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RESUMEN

La cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea, es una especie endémica de México, la cual se
ha estudiado con fines de acuicultura. Sin embargo, existe poca informacion en relacion a
su biologia reproductiva, tanto en su medio silvestre asi como en cautiverio, y no hay
reportes relacionados con la disfuncion reproductiva en confinamiento. En el presente
trabajo se evaluaron concentraciones en plasma de 17R-estradiol (E,), testosterona (T), 11-
ketotestosterona (11-KT), cortisol (CORT), lipidos totales (LT), triglicéridos (TRI),
colesterol (CHO) y glucosa (GLU) a las 0, 16 y 36 h, posterior a la induccién a la
maduracion final de ovocitos en cuatro grupos experimentales de hembras maduras de
cabrilla sardinera: (1) 10 pg Kg™ peso corporal (pc) de GnRHa, (2) 10 pg Kg™ pc de
LHRHa, (3) 1000 Ul Kg™ pc de hCG y (4) control placebo con solucién salina. Los niveles
de E; y T se incrementaron significativamente y se mantuvieron en el grupo de hembras
inyectadas con hCG a partir de las 16 h. Estas hembras también mostraron un incremento
significativo en el didmetro de los ovocitos a las 36 h; a las 48 h la hembras se desovaron y
produjeron huevos. Por lo tanto, los niveles de E, y T fueron de utilidad como indicadores
predictivos de respuesta a la maduracion final de ovocitos. Los tratamientos de GnRHa y
LHRHa no mostraron cambios significativos en estos esteroides sexuales durante los
tiempos de muestreo. Sin embargo, el grupo control de peces fue significativamente menor
en comparacion a éstos a las 16 y 36 h, lo cual indicé una interrupcion mas marcada de la
maduracion final de ovocitos en los peces que no recibieron un tratamiento hormonal. Los
niveles de 11-KT fueron similares a T pero sin mostrar cambios significativos en todos los
grupos de peces, lo cual pudiera estar relacionado a una plasticidad potencial de reversion
sexual. Los niveles de CORT se mostraron elevados al tiempo 0 h y permanecieron sin
cambios significativos en todos los grupos experimentales durante los tiempos de muestreo.
Por lo tanto, el estrés elevado de los peces se atribuyo a la captura silvestre y la subsecuente
transportacion y manipulacién antes del tratamiento hormonal. No se encontro evidencia de
que el CORT se incrementara debido a la aplicacién de los tratamientos hormonales o bien
a la manipulacién. Los andlisis bioquimicos en plasma revelaron que LT, TRI y GLU
disminuyeron significativamente ya sea a las 16 o a las 36 h, tanto en el grupo control asi

como en los grupos experimentales, mientras que el CHO no mostr6 cambios



significativos. Ninguno de estos componentes metabdlicos fue util como indicador
predictivo a la maduracidn final de ovocitos en esta especie. El anélisis en sangre periférica
mostro eritroblastos basofilos, policromaticos y ortocromaticos, que fueron identificados
como eritrocitos inmaduros que se convierten en eritrocitos maduros. Los tipos de
leucocitos incluyeron los linfocitos; tres tipos de granulocitos (basofilos, eosinofilos y
neutréfilos); monocitos; macr6fagos con forma amiboidea, y trombocitos. El anlisis de
estas células en cabrillas en cautiverio, mostr6 que las hembras pudieran ser mas
susceptibles a enfermedades, por el incremento significativo de linfocitos y granulocitos
observados, en comparacion con los machos. Por otro lado, se observd un incremento
significativo de leucocitos (leucofilia) y trombocitos (trombofilia) en hembras maduras
silvestres (primavera), comparado con hembras inmaduras (verano). La leucofilia en
hembras maduras ocurri6 aparentemente después de un incremento de linfocitos y
trombocitos, seguido de un incremento diferencial de monocitos y granulocitos. En el caso
de los machos maduros silvestres, la granulofilia y trombofilia fueron evidentes. Estas
observaciones sugieren una coordinacion en la actividad endocrina-inmune durante la
reproduccion, en donde después de un evento de desove, los leucocitos se infiltran en tejido
gonadico procedentes de la sangre periférica para proveer de vigilancia inmune y actividad
de fagocitosis, mientras que los esteroides sexuales retroalimentan y estimulan Ia
vitelogénesis, en preparacion del siguiente desove. La abundancia de leucocitos pudiera
estar también involucrada en la reabsorcion de la gonada cuando la reproduccion finaliza.
Los valores de conteo celular sanguineo, eritroblastos, y hematocrito en cabrillas maduras
en primavera, fueron significativamente mas bajos que las cabrillas inmaduras en verano, lo

cual sugiere una anorexia ocasionada por el comportamiento reproductivo.

Palabras clave: Mycteroperca rosacea, disfuncion reproductiva, leucocitos.

Dra. Danitzia Guerrero Tortolero Dr. Rafael Campos Ramos



ABSTRACT

The leopard grouper, Mycteroperca rosacea, is an endemic species of Mexico, which has
been studied for aquaculture purposes. However, little information exists regarding its
reproductive biology in the wild and in captivity, and there are not reports concerning its
reproductive dysfunction in confinement. In this study, plasma concentrations of estradiol-
178 (E,), testosterone (T), 11-ketotestosterone (11-KT), cortisol (CORT), total lipids (TL),
triglycerides (TRI), cholesterol (CHO), and glucose (GLU) were recorded at 0, 16, and 36 h
after inducing final oocyte maturation in four groups of wild mature female leopard grouper
Mycteroperca rosacea, by using (1) 10 pg kg ' body weight (bw) of GnRHa, (2) 10 pg kg™
bw of LHRHa, (3) 1000 UI kg ' bw of hCG, and (4) a control saline solution. Plasma
concentrations of E; and T significantly increased and peaked in the fish group injected
with hCG at 16 h. These females showed a significant increase in oocyte diameter at 36 h;
by 48 h the females were stripped and yielded eggs. Therefore, plasma concentrations of E;
and T were useful predictive markers to assess a response towards final oocyte maturation.
GnRHa and LHRHa treatments did not show significant changes of these sexual steroids
during the sample times. However, the control fish group was significantly lower than them
at 16 and 36 h, which indicated a faster disruption of final oocyte maturation in fish not
receiving hormonal treatment. Levels of 11-KT were similarly as high as T and showed no
significant changes in all fish groups, which may reveal a potential plasticity of sex change.
Levels of CORT were high from time zero and remained without significant changes in all
fish groups during the sample times. Therefore, the level of stress recorded was attributed
to capture in the wild and further transportation and manipulation before hormonal
treatment. Repeated handling during hormonal treatments did not add additional stress to
fish. Blood biochemistry showed that TL, TRI, and GLU significantly decreased in all fish
groups at 16 or 36 h, whereas CHO remained without significant changes. None of these
biochemical components was useful to predict final oocyte maturation in this species.
Peripheral blood analysis showed basophilic, polychromatic, and orthochromic
erythroblasts that were observed as immature erythrocytes that develop into mature
erythrocytes. Types of leukocytes included lymphocytes; three types of granulocytes

(basophiles, eosinophiles, and neutrophiles); monocytes; and a specialized amoeboid-like
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macrophage, and thrombocytes. The analysis of these cells in captive leopard grouper,
showed that females could be more susceptible to illnesses, by the significant increment of
lymphocytes and granulocytes observed, in comparison with males. On the other hand, a
significant increase of leukocytes (leukophilia) and thrombocytes (thrombophilia) was
observed in wild mature females (spring), when compared to wild immature females
(summer). Leukophilia in mature females apparently occurred after an increase of
lymphocytes and thrombocytes, followed by a differential increase of monocytes and
granulocytes. In mature males, granulophilia and thrombophilia were evident. These
observations suggest coordination of endocrine-immune activity during reproduction,
where, after one spawning event, leukocytes infiltrate the gonad tissue from the peripheral
blood to aid with immune surveillance and phagocyte activity, while a feedback of sex
steroids and vitellogenesis occurs in preparation for the next spawning. An abundance of
leukocytes may also aid in gonad re-absorption when reproduction ceases. Blood cell
counts, erythroblasts, and haematocrit of mature groupers in spring were significantly lower
than immature groupers in summer, suggesting mild anorexia induced by reproductive

behavior.

Palabras clave: Mycteroperca rosacea, reproductive disruption, leukocites.
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1. INTRODUCCION
1.1 Generalidades de la Especie

La cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea (Streets 1877) es una especie importante para
la pesca artesanal y deportiva dentro de la zona del Golfo de California (Salas et al. 2003).
Es un pez aceptado en el mercado local por la alta calidad de su carne (Gracia-Lbépez
2004a). Debido a su elevada pesqueria, ésta especie en los Gltimos diez afios ha visto
mermada su poblacién natural, decrementandose el esfuerzo pesquero (Salas et al. 2004).
Esta especie ha sido estudiada en el Programa de Acuicultura del CIBNOR durante una

década con fines de incorporarla como una especie potencial a ser cultivada.

M. rosacea al igual que la mayoria de los meros (subfamilia Epinephelidae), es una
especie de cuerpo robusto y algo comprimido. Alcanzan una talla méxima de 70 cm de
longitud total aunque se han capturado individuos de un metro (Diaz-Uribe et al. 2001).
Presentan dos patrones de color muy distintivos (Fig. 1); el primero, y el mas comdn,
consiste de una tonalidad de fondo verdosa a pardo-grisacea con manchitas pardo-rojizas y
lineas 0 manchas palidas irregulares y bordes de las aletas blancos. El segundo, es un color
de fondo amarillo-naranja vivo, frecuentemente adornado con unas pocas manchas negras

irregulares y se presenta solo en un 5% o menos dentro de la especie (Fischer et al. 1995).

La cabrilla sardinera es una especie endémica de México; se distribuye en la costa
suroriental de la Peninsula de Baja California, el Golfo de California, costas de Nayarit y
Jalisco. Habita preferentemente en areas rocosas cerca de la linea de costa a una
profundidad no mayor de 50 m (Fischer et al. 1995). La temporada reproductiva para la
cabrilla sardinera se ha establecido durante el periodo comprendido entre marzo a junio
(Salas et al. 2003).



Figura 1. Patrones de color presentes en la cabrilla sardinera

Las hembras presentan un desarrollo gonadal asincrénico por grupo, por tanto, se
consideran desovadoras parciales. La edad en que adquieren su madurez reproductiva es de
3 afos en promedio, no obstante, peces de este tamafio raramente participan en los eventos
de desove. Las hembras que participan en los desoves son de una edad promedio de 5a 7

afios y los machos de entre los 7 u 8 afios (Salas et al. 2003; Erisman et al. 2007).
1.2 Reproduccion en teledsteos

La reproduccion en peces es regulada por factores ambientales externos que activan
mecanismos endocrinos internos (Rottman et al. 1991). Esto implica una perfecta
comunicacion entre los tejidos involucrados (Hazon y Balment 1998) asi como una
sincronizacion de los individuos entre si y de éstos con las variaciones ambientales
(Mufoz-Cueto 2005). El sistema endocrino reproductivo, conformado por el hipotalamo, la
glandula pituitaria y la génada, es el encargado de descifrar sefiales tanto externas como
internas para dar inicio y término a la maduracion gonadica y liberacion de los gametos. El
hipotalamo y la glandula pituitaria controlan la reproduccion a un nivel neuroendocrino y
estan regulados constantemente a traves de un mecanismo de retroalimentacion por las
hormonas de la gonada. Dicha accion coordinada regula los cambios morfoldgicos y el

comportamiento reproductivo, asi como la movilizacion de reservas energéticas para el



desarrollo ovérico (Habibi y Andreau-Vieyra 2007). Dada la complejidad del proceso
reproductivo, se requieren profundos ajustes metabolicos asociados, no solo con la
maduracion de los gametos, sino también con posibles cambios de comportamiento segin

el hébitat durante la temporada de reproduccion (Hoar 1969).

Sin embargo, no todos los peces sexualmente maduros se reproducen ya que existen
diversos factores que pueden inhibir o suprimir parcial o totalmente la actividad endocrina
reproductiva. En acuicultura, es comun que todas o casi todas las especies de peces en
cultivo presenten algin grado de disfuncion reproductiva, siendo las hembras més
susceptibles pudiendo no alcanzar la maduracion final del ovocito. Este fendmeno puede
deberse a la ausencia de algun estimulo ambiental apropiado y/o por la presencia de algun
factor estresante impuesto por el cautiverio mismo (Schreck et al. 2001).

El estrés puede provocar cambios bioquimicos, fisiologicos, morfologicos y/o
conductuales en los peces y en consecuencia llegar a alterar el sistema inmune
repercutiendo directa o indirectamente en el resto de la fisiologia del pez. Cambios
significativos en el ambiente pueden resultar en una inmunosupresion que al combinarse
con eventos fisiolégicos como la migracion o el desove pudieran agravar el efecto
(Donaldson 1990). El incremento de cortisol en sangre esta relacionado con una inhibicién
de los esteroides sexuales. Se ha demostrado que los esteroides sexuales ademas de jugar
un papel esencial durante el proceso reproductivo, intervienen en procesos tan importantes
como el crecimiento, la digestion e inmunidad. Un ejemplo de ello es la actividad del 17-
estradiol y/o la testosterona, donde estos esteroides afectan la respuesta inmune innata y
adaptativa, mientras que algunas citoquininas estan relacionadas con el crecimiento y
desarrollo de los foliculos, la ovulacion, el desarrollo ldteo, espermatogénesis Yy
esteroidogénesis en mamiferos (Tort et al. 2003, 2004; Cuesta et al. 2007). El estudio del
sistema inmune en peces es un campo relativamente nuevo y se han utilizando algunas
especies de tele6steos como modelos para comprender su funcionamiento ya que se
considera como una red compleja y sofisticada con respuesta a multinivel (Whyte 2007).
Sin embargo, la existencia de una interconexion entre el sistema endocrino y el sistema

inmunolégico durante la etapa reproductiva ha recibido poca atencion, pese que se ha



demostrado la sintesis de hormonas y citoquinina que regulan y controlan el
funcionamiento de ambos sistemas dentro un proceso de retroalimentaciéon (Harris y Bird
2000; Fast et al. 2008). Algunas sustancias inmunes acttan sobre el sistema endocrino bajo
condiciones de estrés, utilizando principalmente péptidos de la familia de la hormona
liberadora corticotrépica (Verburg-Van Kemenade y Schreck 2007).

1.2.1 Gametogénesis

En los peces teledsteos, al igual que el resto de los seres vivos, la reproduccion sexual es
una de las etapas méas importantes dentro de su ciclo de vida, ya que de esta forma se
asegura la perpetuacion de la especie mediante la transferencia de la informacion genética a
las futuras generaciones (Hazon y Balment 1998). Dentro de la reproduccion, la
gametogenesis, puede considerarse como una de las etapas primordiales, ya que a partir de
células germinales se originaran los gametos (Fig. 2), que al unirse daran origen a un nuevo
individuo con caracteristicas semejantes a los padres. Estos gametos poseen cuatro
caracteristicas especificas que los diferencian del resto de las células presentes en el
organismo, 1) Pertenecen a la estirpe germinal y son diferenciadas desde el comienzo de la
ontogénesis; 2) tienen una evolucion propia que concluira a la forma haploide; 3) Sufren
una diferenciacion especial, en celulas masculinas (espermatogénesis) o femeninas

(ovogénesis) y 4) su finalidad es el fenomeno de la fecundacién (Houillon 1972).

De manera general, la gametogénesis en teledsteos puede dividirse en dos grandes

etapas:

1) Proliferacion, crecimiento y diferenciacion de los gametos: ovocitos y espermatocitos
(vitelogénesis y espermatogenesis).
2) Maduracién de los ovocitos y espermatocitos y preparacion para su liberacion;

(maduracién final del ovocito y espermiacion).
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Figura 2. Esquematizacién de la espermatogénesis y ovogénesis en vertebrados. Tomado
y traducido de http://ilmukeperawatan.wordpress.com/2008/06/24/56/

El estudio de la gametogeénesis, a escala celular, provee informacién necesaria sobre
la organizacién funcional de la génada y la produccion de las células gaméticas. Dado que
el control de la gametogénesis esta regulado por factores ambientales y neuroendocrinos,
estos constituyen la comprension basica de los mecanismos fisiolégicos ambientales que

controlan el proceso reproductivo (Brown-Peterson et al. 1988; Kokokiris et al. 2000).



1.2.2 Control Endocrino de la Reproduccién

Para que la reproduccion en teledsteos cumpla con su objetivo de producir progenie, es
necesaria una sincronizacion de los reproductores entre si y de éstos con las variaciones de
los factores ambientales. En este sentido, los individuos deben contar con un sistema capaz
de procesar informaciones procedentes tanto del medio exterior como del interior del
organismo. La integracion de los factores externos e internos conlleva a un estado
endocrino idéneo que regule, a su vez, todos los eventos fisioldégicos que conducirdn a la
maduracion final y desove (Mufioz-Cueto 2005). Esto se logra por la accién del sistema
nervioso y el endocrino; sistemas clave para el mantenimiento de la homeostasis. El
sistema nervioso genera repuestas rapidas y de corta duracion; el sistema endocrino, en
cambio, actua en forma mas lenta y con efectos mas prolongados o duraderos utilizando
mensajeros quimicos conocidos como hormonas. Al igual que en mamiferos, estos
mensajeros juegan un papel importante en el proceso reproductivo. Son sintetizados por
glandulas endocrinas, librados al torrente sanguineo y dirigido a un tejido u drgano
especifico, donde producen una modificacion o alteracion de su funcionamiento para
conseguir un determinado efecto. Son varios los tejidos y 6rganos (Hipotalamo, Hipofisis,
Timo, Glandula Tiroides, Glandula Paratiroideas, Glandula Suprarrenales, Glandula
Pituitaria, Pancreas, Gonadas) que conforman el sistema endocrino (Mufioz-Cueto 2005).
Sin embargo, los principales 6rganos endocrinos involucrados en el proceso reproductivo
en los peces teledsteos son el hipotalamo, la glandula pituitaria 6 hipofisis y la gonada que
en conjunto conforman el eje Hipotalamo-Pituitaria-Génada (HPG) (Van Der Kraak et al.
1998; Mylonas y Zohar 2001).

Una vez iniciada la temporada reproductiva, se echa andar el eje HPG iniciando con la
integracion y traduccion de los estimulos ambientales (fotoperiodo, temperatura, Iluvias,
presidn atmosférica, mareas, alimento, etc.) y de los cambios sociales (densidad
poblacional, presién de depredacién, feromonas) en sefiales electroquimicas, por foto-
receptores y quimiorreceptores del 6rgano pineal; perteneciente al sistema nervioso central
(Ektrom y Meissl 1997; Mufioz-Cueto 2005). El sistema nervioso central responde por

medio de circuitos neuronales precisos, mediante la liberaciébn de determinadas



neurohormonas en el hipotalamo conocidas como hormonas liberadoras de gonadotropinas
(GnRH) o gonadoliberinas que en conjunto con otros factores cerebrales (Fig. 3), como el
factor inhibidor de la liberacion de gonadotropinas, identificado como dopamina, y de otras
moléculas que intervienen en esta regulacién, como ciertos neuropéptidos (péptidos
opioides, neuropéptido Y, galanina, colecistoquinina, polipéptido activador de la adenilil
ciclasa de pituitaria), monoaminas (noradrenalina, serotonina) y aminoacidos
neurotransmisores (acido <y-aminobutirico, taurina, acido glutdmico, acido aspartico,

alanina), regulan la actividad de la hipéfisis (Mufioz-Cueto 2005).
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Figura 3. Esquema de la regulacion neuroendocrina en la secrecién de GtH Il en hembras. Las
lineas con flecha indican accion estimulante; lineas con punto indican accion inhibidora.
Abreviaciones: E,, estradiol; GABA, acido y-aminobutirico; GnRH, hormona liberadora de
gonadotropinas; NPY, neuropeptido Y; NE, norepinefrina; 5-HT, serotonina; T, testosterona.
Tomado de Peter y Yu 1997.



El neuropéptido GnRH, es el principal agente en la sintesis y liberacién de GtHs
(Sherwood et al. 1983) asi como clave en el inicio y mantenimiento del proceso
reproductivo (Somoza et al. 2002). También se le relaciona en la modulacién de la funcién
celular, proliferacién o apoptosis celular en gbénada, asi como en el comportamiento
reproductivo de los peces (Okubo y Aida 2003; Parhar 2003; Kah et al. 2007). Igualmente
se ha reportado que la GnRH esta involucrada en el control de la hormona de crecimiento,
la prolactina, la somatolactina y la hormona estimuladora de la tiroides (Somoza et al.
2002). Es en la region anterior del cerebro, en el cerebro medio y en el area pre-Optica
donde se sintetiza la GnRH (Norris 1980; Kah et al. 2007).

Las GnRHSs, producidas en las neuronas que estan presentes en las diferentes areas
del cerebro, acceden a la hipéfisis de los teledsteos a través de conexiones neuronales
directas. Su interaccion con receptores especificos, situados en la membrana de los
gonadotroforos de la glandula pituitaria y acoplados a diversos sistemas de segundos
mensajeros, estimula la sintesis y secrecidon de glicoproteinas conocidas como
gonadotropinas (Peter 1983). Son dos los tipos de gonadotropinas (GtHs) sintetizadas por la
hipdfisis, la GtH I, involucrada en los eventos de vitelogénesis y espermatogenesis y la GtH
I1, involucrada en los eventos de maduracion final del ovocito, ovulacion y espermiacion.
Estas hormonas son homologas a la hormona foliculo estimulante (FSH) y a la hormona
leutinizante (LH) de tetrdpodos y mamiferos (Swanson et al. 2003). Bioguimicamente estas
GtHs contienen una subunidad oo comdn, unidas a una subunidad [ especifica y presentan
diferentes funciones y patrones de expresion en relacion a los diferentes estadios de
maduracion dentro del ciclo reproductivo (Hellgvist et al. 2006). Una vez sintetizadas, son
liberadas al torrente sanguineo, y dirigidas a la génada donde la GtH | 6 FSH estimula la
sintesis de testosterona, un potente andrégeno (Schulz y Miura 2002), que al ser
aromatizado se convierte en 173-estradiol, un potente estrégeno (Gonzalez y Piferrer 2003;
Piferrer y Blazquez 2005). Todo esto bajo un esquema de retroalimentacion (Peter y Yu
1997).

En las hembras, el higado responde a este estimulo produciendo vitelogenina que es

incorporada en los ovocitos via endocitosis en forma de vitelo (Babin et al. 2007). A este



proceso se le conoce como vitelogénesis o primera etapa de maduracién (Ng e Idler 1983;
Dawson 1998; Tyler y Sumpter 1996). En lo machos, en esta primer etapa se lleva a cabo la
espermatogénesis que culmina con la produccién de espermatozoides flagelados o
espermiogénesis (Mylonas y Zohar 2001). La segunda parte del proceso o maduracién final
de la gonada, los gametos (ovocitos y espermatozoides) han alcanzado un tamafio
apreciable, se incrementa los niveles de GtH |1 6 LH y disminuye el nivel de GtH 1, por lo
que se da un cambio en la sintesis de los esteroides producidos por la génada. Esta
produccion, cerca de la etapa de ovulacion, cambia drasticamente a algun tipo de precursor
de la progesterona (inductoras a la maduracion [MIS]), principalmente la 17a, 20h-
dihydroxy-4-pregnan-3-uno (ver esteroides sexuales abajo), entre otros y en machos, la 11-
ketotestosterona. La maduracion final culmina con la liberacion de los gametos al medio.
Este cambio en las hormonas esteroides se llama variacion esteroidal y marca un punto de
gran importancia en el proceso de maduracion (Redding y Patifio 1993; Dawson 1998). En
las hembras, la maduracion final de ovocito ocurre al finalizar la vitelogénesis. El nlcleo o
vesicula germinal migra hacia el polo animal o micrépilo, sitio de entrada del
espermatozoide. Las gotas lipidicas presentes en el citoplasma, como resultado de la
incorporacion de vitelogenina, se fusionan (coalescencia), hay rompimiento de la vesicula
germinal, una marcada hidratacion del ovocito y se reinicia la meiosis poco antes del
desove (Goetz 1983; Yaron 1995). En los machos, la etapa final o espermiacion ocurre
durante la temporada de desove e incluye la adquisicion de motilidad del espermatozoide,
hidratacién de los testiculos con plasma seminal y produccion considerable de semen
(Slater et al. 1994).

1.2.2.1 Esteroides Sexuales

La gonada de los peces teledsteos produce tres tipos de esteroides que son importantes para

la reproduccion (Fostier et al. 1983):

1) Estrégenos: 17-f estradiol, estrona.

2) Androgenos: Testosterona, 11-Ketotestosterona, androstendiona.
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3) Progestinas, progestdgenos o esteroides: Pregnenolona, 17a-hidroxipregnenolona,
progesterona, 17a-hidroxiprogesterona, 17a-20B-dihidroxiprogesterona, 17a-20p-21
trihidroxiprogesterona.

Los esteroides sintetizados en presencia de LH son conocidos como sustancias
inductoras a la maduracion (MIS), los mas comunes son el 17a,20B-dihidroxi-4-pregnan-3-
uno (17,20BP 6 DHP), el 17,20p,21-trihidroxi-4-pregnan-3-uno (17,208,21-P 6 205-S 6
THP), el 20Bdihydroprogesterona y el 11-deoxicorticosterona (DOC) y son sintetizados y
secretados de las células foliculares que rodean al ovocito (Suwa y Yamashita 2007;
Nagahama y Yamashita 2008). Después de su produccion, los MIS atraviesan la zona
radiata, hacen contacto con receptores en la superficie de la membrana del ovocito
(Redding y Patifio 1993; Thomas et al. 2002; Thomas 2003) y se da inicio la maduracion
final, que consiste en la induccion al rompimiento de la vesicula germinal. De estos
esteroides, el DHP esta considerado como el MIS con mayor eficacia en la induccién en la
mayoria de los teledsteos (Voronina y Wessel 2003; Nagahama y Yamashita 2008).

En las hembras, es en las células foliculares que rodean al ovocito donde se lleva a
cabo la sintesis de los esteroides sexuales, esto es, durante la vitelogénesis la FSH (LH)
estimulan la sintesis de testosterona en las celulas de la teca y su aromatizacion a estradiol
en la granulosa (Ng e Idler 1983; Dye et al. 1986; Zanuy y Carrillo 1987; Dawson 1998;
Nagler e Idler 1990; Hara et al. 1993; Jobling 1995; Takemura y Oka 1998). Al término de
la vitelogénesis, la LH estimula poco la sintesis de estradiol, un incremento transitorio en
plasma de testosterona durante la migracion de la vesicula germinal y una dramética
elevacion en plasma de los MIS, actdan sobre los ovocitos a nivel de membrana para
inducir la maduracion final del ovocito (Peter y Yu 1997) en conjunto con las
progesteronas como la DHP (Donaldson 1990). Estos cambios esteroidogenicos y el
proceso de maduracion final pueden durar tan sélo horas, un par de dias 0 mas de una

semana dependiendo de la especie (Mylonas y Zohar 2001).

En los machos, los principales andrégenos son la testosterona, la 170-
hidroxiprogesterona, androsterona y 11-ketotestosterona y juegan un papel preponderante

en la espermatogénesis y el comportamiento reproductivo (Miura y Miura 2003). La
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actividad androgénica de la 11-ketotestosterona quedd sefialada como el principal
estimulante en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios en salmones. La
testosterona, androsterona y 17a-hidroxiprogesterona estan catalogadas como las
precursoras de la 11-ketotestosterona (Hoar 1969) por lo que los niveles de testosterona y
11-ketotestosterona covarian durante casi todo la temporada reproductiva. Los niveles picos
en plasma son durante la espermiogénesis y declinan justo antes o durante el periodo de
espermiacion. La LH y los MIS inducen el incremento en el volumen de semen mediante la
produccion de plasma seminal y los MIS estimulan la capacidad motriz de los
espermatozoos almacenados (Mylonas y Zohar 2001).

Las hormonas esteroides circulan en sangre ya sea de manera libre, ligados a
albumina o a una proteina ligante de esteroides especificos. Los estrogenos y los
androgenos, principalmente estradiol y testosterona se unen a esta proteina, aunque también
se unen a progesteronas y corticoides pero en menor afinidad. Los esteroides unidos a la
proteina se protegen del metabolismo, esto es, previenen de la degradacioén del mismo, por

lo que esta proteina actia como un reservorio de hormonas (Hobby et al. 2000).
1.3 Disfuncion Reproductiva en teledsteos

La interrupcion parcial o total del proceso reproductivo en teledsteos adultos se conoce
como disfuncién reproductiva y puede darse a tres niveles: 1) durante la primera etapa de la
gametogenesis, 2) durante la maduracion final del ovocito, o bien 3) durante la ovulacion o
desove, siendo las hembras las mas susceptibles a ello (Zohar y Mylonas 2001). Esta
deficiencia reproductiva no solo se ha observado en teledsteos silvestres o en cautiverio
sino también en otras especies como reptiles, mamiferos y aves. Puede ser el resultado de
alteraciones en el ambiente o por la presencia de algun agente que interfiera con la funcién

normal del proceso reproductivo (Takatsuki y Yamaguchi 2001).
1.3.1 Disfuncién Reproductiva en la piscicultura

La Acuicultura tiene como objetivo primordial la reproduccion de especies de mayor

interés socio-econdmico bajo condiciones controladas de cautiverio. Sin embargo, debido a
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que generalmente las condiciones de cultivo son totalmente diferentes con respecto a las
condiciones en las que se encuentran las poblaciones naturales, en la mayoria de los casos
se observan alteraciones en su ciclo reproductivo. Se ha reportado que numerosas especies
no se reproducen durante el primer afio en cautividad o inclusive otras no llegan a hacerlo
nunca, probablemente por alguna alteracion endocrina (Matsuyama et al. 1991). Dicha
alteracion del proceso reproductivo o disfuncion reproductiva puede ser el resultado de la
combinacion del estrés generado por el confinamiento, manipulacién, espacio insuficiente y

la falta de algin estimulo ambiental apropiado (Mylonas y Zohar 2007).

Existen dos formas de contrarrestar la disfuncién reproductiva en cautiverio, ya sea
mediante la manipulacion de factores ambientales, principalmente fotoperiodo Yy
temperatura o bien mediante el uso de tratamientos hormonales que induzcan la maduracion
final, la ovulacion y finalmente el desove (Mylonas y Zohar 2007). En primer instancia se
utilizaron extractos crudos de pituitaria (Houssay 1930), consecutivamente se comenzé a
utilizar la hormona hCG extraida de la orina de mujeres embarazadas (Lam 1982), sin
embargo, se ha visto que los peces pueden llegar a generar resistencia inmune a dicha
glucoproteina (Zohay y Mylonas 2001). Otras hormonas que se han empleado con
resultados favorables son la LHRHa (Thomas y Boyd 1988) o la GnRHa (Peter et al. 1988)
ya que estos decapéptidos son pequefios y no generan respuesta inmune, ademas pueden
permanecer por mas tiempo en el torrente sanguineo ya que son resistentes a la degradacion
enzimatica de las endonucleasas (Zohar y Mylonas 2001; Mylonas y Zohar 2007). Sin
embargo, el uso de GnRHa no siempre resulta en una ovulacion satisfactoria ya que se ha
observado que en especies con desarrollo asincronico y desoves maltiples es minimo el
porcentaje de hembras que alcanzan la ovulacion y el desove, por ello es que se emplean
diversos tratamientos hormonales: GnRHa sola, GhnRHa con una dopamina antagonista,

GnRHa més LH, etc. y su uso dependera de la especie (Mylonas y Zohar 2001).
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El estrés es la respuesta inespecifica del organismo a cualquier demanda (estresor) a la que

sea sometido (Selyes 1956). Puede considerarse como el momento en el que la homeostasis

del organismo se encuentra amenazada o alterada por algun factor externo, donde se activan

complejas respuestas fisioldgicas y conductuales que ayuden a restablecer dicha
homeostasis (Barton 2002; Campbell 2008). Tales respuestas fisiol6gicas se pueden

categorizar en respuestas primaria, secundaria y terciaria (Fig. 4), con cambios que pueden

ser a nivel metabolico, hematoldgico, hidromineral, estructural entre otros (Barton e lwama

1991).

Estresores Quimicos
Contaminantes

Baja concentracion de oxigeno
acidificacién

Estresores Fisicos
Captura

Confinamiento
Transporte
Manipulacion

Estresores Percibidos
Estimulos que provoquen miedo
Responder

Presencia de depredador

Respuesta Primaria
Incremento de corticoesteroides y
hormonas catecolaminas
Alteracion en actividad
neurotransmisora

Respuesta Secundaria

Cambios metabolicos (incremento de

glucosa, lactato; disminuye glicogeno

en tejido)

Cambios celulares (incrementa
* produccién de HSP)

Disfunciones osmoregulatorias

(balance de sodio, cloro, agua)

Cambios hematologicos (hematocrito,

leucocitos, hemoglobina)

Cambios en la funcion inmune

(actividad lisosimas, produccion de

anticuerpos)

Respuesta Terciaria

Cambios en todo el animal

Caracteristicas funcionales (crecimiento,
nado, capacidad de resistencia a
enfermedades)

Modificacion de patrones de comportamiento
(alimentacion, agresion)

Figura 4. Estresores quimicos, fisicos y percibidos que actlan sobre el pez provocando posibles
cambios fisiologicos, los cuales estan agrupados en respuestas primaria, secundaria y
terciaria. En algunos casos una respuesta primaria puede provocar directamente una respuesta
secundaria y ésta una terciaria. Tomado de Barton 2002.
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La respuesta primaria representa la percepcién de un estado alterado e inicia una
respuesta neuroendocrina/endocrina que forma parte de la respuesta generalizada a estrés.
Esta respuesta incluye la rapida sintesis y liberacion de hormonas de estrés, catecolaminas y
cortisol (hidrocortisona), al torrente sanguineo. Ambas sintetizadas en el rifion cefalico.
Esta liberacion de cortisol comienza en el eje Hipotadlamo-Pituitaria-Interrenal (HPI),
mendiante la sintesis de la hormona liberadora de la hormona adrenocorticotropa u
hormona liberadora de corticotropina en el hipotalamo, la cual estimula a las células
corticotropicas de la parte anterior de la glandula pituitaria para la sintesis de la hormona
adrenocorticotropa, corticotropina o corticotrofina, la cual circula en sangre y se une en
forma especifica a receptores con alta afinidad en la superficie de células adrenocorticales,
dentro del rifidn cefalico y asi estimular la sintesis y secrecion de corticoesteroides (Nandi
1967; Barton 2002; Acerete et al. 2005). Ademas, este glucocorticoide no solo interviene
en la respuesta al estrés, sino también su presencia es esencial para que se puedan llevar
acabo procesos fisiologicos importantes como el metabolismo de carbohidratos, lipidos,
proteinas asi como en procesos antiinflamatorios y respuestas inmunes. También esta
relacionado con la adaptacion de los peces al agua marina y en procesos de regulacion

osmotica e ionica (Acerete et al. 2005).

La respuesta secundaria comprende varios efectos bioquimicos y fisiologicos
asociados con el estrés, y mediados por las hormonas anteriormente mencionadas. Estas
hormonas activan un nimero de vias metabdlicas que resultan en la alteracion de la quimica
sanguinea, se observan cambios en los niveles de iones y metabolitos en plasma y tejido, en
la composicién hematoldgica, particularmente una leucopenia (disminucion de linfocitos) y
una granulofila (aumento de granulocitos) y de las proteinas de choque térmico. Todos
estos cambios relacionados con ajustes fisiolégicos por ejemplo en el metabolismo, la
respiracion, el estado &cido-base, el equilibrio hidromineral, la funcién inmune y las
respuestas celulares (Arends et al. 1999; Barton 2002). Ademas, dado que el estrés es un
proceso demandante de energia, el animal moviliza sustratos energéticos para hacer frente

al estrés metabolico como el incremento de glucosa en sangre con la finalidad de proveer
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energia necesaria a cerebro, branquias y musculos mediante la gluconeogénesis vy

glucogenolisis (Arends et al. 1999).

La respuesta terciaria representa al animal completo y cambios a nivel poblacional
asociados al estrés. Si el pez no es capaz de aclimatarse o adaptarse al estresor, cambios en
el animal pueden ocurrir como la reparticién de energia mediante la diversificacion de la
misma para hacer frente a la demanda energética realzada asociada al estrés y afectar
procesos tales como la reproduccion, el crecimiento o inmunosupresion (Iwama et al. 1998;
Arends et al. 1999; Barton 2002).

Toda manipulacion excesiva en los reproductores, asi como el proceso mismo de
extraccion de los gametos por medio de presiones abdominales generan un elevado estrés,
que se ve reflejado en la disminucion de la calidad del desove, fecundidad y fertilidad por
un efecto de inmunodepresion (Hobby y Pankhurst 1997). Por tanto, el conocimiento de los
mecanismos que regulan la funcion reproductora de las especies de interés econdmico es un
requisito indispensable para el desarrollo de la Acuicultura. Una vez adquiridos los
conocimientos necesarios sobre el proceso reproductor y su regulacién en una especie

determinada es posible controlar en cierta medida las distintas etapas de la reproduccion.

La captura es uno de los pasos obligados en la acuicultura y los animales responden a
este estresor mediante una serie de respuestas fisiologicas con el fin de compensar dichos
cambios (Abreu et al. 2009). Estudios realizados en varias especies de teledsteos, han
demostrado que el estrés causado por la captura y manejo de los peces esta asociado con un
incremento de cortisol y una disminucion de andrégenos y estrogenos en plasma
(Clearwater y Pankhurst 1997). Se ha establecido al estrés como uno de los principales
factores inhibitorios del proceso reproductivo, afectando de manera considerable los
procesos endocrinos que se llevan a cabo durante esta etapa, disminuyendo de esta manera
la produccién de gametos y larvas. Como primer efecto del estrés sobre el individuo es la
elevacion del cortisol en sangre. Estudios previos han sefialado que este corticoesteroide
inhibe el crecimiento gonadal, disminuye los niveles en sangre de GtHs, vitelogenina y

esteroides gonadales tanto en salmonidos como en otros teledsteos (Mommsen et al. 1999).
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Tanto el cortisol como otros pardmetros fisioldégicos (lactato, osmolaridad,
hematol6gicos) han demostrado ser excelentes indicadores de estrés en una gran variedad
de animales, permitiendo determinar el grado de estrés al que esta sometido el pez
(Campbell 2008; Abreu et al. 2009). Conjuntamente, han sido utilizados en la
determinacion del estado de saludo de organismos tanto silvestres como cultivados. Dado
que las respuestas bioldgicas al estrés varian considerablemente en tiempo y magnitud entre
especies, es importante entender la escala de la respuesta por especie y también de la
respuesta concerniente a una linea basal (Campbell 2008), esto es, es necesario conocer
dicha linea basal para poder determinar el tipo de respuesta (Abreu et al. 2009). Sin
embargo, la falta de una linea basal de cortisol en plasma es uno de los principales
problemas al llevar a cabo estudios de estrés en peces, particularmente cuando se realizan
comparaciones de respuesta al estrés de diferentes especies. Hasta el momento, el valor de
cortisol en plasma de un pez no estresado es <10 ng/mL. Sin embargo, existe variacion en
las especies relacionadas a factores tales como la edad, estado de maduracion sexual,
temporada, temperatura del agua y en mayor importancia el método de obtencion de plasma

asi como del método de captura (Clearwater y Pankhurts 1997).

Por tanto, el estrés es una respuesta biologica de adaptacion a condiciones adversas y
el pez responde mediante la activacion de respuestas tales como incremento de cortisol
circulante y glucosa asi como cambios en el balance idnico y perfil hematologico (Abreu et
al. 2009).

1.5 Bioquimica Sanguinea en teledsteos

El analisis de indicadores bioquimicos sanguineos en la piscicultura ha mostrado ser una
herramienta muy 0til en la evaluacion y monitoreo del estado de salud tanto de organismos
silvestres como cautivos (de Pedro et al. 2005; Asadi et al. 2006) ya que se trata de valores
fisidlogos especie-especificos y dependientes de la edad (Anver 2004). Varios factores son
los que pueden provocar cambios temporales sobre la bioquimica sanguinea en los peces
tales como el ciclo reproductivo (Svoboda et al. 2001), la alimentacién, la temperatura, el

pH, el fotoperiodo, etc. (Bayir et al. 2007). Los indicadores bioquimicos proveen
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informacion importante sobre desordenes metabdlicos, deficiencias y estrés cronico antes
de que estos presenten alguna sefial clinica (Bahmani et al. 2001), por lo que es importante
conocer como es que los parametros bioquimicos pueden cambian conforme al tiempo
(Terasawa et al. 2002). Factores exdgenos tales como manipulacion de los ejemplares,
enfermedades, y estrés provocan cambios significativos en la composicion sanguinea.
Fluctuaciones en la concentracion de cortisol, glucosa y colesterol ha sido detectadas
debido a la manipulacion (Zhou et al. 2009) y al estrés por hipoxia (Silkin y Silkina 2005).
Los niveles de cortisol y glucosa estan considerados como indicadores especificos de estrés
(Svoboda et al. 2001).

1.6 Sistema Inmunoldgico en Teledsteos

El sistema inmunoldgico de los peces teledsteos constituye un mecanismo de defensa
altamente complejo. Dada esa complejidad, se divide en dos tipos: respuesta innata o
inespecifica y respuesta adaptativa o especifica (Bernstein et al. 1998; Olabuenaga 2000;
Tort et al. 2003; Magnadottir 2006). Ambas respuestas se dividen a su vez en humoral y
celular. La primera dependen de la accion de sustancias solubles halladas en los distintos
fluidos corporales, y la segunda dependen de la accion directa de las células de defensa, los
leucocitos (Bowden 2008).

De manera general el sistema inmune de cualquier organismo lleva a cabo tres

funciones o tareas basicas (Lomonte 2003):

1) Defensa inmunoldgica: Es la funcidon de reconocimiento y eliminacion de los agentes
infecciosos 0 sus productos. Se incluye también la respuesta dada por otros agentes
exogenos no infecciosos.

2) Homeostasia: Se refiere al mantenimiento del equilibrio interno. El sistema inmune
reconoce Yy elimina células y moléculas propias que han envejecido o deteriorado por
causas diversas. Se incluye funcién reguladora en la hemopoiesis, reparacion y
regeneracion de tejido dafiado, balance hormonal, entre otros.

3) Vigilancia: Es la funcion de reconocer y atacar aquellas células que han sufrido

mutaciones.
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La funcién adecuada de ambos sistemas de defensa, innato y adquirido, esta
intimamente relacionada con factores como estatus nutricional, fisiologia del pez asi como
de factores externos (fotoperiodo, temperatura, etc.). Cambios ambientales pueden afectar
de manera aguda o cronica el sistema inmune de los peces, dependiendo del tiempo de
exposicion. Un impacto agudo involucra una respuesta del sistema inmune innato mientras
que un impacto cronico una respuesta del sistema inmune adaptativo. Por ejemplo,
impactos de corta duracion puede provocar estrés en el animal y este puede ser medido por
el incremento en los niveles de cortisol que ha demostrado ser un inmunosupresor y anti-
inflamatorio (Mommsen et al. 1999; Rotllant et al. 2000). Bajo circunstancias normales, la
liberacion de cortisol estd asociada con estrés, gluconeogénesis, funcion metabolica,
inmunosupresion y osmoregulacion. Por tanto, elevados niveles de estos glucocorticoides
han demostrado ser inhibidores de los factores humorales relacionados con la respuesta
inflamatoria (Fast et al. 2008), con la actividad fagocitaria, disminucion de la actividad de
los anticuerpos (Harris y Bird 2000), de la explosion respiratoria en leucocitos (Esteban et
al. 2004). Diversos estudios han demostrado que el estrés o administracion de cortisol
disminuye la resistencia de los peces a patdgenos bacteriano o micoticos (Harris y Bird
2000). Sin embargo, ésta respuesta puede disminuir conforme al tiempo a pesar de
mantenerse los cambios en el ambiente (Bowden 2008). Actualmente, varias especies de
teledsteos estan siendo utilizadas para la comprension de ciertas funciones basicas de
algunos componentes del sistema inmune. Cada vez mas se considera al sistema inmune

como una red compleja y sofisticada con una respuesta multinivel (Whyte 2007).
1.7 Hematologia en Teledsteos

La hematologia es una ciencia que se encarga del estudio de la sangre y de los elementos
que la conforman asi como de los trastornos estructurales y bioguimicos de estos elementos
que puedan conducir a una enfermedad (Jaramillo-Schadebrodt 2005). Dado su enfoque
etiologico, de diagndstico, de tratamiento, de prondstico y de prevencion de las
enfermedades de la sangre y 6rganos hemo-linfo-productores, la hematologia es una
herramienta muy asistida tanto en medicina como en veterinaria. Un estudio hematologico

0 biometria hematica puede incluir determinaciones cuantitativas como: valor de
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hematocrito, concentracion de hemoglobina, recuento de glébulos rojos, recuento
diferencial de glébulos blancos y plaquetas y velocidad de sedimentacion, entre otros
(Carrillo-Farga 2000). Su aplicacién no requiere de equipos caros ni sofisticados y permite
anticiparse a las manifestaciones clinicas de las enfermedades mediante el monitoreo de los

estados fisioldgicos, nutricionales y sanitarios de los organismo (Bahmani et al. 2001).

El estudio sobre parametros hematoldgicos en peces se ha venido desarrollando desde
hace aproximadamente 70 afios (Katz 1951; Hesser 1960; Blaxhall y Diasley 1973). Desde
entonces, se ha generado informacién al respecto, sin embargo, ha sido en estos Gltimos 15
afios que se ha extendido grandemente los conocimientos hematoldgicos (Soldatov 2005),
principalmente para especies de interés de cultivo (Valenzuela et al. 1999; Zeixa et al.
2007). Con ésta herramienta diagndstica se obtienen resultados en corto tiempo que
permiten evaluar cualquier perturbacion fisiologica que pueda afectar la salud de los
organismos (Davidov et al. 2002). Sin embargo, para una interpretacion correcta de los
resultados es necesario tomar en cuenta una gran variedad de factores como edad, estrés,
estado nutricional, calidad del agua asi como el habitat de la especie ya que por ser
animales poiquilotermos estan bajo la influencia del ambiente en el que viven (Bastardo y
Diaz-Barberan 2005).

La aplicacion de la biometria hematica en la piscicultura ha permitido comprobar
experimentalmente que variaciones en la temperatura, salinidad y oxigeno del agua pueden
provocar cambios fisiologicos en los niveles de algunos parametros sanguineos (Valenzuela
et al. 2007). Ademas, se ha relacionado esta alteracion con épocas de maduracion gonadal y
sexo (Sarasquete 1984; Collazos et al. 1998), crecimiento (Harding y Hoglund 1983), estrés
(Pierson et al. 2004) y cuadros patoldgicos (Silveira et al. 1996). Sin embargo, se ha
aplicado poco en peces marinos (Valenzuela et al. 1999). Especificamente en el conteo de
leucocitos, los resultados ain son polémicos en distintas especies. Por ejemplo en
salmonidos, en la especie de salmén Oncorhynchus nerka (Alcorn et al. 2002) y en la
trucha arcoiris O. mykiss (Hou et al. 1999), la inmunodepresion durante la reproduccion se
ve manifestada por una disminucion de leucocitos (leucopenia) en sangre. En contraste, en

machos de la carpa Leuciscus cephalus (Rohlenova y Simkova 2010) y el lenguado de
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invierno Pseudopleuronectes americanus (Bridges et al. 1976), ocurre una respuesta
inmune, en donde un incremento de leucocitos (leucofilia) es evidente. Cabe sefialar que
después de haber realizado una revision de la literatura, el trabajo de Bridges et al. (1976),
es el Unico que reporta un perfil anual de leucocitos que corresponde a un pez marino.
Bridges y colaboradores argumentan que el incremento en leucocitos durante la temporada
reproductiva del lenguado de invierno se podria explicar por un aumento de estrés y de una
mayor susceptibilidad a infecciones; patrones que estan tipificados solamente en
salménidos y que en la actualidad no se pueden generalizar a todas las especies de peces.

1.7.1. Sangre de Teleosteos

La sangre es un tejido liquido de color rojo que circula por venas, arterias y capilares de
todos los vertebrados y tiene como funcion principal proveer de oxigeno y nutrientes a cada
uno de los drganos y tejidos que conforman a un individuo. Ademas, conduce los productos
de la actividad metabdlica (ejemplo, CO,), transporta mensajeros quimicos (hormonas) y
defiende el cuerpo de infecciones gracias a la presencia de células especializadas para ello.
Esta compuesta por los elementos formes o figurados (células sanguineas) que conforman
el 45% del total de la sangre, suspendidos en el plasma sanguineo que conforma el 55%
(Leeson et al. 1990). En su conjunto ocupan un volumen de entre el 5 y el 8% del peso
corporal de la mayoria de los vertebrados, mientras que en los peces es del 2 al 4%
(Jaramillo-Schadebrodt 2005).

1.7.2 Plasma sanguineo

El plasma de los peces es un liquido claro con caracteristicas similares a la de mamiferos;
compuesto en un 90% de agua Yy el resto de compuestos organicos e inorganicos disueltos,
como por ejemplo elementos formes, productos absorbidos durante la digestion, sales,
desechos metabolicos, hormonas, enzimas, anticuerpos y gases disueltos. La Unica
diferencia en comparacion con el plasma de los vertebrados superiores esta en el contenido
proteinico, ya que es menor (Satchell 1991). Sus principales componentes son albumina,

lipoproteinas, globulinas, ceruloplasmina, fibrindgeno y iodurofornio (Gnico en peces)
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(Lagler et al. 1990) y su presencia y abundancia en sangre dependera de la especie asi como
de su funcion metabdlica (Satchell 1991).

1.7.3 Elementos Formes o Figurados

Como todo tejido, la sangre estd conformada por células especializadas que en su conjunto
se conocen como elementos formes o figurados que varian en forma, tamafio y funcion.
Estos componentes celulares son los eritrocitos o globulos rojos, encargados del transporte
de oxigeno; los trombocitos con actividad coagulante y los leucocitos o glébulos blancos
encargados de la respuesta inmune. Su morfologia, presencia y/o ausencia dependera de la
especie (Jaramillo-Schadebrodt 2005). Ademas, el estudio de estos elementos formes es de
gran importancia clinica, dado que la morfologia, nUmero y porcentajes de los diferentes
tipos celulares son indicadores de muchos cambios patologicos en el cuerpo de un

organismo (Leeson et al. 1990).
1.7.3.1 Eritrocitos

Los globulos rojos o eritrocitos son las células mas abundantes dentro del tejido sanguineo
tanto en peces como en el resto de los vertebrados. Su funcion principal es la de transportar
oxigeno de las branquias a los tejidos con ayuda de la hemoglobina (Hb) y en menor grado
del transporte de CO, (Satchell 1991). Se ha observado que el contenido de Hb en sangre
de peces varia de acuerdo al nimero de eritrocitos presentes, con valores que van del 37 al
79% en algunos teleGsteos marinos (Lagler et al. 1990). La cantidad y tamafo de los
eritrocitos varia segun la especie (Satchell 1991; Collazos et al. 1998; Jaramillo-
Schadebrodt 2005; Valenzuela et al. 2007; Najiah et al. 2008). Sin embargo, varios
investigadores coinciden en que los teledsteos presentan una concentracion promedio de
1.0 a 3.0 x 10° células/mm® en la sangre y su tamafio varia entre 10 a 15 um en su eje

mayor y entre 8 y 10 um en su eje menor (Jaramillo-Schadebrodt 2005).
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Figura 5. Esquema representativo de un eritrocito maduro y un eritrocito inmaduro de teledsteos.

Tomado de http://www.aqualex.org/elearning/fish_haematology/english/index.html

Morfologicamente, los eritrocitos maduros (EM) son de forma eliptica con un ndcleo
ovoide central (Fig. 5) de cromatina condensada, constituida por heterocromatina de
coloracion purpura obscuro. Presentan un citoplasma abundante, granular sin inclusiones ni
mitocondrias y levemente eosinofilo de coloracion azul-grisacea. La superficie de la célula
es lisa (Jaramillo-Schadebrodt 2005; Zeixa et al. 2007). Los eritrocitos inmaduros (EI) se
caracterizan por ser de forma redonda, con un nucleo central esférico o casi esférico (Fig.
5). Pueden ser de tamafio mas grande o mas pequefios que los EM (Zeixa et al. 2007).
Contienen cromatina, de aspecto reticular, en menor grado comparado con los EM, el
citoplasma presenta una coloracion azul-violacea mas obscura que el de los EM (Fijan
2002). Se les llama reticulocitos si son tefiidos con azul brillante de crecilo. Si son tefiidos
con May Grinwald-Giemsa se les da el nombre de policromatéfilos y su nombre se refiere
a la ambigledad tintorial del citoplasma; rosado-naranja por la afinidad de la hemoglobina
por la eosina y azul (basofila) que indica activa sintesis proteinica (Valenzuela et al. 1999;
2007).

Evaluar las caracteristicas morfologicas y contenido de eritrocitos en sangre ha
demostrado ser muy util en la determinacion de anormalidades hematoldgicas en la
piscicultura. Se evaltan en funcién de indices primarios o derivados. Los indices primarios
corresponden al contenido de Hb, recuento eritrocitario (RE) y hematocrito (Ht). Estos
valores indican la capacidad de transporte de 0, en la sangre y la habilidad de un organismo

para encontrar los requerimientos de O, metabdlico (Jaramillo-Schadebrodt 2005).
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Existe poca informacion en relacién a los policromatocitos y se han empleado
principalmente en el estudio de anemias regenerativas o al control del tratamiento de
anemias carenciales. Sin embargo, un estudio realizado en salménidos, relacionando
cantidad de EI con el estrés, abrié la posibilidad de utilizar a estas células como otro
indicador de anormalidad (Valenzuela et al. 1999). En sangre, se observa un mayor
contenido de EM que EI en una proporcién directa al estado de madurez. Se ha calculado
que la presencia de los EIl en sangre va del 1 al 10%, por lo que modificaciones en dicho
porcentaje es un indicador de alteracion en la actividad eritropoietica (Fijan 2002).

1.7.3.2 Leucocitos

Los globulos blancos o leucocitos son un conjunto heterogéneo de células sanguineas que
son los efectores celulares de la respuesta inmunitaria. Estos pueden encontrarse en sangre
circulante o en tejido y pueden formar complejos celulares Ilamados centros
melanomacrofagicos. Su identificacion y clasificacion se lleva a cabo mediante criterios
morfoldgicos, sin embargo, debido al uso de diferentes técnicas de tincion y la falta de una
nomenclatura uniforme (Sarasquete 1984) puede existir problemas al momento de
clasificarlos, corriendo el riesgo de generar diagnosticos erroneos. Aunado a esto, se
pueden observar, en la sangre circundante de los peces, leucocitos en diferentes estadios de
madurez lo que provoca confusién, dificultando ain mas su clasificacion (Zexia et al.
2007).

Leucocitos Leucocitos
Granulosos Agranulosos
Neutrofilo Fosinotilo Basofilo Monocito Lintocito

Figura 6. Esquema de los diferentes tipos de leucocitos o globulos blancos presentes en teledsteos.
http://imww.nIm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003440.htm
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De manera general los leucocitos se dividen en dos grupos principales (Fig. 6):
leucocitos granulosos (Neutréfilos, Eosinéfilos y Basoéfilos) y leucocitos agranulosos
(Monocitos o Macrofagos y Linfocitos) (Ferndndez et al. 2002; Jaramillo-Schadebrodt
2005); la presencia y abundancia dependera de la especie asi como de factores como estatus
fisiologico del animal y condiciones ambientales. Se han establecido cifras que van de los
2,000 hasta 150,000 leucocitos/mm? en los diferentes grupos de peces (Lagler et al. 1990;
Fernandez et al. 2002). Los globulos blancos pueden llegar a constituir el 10% del total de
la poblacién células sanguinea, siendo los linfocitos los mas abundantes (Jaramillo-
Schadebrodt 2005). La evaluacién de estas células (leucogramas), al igual que eritrocitos,
permite determinar el estado de salud de los peces (Peutz et al. 1996).

1.7.3.2.1 Linfocitos

Son agranulocitos altamente diferenciados y pertenecen al sistema inmune de todos los
vertebrados. Morfologicamente, son células de tamafio pequefios, oscila entre 4.5 y 8 um,
son celulas no fagociticas y constituyen el 50-90% del total de los leucocitos (Olabuenaga
2000). Su nuamero en sangre varia y dependen de muchos factores, como la especie, las
condiciones de extraccion de la sangre, condiciones fisioldgicas del pez o incluso de las
variaciones individuales que habitualmente se presentan. El citoplasma es escaso,
frecuentemente irregular debido a la proyeccién de los seudopodos, es basofilo y contiene
al nucleo grande, redondo o levemente reniforme, con la cromatina muy agrupada, que
ocupa gran parte del citoplasma (Fig. 6). Bajo el microscopio, el citoplasma se dispone
como un fino anillo baséfilo alrededor del nicleo y en él se encuentran mitocondrias,
reticulo endoplasmico liso y rugoso, ribosomas y aparato de Golgi, lo que demuestra que
son células de alto potencial metabdlico (Fernandez et al. 2002). Por ser células
pertenecientes al sistema inmune son producidas en los principales érganos linfoides: bazo,

rifidn o pronefros y timo (Olabuenaga 2000).

A nivel funcional, son los responsables de la respuesta inmune especifica humoral y

celular, que se traduce en la produccion de anticuerpos, la capacidad citolitica, el proceso
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de memoria inmunolégica y la liberacion de factores reguladores de la funcion inmune,

como las linfocinas (Fernandez et al. 2002).
1.7.3.2.2 Monaocitos/Macrofagos

Son los leucocitos moviles de mayor tamafo que varian de 5-10 um de ancho por 14-16 um
de largo, dependiendo la especie. Morfoldégicamente, son redondos y ocasionalmente puede
observarse pseudopodia. Presentan un nucleo que ocupa entre un medio y un tercio del
volumen y puede exhibir una ligera invaginacion o forma de rifidn (fig.6); la cromatina
aparece dispersa (Olabuenaga 2000; Fernandez et al. 2002). El citoplasma es denso, con
formaciones membranosas y gran nimero de cuerpos heterogéneos (fagosomas), en
ocasiones presenta granulos de melanina (Peleteiro y Richards 1990). Al tefiirse con
Giemsa, el citoplasma da una coloracion azul-gris o azul brillante. Se tifien positivamente
por reaccion al PAS y presentan actividad esterasa inespecifica y fosfatasa acida
concentrada en los granulos. Se producen principalmente en el rifion (Whyte 2007) y se
distribuyen por todos los tejidos y cavidades corporales, pero principalmente se localizan
en rifion y bazo y en tejidos inflamados. En teledsteos los macrofagos son especialmente
abundantes en el bazo y en el tejido linfomieloideo renal y puede haber en otros tejidos, por
ejemplo la mucosa olfatoria y en tejidos inflamados (Olabuenaga 2000). Su presencia en
sangre es muy escasa, alrededor del 0.1% aungue en el bagre representan un 1-8% del total

de leucocitos (Fernandez et al. 2002).

Funcionalmente, son células con capacidad de ingerir y digerir material extrafio,
inerte o antigénico, asi como restos celulares resultantes de la respuesta inflamatoria u otros
procesos degenerativos. Ademas, presentan actividad microbicida tanto intra como
extracelularmente durante el proceso de explosién respiratoria. Los macréfagos que
contiene el material fagocitado se retinen en zonas linfoides (principalmente bazo) donde
forman los centros melanomacrofagicos y se lleva a cabo la eliminacion de los agentes
extrafios. Estos centros estan compuestos por células fagociticas que contienen material
foraneo y grandes cantidades de productos de desecho celular. Por otro lado, los monocitos

participan en la respuesta inmune especifica como importantes células accesorias en la



26

iniciacion y en la regulacion de la inmunidad. Esto es, reconocen y procesan el antigeno
bajo la forma de complejos antigeno-anticuerpo y secretan factores solubles que regulan la
actividad linfocitaria. Por lo que juegan un papel importante en lo que se conoce como
memoria inmune (Olabuenaga 2000; Fernandez et al. 2002).

1.7.3.2.3 Granulocitos

Son células sanguineas que se caracterizan por presentar granulos en su citoplasma. En
peces, al igual que en otros vertebrados, morfoldgicamente se dividen en neutrofilos,
baséfilos y eosinéfilos (acidofilos) (Fig. 6) de acuerdo a sus propiedades tintoriales con
tincion de Romanovsky (Hine 1992).

La frecuencia con la se pueden encontrar en sangre asi como de su funcién varia entre
y dentro de las especies (Hine 1992; Ainsworth 1992). Constituyen del 4 al 60% del total
de leucocitos presentes en sangre. Un aspecto importante de sefialar es que varios autores
coinciden con la introduccion del término heterdfilo para la identificacion de los
granulocitos con formas redondeadas y nucleos multilobulados lo que ha facilitado
enormemente su identificacion y clasificacion (Jaramillo-Schadebrodt 2005). Los
granulocitos provienen de las células embrionarias llamadas granuloblastos contenidos en

el rifdn cefalico.

Los granulocitos estan involucrados en la respuesta celular no especifica, esto es,
responden ante la presencia de material extrafio dentro del cuerpo pero no hay un
reconocimiento especifico del antigeno. Estas células migran hacia donde la invasion
ocurre y destruyen esas particulas extrafias mediante fagocitosis o por destruccion directa
conocida como respuesta citotoxica. A este proceso se le Ilama respuesta inflamatoria. La
actividad microbicida de los granulocitos estd mediada por el proceso denominado
explosion respiratoria, que consiste en la capacidad de convertir el oxigeno molecular en
una serie de compuestos o metabolitos de oxigeno, entre ellos el anidn superéxido (0%) y el
peréxido de hidrogeno (H20,), que son potentes microbicidas capaces de dafiar moléculas
organicas. Es la enzima NADPH oxidasa (nicotinamida-adenin-dinucléotido-fosfato-

hidrogeno oxidasa) encargada de reducir el O, en anion superdxido y la mayoria de este se
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transforma en H,O, espontaneamente o por la enzima superoxido dismutasa (Fernandez et
al. 2002).

1.7.3.2.3.1 Neutrdfilos

Se les denomina neutrdfilos por carecer de afinidad a tintes acidos o basicos. También se
les conoce como heterdfilo, plomorfonucleares, leucocitos tipo | o simplemente
ganulocitos. Morfolégicamente presentan un nudcleo no central multilobulado, con la
cromatina densa y agrupada. El citoplasma contiene granulos de forma ovalada o redonda
que varian en tamafio, presentan mitocondrias y reticulo endoplasmatico. Al tefiirse con
Giemsa, el nucleo presenta una coloracion purpura oscuro y los granulos varian del gris al
rosa palido. El tamafio de los neutrofilos es mayor que el de los linfocitos y eritrocitos, va
de 10 a 15 um y presenta una relacion nucleo-citoplasma de 1:3 o 1:2 (Fernandez et al.
2002; Jaramillo-Schadebrodt 2005).

Los neutréfilos se localizan en sangre circulante y tejidos inflamados y conforma
entre 6 y 8% de leucocitos totales, aungue se ha visto que pueden llegar a ser hasta el 25%
del total. Son las primeras células en salir del bazo y se forman en el pronefros. Su principal
funcion es la fagocitosis y la actividad microbicida mediada por el proceso de explosion
respiratoria. Su importancia radica en su contenido de lisosomas; vacuolas que contienen
enzimas Yy actuan destruyendo los organismo fagocitados por la célula (Jaramillo-
Schadebrodt 2005). Otra funcidn es la mediacion de la respuesta inflamatoria aguda. A
partir del pronefros, estos heterdfilos pasan al torrente sanguineo y migran hacia los tejidos
inflamados en respuesta a estimulos quimiocinéticos, aunque éste fendmeno se produce de
manera mas lenta que en mamiferos. Esto provoca una disminucion de los neutréfilos en el
pronefros (Hine 1992).

1.7.3.2.3.2 Bas6filos

Son leucocitos con un tamafio aproximado de 8 um de diametro, un citoplasma que
presenta afinidad por los tintes basicos con gran numero de granulos en su interior lo que

generalmente ocasiona que no pueda ser distinguible el nacleo (Fig.6). Son células muy
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escasas Yy poco frecuentes en la sangre de los teledsteos ya que constituyen no méas del 0.1%
del total de leucocitos (Hine 1992). Poco se sabe de la funcion de éstas células leucocitarias
en peces y hasta el momento no se les ha implicado en ninglin mecanismo de defensa.
Tampoco se sabe el porqué de esta baja ocurrencia o ausencia total de baséfilos en sangre
de los peces, algunos autores lo atribuyen al uso inadecuado de métodos de tincion, ya que
usualmente se utilizan los métodos empleados para mamiferos. En vertebrados inferiores,
se ha observado que los granulos de las basofilos se tifien pobremente en tinturas disueltas
en etanol como el colorante de Wright’s. En un estudio realizado con Sparus aurata no se
observo presencia de baséfilos en sangre usando colorante Giemsa o azul de toloudina, sin

embargo, se confirmé su presencia al usar microscopia electronica (Tavares-Dias 2006).
1.7.3.2.3.3 Eosinofilos

Se trata de células leucociticas de forma redondeada con un nucleo a menudo bilobulado
excentrico, de cromatina laxa, nucléolos aparentes. Un citoplasma azul palido con granulos
de forma esférica, en baston recto o curvo y se tifien con colorantes &cidos en medios
alcalinos, como la eosina (Fig.6). El tamafio de la célula varia de acuerdo con la cantidad y
tamafo de los granulos eosinofilos acumulados en el citoplasma y varia entre 4.5y 15 um
de diametro y corresponden el 2-3% del total de leucocitos (Fernandez et al. 2002;
Jaramillo- Schadebrodt 2005).

En la mayoria de los teledsteos los eosin6filos son escasos 0 ausentes en la sangre
circulante (Olabuenaga 2000). Se han observado principalmente en branquias, piel,
corazln, vejiga natatoria, tejido hematopoyético y epitelio nasal asi como en tejido
conectivo, especialmente en el tracto gastrointestinal (Fernandez et al. 2002). En algunas
especies es abundante en el intestino, lo cual indicaria alguna funcion en la inmunidad
contra bacterias (Olabuenaga 2000). Sin embargo, su funcién no esta clara, pero se cree que
intervienen en los procesos de inflamacion y defensa celular mediante degradacion por lo
que se han comparado con los mastocitos o células cebadas de mamiferos (Fernandez et al.
2002).
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1.7.3.2.4 Trombocitos

Los trombocitos son células sanguineas que pueden presentar formas que van de redondas
a elipsoides (Fig. 7) y se cree estan relacionados con el estadio de madurez de la célula,
redondo-maduros, elipsoides-inmaduros (Conroy y Armas 1984). El nucleo es globoso, de
color violeta y cromatina en forma de heterocromatina. En la mayoria de ellos, el
citoplasma es escaso y no es posible su observacién. Cuando es visible, el citoplasma es
hialino, con discreta basofilia en la periferia y mayor volumen en los polos de las células.
Esta ausencia de citoplasma se cree es debido al estrés al que es sometido el pez al
momento de su captura, eliminando asi el trombocito todo su citoplasma, lo que puede
provocar confusion al momento de su clasificacion ya que se puede llegar a confundir con
los linfocitos (Veiga et al 2000).

a b
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Figura 7. Esquema de cuatro morfologias principales de trombocitos en teledsteos. Tomado de
http://www.aqualex.org/elearning/fish_haematology/english/index.html
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La principal funcion de los trombocitos es la coagulacién de la sangre, segregan
tromboplastina, una enzima que polimeriza el fibrinbgeno. También se especula una
funcion tipo fagocitosis pero parcial ya que las particulas no son engullidas en su totalidad
por la célula. Su origen aun no ha sido establecido, pero se sugiere al bazo como el tejido
generador de trombocitos dado que se han observado en gran cantidad dentro de este tejido
(Fernandez et al. 2002; Jaramillo-Schadebrodt 2005).
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1.8 Avances en acuicultura de la cabrilla sardinera

La cabrilla sardinera se asign6 como especie estratégica del Programa de Acuicultura del
CIBNOR en el 2001. Mediante la captura de cabrillas maduras silvestres, asi como una
proporcion de hembras que han madurado en cautiverio, se ha logrado la induccion a la
maduracion final con el uso de hormonas de hCG y LHRHa, obteniendo fecundidades
promedio de 200,000 de huevos y con una tasa de fertilizacién de alrededor de 62%
(Kiewek-Martinez 2004; Gracia-Lépez et al. 2005). De las larvas obtenidas por induccion
hormonal, se han llevado a cabo estudios del desarrollo embrionario y morfologia de
huevos y larvas (Martinez-Lagos y Gracia-Lopez 2009; Gracia Lopez et al. 2004 a,b).

Se desconoce hasta ahora si esta especie tiene una tasa de crecimiento adecuada en
estanques de cultivo. Sin embargo, los serranidos presentan, en general, una alta
vulnerabilidad a la pesca, como es el caso de la cabrilla sardinera, ya que son especies de
crecimiento lento y alta longevidad de 20 a 40 afios (Pears 2005). Especificamente para la
cabrilla sardinera, el lento crecimiento y la alta vulnerabilidad ya han sido confirmadas por

Diaz-Uribe (2001), a través del anélisis de otolitos.

Otra caracteristica de la especie es el hermafroditismo, clasificada como protoginica,
en donde los individuos son hembras y posteriormente se revierten a machos, patron sexual
predominante entre los Ephinephelidae gregarios. Lo anterior confirmado por Kiewek
Martinez (2009) en ejemplares mantenidos en cautiverio, en donde las hembras que fueron
capturadas en febrero, se encontraron en estado bisexual en marzo y revertidos a machos en
abril. Sin embargo, también se postula que pueda tratarse de una especie gonocérica
(Erisman et al. 2008). Recientemente, se ha encontrado que también machos maduros con
esperma fluyente se han revertido parcialmente o totalmente en hembras en cautiverio (Dra.
D. Guerrero-Tortolero, comm pers.). Por ende, la reversién sexual de ésta especie en
cautiverio ha representado problemas de sincronizacion reproductiva, en el sentido de que
cuando una proporcion de hembras madura, pudieran algunas hembras estar en el proceso
de revertirse a machos, o bien no existir machos fluyentes con esperma disponible, o bien,

que los machos que estaban disponibles para madurar, estuvieran en el proceso de revertirse
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a hembras. Estos aspectos de hermafroditismo relacionados con la maduracion de cabrillas,
son posiblemente una causa de tipo social, ya que estos grupos tienden a formar “harems”
lo que resulta en una escasa maduracion en cautiverio que no ha hecho posible el control de

la reproduccion con fines de acuicultura.

Por otra parte, la cabrilla sardinera ha presentado una alta mortalidad de ejemplares
en cautiverio, debido al parecer a una elevada susceptibilidad de enfermedades, cuya
pérdida de reproductores se ha tenido que compensar continuamente con la captura de
ejemplares silvestres. Investigaciones en Asia en especies similares indican la necrosis viral
ocasionada por nodavirus (Lai et al. 2001) e iridovirus (Mao et al. 2008) que son mortales
para varias especies cultivadas de meros de la familia Epinephelidae. Sin embargo, ain no
se cuenta con este diagnostico para la cabrilla sardinera. Por otro lado, las infecciones de
bacterias, hongos y parasitos, también causan enfermedades agudas en meros cultivados y
adicionalmente, factores no infecciosos, como una nutricion no balanceada y factores
ambientales y bioldgicos de los serranidos, pueden llegar a enfermar a los peces (Nagasawa
y Cruz-Lacierda 2004).

La falta del control reproductivo y la alta mortalidad ha provocado que la produccion
de huevos y larvas dependa en su totalidad de la captura de cabrillas maduras silvestres, y
ademas limitada a la temporada reproductiva de marzo a mayo de cada afio. Aspectos que
no fueron favorables para que continuara como especie estratégica a partir del afio 2009 en
el Programa de Acuicultura del CIBNOR.
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1.9 Justificacion

En todas las especies de peces en donde es necesaria la induccién a la maduracion final a
través del uso de hormonas, la dosis hormonal se establece generalmente en forma empirica
a manera de “ensayo y error”, en donde aquella concentracion de una determinada
hormona, que mayormente estimula la vitelogénesis y la incorporacion del vitelo al
ovocito, da como resultado el maximo aumento en el tamafio del huevo y por ende,
ovocitos maduros y ovulados para ser fertilizados (Lutz 2001). La cabrilla sardinera es una
de estas especies en donde después de hacer un estudio con dos hormonas en la maduracion
final, se concluyé que tanto la hCG asi como la LHRHa, son atiles para inducir a la
maduracion final, mas sin embargo, la hCG mostré significativamente una mayor cantidad
de huevos viables y fertilizados (Kiewek-Martinez y Gracia-Lopez 2010). Sin embargo, no
siempre se obtiene una respuesta de ovulacion favorable y existen diferencias entre los
peces que se inducen, por ejemplo, bajo un mismo tratamiento, el ovocito pudiera
incrementar su tamafio pero su viabilidad es baja después de realizar la fertilizacion, o bien,
el huevo no llega a su maxima hidratacion. Esto crea la necesidad de que se implemente
una metodologia que cuantifique una respuesta inicial de maduracion final de los ovocitos y
que sea predictible en un tiempo determinado de que el pez ovulard favorablemente para
proceder a la fertilizacion. Para ello es necesario utilizar marcadores que expliquen este
proceso.

Existen pocos estudios en peces que han analizado los cambios en los perfiles
sexuales esteroideos durante un tratamiento de induccion hormonal, en los cuales se ha
observado que tanto el estradiol, asi como la testosterona, son indicadores de una respuesta
fisiologica practicamente inmediata de los ovocitos ante dicho tratamiento y el resultado es
una ovulacion exitosa. Adicionalmente, el evaluar ambas hormonas permite evaluar de una
manera cuantitativa los incrementos de las mismas en relacion con el incremento en tamafio
del ovocito para su posterior ovulacion.

Es por ello, que el presente trabajo se enfocd inicialmente en obtener perfiles de
estradiol, testosterona y 11-ketotestostrona, en reproductores capturados de cabrilla

sardinera durante su periodo reproductivo natural, e inducidos a la maduracién final
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mediante tres tipos de hormonas, GnRHa, LHRHa y hCG. EIl fundamento de esta
investigacion se baso en la respuesta de cada una de estas hormonas a estimular la
produccion de testosterona y su conversion, via aromatizacion, a estradiol por el ovocito y
la subsecuente retroalimentacion de produccion de vitelogenina por el higado, aumentando
el didmetro del mismo. De esta manera, se permitira conocer en la cabrilla sardinera y de
manera individual por cada hembra y también colectivamente, si uno o mas de estos
esteroides se pueden utilizar como indicadores que puedan predecir el estimulo de un
tratamiento hormonal favorable en la maduracion final de esta especie.

En segundo término, durante el proceso de optimizar un tratamiento hormonal para
inducir a la maduracién final, se ha propuesto que la repetida manipulacién de los
reproductores produce estres y por tanto, disminuye la produccion de esteroides sexuales
afectando directamente la maduracion final con la degeneracion y reabsorcion de la gonada
(Zohar and Mylonas 2001). Sin embargo, no existe un estudio en la literatura de peces que
compruebe que hay un aumento de estrés durante un tratamiento hormonal de induccion a
la maduracion final.

Es por ello que el presente trabajo de investigacion también incluyo el perfil de
cortisol durante la induccién a la maduracién final con las tres hormonas, el cual permitira
dar un indicativo de estrés provocado por una terapia hormonal, debido a una mayor

demanda metabdlica de madurar los ovocitos en un periédo corto de tiempo.

En tercer término, tampoco existen trabajos en peces en donde indiquen si algln
metabolito bioquimico tiene un perfil significativo que esté relacionado con una
maduracion final favorable. Por lo tanto, la evaluacién de lipidos totales, triglicéridos,
colesterol y glucosa durante la induccion a la maduracion final, fueron analizados en el
presente trabajo de investigacion. Dicha informacion, permitira conocer si algun metabolito
bioguimico se puede utilizar como un indicador que pueda predecir el estimulo de un

tratamiento hormonal favorable en la cabrilla sardinera.

Por ualtimo, dentro de los indices hematoldgicos, las células sanguineas son de vital
importancia en el sistema inmune y son un buen indicador del estado de salud en peces

(Blaxhall y Daisley 1973). El conteo diferencial de leucocitos puede indicar la presencia de
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una enfermedad infecciosa y proveer informacién de mecanismos de defensa y la
patogénesis de las enfermedades (Fijan 2002a, b). La hematologia en peces marinos esta
recibiendo mas atencion para llevar a cabo diagnésticos de enfermedades y estado de salud
bajo condiciones fisiologicas de reproduccion, como es el caso de este estudio, y también
pueden ser aplicadas a ensayos de nutricién, factores ambientales, densidades, entre otros
(Palikova et al. 1999; Pavlidis et al. 2007; Zexia et al. 2007). Con el objeto de incrementar
el conocimiento de células sanguineas en peces marinos e implementar un procedimiento
de diagndstico que identifique la presencia de infecciones o un mal estado de salud en la
cabrilla sardinera en cautiverio, en este estudio se describieron inicialmente las células
sanguineas periféricas y posteriormente se obtuvieron perfiles comparativos entre cabrilla

sardinera madura e inmadura silvestre y cautiva de ambos géneros.



35

2. HIPOTESIS
Del presente trabajo de investigacion se elaboraron cuatro hipétesis fundamentales:

Partiendo de la premisa de que la hormona liberadora de gonadotropinas GnRHa, la
hormona luteinizante LHRHa y la hormona coridnica humana hCG, son hormonas que
acttan directamente en el eje Hipotalamo-Pituitaria-Gonada en vertebrados y cuya funcién
esta relacionada a la maduracién de los gametos y que, una vez que la génada de un pez
presenta una vitelogénesis avanzada, cualquiera de estas hormonas, ya sea de forma
endocrina directa o indirecta, estimularan al ovocito para que emprenda la etapa de
maduracion final y la subsecuente ovulacion, entonces se plante6 la primera hip6tesis de

trabajo:

1) Si se administran exdgenamente cada una de estas hormonas en hembras maduras
de cabrilla sardinera, entonces se obtendrd como respuesta un estimulo en los
ovocitos, reflejado en un aumento significativo de estradiol, testosterona y 11-

ketotestosterona.

Partiendo de la premisa de que el estrés (medido a través de cortisol) y la produccién de
esteroides sexuales estan inversamente correlacionados, se esperaria que después de
administrar exdogenamente cada una de estas hormonas en hembras maduras de cabrilla
sardinera, los niveles de cortisol se mantuvieran constantes o inclusive que disminuyeran.
Sin embargo, la contraparte de este proceso representa una mayor manipulacion del pez y
una demanda metabolica alta para madurar los gametos en un periodo corto de tiempo,
ambos procesos vinculados a un aumento de estrés, con lo cual se plante6 la segunda

hipdtesis de trabajo:

2) Si se administran exdgenamente cada una de estas hormonas en hembras maduras
de cabrilla sardinera, entonces se obtendra como respuesta un incremento

significativo de estrés.
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Partiendo de la premisa anterior, en donde ocurre una demanda metabdlica alta debida a la
maduracion final de los ovocitos y que este proceso conlleva un costo energético elevado,

se planted la tercera hipétesis de trabajo:

3) Si se administran exdgenamente cada una de estas hormonas en hembras maduras
de cabrilla sardinera, entonces se obtendrd& como respuesta un decremento

significativo de componentes bioquimicos plasmaticos.

Partiendo de la premisa de que las células sanguineas son de vital importancia en el sistema
inmune y son un buen indicador del estado fisioldégico de un pez y de que la maduracién de
los gametos, durante la etapa reproductiva conlleva a una inmunodepresion, se planted la

cuarta hipotesis de trabajo:

4) Si el proceso de maduracion durante la temporada reproductiva de la cabrilla
sardinera conlleva una inmunodepresion, entonces se obtendrda un menor porcentaje
de leucocitos y en forma individual de linfocitos, granulocitos, monocitos y
trombocitos en cabrillas maduras (temporada reproductiva en primavera),
comparadas con la cabrillas inmaduras (temporada no reproductiva en verano).
Adicionalmente, no existiran diferencias significativas entre hembras y machos de
cabrillas inmaduras mantenidas en cautiverio en cuanto al porcentaje de leucocitos y

a cada uno de sus tipos celulares mencionados.



37

3. OBJETIVO GENERAL

Cuantificar perfiles esteroideos y bioquimicos durante la induccion a la maduracion final
gonadica en la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea sujeta a tres tratamientos
hormonales, asi como comparar el porcentaje de células sanguineas circulantes en plasma y
el conteo diferencial de leucocitos, entre cabrillas maduras e inmaduras silvestres de ambos

sexos, y adicionalmente, entre hembras y machos inmaduros en cautiverio.
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar en plasma los niveles de 17R-estradiol, testosterona y 11-ketotestosterona
en hembras maduras de cabrilla sardinera inducidas hormonalmente al desove.

2. Evaluar el tamafio de ovocito a las 36 h de haber culminado los tres tratamientos de
induccion.

3. Evaluar en plasma los niveles de cortisol como indicadores de estrés en hembras
maduras inducidas hormonalmente al desove.

4. Evaluar en plasma los niveles de lipidos totales, triglicéridos, glucosa y colesterol
en hembras maduras inducidas hormonalmente al desove.

5. Realizar la identificacion y descripcion de células sanguineas en cabrilla sardinera.

6. Comparar el hematocrito, el conteo celular sanguineo y el porcentaje de eritrocitos,
eritroblastos y leucocitos circulantes en plasma, entre cabrillas maduras colectadas
en primavera, e inmaduras colectadas en verano de ambos sexos, asi como entre
hembras y machos inmaduros en cautiverio.

7. Comparar el conteo diferencial de linfocitos, granulocitos, monocitos y trombocitos,
entre cabrillas maduras colectadas en primavera, e inmaduras colectadas en verano

de ambos sexos, asi como entre hembras y machos inmaduros en cautiverio.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Captura de Ejemplares

Se pescaron ejemplares de cabrilla sardinera en la zona de la Isla San José, Baja California
Sur, México (24° 52’ latitud N y 111° de longitud O), utilizando el arte de pesca de cana y
anzuelo. El periodo de pesca comprendié los meses de abril y mayo para peces maduros y
de septiembre para peces inmaduros del 2009. Los peces se transportaron vivos en tanques
negros rotoplas de 1000 I., con aireacion constante hasta las instalaciones del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste.

5.2 Diseiio Experimental
5.2.1 Tratamientos hormonales para la maduracion final de cabrilla sardinera

Para llevar a cabo el tratamiento hormonal las hembras maduras se separaron en cuatro
grupos de 6 individuos asignados al azar: 1) Control placebo, 2) GnRHa, 3) LHRHa y 4)
hCG. Se mantuvieron en cuatro tanques experimentales interconectados de 3000 L con
sistema de recirculamiento de agua. El agua era pasada por un biofiltro de 500 L de
capacidad y posteriormente a una cisterna de 1000 L con cuatro calentadores eléctricos
sumergibles de 1000 W con la finalidad de mantener la temperatura del agua de 25-26 °C.
La salinidad del agua se mantuvo a 38 ppm, pH a 8.5 y la concentracion de oxigeno a 7

mg/L. El recambio de agua fue aproximadamente el 10% cada dia.

La concentracion hormonal que se aplicé a cada grupo fue la siguiente, de acuerdo a

la experiencia en la induccion a la maduracién final de ésta especie en el CIBNOR:

a) Control; solucién salina 0.9 NaCl (Placebo),
b) (LHRHa): 10 ng Kg™

¢) (GnRHa): 10 pg Kg™, y

d) (hCG): 1000 UI
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Figura 8. Inyeccion intramuscular en la parte superior dorsal por encima de la linea lateral en
cuatro grupos experimentales: solucién salina en hembras control, solucion de GnRHa
(10 pg Kg™), solucion de LHRHa (10 pg Kg™) y solucién hCG (1000 UlI).

La inyeccion tanto del placebo como de las hormonas se aplicd con jeringas de 3 mL
de manera intramuscular en la parte dorsal superior por encima de la linea lateral a la altura
del opérculo (Fig. 8). Se establecieron tres tiempos para la extraccion de sangre, previo a la

inyeccion (0 h) y dos posterior a la inyeccion (16 h'y 36 h) (Fig. 9).

El plasma obtenido de los cuatro grupos experimentales, en los tres tiempos
establecidos, se utilizaron para la cuantificacion de los esteroides estradiol, testosterona, 11-
ketotestosterona y cortisol, asi como para la medicion de los pardmetros bioquimicos tales

como glucosa, lipidos totales, triglicéridos y colesterol (Fig. 9).
5.2.2 Hematologia en cabrilla sardinera silvestre

Para la identificacion de los tipos celulares sanguineos y hematologia en sangre circulante
se elaboraron frotis sanguineos (dos por ejemplar) a hembras maduras (n = 18) y machos
maduros (n = 6) y hembras inmaduras (n = 6) y machos inmaduros (n = 6).
Adicionalmente, se elaboraron fortis sanguineos de hembras (n = 6) y machos (n = 6)
inmaduros que tenian 1 afio en cautiverio. El disefio experimental para el analisis de células
sanguineas entre cabrillas maduras e inmaduras silvestres y en cautiverio se presenta en la
Fig. 10.
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Tratamiento Hormonal
n =6 {/grupo

Placebo LHRHa GnRHa hCG
Sol. Salina 10 pg mL™ 10 pg mL™ 1000 1U

Analisis de plasma

0h,16hy36h

Esteroides
Testosterona
17B-estradiol

Bioquimica
Lipidos Totales
Triglicéridos
11-Ketotestosterona Colesterol
Cortisol

Glucosa

Figura 9. Diagrama de flujo del disefio experimental para el desarrollo de los tratamientos hormonales
con GnRHa, LHRHa y hCG utilizando hembras silvestres vitelogénicas de la cabrilla sardinera
en etapa reproductiva como modelo experimental.
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Hematologia

Hembra Madura n = 18 Hembra Inmaduran =6 Hembra Inmaduran =6
Macho Maduron =6 Macho Inmaduro n = 6 Macho Inmaduro n =6

Silvestres/Primavera Silvestres/\VVerano Cautivos

Hematocrito e Conteo diferencial
Conteo Celular Sanguineo 1. Linfocitos

Porcentaje Eritrocitos 2. Granulocitos
Porcentaje Eritroblastos 3. Monocito_s
Porcentaje Leucocitos 4. Trombocitos

Figura 10. Diagrama de flujo del disefio experimental para el anélisis de células sanguineas utilizando
hembras y machos silvestres y en cautiverio de cabrilla sardinera.
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5.3 Identificacidn de cabrillas maduras y toma de sangre

En el laboratorio los peces se concentraron en un tanque de 3 m®. Previo a la
manipulacion de los ejemplares, se colocé uno por uno en un tanque de 100 L con agua de
mar con 50 mg de metanosulfato/tricaina (MS-222) como anestésico, por 5 min. Una vez
dormido el pez se medio la longitud total (cm, LT) y peso total (g, PT). Posteriormente se
hizo una observacion de la regién urogenital del pez y se le aplicé una presion abdominal
con la finalidad de determinar el sexo y el estadio de gravidez. Las hembras gravidas se
identificaron por un abdomen expandido y una proyeccion del area urogenital, mientras que
los machos maduros por la presencia de esperma fluyente y abundante. Con el objeto de
valorizar el grado de maduracion de los ovocitos, a las hembras se les realizd una biopsia
gonadal (Fig.11) con una canula de polietileno de 1 mm de diametro y el tejido se colocd
en un portaobjetos y observo en fresco en un microscopio estereoscopico, con un ocular
con reglilla de medicion. Aquellas hembras maduras que presentaron ovocitos
vitelogénicos por presion abdominal o canula mayores a 450 pum de diametro (n = 30)
fueron seleccionadas para llevar a cabo el disefio experimental y marcadas
intramuscularmente con etiquetas de color azul. Los machos fluyentes se identificaron con
etiquetas de color rojo, etiquetas de color amarillo para hembras inmaduras, y blancas para

machos inmaduros de acuerdo a la temporada de captura.

Figura 11. Biopsia gonadal realizada a los ejemplares capturados con canula de polietileno.
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Se extrajo sangre de la vena caudal con jeringa heparinizada de 3 mL (Fig. 12) a
cada una los ejemplares seleccionados y se deposité en tubos de 5 mL con 100 uL de
heparina. Los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min a 4 °C. Se separ0 el
plasma del resto del paquete celular y se hicieron alicuotas de 200 uL en tubos eppendorff

de 500 pL y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

F
Figura 12. Extraccién de sangre de la vena cauda con jeringa heparinizada de 3 mL en
hembras seleccionadas para la realizacién de los tratamientos hormonales.

Posterior a la extraccion, se les aplicd antiséptico en espray en la zona afectada.
Finalmente, a todos los ejemplares se les dio un bafio preventivo sanitario con agua dulce

para la eliminacion de posible presencia de parasitos.

5.4 Histologia

Con el objeto de verificar la condicion citologica de madurez gonadal de las cabrillas
capturadas durante la primavera, tres hembras que no formaron parte del experimento,
fueron escogidas al azar, anestesiadas, sacrificadas y se les disecté una muestra de gdnada,
la cual fue procesada mediante la técnica histologica de Hematoxilina-Eosina (Humanson,
1977; Mumford 2009).
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La técnica histologica se llevo a cabo de la siguiente manera:

Fijacion. La porcion de gonada de cada una de las hembras se colocé en una solucion
fijadora Davidson’s por un periodo no mayor de 48 h a 4 °C. Transcurrido el tiempo se
removio la solucion fijadora y se almaceno el tejido en etanol 70%.

Deshidratacion. Con el fin de eliminar el agua, contenida dentro del tejido gonédico,
las porciones fijadas se llevaron de una concentracion de alcohol etilico de 70% a una de
100% en forma gradual, mezcla EtOH-xilol y xilol absoluto.

Inclusion. Terminado el proceso de deshidratacion los tejidos fueron embebidos en
Paraplast-TX. Posteriormente, se colocaron en placas de inclusibn en un Centro de
Inclusion LEICA.

Corte: Se realizaron cortes en serie en un micrétomo de rotacion, LEICA modelo
RM2025, a 3-4 um de grosor para cada una de las gonadas. Los cortes se extendieron en un
bafio de flotacion de teflon con agua a 43-45 °C y gelatina pura al 0.01% por litro y se

montaron en porta objetos, donde se secaron a temperatura ambiente.

Tincién. Una vez secados los cortes histologicos, el proceso de tincion para la técnica
histoldgica clasica de Hematoxilina-Eosina de Harris (HE), se realizd, sumergiendo los

cortes en una serie de soluciones y colorantes (ver Anexo I).

5.5 Cuantificacion Esteroides Sexuales y Cortisol

Para la cuantificacion de los niveles de esteroides en plasma de hembras maduras silvestres
experimentales de cabrilla sardinera se utilizaron Kkits comerciales (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA) basados en la técnica de Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas de tipo competitivo (Competitive Enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA). Se emplearon los siguientes Kits: Estradiol EIA Kit (cat. 582251); Testosterone
EIA Kit (cat. 582701); 11-ketotestosterone EIA Kit (cat. 582751) y Cortisol EIA Kit (cat.
500360).

Dado que las pruebas inmunoenzimaticas son técnicas muy Utiles para analizar

cuantitativamente la presencia de compuestos presentes en liquidos organicos utilizando
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anticuerpos (Makarananda y Neal 1992), se han venido empleando principalmente en el
campo de la quimica clinica y de la endocrinologia (Van Weemen y Schuurs 1971; Lequin
2005; Andrade 2006). Se emplea un reactivo de entrecruzamiento para acoplar
covalentemente una enzima a un anticuerpo o antigeno que se estd utilizando como un
analisis para una sustancia concreta. La enzima elegida debera ser aquella que pueda
determinarse con facilidad con una técnica espectrofotométrica (Mathews y Van Holde
1998). Esta reaccion de conjugacion antigeno-anticuerpo presenta una gran sensibilidad y
especificidad que permite la cuantificacion de los compuestos en concentraciones
reducidas, del orden de ng/mL o pg/mL (Andrade 2006).

La prueba ELISA de tipo competitivo se fundamenta en la competencia entre el
antigeno de la muestra (esteroide problema) y un antigeno (esteroide) conjugado a una
enzima (acetilcolinesterasa; AChE) por los sitios de union del anticuerpo del esteroide (Ac-
E,, T, 11-kt, Cortisol) que se encuentra en cantidad limitada (Mathews y Van Holde 1998).
Dado que la concentracion del esteroide conjugado es constante mientras que la
concentracion del esteroide problema varia, la cantidad de estradiol conjugado que se liga
al anticuerpo especifico sera inversamente proporcional a la concentracion de estradiol
problema (Andrade 2006).

Ag + Ag + Ac 4%» Ag-Ac + Ag-Ac + Ag + Ag”

Ag: Antigeno (analito)

Ag”: Antigeno marcado (cantidad constante)

Ac: Anticuerpo especifico en concentracion limitante
Ka: Constante de asociacion

Kd: Constante de disociacion

Este complejo anticuerpo-esteroide se une a anticuerpos monoclonales de ratén 1gG
anti-conejo previamente fijados en las paredes de los pozos de la placa. Se lava la placa con
la finalidad de remover todo aquello que no se haya unido y que este suspendido.
Posteriormente se agrega un amortiguador que contenga el sustrato para la AChE en los

pozos (Fig. 13).
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Figura 13. Esquematizacion de un inmunoensayo enzimético competitivo de un
solo paso. Modificado de http://www.ELISA-Development.com

El producto de esta reaccion enzimatica de una coloracion amarilla y es absorbida a
412 nm en un espectrofotémetro de microplacas Thermo Scientific (Multiskan Spectrum®).
La intensidad del color determina, espectrofotométricamente, si es proporcional a la
cantidad del esteroide conjugado unido a la pared del pozo, lo cual es inversamente
proporcional a la cantidad de esteroide libre presente en el pozo durante el periodo de

incubacion.
5.6 Biogquimica Sanguinea

5.6.1 Cuantificacion de Lipidos Totales

Para la cuantificacion de lipidos totales en sangre los cuatro grupos experimentales, se
utiliz6 el método de la sulfafosfovainillina. Una alicuota de 0.025 mL (25 pL) de cada
muestra de plasma, se coloco en tubos de vidrio, se les agreg6 0.25 mL de acido sulfdrico
concentrado y se incubd a bafio maria a 90°C por 10 minutos. Los tubos se enfriaron en
bafio de hielo, posteriormente se tomo6 20 pL de cada tubo y se colocaron en el fondo del

pozo de una microplaca (placa ELISA) de 96 pozos, se le agregd solucion reactiva para
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lipidos (fosfovainillina al 0.2% en &cido sulfdrico al 80%) se dejo incubar la placa por 40
min a temperatura ambiente y se tomd la lectura de la placa en un espectrofotdmetro de
microplacas Thermo Scientific (Multiskan Spectrum®) a 540nm. Al mismo tiempo que las
muestras, se hace reaccionar una curva de calibracion la cual se prepar6 de la siguiente

manera:

Curva tipo: La solucién estandar de lipidos (Lin-Trol Sigma L2648) contiene 20
mg/ml, de ésta se preparan diluciones en proporcion 1:2, en 1 mL de solucién salina,
quedando concentraciones de 10, 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125 y 0.15625, mg mL™ de lipidos.
Se utiliza solucién salina como blanco. La cantidad de lipidos se calcula con la siguiente

relacion:
[Lipidos (mg gr™)] = (Abs.sol.prob.x FD) / (m)

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion
5.6.2 Cuantificacion triglicéridos

Para la cuantificacion de triglicéridos en sangre de los cuatro grupos, se utilizd una prueba
enzimatica colorimétrica (kit de RANDOX, No. catalogo TR 1697). Los triglicéridos se
determinan a partir de la hidrolisis enzimatica con lipasas. El indicador es una
quinoinemina formada por peréxido de hidrogeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, bajo la
influencia de una peroxidasa. Esta técnica ha sido adaptada a microplaca de 96 pozos. Se
tomo una alicuota del homogeneizado de 20 pL y se coloco en el fondo de una microplaca,
se le agregd 200uL de solucion reactiva, se incubd 10 minutos y se leyé en un
espectrofotometro de microplacas Thermo Scientific (Multiskan Spectrum®) a una

absorbancia de 540 nm.

Curva tipo: La solucién estandar de triglicéridos contiene 200 mg dL™, de ésta se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 1 mL de solucion diluyente, quedando
concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 mg dL™ de triglicéridos. Se utiliza
solucién diluyente como blanco (Solucion salina, solucién fisiologica, SIC, agua destilada,

etc. segun sea el caso). La cantidad de triglicéridos se calcula con la siguiente relacion:
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[Triglicéridos (mg mL™)] = (Abs.sol.prob.x FD) / (m *100)

Donde: mes la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion.
5.6.3 Cuantificacion de Colesterol

Para la cuantificacién colesterol en sangre de los cuatro grupos, se utiliz6 una prueba
enzimatica colorimétrica, Método CHOD-PAP (kit de RANDOX, No. catalogo CH200). El
colesterol se determina después de la hidrolisis enzimatica y oxidacién. El indicador
quinoneimina se forma a partir de peroxido de hidrégeno y 4-aminoantipirina en presencia
de fenol y per6xido. Se tomd una alicuota del homogeneizado de 20 pL y se coloco en el
fondo de una microplaca, se le agregd 200 uL de solucidn reactiva, se incubod 10 minutos y
se leen en un espectrofotémetro de microplacas Thermo Scientific (Multiskan Spectrum®) a
una absorbancia de 540 nm.

Curva tipo: La solucion estandar de colesterol contiene 200 mg/dL, de ésta se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 1mL de solucion diluyente, quedando
concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 mg dL™ de colesterol. Se utiliza
solucion diluyente como blanco (Solucion salina, solucién fisiologica, SIC, agua destilada,

etc. segun sea el caso). La cantidad de colesterol se calcula con la siguiente relacion:
[Colesterol (mg mL™)] = (Abs.sol.prob.x FD) / (m *100)

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion.
5.6.4 Cuantificacion Glucosa

Para la cuantificacion de glucosa en sangre de las hembras maduras experimentales de los
cuatro grupos, se utilizd una prueba enzimatica colorimétrica (kit de RANDOX método
GOD-PAP, No. catalogo AY 891). Esta utiliza como sustrato un p-nitrofenilmalto
heptaosido bloqueado por benzilidina. Se utilizan dos enzimas indicadoras: Glucoamilasa,
para escindir los productos de la reaccion de la amilasa y a—glucosidasa para liberar el p-
nitrofenol. La glucosa terminal del sustrato es bloqueada quimicamente para prevenir la

escision por las enzimas indicadoras. Se tomaron alicuotas de 20 L y se colocaron en el
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fondo de una microplaca, se les agregd 200 pL de solucion reactiva, se incubd 13 minutos y
se ley6 en un espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific (Multiskan Spectrum®) a
una absorbancia de 490 nm.

Curva tipo: La solucion estandar de glucosa contiene 100 mg ™dL, de ésta se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 1mL de solucién diluyente, quedando
concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.5625 mg “dL de Glucosa. Se utiliza
solucion diluyente como blanco (agua destilada). La cantidad de glucosa se calcula con la

siguiente relacion:
[Glucosa (mg gr)] = (Abs.sol.prob.x FD) / (m x Peso de la muestra*100) 6
[Glucosa (mg mL™)] = (Abs.sol.prob.x FD) / (m *100)

Donde: mes la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucion.
5.7 Hematologia

Se colocd una gota de sangre en un portaobjetos y se extendi6 sobre él con la ayuda de otro
portaobjetos colocado a un angulo de 45° (Fig. 14). Los frotis se colocaron en metanol por
un periodo de 5 min para su fijacion y posteriormente se dejaron secar al aire.

o

Ea e it 4
Figura 14. Elaboracion de un frotis sanguineo de cabrilla sardinera Micteroperca rosacea.

Una vez secos, los frotis se tifieron utilizando el método May Griinwald-Giemsa. Se

colocaron los portaobjetos con la sangre de manera horizontal sobre una varilla de vidrio.
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Se les agreg6 colorante May-Grinwald al 0.3% con un gotero hasta cubrirlos en su
totalidad y se dejaron por 5 min. Se enjuagaron con abundante agua destilada.
Posteriormente, se les agreg6 colorante de Giemsa al 0.4% con un gotero hasta cubrirlos
nuevamente y se dejaron por 20 min. Se enjuagaron copiosamente con agua destilada y se
dejaron secar al aire. Se observaron los frotis tefiidos bajo un microscopio éptico (Olympus
CX31) con una camara fotografica digital incorporada (Olympus Evolt E-330).

5.7.1 Identificacion Células Sanguineas

La identificacion y conteo celular se realizé con un analizador de imagenes Image-Pro Plus
4.0 software (Media Cybernetics). Cada tipo celular sanguineo se identific y describi6
segun lo establecido por Ainsworth (1992) y Fijan (2002). Se midieron 30 células y sus
nacleos para determinar de cada una, la longitud media (a), el ancho medio (b) vy el
volumen promedio (Fijan 2002). Para el volumen, se utilizo la formula para una célula

elipsoidal (Benfet y Sutterlin 1984) que se representa como:
V = 4/3n (a/2) (b/2)?

Los valores se presentaron como media * error estandar.
5.7.2 Determinacion de Hematocrito (Ht)

Se determino el valor del hematocrito en todos los ejemplares. Para ello, la sangre extraida
se coloco en un micro-hematocrito que fue sellado en uno de sus extremos al calor. Se
centrifugd el microtubo en una micro-centrifuga por 5 min a 100 g. EI Ht se calculo de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
Ht (%) = [volumen del paquete celular sanguineo/volumen total de plasma] x 100.
5.7.3 Conteo Celular Sanguineo

El conteo celular se llevo a cabo con la ayuda de un hemocitometro o camara Neubeauer de

0.1 de profundidad (Hausser Scientific, Horsham, PA). Después de colocar la muestra en el
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hemocitometro, la profundidad de la camara es de 0.1 mm. Por tanto, el volumen total es de

0.1 mm°.

Las muestras de sangre se diluyeron previamente 200 veces en NaCL al 0.9% en
tubos eppendorff y se agitaron suavemente, con la finalidad de obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente, se cargd la cdmara de recuento y se dejé en reposo por
aproximadamente 2 min para permitir la sedimentacién de las células sanguineas presentes

en la muestra. Para el conteo de células sanguineas se utilizo la siguiente formula:

Células por mL = Promedio de células contadas x 10,000 x 200
5.7.4 Porcentaje de Células Sanguineas

Por cada pez, se tomaron 30 imagenes digitalizadas al azar a una magnificacion de 100X y
se llevo a cabo el conteo de cada uno de los siguientes tipos celulares sanguineos:

eritrocitos maduros, eritroblastos basofilos, eritroblastos poli/ortocromaticos y leucocitos.

Se obtuvo el promedio de los 30 campos Opticos de cada tipo celular y los valores se

representaron en forma de porcentaje calculandolos de la siguiente forma:

Promedio del tipo celular sanguineo x 100

Suma del promedio de todos los tipos celulares

Posteriormente, para cada tipo celular se calculd la media £ desviacion estandar (DS)

de todos los peces de un grupo determinado, por ejemplo, “hembras maduras”.
5.7.5 Conteo Diferencial de Leucocitos

El mismo procedimiento se realizé para el conteo diferencial de leucocitos (granulocitos,
linfocitos, monocitos) y trombocitos de cada ejemplar. Con la finalidad de visualizar
graficamente los porcentajes de cada tipo de leucocito entre los grupos de peces
comparados, por ejemplo “granulocitos de hembras maduras versus granulocitos de
hembras inmaduras”, aquel grupo que presentd el mayor porcentaje de leucocitos se refirié

al 100% vy se utilizé la formula:
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Porcentaje de un tipo de leucocito de un grupo X 100
Porcentaje mas alto de Teucocitos

5.8 Anaélisis Estadisticos

Todos los valores obtenidos de los niveles de esteroides sexuales, cortisol y bioquimica
sanguinea, asi como el didmetro de los ovocitos, estan expresados como la media + DS. A
los datos se les realizé una prueba de normalidad, Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad
de varianza, prueba de Levene. En cada una de las variables respuesta se llevé a cabo un
analisis de varianza de una via (ANOVA) y la diferencia estadistica fue considerada con
un valor de P < 0.05.

Para los analisis estadisticos de los porcentajes obtenidos de células sanguineas, los
porcentajes promedio fueron inicialmente transformados mediante el arc-sen de la raiz
cuadrada de la proporcion y se les realizd, igualmente, una prueba de normalidad,
Kolmogorov—Smirnov y homogeneidad de varianza, prueba de Levene. Los datos
transformados de porcentajes de células sanguineas fueron comparados entre las dos
estaciones (primavera y verano) mediante un ANOVA (K = 4, ejemplares maduros y
ejemplares inmaduros de ambos sexos) o utilizando una prueba de 2-muestras, prueba de t
(K = 2, entre un grupo maduro y un grupo inmaduro de un sélo sexo, o bien, entre dos
perfiles de leucocitos de dos grupos de hembras maduras). En caso de que la normalidad o
la homogeneidad de varianzas no se cumplieran, la prueba no-paramétrica de Mann-

Whitney, prueba de W fue aplicada.

El software utilizado para los analisis fue SPSS v. 16.0 (SPSS, Chicago, IL). La

diferencia estadistica fue considerada con un valor de P < 0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Datos de captura de cabrilla sardinera durante el 2009

De un total de 58 ejemplares de cabrilla sardinera capturados en la zona de la Isla de San
José, BCS, se identificaron 30 hembras y 14 machos sexualmente maduros durante la
primavera y 6 hembras y 8 machos inmaduros durante el verano. Los peces presentaron una

longitud promedio de 45.92 + 1.92 cm y un peso promedio de 1.96 + 0.43 Kg.

6.2 Efecto de los tratamientos hormonales en el tamafo de ovocito en las hembras

experimentales

Las muestras ovaricas por el método de canulacion, mostraron ovocitos vitelogénicos con
algunos ovocitos en proceso de hidratacion (586 um; flecha) de hembras maduras que
fueron utilizadas para la induccion a la maduracion final (Fig.15).

. i . ' £ . A a - a i
Figura 15. Biopsia realizada a las hembras capturadas al momento de su llegada al laboratorio
(4x). Ovocitos hidratados [flecha]. Barra = 100 um.
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6.2.1 Histologia de hembras maduras

Las muestras de ovocitos de las tres hembras maduras sacrificadas confirmaron el estatus
de maduracion encontrado por el método de la biopsia ovérica, reafirmando que se trataban
de ejemplares potenciales para la induccion de la maduracion final (Figs. 16 y 17).

En la Figura 16 se puede observar la presencia de ovocitos en diferentes estadios de
maduracion: ovogonias (OV), ovocitos maduros (OM), foliculos post ovulatorios (FP),
ovocitos alveolo cortical (AC) y ovocitos vitelogénicos (Vt).

Figura 16. Foto-micrografia de corte histoldgico de génada de hembra madura de cabrilla
sardinera en tincién de Hematoxilina-Eosina (20x). OV: Ovogonias; AC: Alvéolo
cortical; Vt: Vitelogénico; OM: Ovocito Maduro; FP: Foliculo Post Ovulatorio. Barra =
100 pm.

En la Figura 17A se observan ovocitos en diferentes estadios y abundantes foliculos
post ovulatorios en regresion, lo cual indica un desarrollo de ovocitos asincronico y
multidesoves. En los vasos sanguineos adyacentes a ovocitos se observaron cominmente
eritrocitos. Sin embargo, en algunas laminillas que presentaron foliculos post ovulatorios en
regresion, algunos tipos de leucocitos (granulocitos y monocitos) fueron identificados (Fig.
17B).



| .
S .- hY - ~ =N -
Figura 17. Foto-micrografia de corte histoldgico de génada de hembra madura de cabrilla
sardinera en tincion de Hematoxilina-Eosina. Ovocitos y foliculos post ovulatorios (pof)
(A). Barra = 250 um. Vaso sanguineo adyacente mostrando eritrocitos (e), granulocitos
(9) y monocito (m). Barra =10 pm.
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En la Tabla I se presentan los diametros promedio de ovocitos después de la captura y
traslado al laboratorio y a las 36 horas después de terminados los tres tratamientos
hormonales (n = 6/tratamiento) junto con el control placebo (n = 6). Se observa que los
didmetros promedio de los ovocitos después de la captura en los cuatro grupos
experimentales no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, el promedio del
didmetro de ovocito correspondiente al tratamiento hCG a las 36 horas fue
significativamente mayor, comparado con los tratamientos LHRHa y GnRHa, asi como el
control placebo, los cuales no fueron significativamente diferentes entre si. A manera de
una observacion subsecuente, a las 48 h del tiempo experimental, todas las hembras del

tratamiento hCG fueron desovadas manualmente.

Tabla I. Tamafio de ovocito (Media + Desviacion estandar) en la captura y a las 36 horas de los tres
tratamientos hormonales y el control placebo en cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea

) Diametro inicial del ovocito ~ Diametro final del ovocito
Tratamiento

(Captura y traslado) (36 h)
LHRHa
480 + 80° 520 + 60°
10 pg/mL
GnRHa
510 + 60° 520 + 80°
10 pg/mL
hCG b
460 + 100° 780 + 60
1000 1U
Control
440 + 120° 460 + 80°
Placebo

El valor con diferente superindice denota una diferencia significativa (P < 0.05).
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6.3 Cuantificacion de Esteroides Sexuales y Cortisol

Los valores absolutos (Media + Desviacion estandar) de esteroides sexuales y cortisol

durante la maduracion final de ovocitos se pueden consultar en el Anexo 1.
6.3.1 17p-estradiol (E>) y Testosterona (T) durante la maduracion final de ovocitos

La cuantificacion de los esteroides sexuales E, y T se observan en la Figura 18 y 19,
espectivamente. Los resultados indicaron que no existieron diferencias significativas
en el tiempo 0 h entre las concentraciones plasmaticas de ambos esteroides sexuales
en los cuatro tratamientos. Sin embargo, las concentraciones plasmaticas de las
hembras del tratamiento hCG tuvieron un incremento significativo a partir de las 16
h, que se mantuvo constante hasta las 36 h. Por otro lado, en el grupo control
placebo, se observo un decremento significativo a partir de las 16 h que se mantuvo
constante y significativamente menor hasta las 36 h. El tratamiento LHRHa no
mostré cambios significativos en sus concentraciones a lo largo del experimento,
mientras que el tratamiento GnRHa, mostré un decremento significativo a las 16 h,
pero se encontré con una concentracion no significativa a las 36 h comparada con el
tratamiento LHRHa. Los tratamientos GnRHa y LHRHa tuvieron concentraciones
plasmaticas significantemente mayores en comparacion al tratamiento control

placebo de peces a las 36 h.
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Figura 18. Niveles (Media + Desviacion estandar) de Estradiol en plasma de hembras
silvestres de cabrillas sardineras experimentales. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos hormonales (P < 0.05).
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Figura 19. Niveles (Media + Desviacion estandar) de Testosterona en plasma de hembras silvestres
de cabrillas sardineras experimentales. Las letras diferentes indican diferencias

significativas entre los tratamientos hormonales (P < 0.05).

6.3.1.1 17p-estradiol (E) y Testosterona (T) estacionales

Las concentraciones de 17R-estradiol y testosterona en plasma de cabrilla silvestre de
ambos sexos en estado reproductivo en primavera e inmaduro en verano, se presentan en la
Tabla Il. Las concentraciones de ambos esteroides sexuales en cabrillas maduras fueron
significativamente mas altas en comparacion a las cabrillas inmaduras. De esta manera se
vuelve a confirmar el estatus de maduracion encontrado por el método de la biopsia ovérica
e histologia, reafirmando que se trataban de ejemplares potenciales para la induccion de la

maduracion final (Figs. 15y 16).



Tabla Il. Valores de estradiol y testosterona (Media + Desviacion estdndar) en cabrillas
maduras en primavera y cabrillas inmaduras en verano de ambos sexos.

Hembra madura

Hembra inmadura

Primavera Verano
17R-estradiol (ng/mL) 11.0 + 0.80° 0.40 +0.20°
Testosterona (ng/mL) 15.5 + 0.70° 0.50 + 0.20°

Macho maduro

Macho inmaduro

60

Primavera Verano
17R3-estradiol (ng/mL) 1.24 +0.20° 0.00 + 0.00°
Testosterona (ng/mL) 12.5 +0.30° 0.50 + 0.20°

Los valores con diferente superindice indican diferencias significativas (P < 0.05).

6.3.2 11-Ketotestosterona

La hormona andrdgena 11-ketotestosterona se observo en el plasma de las hembras
experimentales y las concentraciones se presentan graficamente en la Figura 20. Los
tratamientos experimentales no mostraron cambios significativos en sus concentraciones a
lo largo del tiempo, ni tampoco existieron diferencias significativas entre los tratamientos

en cada uno de los tiempos.
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Figura 20. Niveles (Media + Desviacion estandar) de 11-Ketotestosterona en plasma de
hembras silvestres de cabrilla sardinera experimentales.

6.3.3 Cortisol
Las concentraciones de Cortisol en las hembras experimentales se presentan

graficamente en la Figura 21. De una forma similar a la hormona 11-Ketosterona, todos los
tratamientos experimentales no mostraron cambios significativos en sus concentraciones a
lo largo del tiempo, ni tampoco existieron diferencias significativas entre los tratamientos

en cada uno de los tiempos.
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Figura 21. Niveles (Media + Desviacion estandar) de Cortisol en plasma de hembras
de cabrilla sardinera experimentales.

6.4 Cuantificacion Bioguimica Sanguinea

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de los pardmetros bioquimicos tales como
lipidos totales, triglicéridos, colesterol y glucosa mostraron una movilizacion de dichas
moléculas en los cuatro grupos experimentales a lo largo del tiempo (Figura 22, 23, 24 'y

25). Los valores absolutos (Media + Desviacion estandar) se pueden consultar en el Anexo
.

6.4.1 Lipidos Totales
El perfil de lipidos totales se muestra en la Figura 22. Se observd una disminucién
significativa a las 16 h en los tratamientos LHRHa, GnRHa, y hCG y dicha concentracion

se mantuvo hasta las 36 h. En el caso del control placebo, se diferencid significativamente
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hasta a las 36 h. No existieron diferencias significativas entre los tratamientos en cada uno

de los tiempos.
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Figura 22. Niveles (Media = Desviacion estandar) de lipidos totales en plasma de hembras de
cabrilla sardinera experimentales. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos hormonales (P < 0.05).

6.4.2 Triglicéridos

De forma similar a los lipidos totales, los triglicéridos disminuyeron
significativamente sus niveles en plasma, tanto en las hembras de los tratamientos
hormonales asi como el control placebo hasta las 36 h (Fig. 23). No existieron diferencias

significativas entre los tratamientos en cada uno de los tiempos.
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Figura 23. Niveles (Media + Desviacion estandar) de Triglicéridos en plasma de hembras de
cabrilla sardinera experimentales. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos hormonales (P < 0.05).

6.4.3 Colesterol

El colesterol no presentd cambios significativos en sus niveles en plasma a lo largo
del tiempo tanto en hembras con tratamientos hormonales asi como en el control placebo
(Fig. 24). Tampoco se presentaron cambios significativos entre los tratamientos en cada

uno de los tiempos.
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Figura 24. Niveles (Media + Desviacion estdndar) de Colesterol en plasma de hembras de
cabrilla sardinera experimentales.

6.4.4 Glucosa
La glucosa disminuyo significativamente sus niveles en plasma, tanto en las hembras
de los tratamientos hormonales asi como del control placebo a partir de las 16 h (Fig. 25).

No existieron diferencias significativas entre los tratamientos en cada uno de los tiempos.
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Figura 25. Niveles (Media + Desviacion estandar) de Glucosa en plasma de hembras de
cabrilla sardinera experimentales. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos hormonales (P < 0.05).
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6.5 Tipos de Células Sanguineas

En el presente trabajo se identificaron y describieron diez tipos de células sanguineas para
la cabrilla sardinera. El tamafio de los tipos celulares sanguineos identificados asi como el
tamafo de sus nucleos se presentan en las tablas 111 y IV respectivamente.

Tabla Il1. Dimension (Media = Error estandar) de las células sanguineas presentes en sangre de la
cabrilla sardinera.

Tipo Celular Sanguineo Largo (um)  Ancho (um)  Volumen (umd)
Eritrocito Maduro 10.46 £0.13 6.58 +0.11 238.76 +8.22
Eritroblasto basofilo 8.34 £0.09 7.41 +0.10 242.53 +£8.40
Eritroblasto Poli/Ortocromatico  10.90 +0.14  855+0.13  423.48 +553.88
Granulocito 10.96 £+ 0.13 10.06 £0.13  589.21 +21.47
Linfocito 6.35+0.14 5.45+0.17 105.43 + 245.14
Monocito 1248 +0.34 11.06 £0.31 847.01 + 64.26
Trombocito 9.86 +0.23 4.02 +0.09 85.02 +4.61

Se identificaron tres tipos de eritrocitos inmaduros (Fig. 26A, B): Eritroblasto
basofilo (be), Eritroblasto policromético (pe) y Eritroblasto ortocromaticos (oe). Los be
presentaron un citoplasma con un borde estrecho de color azul y un nacleo con borde de
color pdrpura. Los pe presentaron un citoplasma de mayor tamafio con una coloracion
ligeramente azul, un nucleo de forma redonda y &cidofila con coloracion rojiza. La
diferencia en tamafio del nucleo entre be y pe es muy evidente, siendo los primeros de
menor tamafio. Las células policromaticas se transforman en las ortocrométicas cambiando
su forma de redonda a eliptica pero manteniendo las mismas caracteristicas tintéreas. Los

eritrocitos maduros (e) fueron las células sanguineas mas abundantes, presentan una
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morfologia elipsoide con un nacleo ovoide central basofilico de color pdrpura y un

citoplasma azul claro (Fig. 26B). La presencia de eritrocitos bilobulados (bi) en la sangre

periférica de la cabrilla sardinera fue muy escasa (Fig. 26C).

Tabla I1V. Dimension (Media + Error estandar) del ntcleo de los tipos celulares sanguineos presentes en

la cabrilla sardinera.

Tipo Celular Sanguineo largo (um) Ancho (um) V?L‘ﬁn”;f n
Eritrocito Maduro 4.35 £ 0.05 3.20 £ 0.06 23.79 £1.01
Eritroblasto Basofilo 4.28 £0.23 3.54 + 0.05 28.46 +0.98
Eritroblasto Poli/ortocromatico 599+0.11 4.85+0.12 76.93 +5.69
Granulocito 6.65 +0.11 494 +0.12 86.73 +4.74
Linfocito 4.75 +£0.11 4,10 +0.13 4461 +3.45
Monocito 8.52+0.24 6.80 +0.23 220.54 +19.08
Trombocito 6.45+0.15 2.61 +0.06 23.51 +1.31

Se identificaron cinco tipos de leucocitos: dos tipos agranulocito y tres tipos

granulocito. Dentro del grupo de los agranulocitos estéan los linfocitos (I). Estos presentaron

una forma esférica con un nucleo basofilo ocupando la casi totalidad del volumen de la

célula. Algunos presentaron pseuddpodos (Fig. 26D). El otro tipo de agranulocito son los

monocitos (m). Fueron las células sanguineas de mayor tamafio y tanto el citoplasma como

el ndcleo presentaron una coloracion azul obscuro. Al igual que los I, algunos m

presentaban pseuddpodos. El nicleo de los m ocupa las tres terceras partes del total de la

célula, de forma casi redonda con algunas irregularidades y con bloques heterocromaticos

densos (Fig. 261). Se observd la presencia de células macréfagas (ph), solo en las hembras,

con forma ameboidea y de tamafio similar a los m (Fig. 26J,K). Estas células fagociticas
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presentan un citoplasma hialino con un ndcleo eosinéfilo de color rosado, con formas
variadas, tales como de “nave espacial” o “pelota de beisbol”. Estos ph no presentaron
pseudopodos como los | o m. En lugar de ello, el nicleo presenta prolongaciones
independientes que se conectan con la superficie del nucleo y estan orientados en una sola
direccion o acomodados de manera regular formando un circulo, con la capacidad de
proyectarse o cambiar de direccién por secciones o todo el ndcleo, lo que indica una
actividad fagocitica.

Los tres tipos de granulocitos identificados en la sangre de la cabrilla sardinera fueron
los basofilos (bg) con una forma redonda, un nacleo que ocupa casi el total de la célula y
abundantes granulos de color azul obscuro dentro del citoplasma (Fig. 26E). Los
granulocitos eosinofilos presentan una forma redonda, un nucleo bilobulado excéntrico de
color rojizo y un citoplasma transparente (Fig. 26F). Su tamafio es ligeramente menor

comparado con los neutrofilos.

Los granulocitos neutrofilos (ng) presentan una forma redonda con un ndcleo
excéntrico de coloracion parpura y un citoplasma tenuemente azulado con ligeras
incrustaciones de granulos (Fig. 26G,H). Se observaron diferentes formas del nucleo,
esférica, oval, bilobulada, de higado. Este tipo de célula fue el mayor tamafo y mas
abundante dentro del grupo de los granulocitos.

Los trombocitos (t) presentaron varias formas y tamafos, principalmente elongados y
con atenuacion en ambos lados del final de la célula. Generalmente se observan formando
agregaciones. El nacleo de color azul obscuro presentaba la misma forma de la célula,
cubriendo casi en su totalidad el contenido de la misma. El citoplasma presenta una

coloracién tenuemente azul (Fig. 26L).
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Figura 26. Tipos de células sanguineas presentes en hembras de cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea.
Aumento a 100X. Abreviaciones: Eritrocito Maduro (e), Eritroblasto Baséfilo (be), Eritroblasto
Policromatico (pe), Eritroblasto Ortocromiatico (oe), Eritrocitos Bi-lobulado (bi), Linfocito (I),

Granulocito Baséfilo (bg), Granulocito Eosinofilo (eg), Granulocito Neutrofilo (ng), Monacito (m),
Macrofago (ph), Trombocito (t).
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6.6 Hematologia
6.6.1 Hematocrito (Ht) en Cabrilla sardinera silvestre

Los valores en porcentaje del Ht para hembras y machos maduros silvestres en primavera e
inmaduros silvestres en verano se muestran en la Tabla V. Tanto las hembras como machos
en estadio reproductivo presentaron valores significativamente mas bajos en comparacion

con los valores observados en las hembras y machos inmaduros.

Tabla V. Valores (Media + Desviacion estandar) de hematocritos de ejemplares de cabrilla sardinera
silvestre en estadio reproductivo e inmaduro.

Hembra Macho Hembra Macho
madura Maduro Inmadura Inmaduro

Hematocrito (%) 32.0 +2.50° 32.36 +2.22° 38.48 +2.60° 37.40 + 2.00"

Los valores con diferente superindice presentan diferencias significativas (P < 0.05).

6.6.2 Hematocrito en Cabrilla Sardinera en Cautiverio

Los valores en porcentaje del Ht para hembras y machos inmaduros cautivos se muestran
en la Tabla VI. No se observo una diferencia significativa entre los sexos. Los valores de
Ht no fueron significativamente diferentes con respecto a las hembras y machos inmaduros
silvestres referidos en la Tabla V. Sin embargo, si fueron significativamente mas altos con

respecto a las hembras y machos maduros silvestres referidos en dicha Tabla.

Tabla VI. Valores (Media + Desviacion estandar) de hematocrito de
ejemplares de cabrilla sardinera inmadura en cautiverio.

Hembra Macho

Hematocrito (%) 41 + 3.54° 39 +2.26°
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6.6.3 Conteo de Células Sanguineas (CS) en Cabrilla sardinera silvestre

Los valores obtenidos del conteo de células sanguineas de hembras y machos maduros e
inmaduros silvestres se muestran en la Tabla VII. Las hembras y machos maduros
presentaron cantidades significativamente menores de CS comparado con los CS
observadas en hembras y machos inmaduros.

Tabla VII. Valores (Media + Desviacion estandar) del conteo de células sanguineas de ejemplares de
cabrilla sardinera silvestre en estadio reproductivo e inmaduro.

Hembra Macho Hembra Macho
madura Maduro Inmadura Inmaduro

CS(x10°mL™") 1.46+0.40° 148+0.38 256+052" 2.70+0.52°

Los valores con diferente superindice presentan diferencias significativas (P < 0.05).

6.6.4 Conteo de Células Sanguineas (CS) en Cabrilla sardinera en cautiverio

Los valores obtenidos del conteo de células sanguineas de hembras y machos inmaduros
cautivos se muestran en la Tabla VIII. No se observd una diferencia significativa entre los
sexos. De igual manera que el Ht, los valores de CS no fueron significativamente diferentes
con respecto a las hembras y machos inmaduros silvestres referidos en la Tabla VII. Sin
embargo, si fueron significativamente mas altos con respecto a las hembras y machos

maduros silvestres referidos en dicha Tabla.

Tabla VIII. Valores (Media + desviacion estandar) del conteo de células sanguineas
de ejemplares de cabrilla sardinera inmadura en cautiverio.

Hembra Macho

CS (x 10° mL™) 2.86 + 0.40° 2.80 + 0.60°
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6.6.5 Porcentaje de Células Sanguineas en Cabrilla sardinera silvestre en primavera y

verano

De acuerdo al porcentaje de células rojas realizadas en hembras y machos silvestres,
maduros en primavera e inmaduros en verano, la presencia de eritrocitos maduros fue
alrededor del 90% del paquete celular sanguineo. Aunque las hembras maduras silvestres
mostraron un menor porcentaje (= 90%) en comparacidén con los machos maduros y
hembras y machos inmaduros silvestres, no se observd ninguna diferencia significativa
entre ellos (Fig. 27A).

Los eritroblastos baséfilos variaron entre un 3 y 7%. Fue en las hembras y machos
maduros silvestres donde se observé un menor porcentaje de éste grupo celular en
comparacion con los inmaduros, sin obtener una diferencia significativa entre los cuatro
grupos. Sin embargo, los eritroblastos poli/ortocroméaticos variaron entre 0.5 y 2% y se
observaron valores significativamente menores en los ejemplares maduros en comparacion

con los inmaduros (Fig. 27B).
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Figura 27. Porcentajes de eritrocitos en hembras y machos silvestres de cabrilla sardinera
Mycteroperca rosacea en estadio maduro e inmaduro (n = 6). A) Eritrocitos maduros; B)
Eritroblastos baséfilos y poli/ortocrométicos. Asteriscos indican diferencias significativas

(P < 0.05).
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Los porcentajes de leucocitos y trombocitos comprendieron un rango del 1 al 5% del
total del paquete celular sanguineo. Las hembras en estadio reproductivo presentaron el
porcentaje mas alto y significativo, comparado con los otros grupos. Adicionalmente, el
porcentaje de estas células en los machos maduros fue también significativamente més alto

que en las cabrillas inmaduras de ambos sexos (Fig. 28).
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Figura 28. Porcentajes de leucocitos y trombocitos en hembras y machos silvestres de la
cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea en estadio maduro e inmaduro. Asteriscos
indican diferencias significativas (P < 0.05).

El conteo diferencial de leucocitos y trombocitos revelé que todas las hembras
maduras presentaron un aumento significativo en cada uno de los tipos de célulares en
comparacion a las hembras inmaduras. De las 18 hembras maduras analizadas, se
clasificaron tres perfiles diferenciales sobre la base de los porcentajes de granulocitos y
monocitos que fueron los tipos celulares que mas variaron. EI primer perfil y el mas
tipificado en la muestra de hembras maduras (n = 12), mostrd una leucofilia y trombofilia

significativas en comparacién con el perfil diferencial de leucocitos y trombocitos de las
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hembras inmaduras (n = 6), en donde los porcentajes de granulocitos y trombocitos fue
escaso y de linfocitos y monocitos fue baja (Fig. 29). El radio de granulocitos y monocitos
en las hembras maduras fue de 0.50 + 0.10.

B Hembra Madura ler Pertil Hembra Inmadura

50.0 + *

Porcentaje (%)

Granulocito Lintocito Monocito Trombocito

Figura 29. Primer perfil diferencial de leucocitos y trombocitos de hembras maduras versus
perfil de hembras inmaduras de Mycteroperca rosacea. Asteriscos sefialan diferencias
significativas (P < 0.05).

El segundo perfil (n = 3) reveld una granulofilia significativa comparado con las
hembras maduras del primer perfil (Fig. 30). Se observa que los porcentajes de linfocitos,
monocitos y trombocitos entre los dos grupos de hembras maduras, no presentaron
diferencias significativas. El radio de granulocitos y monocitos en estas hembras maduras
fue de 1.7 £ 0.10.
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Figura 30. Primer perfil diferencial de leucocitos y trombocitos versus segundo perfil de hembras
maduras de Mycteroperca rosacea. Asterisco sefiala una diferencia significativa (P <
0.05).

El tercer perfil (n = 3) presentd una monofilia significativa comparado con las
hembras maduras del primer perfil (Fig. 31). Se observa que los porcentajes de linfocitos,
granulocitos y trombocitos entre los dos grupos de hembras maduras, no presentaron
diferencias significativas. EL radio de granulocitos y monocitos en estas hembras maduras
fue de 0.15 £ 0.05.

En cuanto a componentes bioquimicos y esteroideos analizados en los tres tipos de

leucogramas, no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 31. Primer perfil diferencial de leucocitos y trombocitos versus tercer perfil de hembras
maduras de Mycteroperca rosacea. Asterisco sefiala una diferencia significativa (P <

0.05).

En el caso de los machos maduros (n =

6) se observaron porcentajes

significativamente mas altos en granulocitos y trombocitos al compararlo con el perfil de

leucocitos de los machos inmaduros (n = 6) (Fig. 32).
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Figura 32. Perfil diferencial de leucocitos en machos maduros versus perfil de machos
inmaduros silvestres de Mycteroperca rosacea. Asteriscos sefialan diferencias

significativas (P < 0.05).

6.6.6 Porcentaje de Células Sanguineas en Cabrilla sardinera en cautiverio

79

Al igual que en los peces silvestres, el porcentaje de células sanguineas rojas sefialé que los

eritrocitos maduros representaron, en promedio, el = 90% del total del paquete celular

sanguineo en los ejemplares cautivos de ambos sexos. El porcentaje promedio de eritrocitos

maduros entre machos y hembras inmaduras cautivas no mostro una diferencia significativa

(Fig. 33A).

El porcentaje promedio de eritroblastos baséfilicos varié entre un 4y 7% y no se

observé una diferencia significativa entre ambos sexos. Los eritroblastos

poli/ortocromaticos variaron entre un 0.5 y 3.0%. Estas células se observaron con un

porcentaje significativamente mas alto en comparacion a los machos inmaduros (Fig. 33B).
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presentes en sangre, muy similar a lo observado en los ejemplares maduros silvestres. Las

hembras presentaron un mayor y significativo porcentaje de estas células (Fig. 34).

Porcentaje (%)

Hembra Macho

Figura 34. Porcentajes de leucocitos y trombocitos en hembras y machos inmaduros
cautivos de la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea. Asterisco sefiala una
diferencia significativa (P < 0.05).

Dentro de los leucocitos, los linfocitos fueron las células blancas sanguineas mas
representativas en ambos sexos, seguido de los granulocitos, pero solo en hembras. En las
hembras se observaron mayores y significativos porcentajes de linfocitos y granulocitos en
comparacion a los machos. Los porcentajes de monocitos y trombocitos entre ambos sexos
no presentaron diferencias significativas (Fig. 35).
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Figura 35. Perfil de leucocitos y trombocitos en hembras y machos cautivos e inmaduros
de la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea. Asteriscos sefialan diferencias

significativas (P < 0.05).
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7. DISCUSION

7.1 Estatus de maduracién en las hembras experimentales

Se ha observado que hembras que se encuentran en los primeros estadios de desarrollo
ovarico (pre-vitelogénesis y vitelogénesis) no logran la maduracion final del ovocito
(MFO) después de aplicarles un tratamiento hormonal (Myonas y Zohar 2001). Esto refleja
la incapacidad de la glandula pituitaria en la liberacién de cantidades apropiadas de LH,
acorde con el estadio de desarrollo gonadal. Es por esto que fue fundamental el tener la
certeza de que las hembras sujetas a un ensayo experimental en la induccién de la MFO se
encontraran en una maduracion vitelogénica avanzada.

La biopsia gonadal realizada en cada uno de los ejemplares capturados, en conjunto
con las observaciones histoldgicas y las concentraciones de estradiol y testosterona
estacionales, sustentaron el estatus de maduracion avanzada en las hembras de cabrilla
sardinera que fueron inducidas a la MFO en los cuatro tratamientos experimentales.

La presencia de ovocitos en diferentes estadios de maduracién confirmé que el
desarrollo gonadal asi como la organizacion celular de las hembras de la cabrilla sardinera,
ya descrita en trabajos previos elaborados por Kiewek-Martinez (2004) y Erisman y
colaboradores (2007), se considera con una organizacion funcional del ovario de tipo
asincronico por grupo (Wallace y Selman 1981; De Vlaming 1983).

Es igualmente importante conocer otros aspectos como el estado de salud del pez, el
estrés, y factores ambientales, dado que también juegan un papel importante en efectividad

de los tratamientos hormonales (Berlinsky et al. 2005; Denson et al. 2007).

7.2 Efecto de los tratamientos hormonales en el tamafo de ovocito en las hembras

experimentales

El tamafio inicial de los ovocitos vitelogénicos con alrededor de 450 um de diametro, fue el
adecuado para que en cualquiera de los cuatro tratamientos experimentales, potencialmente
se indujera la ovulacién, hidratacion y desove en la cabrilla sardinera a través de un
tratamiento exd6geno hormonal. Lo anterior confirmd observaciones y metodologias

utilizadas por Kiewek-Martinez y Gracia-L6pez (2010) para inducir a la ovulacion en esta
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especie y en general para varias especies de teledsteos, en donde el tamafio del ovocito,
obtenido a través de una biopsia ovérica, ya es una metodologia probada (Weber et al 2000;
Zohar y Mylonas 2001; Shiraishi et al. 2005; 2008; Mylonas y Zohar 2007; Zakéoe y
Demska-Zakéoe 2009).

Los resultados mostraron que el mejor tratamiento para inducir la maduracion final de
los ovocitos en la cabrilla sardinera fue la administracion de la hormona hCG, lo que
concordd con lo reportado por Kiewek-Martinez y Gracia-Lopez (2010) en esta especie.
Con dicho tratamiento, se obtuvo un diametro promedio de ovocitos alrededor de las 700
um a las 36 h, encontrandose cercanos al tamafio al momento de la ovulacion que es de
alrededor de 871 micras (Gracia-L6pez et al. 2004). Generalmente, se aplica una segunda
dosis para asegurar que el ovocito llegue a su tamafio maximo, lo cual no es una regla
metodologica y depende del grado de maduracion de cada hembra evaluada en el momento
de la canulacién. En este estudio, todas las hembras que se indujeron con hCG, se
desovaron manualmente a las 48 h, sin la necesidad de una segunda dosis. Sin embargo, la
viabilidad de los huevos en cuanto a su ovulacion (migracion y rompimiento de la vesicula
germinal), seguido de la hidratacion del huevo, requiere ser estudiada con mas detalle en
esta especie, dado que es comun desovar manualmente los huevos y observar que no estan
hidratados, mostrando una flotabilidad negativa (huevos no viables), lo cual fue observado

en todas las hembras experimentales tratadas con hCG.

7.3 Efecto de los tratamientos hormonales en la sintesis de hormonas sexuales

Los resultados mostraron que las concentraciones plasmaticas de 17(-estradiol (E2) y
testosterona (T) aumentaron significativamente y llegaron a un maximo después de 16 h, en
respuesta a la inyeccién de la hormona hCG, la cual, también incremento el tamafio de los
ovocitos (ver inciso 7.2), mientras que las concentraciones de las hormonas LHRHa y
GnRHa no tuvieron cambios significativos. Sin embargo, estas dos ultimas, mostraron
niveles de E, y de T significativamente mas altos en comparacién al grupo de peces control
placebo a las 36 h. Esto significa que el grupo control mostrd6 una marcada disfuncion
reproductiva y sugiere entonces que las hormonas LHRHa y GnRHa, si bien no fueron

exitosas, al menos si contrarrestaron la interrupcién de la MFO. Se sugiere entonces, que
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los tratamientos hormonales de LHRHa y GnRHa, se deben de evaluar a dosis mas altas,
cuantificando a qué dosis ocurren los incrementos de los esteroides sexuales. Cabe resaltar
el poco tiempo en el que comienza la disfuncion reproductiva y lo necesario de realizar lo
antes posible el tratamiento hormonal una vez que los peces han llegado al laboratorio.

El rdpido incremento de E; y T producidos en los ovocitos postvitelogénicos en
respuesta a la administracion de la hormona hCG, fue util como un marcador predictivo, en
donde el tratamiento a una dosis Gnica de 1000 IU, respondid favorablemente a la MFO en
la cabrilla sardinera, sin la necesidad de tener que esperar empiricamente el producto final,
es decir, la ovulacion y el desove manual 48 o 72 horas después. Los otros dos tratamientos
hormonales, en cambio, hubieran podido ser reemplazados por otra hormona, o bien
haberse incrementado o repetido en dosis a las 16 h, para ser evaluadas a las 36h. Es
evidente que la cuantificacion de esteroides sexuales contribuy6 a tener un método simple
de evaluacion de la MFO mediante una toma de sangre, que permitira evaluar la respuesta
de induccion a las 16 h en investigaciones posteriores, después de la primera

administracion hormonal.

Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios en peces, en donde el rapido
incremento de E; y T, es Gtil como un marcador hormonal que predice que se alcanzara la
ovulacion y el desove. El efecto estimulador temprano de E, y T se ha observado en
aquellas especies de peces que desovan de una manera natural (sin la necesidad de
induccion hormonal), como es el esturion Europeo Acipenser sturio (Davail-Cuisset et al.
2011), y la dorada Sparus aurata (Gothilf et al. 1997). Para aquellas especies de peces que
si requieren de una induccion hormonal, se ha observado que el rapido incremento de E;y
T, después de haberse administrado la primera dosis, indica que el tratamiento respondera
favorablemente a la MFO, como se ha demostrado en estudios de peces marinos como el
mojarrén Morone saxatilis (Mylonas et al. 1998), el jurel Japonés de cola amarilla Seriola
quingueradiata (Rahman et al. 2000), el pez globo Takifugu rubripes (Matsuyama et al.
2001), la lubina del Mediterraneo Dicentrarchus labrax (Prat et al. 2001), el esturién
gigante Huso huso, el esturion Ruso A. gueldenstaedtii, el esturion estrellado A. stellatus

(Barannikova et al. 2004), y el esturion Europeo A. sturio (Davail-Cuisset et al. 2011). En
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peces dulce acuicolas como el pez gato Japonés Silurus asotus, en donde un incremento
temprano de T es evidente después de 6 h de la administracién de hCG (Miwa et al. 2001),
la perca plateada Bidyanus bidyanus (Levavi-Sivan et al. 2004), la carpa comin Cyprinus
carpio (Levavi-Zermonsky y Yaron 1986), y la anguila de aleta larga Anguilla
dieffenbachia (Lokman et al. 2001).

El incremento de T posterior a la inyeccion hormonal se debe a que la hCG estimula
directamente a las células de la teca las cuales incrementan la produccion de este esteroide
sexual (Noori et al. 2010) y por tanto su conversion a E, via aromatasa (Alvarifio et al.
1992). Ademas, la cabrilla sardinera por tratarse de un pez con desarrollo gonadal
asincronico presenta ovocitos en diferentes estadios de maduracion, por lo que un
incremento de T y E, observado en sangre dentro del tiempo en que se producen los
desoves, se debe a una actividad esteroidogenica propia de los foliculos con ovocitos en
plena vitelogénesis que se encuentran en la misma gonada (Pankhurst y Carragher 1992;
Levavi-Sivan et al. 2004).

La eficacia de la hCG puede ser debido a que ésta hormona no requiere la existencia
de LH almacenada o activacion de los gonadotroforos de la pituitaria (Zohar y Mylonas
2001) y segun estudios previos, las GtHs permanecen relativamente por méas tiempo en
circulacion posterior al tratamiento (Ohta y Tanaka 1997). Esto no esté relacionado con el
hecho de que se trata de una hormona heterologa para peces, dado que en humanos incluso
tiene un periodo de vida mas prolongado en circulacién, comparado con las gonadotropinas
de la pituitaria (Zohar y Mylonas 2001). Aunado a esto, la hCG presenta un alto grado de
homogeneidad estructural (Ludwing et al. 2002) con una actividad similar a la
gonadotropina LH, es decir actia como una GtH enddgena (Shiraishi et al. 2008). Ambas
hormonas actlian a nivel de gonada, estimulan la sintesis de las hormonas inductoras a la
MFO en las células foliculares, que son las que se encargan de inducir la hidratacion de los
ovocitos (Sullivan et al. 2003), e incluso inducen la sensibilidad de los ovocitos a las
hormonas inductoras a la maduracién (progesteronas) (Patifio y Thomas 1990; Shiraishi et
al. 2005). Sin embargo, pese a su gran uso Yy bajo costo de produccién, no siempre da

buenos resultados pues se ha visto que no en todas las especies surte un efecto esperado,
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ademas, debido a su condicion heterologa, se ha visto que cuando se aplica
consecutivamente puede llegar a generar una inmunoresistencia, lo que significaria en un
incremento de sus dosis de aplicacién para que pueda hacer efecto e inducir el desove
(Zohar y Mylonas 2001).

La hormona hCG, se prefiere por su efecto de induccion, pero también por la
facilidad de conseguirla en México, su bajo costo y no tener que importar como en el caso
de las hormonas LHRHa y GnRH. Tanto en hembras silvestres asi como en cautivas
maduras de cabrilla sardinera, se ha aplicado una dosis inicial de hCG de 1000 1U seguida
de una segunda dosis de 500 IU posterior a las 24 h (dosis total, 1500 1U), la cual actua
como un agente efectivo para induccion al desove tanto para la cabrilla sardinera como para
otros meros (Gracia-Lopez et al. 2004), asi como también ha sido exitosa para otras
especies de teledsteos (Weber et al. 2000; Mylonas y Zohar 2001; EI-Agamy et al. 2006;
Shiraishi et al. 2008). Su rango de aplicacion va de las 250 IU hasta las 4000 1U (Caylor et
al. 1994; Emata et al. 1994; Zohar y Mylonas 2001).

El uso de LHRHa, conocida también como hormona luteinizante (Schally 1978), asi
como de la GnRHa (hormona liberadora de gonadotropinas analoga) inducen la MFO, la
ovulacién y el desove satisfactoriamente en una gran variedad de especies de teledsteos, ya
sea solas o en complejo combinada (Thomas y Boyd 1988; Alvarifio et al. 1992; Tan-
Fermin et al. 1997; Duncan et al. 2003; Berlinsky et al. 2005; Firat et al. 2005; Cerqueira y
Tsuzuki 2009; Mortezavizadeh et al. 2010). Se ha observado que la hormona LHRHa tiene
un efecto a partir de las 30-35 h posteriores a la administracion de la misma (Thomas y
Boyd 1988), aunque en otras especies la respuesta es posterior a las 40 h (Takushima et al.
2003) o posterior a una segunda dosis (Yang y Chen 2003).

La LHRHa y GnRHa son decapéptidos pequefios que no generan respuesta inmune y
acttan al nivel mas alto dentro del eje HPG proporcionando un mejor balance estimulador
y al parecer una mejor integracion de los eventos reproductivos con otras funciones
fisiologicas, ya sea de manera directa o indirecta (Zohar y Mylonas 2001). Al tratarse de
compuestos sintéticos, les permite permanecer por mas tiempo en circulacion gracias a su
resistencia a las actividades enzimaticas, ademas presentan una alta afinidad a los

receptores de membrana estimulando la sintesis de LH enddgena en mayor grado que sus
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formas nativas (Haddy y Pankhurts 2000; Zohar y Mylonas 2001). Se ha observado que
estas neurohormonas presentan un mayor efecto estimulante cuando se combinan con otros
compuestos, principalmente con inhibidores de dopamina que funciona como antagonista
(Thomas y Boyd 1988; Tan-Fermin et al. 1997), ya que la introduccion de hormonas
exdgenas provoca un incremento de dopamina inhibiendo los efectos de las mismas (Zohar
y Mylonas 2001).

La baja eficacia en los niveles de los esteroides sexuales posterior a la inyeccion de
LHRHa o GnRHa podria plantearse en primer instancia como un posible efecto retardante
por parte de la dopamina (Prat et al. 2001; Zohar y Mylonas 2001) o bien una baja
respuesta por parte de estas hormonas en la estimulacion a la sintesis de GtHs y como
consecuencia no hubo estimulacion de las células de la teca para la produccion de T y por
tanto, una disminucién de la actividad de la enzima aromatasa de las células de la granulosa
(El-Agamy et al. 2006). Este mismo comportamiento de los esteroides se observd en
trabajos realizados en Engraulis ringens, donde no se observaron cambios en sus niveles
(Cisneros-Linares 2010; Espinoza et al. 2010).

Otro aspecto a considerar es la forma en que se administra la hormona, algunos
reportes sefialan que un sistema de liberacién paulatina de neurohormonas analogas
(implantes) mejora la cantidad y calidad de los huevos liberados en contraposicion con
aquellos obtenidos de manera espontanea o mediante inyecciones de GnRHa (Mylonas et
al. 1996; Barbaro et al. 1997; Larsson et al. 1997; Mylonas y Zohar 2001; Duncan et al.
2003; Zakéoe y Demska-Zakéoe 2009). Finalmente, de acuerdo a datos obtenidos en otros
teledsteos, existe una posible influencia de la hora del dia sobre la respuesta de las GhnRHs
administradas, como se observo en Dicentrarchus labrax, donde fue a las 10 h que hubo un
mayor porcentaje de hembras desovadas en contraposicion con las inducidas a las 22 h
(Alvarifio et al. 1992) o bien, en funcion al mes dentro del periodo reproductivo, como se
observo en “pez gato” Clarias macrocephalus, en el cual fue en los meses de mayo y
agosto donde todas las hembras inyectadas ovularon mientras que en los meses de
noviembre y febrero disminuyeron los desoves en un 80% y 60% respectivamente (Tan-
Fermin et al. 1997).
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El andrdgeno 11-ketotestosterona (11-KT) en hembras de peces ha recibido poca
atencion, siendo en los machos donde se han realizado sus estudios y es debido a la relacién
del andrégeno con la espermiogénesis (Miura y Miura 2003). Asanuma Yy colaboradores
(2003) sefialan una posible relacion entre el E; y la 11-KT en la sintesis de vitelogenina
(VTG) en hembras de la anguila japonesa Anguilla japonica. Sugieren que no so6lo los
estrogenos, sino también los andrégenos puedan incrementar la produccion de VTG
durante el desarrollo gonadal en el higado de machos y hembras, aunque el mecanismo a
través del cual esto ocurre ain no estd claro. Igualmente, se cree que juega un papel
importante en el control del crecimiento de los ovocitos pre-vitelogénicos (Matsubara et al.
2003). Por otro lado, se han encontrado sitios de sintesis de la 11-KT en el ovario de
algunas especies de la subfamilia Epinephelidae (Zhou y Gui 2008), por lo que podria ser
una posible explicacion a la presencia de este andrégeno en las hembras de la cabrilla

sardinera en estadio reproductivo.

La hormona 11-KT fue analizada porque el proceso de diferenciacion de la gonada
en la cabrilla sardinera aun es polémico. EI cambio secuencial de sexo de hembra a macho
(hermafrodita protoginico) es comdn entre los meros de la familia Epinepheline. Sin
embargo, de acuerdo con Erisman et al. (2008) la cabrilla sardinera presenta gonocorismo
(sexos separados). Los niveles altos de 11-KT obtenidos en hembras maduras evidenciaron
la plasticidad de cambio de sexo en esta especie. No obstante, las variaciones de esta
hormona deben de ser investigadas tanto en hembras maduras e inmaduras silvestres, asi
como en ejemplares en cautiverio. Después de haber observado que esta hormona no tuvo
cambios significativos durante los tratamientos experimentales, se puede concluir que no

esta relacionada con la MFO.

En la acuicultura de la cabrilla en el CIBNOR se tiene plena evidencia de que se trata
de una especie hermafrodita protoginica, segin las observaciones de Kiewek-Martinez
(2004) e informacion reciente indica que los factores sociales, como es el que se encuentren
machos aislados, dispara un mecanismo de reversion sexual de macho a hembra, lo que
corresponderia a un hermafrodita protandrico (D. Guerrero; comm pers). Cabe sefialar que

las observaciones de hermafroditismo se consideran que sea la causa méas importante del
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desfasamiento o desincronizacion en la maduracion de hembras y machos en cautiverio y
que ha evitado el control de la reproduccion de esta especie en el CIBNOR. En otras
especies de cabrillas hermafroditas, se ha reportado un incremento en los niveles de este
andrdégeno en sangre e incluso se ha detectado la presencia de E; y T conforme sucede la
reversion sexual (Zhou y Gui 2008).

Con lo anterior, se acepta la primera hipotesis de trabajo planteada, dado que los
tres tratamientos hormonales tuvieron un efecto estimulatorio la produccién de esteroides

sexuales en la cabrilla sardinera, siendo la hormona hCG la que present6 el mayor estimulo.

7.4 Efecto del cortisol en la maduracion final de ovocitos en las hembras experimentales

Los niveles de cortisol en este estudio se registraron elevados después de la captura y
posteriormente, permanecieron sin cambios significativos a lo largo del tiempo
experimental en los tres tratamientos hormonales y en el control placebo, a manera de un
umbral de estrés. Como un dato adicional (D. Guerrero; comm pers), los niveles de cortisol
que se han registrado en cabrillas inmaduras han sido similares a los registrados en este
estudio. Esto sugiere, que el incremento de cortisol fue inducido por la captura y el manejo
de transporte al laboratorio, lo que concuerda con lo reportado en la literatura de peces.
Particularmente con el control placebo, la disminucion significativa de esteroides sexuales

pudiera estar ligada al efecto del cortisol elevado.

El no haber encontrado cambios significativos de cortisol en ninguno de los
tratamientos hormonales, sugiere que éste metabolito no tuvo ningun efecto en la MFO. Sin
embargo, no hay que descartar la posibilidad de que el umbral de estrés observado por la
captura y transporte, pudiera haber ocultado un incremento significativo de este metabolito
en alguno de los tratamientos hormonales experimentales, siempre y cuando los peces no
hubieran estado estresados, que no fue el caso en este estudio. Para probar esta hipétesis, en
investigaciones posteriores se tendrian que tener cabrillas maduras con bajos niveles de
cortisol antes de administrar un tratamiento hormonal, para lo cual, se sugiere experimentar
con hembras maduradas en cautiverio. Sin embargo, previamente a la experimentacion, se

deberan establecer rangos que denoten un estrés y un cambio fisiolégico, mientras que por
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debajo de dicho rango, sean considerados como asintomaticos. En la literatura de peces, se
considera que si la concentracion de cortisol se encuentra por arriba de los 10 ng/mL, el pez
estara estresado; sin embargo, esto varia en las diferentes especies (Pankhurst 2001) y habra

que investigarlo en la cabrilla sardinera.

No obstante, a nuestro conocimiento, este es el primer reporte de niveles de cortisol
durante un tratamiento hormonal para inducir la MFO en hembras silvestres, y como una
conclusion preliminar, tanto el manejo de reproductores asi como la administracion de
hormonas, no implicaron un incremento adicional de estrés en la cabrilla sardinera, por lo

que la segunda hipétesis de trabajo planteada se rechaza.

7.5 Perfiles bioquimicos en las hembras experimentales inducidas a la maduracion final

de ovocitos

Tanto en el medio silvestre asi como en la acuicultura, la medicion de niveles de
parametros bioquimicos como lipidos totales, triglicéridos, colesterol y glucosa han
demostrado ser Utiles en la determinacion del estado de salud de los peces en confinamiento
(Svoboda et al. 2001; Shi et al. 2006).

Se ha observado que una disminucidn en la concentracion de lipidos totales en sangre
esta relacionada con actividades como la vitelogénesis, donde ésta molécula participa en la
formacién de la vitelogenina (Lund et al. 2000; Jensen y Taylor 2002). Asimismo, se ha
observado en una gran variedad de teledsteos que niveles bajos de lipidos en plasma
coinciden con los periodo de MFO y post-desove (Lund et al. 2000), como es el caso de

Fundulus heteroclitus (Jensen y Taylor 2002).

Los trigliceridos son moléculas que al igual que los lipidos pueden variar en su
concentracion en sangre de acuerdo al género y juegan un papel importante en la regulacion
de la reproduccion de muchos animales acuaticos (Lund et al. 2000; Tocher 2003;
Glencross 2009). Los triglicéridos forman parte del vitelo y se han encontrado niveles altos
en sangre durante la sintesis de vitelogenina dentro del periodo de predesove (Svoboda et
al. 2001). Es en los huevos de los peces marinos donde son almacenados en gran

proporcion en forma de fosfoglicéridos y se cree que son la fuente principal para el
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desarrollo visual y neural de la larva (Glencross 2009). Por otro lado, una disminucion en
los niveles de triglicéridos en plasma se ha observado por sobreactivacion de la lipoproteina
lipasa (LPL) en presencia de E; en plasma y la produccion de nuevas células foliculares. El
incremento en la actividad de la LPL es un mecanismo efectivo en la depositacion de
lipidos en el ovario y por tanto se reducen los niveles de triglicéridos en plasma (Jensen y
Taylor 2002). Ademas, los triglicéridos son utilizados también como fuente de energia en
algunos procesos metabdlicos (Svoboda et al. 2001). También se ha observado que los
triglicéridos juegan un papel importante en la funcién del sistema inmune en peces, como
precursores en la produccién de prostaglandinas por parte de los macro6fagos asi como en la
sintesis de leucotrieno por parte de los neutréfilos en la respuesta inflamatoria (Glencross
2009).

El colesterol juega un papel importante en la esteroidogénesis ya que es la molécula
base para la produccion de los esteroides sexuales. Es extraido del interior de la membrana
de las mitocondrias por la proteina reguladora esteroidogénica aguda (StAR, steroidogenic
acute regulatory protein) y subsecuentemente es convertido a pregnenolona por accién del
citocromo P450 (CYP 450 ssc) que a su vez es convertida a T a través de una serie de
reacciones enzimaticas y posteriormente convertido en E, por accion de la aromatasa o en
11-KT por accion de la 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (11-BHSD) (Denslow y
Sepulveda 2007; Arukwe 2008). El colesterol en plasma se ha observado disminuido en
peces que han terminado la etapa reproductiva en el periodo de postdesove (Aras et al.
2008).

La valoracion de los niveles de glucosa en sangre comiunmente se utiliza como
indicador secundario de estrés en peces y una hiperglucemia se asocia con condiciones
estresantes (Bayir et al. 2007). También se ha visto que de algin modo la glucosa forma
parte del proceso de sintesis de vitelogenina (Sehgal y Goswami 2001). La glucosa es la
fuente principal de energia para procesos bio-sintéticos y es evidente su disminucién por

manejo y confinamiento (Sehgal y Goswami 2001).

Los resultados bioguimicos mostraron una disminucion significativa de niveles de

lipidos totales, de triglicéridos y de glucosa ya sea a las 16 o 36 horas del tiempo
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experimental, tanto en los tratamientos hormonales, asi como en el control placebo,
mientras que el colesterol se mantuvo sin cambios significativos. Esta disminucion
concuerda con estudios de ciclos reproductivos en peces, como es el caso de la trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss (Kocaman et al. 2005). El colesterol es base en la sintesis de
corticoesteroides (Arukwe 2008), por lo que el nivel constante de colesterol observado

concordd con el nivel constante cortisol (ver inciso 7.4).

A pesar de la gran importancia de todos los componentes bioquimicos analizados en
este estudio, no se encontré ningun efecto en la MFO y ninguno de ellos resultdé ser un
marcador predictivo durante un tratamiento hormonal. Sin embargo, los resultados fueron

los esperados por lo que la tercera hipotesis de trabajo planteada se acepta.

7.6 Hematologia en cabrilla sardinera silvestre y en cautiverio

Dentro de los indices hematoldgicos, las células sanguineas son de vital importancia en el
sistema inmune y son un buen indicador de la salud en peces. El conteo diferencial de
células sanguineas puede indicar la presencia de una enfermedad infecciosa (Blaxhall and
Daisley 1973) y provee datos para el estudio de mecanismos de defensa y la patogénesis de
la enfermedad (Fijan 2002a, b). La hematologia en el cultivo de peces marinos ha recibido
poca atencion para el diagnostico de enfermedades y estado de salud en diferentes
condiciones como reproduccidn, nutricion, medioambiente y densidad. Sin embargo, varios
trabajos recientes en peces estan surgiendo y contribuyendo a un mejor entendimiento de
esta disciplina (Valenzuela et al. 1999; Fijan 2002a,b; Pavlidis et al. 2007; Zexia et al.
2007).

7.6.1 Descripcidn de células sanguineas de cabrilla sardinera

En este trabajo se identificaron diez tipos celulares, tres perteneciente al grupo de las
células rojas (eritrocitos maduros, eritroblastos basofilos y los poli/ortocrométicos) y seis
dentro del grupo de las células blancas (linfocitos, granulocitos [neutrofilos, basoéfilos y
eosindfilos], monocitos y macréfagos) y uno relacionados con actividad coagulante, los
trombocitos. Los resultados aqui obtenidos, en cuanto a la identificacion de células

sanguineas presentes en la cabrilla sardinera, son consistentes con algunos trabajos
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realizados en Eleginops maclovinus (Valenzuela et al. 1999), Salminus maxillosus (Veiga et
al. 2000), entre otros. La presencia de macrdfagos observados en hembras en el presente
trabajo, contribuye al conocimiento de la hematologia en peces teledsteos y muestra que los
monocitos se convierten en macrdfagos especializados circulantes en la sangre. La
identificacion y descripcion de las células sanguineas en la cabrilla sardinera dio pauta a
poder discernir cuantitativamente si durante la reproduccion de esta especie ocurre una
inmunodepresion o bien una respuesta inmune y adicionalmente, comparar el estado de
salud de hembras y machos en cautiverio. Por (ltimo, también permitié obtener
informacion de eritropoiesis, hematocrito y conteo celular, tanto en cabrillas maduras
capturadas en primavera, comparadas con cabrillas inmaduras en verano, asi como cabrillas

en cautiverio de ambos sexos.
7.6.2 Eritropoiesis en cabrilla sardinera

Los resultados de eritropoiesis en la cabrilla sardinera concuerdan con lo reportado en la
literatura de peces. La presencia de eritrocitos inmaduros en sangre circulante son sefial de
actividad eritropoiética; sin embargo, estas células sanguineas son comunmente
encontradas en bajas proporciones en la sangre periférica de peces (Valenzuela et al. 2006).
La eritropoiesis en peces, salvo en la trucha del Artico Salvelinus alpinus, es activada
cuando la demanda de oxigeno es superior al oxigeno suministrado. Esto esta intimamente
relacionado con un incremento en la temperatura del agua y factores estacionales como la
reproduccion (Lecklin y Nikinmaa 1998). Ademas, dentro del rango normal de temperatura,
hay una relacion directa entre la temperatura ambiental y la capacidad de oxigeno en sangre
(Soldatov 2005). En la lisa Mugil cephalus, la demanda metabdlica aumenta durante la
temporada de verano. Las lisas responden incrementando la eritropoiesis hasta que alcanza
su pico maximo en la concentracion de hematocrito y hemoglobina, que dura hasta que la
especie migra a zonas mas templadas dentro de sus areas reproductivas en el Golfo de
México (Cech y Wohlschlag 1982). La maduracion sexual y el desove afectan la
composicion sanguinea de los peces. Se ha observado que hay una disminucién de

hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb) y conteo de células rojas, y cuando la temporada
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reproductiva finaliza, la sangre de los peces se regenera y recobra su capacidad oxigenativa
mediante el incremento de la eritropoiesis (Soldatov 2005).

Los machos de cabrilla sardinera en cautiverio, mostraron un incremento significativo
de eritroblastos, en comparacion con las hembras. Esté reportado que en los machos de la
trucha café Salmo trutta, un incremento en plasma de 11-KT, durante la maduracion
espermatogeénica coincide con un incremento en la actividad eritropoiética. Sin embargo,
los machos de cabrilla en cautiverio estaban inmaduros y no fluyentes de esperma, por lo
que esta diferencia entre los sexos, se puede interpretar como una mayor demanda de
oxigeno de los machos en los tanques de cultivo. Sin embargo, se requiere de mas

investigacion al respecto.
7.6.3 Hematocrito (Ht) y conteo de células sanguineas en cabrilla sardinera

Los resultados del Ht en cabrilla sardinera concordaron con Filho et al. (1992) en especies
de meros en Brasil, incluyendo Epinephelus guaza (35.7 £ 5.5), Epinephelus niveatus (33.9
+ 8.3), y Mycteroperca tigris (33.0 = 11.8), los cuales estuvieron dentro del rango de la
cabrilla sardinera madura e inmadura en Meéxico. Sin embargo, el conteo de células
sanguineas de las especies en Brasil sdlo fueron similares a cabrillas maduras (E. guaza
1.48 x 10° uL*, E. niveatus 1.64 x 10° uL*, y M. tigris 1.57 x 10° uL™?), posiblemente
porque dichas especies fueron capturadas durante la temporada reproductiva. EI Ht y el
conteo de ceélulas sanguineas de cabrilla sardinera inmadura fueron significativamente
mayores en comparacion a las cabrillas maduras, lo cual correspondid a una mayor

abundancia de eritroblastos.

Los niveles significativamente mas bajos de Ht y conteo celular en los ejemplares
maduros de la cabrilla sardinera puede ser un reflejo de una ligera anemia debida a la
pérdida del apetito, ya que se ha observado que muchos peces se vuelven anoréxicos antes
y durante el periodo de desove (Jobling 2000). Esto se ha observado en el salmén del
Atlantico Salmo salar (Kadri et al. 1995; Simpson et al. 1996), la trucha Salvelinus alpinus
(Tveiten et al. 1996), el bacalao Gadus morhua (Kjesbu et al. 1991; Fordham y Trippel

1999; Skjeeraasen et al. 2005) y el lenguado de invierno Pseudopleuronectes americanus
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(Bridges et al. 1976). Sala y colaboradores (2003) asi como Erisman y colaboradores
(2007) observaron las agregaciones que se forman de la cabrilla sardinera durante la
temporada reproductiva y sugieren que los adultos reproductores se alimentan muy poco o

se vuelven anoréxicos.

7.6.4 Conteo diferencial de leucocitos en hembras y machos de cabrilla sardinera en

cautiverio

El sistema inmune innato es un mecanismo fundamental de defensa en los peces para
combatir enfermedades (Magnadottir 2006; Whyte 2007). La presencia de linfocitos en
sangre de peces es comun y suelen ser las células predominantes dentro de los leucocitos,
lo que concordd con los resultados obtenidos en el presente trabajo. En el caso de las
cabrillas mantenidas en cautiverio, las hembras presentaron una respuesta inmune mayor
comparada con los machos, observandose un mayor porcentaje de linfocitos, seguido de
granulocitos. De acuerdo a Ellis (1986), lo anterior sugiere que las hembras son mas
susceptibles a infecciones que lo machos y por ende, estan combatiendo una infeccién o un

debilitamiento, hasta ahora no diagnosticado.

Es posible que los procesos de reversion sexual en la cabrilla sardinera, que fueron
discutidos con anterioridad, den entrada a patdgenos, debido al desbalance endocrino que
representa, aunado quizas que las condiciones en cautiverio no sean las mas adecuadas para

la especie, puntos que ya se estan investigando en las instalaciones acuicolas del CIBNOR.

La cantidad de linfocitos presentes en sangre en la literatura de peces es muy variable
y dependen de factores como la especie, condiciones de extraccion de la sangre y la
condicidn fisiologica del pez (Fernandez et al. 2002). Las citoquinas pro-inflamatorias son
liberadas al torrente sanguineo como parte de la respuesta inespecifica del sistema inmune
en los peces y las quimioquinas producidas por los diferentes tipos celulares tienen, entre
otras funciones, propiedades quimio-atrayentes estimulando el reclutamiento, activacion y
adhesion de las células a los sitios infectados o dafiados (Whyte 2007). Estudios en otras
especies han demostrado que los linfocitos de peces juegan un papel en la regulacion de la

respuesta temprana del sistema inmune a infecciones via produccion de quimioquinas
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(Roca et al. 2007). La informacién disponible a cerca de los granulocitos es muy confusa
(Zexia et al. 2007) dada la poca uniformidad de las técnicas de tincion utilizadas, la
variedad morfol6gica de los granulocitos y la actitud antropogénica de los hematdlogos
(Valenzuela et al. 1999). Sin embargo, la descripcién de los granulocitos de la cabrilla
sardinera no mostré tener dicha ambigiedad en su identificacion. Se sabe que los
granulocitos son productores de lisozimas, una glucosidasa con actividad anti-bactericida y
tiene la funcién de explosion respiratoria y fagocitica (Ainsworth 1992; Fernandez et al.
2002) y puede desarrollar funciones adaptativas dentro de un microambiente tal como el
tejido testicular del pez, el cual puede tener un inesperado papel aparte del de actuar como

vigilante inmune (Chaves-Pozo et al. 2005).

7.6.5 Conteo diferencial de leucocitos en hembras y machos de cabrilla sardinera silvestre

La maduracion de la cabrilla sardinera estuvo asociada con un incremento de leucocitos en
sangre, mientras que en los machos se asocié solo con un incremento de granulocitos y
trombocitos. Por tanto, estos resultados estan de acuerdo con aquellos estudios en peces en
donde la leucofilia ocurre durante la temporada reproductiva y especificamente con el
lenguado de invierno (Bridges et al. 1976) que es un pez marino. La respuesta inmune
observada convergio con concentraciones elevadas en plasma de E; y T, los cuales, al igual
que los leucocitos, colapsaron en verano y que también estan de acuerdo a lo publicado en

peces en general (Janz 2000; Bridges et al. 1976).
7.6.5.1 Linfocitos y trombocitos

La proliferacion de linfocitos y trombocitos en la cabrilla sardinera podria ser el resultado
del incremento de E, durante la maduracion ovarica, lo cual estd documentado en peces
(Harris y Bird 2000). Por lo tanto, la linfofilia representaria el primer mecanismo de
vigilancia inmune durante la maduracion, y aparentemente, es seguido por una trombofilia,
debida posiblemente a lesiones internas cuando los machos golpean el abdomen de una

hembra durante el cortejo (Erisman et al. 2007).
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7.6.5.2 Granulocitos y monocitos

El radio mas bajo y el radio mas alto de granulocitos con respecto a monocitos (el tercer
perfil ~0.2, y el segundo perfil ~1.7) respectivamente, sugieren un incremento diferencial
de estas células blancas en hembras maduras. Esto sugiere que después del incremento de
linfocitos y trombocitos, al parecer ocurre un aumento de monocitos (monofilia), seguida
de un aumento de granulocitos (granulofilia). Subsecuentemente, tanto granulocitos y
monocitos llegan a un equilibrio en su abundancia en sangre circulante, resultando en el
perfil de leucocitos mas comudn con un radio alrededor de 0.5, dejando todos los tipos de
células blancas con mayores porcentajes (leucofilia). Cabe sefalar, que ninguno de los
componentes bioquimicos y esteroideos analizados pudieron distinguir entre los tres tipos

de leucogramas ya que no existieron diferencias significativas en todos los casos.

De acuerdo con las observaciones histoloégicas de hembras maduras este estudio,
durante la temporada reproductiva, la gonada de la cabrilla sardinera desarrolla grupos
asincronicos de ovocitos que permiten multiples desoves. Entre dos desoves, los foliculos
post ovulatorios se degradan y se regeneran. Esto significa que cualquier ovocito atrésico o
foliculo ovulado (cuerpo luteo) debe de ser degradado mediante granulocitos y monocitos
que se infiltran al ovario de la sangre periférica. La observacion histoldgica de granulocitos
y monocitos en vasos sanguineos adyacentes a foliculos post ovulatorios de cabrilla
sardinera respalda el que este proceso de degradacidn ocurra. De hecho, en otras especies
como el esparido Lithognathus mormyrus (Besseau y Faliex 1994) y en salmonidos
(Bromage y Cumaranatunga 1988), este proceso de degradacion es comin y ocurre durante
toda la vitelogénesis. En el caso de los machos de cabrilla sardinera, la granulofilia estaria
involucrada en la continua fagocitosis de esperma residual o inviable, o bien, bacterias y
parasitos en el liquido seminal, como ocurre también en Lithognathus mormyrus (Besseau y
Faliex 1994).

Por otro lado, cuando la reproduccion cesa, la gonada de la cabrilla sardinera se
vuelve atrésica y se reabsorbe completamente, en donde s6lo una cantidad muy pequefia de
tejido ovarico se observa en el area urogenital. Por tanto, los granulocitos y los monocitos

abundantes durante la temporada reproductiva también estarian involucrados en la
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reabsorcion de la gdénada durante el periodo post desove. Existen estudios muy bien
documentados en peces como el del esparido Lithognathus mormyrus, en donde los
granulocitos y monocitos macrofagos se han identificado como muy abundantes cerca de
los espermatozoides residuales y en areas degeneradas de ovocitos durante el post-desove
(Besseau y Faliex 1994). También se han encontrado centros de melano-macréfagos que
estan involucrados en la degradacion de ovocitos atrésicos o bien, foliculos no ovulados en
la anguila pantanosa Synbranchus marmoratus (Ravaglia y Maggese 1995). Los monocitos
son las principales células fagocitarias y son abundantes en tejidos inflamados ya que
ingieren restos celulares resultantes de la respuesta inflamatoria (Fernandez et al. 2002), por
lo que su presencia en la sangre es preambulo de una migracion celular hacia el proceso
inflamatorio que sufre la gonada durante la etapa reproductiva y post-reproductiva. En
especies hermafroditas como la dorada Sparus aurata, abundan granulocitos fagociticos
durante la regresion testicular de esta especie (Chavez-Pozo et al. 2005).

Al revisar puntualmente algunos estudios en peces, en donde se indican los
leucogramas de hembras maduras, resulta interesante evidenciar que la abundancia tanto de
monocitos, asi como de granulocitos, estan involucrados en el proceso de maduracion y
desove, sin que esta informacion haya sido revisada con detalle, debido a que ain son
pocos los estudios reportados. Un ejemplo se presenta en la carpa comdn Rutilus rutilus, en
donde en una de las poblaciones silvestres analizadas, los granulocitos, monocitos y
trombocitos fueron méas abundantes en hembras maduras, mientras que en otra poblacién
silvestre y separada de la primera, nada se evidencié en la misma temporada reproductiva
(Vainikka et al. 2004). En otro estudio reciente realizado en seis especies en cultivo
procedentes del Mediterraneo, los porcentajes de los diferentes tipos de leucocitos no
variaron de acuerdo al sexo de todas las especies que no estaban en reproduccion
(inmaduras). Sin embargo, en aquellas hembras de la especie besugo del Mar Blanco
Diplodus sargus que se encontraban desovando, tuvieron una abundancia de neutrofilos
(granulocitos) significativamente mas alta que todas las demas especies inmaduras, asi

como una mayor abundancia, aungue no significativa, de monocitos (Pavdilis et al. 2007).
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7.6.5.3 El papel de los leucocitos durante la maduracion de la cabrilla sardinera

De acuerdo con Ellis (1986), un incremento de leucocitos en los peces puede representar
una infeccion o debilitamiento establecido en el organismo, lo cual concuerda con lo
observado en hembras en cautiverio de la cabrilla sardinera, en donde una linfofilia y
granulofilia fueron evidentes. Sin embargo, durante la maduracion ovérica de la cabrilla
sardinera, la monofilia y trombofilia también estuvieron involucradas. En machos de la
carpa L. cephalus la leucofilia fue asociada con una diversidad més baja de parésitos
durante el desove, comparado con antes y después de la reproduccién (Rohlenova y
Simkova 2010). Esto sugiere que durante la reproduccion de la cabrilla sardinera, ocurre
una respuesta inmune, tanto para una vigilancia inmunolégica durante la maduracion,
asegurando el proceso reproductivo y la supervivencia del organismo, asi como para la
reabsorcion de ovocitos atrésicos o en reabsorcion en el intervalo entre dos desoves y en el
post desove. Se hace notorio entonces, que es posible que exista una coordinacion
endocrina-inmune que asegura el exito de la reproduccidn en esta especie. Esta
interpretacion de los resultados, contradice la interpretacion sugerida por Bridges et al.
(1976) en el lenguado de invierno, en donde la leucofilia ocurre por un aumento de estrés y
de una mayor susceptibilidad a infecciones durante la reproduccion y que es basada y
tipificada en los salménidos. En caso de haber un agente infeccioso, el sistema inmune esta
en “alerta” y combate y disminuye dicha infeccion como el caso de la carpa L. cephalus,
expuesto anteriormente (Rohlenova and Simkova 2010). Sobre la base de esta
interpretacion, la cuarta hipotesis de trabajo planteada es rechazada dado que no se

evidencio una inmunodepresion durante la maduracion de la cabrilla sardinera.

Con lo anterior, se sugiere que después de un desove, las quimoquinas atrayentes
liberadas por el ovario reclutan leucocitos de sangre periférica para infiltrarse en vasos
sanguineos ovaricos para mantener una actividad inmune de vigilancia y fagocitosis,
mientras que el mecanismo de retroalimentacion endocrina, produce hormonas esteroideas
sexuales y vitelogenina para preparar el proximo grupo de ovocitos para alcanzar la

maduracion final.
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Hay evidencia de expresion genética de ARN mensajero y el péptido de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH-I) en linfocitos del la curvina roja Sciaenops ocellatus
(Mohamed y Kan 2006), que también sugiere que los linfocitos, aparte de vigilancia,
contribuyan a la sintesis de gonadotropinas para la maduracion de la génada.

Por Gltimo, se puede mencionar que ya que existe evidencia de que los granulocitos y
los monocitos intervienen en la reabsorcion de la gonada durante el post desove, y en la
regresion de la gbnada en peces protandricos, el papel de estos glébulos blancos durante la

maduracion de peces requiere mayor investigacion.
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8. CONCLUSIONES

1.

El mejor tratamiento para inducir a la maduracion final de ovocitos de la cabrilla
sardinera fue utilizando la hormona hCG. Dicho tratamiento mostré un efecto
estimulador significativo en la sintesis de los esteroides sexuales de E; y T, mas no
de 11-KT.

Las inducciones hormonales de GnRHa y LHRHa no mostraron un efecto
estimulador en la sintesis de los esteroides sexuales, mas sin embargo,
contrarrestaron la disfuncién reproductiva, como fue observada en las hembras del
grupo control placebo, por lo que no se descarta su uso para inducciones
posteriores.

Se contribuyé con un metodo simple de evaluacion de la maduracion final de
ovocitos, mediante una toma de sangre, que permitird predecir la respuesta de
induccion a las 16 h después de la inyeccién, a través de la cuantificacion de
esteroides sexuales.

La concentracion del androgeno 11-KT puede ser un buen indicador de monitoreo
en reversiones sexuales de forma protoginica o protandrica que ocurran en
cautiverio.

El nivel de cortisol elevado fue consecuencia de la captura y transporte. No se
encontré evidencia de que el nivel de cortisol se incrementara por efecto de los
tratamientos hormonales.

La disminucién de lipidos totales, triglicéridos y glucosa fue debida a la utilizacion
metabolica de estos componentes por manejo y confinamiento. Los niveles de
colesterol se mantuvieron constantes. Ninguno de los componentes bioquimicos
analizados resulto ser un marcador predictivo durante un tratamiento hormonal.

Los niveles bajos de hematocrito y conteo bajo de células rojas en los ejemplares
reproductivos de la cabrilla sardinera puede ser un reflejo de una ligera anemia
debida a la pérdida del apetito durante la reproduccion.

Un incremento en las células leucociticas o leucofilia en hembras maduras podria
representar una coordinacién endocrina-inmune para la reabsorcion de gametos no

utilizados y tejido gonadal durante la reproduccién y el periodo post reproductivo,
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mientras que los esteroides sexuales y la vitelogénesis preparan el siguiente grupo
de ovocitos para su maduracion, o bien atresian la génada.

La presencia de monocitos y granulocitos en hembras maduras se relaciond a su
actividad fagocitica y anti-inflamatoria ya que son abundantes en tejidos inflamados
y se sugiere que su incremento se manifiesta de una manera diferencial durante la

reproduccion.

9. RECOMENDACIONES

1.

Se sugiere evaluar los efectos de fotoperiodo y temperatura en la estimulacién de
esteroides sexuales para inducir a la maduracién en cautiverio y al inducir a la
maduracion final de ovocitos.

Se sugiere que los tratamientos hormonales de LHRHa y GnRHa, se deben de
evaluar a dosis mas altas, cuantificando a qué dosis ocurren los incrementos de los
esteroides sexuales.

Se sugiere investigar las variaciones de 11-Ketotestosterona tanto en hembras
maduras e inmaduras silvestres, asi como en ejemplares en cautiverio.

Se sugiere investigar las variaciones de cortisol en cabrillas en proceso de
maduracion en cautiverio.

Se sugiere investigar las variaciones de eritropoiesis de cabrillas en cautiverio.

Se sugiere comparar informacion hematica de cabrillas en diferentes sistemas de
confinamiento para su reproduccion.

Se sugiere continuar evaluando los porcentajes de células blancas en ovario y

testiculo con respecto a la sangre periférica de ejemplares maduros.
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ANEXO |

Rutina de tincion para Hematoxilina-Eosina de Harris.

Paso Solucion
1 Xilol 100%
2 Xilol-Etanol 1:1
3 Etanol 70%
4 Etanol 96%
5) H,O
6 Hematoxilina de Harris
7 H,O
8 Etanol-acido 1:100
9 H,0
10 H,O-amoniacal 1:500
11 H.O
12 Etanol 50%
13 Etanol 70%
14 Eosina azulosa alcohdlica
15 Etanol 96%
16 Etanol 100%
17 Xilol 100%
18 Montaje en Resina o entellan
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ANEXO 11

Tablas con niveles de Testosterona, 173-estradiol, 11-Ketotestosterona y Cortisol (ng/mL)
en plasma de cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea (Media + Desviacion estandar) en

los diferentes tratamientos hormonales. El tiempo O representa antes de la inyeccion.

Testosterona
Tiempo Placebo LHRHa GnRHa hCG
Oh 145+0.8 16.5+0.8 15.8+0.4 16.0£0.5
16 h 126 +0.4 15.0+0.9 13.6£0.9 18.8+0.4
36 h 13.0+0.2 155+14 15.3+0.9 19.0+1.0
17B-estradiol
Oh 95+0.8 104+0.4 10.7£0.2 11.9+13
16 h 5.0+£04 9.6+0.6 6.8+1.3 20.0+0.8
36 h 5.5+0.2 9.0+1.0 9.2+1.0 21.0+1.0
11-Ketotestosterona
Oh 139+ 0.3 142 +0.2 14.3+0.2 14.7+0.3
16 h 13.8+0.4 14.0+04 14.4+0.3 145+ 0.3
36 h 142+0.4 14.4+0.3 147+0.4 148+ 0.4
Cortisol
Oh 22609 22.3+0.8 22309 22.0+0.9
16 h 23.0x0.7 229+13 22.0x0.6 23.1+0.7
36 h 21.2+0.7 21.7+0.5 21.9+0.2 220+ 1.0
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en plasma de cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea (Media + Desviacion

estandar) en los diferentes tratamientos hormonales. El tiempo O representa antes de

la inyeccion.
Lipidos Totales
Tiempo Placebo LHRHa GnRHa hCG
Oh 7.19+£1.37 7.36 + 1.66 6.26 + 0.85 6.65 + 0.96
16 h 4.05+1.73 2.65+0.10 3.36 £ 0.87 3.13+0.78
36 h 3.65+1.87 2.35+0.34® 2.70+0.55 2.61+0.79
Triglicéridos
Oh 1.48 £0.22 1.43+0.20 1.54+0.21 1.54 +£0.28
16 h 0.86 + 0.48 0.88 +0.41 0.95+0.28 0.95+0.35
36 h 052+0.21 0.57+0.20 0.68 + 0.26 0.62 +0.23
Colesterol
Oh 1.50 £0.29 1.41+0.20 1.25+0.17 1.43+0.26
16 h 1.29+£0.27 1.29+0.3 1.15+0.09 1.43+0.27
36 h 1.39 +£0.36 1.48+£0.21 1.27+£0.23 1.33+0.28
Glucosa
Oh 0.98 +0.13 1.00 £0.16 1.10+0.13 0.47 +0.15
16 h 0.55+0.12 0.49+0.10 0.62 +0.10 0.57 +0.16
36 h 0.56 +0.12 0.42 +0.08 0.46 +0.13 0.45+0.10






