Flexibilidad digestiva durante el ayuno en peces: analisis de

los cambios en el caraciforme Hyphessobrycon luetkenii.
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Resumen

La flexibilidad digestiva es un fendmeno generalizado en el reino animal.
Ademas, la congruencia entre datos empiricos y los modelos de digestion éptima
apoyan fuertemente la idea de que la misma es adaptativa, habiendo evolucionado por
seleccion natural. Sin embargo, la serie de pasos concretos por la cual la flexibilidad
digestiva evolucion6 esta lejos de ser comprendida plenamente. En este sentido, la
evidencia existente para los vertebrados tetrapodos sugiere que existen dos
estrategias principales para la regulacion del tracto digestivo durante periodos de
ayuno. En especies endotermas ocurre principalmente una disminucion en el nimero
de enterocitos que conforman el epitelio de la mucosa intestinal, mientras que en
especies ectotermas ocurre una transicion en la configuracion del epitelio intestinal
(de columnar simple a seudoestratificado), en conjunto con una marcada hipotrofia de
los enterocitos. Sin embargo, la flexibilidad digestiva en los peces, grupo basal a los
vertebrados tetrapodos, ha sido muy poco analizada dentro de este contexto. Por ello,
el presente trabajo estd destinado a analizar los cambios en el intestino, a nivel
morfoldgico e histoldgico, que ocurren luego de 7 y 14 dias de ayuno en una especie
de caracido (Hyphessobrycon luetkenii). Se encontré que el ayuno a corto plazo se
correlaciona con una marcada disminucién en el tamafio del tracto digestivo —i.e., la
masa seca del intestino y de los ciegos piléricos se redujo a 42.3%, mientras que el
largo intestinal disminuy6 a un 73.9% con respecto a los valores de alimentacion— y
que estos cambios fueron acompafiados por un cambio en la organizacién del epitelio
digestivo, el cual pas6 de columnar simple a seudoestratificado. Estos resultados,
conjuntamente con datos previos sobre los cambios en las tasas de renovacion celular
en otras especies de peces, sugieren que la regulacion del tracto digestivo en peces
ocurre a ambos niveles, es decir, en las tasa de renovacion celular y en la

configuracion del epitelio intestinal.



1. Introduccion

La plasticidad fenotipica es el fendbmeno por el cual un mismo genotipo produce
diferentes fenotipos en diferentes contextos ambientales (Pigliucci 2001). La
plasticidad en un rasgo dado es considerada un rasgo en si mismo, que puede estar
genéticamente controlado y por tanto es capaz de evolucionar independientemente de
otros caracteres del organismo (Bradshaw 1965; Pigliucci 2001). Esta consideracion
sugiere un rol dual del ambiente en la evolucion, ya que ademas de determinar el
fenotipo sobre el cual actla la seleccidn, impone las presiones selectivas que actian

sobre el mismo (Whitman and Agrawal 2009).

En ambientes en los cuales las condiciones abitticas y bidticas varian mas
rapidamente de lo que se suceden las generaciones de una determinada especie, es
esperable que los cambios fenotipicos sean reversibles. Esta sub-categoria de
cambios fenotipicos recibe el nombre de flexibilidad fenotipica (Piersma and Drent
2003) y se consideran una estrategia de tipo generalista que permite afrontar cambios
ambientales de alta frecuencia (Gianoli 2004). En términos generales, se acepta que
aquellos individuos con mayor capacidad de ajustarse a los cambios ambientales
pueden incrementar la explotacion de los recursos limitantes y por tanto su adecuacion

biolégica (Gianoli 2004).

El sistema digestivo representa la mayor interfase, en términos de materia y
energia, de intercambio entre los organismos y su medio, y por tanto es esperable que
dicho sistema esté sujeto a fuertes presiones selectivas (Secor 2001). En este sentido,
la flexibilidad digestiva permite a los animales adecuarse a las variaciones en las
demandas funcionales impuestas sobre este sistema, lo que es muy importante por
dos razones. En primer lugar, permite maximizar la extracciéon de energia 'y nutrientes
provenientes del alimento que esta siendo consumido; en segundo lugar, disminuye el

costo de mantenimiento asociado a uno de los sistemas mas costosos en términos de



consumo de energia y proteinas. En linea con esto, decenas de trabajos empiricos
han demostrado que el sistema digestivo responde de forma flexible a distintos niveles
de organizacion (desde los genes a la morfometria) al cambiar las condiciones
ambientales (Piersma and Lindstrom, 1997; Penisi, 2005; Naya 2008; Karasov et al.,
2011). Por ejemplo, es sabido que: (1) Ocurre una regulacién de “hacia arriba” de los
atributos digestivos de forma paralela al aumento en la cantidad de material refractario
en la dieta (e.g., Young Owl and Baltzi, 1998; Starck, 1999a; Liu and Wang, 2007); sin
embargo, si la calidad de la dieta se reduce mas alla de cierto punto, esta relacion se
revierte y los rasgos del tracto digestivo sufren una regulacién “hacia abajo” (e.g., Loeb
et al. 1991; German et al. 2010); (2 ) Ocurre una regulacion de los atributos digestivos
en paralelo a la variaciéon en las demandas energéticas del organismo (e.g., Toloza et
al.,, 1991; Hammond et al.,, 1994; Naya et al., 2007); sin embargo, cuando las
demandas energéticas son muy altas esta relacion se estabiliza, lo que probablemente
esté relacionado con limitaciones fisiol6gicas a otros niveles (e.g., disipacién de calor;
Speakman and Krol, 2005; Krol et al., 2007); (3) Ocurre una regulacion de los atributos
digestivos “hacia abajo” al reducirse la cantidad de alimento consumido (Kristan and
Hammond, 2001; Naya and Bozinovic, 2006), lo cual es particularmente notable
durante los periodos de ayuno (e.g., Burrin et al., 1988; Secor and Diamond, 1998;

Cramp et al., 2005).

En relacién a los cambios digestivos observados durante el ayuno, se plantea
la existencia de dos estrategias alternativas en los vertebrados (Secor et al. 2000;
Starck, 2005; Starck et al., 2007). En especies endotermas, los ajustes en el tracto
digestivo implican principalmente ajustes en la tasa de renovacion celular, mientras la
estructura del epitelio se mantiene intacta, i.e., un epitelio columnar simple (Burrin et
al. 1988; Dunel-Erb et al., 2001; Hume et al., 2002). Los cambios en el tamafio de los
enterocitos y en el largo de las microvellosidades son modestos, y consecuentemente

s6lo es posible una moderada modulacion a nivel masa-especifico —mediante cambios



en las enzimas y la actividad y/o densidad de transportadores- (Hammond et al., 1994;
Secor and Diamond 1998; Dunel-Erb et al., 2001). Es por esto que las tasas de
absorcion masa-especificas no varian, o incluso pueden aumentar, durante periodos
de ayuno prolongados (Karasov and Diamond, 1983; Carey, 1990; Carey, 2005) .Por
otra parte, en las especies ectotermas el numero de enterocitos parece mantenerse
relativamente constante, pero la mucosa intestinal se modifica pasando de un epitelio
columnar simple a un epitelio seudoestratificado (Starck and Beese, 2001;; Christel et
al., 2007; Secor, 2008; Naya et al., 2009 Esta transformacién esta relacionada con un
descenso en la presion sanguinea del tejido conectivo en las vellosidades intestinales,
y con una notable reduccion en el tamafio de los enterocitos (Starck and Wimmer,
2005). Este cambio histolégico es debido a una reduccion muy importante en el
tamafio de los enterocitos, la cual se asocia, a su vez, a la desaparicion de gotas
lipidicas supranucleares (Starck and Beese, 2001; Starck and Wimmer, 2005; Lignot et
al., 2005; Starck et al., 2007). Finalmente, el largo de las microvellosidades intestinales
se reduce de forma notable, principalmente en aquellas especies que experimentan
largos periodos de ayuno en condiciones naturales (Secor et al. 2000; Secor, 2005a;

Secor, 2005b; Christel et al. 2007; Cox and Secor, 2008).

Los modelos de regulacion digestiva planteados en el parrafo anterior estan
basados en la evidencia proveniente de diferentes especies de mamiferos y aves
(modelo endotérmico) o de especies de anfibios y reptiles (modelo ectotérmico)
(Starck, 2005; Fig. 1). Sin embargo, la informacion existente a la fecha sobre los
ajustes en el tracto digestivo durante el ayuno en los peces, grupo basal a los
vertebrados, no ha sido considerada dentro de este marco teorico (Starck, 1999b;

Starck, 2005).
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Figura 1. Cladograma de los vertebrados tetrapodos donde se indican los grupos en
los que la regulacion digestiva estd basada en las tasas de recambio celular
(cuadrados blancos) y los grupos en los cuales la regulacion digestiva esta basada en
un cambio en la configuracion del epitelio intestinal (cuadrados negros). Figura tomada
de Starck (2005).

2. Hipo6tesis y Objetivos
Las hipotesis de este estudio son:

(1) Dado que Hyphessobrycon luetkenii es una especie ectoterma, se espera que
ocurra la reduccion en el tamafio del intestino durante el ayuno y ésta se encuentre
asociada a un cambio en la configuracion de la mucosa intestinal. En particular, se
predice que los organismos en ayuno deberian presentar menores tamafios de las
camaras digestivas, una menor cantidad de pliegues intestinales (los cuales, a la vez,
debieran ser de menor tamafio), y una configuracion intestinal seudoestratificada
asociada a enterocitos de menor tamafio y con escasas vacuolas lipidicas en su

interior.



(2) Dado que los peces son, en términos generales, organismos ectotérmicos se
espera que los cambios digestivos durante el ayuno sean similares a los arriba

descritos para H. luetkenii.

Los objetivos de este estudio son:

(1) Analizar los cambios en el intestino, a nivel morfoldgico e histolégico, que ocurren

durante el ayuno en una especie de caraciforme (Hyphessobrycon luetkenii).

(2) Analizar y discutir la evidencia previamente publicada sobre la regulacion digestiva
durante el ayuno en peces, a fin de lograr una mayor comprension de la evolucién de

la flexibilidad digestiva en los vertebrados.

3. Materiales y Métodos

3.1. Modelo Animal

La familia characidae es un importante componente de la ictiofauna
Neotropical. Dentro de esta familia, el género Hyphessobrycon incluye mas de 100
especies validas, distribuidas desde Méjico hasta la provincia de Buenos Aires en
Argentina (Miquelarena and Lopez, 2006). Varias especies de este género han sido
registradas en la cuenca del Rio de la Plata, siendo H. luetkenii una especie comudn en
la region (Marcelo Loureiro com. pers.) (Fig. 2). Hyphessobrycon luetkenii es una
especie omnivora de pequefio tamafio, cuya dieta esta principalmente compuesta por

algas, detritos y pequefios invertebrados (Soneira et al., 2006).



Figura 2. Vista lateral de un ejemplar de Hyphessobrycon luetkenii

3.2. Disefio experimental

Se colectaron quince individuos adultos, mediante una red de arrastre, el dia 19
de Junio de 2010, en el arroyo de Punta Negra, Maldonado, Uruguay (34°53'S -
55°13'W; Fig. 3). Los peces fueron llevados al laboratorio el mismo dia de la captura y
asignados al azar a uno de tres grupos. Los peces del primer grupo fueron sacrificados
mediante una sobredosis de 2 fenoxietanol luego de dos dias de ayuno (grupo control,
n=5), los peces del segundo grupo fueron sacrificados luego de 7 dias de ayuno
(grupo ayuno 7 dias, n=5), y por ultimo, los peces del tercer grupo fueron sacrificados
luego de 14 dias de ayuno (grupo ayuno 14 dias, n=5). Los individuos del grupo
control fueron privados de alimento por dos dias para: (i) obtener tractos digestivos
vacios sin manipular demasiado el tejido, (ii) reducir las diferencias en el estatus

nutricional entre individuos.

En el laboratorio, los animales fueron colocados en acuarios plasticos
individuales (90 x 110 x 230 mm),y mantenidos sin alimento a una temperatura de 17

+ 1° C, bajo fotoperiodo natural (11L:130). Para cada individuo se midi6 la masa



corporal inicial (Imy) con una balanza electronica (£ 0.0001 g) y los largos total y

estandar (LT y LE, respectivamente) con una regla de plastico (+ 1 mm).

Figura 3. (A) Mapa del area de estudio indicando (con un circulo naranja) la ubicacién
de la Laguna Punta Negra. (B) Foto del lugar preciso en donde se colectaron los
individuos para este estudio.

3.3. Determinaciones morfolégicas.

Los peces fueron anestesiados con 2-phenoxyethanol y la masa corporal final
(Fm,) fue medida con una balanza electrénica (+ 0.0001 g). Luego, los animales fueron
sacrificados y disecados, removiéndose el estomago, los ciegos piléricos, el intestino,
el higado, la grasa visceral y las gonadas. El estomago e intestino fueron
diseccionados cuidadosamente para evitar que se estiren y luego se midio el largo con
una regla (= 1 mm). Se contaron los ciegos piléricos con la ayuda de un microscopio
binocular (4 X). El estomago, los ciegos piléricos y el intestino fueron lavados y
enjuagados con una solucion de NaCl 0.9%, secados con toallas de papel y pesados
(x 0.0001 g). De cada individuo se obtuvo una porciéon de intestino (de la zona
inmediatamente posterior al ciego pilérico mas distal) de aproximadamente un
centimetro de largo, la cual fue inmediatamente fijada en formol buffer al 10% para los
analisis histoloégicos (ver mas adelante). Finalmente, todos los 6rganos, junto con las
carcasas fueron secados en una estufa a 60° C durante 4 dias, para luego pesarlos

individualmente (+ 0.0001 g). La masa seca total del intestino se estimé multiplicando



la masa humeda total por la relacién entre masa seca y himeda calculada a partir de

la seccion de intestino delgado que no fue utilizada para los analisis histologicos.

3.4. Determinaciones histologicas

El tejido intestinal previamente fijado fue lavado en agua corriente,
deshidratado mediante series progresivas de etanol, y fijado en cera de parafina, de
acuerdo con técnicas comunes de microscopia optica (Bancroft and Stevens, 1996).
Los tejidos se seccionaron transversalmente a 6 um de espesor y fueron montados en
portaobjetos de vidrio. Entre ocho y doce secciones seriadas por individuo fueron
tefiidas con hematoxilina y eosina y fotografiadas a diferentes aumentos (40x, 100x,
200x y 400x) utilizando un microscopio éptico con una cadmara digital montada. Las
imagenes fueron capturadas digitalmente y subsecuentemente abiertas con el
software NIS Elements AR version 3.1, con el cual se tomaron medidas lineales. Se
selecciond una seccién de tejido de cada individuo para la cual se midio: (1) el
diametro intestinal, (2) el ancho de la capa muscular externa (incluyendo las capas
musculares longitudinal y transversal), (3) el numero total de pliegues intestinales, (4)
la altura de cinco pliegues elegidos al azar, tomados desde el borde interno de la capa
muscular a el borde externo de la mucosa, (5) el ancho de cinco pliegues elegidos al
azar, tomado a la altura del punto medio de cada uno, y (6) la altura y diametro de

cinco enterocitos elegidos al azar de la punta de un pliegue intestinal.

3.5. Andlisis estadistico

Las diferencias entre grupos en tamarfio corporal (Im,, Fmy,TL y SL), el indice
de condicién corporal (BCI = Fm, / SL %), el niumero de ciegos piléricos, el ancho de
la capa muscular externa, y nimero de pliegues intestinales, fueron evaluados por
separado mediante ANOVAs de una via. Las diferencias entre grupos en el didmetro
intestinal, largo de los 6rganos digestivos y la masa seca de todos los 6rganos fueron

evaluados mediante ANCOVAs de una via, utilizando respectivamente Fm,, SL y la



masa seca de la carcasa como co-variables. Las diferencias en el ancho y altura de
los pliegues intestinales y en el didmetro de los enterocitos fueron analizadas mediante
ANOVAS de medidas repetidas. En todos los casos comparaciones a posteriori entre
los grupos fueron evaluadas mediante el test HSD de Tukey. Antes de todos los
analisis estadisticos, los datos fueron examinados para evaluar las asunciones de
normalidad y homogeneidad de la varianza, usando test de Kolmogorov - Smirnov y de
Levene, respectivamente. En algunos casos los datos fueron transformados a la
escala logaritmica (e.g., didmetro intestinal, masa seca de los érganos) para cumplir
los supuestos del analisis. Los valores son presentados como medias = 1 error
estandar y la significancia estadistica fue establecida al nivel de 0.05. Todos los

analisis fueron realizados utilizando el paquete estadistico Statistica version 6.0.

3.6. Andlisis de la evidencia existente sobre la flexibilidad digestiva en peces

Para abordar el segundo objetivo se realiz6 una blsqueda bibliografica en la
base de datos “ISI Web of Science” con las palabras claves “digestive flexibility” y “gut
size” conjuntamente con la palabra “fish”. A partir de estos trabajos y de la revisién de
las referencias existentes en los mismaos se construyd una base de datos. El total de
trabajos recuperados fue de catorce articulos, en los cuales se reportaban datos sobre
la morfometria e histologia intestinal. En los casos en que se reportaban valores
concretos, se estimo el cambio en las distintas variables digestivas como el porcentaje
de decremento con respecto al grupo control (i.e., alimentacién), para el resto de los

articulos se estudio si la variacion ocurria en la direccion esperada por la teoria.



4. Resultados

4.1. Resultados para H. leutkenii

No se encontraron diferencias significativas en la masa corporal inicial, en el
largo total o en el largo estandar entre los tres grupos (Tabla 1). En cambio, la masa
corporal final fue mayor para los animales alimentados, lo que se correspondia con
una reduccion en la masa corporal de 10% y 13% luego de 7 y 14 dias de ayuno,
respectivamente (Tabla 1). Del mismo modo, la condicion corporal fue mayor en el
grupo alimentado que en cualquiera de los grupos de ayuno (Tabla 1). El estémago e
intestino fueron mas largos en los peces del grupo control (Fig. 4), mientras que el
namero total de ciegos piléricos no difirid entre los grupos (Tabla2). El estbmago, los
ciegos piléricos y el intestino fueron notablemente mas pesados en los animales del

grupo control que en cualquiera de los grupos de ayuno (Fig.5).
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Figura 4. (A) Largo estomacal y (B) largo intestinal para cada grupo experimental. Los
valores presentados son medias ajustadas por minimos cuadrados (barras = 1 SE).
Distintas letras representan diferencias significativas entre grupos.



En relacion a los 6rganos no pertenecientes al tracto digestivo, se observé que
la masa seca del higado no se redujo luego de 7 dias de ayuno, pero si luego de 14
dias de ayuno (Tabla 1). La grasa visceral, por su parte, si bien mostré la misma
tendencia de disminucion gradual durante el progreso del ayuno, las diferencias entre

grupos no fueron estadisticamente significativas (Tabla 1).

Tabla 1. Masa corporal inicial (Im, , en g), y final (Fm,, en g), largo total (TL, en cm),
largo estandar (SL, en cm), indice de condicién corporal (BCl, en g cm?), pérdida de
peso (WL, en %), y peso seco del higado y de la grasa visceral (en mg), para cada
grupo experimental. Los valores presentados corresponden a las medias ajustadas por
minimos cuadrados (masa del higado y de la grasa) o a las medias absolutas (las
demas variables). Diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos.

Control Ayuno 7-dias Ayuno 14-dias Estadisticos

Imy, 2.54 (£0.14) 2.10 (+0.13) 2.33 (+0.15) F212=2.38;P=0.14
Fm, 2.54 (+0.14)*  1.89 (+0.11)° 2.02 (+0.14)° F,1,=7.12; P =0.01
TL 6.2 (£0.1) 5.7 (£0.1) 6.0 (£0.1) Fo12=2.72;P=0.11
SL 4.9 (+0.1) 4.6 (+0.1) 4.8 (+0.1) F21,=2.00; P=0.18
BCI 25.4 (+1.3) 21.9 (+1.0) 23.7 (+1.3) Fo12=2.00; P=0.18
WL e 10.3 (+0.9) 13.4 (£15) -

Higado 79 (+4)? 73 (£12)*° 50 (+12)° Fo11 = 4.09; P = 0.05

Grasa 30 (£9) 13 (£8) 6 (£7) Fo11=1.75,P=0.22
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Figura 5. (A) Peso del estomago, (B) peso del intestino y (C) peso de los ciegos
piléricos para cada grupo experimental. Los valores presentados son medias ajustadas
por minimos cuadrados. Distintas letras representan diferencias significativas entre
grupos.

A nivel microscépico, encontramos que el epitelio intestinal de los peces
alimentados estaba constituido por un epitelio columnar simple, con los nucleos de los

enterocitos ubicados en la parte media o basal (Fig. 6A). El citoplasma de los



enterocitos se encontraba lleno de gotas de lipidos supranucleares y translucidas, la
membrana celular estaba bien definida, y se veia el “borde en cepillo” de forma clara
(Fig. 6B). Durante el ayuno, el didmetro de la seccién proximal del intestino se redujo
en forma significativa (Tabla 2) y la mucosa intestinal cambio su apariencia a un
epitelio seudoestratificado (Fig. 6C). Ademas, se observé una menor cantidad de
pliegues intestinales, los cuales, a su vez, fueron de menor tamafo (Tabla 2). El
tamafio de los enterocitos se redujo notablemente, no observandose de forma clara
gotas lipidicas supranucleares ni el “borde en cepillo” apical (Tabla 2; Fig. 6C). El
ancho de la capa muscularis externa fue mayor en el grupo de ayuno de 14 dias que

en los individuos alimentados (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de ciegos piléricos (NCP), diametro de la parte proximal del intestino
(DI, en mm), ancho de la capa muscular externa (AME, en um), nimero de pliegues
intestinales (NPI), largo de los pliegues intestinales (LPI, en um), ancho de los pliegues
intestinales (API, en um), alto de los enterocitos (AE, en um) y didmetro de los
enterocitos (DE, en um). Los valores presentados corresponden a las medias
ajustadas por minimos cuadrados (didmetro de la parte proximal del intestino) o a las
medias absolutas (las demas variables). Diferentes letras indican diferencias
significativas entre grupos.

Control Ayuno 7dias Ayuno 14 dias Estadisticos
NPC 9.6 (+0.5) 9.2 (+0.4) 9.0 (+0.3) F12 = 0.56; P = 0.59
DI 1.35 (+0.09)*  0.87 (+0.08)"° 0.83 (+0.07)" F211 = 13.1; P < 0.002
AME  16.97 (+1.76)° 21.94 (+1.55)*°  27.50 (+3.80)" Fo12 = 4.18; P < 0.05
NPI 17.2 (+1.4)° 10.2 (+0.7)° 9.2 (+1.5)° F21, = 12.3; P < 0.002
LPI 509.6 (£52.5)*  275.3 (#26.0)°®  243.5 (+26.4)" Fi0.16 = 3.25; P < 0.02
API 114.9 (£11.0) 94.0 (£9.3) 88.7 (+12.0) Fi016 = 1.96; P <0.12
AE 47.6 (+£3.7)° 30.7 (+2.3)° 30.4 (+2.2)° Fi016 = 3.59; P < 0.02
DE 8.3 (+0.7)% 5.3 (+0.7)" 3.8 (£0.8)° Fi016 = 2.10; P < 0.09
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Figura 6. Secciones transversales de la parte proximal del intestino de un espécimen
del grupo control (A-B) y de un espécimen del grupo ayuno 7 dias (C).Abreviaturas: f
=pliegue intestinal; g = célula de mucus; Ip = lamina propria; me = capa muscularis
externa; n = ndcleo; bm = membrana basolateral; sm = capa submucosa; sl = gota de
lipidos. La escala es dada dentro de cada figura.

4.2. Resultados sobre la flexibilidad digestiva en peces

Estudios realizados en diversas especies de peces, indican que los cambios
durante distintos periodos de ayuno, tanto a nivel de la morfometria como de la
histologia intestinal, concuerdan con los resultados reportados para H.
luetkenii durante el presente estudio. En este sentido, cabe mencionar que en
las especies estudiadas el porcentaje de disminucién del largo intestinal varié
entre 17.8 y 38.8 % y de la masa entre 40.2 y 62.3 %. A su vez, los analisis

histologicos indican que ocurre una reduccion el tamafio de los pliegues



intestinales, enterocitos y el area de la mucosa, lo que concuerda con los

cambios esperados por la teoria de digestion éptima (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Efecto del ayuno sobre el largo y el peso intestinal para distintas especies de
peces. Abreviaturas: PA = periodo de ayuno en dias (entre paréntesis se da el periodo
de ayuno al cual fueron sometidos los grupo control); Rl = reduccion intestinal
(cantidad remanente al finalizar el experimento expresada como porcentaje del grupo
control); (I)L = largo intestinal; (PC+I)L = largo del intestino mas los ciegos piléricos;
(DWM = peso humedo del intestino; (PC+l)WM = peso humedo del intestino mas los
ciegos piléricos. En todos los casos los datos fueron ajustados por diferencias en el
tamafio corporal entre los grupos control y experimentales (i.e., estdn basados en
medias ajustadas por tamafio o en la relacién entre el intestino y el tamafio corporal).

Especies Variable PA RI  Fuente
Pomacentrus coelestis (Perciforme) (HL 13(2) 81.8 (2)
Cyprinus carpio (Cypriniforme) (HL 390(0) 82.2 (5)
Hyphessobrycon luetkenii (Caraciforme) (HL 14(2) 64.8 )~
Hoplias malabaricus (Caraciforme) (PC+I)L 240(0) 61.2 (4)
Salmo salar (Salmoniforme) (PC+I)L 40(0) 80.7 3
Cyprinus carpio (Cypriniforme) (hwM 390 (0) 55.9 (5)

Pleuronectes platessa (Pleuronectiforme) (WM 32(3) 57.8 (7
Pterygoplichthys disjunctivus (Siluriforme) (hwM 150(0) 56.0 (20)

Salmo gairdneri (Salmoniforme) (WM 91(0) 47.9 (8)
Salmo gairdneri (Salmoniforme) (WM 56(0) 43.2 (9)
Salmo salar (Salmoniforme) (PC+)WM  40(0) 55.0 3
Oncorhynchus mykiss (Salmoniforme) (PC+HWM  126(21) 59.8 (13)

Hyphessobrycon luetkenii (Caraciforme) (PC+HhHWM  14(2) 37.7 )~

Fuentes: (1) El presente estudio; (2) Hall and Bellwood (1995); (3) Krogdahl and Bakke-McKellep (2005);
(4) Rios et al. (2004); (5) Gas and Noailliac-Depeyre (1976); (7) Jobling (1980); (8) Weatherley and Gill
(1981); (9)Boge et al. (1981); (10) German et al. (2010); (11) Blier et al. (2007); (12) Bélanger et al. (2002);
(13) Simpkins et al. (2003). * Para fines comparativos los datos reportados en esta tabla para H. luetkenii
son en una base himeda y no seca.



Tabla 4. Efecto del ayuno sobre distintos parametros de la histologia intestinal para
distintas especies de peces. Abreviaturas: PA = periodo de ayuno en dias (entre
paréntesis se da el periodo de ayuno al cual fueron sometidos los grupo control); LPI =
largo de los pliegues intestinales; Area M/S = area de la capa mucosa en relacion a la
capa serosa; AE = alto de los enterocitos; GL = presencia de gotas lipidicas; Ancho M
= ancho de la capa mucosa; Area MV = area de las microvellosidades. Con signos de
adicion (+) se marcan los cambios que ocurrieron en la direccion predicha por la
teoria, pero para los cuales no se pudieron extraer los valores concretos.

Especie Variable PA RI Fuente
Pomacentrus coelestis (Perciforme) LPI 13(2) + (1)
Acipenser transmontanus (Acipensiforme) LPI N/I + (2)
Cyprinus carpio (Cypriniforme) LPI 390(0) 58.5 3)
Salmo gairdneri (Salmoniforme) LPI 48(3) 77.9 (4)
Pomacentrus coelestis (Perciforme) Area M/S 13(1) 70.2 (1)
Pterygoplichthys disjunctivus (Siluriforme) Area M/S 150(0) 50.0 (5)
Pterygoplichthys disjunctivus (Siluriforme) Area MV  150(0) 47.9 (5)
Ctenopharyngodon idella (Cypriniforme) Area MV  21(0) + (6)
Cyprinus carpio (Cypriniforme) AnchoM 390 (0) 66.6 3
Pomacentrus coelestis (Perciforme) AE 13(1) + (1)
Acipenser transmontanus (Acipensiforme) GL N/I + (2)
Ctenopharyngodon idella (Cypriniforme) GL 21(0) + (6)

Fuentes: (1) Hall and Bellwood (1995); (2) Domeneghini et al. (2002); (3) Gas and Noailliac-Depeyre
(1976); (4) Mcleod (1978); (5) German et al. (2010); (6) Stroband & Debets (1978)



5. Discusion

Como fue mencionado anteriormente, la evidencia actual para los vertebrados
sugiere que existen dos mecanismos principales mediante los cuales se modula el
tracto digestivo durante el ayuno: (1) Reducciéon en el niumero de enterocitos en el
epitelio intestinal en las especies endotermas, y (2) La aparicion de un epitelio de
transicion, en conjunto con una marcada reduccion en el tamafio de los enterocitos, en
las especies de ectotermos. En este trabajo discutiremos los resultados obtenidos para
H. luetkenii, junto con informacién similar para otras especies de peces, dentro de este

marco conceptual de la regulacion de la funcion digestiva.

6. 1. Cambios morfométricos durante el ayuno en peces

Encontramos que el pez de la familia characidae H. luetkenii responde al ayuno
mediante una reduccién notable en el tamafio de los d6rganos del tracto digestivo.
Especificamente, se observd que luego de una semana de ayuno la masa seca de los
ciegos pildricos e intestino se redujo hasta un 42.3% de los valores de alimentacion,
mientras que el largo intestinal se redujo a un 73.9% . Una semana adicional de ayuno
produjo s6lo cambios menores en ambas variables (32.3% y 64.8 % de los valores de

alimentacion, respectivamente).

Comparado con datos de otras especies de peces (Tabla 3), la regulacion
digestiva en H. luetkenii parece ser ligeramente mayor, lo que es notable al menos por
dos razones. En primer lugar, el periodo de ayuno durante el experimento fue pequefio
en comparacion con la mayoria de los estudios en peces. En segundo lugar, nuestra
estimacion de la regulacién es conservativa, ya que el grupo alimentacién (i. e. la linea
de base para las comparaciones) fue mantenido en condiciones de ayuno durante 48
horas antes del inicio del experimento. Aunque este es un procedimiento relativamente
usual para estandarizar las condiciones de alimentacion de los animales provenientes

del terreno (e.g., Bélanger et al., 2002; Blier et al., 2007), se ha documentado que



durante los dos primeros dias de ayuno pueden ocurrir importantes reducciones en el
tamafio de los 6rganos digestivos (Krogdahl and Bakke-McKellep, 2005). Una posible
explicacién para el valor de regulacion digestiva encontrado en H. leutkenii podria ser
la temperatura a la cual se realiz6 el experimento (17°C), la cual fue superior a la
temperatura registrada en terreno para esa altura del afio (10-12°C). Es decir, la alta
temperatura relativa en conjuncién con la falta de alimento podria haber provocado
una respuesta digestiva mas marcada de lo esperado simplemente por la falta de

alimento.

Por otro lado, cuando se analiza la dinamica temporal de la respuesta digestiva
durante el ayuno en peces y se la compara con otras especies de vertebrados
ectotermos se observan ciertas diferencias. Especificamente se observa que en los
tetrapodos ectotermos para los cuales la respuesta digestiva ha sido estudiada
durante periodos relativamente largos de ayuno (i.e., mayor a dos meses) la masa
intestinal decae de forma exponencial con el tiempo de ayuno. Por ejemplo, la masa
intestinal en pitones (Python molurus) a los diez dias de ayuno es s6lo un 10% mayor
que luego de dos meses de ayuno (Starck and Beese, 2001); en caimanes (Caiman
latirostris) nueve dias de ayuno son suficientes para provocar la misma reduccion en el
grosor de la mucosa intestinal que tres meses de ayuno (Starck et al., 2007). Por el
contrario, la reduccién en la morfometria intestinal reportada para la mayoria de las
especies de peces estudiadas a la fecha indica que una reduccién bastante lineal al
incrementarse el ayuno, aun para periodos muy largos de tiempo (Fig. 7A-C). Mas
aun, experimentos de re-alimentacion luego de periodos de ayuno indican que el

incremento en la masa intestinal también sigue una funcién lineal (Blier et al., 2007).

Todos estos resultados sugieren que el cambio temporal en el tamafio del
intestino con el tiempo de ayuno en los peces parece ser mas similar al observado en
animales endotérmicos (Figura 7D), en los cuales los ajustes estdn basados en la tasa

de division celular, que a otros tetrdpodos ectotérmicos.



6. 2. Cambios histoldgicos durante el ayuno en peces

Los aspectos histologicos de la porcion proximal del intestino de H. luetkenii
son similares a aquellos reportados para otras especies de peces (e.g., Hall and
Bellwood, 1995; Baeverfjord and Krogdahl, 1996). La zona muscular del intestino esta
compuesta por dos capas, la capa longitudinal externa y la capa circular interna; la
capa submucosa es un tejido conectivo de soporte, que se extiende por debajo los
pliegues intestinales formando la lamina propia; finalmente, la capa mucosa esta
compuesta principalmente por dos tipos de células: células epiteliales columnares, que
cumplen con la funcion de absorcion, y las células caliciformes secretoras de mucus. A
diferencia de lo reportado para otras especies de peces, (e.g., Hellberg and Bjerkas,
2005) no observamos pliegues ramificados intrincados (rugae), ni estructuras similares

a criptas.
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Figura 7. Reduccion en la masa intestinal en funcion del periodo de ayuno para tres
especies de peces (A-C) y para una especie de mamifero (D). Los datos para los
peces fueron tomados de Gas and Noailliac-Depeyre (1976), Simpkins et al. (2003), y
Weatherley and Gill (1981), mientras que los datos para la rata fueron tomados de Ju
& Nasset (1959; triangulos blancos), Dunel-Erb et al. (2001; circulos blancos), y
MacManus & Isselbacher (1970), Burrin et al. (1988) and Steiner et al. (1968; circulos
negros).



Al igual que ocurri6 con las variables morfométricas, no se encontraron
diferencias significativas a nivel histolégico entre los dos grupos de ayuno. En ambos
casos ocurrié una notable reduccién en el diametro de la zona proximal del intestino, y
la apariencia de la mucosa epitelial paso de ser columnar a seudoestratificada.
Ademds, en ambos casos la altura de las vellosidades se redujo a la mitad de los
valores del grupo control y el tamafio de los enterocitos se redujo notablemente, lo que
se correlacion6 con la desaparicion de las gotas lipidicas. Todos estos cambios han
sido documentados para otras especies de peces (Tabla 4), asi como, para otros
vertebrados ectotermos (ver introduccion). De hecho, los peces de los grupos de
ayuno mostraron otras caracteristicas histolégicas que se corresponden bien con lo
descrito previamente para otras especies de vertebrados ectotermos en ayuno: (1) Un
aumento en el numero de células secretoras de mucus fue evidente en todos los
cortes histoldgicos (Baeverfijord and Krogdahl, 1996; Gas and Noailliac-Depeyre,
1976); (2) Se observo un ligero aumento del grosor de la capa muscular externa
(McLeod, 1978; Cramp et al., 2005; Naya et al., 2009). (3) Ocurrié una Infiltracion
moderada de células mono nucleares (e.g., linfocitos, leucocitos y macréfagos) en la
capa submucosa y en la lamina propia (Gas and Noailliac-Depeyre, 1976; Baeverfjord
and Krogdahl, 1996; Domeneghini et al., 2002; Cramp et al., 2005). En cuanto a este
ultimo cambio, el aumento en el nimero de células inflamatorias durante el ayuno ha
sido tipicamente relacionada con un aumento en la funcion defensiva (e.g., Baeverfjord
and Krogdahl, 1996; Domeneghini et al., 2002). Sin embargo, un estudio reciente en el
pez lobo comun (Anarhichas lupus, Perciforme) sugiere que el aumento en la cantidad
de macréfagos durante el ayuno, podria relacionarse con la apoptosis programada
(Hellberg and Bjerkas, 2005), como ha sido previamente planteado para aves y
mamiferos (Hall et al., 1994; Mayhew et al., 1999). Esta observacion sugiere, a su vez,

gue la tasa de renovacién de los enterocitos en peces podria ser ajustada a los



cambios en las demandas energéticas de los organismos, durante los ciclos de ayuno

y alimentacion.

6.3. Informacién sobre las tasas de recambio de los enterocitos en peces

Aunque tanto los cambios morfométricos como los cambios histoldgicos
observados durante el ayuno en peces concuerdan con el modelo propuesto para los
tetrpodos ectotermos, la dinamica temporal de la respuesta (nivel morfométrico) y el
aumento de macréfagos en la lamina propia durante el ayuno (nivel histolégico) hacen
pensar que cambios en la tasa de recambio de los enterocitos podrian ser parte de la
respuesta digestiva observada. En este sentido, al revisar la evidencia existente para
peces sobre la tasa de recambio de los enterocitos se observa que: (1) En algunas
especies la tasa de recambio celular es relativamente breve y —aunque mas larga que
aquellas observadas para mamiferos (e.g., ratones y ratas: 2-3 dias, hombres: 3-6
dias, Williamson and Chir, 1978; corderos: 2-6 dias, Attaix and Meslin, 1991)— no son
diferentes de las reportadas para algunas especies de aves (e.g., codornices: 9-17
days, estorninos: 8-10 days; Starck, 1996). En este sentido, el tiempo de renovacion
ha sido estimado en 6-9 dias en Carassius auratus (Vickers, 1962), 8 dias en Cyprinus
carpio (Gas and Noaillac-Depeyre, 1974), 10-15 dias en Ctenopharyngodon idella
(Stroband and Debets, 1978), todos representantes dell orden de los cyprriniformes, y
en 9-14 dias para la especie de lamprea Petromyzon marinus (Petromyzontiforme)
(Youson and Langille, 1981). (2) Al menos para una especie de pez,
Pseudopleuronectes americanus (Pleuronectiforme), la tasa de recambio celular es
mayor durante los periodos de alimentacion que en un periodo de ayuno de 7 dias
(Trier and Moxey, 1980). Por lo tanto, la evidencia actual no excluye que la regulacién
en el tamafio del tracto digestivo, pueda darse, en cierta medida, mediante la

modulacion de la tasa de recambio celular de acuerdo a la cantidad de nutrientes



presentes en el lumen intestinal (i.e., el mecanismo tipico de regulacion propuesto par

especies endotermas).

6.4. Conclusiones

La flexibilidad digestiva es un fenomeno generalizado en los animales, y la alta
congruencia entre los datos empiricos y los modelos teéricos de digestion 6ptima
apoyan fuertemente la idea de que la misma ha evolucionado por seleccion natural
(Starck, 1999b; McWilliams and Karasov, 2001; Karasov and McWilliams, 2005;
Starck, 2005; Naya et al., 2008; Karasov et al.,2011). Sin embargo, los mecanismos
detallados y la historia evolutiva especifica detrds de esta asombrosa flexibilidad, se

encuentran lejos de ser dilucidados en su totalidad.

Si bien se acepta la existencia de dos estrategias “clasicas” de la regulacion
digestiva (i.e., endotermos vs. ectotermos), ciertas evidencias recientes sugieren que
las mismas podrian representar extremos sobre una gama continua de variacion. En
este sentido, estudios recientes han determinado que: (1) La retraccion en los
capilares linfaticos y la contraccion de las miofibrillas en la lamina propia pueden tener
un rol importante en la atrofia de las vellosidades intestinales en especies
endotérmicas (Habold et al., 2007); (2) Al igual que lo arriba descrito para peces, las
tasas de recambio de los enterocitos en algunas especies de vertebrados tetrapodos
ectotérmicos son similares a las observadas para ciertas especies de aves (McAvoy
and Dixon, 1977; Kiss et al., 1986; Starck, 1996). (3) La reduccién durante los periodos
de ayuno a nivel de las microvellosidades intestinales es importante en especies
ectotérmicas que se alimentan infrecuentemente, pero no tanto en aquellas especies
ectotérmicas que se alimentan de forma frecuente en la naturaleza (Secor et al. 2000;
Secor, 2005a; Secor, 2005b; Christel et al. 2007; Cox and Secor, 2008). Por tanto,
pareceria ser que la importancia relativa de cada uno de los mecanismos especificos

que han sido asociados en términos generales a las dos estrategias “clasicas” de



regulacién podria variar de manera especie especifica (o al menos taxa especifica). En
linea con esto, los resultados aqui obtenidos —a partir del experimento realizado en H.
luetkenii y de la revisibn de los datos publicados para otras especies de peces—
sugieren que la regulacion tanto a nivel de las tasas de recambio celular como a nivel
de la configuracion intestinal podria encontrarse en los peces y por tanto podria

representar la condicion basal a todos los vertebrados tetrapodos.
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