficientes para no afectar las tasas de respiracion individual,
existiendo recomendaciones estandarizadas de que no sean nunca inferiores a 8 mg O2 /L (Leitriz & Lewis 1976).
Si bien es cierto que en términos practicos se conocen las estrategias de manejo que deben ser implementadas en
casos de hipoxia en los estanques de cultivos, en gran medida generadas a partir de experiencias empiricas
catastroficas, aln se requiere de mayor conocimiento fisiologico sobre las respuestas de los peces a la hipoxia,
especialmente de aquellas respuestas que puedan ser consideradas como indicadores de estrés a nivel subletal en
los peces y que pueden servir como Ilamados de alerta para tomar las medidas precautorias que correspondan en el
manejo rutinario del cultivo.

Con la finalidad de aportar con informacion basica a un mejor conocimiento de los mecanismo de respuestas a
la hipoxia en peces, en este trabajo se describe y analiza la respuesta de la trucha (Oncorhynchus mykiss
(Walbaum 1792)) frente a condiciones de hipoxia aguda, tomando en cuenta el perfil hematolégico como
indicador secundario de estrés.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se trabajé con un grupo de truchas (O. mykiss) obtenidas del Centro de Cultivo de Polcura (Los Angeles,
Chile). Los peces fueron aclimatados en estanques de 600 litros a una densidad de 15 Kg/m3 en el Laboratorio de
Bioensayos de la Universidad de Concepcion. Los peces estuvieron en una cdmara de temperatura controlada (12
+ 1°C) bajo fotoperiodo de 12:12, con un sistema de recirculacion de agua con un 100% de recambio cada 3 dias y
aireacion permanente. De este grupo se tomoé al azar 25 peces (15,9 + 1,3 cm y 39,4 + 8,8 g) los que fueron
separados en 5 grupos experimentales de 5 individuos cada uno. En cuatro de estos grupos se indujo gradualmente
la hipoxia manteniendo cada pez por 5, 10, 20 y 30 minutos en un respirometro estatico cerrado de 1 litro. En la
medida que pasaban los minutos, la concentracion de oxigeno dentro del respirdmetro disminuia por efecto del
consumo del pez. Esta situacion simulaba una condicion aguda de hipoxia ambiental (02 < 3 > 1 mg O2/L) que
ocasionalmente se pueden dar en una piscicultura si no hay un control y vigilancia de rutina de los niveles de
oxigeno en los estanques o sistemas de cultivos. Ensayos preliminares permitieron determinar los lapsos
necesarios (30 minutos) para evitar que se llegara a situaciones de anoxia (O2 < 1 mg O2/L) dentro de los
respirometros. Después del tiempo respectivo, cada trucha fue medida y pesada. Como control se analizé 5 peces
obtenidos directamente del estanque de aclimatacion sin haber sido sometidos a las condiciones de hipoxia
gradual que experimentaban los peces en los respirometros.

Tasa de consumo de oxigeno

Para la estimacion de la tasa de consumo de oxigeno de cada pez se procedié a medir con un oxigenémetro el
02 disuelto en el agua al inicio e inmediatamente después del lapso de mantencion de los peces en el
respirébmetro. La tasa de consumo de oxigeno se expres6 como VO2 = ml O2 g-1 h-1 a través de la expresion
VO2 = (Oi - Of)/dt. Donde Oi y Of son las concentraciones de oxigeno al inicio y final del experimento,
respectivamente y dt el tiempo de mantencion de los peces en los respirometros.

indice bazo-somatico (IBS)

Para estimar los cambios producidos en el bazo que pudieran ser atribuibles a la hipoxia se evalué las
variaciones en peso de este 6rgano hemopoyético estandarizado al peso total de cada pez; para esto se extrajo el
6rgano y se pesé en una balanza analitica con sensibilidad de 0.001 g. Para obtener los valores de IBS se utiliz6 la
ecuacion:

IBS = Pb/Pt - Pbx100.
Donde Pb y Pt son los peso del bazo y total expresados en gramos.

Andlisis de sangre

Al término de la exposicion a la hipoxia, la muestra de sangre de cada pez se obtuvo por puncion caudal
usando como anticoagulante EDTA. (4-mg/ml). El tratamiento de las muestras de sangre siguié los métodos
estandarizados para peces segun Campbell & Murru (1990). EI hematocrito se determind por el micrometodo
centrifugando la sangre a 12.000 rpm por 5 minutos. La concentracién de hemoglobina se determind por el
método de la cianometahemoglobina y los conteos de eritrocitos fueron realizados en camaras de Neubauer previa
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dilucion de la sangre con solucién de Ress-Ecker en proporcion 1:100. Con estos parametros se calculo el
volumen corpuscular medio (VCM), la concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM) vy la
hemoglobina corpuscular media (HCM).

Los policromatdfilos (eritrocitos inmaduros) fueron determinados en funcion del recuento de eritrocitos y la
policromatofilia relativa obtenida de extensiones sanguineas teflidas con May Grindwald y Giemsa. La
determinacion de la policromatofilia relativa se realizé sobre la base de 1000 eritrocitos contados por individuo.

Para evaluar el efecto de la hipoxia aguda en los parametros hematoldgicos se utiliz6 una ANOVA (previa
revision de los supuestos). Las comparaciones entre los grupos se efectuaron con el test Tuckey y la correlacion
entre los distintos parametros por medio de la correlacion de Pearson (Zar 1994). En todos los analisis realizados
se utiliz6 un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla | se muestran las longitudes (cm) y pesos (g) promedio en los grupos de peces mantenidos por
distintos periodos de tiempo (0, 5, 10, 20 y 30 minutos) en los respirdmetros para inducir gradualmente la hipoxia
aguda; no hubo diferencia significativa en longitud y peso (p>0.05) entre los grupos. Como era de esperar,
producto de la respiracion de los peces se produjo una disminucién gradual en la concentracién de oxigeno dentro
del respirometro estatico, desde valores mayores a 8 mg O2/L (8.7 al inicio) hasta un promedio de 1.4 mg O2/L
(tabla I). Las tasas de consumo de oxigeno (VO2) disminuyeron gradualmente hasta un 60% del consumo inicial
sin indicios de una presién parcial critica para el oxigeno ambiental en la cual las tasas de consumo de los peces
cambiaran desde una condicién de independencia a una de dependencia de la concentracion de O2 en el medio
externo. Cabe destacar, que no hubo mortalidad en ninguno de los respirémetros. Una interpretacién fisiol6gica de
este resultado podria ser que corresponde a una muestra de la sensibilidad de las truchas a las variaciones de la
concentracién de oxigeno en el agua, dado que valores aproximados a 8 mg O2/L han sido sugeridos como el
minimo de seguridad en las pisciculturas (Leitritz & Lewis 1976). Estos antecedentes indicarian que las truchas
una vez puestas dentro de los respirdmetros, con niveles iniciales de oxigeno disuelto de 8.7 mg O2/L entraron
rapidamente en un estado de estrés fisioldgico consumiendo oxigeno con tasas de acuerdo a su disponibilidad en
el medio, con una respuesta de tipo oxicon-formadora. Por lo tanto, se deberia esperar que los mecanismos de
repuestas hematoldgicas también fueron puestos en funcionamiento tan pronto como empez6 la disminucién de la
concentracion de oxigeno dentro de los respirometros.

Tabla I. Datos biométricos, IBS (indice bazo somatico), de consumo de oxigeno y de oxigeno disuelto
promedio por cada grupo de truchas llevadas a hipoxia. Tiempo 0= control, () desviacion estandar.
Tiempo VM HCM CHCM
{min) (tvgr) (po/gn) (%)
0 366.10 (50.03) 142.23(12.98) 34.72(1.40)
5 279.61 (46.91) 89.39(23.89)" 3184 (5.44)
10 28209 (62.84) 78.02(11.61)" 28.03 {(2.52)
20 253.38 (27.22) 81.03(19.36)*  32.37(9.23)
30 31887 (42.71) 6741{1553}* 21.06(3.07}"

El indice Bazo/somatico (IBS) evidencid una disminucion de 0.445 a 0.244 a los 20 minutos de exposicion a la
hipoxia, lo cual representa una disminucion de peso de este 6rgano hasta un 55% del peso inicial en dicho lapso
(Tabla I). La tendencia fue una disminucion entre los 20 y 30 minutos (p=0.027). Esta respuesta observada en el
bazo, como 6rgano hematopoyético mostrd correlacion (negativa) con el nimero de eritrocitos, de los eritrocitos
inmaduros o policromatofilos y del hematocrito (p<0.05), los cuales fueron significativamente diferentes al
control a partir de los 5 y 10 minutos respectivamente (Fig. 1 y 2). Sin embargo, la hemoglobina no mostr6 un
aumento significativo, aun después de los 30 minutos de exposicion de los peces a la situacion de hipoxia (Fig. 1).
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Figura 1. Hematocrito y hemoglobina de los grupos de truchas llevadas a hypoxia.
* indica diferencia significativa con respecto al control (p <0.05).
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Dado que aumentaba el hematocrito y los eritrocitos con el tiempo de hipoxia, se debia esperar que también
aumentara la hemoglobina, ya que este pigmento respiratorio se encuentra sélo dentro de los eritrocitos.

En cuanto a las constantes hematolégicas Volumen Corpuscular Medio (VCM), Hemoglobina Corpuscular
Media (HCM) y Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) (Tabla Il) mostraron correlaciones
(positivas) con el IBS y la hipoxia (p<0.05) s6lo el VCM (con IBS) y la CHCM (con el grado de hipoxia)
encontrando disminucion de las constantes hematoldgicas con respecto al control en distintos tiempos (tabla I1).
Sin embargo, la HCM mostr6é en los 5 minutos iniciales una disminucion significativa (p<0.05), producto del
incremento en el ndmero de eritrocitos pero sin un aumento significativo en la concentracién de hemoglobina
(Figura 1). Las correlaciones de los parametros concentracion de hemoglobina, hematocrito y eritrocitos maduros
e inmaduros fue negativa con respecto al IBS (p < 0.05).

Figura 2. Cantidad de eritrocitos maduros e inmaduros en los distintos grupos de truchas.
* indica diferencia significativa con respecto al control (p <0.05).

El aumento en el nimero de eritrocitos sin un incremento significativo de la hemoglobina indica que la gran
salida de eritrocitos inmaduros a la circulacion no representaria una solucién inmediata a la hipoxia aguda, por lo
cual deben existir otros mecanismos que expliquen la resistencia a bajos niveles de oxigeno.
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Tabla 11. Constantes hematoldgicas de los distintos grupos de truchas, se muestran los promedios y
la desviacion estandar (). * muestra diferencia significativa con respecto al control (p < 0.05)

Tiemgs  Longsud Peso () IiBS Chigens W
frrin fom) disuslto

17 2(057] 4496(B07) 04450101} &7 (00)

15.2 (1.15) 3560(917) 0357 (0076} GBS 0350 (0.044)
16.2(081) 37.90(570) O0435(025%)  48(04) 0297 (0.038)
152 (135) 3604 (10.86) O244(0068) 35(0% 0263 (0.081)
B8{18N 498810413 0284 (0136 1.4 (0.8) 0218 (0.041)

L8gwreo

En los resultados anteriores, se puede observar dos tipos de respuestas de las truchas (O.mykiss) frente a la
reduccion del oxigeno disponible para su respiracién. Una primera respuesta rapida, ocurriria a los 5 minutos con
optimizacion de los mecanismos de transporte del oxigeno en la sangre, como el aumento del hematocrito y de los
eritrocitos circulantes, esto por aporte rapido desde el bazo, como 6rgano hematopoyético. Este tipo de respuesta
ha sido documentado anteriormente en los peces sometidos a hipoxia aguda, actuando el bazo también como
6rgano de reserva con capacidad de entrega inmediata de eritrocitos al compartimiento sanguineo por contraccion
(Kita & Itazawa 1989, 1990) una vez que la situacion de hipoxia ambiental ha puesto en marcha los mecanismos
de respuestas fisiologicas compensatorias dentro del individuo.

Sin embargo, el aumento del nimero de eritrocitos en la sangre simultaneamente tiende a producir un aumento
en la viscosidad sanguinea, razon por la cual el hematocrito debe ajustarse nuevamente para mantener la entrega
de oxigeno vy la eliminacidn de CO2 en niveles adecuados sin alterar los otros parametros hematolégicos (Brill &
Jones 1994). Los mecanismos de regulacion pueden ser varios segun lo indicado por Birchard (1997). Lo
observado en este trabajo fue que junto al aumento de células sanguineas se produjo una disminucion en el tamafio
de los eritrocitos, reflejado en la disminucion del VCM hasta los 20 minutos (Tabla 11); es decir, frente a la
hipoxia leve observada en los primeros cinco minutos las truchas liberaron eritrocitos a la circulacién por
contraccion del bazo (Kita & Itazawa 1989) pero estas células fueron de menor tamafio.

El ajuste en el tamafio celular seria una reaccion que ocurre in vivo en la sangre dada la capacidad de
regulacion del tamafio o volumen celular de los eritrocitos, caracteristica ampliamente documentada,
especialmente en peces (Soivio & Nikinmaa 1981) y que puede estar asociada a la respuesta al estrés (Lecklin et
al. 2000). Sin embargo, aun cuando la respuesta de las truchas a la disminucién de oxigeno en los primeros 5
minutos parecié ser la indicada para el nivel de hipoxia inducida, el aumento del niamero de células y otros ajustes
hematoldgicos (Figura 1 y 2) no fueron acompafiados por un aumento significativo en la concentracion de
hemoglobina (como era de esperar al aumentar el hematocrito), observandose en cambio una disminucion en la
cantidad de hemoglobina que existe por eritrocitos (HCM) y en la CHCM. Esta situacion indica que los eritrocitos
liberados a la circulacion sanguinea en los primeros momentos del estrés por hipoxia, no estaban suficientemente
"maduros"” en cuanto a su contenido de hemoglobina, por lo tanto si bien aportaron al aumento de su nimero
circulante (aumento de eritrocitos) no lo fueron en cuanto a la cantidad de hemoglobina como pigmento
transportador de oxigeno hacia los tejidos. Esta situacion esta respaldada por el segundo tipo de respuesta
observado a partir de los 10 minutos, la que podria ser calificada como de "exigencia eritropoyética" dado que a
partir de ese momento se manifesté claramente el aumento de los policromatéfilos en la circulacion, lo que se
relaciona con los cambios en el bazo y que seria sefial de la contraccion de este érgano para aumentar los
eritrocitos circulantes, pero que incluyé la liberacién de células sanguineas poco funcionales y que aun requieren
de un tiempo de maduracién para la sintesis de la hemoglobina en su interior.

Estos dos tipos de respuestas (pardmetros hematoldgicos) de las truchas expuestas a condiciones progresivas
de hipoxia ambiental indican que las posibilidades de adaptacion a disminuciones sorpresivas de oxigeno en el
medio acuatico, son dependientes no s6lo del grado de hipoxia, sino también y tal vez mas directamente, de la
velocidad de cambio en el pardmetro ambiental, en el sentido de que si es muy brusco, no daria tiempo para que
los peces pudieran poner en marcha sus mecanismos de respuestas (e.g., liberacion de suficientes eritrocitos
maduros) para mantener los niveles adecuados de transporte de oxigeno en la sangre circulante, a través de una
respuesta de control homeostatico.

Por otra parte, cabe destacar la observacion que las truchas mostraron tasas de consumo de oxigeno
dependientes de la concentracion en el medio a partir de los valores cercanos a los 8 mg/l, lo cual coincide con las
recomendaciones de Leitritz & Lewis (1976) de mantener niveles mayores a estos niveles de oxigeno disuelto en
los sistemas de cultivos de peces. Esta situacion es de gran relevancia en el manejo de las pisciculturas, donde el
abastecimiento de agua suficientemente oxigenada con valores mayores a 8 mg O2/L) debiera ser un aspecto
prioritario en los sistemas de control y vigilancia, junto con mantener bajos niveles de amonio disuelto.
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Figura 3. Representacion de los cambios adaptativos mostrados por las truchas
bajo condiciones de hipoxia basandose en los resultados obtenidos.
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