Bienvenida nuevamente Ciencia Pesquera

a revista Ciencia Pesquera ha sido parte
I integral de la historia del Instituto Nacio-
nal de Pesca desde 1981, cuando con la
direccion del doctor Jorge Carranza Fraser y del
licenciado Fernando Rafful, en ese entonces jefe
del Departamento de Pesca, se fundo con el pro-
posito de publicar los resultados de las investiga-
ciones que se realizaban de manera cotidiana en
nuestra Institucion. También ha estado abierta a
investigadores, organismos e instituciones que
han trabajado en el desarrollo de conocimientos
sobre pesca y las ciencias marinas en general.
Tras unbreve receso hemos retomado Ciencia
Pesquera, pues si bien en México y Latinoamérica
existen varias y muy buenas revistas relacionadas
con las ciencias acuaticas, identificamos un ni-
cho para la publicacion especializada de articu-
los cientificos y tecnoldgicos relacionados con la
pescay la acuicultura. En los inicios de la revista
los articulos se ocupaban principalmente de la
evaluacion de los recursos explotados comercial-
mente; ahora pretendemos incluir trabajos con
enfoques y estrategias de manejo moderno cuyo
objetivo sea lograr la sustentabilidad y la conser-

vacion de recursos naturales relacionados con
la pesca, sin dejar de lado aspectos basicos de la
biologia y el estudio de recursos potenciales. Por
otro lado, en esta nueva etapa de Ciencia Pes-
quera seran incluidos articulos relacionados con
el cultivo y la engorda de organismos acuéticos,
como una forma de reconocer su importancia
econdmica y social, y como actividades produc-
tivas abastecedoras de proteinas en México y el
mundo.

La publicacion de trabajos se haré en estric-
to apego a normas de alto estdndar y a rigurosos
procedimientos editoriales. De esta manera as-
piramos a contribuir a la difusion de resultados
de investigaciones cientificas y tecnologicas que
impliquen la generacion de conocimiento para
el manejo pesquero y acuicola que demanda el
siglo XXI.

Gracias y enhorabuena a la esforzada comu-
nidad cientifica.

Dr: Miguel Angel Cisneros Mata
Director en Jefe del INAPESCA
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Respuesta del tegumento de la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) a la acidificaciéon del agua

Eva Maria Santos-Atienza, Daniela Rodriguez-Kobata y Juan Luis Martinez-Alvarez’

La acidificacion del agua provoca miiltiples alteraciones en la fisiologia del pez y, particularmente, en la
estructura del tegumento. La piel desempefia un doble papel como barrera osmotica y fisica; ademads, en
ella actian distintos mecanismos de defensa, especificos e inespecificos, celulares y humorales. Por otra
parte, la acidificacion del agua tiene también efectos indirectos sobre la susceptibilidad a distintas enfer-
medades y, en consecuencia, una notable repercusion econdmica en la acuicultura. Con el fin de estudiar
los efectos de este fendmeno, fueron expuestos ejemplares de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss Wal-
baum, 1792) a un descenso gradual del pH hasta el valor de 5.5 durante un periodo de cinco horas. A partir
de ese momento se tomaron muestras de piel sin escamas de la region dorsal de la cabeza en tiempos de
postacidificacion de cero, una, dos, cuatro, seis y ocho horas, y se procesaron convencionalmente para mi-
croscopia Optica y electronica. Los resultados mostraron alteraciones histopatoldgicas significativas desde
los primeros tiempos de este proceso, incluyendo una respuesta adaptativa con incremento de la secrecion
mucosa superficial protectora, migracion de células leucociticas a la epidermis dafiada y puesta en marcha
de procesos de regeneracion epidérmica encaminados a la recuperacion de su estructura inicial, que se
observo a las ocho horas de postacidificacion.

Palabras clave: salménidos, acidificacion, piel, histopatologia.

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) tegument response
to acidification of water

Water acidification causes several alterations on fish physiology and particularly tegument structure. Fish
skin has importance as osmotic and physical barrier; in addition it contains several defence mechanisms,
specific and unspecific, cellular and humoral. Water acidification has indirect effects, increasing the sus-
ceptibility to diseases and eventually leading as a consequence to a great economical repercussion in aqua-
culture. To study the acidification effects, specimens of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792) were exposed to a gradual decrease of pH to 5.5 in a period of five hours. Samples of skin without
scales were taken at postacidification times of zero, one, two, four, six and eight hours and were processed
for optic and electron microscopy. Results showed significative histopathological alterations from the ear-
liest postacidification times. An adaptative response was developed, involving an increase of superficial
mucus protective secretion, migration of leucocytic cells to the injured epidermis and epidermic regenera-
tion processes to restore the initial structure, which was achieved eight hours after postacidification.

Key words: salmonids, acidification, skin, histopathology.

Introducciéon

El interés que en las ultimas décadas se ha pro-
ducido por el estudio de la acidificacion de las
aguas continentales deriva del hecho de que la
lluvia acida, que consiste de manera esencial en
precipitaciones con altas concentraciones de io-
nes acidificantes, principalmente SO, y NO,’, asi
como trazas de NH,* y otros microcontaminantes

*  Departamento de Biologia de Organismos y Sistemas. Uni-
versidad de Oviedo, C/ Catedratico Rodrigo Uria s/n. 33071
Oviedo, Espana. juanlm@uniovi.es

(Overrein et al., 1980"), provoca un descenso del
pH en los rios y lagos de agua dulce. La acidifi-
cacion de las aguas continentales también puede
estar originada por la deposicion seca directa de
productos contaminantes.

Este fenomeno de acidificacion constituye un
factor patogénico de primera magnitud para los
peces dulceacuicolas, puesto que su buen estado

1. OVERREIN, L.N., HM. Seip y A. Tollan. 1980. Acid precipi-
tation-effects on forest and fish. Final report of SNSF-Project
1972-1980:175.

Niim. 16, mayo de 2008 %@k Ciencia Pesquera 5



E. M. Santos-Atienza, D. Rodriguez-Kobata y J. L. Martinez-Alvarez

de salud depende directamente de una correc-
ta regulacion del equilibrio hidromineral entre
los fluidos internos y el medio externo (Mason,
1989). Asi, las aguas de bajo pH provocan indi-
rectamente alteraciones endocrinas y desenca-
denan una situacion de estrés capaz de modificar
en forma notoria numerosos procesos fisiologi-
cos, tales como la osmorregulacion, la reproduc-
cion, el crecimiento y la defensa inmunoldgica
(McWilliams, 1980; Sunyer et al., 1995).

La integridad de la piel es fundamental en
la salud del pez, al desempenar un doble papel
como barrera osmotica y fisica; ademds, en ella
se encuentran distintos mecanismos de defensa,
especificos e inespecificos, celulares y humorales.
Por tanto, su alteracién supone un aumento de
los riesgos patoldgicos debidos a un factor etio-
16gico exdgeno o a un cambio fisioldgico. La epi-
dermis normal de la trucha arco iris es un epitelio
estratificado que tiene como media alrededor de
diez capas celulares; esta constituido por células
filamentosas (también denominadas células de
Malpighi), fuertemente unidas mediante desmo-
somas asociados a la abundante red de tonofila-
mentos citopldsmicos (Mittal y Banerjee, 1980).
Entre estas células se encuentran las glandulas
unicelulares secretoras de mucus, que producen
principalmente glucoproteinas; a pesar de que
el proceso bioquimico de estas secreciones varia
entre diferentes especies, las funciones generales
son comunes a todos los peces. La capa de mu-
cus proporciona una proteccion mecanica contra
posibles dafios, heridas o erosiones de la piel que
podrian tener repercusiones en la salud del ani-
mal. Asimismo, estas secreciones actian contra
los ataques de agentes patogénicos al promover
un lavado continuo que elimina los patogenos
que pudiesen alcanzar la superficie del tegumen-
to (Pickering, 1974). Pero, sobre todo, el mucus
contiene productos antimicrobianos inespecifi-
cos (interferdn, lisozima, complemento, protei-
na C-reactiva...) e inmunoglobulinas especificas
(Fletcher y Grant, 1969; Harris y Hunt, 1973;
Bullock y Roberts, 1975); incluso se ha sugerido
la presencia de leucocitos migratorios (Pickering
y Richards, 1980). De esto se deduce que en la
capa mucosa se ejerce una defensa inmunologi-
ca, tanto a escala humoral como celular, que se
completa con la existencia de una poblacion de
leucocitos (principalmente macréfagos y neutré-

filos) que migran entre las células filamentosas
cuando se desencadena un proceso inflamatorio
local en la epidermis (Martinez et al., 1994; Mar-
tinez y Lopez-Doriga, 1995).

Dadas estas caracteristicas del tegumento,
cabe pensar que fuertes variaciones del pH del
medio externo causen lesiones en él, tanto en el
mucus superficial como en la propia estructura
del tejido epidérmico, y que éstas puedan com-
prometer gravemente la salud del pez. El pre-
sente trabajo pretende analizar las alteraciones
histopatoldgicas que se producen en la epider-
mis y en el estrato superior de la dermis de la
piel de truchas arco iris cuando son sometidas a
un tratamiento experimental de acidificacion del
medio externo.

Materiales y métodos

Se estudiaron 20 ejemplares de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) de un afio
de edad procedentes de la piscifactoria del Alba,
Rioseco, Asturias, Espafa. Los peces fueron tras-
ladados al laboratorio y mantenidos durante un
periodo de aclimatacion de mas de 48 h en un
acuario de 200 | de capacidad, con agua desclo-
rada, a una temperatura de 102 °Cy sin sumi-
nistrarles alimento. En el momento de la toma de
muestras, tras el sacrificio del pez, se realizd un
examen externo y una necropsia basica de los or-
ganos internos para comprobar la inexistencia de
parasitos u otros signos de enfermedad.

Después del periodo de aclimatacion, las
truchas fueron introducidas en los tanques de
experimentacion. Se llevo a cabo un proceso de
acidificacion en el que durante cinco horas, se
redujo gradualmente el pH del agua hasta obte-
ner un valor de 5.5. A partir de este momento,
el pH se mantuvo constante y se contabilizé el
tiempo de postacidificacion (TPA). La extraccion
de muestras de piel se realizé en TPA de cero,
una, dos, cuatro, seis y ocho horas. El disefno ex-
perimental se realiz6 de acuerdo con lo descrito
por Magdalena et al. (1999%). Los tanques de ex-

2. MAGDALENA, M., A. Ingrassia y J.L. Martinez. 1999. Histopa-
thological effects of acidified water in fish skin. Experimental
design. EAFP 9" International Conference “Diseases of fish and
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perimentacion (Fig. 1) eran dos recipientes de
30 1 de capacidad, cerrados y totalmente llenos
de agua, a los que se suministro oxigeno puro.

Registro
de pH del pH

Fig. 1. Montaje experimental para la aplicacion del tratamien-
to dcido y el mantenimiento de los individuos control.

Estas medidas se llevaron a cabo para evitar el
efecto tamponador del CO, atmosférico, que im-
pide la obtencion y el mantenimiento de un pH
bajo constante. La acidificacion del agua se al-
canz6 mediante la adicion de H,SO, (Recaptur ®
98%) diluido a pH 1.9. En el techo del tanque
cerrado se instald un rebosadero para permitir
la salida del liquido sobrante: el equivalente al
volumen de acido entrante. Los iones bisulfato
(HSO,) y sulfato (SO,*), resultantes de la ioni-
zacion del acido sulfurico al combinarse con el
agua, son inocuos para el pez. Durante cinco ho-
ras se suministré un flujo constante de acido con
una bomba peristaltica (Dinko D-21 F). La mez-
cla del acido entrante y el agua del interior del
tanque se favorecio con una bomba externa (Flu-
val 203) que al mismo tiempo actu6 de filtro para
eliminar los productos de desecho de los peces.
El pH del agua se midi6 de modo permanente
con un electrodo (Crisson PDA) instalado dentro
del contenedor; y las variaciones se registraron
sobre papel con un marcador de trazo continuo
(Eurotherm Chessell 4101). Para conseguir la es-
tabilidad de la acidez del agua, el electrodo de
pH se conectd a un lector de pH (Crisson 220)
con interruptor programable, y éste a la bomba
peristaltica, de manera que se desconectaba au-
tomaticamente al alcanzarse el pH deseado y se

shellfish”. Rodas, Grecia. 19 al 24 de septiembre de 1999.

volvia a conectar, dando paso al acido, cuando
el pH superaba el deseado. Como controles se
usaron otros ejemplares de trucha arco iris que
se mantuvieron en un segundo tanque en condi-
ciones similares, pero sin acido. El agua de am-
bos tanques se mantuvo a 10+2 °C colocédndolos
dentro de otro en el que discurria agua conecta-
da a un circuito refrigerador externo.

El proceso experimental se realizé dos ve-
ces, con 10 ejemplares de trucha arco iris en
cada ocasion. En el experimento uno se usa-
ron cuatro truchas como control y seis truchas
para la obtencién de muestras con tiempos de
postacidificacion de cero, unay dos horas. En el
dos se emplearon cuatro truchas control y seis
para la extraccion de las muestras con tiempos
de postacidificacion de cuatro, seis y ocho horas.
Una vez transcurridos los tiempos establecidos
para la toma de muestras, se sacaron los peces
del tanque de experimentacion y se anestesiaron
mediante inmersion en MS222 (metanosulfonato
de tricaina) a una concentracion 1:15,000 (peso/
volumen). Para los estudios histopatoldgicos se
tomaron piezas de piel sin escamas de aproxima-
damente 25 mm? de la zona dorsal de la cabeza
del pez. El procesamiento de las muestras se rea-
1iz6 con los siguientes métodos:

*  Microscopia dptica. Tras la extraccion, las
piezas se fijaron inmediatamente con glu-
taraldehido a 2% tamponado a pH 7.2 con
PIPES (piperazina—-N,N’ bis [4cido 2-etano-
sulfonico]) 0.025 M. La fijacién se llevo a
cabo durante 72 h a 4 °C, y posteriormente
las piezas se lavaron en tamp6n (PIPES 0.025 M).
Enseguida fueron posfijadas durante tres a
cuatro horas en tetréxido de osmio a 1% en
el mismo tampén a temperatura ambiente.
Tras otro lavado, las muestras se dejaron
durante toda la noche en acetato de urani-
lo a 2% tamponado igualmente a tempera-
tura ambiente. Posteriormente las muestras
fueron deshidratadas con series de acetona
de graduacion creciente, y se incluyeron en
araldita (Durcupan ACM) usando ¢xido de
propileno como liquido intermediario. De
estos bloques de inclusion se obtuvieron sec-
ciones semifinas (0.5 um de grosor) median-
te un Ultratome IV LKB, que se tifieron con
fucsina bésica y azul de metileno y se mon-
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taron con Cytoseal. Finalmente las prepara-
ciones fueron observadas y fotografiadas en
un microscopio Nikon Labophot-2 con una
camara digital Leica DC 300.

*  Microscopia electronica de barrido (SEM). In-
mediatamente después de la extraccion, las
muestras de piel se fijaron en glutaraldehido
a 2% tamponado a pH 7.2 con PIPES 0.025 M.
La fijacion se realizé durante 48 h a 4 °C, y
una vez concluida, las muestras fueron lava-
das dos veces durante 10 min con el mismo
tampOn PIPES. Posteriormente se deshidra-
taron mediante series de etanol con gradua-
cion creciente. Tras usar iso-amiloacetato
como liquido intermediario, se llevo a cabo
la desecacion por punto critico en un Pola-
ron E-3000. Por dltimo, las muestras se re-
cubrieron con oro en un metalizador Sputter
Coater Polaron ES800 y se observaron en los
microscopios electronicos de barrido JEOL-
6100 y Philips—x130.

Resultados

El tratamiento 4cido al que fueron sometidas las
truchas provoco alteraciones en la piel normal
(Figs. 2y 3), en las siguientes caracteristicas: la
cohesion de las células, que conlleva la aparicion
de espacios acantoliticos y mayor desprendimien-
to celular en las capas superiores, la continuidad
de la superficie epidérmica, el grosor de la epi-
dermis y el nimero de sus capas celulares, el ni-
mero de células mucosas, su tamafo, su posicion
en la epidermis y la cantidad de secrecion, el de-
sarrollo normal del ciclo celular al aumentar la
frecuencia de procesos necroticos en las células,
la ubicacién de los leucocitos y la localizacion de
los granulos pigmentarios de los melano6foros.
Con los TPA de cero, una y dos horas se pro-
dujo una pérdida de contacto entre las mem-
branas de células epiteliales adyacentes, con la
consecuente aparicion de espacios acantoliticos.
Las células afectadas presentaron una forma es-
trellada caracteristica; los entrantes correspon-
den a zonas de alteracion de la cohesion celular
y las prolongaciones a puntos en los que se man-
tienen las uniones celulares (Figs. 4 y 5). En la
superficie se aprecio un notable incremento en
el nimero de células necroticas, caracterizadas

Fig. 2. Piel sana de trucha arco iris. La epidermis (E) es un
epitelio pluriestratificado de células filamentosas (cF), con
gldndulas mucosas (GM) que vierten al exterior (¥). En las
capas intermedias pueden observarse linfocitos dispersos
(flechas). En la dermis (D), los gréanulos de pigmento estan
concentrados en torno al niicleo de los melanéforos (M).
Azul de metileno. Barra=10 pm.

Fig. 3. Piel sana de trucha arco iris. La superficie de la epider-
mis muestra células epiteliales con micropliegues (flechas) y
aberturas de gldndulas mucosas (GM). SEM. Barra =10 pm.

por hinchamiento, pérdida del relieve superficial
y separacion de la capa epitelial subyacente. El
resultado fue una descamacion celular acentua-
da en la capa superficial del epitelio (Fig. 4b).
Con TPA de cuatro horas se acentuaron atn
mas los espacios acantoliticos y la descamacion
celular. En algunas de estas muestras, la pérdida
masiva de células provoco la ruptura de la con-
tinuidad de la superficie epidérmica —que en
los peces sanos es lisa—, mostrando abundantes
irregularidades; por lo que las células epiteliales
redondeadas de las capas medias son las que es-
tdn en contacto con el exterior (Fig. 6). Como
consecuencia, el grosor epidérmico y el nimero
de capas celulares disminuyeron respecto a los
controles y a los TPA inferiores (Fig. 7).

8  Ciencia Pesquera &8 Niim. 16, mayo de 2008
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Fig. 4. TPA de una hora. a) Varias capas celulares en la parte
superficial de la epidermis presentan espacios acantoliticos
(flechas). En estas capas y en las subyacentes hay abundan-
tes células mucosas (GM). Azul de metileno. Barra=10 pm.; b)
En la superficie de la epidermis se observa una descamacién
acentuada de las células epiteliales. SEM. Barra=100 pm.

Fig. 5. TpPA de dos horas. La epidermis presenta espacios
acantoliticos en las capas superiores (flechas). Los grénu-
los de melanina estdn agrupados en el cuerpo celular de los
melandforos (M) y, en menor medida, distribuidos en las ex-
pansiones citoplasmiticas. Fucsina bésica. Barra=10 pm.

Después de los TPA de seis y ocho horas, el tejido
estaba mas estructurado (Fig. 8). En la superficie
de la epidermis aparecié una capa continua de
células epiteliales aplanadas, con gran cohesion
y escasos espacios acantoliticos entre ellas. Con
TPA de ocho horas, la epidermis presentd un gro-

Fig. 6. TPA de cuatro horas. La superficie celular aparece dis-
continua. Hay abundantes espacios acantoliticos que llegan
a las capas epidérmicas medias (flechas). Se observa una dis-
minucién del niimero de capas y del grosor de la epidermis.
El nimero de células mucosas no es elevado. Hay varias célu-
las necréticas (*). Azul de metileno. Barra=10 pm.

Fig. 7. TPA de cuatro horas. Se observan numerosas células
mucosas (GM) maduras en todo el grosor epidérmico, sal-
vo en la zona basal. En la dermis los granulos de melanina
ocupan los procesos dendriticos de los melandforos (fle-
chas). Azul de metileno. Barra=10 pm.

sor y un numero de capas celulares equiparables
a los de la piel sana (Fig. 9).

Respecto a las células mucosas, en las mues-
tras con TPA de una hora se observo que en la
mitad superior abundaron las maduras, de gran
tamano, con gran cantidad de granulos, y con or-
génulos y nucleo marginales (Fig. 4a); algunas de
ellas estan inmersas en las capas que muestran un
proceso de descamacion masiva. En las muestras
con TPA de dos horas, dichas células son escasas
(Fig. 5), asi como en algunas de las de cuatro ho-
ras que ya se ven afectadas por la discontinuidad
epidérmica superficial (Fig. 6). Pero en algunas
muestras con TPA de cuatro horas se vio un na-
mero muy elevado de células mucosas maduras
en casi todo el grosor de la epidermis, desde las
capas inferiores a la superficie ain no descama-
da (Fig. 7). En las de TPA de ocho horas, la can-
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Fig. 8. TPA de seis horas. La superficie celular es continua. La
epidermis presenta pocas capas celulares. Las células muco-
sas (GM) son escasas. Los granulos pigmentarios aparecen
en las prolongaciones dendriticas de los melanéforos (fle-
chas). Azul de metileno. Barra=10 ym.

Fig. 9. TPA de ocho horas. Superficie epitelial continua. La
epidermis presenta un nimero de capas y un grosor equiva-
lentes a los de los controles. Hay abundancia de células mu-
cosas (GM) en la mitad superior de la epidermis. Los granu-
los pigmentarios estén dispersos (flechas). Azul de metileno.
Barra=10 pm.

tidad de células mucosas parece similar al de la
epidermis sana (Fig. 9). En las células mucosas
también se observaron procesos necroticos, so-
bre todo con el TPA de cuatro horas.

Por su parte, los linfocitos que se observan
en la epidermis sana, habitualmente localizados
a una altura media y a intervalos regulares (Fig.
2), se mantuvieron en nimero en las muestras
de TPA de una hora (Fig. 4), pero en las de cua-
tro (Fig. 7) y seis horas (Fig. 8) disminuy6 sensi-
blemente su ndmero. Incluso en los TPA de ocho
horas, cuando el grosor de la epidermis parece
recuperado, fueron menos abundantes que en la
piel sana (Fig. 9).

La localizacion de los granulos de melanina
en los melandforos dérmicos varié con los tiem-
pos de postacidificacion. En los controles y en las
muestras con TPA de una y dos horas se encon-
traron mas concentrados en la parte central de
la célula, alrededor del nucleo (Figs. 2, 4ay 5).
Por el contrario, con TPA de cuatro, seis y ocho
horas, presentaron una disposicion méas dispersa,
extendiéndose a lo largo de las prolongaciones
dendriticas de las células (Figs. 7, 8y 9).

Discusion

El pH utilizado en este trabajo (5.5) esta dentro
del intervalo senalado por The European Inland
Fisheries Advisory Commission (1969) como se-
guro para la supervivencia de los peces (5-9). Sin
embargo, el tratamiento ha sido suficiente para
desencadenar un proceso de alteracion en el te-
gumento, asi como para permitir una recupera-
cion posterior del mismo.

La mayoria de los efectos observados en la
piel sometida a acidificacion puede explicarse
como una cadena de consecuencias producida
a partir de los danos originados en la superfi-
cie de la epidermis. Asi puede interpretarse la
secuencia: alteracion de uniones intercelulares,
aparicion de espacios acantoliticos, descamacion
acentuada, ruptura de la continuidad superficial
y disminucion del nimero de capas epiteliales.
Todo ello conduce, en definitiva, a la eliminacion
de las células epiteliales directamente danadas
por el medio acido en la superficie del tegumen-
to. Debe tenerse presente que las fases se sola-
pan y que hay un componente de variabilidad
individual en el momento exacto de la manifes-
tacion de los efectos, pese a lo cual la tendencia
temporal apreciada parece clara.

Los resultados de la acidificacion experimen-
tal muestran que el bajo pH provoca una desca-
macion de las capas epiteliales superiores, que
alcanza su méaximo en torno a las cuatro horas de
postacidificacion. Este proceso comienza con la
formacion de pequenos espacios intercelulares
resultantes de la separacion de las membranas
plasmaticas de células adyacentes, que quedan
unidas en determinados puntos de su superficie
por desmosomas persistentes. McDonald (1983)
ha postulado que el efecto atenuador de los io-
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nes de calcio en las alteraciones causadas por el
bajo pH pudiera deberse a su papel en la esta-
bilizacion de las uniones intercelulares, ayudan-
do asi a mantener la integridad de la superficie
epidérmica y disminuyendo la permeabilidad
intercelular a los iones H*. La apertura de espa-
cios acantoliticos propicia la entrada de agua en
ellos, por lo que se expanden y se incrementa la
separacion entre células. Finalmente, estos es-
pacios conducen al desprendimiento de células
superficiales al escindirse también las uniones
desmosoOmicas.

A su vez, los procesos de pérdida celular son
el origen del adelgazamiento epidérmico que ha
sido también observado, aunque como resultado
de tiempos mayores de exposicion al medio acido,
en otros estudios sobre el efecto del bajo pH en el
epitelio de otros teledsteos (Iger et al., 1994a; Iger
y Wendelaar-Bonga, 1994). Las discrepancias en
los valores del tiempo en el que se alcanzan los
mismos resultados pueden deberse a las diferen-
cias en las especies objeto de estudio, los valores
de pH empleados, la duracion temporal del proce-
so de acidificacion y la temperatura.

La disminucién del grosor y del nimero de
capas que componen la epidermis puede consi-
derarse un efecto degenerativo directo del bajo
pH sobre el epitelio. La fase de eliminacion de
las células superficiales danadas concluye entre
cuatro y seis horas después de haberse estabi-
lizado el pH en 5.5, es decir, entre nueve y 11
h después de que los peces empezaran a sufrir
el proceso de acidificacion del medio. A partir
de ese momento se observa claramente el inicio
de la regeneracion del tejido con el incremento
de la cohesion celular, el cierre de la superficie
y la recuperacion progresiva del ntimero de ca-
pas epiteliales. Dos horas mas tarde, es decir,
con TPA de ocho horas, 13 h después del inicio
de la acidificacion, el tegumento muestra carac-
teristicas muy proximas a las normales; lo que
indica un proceso de regeneracion muy rapido
que tiene lugar en un tiempo equiparable al que
puede observarse en la regeneracion de heridas,
donde el sellado superficial se produce a partir
de las tres horas, si bien se han dado valores muy
diferentes en funcion de la temperatura y de la
especie considerada (Phromsuthirak, 1977; Iger
y Abraham, 1990).

Ademas, el hecho de no haberse observa-
do procesos fagociticos por parte de leucocitos
migrantes entre las células epiteliales, parece
indicar que el incremento de la descamacion su-
perficial es el principal método de eliminacion
de las células danadas en la acidificacion. Esto
parece légico, ya que el agente causal, el medio
acido, necesariamente opera sobre el tegumento
en las células expuestas a éste, es decir en las que
ocupan la superficie de forma natural o como re-
sultado del dafio y la eliminacion de las que se
encontraban sobre ellas. En O. mykiss, Iger et al.
(1994a) describen la presencia de células necro-
ticas solo en las capas epiteliales mas externas;
sin embargo, en el presente trabajo se observo
un incremento de tales células en todos los ni-
veles del epitelio, lo que deberia desencadenar
la aparicion de células fagociticas, al menos en
las capas mas profundas, como ha sido puesto de
manifiesto tanto en O. mykiss como en Cyprinus
carpio (Iger y Wendelaar-Bonga, 1994).

Tras el proceso de eliminacion de las capas
superficiales danadas directamente por la acidi-
ficacion, el pez parece desarrollar una respuesta
celular proliferativa en la que se supone partici-
pan todos los estratos celulares que componen
la epidermis, ya que en teledsteos todas las célu-
las filamentosas son capaces de dividirse (Hen-
rikson y Matoltsy, 1968). Esta recuperacion del
grosor epidérmico fue observada también por
Iger y Wendelaar—-Bonga (1994) en carpa (C.
carpio), mostrando ademads, en exposiciones a
pH 5, un engrosamiento epidérmico que supera
el espesor de la epidermis sana. Sin embargo, en
O. mykiss no se observo este tipo de efectos hi-
perplésicos. La regeneracion de la epidermis so-
metida a acidificacion también guarda similitud
con lo observado en la piel de truchas sometidas
a radiacion experimental con UV, si bien, en el
caso del pH acido, al menos con valores de 5.5,
no parece producirse la eliminacion in foto que
se observa cuando el agente causal es la radia-
ciéon UV-B (Noceda et al., 1997).

En la epidermis de teledsteos aparece un
patron de mucogénesis en vez de uno de quera-
tinizacion, al producirse una capa mucosa de re-
cubrimiento que se dispone sobre las células epi-
dérmicas y cumple importantes funciones frente
a agresiones causadas por factores del entorno y
por organismos patdgenos (Pickering, 1974; Ro-
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berts, 1989). Los resultados obtenidos parecen
indicar que la acidificacion del medio da lugar a
una respuesta inicial que consiste en una prolife-
racion de las células mucosas en capas profundas,
encaminada a un incremento en la produccion
de mucus. Puesto que la capa mucosa del exte-
rior de la piel constituye, de hecho, la primera
barrera de defensa, es l6gico que la respuesta in-
mediata consista en reforzarla, como ha sido pa-
tente con cualquier tipo de agente etioldgico, ya
sea fisico, quimico o bioldgico (Iger et al., 1994a;
Iger et al., 1994b; Noceda et al., 1997).

Las observaciones realizadas con TPA de una
hora, en las que se muestran células mucosas de
pequeno tamafo en las capas epidérmicas infe-
riores, no permiten dilucidar si son consecuencia
de la aparicion de nuevas células o de la inci-
piente maduracion de células inmaduras ya exis-
tentes. Zuchelkowski et al. (1986) sostienen que
el aumento temprano en el nimero de células
mucosas es aparente, siendo la maduracion de
células mucosas ya existentes, pero inmaduras,
el efecto inicial del bajo pH. El hecho de que en
algunas muestras de TPA de cuatro horas dismi-
nuya el nimero de células mucosas puede ser de-
bido a que el ritmo con el que éstas alcanzan la
superficie, vierten su contenido y son eliminadas,
es mayor que el de produccion de nuevas células.
Pero a la disminucion del nimero de células mu-
cosas también debe de contribuir la desaparicion
de las capas celulares mas externas, que arras-
tran consigo a las células mucosas.

Esta misma razon, la desaparicion de los estra-
tos de células epiteliales entre los que se encuen-
tran, podria explicar igualmente la disminucion
de linfocitos observada en los peces sometidos a
acidificacion. Si esta poblacion de linfocitos des-
empena, tal como parece sugerir su disposicion en
el pez sano, una funcion de alerta ante posibles in-
fecciones, su disminucién se traduciria en menor
capacidad de defensa inmunoldgica frente a los
agentes etioldgicos externos. La acidificacion del
medio, por tanto, independientemente de su efec-
to directo, tendria una importante repercusion en
el incremento de la susceptibilidad del pez a todo
tipo de patdgenos.

El proceso de dispersion de los melanosomas
en las expansiones citoplasméticas de los mela-
nocitos también ha sido observado en O. mykiss
(Igeret al, 1994a)y C. carpio (Iger y Wendelaar-

Bonga, 1994). En estos casos se muestra, ade-
mas, la penetracion de procesos dendriticos de
los melanocitos en las capas basales de la epider-
mis. En el trabajo experimental llevado a cabo
no se observo esto, pero si parece ponerse de
manifiesto una tendencia de los pigmentos hacia
la dispersion a medida que las muestras corres-
ponden a mayores TPA. No obstante, no se puede
afirmar que la acidificacion sea necesariamente
causa unica de la redistribucion de la melanina,
ya que en todo caso hay que tener en cuenta que
la movilizaciéon de los pigmentos es la base del
funcionamiento normal de estas células pigmen-
tarias.

Conclusiones

La acidificacion del medio, con el valor de pH
empleado en el experimento (5.5), produce nota-
bles alteraciones histopatoldgicas en el tegumen-
to de la trucha arco iris, que pueden significar un
aumento de la susceptibilidad del animal a otros
agentes etioldgicos. No obstante los resultados
también indican que la epidermis del pez tiene
la capacidad de regenerarse y recuperar su es-
tructura inicial tras permanecer ocho horas en el
medio acidificado.
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