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Resumen
El estudio de los niveles de cortisol y glucosa como indicadores de estrés en truchas
“arco iris” (Oncorhynchus mykiss), se realizé en la Laguna de Arapa, Distrito de Arapa,
Provincia de Azangaro, durante los meses septiembre a noviembre del 2016, con el
objetivo de: determinar y comparar el nivel de cortisol y glucosa como indicador
primario y secundario de estrés en truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), usando
lidocaina, benzocaina y eugenol, las muestras de sangre se analizaron en el laboratorio
de patologia clinica y banco de sangre de la Clinica Americana de Juliaca. Se utilizo
cuatro tratamientos: T1: (control), T2: truchas anestesiadas con lidocaina, T3: truchas
anestesiadas con benzocaina y T4: truchas anestesiadas con eugenol. La metodologia
fue: las truchas con peso de 218,1 g y talla de 25,3 cm de promedios fueron sometidos a
estrés agudo, la sangre se obtuvo de la vena caudal entre 2,5 y 3 ml, para luego
centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos, para obtener el suero. El analisis de cortisol
se realizd6 con un Analizador de Inmunoensayo Automatizado TOSOH AIA-360,
mientras que el analisis de glucosa se realiz6 con un analizador de bioquimica
automatizado MINDRAY BS-200. Los resultados fueron: respecto a cortisol en T1:
como promedio 85,9 ng/ml, en T2: como promedio 41,4 ng/ml, en T3: como promedio
51,6 ng/ml y T4: como promedio 31.6 ng/ml. Obteniendo diferencias en T1 con T4,
Respecto a glucosa en T1: como promedio 112,5 mg/dl, en T2: como promedio 102
mg/dl, en T3: como promedio 102 mg/dl y T4 como promedio 77,3 mg/dl. Obteniendo
diferencias en T1 con T4, Por lo tanto se concluye que la manipulacion de los peces sin
anestésicos genera mayor estrés, debido a que presentan mayores niveles de cortisol y
glucosa, mientras que la manipulacion de los peces con anestésicos generan menores
niveles de cortisol y glucosa, es decir hay diferencias de los T2, T3 y T4, con el grupo

control.

Palabras Clave: Anestésicos, cortisol, estrés, glucosa, trucha “arco iris”,
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Abstract

The study of the levels of cortisol and glucose as indicators of stress in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), was held in the lagoon of Arapa, district of Arapa, province of
Azangaro, during the months of september to november of 2016, with the objective of:
to determine and compare the level of cortisol and glucose as primary and secondary
indicator of stress in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), using lidocaine, benzocaine
and eugenol, blood samples were analyzed in the laboratory of clinical pathology and
blood bank of the American Clinic in Juliaca. We used four treatments: T1 (control),
T2: trout anesthetized with lidocaine, T3: trout anaesthetized with benzocaine and T4:
trout anaesthetized with eugenol. The methodology was: the trouts with weight of 218,1
g and height of 25,3 cm of averages were subjected to acute stress, the blood was
obtained from the caudal vein between 2,5 and 3 ml, then centrifuge at 3000 rpm for 10
minutes, to get the serum. The analysis of cortisol is made with an automated
immunoassay analyzer TOSOH AIA-360, while the analysis of glucose was performed
with an automated chemistry analyzer MINDRAY BS-200. The results were: respect to
cortisol in T1: an average of 85,9 ng/ml, in T2: an average of 41,4 ng/ml, in T3: an
average of 51,6 ng/ml and T4: an average of 31,6 ng/ml. Getting differences in T1 to
T4, with respect to glucose in T1: average 112,5 mg/dl, in T2: average 102 mg/dl, in
T3: an average of 102 mg/dl and T4 as an average of 77,3 mg/dl. Getting differences in
T1 to T4, it is therefore concluded that the manipulation of fish without anesthetics
generates more stress, due to higher levels of cortisol and glucose, while the handling of
the fish with anesthetics generate lower levels of cortisol and glucose, there are

differences in the T2, T3 and T4, with the control group.

Key words: Anesthetics, cortisol, stress, glucose, rainbow trout.
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I. INTRODUCCION

Los procedimientos realizados durante el cultivo intensivo y experimental de la trucha
“arco iris” (Oncorhynchus mykiss), como las labores de manipulacion (biometria,
técnicas de reproduccion, induccion al desove, transporte y otros) son importantes para
la acuicultura, sin embargo estas practicas habituales pueden traducirse en condiciones
estresantes para los individuos si no se toman las medidas adecuadas. El estrés
provocado por estas practicas induce una serie de respuestas fisioldgicas que influyen
negativamente en diversos aspectos de las funciones bioldgicas de las truchas,
incluyendo el crecimiento, la reproducciéon y el sistema inmune, por lo tanto se pone en
riesgo la vida de las especies, y esto genera pérdidas econdémicas a los productores de
truchas. El uso de anestésicos en las investigaciones pesqueras facilita en gran medida
la manipulacion de estos, ya que los peces manipulados sin anestésicos van a estar en
constante movimiento fuera del agua y por ese motivo este sera un factor de estrés alto,

pero gracias a la aplicacion de anestésicos el nivel de estrés se reducira (Weber, 2009).

Los cambios en los niveles del cortisol, son mundialmente empleados como indices de
activacion de la respuesta neuroendocrina al estrés. Los valores pueden elevarse a mas
de 100 ng/ml en el estrés agudo, para retornar a valores proximos a los normales de 10 -
20 ng/ml después de periodos variables, aunque la causa de la elevacién persista. La
glucosa plasmatica es un parametro alternativo para evaluar la magnitud de la respuesta,
teniendo la ventaja de la facilidad de determinacion y que la faja de elevacion es méas
estrecha que la del cortisol, incrementandose 2 veces en comparacion con las 100 veces

que el cortisol se puede elevar (Pottinger & Carrick, 1999).

El cortisol es un hormona esteroidea producida por la glandula suprarrenal, derivada del
colesterol, la cual es segregada como respuesta ante el estrés, de esta forma aumenta la
concentracion de glucosa en la sangre a partir de la reserva de grasa, disminuye la
utilizacion de la glucosa por la mayoria de las células para aumentar el aporte de la
glucosa a las células cerebrales y cardiacas, utiliza las proteinas para reparar tejidos, y
suprime las respuestas inmunes e inflamatorias, por lo tanto un animal estresado es mas
propenso a contraer enfermedades. La glucosa es la principal fuente de energia para el

metabolismo celular que se obtiene fundamentalmente a través de la alimentacion, y se

12
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almacena principalmente en el higado, encargandose del mantenimiento de los niveles

de glucosa en la sangre (Agudelo et al., 2012).

Por tal motivo se realizo esta investigacion para determinar las diferencias que existen
en los niveles de cortisol y glucosa en el suero sanguineo de la trucha “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), al momento de realizar labores de manipulacion, usando
diferentes tipos de anestésicos (lidocaina, benzocaina y eugenol) con el control (sin
anestesia), esto nos permitira conocer los niveles de estrés que provocan los anestésicos
comparandolos con el grupo control en el que no se us6 anestésicos. Por tal hecho se
plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general
e Evaluar los niveles de cortisol y glucosa como indicadores de estrés en truchas

“arco iris” (Oncorhynchus mykiss), utilizando anestésicos en la laguna de Arapa.

Objetivos especificos
e Determinar y comparar el nivel de cortisol como indicador primario de estrés en
truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y

eugenol.

e Determinar y comparar el nivel de glucosa como indicador secundario de estrés
en truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y

eugenol.
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II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Val Gaudo et al. (2004), en el trabajo de investigacion en Espafa llevaron a cabo
estudios en ejemplares de “trucha comdn” (Salmo trutta fario), los individuos proceden
de las piscifactorias de El Soto (Celadilla del Rio, Palencia), Vegas del Condado
(Ledn), Quintanar de la Sierra (Burgos), de los rios Carrion, Arlanzon, Orbigo y Porma,
en un total de 56 especimenes. Se les extrajo el suero sanguineo para la determinacion
de Cortisol mediante un inmunoanalisis de polarizacion de la fluorescencia (FPIA). Los
resultados obtenidos fueron: Los niveles séricos de cortisol en las truchas del rio Orbigo
son normales (valor medio: 9,6 pg/dl; intervalo de referencia: 4,7 - 14,5 pg/dl). Sin
embargo, los valores de cortisol de las truchas de Soria, Quintanar de la Sierra y Acera
de la Vega resultan discretamente altos (entre 16 y 18 pg/dl). Es preciso destacar los
bajos valores de cortisolemia (< 6 pg/dl) en las truchas del rio Arlanzén, tanto en San

Medel como en Ibeas de Juarros.

Trenzado (2004), en el ensayo 1 en Espafia, utilizé truchas “arco iris” (Oncorhynchus
mykiss), con un peso medio de 34 g, los tratamientos usados fueron: LR (baja
respuesta), HR (alta respuesta) y C un grupo control no seleccionados. Las especies
fueron  mantenidas durante cuatro semanas a dos densidades diferentes: una
considerada estresante (100 g/l) y otra asociada a condiciones normales (20 g/l).
Tomaron muestras de sangre para la determinacion de glucosa plasmatica. La toma de
muestras se realizd de individuos previamente anestesiados en una solucion de
etilenglicol menofenil éter, los resultados obtenidos fueron en (mg/dl): densidad (100
g/l) LR: 73,25 mg/dl; HR: 90,27 mg/dl y C: 77,96 mg/dl y densidad (20 g/l) LR: 71,86
mg/dl; HR: 80,98 mg/dl y C: 80,63 mg/dl. Los resultados indican que los niveles de
glucosa plasmatica muestran que a alta densidad (HR) se produce un incremento

significativo de glucosa.

Trenzado (2004), en el ensayo 2 en Espafia, utilizé truchas “arco iris” (Oncorhynchus
mykiss), con un peso medio de 50 g, las cuales fueron alimentadas con cinco tipos de
dietas experimentales que fueron formuladas en funcion de su contenido en vitaminas E,

C y de UFAs. Los individuos fueron mantenidos a dos densidades de peces diferentes,

14
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baja (20 g/l) y alta (100 g/I). A los 21 y 42 dias se tomaron muestras de sangre para el
andlisis de cortisol y glucosa, obteniendo lo siguiente: Los resultados indican que la
glucosa en condiciones de alta densidad presento un aumento generalizado de sus
niveles a los 42 dias, que es significativo en los animales alimentados con dietas
carentes de vitamina E, a baja densidad este aumento se observa solo de manera
significativa en los grupos (Dieta 3): +E-HUFA, (Dieta 4): +E+HUFA. En cuanto al
cortisol nos muestran una influencia clara de la densidad sobre los niveles plasmaticos

del cortisol.

Rojas (2005), realiz6 una investigacion en la instalacion del INRA (Donzacqg, Landes,
Francia), elaboré cuatro dietas con diferentes perfiles de aminoacidos y cuatro dietas
experimentales con sustituciones de proteina animal del 0, 50, 75 y 100 % por proteina
vegetal para la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Posteriormente analizaron los
niveles plasméticos de glucosa a las seis horas y 24 horas de la ingesta del alimento. Los
resultados nos indican los valores de glucosa en plasma de los peces alimentados con
las diferentes dietas estuvieron comprendidos entre 96,7 £ 2,4y 113,3 £ 6,0 mg/dl a las
6 horas y de 70,0 £ 5,1 a 74,7 £ 2,7 mg/dl a las 24 horas de la ingesta. Mientras que en
los animales alimentados con las dietas con un alto contenido de proteina vegetal, los
niveles de glucosa (24 h) presentaron valores de 87,9 + 4,7 a 100,7 £ 4,7 mg/dl. A las 6
horas de la ingestion del alimento, la glucosa en plasma tampoco mostré diferencias

significativas entre dietas (valores entre 100,3 + 4,7 y 110,4 £ 6,6 mg/dl).

Conde et al. (2009), en el trabajo de investigacion en Espafia utilizaron truchas “arco
iris” (Oncorhynchus mykiss) de 157 g en un primer experimento permanecieron en la
solucion anestésica (MS-222) sin suministrar aireacion adicional. En un segundo
experimento, favoreciendo la oxigenacion. Los resultados obtenidos en glucosa en
ng/ml fueron: 1: sin aireacion (4,1 + 0,3 en 5 min), (4,9 + 0,3 en 15 min), (7,2 = 0,6 en
30 min) 2: con aireacion (3,9 = 0,2 en 5 min), (4,5 £ 0,3 en 15 min), (5,7 £ 0,3 en 30
min). Los resultados obtenidos en cortisol en ng/ml fueron: 1: sin aireacion (44 £ 6 en 5
min), (90 £ 7 en 15 min), (135 £ 18 en 30 min) 2: con aireacion (11 £ 3 en 5 min), (107
+ 9 en 15 min), (215 £ 14 en 30 min).Tanto en el grupo de peces sometidos a anestesia
sin oxigenacion como en los que se aportaron aireacién externa, se produjo un

incremento del nivel de glucosa con el tiempo de exposicion al anestésico.
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Fregeneda & Aller (2009), en el trabajo de investigacion en Espafia realizaron estudios
en poblaciones naturales, asi como en reproductores de “trucha comdn” (Salmo trutta
fario), (entre 3 - 5 afios de edad) de una piscifactoria, todas las truchas fueron
anestesiadas con MS 222 (50 mg/ml) para facilitar su manejo y reducir el estrés. En
total obtuvieron 190 muestras de sangre, 123 de reproductores de la piscifactoria (34,9 +
4,9 cm de longitud y 478,7 + 233,4 g de peso) y 67 de truchas de rio (32,1 £ 7,7 cm de
longitud y 422,1 + 279,8 g de peso), de las cuales 108 procedian de truchas infectadas
con Saprolegnia (63 de reproductores y 45 de truchas de rio) las muestras de sangre se
dejaron coagular y el suero se obtuvo por centrifugacion (x1,000 g, 45 min.).
Obteniendo los siguientes resultados: Los niveles séricos de cortisol fueron més altos en
las truchas infectadas con Saprolegnia 339,0 £ 155,7 ng/ml que en las truchas sin

saprolegniosis 172,9 + 129,9 ng/ml. 1 ng/ml = 0.001 ppm.

Laiz et al. (2009), realizaron una investigacion en Espafia, donde probaron diferentes
condiciones experimentales de alimentacién en ejemplares inmaduros de “bocinegro”
(Pagrus pagrus). Los ejemplares fueron distribuidos aleatoriamente en 4 tanques, a los
cuales se les asigno los siguientes tratamientos: T1: alimentados en baja densidad (BD-
A); T2: sin alimentacion en baja densidad (BD-NA); T3: alimentados en alta densidad
(AD-A) y T4: sin alimentacién en alta densidad (AD-NA). Sacrificaron 10 ejemplares
de cada tratamiento a los 14 y 21 dias y se conservaron muestras de plasma para su
posterior andlisis de cortisol. Obteniendo los siguientes resultados en ng/ml T1: (27,7 £
4,3 a los 14 dias), (24,2 £ 3,2 ng/ml a los 21 dias) T2: (23,9 + 3,9 a los 14 dias), (22,0 +
2,5 alos 21 dias); T3: (35,1 £ 4,7 a los 14 dias), (54,9 + 2,9 a los 21 dias) y T4: (35,4 +
3,7 a los 14 dias), (38,3 £ 3,2 a los 21 dias). Se aprecio un claro aumento del cortisol

por efecto del confinamiento durante el experimento, siendo mas patente a los 21 dias.

Monroig et al. (2009), en el trabajo de investigacion en Espafia estabularon juveniles de
“bocinegro” (Pagrus pagrus) (95,38 £ 4,34 g) en cuatro grupos de 10 individuos, Grupo
I: alimentado en bajo confinamiento (4 kg m®; Grupo II: alimentado en alto
confinamiento (50 kg m3); Grupo I11: no alimentado en bajo confinamiento; Grupo IV:
no alimentado en alto confinamiento. Tras 21 dias de experimentacion, se recogieron
muestras de plasma para la determinacion de cortisol. Los resultados obtenidos en ng/ml
fueron: Grupo I: 24,2 £+ 3,2; Grupo 1I: 55,0 + 2,9; Grupo IlI: 22,0 £ 2,5; Grupo 1V: 38,3

+ 3,2. Los niveles plasmaticos de cortisol muestran un aumento por efecto del
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confinamiento (Grupos Il y 1V) con respecto a tratamientos con bajo confinamiento,
ademés los animales alimentados y mantenidos en alto confinamiento (Grupo II)
presentaron los niveles de cortisol mas elevados, indicando un marcado efecto aditivo

derivado de la interaccion entre los dos factores.

Weber (2009), realizd6 una investigacion en Espafia, donde utilizé juveniles de
“lenguado” (Solea senegalensis). En las cuales utilizd los siguientes anestésicos: 2-
fenoxietanol, aceite de clavo, MS - 222 y metomidato. Se extrajo la sangre para la
obtencion del plasma y realizar los anélisis de cortisol y glucosa. Las muestras se
tomaron en los tiempos de: 5 min (control), 10 min, 20 min, 30 min y 30 min (24h). Los
resultados promedios fueron: para glucosa (mg/dl) en 2-fenoxietanol: 57,43; aceite de
clavo: 66,84; MS-222: 51,09 y metomidato: 44,21; Para cortisol (ng/ml) en 2-
fenoxietanol: 76,6; aceite de clavo: 114,8; MS-222: 150,8 y metomidato: 13,8; estos
resultados indican que la exposicién prolongada al 2-fenoxietanol, aceite de clavo, MS-
222 y al metomidato provocd una serie de respuestas primarias y secundarias de estres,

con una clara tendencia a la recuperacion de los valores basales a las 24 horas.

Agudelo et al. (2012), en el trabajo de investigacién evaluaron los niveles de glucosa y
cortisol, generados en el momento de captura y manipulacion en la especie (Brycon
siebenthalae) “Yamu”. Contaron con un total de 24 peces, del cultivo en el municipio
de Cumaral Meta, Colombia. Dividieron en grupos de 8 peces, utilizaron tres
tratamientos a T1: choque térmico, T2: Anestesia MS-222 y T3: Anestesia benzocaina,
la toma de muestras sanguineas se realizara por puncién de la vena caudal. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes: T1: glucosa (mg/dl) = 71,17; cortisol
(nmol/l) = 1409, T2: glucosa (mg/dl) =87,00; Cortisol (nmol/l) = 1298 y T3: glucosa
(mg/dl) = 104,67; cortisol (nmol/l) = 1150. En T1 y T2 la glucosa se encuentra por
debajo de la media, pero se encuentran dentro del rango normal. El cortisol se encuentra
por encima de la media y fuera del rango normal, resaltando que el T3 tuvo un

incremento menor con respectoa T1y T2.

Lopez & Villarroel (2013), llevaron a cabo un estudio en Espafia, utilizaron truchas
“arco iris” (Oncorhynchus mykiss), lo dividieron en tres secciones, a cada seccion se le
asignd una hora de sacrificio (08 horas, 14 horas y 20 horas) y se ayunaron durante 1, 2

o0 3 dias dependiendo del dia en el que se sacrificaran. En el otro (controles), las truchas
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fueron sacrificadas a las mismas horas pero no ayunadas. Después de 1, 2 o 3 dias de
ayuno, capturaron 10 animales ayunados y 10 controles de cada seccién de forma
alternativa, lo anestesiaron con aceite de clavo para tomar muestras de sangre.
Determinaron los valores de cortisol (ELISA), glucosa (GOD/PAP). Los resultados
indican que el nivel de cortisol en plasma fue menor en las truchas sacrificadas a las 20
horas (172 ng/ml), en comparacién con aquellos sacrificados a las 08 horas (247 ng/ml)
y a las 14 horas (208 ng/ml), Sin embargo, la glucosa resulté menor en las truchas

ayunadas 2 y 3 dias en comparacion con los controles.

Herrera et al. (2013), en el estudio de investigacion en Espafia usaron 28 “doradas”
(Sparus aurata) de 416 g (media), un lote de 14 ejemplares las cuales sometieron a
estrés agudo, 3 min de exposicion al aire obteniendo las muestras tras media hora post-
estrés. Para el estrés cronico sometieron a un cultivo a alta densidad (15 kg/m®) durante
85 dias, procedieron de igual forma con un tanque control 5 kg/m®. Las muestras lo
tomaron de la sangre y las heces para realizar los respectivos anélisis de cortisol y
glucosa. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: en el control: cortisol plasma
(ng/ml): 25,07; cortisol fecal (ng/g): 6,36 y glucosa (mg/dl): 78,53; sometidos a estrés
(densidad): cortisol plasma (ng/ml): 22,99; cortisol fecal (ng/g): 4,51 y glucosa (mg/dl):
79,01.

Bermejo et al (2015), en el estudio en Espafia usaron 144 truchas ‘“arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), los peces quedaron divididos en cuatro grupos: NANH (ni
ayuno ni hacinamiento), NAH (no ayuno, si hacinamiento), ANH (si ayuno, no
hacinamiento) y AH (ayuno y hacinamiento). Sacrificaron los peces y tomaron las
muestras sanguineas. Los resultados en cortisol (ng/ml) fueron: NANH: 15,56; NAH:
25,37; ANH: 10,12 y AH: 23,38. Mientras que en glucosa (mg/dl) fueron: NANH:
78,79; NAH: 112,83; ANH: 71,89 y AH: 115,11. Las cuales nos indican que el cortisol
fue mayor en las truchas no ayunadas, y en las sometidas al hacinamiento, debido a una
mayor respuesta de estrés. La concentracion plasmatica de glucosa fue mayor en las
truchas sometidas al hacinamiento que en las que no fueron hacinadas, debido a un

incremento de la gluconeogénesis para mantener la homeostasis.
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2.2. Marco teorico
2.2.1 Trucha “arco iris”

a) Taxonomia

La ubicacion taxondmica de la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792), es la siguiente:
DOMINIO: Eukarya
REYNO: Animalia
PHYLLUM: Chordata
SUB PHYLLUM: Vertebrata
GRUPO: Gnatosthomata
SUPER CLASE: Pisces
CLASE: Osteichthyes
SUB CLASE: Actinopterygii
SUPER ORDEN: Clupeomorpha
ORDEN: Salmoniformes
SUB ORDEN: Salmonoidei
FAMILIA: Salmonidae
GENERO: Oncorhynchus
ESPECIE: mykiss
NOMBRE COMUN: Trucha “arco iris”
Fuente: Adaptado por Smith, Gerald R. y Stearley Ralph F. de la Sociedad
Americana de Ictidlogos y Herpetdlogos a través del comité de nombres cientificos

de peces.

b) Descripcion

Las primeras experiencias de la trucha en el Peru, se remontan del afio 1927 en
donde fueron traidas las primeras ovas embrionadas desde los Estados Unidos, por
una familia Arequipefia. Por los afios 30 algunos obreros de la entonces empresa
Cerro de Pasco Cooper Coorporation importaron ovas, las incubaron y sembraron
los alevinos en el rio Mantaro, en 1934. En Puno en el afio de 1940 se construyd e

instalo la Estacion Pesquera de Chucuito — Puno (Mantilla, 2004).

La actividad de la Truchicultura en el departamento de Puno, se remonta al afio de
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1935, en el cual el Ing. Cesar A. Gilard, sugiere al entonces parlamentario por Puno
Ing. Enrique Torres Belon la necesidad de poblar con truchas la cuenca hidrografica
del Lago Titicaca (Mantilla, 2004). En la actualidad, el cultivo en jaulas se ha
extendido a paises de Europa, Asia, Africa y América, no solo para aguas
continentales, sino también para el medio marino. Con excepcién de pocas zonas, la
madera y el bambu han sido sustituidas por materiales nuevos, como mallas de
nylon, pléstico, polietileno y acero, que aunque resultan mucho mas costosos tienen

mayor duracion y permiten un mejor flujo del agua (FONDEPES, 2007).

c) Caracteristicas generales

Esta especie se caracteriza por tener el cuerpo cubierto con finas escamas y de forma
fusiforme, ligeramente aplanada lateralmente. Posee una banda lateral rosada
iridiscente que se hace mas vistosa en la época de reproduccion. La denominacion
de trucha arco iris se debe a la presencia de una franja de colores de diferentes
tonalidades, con predominio de una franja rojiza sobre la linea lateral en ambos
lados del cuerpo. Se distingue de otras especies por presentar una aleta adiposa en la
parte posterior del torso (FONDEPES, 2007).

La trucha ““arco iris” es un pez carnivoro por excelencia, de tendencia insectivora,
cuando esta en su ambiente natural lagos, lagunas y rios es migratorio, recorre
grandes distancias en busca de animales vivos, tales como los insectos de agua o
tierra, crustdceos y moluscos de agua dulce y aun peces de tallas menores
especialmente nativas a las cuales las depreda, es pues una especie voraz (Godoy,
2002). La alimentacion de la trucha varia con el tamafio del pez, siendo en estadios
de juveniles zooplanctofagos, tienen preferencia por anphipodos, anélidos y larvas
de chironomidos, siendo adultos son predadores de especies nativas, principalmente
del “ispi” (IMARPE, 2011).

La trucha “arco iris” como todo los peces, no tiene capacidad propia para regular su
temperatura corporal, pues esta depende totalmente del medio acuéatico en que viva.
La trucha en condiciones naturales es un pez que puede vivir en aguas comprendidas
entre 0° y 25°. Sin embargo, tenemos que decir que los limites entre los cuales su

crecimiento y desarrollo son correctos, corresponden a 9° C como limite inferior y a
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17°C como limite superior. La temperatura mas adecuada para la trucha “arco iris”,
en la que sus funciones fisioldgicas se realizan de forma dptima, es de 15°C (Blanco,
1984). En cuanto al oxigeno la trucha es exigente, deberd encontrase del rango
adecuado, que es entre 7 a 9 ppm. Mientras que en el pH la trucha vive
satisfactoriamente en un pH de 7 a 9 (FONDEPES, 2007).

d) Sistema Circulatorio en peces

El sistema circulatorio en los peces es sencillo, el corazon que se encuentra en
posicion ventral, impulsa la sangre desde las branquias, donde se oxigena, hacia los
tejidos. Tiene una sola auricula y un ventriculo (Campos et al., 2002). La auricula
que recibe sangre del cuerpo y la bombea hacia una camara muscular (ventriculo).
El ventriculo bombea sangre hacia las branquias donde se intercambian los gases, la
sangre que sale de las branquias se colecta en una gran arteria dorsal, la aorta que la
distribuye hacia arterias menores llevandola a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo.
En los tejidos la sangre fluye a través de lecho capilar, se recolecta en vénulas y

finalmente vuelve al atrio del corazon (Sadava et al., 2008)

Presenta el sistema circulatorio cerrado, constituido por un corazén con cuatro
camaras organizadas en continuidad y un sistema vascular (arterial y venoso), con
particularidades adaptativas en la circulacion menor (hematosis u oxigenacion de la
sangre) y mayor (mantener constancia del medio interno). Son animales con

hematies nucleados (Alvarez et al., 2009).
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Figura 01. Sistema circulatorio en peces.
Tomado de (Sadava et al., 2008).

e) Componentes de la sangre en peces

Los componentes celulares de la sangre son similares a la de los mamiferos, a
excepcion de los globulos rojos, que presentan nicleo y mantienen un metabolismo
celular productor de trifosfato de adenosina (ATP), a través de la fosforilacion
oxidativa. El volumen sanguineo en los teledsteos es pequefio en comparacion con
el de los restantes vertebrados y representa aproximadamente el 5% del peso

corporal (Alvarez et al., 2009).

f) Cultivo en jaulas flotantes

Una jaula flotante es una estructura compuesta por estructuras rigidas, sobre la que
se apoya un sistema de flotacion, que a su vez sostiene una bolsa o vivero,
confeccionado de redes y que tiene como objetivo confinar a una poblacion de peces
que se cria en un ambiente controlado y que cae hacia el fondo cerrando por los
lados. Todo el sistema se encuentra anclado al fondo con templadores y lastres. En
algunos casos lleva un “techo” para proteccion contra predadores, asi como también

tratar de evitar la fuga por parte de los peces en cultivo (FONDEPES, 2007).

Sin embargo también existe peligro de fallos o dafios si las jaulas no se fijan
adecuadamente en una posicion apropiada. EI gran inconveniente de este sistema es
cuando se tienen una produccién sostenida de muchos afios se tiende a la

eutrofizacion, es decir se induce a la muerte lenta del cuerpo de agua a causa de la
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contaminacion de los desechos metabdlicos y desperdicios de alimentos que llegan
al fondo del cuerpo de agua. Por ello es necesario tener cuidado en este aspecto y
darle siempre un descanso prudencial para una buena recuperacion del lago o laguna
(Godoy, 2002).

g) Alimentacion en jaulas flotantes

Se usa un alimento balanceado, que es elaborado con la combinacion de distintos
ingredientes o insumos de origen animal como harina de pescado, harina de huesos,
aceite de pescado entre otros y de origen vegetal como harina de maiz, harina de
soya, sub producto de trigo, entre otros. Este alimento esta elaborado con una
formulacién determinada en funcién a los requerimientos nutritivos de la trucha
(CIRNMA, 2004). El alimento es hoy por hoy el factor econdbmico de mayor
incidencia en los costes de produccién de las empresas, no solo por el costo que
representa el propio pienso sino también por el generado por los sistemas empleados
en su distribucion. Ademas, la optimizacion de las tasas de crecimiento, la reduccion
del impacto medioambiental de la acuicultura y el bienestar animal son en buena
medida dependientes del tipo de alimento empleado y de como éste se suministre a

los peces (Sanz, 2009).

El beneficio econdmico de la acuicultura intensiva y semi-intensiva se encuentra
intimamente relacionado con el suministro y el costo del alimento proteico, debido a
que los cultivos intensivos de la trucha “arco iris” requieren alimentos con niveles
elevados de proteina y el costo de la fuente proteica es el que determina las unidades
de produccién (Sénchez, 2004). Es esencial mantener buenos registros para
mantener si los peces estan siendo bien alimentados o no. Esto implica tomar datos
de pesos de un grupo de peces para calcular la tasa de crecimiento desde la ultima
pesada (Brown, 2000).

2.2.2 Estrés en peces

a) Estrés

El estrés constituye una manifestacion homeostatica del organismo, se trata de una
respuesta universal en los seres vivos y presenta una importancia bioldgica

considerable, pues afecta tanto al individuo como a la poblacién y al ecosistema
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(Castello, 1993). Es una respuesta fisiolégica normal del organismo para hacer
frente a una demanda del entorno. Esta respuesta es imprescindible para la vida y
extremadamente eficaz para la supervivencia y la reproduccion (Torres & Bailles,
2015). Se sabe que las condiciones de estrés pueden tener una gran influencia en la
salud de los peces, de manera que suponen un gran riesgo en la aparicién y el
desarrollo de un elevado nimero de enfermedades infecciosas. Los peces que se
mantienen en cultivo intensivo estan sujetos a varios factores estresantes, como la
manipulacion, el transporte, el confinamiento, los bajos niveles de oxigeno en el
agua, los tratamientos, etc., los cuales provocan cambios fisiolégicos en los
individuos que desembocan en la induccion de una inmunosupresion y un

incremento de la susceptibilidad a la infeccion (Arranz, 2008).

Tabla 01. Principales causas de estrés en los peces de cultivo.

Ambiente Alimentacion Manejo
- Cambios de temperatura, - Tamafio de la racion. - Captura.
salinidad y oxigeno. - Calidad proteica y lipidica. - Anestesia.
- Productos nitrogenados. - Nivel y equilibrio de - Clasificacion.
- Niveles extremos de pH. minerales. - Carga.
- Presencia de - Vitaminas y factores anti - Administracion de
contaminantes. nutricionales. tratamientos.
- Velocidad del agua. - Sistema de administracién

Fuente: (Mancini, 2002).

b) Respuesta al estrés

La respuesta al estrés se incluye dentro de lo que se considera el “sindrome general
de adaptacion”, definido inicialmente para la fisiologia humana, puede considerarse
como una ampliacién de la “respuesta de emergencia” y atribuida exclusivamente al
sistema nervioso simpatico. El estimulo que provoca el estrés es todo cambio del
ambiente que tenga suficiente entidad para producir una alteracion del
funcionalismo del organismo; por ello se denominan agentes o estimulos
estresantes. Asi pues estos agentes pueden ser naturales o pueden ser originados por
el hombre, con lo cual se amplia enormemente su diversificacion y posibilidades de
generarlos en aquellos medios, como el cultivo de peces donde la incidencia de la

actividad humana puede ser especialmente importante (Castello, 1993).
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La definicion aceptada de la naturaleza y la finalidad de la respuesta al estrés en los
animales y los seres humanos es la que caracteriza la respuesta como una serie de
eventos neuroendocrinos que se activa por una amenaza percibida y cuya finalidad
es proteger o restablecer la homeostasis, dentro de una poblacion existe una serie de
estrategias de afrontamiento individuales que abarcan la variacién en el
neuroendocrino, fisiolégicas y de comportamiento de la exposicion. Estos
colectivamente pueden ser considerados bajo el término “alostasis” mantenimiento
activo de la estabilidad a través del cambio (Branson, 2008). La respuesta general al
estrés en los peces esta caracterizada por la rapida liberacion de hormonas del estrés,
como el cortisol y las catecolaminas, y la posterior movilizacion de las reservas de
energia, como la glucosa, en un intento de restablecer la homeostasis (Arranz,
2008).

2.2.3 Indicadores de Estreés
Llamamos indicadores o respuestas de estrés a los parametros que nos permiten
determinar que este existe, habitualmente distinguimos los indicadores
neuroendocrinos. Ante estimulos que parezcan amenazantes, queda dicho que el
organismo reacciona activando diferentes sistemas neuroendocrinos para prepararse
a luchar o huir de la amenaza. Esta reaccion es en principio natural y simplemente
adaptativo, pero puede tener consecuencias tremendamente negativas para la salud

si se presenta con demasiada frecuencia y dura demasiado (Acosta, 2008).
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Estimulo
Cerebro [___ Sistema nervioso simpatico
Hipotalamo I
(Efecto periférico)
CRF (Efecto sistémico)
RESPUESTA  Hipdfisis Tejido
ACTH cromafin
Interrenales

Catecolaminas

Primaria Corticosteroides Noradrenalina
Cortisol Adrenalina
Secundaria Leucocitos Glucogeno Sangre Ritmo cardiaco
Inmunosupresion hepatico. Glucosa Flujo sangre
Proteinas Equilibrio Lactato branquias
musculares electrolitos Acidos Diuresis
grasos
- Reduccion o cese del crecimiento.

Terciaria - Reduccidn o cese de la funcién reproductora.

- Reduccion de la resistencia inmunitaria.
- Reduccion supervivencia

Figura 02. Esquema de la accion de un estimulo estresante en los vertebrados (peces) y
los niveles de respuesta primaria (hormonas del estrés), secundaria y terciaria.
Tomado de (Castello, 1993).

a) Indicadores primarios

Las respuestas primarias se dan después de la percepcion de un estimulo estresante

por el sistema nervioso central, las hormonas del estrés, el cortisol y la epinefrina

son sintetizadas y liberados en el torrente sanguineo (Devashish, 2016). Asi mismo

en la que se producen una serie de cambios endocrinos, como consecuencia de la

actuacion de los centros cerebrales, que culminara en la liberaciébn masiva de

catecolaminas y corticoides, hormonas asociadas a la respuesta de estrés

(Wedemeye

r, 1996).
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El Cortisol

El cortisol es la principal hormona de corticosteroides (> 80%) que circula en los
teleGsteos, con corticosterona, desoxicorticosterona y aldosterona presentes en
cantidades menores. El cortisol se secreta principalmente en respuesta a ACTH, a
diferencia de los mamiferos, el cortisol realiza funciones tanto de glucocorticoides
y mineralocorticoides en teledsteos. Los tejidos diana primarios para el cortisol son
las branquias, el higado y el epitelio intestinal. Por lo tanto, las funciones principales
de cortisol implican el metabolismo energético, la regulacion de iones y la respuesta
al estrés (Ostrander, 2000).

‘ Higher brain centres

JUSULY

Hypothalamus P
[paraventricular nucleus]

- 1

Corticofrop cells .‘
[anterior pituitary gland)

E

POMC

ACTH ﬂ

l Interrenal steroidogenic ‘

Negative feadback loops

cells

Figura 03. Diagrama esquematico del tejido interrenal glandula del hipotalamo

pituitaria (HPI).
Tomado de (Leatherland & Woo, 2010).

Como tal, el cortisol es considerado el de glucocorticoides y mineralocorticoides
primarios en teledsteos. Sin embargo, en la trucha ‘“arco iris” 11-
desoxicorticosterona (DOC) es un potente agonista del receptor de
mineralocorticoides, y su concentracion aumenta en plasma 10 a 50 veces hacia el
final del ciclo reproductivo masculino, alcanzando concentraciones maximas que
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son comparables a los niveles de cortisol en plasma basales (Bernier et al., 2009).
Por otro lado activa una serie de enzimas importantes que controlan el metabolismo
intermediario en el higado. Las acciones hiperglucémicos de cortisol se refieren a la
estimulacion de la glicélisis y la gluconeogénesis a partir de proteinas y lipidos,
aunque los mecanismos implicados no son claros. Los niveles de cortisol también se
elevan de forma transitoria durante la migracién o transferencia tanto de agua dulce

al agua de mar y agua de mar en agua dulce (Ostrander, 2000).

El cortisol y la respuesta al estrés

Una elevacion de los niveles de cortisol en la sangre es el indicador mas comdn de
la respuesta al estrés, y el cortisol es probablemente la hormona maés frecuentemente
medido en peces. El cortisol se mide de forma rutinaria en el intervalo de 3-8
ng/ml., que descansan las concentraciones plasmaticas, varian desde tan bajo como
5 ng/ml, para salmonidos entre 10 y 50 ng/ml, en otros tele6steos. La variacion en
los niveles de reposo de cortisol en plasma son probablemente debido a las
diferencias en la especificidad del ensayo y los procedimientos, la cria de peces y/o
procedimiento de captura. La respuesta al estrés es rapida, con los niveles
circulantes elevados de cortisol que aparecen dentro de los 10 minutos. Existe una
variacion considerable en los niveles de cortisol, que parece estar relacionado con el
ambito metabdlico. Por lo tanto, los salmoénidos muestran las mayores elevaciones
en los niveles de cortisol en plasma, alcanzando 400 - 600 ng/ml, mientras que las
especies menos activos generalmente tienen picos de alrededor de 50 - 200 ng/ml
(Ostrander, 2000).
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Figura 04. Representacion esquematica de la respuesta al estrés en los peces.
Tomado de (Ostrander, 2000).

b) Indicadores secundarios

Las respuestas secundarias al estrés se producen principalmente en la quimica de la
sangre, también caracterizan la severidad del estrés en los peces, la glucosa en
sangre, cloro y acido lactico se utilizan con frecuencia para la evaluacion de la
respuesta al estrés. La hiperglucemia de glucosa en sangre e hipocloremia para el
cloruro de sangre es el efecto fisiol6gico de preocupacion durante la respuesta al
estrés (Devashish, 2016). En donde se han dado los cambios producidos como
consecuencia de la liberacién hormonal. Estos cambios ocurren a nivel fisioldgico,
metabolico y tisular, incluyendo entre otros efectos un aumento del ritmo cardiaco,
una movilizacion de los substratos energéticos y alteraciones del equilibrio

hidromineral (Wedemeyer, 1996).

El azlcar en la sangre se eleva inmediatamente después de la exposicion a un
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estimulo alarmante. Evidentemente, existe una relacion directa entre el estrés y la
concentracion de glucosa en el suero. Independientemente del tipo de estimulos
estresantes se presenta la hiperglucemia, los valores de la glucosa sérica se elevan a
maximo después de 24 horas de exposicion a cualquier tipo de factor de estrés. Sin
embargo, el aumento de la concentracion de glucosa se hace evidente desde el
principio de la exposicion de los peces a la tension (Pandey, 2008). Los aumentos
rapidos (minutos) en la glucosa plasmatica estan mediadas probablemente se dan
por las catecolaminas en lugar de cortisol, sin embargo el cortisol es esencial para el
mantenimiento a largo plazo de la hiperglucemia después que los efectos de
catecolaminas han disminuido (Portz, 2007).

¢) Indicadores terciarios

Las respuestas terciarias se manifiestan en la reduccién del crecimiento, cambios en
la tasa metabolica, resistencia a enfermedades, salud reproductiva y supervivencia.
Estos pueden disminuir el reclutamiento a las etapas sucesivas de la vida, y como
resultado se produce la disminucion de la poblacion (Devashish, 2016). Asi mismo
se produce como consecuencia de las dos respuestas anteriores, dando lugar a una
disminucion en el crecimiento y la resistencia a enfermedades, asi como alteraciones
en la capacidad reproductora. También se verad afectada la capacidad para hacer
frente a otras situaciones estresantes adicionales (Wedemeyer, 1996).

2.2.4 Anestésicos

a) Mecanismos de Accion

El estimulo nervioso se propaga a través de las fibras nerviosas porque se produce
una alteracion en la concentracion de los iones a ambos lados de la membrana de la
fibra. El exterior es electropositivo debido a que la concentracion de sodio es
elevada fuera de la membrana, mientras que en el interior de la fibra existe gran
cantidad de iones de potasio. El estimulo nervioso facilita la penetracion de sodio y
la salida de potasio. Esto produce un cambio en la polaridad de la membrana y el
exterior de la misma se vuelve negativo con respecto al interior. Los anestésicos
bloquean la entrada de sodio que se produce cuando llega el estimulo, con lo cual
éste no puede propagarse. Los anestésicos se comportan como estabilizadores de la
membrana disminuyendo la velocidad de conduccién hasta producir un bloqueo
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complejo de la misma (De Ahumada et al., 2002)
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Figura 05. Accion de los anestésicos sobre el potencial de membrana.
Tomado de (De Ahumada et al., 2002).

b) Anestesia general

La definicién de anestesia general ha sufrido pocas modificaciones desde su
descubrimiento en 1845, con las experiencias de Wells con 0xido nitroso y de
Morton en 1846 con éter. Clasicamente, se la ha definido como una depresion
descendente y controlada de las funciones del SNC inducidas farmacoldgicamente.
Otra forma maés préctica de definir la anestesia general es en funcién de los
objetivos que persigue, como un estado reversible de depresion del SNC,
caracterizado por perdida de la conciencia (hipnosis), de la sensibilidad (analgesia),
de la actividad refleja (proteccién neurovegetativa) y de la motilidad (relajacion
muscular). Esta situacién se consigue mediante los anestésicos generales, los cuales
actian sobre diferentes drganos y aparatos y mas especificamente deprimiendo el
SNC (Lorenzo et al., 2008).

c) Anestesia local

Se denominan anestésicos locales las sustancias quimicas que bloquean de manera
especifica, temporal y reversible la conducta nerviosa en cualquier parte del sistema
nervioso donde se apliquen sin alterar las sensaciones en otras partes del cuerpo
(Bafios & March, 1994). Por otro lado también se ha definido como una pérdida de

sensibilidad en un area circunscrita del cuerpo provocada por una depresion de la
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excitacion en las terminaciones nerviosas o por una inhibicion del proceso de
conduccion en los nervios periféricos. Un rasgo clave de la anestesia local es que
consigue dicha perdida de sensibilidad sin inducir pérdida de consciencia (Malamed,
2013).

- Lidocaina: es un agente anestésico local con propiedades antirritmicas, tiene una
duracion de accion relativamente corta. La lidocaina tiene un indice terapéutico
estrecho y los efectos toxicos estan generalmente relacionados con la concentracion
o0 con la dosis (Winter, 1994). En el tejido sano aceleran la velocidad de conduccion
y acortan la duracién del potencial de accién a nivel de las fibras miocéardicas
ventriculares, mientras que en el tejido isquémico producen cierto bloqueo de la
conduccion, mecanismos que explicarian la ausencia de prolongacion del intervalo
QT y el impedimento de los fendbmenos de reentrada, causante de la mayoria de las
arritmias ventriculares potencialmente malignas (Almeida, 2004)

- Benzocaina: Anestésico local derivado del Acido 4-aminobenzoico, utilizado en
muchos productos farmacéuticos, para ser eficaz, el producto debe contener al
menos 5% benzocaina (Delfino, 2013).

- Eugenol: Es un fenol o un compuesto hidroxiaromatico (Ocampo et al., 2008).
Tiene efectos de bloqueo neuromuscular, los mecanismos de transmision
neuromuscular son similares para todos los vertebrados. Los derivados del eugenol
se deben utilizar cautelosamente como anestésicos generales en cualquier especie
hasta que se pueda determinar que la exposicion da lugar a la sedacion o a la

inconsciencia (Fish et al., 2008).
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2.3 Marco conceptual

Alostasis: Define una situacion en la que el organismo, en lugar de mantener la
constancia del medio interno, fluctia para cumplir la demanda impuesta por factores
externos de emergencia, a diferencia de los sistemas homeostaticos, la alostasis esta
muy influida por la historia personal de cada individuo. Comprende tanto mecanismos
para desencadenar la respuesta de defensa con activacion de una compleja via
adaptativa como para detener la respuesta cuando la amenaza ha desaparecido
(Cardinali, 2007).

Anestesia: El termino anestesia procede del griego “anaisthaesia” y significa
insensibilidad. Hace referencia a la pérdida total de las sensaciones corporales en un
area organica o en su totalidad, inducida por un farmaco o una combinacion de ellos que
deprimen la actividad del tejido nervioso, ya sea de forma local, regional o general
(Castifieiras, 2007).

Catecolaminas: Son las aminas derivadas del aminoacido tirosina, como ejemplos
incluyen la epinefrina (adrenalina), norepinefrina (noradrenalina), y dopamina que

actian como hormonas por neurotransmisores (Schwab, 2011).

Cortisol: Es una hormona importante en el cuerpo, secretada por las glandulas
suprarrenales e involucrada en las siguientes funciones: metabolismo de la glucosa,
regulacion de la respuesta inflamatoria de la presion sanguinea, liberacion de insulina

para el mantenimiento del azucar en la sangre y la funcién inmune (Schwab, 2011).

Eje Hipotalamo — hipofisis — suprarrenales: Es uno de los componentes del sistema
de respuesta al estrés, en el que las glandulas suprarrenales desempefian un papel
fundamental. La respuesta suprarrenal al estrés estd regulada por dos tipos de
mecanismos: neurales y humorales (endocrinos). La regulacion neural depende
principalmente  del sistema nervioso simpatico que estimula la liberacion de
catecolaminas por parte de las células de la medula suprarrenal. La regulacién humoral
depende fundamentalmente de la ACTH hipofisaria que estimula la sintesis y liberacion

de glucocorticoides por parte de las células de la corteza suprarrenal (Arce et al., 2006).
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Estrés: Respuesta fisioldgica normal del organismo para hacer frente a una demanda
del entorno (Torres & Bailles, 2015).

Glucosa: Un monosacéarido de seis carbonos utilizado por las células como fuente de

energia y metabolico intermedio (Schwab, 2011).

Metabolismo: Se denomina metabolismo al conjunto de reacciones quimicas
catalizadas enzimaticamente que de forma regulada y coordinada tienen lugar en las
células vivas. Se divide en catabolismo, que es la fase degradativa y en anabolismo que
es la fase constructiva o biosintetica (Garrido, 2001).

Quimioluminiscencia: El proceso por el que los compuestos quimicos reaccionan para
producir luz se denomina quimioluminiscencia, si se conocen las condiciones para una
reaccion concreta y pueden controlarse por medio de un instrumento analitico, puede
usarse como método sensible y selectivo para la determinacion de la concentracion de

los componentes de una reaccion (Baird, 2001).

Suero sanguineo: Es la porcion liquida de color ambar y acelular de la sangre,

excluidos el fibrinogeno y las plaquetas (Kent, 1998).

Tejidos diana: Es el tejido seleccionado para controlar el total de residuos de un
medicamento en el animal de destino. Este tejido suele ser el que presenta la velocidad

mas baja de deplecion de los residuos (Borras & Franquet, 2007).
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1.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Ambito de estudio

Las muestras de sangre provienen de truchas ‘“arco iris” (Oncorhynchus mykiss),
estabuladas en jaulas flotantes en la laguna de Arapa, Comunidad de Iscayapi del
distrito de Arapa, ubicada a 3 829 msnm, con coordenadas UTM 19 L 395892 8321196
(tomado de Google Earth), de la Provincia de Azangaro. La obtencidon del suero
sanguineo y los analisis respectivos se realizo en el laboratorio de patologia clinica y
banco de sangre de la Clinica Americana, del distrito de Juliaca, ubicada a 3 824 msnm,
con coordenadas UTM 8287067 379119 19L (tomado de Google Earth), de la provincia

de San Roman.

B ——— = . =

Figura 06. Jaularflotte, laguna de Arapa, distrito de Arapé, Provincia de
Azéngaro, Octubre 2016.

3.2 Tipo de estudio
El estudio es de tipo experimental, debido a que se evalu6 las diferencias que existen de
los tratamientos usados con el grupo control, las muestras fueron tomadas

aleatoriamente.

3.3 Poblacién y tamafio de muestra

Se utiliz6 truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), de jaulas flotantes cuadradas de
75 m® de capacidad, con una poblacién de 1500 individuos aproximadamente, con
pesos promedios de 218,1 g y talla promedios de 25,3 cm.
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Tabla 02. Tamafio de muestra de la investigacion

Cortisol Glucosa
Tratamientos Repeticiones Tratamientos Repeticiones
Ti: 4 T1: 4
T2: 4 T2: 4
T3: 4 T3: 4
T4: 4 T4: 4
Total 16 Total 16

T1: (control).
T2: Truchas anestesiadas con Lidocaina.
T3: Truchas anestesiadas con Benzocaina.

T4: Truchas anestesiadas con Eugenol.

3.4 Materiales

Se utilizaron materiales de escritorio, de campo, de laboratorio y equipos de laboratorio.

3.5 Metodologia
3.5.1 Determinacién de los niveles de cortisol como indicador primario de estrés en

truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y eugenol

3.5.1.1 Proceso de obtencion de las muestras de sangre

a) Preparacion de los anestésicos

Los anestésicos usados fueron: lidocaina, benzocaina y eugenol, se prepararon de la

siguiente manera:

- Lidocaina: Se uso la solucion “LUSA” lidocaina 2% con epinefrina 1: 200 000,
presentacion de 20 ml. Se prepar6 en un balde que contenia 5 L de agua y se afiadié
1 ml del anestésico, luego se procedié con la mezcla de la solucion para su posterior

aplicacion en las especies usadas durante el experimento.

-Benzocaina: Se usé el gel Benzotop 200 mg/g Benzocaina de 12 g, como la
presentacion era en gel, se mezclé previamente con alcohol, se usé 6 g del
anestésico por 4 ml de alcohol. Cuando ya se obtuvo la mezcla se prepard en un
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balde que contenia 5 L de agua y se afiadio 4 ml de la solucién preparada. Se mezcld

para el posterior uso.

- Eugenol: Se usé la solucion “MOYCO” EUGENOL U.S.P (liquido) de 15 ml. Se
preparé en un balde de agua que contenia 5 L de agua y se afiadi6 1 ml del
anestésico, luego se mezclé y se us6 en las muestras de trucha “arco iris”

(Oncorhynchus mykiss).

b) Obtencion de las especies
Los individuos de trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), se obtuvieron de jaulas
flotantes cuadradas, se les capturd individualmente de forma aleatoria para lo cual se

utilizé un chinguillo.

c) Anestesiado de las especies

Una vez capturado la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), se procedi6 con el
anestesiado, que consistié en introducir las especies en el balde con el anestésico
preparado, se calculé el tiempo de induccion y recuperacién (anexo A). Este
procedimiento se realiz6 de forma individual en cada uno de los tratamientos: T2,

T3y T4. En el caso del T1 la especie no fue sometida a ningln anestésico.

d) Biometria de las especies

Una vez que la trucha quedo totalmente anestesiada, se procedié a realizar la
biometria, es decir se calcul6 el peso y talla, (anexo B). Este procedimiento se
realiz6 de forma individual con todas las especies y con cada uno de los

tratamientos usados en el experimento.

e) Extraccion de la sangre

Se utilizaron jeringas estériles de 3 ml con agujas 23 G x 1 %, se procedi6 con la
extraccion de la sangre mediante puncién en la region caudal, hasta llegar a tocar la
espina dorsal, después se realizd un pequefio retroceso hasta llegar a la vena caudal,
se hizo una ligera succién con el embolo de la jeringa hasta recolectar 3 ml de
sangre. Posteriormente se procedié a trasladar la sangre a viales de 4 ml
(debidamente rotuladas) y se almaceno en un cooler que contenia hielo embolsado,

y se traslado al laboratorio para la obtencion del suero sanguineo.
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f) Obtencidén del suero sanguineo

La obtencidn del suero se realizé una vez que la sangre estuvo coagulada, para lo
cual se tuvo que esperar aproximadamente 1 hora después de la extraccion de la
sangre. El proceso se inici6 colocando los viales que contenian la sangre
(debidamente rotuladas) a la centrifuga, la centrifugacion se realiz6 a 3000 rpm
durante 10 minutos. Una vez terminado el proceso se traslado el suero obtenido a
viales de 1 ml (debidamente rotuladas), para lo cual se utiliz6 una micropipeta.
Posteriormente se almacenaron las muestras de suero en un ultracongelador hasta el

momento de realizar los analisis de cortisol y glucosa respectivamente.

g) Analisis de cortisol
- Procedimiento

El andlisis de los niveles de cortisol del suero sanguineo de la trucha ‘“arco
iris” (Oncorhynchus mykiss), se realizd6 con un Analizador Automético de
Inmunoensayos TOSOH - AIA 360, el inmunoensayo en que se basa es la
Quimioluminiscencia, el procedimiento fue rapido, debido a que el equipo es de alta
tecnologia, se colocaron los viales que contenian el suero en 0.5 ml (muestras) al
carrusel del analizador, luego se presiond el botébn START, se esperd
aproximadamente 20 minutos, y se obtuvieron los resultados en pg/dl, (Anexo C)
sin embargo para este trabajo consideramos los resultados en ng/ml, debido a que la

mayoria de los autores que se tomaron de referencia trabajaron con estas unidades.

- Quimioluminiscencia
Se basa en la determinacion de la luz emitida como resultado de una reaccion (Silva
& Garcia, 2004). El proceso por el que los compuestos quimicos reaccionan para
producir luz se denomina quimioluminiscencia (Baird, 2001). Por otro lado la
qguimioluminiscencia tiene lugar cuando una molécula emite un fotén como
resultado de una reaccidon quimica en la cual uno de los productos intermedios o
finales es llevado a un estado de singlete excitado y retorna a su estado fundamental
emitiendo luz. El fendmeno de la quimioluminiscencia se produce adiabaticamente,
es decir sin perdida ni ganancia de energia en forma de calor. Se podria definir
como la produccion quimica de luz. La mayoria de las reacciones

quimioluminiscentes es de tipo oxidativo, pues se necesita una gran cantidad de
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energia para producir un foton y utiliza oxigeno o peroxido de hidrogeno y un
sustrato oxidable (Fuentes, et al, 1998).
- Analizador Automatico de Inmunoensayos TOSOH - AIA 360
(TOSOH, 2010).
De disefio compacto y moderno, con dimensiones de 40 x 40 x 50 cm.,
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Figura 07. Analizador Automatico de Inmunoensayos TOSOH - AIA 360.
Tomado de (TOSOH, 2010).

3.5.2 Determinacién de los niveles de glucosa como indicador secundario de estrés
en truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y

eugenol

3.5.1.1 Proceso de obtencion de las muestras de sangre
Todos los procedimientos: preparacion de los anestésicos, obtencion, anestesiado,
biometria de las especies, extraccion de la sangre y la obtencion del suero sanguineo

fueron los mismos que se menciond en el objetivo anterior.

a) Analisis de glucosa
- Procedimiento

El andlisis de los niveles de glucosa en el suero sanguineo de la trucha “arco
iris” (Oncorhynchus mykiss), se realiz6 con un analizador de bioquimica
automatizado MINDRAY BS-200. El principio de medicién es por: fotometria de
absorbancia, turbidimetria, tecnologia de Electrodo de lon Selectivo. El
procedimiento fue rapido, se colocaron las muestras de suero (0.5 ml) al analizador,
se esperd aproximadamente 10 minutos hasta obtener los resultados que fueron en

mg/dl.
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e Principios de medicion

- Fotometria de absorbancia

La fotometria por absorcion es un método de analisis de composicion quimica
basado en la medicion de la atenuacién de la radiacion electromagnética como
consecuencia de la absorcion que se produce en su interaccion con la solucion. Por
decirlo mas claramente, se ilumina una solucién con determinado tipo espectral de
luz (blanca de 5500 K®, ultravioleta, infrarroja) y se determina su composicion a
partir del indice de absorcion de la luz original. Debido a muchos aspectos
favorables, el interés por esta técnica se halla muy extendido. Esta técnica ha sido
utilizada para el andlisis de muestras de aguas, extractos de suelos, materias
vegetales, abonos, suero sanguineo, orina, tejidos humanos, muestras de aceites
minerales, de cenizas, de minerales, de aleaciones férreas y no férreas, y de muchos
otros productos de los campos, de la agricultura, de la bioquimica, de la ciencia de

los combustibles, de la geoquimica y de la metalurgia (Pickering, 1980).

- Turbidimetria

Consiste en el analisis automatizado de la dispersion de la luz al chocar contra
complejos antigeno-anticuerpo formados al incubar suero del paciente con el
reactivo. A mayor concentracion de complejos (mayor “turbidez” de la suspension),
mayor la dispersion. En las determinaciones turbidimetricas se mide la cantidad de
luz que atraviesa la suspension sin ser dispersada. El detector se sitla de manera que

forme un angulo de 0° con respecto a la direccion del rayo incidente (Lopez et al,

2012).

Figura 08. Proceso esquematico del fundamento de los métodos turbidimetria (angulo
0°) y nefelometria (d&ngulo 90°).
Tomado de (L6pez et al, 2012).
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- Tecnologia de Electrodo de lon Selectivo

Este sistema cubre el 70% de los ensayos que se desarrollan en el laboratorio de un
hospital, sirve para medir Na, K, Cl y CO, total, glucosa, urea y creatinina. Los
electrodos selectivos funcionan cuando los iones del anillo estan en equilibrio con
los centros activos del intercambiador i6nico que hay en la superficie exterior de la
membrana selectiva de iones. La difusion de los iones del analito hacia fuera de la
membrana crea un desajuste de cargas, es decir una diferencia de potencial eléctrico
a través de la interfase entre la membrana y la disolucion del analito. Los cambios
de concentracién del ion analito en la disolucion modifican la diferencia de
potencial a través del limite exterior de la membrana selectiva de iones. Usando una
curva de calibrado se puede relacionar la diferencia de potencial con la

concentracion del analito (Harris, 2007).

r_ Al potenciémetro

Electrodo de
Ag/AGCI

Disolucion interna

Figura 09. Diagrama esquematico de un electrodo selectivo de iones que se utiliza un
cristal de sal inorganica como membrana selectiva.
Tomado de (Harris, 2007).
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e Analizador de bioquimica automatizado MINDRAY BS-200 (Mindray,

2010)
mindray

healthcare within reach

BS-200

Analizador de
Quimica Clinica

Figura 10. Analizador de bioquimica automatizado MINDRAY BS-200.
Tomado de (Mindray, 2010).

3.6 Disefio experimental y estadistico

Se utilizé el software estadistico InfoStat, version libre para realizar el anélisis de
varianza. El nivel de significancia fue de 0.05 y para la prueba de contraste se utiliz6 la
prueba de Tukey, para probar todas las diferencias entre medias de los tratamientos, este

disefio se utilizé para los dos objetivos especificos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Niveles de cortisol como indicador primario de estrés en truchas “arco iris”

(Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y eugenol.

Tabla 03. Niveles de cortisol en suero sanguineo de truchas “arco iris” (Oncorhynchus

mykiss).
Cortisol (ng/ml)
Trat. T1: T2: T3: T4:
Rep (Control) (lidocaina) (benzocaina) (eugenol)
1 57,1 49,1 36,4 21,9
2 81,5 17,6 45,9 25,2
3 117,3 45,8 83,2 28,4
4 87,7 52,9 40,8 50,8
Promedio 85,9 41,4 51,6 31.6
D.E 21,4 13,9 18,6 11,3
C.V (%) 24,9 33,6 36,1 35,8

En la Tabla 03 los niveles de cortisol obtenidos en el suero de la truchas “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), con los tratamientos y las repeticiones realizadas
respectivamente, los tratamientos T2, T3 y T4 presentan como promedios niveles de
cortisol menores que los de T1. Asi mismo los valores del coeficiente de variacion nos
indican, en el T1 es de 24,9%, es decir que la media o promedio es representativo,
mientras que en los T2, T3 y T4 son mayores al 30%, es decir que la media o promedio

es poco representativo, sin embargo es aceptable, ya que no superan del 40%.

Es necesario conocer los valores normales del cortisol en los peces sin ser sometidos a
estrés agudo, en primer lugar Bermejo et al., (2015) demostraron que las truchas “arco
iris” que no fueron sometidos a estrés presentaron los niveles plasmaticos de cortisol
entre 10,12 a 15,56 ng/ml. Por otro lado Trenzado (2004) menciona que las truchas
“arco iris” que no fueron sometidos a ninguln tipo de estrés presentan niveles de cortisol

plasmatico entre 22,66 y 33,26 ng/ml.

Sin embargo Herrera et al., (2013) reportaron para la “dorada” (Sparus aurata) los
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niveles de cortisol durante el estado basal de 25,07 ng/ml. Laiz et al., (2009)
demostraron que el “bocinegro” (Pagrus pagrus) presenta niveles plasmaticos de
cortisol entre 22,0 y 23,9 ng/ml en los que no fueron sometidos a ningun tipo de estrés

agudo.

Esta investigacion comprueba con lo descrito por los autores citados debido a que en el
experimento realizado se encontraron niveles de cortisol superiores a los mencionados
anteriormente, se encontraron niveles desde 31,60 hasta 85,90 ng/ml como promedios,
es decir se comprueba que los peces sometidos a algln tipo de estrés agudo presentan
niveles de cortisol superiores que los peces que no son sometidos a ningun tipo de

estrés.
15,31
89,5
X=359
=
-
o
= 45
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Figura 11. Promedios de los tratamientos en los niveles de cortisol en suero de truchas
“arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Arapa, Octubre 2016

En la Figura 11 las diferencias que existen en los promedios de niveles de cortisol, el
promedio para el T1: es de 85,90 ng/ml, para el T2: es de 41,4 ng/ml, para T3: es de
51,6 ng/ml y para T4: es de 31,6 ng/ml. Estas diferencias se presentan debido a que los
peces usados en este experimento fueron sometidos a estrés agudo, en el T1 se
sometieron a estrés mediante la manipulacion (biometria), en los T2, T3 y T4 fueron
sometidos a estrés mediante los anestésicos y manipulacién. Es asi que Bermejo et al.,
(2015) demostraron que las truchas “arco iris” sometidos a estrés, que consistio en el

hacinamiento el nivel de cortisol en el plasma fue de 25,37 ng/ml. Por otro lado
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Trenzado (2004) menciona que las truchas “arco iris” sometidos a estrés mediante la
densidad y un anestésico presentan niveles de cortisol plasmatico entre 37,52 y 39,53
ng/ml.

Asi mismo Laiz et al., (2009) indican que los niveles plasmaticos de cortisol en el
“bocinegro” (Pagrus pagrus) sometidos a estrés mediante la alimentacion en alta
densidad son de 35,1 a 54,9 ng/ml. De igual manera Val Gaudo et al., (2004)
determinaron que los niveles séricos de cortisol en truchas de rio, consideradas
contaminadas presentaron valores entre 26 y 180 ng/ml. Sin embargo Lopez & Villaroel
(2013) encontraron los niveles més altos de cortisol plasmatico, las cuales fueron

sometidos a estrés mediante el ayuno, los valores fueron entre 172 y 247 ng/ml.

De esta forma se confirma que los peces sometidos a diferentes tipos de estrés presentan
niveles de cortisol relativamente mayores a los niveles normales basales mencionados
anteriormente, ya que en el experimento realizado comprobamos que los valores
promedios de cortisol son desde 31,6 ng/ml, hasta 85,9 ng/ml, lo que significa que estan

por encima del valor normal.

29,07 1

81,954

64 834

Cortisol (ng/mi)

AB

47 T11

30,59
™ T3 T2 T4
control lidocaina benzocaina eugenol

Tratamientos

. Cortisol (ng/mi) I

Figura 12. Diferencias de los tratamientos en los niveles de cortisol en suero sanguineo
de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Arapa, Octubre 2016

En la Figura 12 las diferencias que existen entre tratamientos, que fueron los agentes

estresantes en la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), encontrandose diferencias
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significativas entre los tratamientos T1 con T4, asi mismo los tratamientos que usaron
anestésicos T2: lidocaina, T3: benzocaina y T4: eugenol no presenta diferencias
significativas. Con el T4: anestesia eugenol obtuvimos 31,6 ng/ml, la cual se asemeja
con Weber (2009) que obtuvo un valor similar en el “lenguado” (Solea senegalensis)
con un valor de 30 ng/ml., utilizando aceite de clavo que su principal componente

activo es el eugenol.

Agudelo et al., (2012) hicieron un experimento similar en el Yamu (Brycon
siebenthalae), encontrando los niveles en choque térmico 443,1 ng/ml, MS-222 408,2
ng/ml y benzocaina 361,6 ng/ml, lo importante de estos resultados es que se obtuvo
niveles mayores de cortisol en el caso donde no se usé anestésicos, es decir el choque
térmico, mientras que en donde si se usO anestésicos encontrd niveles mas bajos, estos
resultados son similares al que obtuvimos, ya que también encontramos un nivel de
cortisol mayor en el T1: que fue sin anestesia en comparacion con los T2, T3y T4 en

donde si se us6 anestésicos.

Finalmente otros autores probaron diferentes anestésicos que no se usé en este
experimento, sin embargo lo tomaremos como referencia. Conde et al., (2009) usando
MS-222 encontraron niveles de cortisol plasmatico entre 11 y 44 ng/ml, la cual se
asemeja en nuestro experimento con el T2: lidocaina. Por otro lado Weber (2009)
menciona que usando MS-222 encontr6 un nivel de 18 ng/ml, pero usando 2-
Fenoxietanol y metomidato encontré niveles méas bajos entre 5 y 9 ng/ml

respectivamente.
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Tabla 04. Analisis de varianza (SC tipo I11) del nivel de cortisol en suero sanguineo de
truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).
Variable N R R Al Cv
Cortisol (ng/ml) 16 0,60 050 36,85

F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 6714,22 3 2238,07 5,96 0,0100
Tratamientos 6714,22 3 2238,07 5,96 0,0100
Error 4407,99 12 375,67
Total 11222,20 15

En la Tabla 04 el analisis de la varianza del nivel de cortisol en el suero sanguineo de
truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), de acuerdo a los resultados obtenidos se
rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alterna es decir existen diferencias
significativas en por lo menos un tratamiento, ya que el p-valor 0,0210 < 0,05 es por
ello que realizamos la prueba de Tukey para ver cudl es la diferencia de los

tratamientos.

Tabla 05. Prueba de significancia de Tukey del nivel de cortisol en suero sanguineo de
truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Alfa = 0,05 DMS = 40,68941
Error: 375,6654 gl: 12

Tratamiento Medias N E.E.
T4 31,58 4 969 A
T2 41,35 4 9,69
T3 51,58 4 969 A B
Tl 85,90 4 9,69 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

La Tabla 05 la prueba de significancia de Tukey, donde T1 tiene diferencias
significativas con T2 y T4, es decir que los niveles de cortisol en el suero de la trucha
“arco iris” (Oncorhynchus mykiss), con T1 (sin anestesia), es diferente con lidocaina
(T2) y eugenol (T4), siendo mayor en T1. Mientras que los tratamientos T4 (eugenol),
T2 (lidocaina) y T3 (benzocaina) son estadisticamente iguales.
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4.2 Niveles de glucosa como indicador secundario de estrés en truchas “arco iris”

(Oncorhynchus mykiss), usando lidocaina, benzocaina y eugenol.

Tabla 06. Niveles de glucosa en suero sanguineo de truchas “arco iris” (Oncorhynchus

mykiss).
glucosa (mg/dl)
Trat. T1: T2: T3: T4:
Rep (sin anestesia) (lidocaina) (benzocaina) (eugenol)

1 143 100 98 56

2 100 96 114 97

3 103 116 89 67

4 104 96 107 89
Promedio 112,5 102 102 77,3
D.E 17,7 8,2 9,4 16,5
C.V (%) 15,7 8,04 9,2 21,4

En la Tabla 06 los niveles de glucosa obtenidos en el suero de la truchas “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), con los tratamientos y las repeticiones realizadas
respectivamente. Se puede observar que el T1 presenta un promedio mayor de glucosa
en comparacion a T2, T3 y T4. Los valores que se obtuvieron estan desde 77,3 mg/dl a
112,5 mg/dl, asi mismo el coeficiente de variacion presenta en el T1 de 15,7%, es decir
la media o promedio es muy representativo, mientras que en los T2 y T3 la media o
promedio es altamente representativo, ya que presentan valores menores al 10%,
finalmente en T4 la media o promedio es representativo, debido a que el valor es menor
de 30%.

Es necesario conocer los niveles normales de glucosa en los peces, para lo cual Bermejo
et al., (2015) mencionan que los niveles de glucosa en la trucha “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), sin ser sometidos a estrés estan entre 71,89 a 78,79 mg/dl,
mientras que Trenzado (2004) sefiala que los valores de la glucosa plasmatica en la
trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), es de 77,8 mg/dl, por otro lado Herrera et al.,
(2013) reportan para la “dorada” (Sparus aurata) el nivel de la glucosa plasmaética
basal en 78,53 mg/dl.
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Los niveles de glucosa obtenidos en el experimento presentan niveles mayores que los
mencionados en los antecedentes, es decir estan por encima de los valores normales,

esto debido a que fueron sometidos a estrés.
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Figura 13. Promedios de los tratamientos en los niveles de glucosa en suero sanguineo
de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Arapa, Octubre 2016

En la Figura 13 las diferencias que existen en los promedios de niveles de glucosa, el
promedio para T1: 112,50 mg/dl, para T2: 102 mg/dl, para T3: 102 mg/dl y para T4:
77,25 mg/dl, estas diferencias se presentan debido a que los peces usados en este
experimento fueron sometidos a estrés agudo, mediante los tratamientos, en el T1 se
sometio a estrés mediante la manipulacion (biometria), en los T2, T3 y T4 fueron

sometidos a estrés mediante los anestésicos y la manipulacion.

Para lo cual Trenzado (2004) en uno de sus ensayos obtuvo valores de glucosa
plasmatica en truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), sometido a estrés mediante la
densidad y la seleccion parental en 80.26 mg/dl, asi mismo, Rojas (2005) en su
experimento en truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), sometiéndolos a estrés
mediante dietas con diferentes perfiles de aminoacidos obtuvo niveles de 88,67 mg/dl y
99,83 mg/dl como promedios. De la misma forma Trenzado (2004), en uno de sus

ensayos obtuvo valores de glucosa en la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss),
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sometidos a estrés por composicion de la dieta y una densidad alta entre 90,03 y 111,18
mg/dl. Mientras que Herrera et al., (2013) mencionan que en la “dorada” (Sparus
aurata) sometidos a estres mediante la densidad y la exposicion al aire presento valores
de 79,01 mg/dl.
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Figura 14. Diferencias de los tratamientos en los niveles de glucosa en suero sanguineo
de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Arapa, Octubre 2016

En la Figura 14 las diferencias de los niveles de glucosa que existen entre tratamientos,
en la trucha “arco iris” (Oncorhynchus mykiss), se encontr6 diferencias significativas
solo en los tratamientos T1 con T4, asi mismo los tratamientos en que se usaron
anestésicos T2: lidocaina, T3: benzocaina y T4: eugenol no presenta diferencias

significativas.

En el experimento usando el T4: eugenol se obtuvo 77,3 mg/dl como promedio, la cual
se asemeja con Weber (2009) quien obtuvo 66,9 mg/dl como promedio usando aceite de
clavo en “lenguado” (Solea senegalensis). Asi mismo Conde et al., (2009) usando MS-
222 en la trucha “arco iris” obtuvieron niveles de glucosa plasmatica entre 70,2 y 73,8
mg/dl. Finalmente Weber (2009) utilizo otros anestésicos en el lenguado obteniendo
niveles plasmaticos de glucosa de: en 2-Fenoxietanol 57,43 mg/dl, MS-222 51,10 mg/dl
y Metomidato 44,21 mg/dl.
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Tabla 07. Analisis de la varianza (SC tipo I11) del nivel de glucosa en suero sanguineo

de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).

Variable N R R Al CcVv
Cortisol (mg/dl) 16 048 0,34 1595

F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 2688,19 3 896,06 3,63 0,0450
Tratamientos 2688,19 3 896,06 3,63 0,0450
Error 2959,75 12 246,65
Total 5647,94 15

En la Tabla 07 el andlisis de la varianza del nivel de cortisol en el suero de truchas “arco
iris” (Oncorhynchus mykiss), de acuerdo a los resultados obtenidos se rechaza la
hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna es decir existen diferencias significativas
en por lo menos un tratamiento, ya que el p-valor 0,0450 < 0,05 es por ello que

realizamos la prueba de Tukey para ver cuél es la diferencia de los tratamientos.

Tabla 08. Prueba de significancia de Tukey del nivel de glucosa en suero sanguineo de
truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Alfa = 0,05 DMS = 32,96990
Error: 246,6458 gl: 12

Tratamiento Medias n E.E.
T4 77,25 4 785 A
T3 102,00 4 785 A B
T2 102,00 4 785 A B
Tl 112,50 4 7,85 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

La Tabla 08 la prueba de significancia de Tukey, la Unica diferencia significativa es
entre los tratamientos T1 y T4, es decir que los niveles de cortisol en el suero de la
trucha “arco iris” con T1 (sin anestesia), Solo obtuvo diferencias con T4 (eugenol),
mientras que los tratamientos T2 (lidocaina), T3 (benzocaina) y T4 (eugenol) son
estadisticamente iguales.
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V. CONCLUSIONES

- Los niveles promedios de cortisol en el suero sanguineo de truchas “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss) fueron: T1 (control): 85,9 ng/ml; T2 (lidocaina): 41,4
ng/ml; T3 (benzocaina): 51,6 ng/ml y T4 (eugenol): 31,6 ng/ml; es decir los
agentes estresantes usados en el trabajo (manipulacion y anestésicos) influyen en
la variacion de estos niveles. Ademas los tratamientos T2, T3, y T4 presentan

diferencias con el grupo control T1.

- Los niveles de glucosa en el suero sanguineo de truchas ‘“arco iris”
(Oncorhynchus mykiss) fueron: T1 (control): 112,5 mg/dl; T2 (lidocaina): 102
mg/dl; T3 (benzocaina): 102 mg/dl y T4 (eugenol): 77,3 mg/dl; es decir los
agentes estresantes usados en el trabajo (manipulacién y anestésicos) influyen en
la variacion de estos niveles. Encontrando diferencias entre el tratamiento T4

con el grupo control T1.
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VL. RECOMENDACIONES

- Realizar investigaciones sobre los indicadores primarios y secundarios del estrés
cuando los peces en cultivo son sometidos a estrés agudo como: el manejo en la
alimentacion, la densidad de siembra, los factores fisicoquimicos del agua,

presencia de contaminantes, etc.

- Realizar investigaciones sobre los agentes estresantes agudos o cronicos en
indicadores de estrés como: catecolaminas, noradrenalina, adrenalina,

leucocitos, lactato y &cidos grasos.

- Investigar la cantidad de sangre que presentan las truchas “arco iris”
(Oncorhynchus mykiss), y ver lo que sucede con los individuos después de que

se les extrae la sangre.
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ANEXOS
Anexo A

Tabla 09. Tiempo de induccidn, recuperacion y dosis de los anestésicos usados en

truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).

Tratamiento Dosis Induccion  Recuperacion
T1: sin anestesia 5 litros de agua - -
T2: lidocaina 1 ml x 5 litros de agua 3 minutos 11 minutos
T3: benzocaina 4 ml x 5 litros de agua 5 minutos 09 minutos
T4: eugenol 1 ml x 5 litros de agua 2 minutos 10 minutos
Anexo B

Tabla 10. Peso y talla de truchas ““arco iris” (Oncorhynchus mykiss) usados en la

investigacion.

N° Peso (9) Talla (cm)
01 220 27
02 220 25
03 230 24
04 240 27.5
05 220 22.5
06 210 23
07 220 22.5
08 150 22
09 230 26
10 210 25
11 220 26
12 250 27
13 210 23
14 230 27
15 240 29
16 190 24.5
Promedio 218.125 25.3
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Anexo C

Glucosa Talla
Muestra (mg/dI) Peso (g) (Cm) Tratamiento ‘ A ‘J 1\' CA
M2 143 | 220 25 | Ti:sinanestesia 50/6@12‘ 13”’IANA
M10 100 210 25 | T1: sin anestesia 14/10/2b16 LJACA
Mi1 103 220 26 T1: sin anestesia 14/10/2016
M12 104 250 | 27 ____Ti:sin anestesia 14/10/2016
M7 | 100 220 l T2  Lidocaina | 07/_1_0/201§_‘
M3 | S6 150 | T2: Lidocaina 07/10/2016 |
M15 ; 116 230 | T2: Lidocaina 14/10/2016 |
M16 | 96 240 T2: Lidocaina 14/10/2016 |
M&__ | o8 | 240 | 275 T3:Benzocaina | 07/10/2016
M5 114 | 220 | 225 ~ T3: Benzocal 07/10/2016 |
M9 89 | 230 26 T3: Benzocaina 14/10/2016
M17 107 190 245 T3: Benzocaina _22/10/2016
~ M13 115 240 | 24 T3: Benzocaina 14/10/2016
M1 56 220 | 27 T4: Eugenol 30/09/2016
™3 o7 230 | 24 Ta:Eugenol | 07/10/2016
M6 67 | 210 | 23 | T4: Eugenol 22/10/2016
M14 | 89 210 | 23 T4: Eugenol | 14/10/2016

Corthor Talla Fecha del
Muestra (pg/dl) Peso (g) (Cm) Tratamiento andlisis
M2 5.71 771# 220 | 25 | T1:sin anestesia_ | 30/09/2016
_Mi0 815 210 | 25 _Ti:sin anestesia 14/10/2016 |
Mi11 11.73 220 26 T1:sin anestesia 14/10/20167 |
Mi12 877 250 | 27 T1: sin anestesia 14/10/2016 |
M7 4.91 220 22,5 T2: Lidocaina 07/10/2016_J
M8 ; 1.76 | 150 | 22 T2: Lidocaina _07/10/2016 1
M15 4.58 | 230 | 27 T2: Lidocaina 14/10/2016
M16 5.29 240 | 29 T2: Lidocaina 14/10/2016
M4 3.64 240 27.5 T3: Benzocaina 07/10/2016
M5 4.59 220 225 T3: Benzocaina 07/10/2016
M9 832 | 230 | 26 T3: Benzocaina 14/10/2016
M17 4,08 190 | 245 T3: Benzocaina | 22/10/2016
M13 ] 2345 1 290 | 24 | T3: Benzocaina 14/10/2016
M1 . 2.19 220 7| T4: Eugenol | 30/09/2016 _
M3 J 0.61 230 24 |  Ta:Eugenol _ | 07/10/2016
M6 | 2.84 4 210 | 23 T4: Eugenol 22/10/2016
M14 1 5.08 210 23 T4:Eugenol | 14/10/2016 |
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Figura 15. Ficha de resultados de la Clinica Americana de los niveles de glucosa y
cortisol en suero sanguineo de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).
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Anexo D. Panel fotografico.

Figura 16. Obtencion de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss) de jaulas flotantes.
Laguna de Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.
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Figura 17. Anestesiado de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Laguna de
Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.
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Figura 18. Obtencion de la talla de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Laguna
de Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.

Figura 19. Obtencion del peso de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss). Laguna
de Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.
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Figura 20. Obtencion de la sangre de truchas “arco iris” (Oncorhynchus mykiss).
Laguna de Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.

Figura 21. Proceso de obtencion del suero sanguineo en una centrifuga. Laguna de
Arapa, Distrito de Arapa, octubre 2016.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & Nacional del
Altiplano

Figura 22. Proceso para la determinacion de glucosa en un Analizador de bioquimica

automatizado MINDRAY BS-200. Clinica Americana, Distrito de Juliaca, octubre
2016.

= &
® o
A":‘T‘(NTMN

Figura 23. Proceso para la determinacion de cortisol Analizador Automético de

Inmunoensayos TOSOH - AlA 360. Clinica Americana, Distrito de Juliaca, octubre
2016.
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Figura 24. Sistema circulatorio en peces (vena caudal).
Tomado de http://cienunb.blogspot.pe/
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