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ABSTRACT

The aim of the present investigation was to obtain evidence, for the first
time in red tilapia (Oreochromis spp.) on the effect of salinity 0 (T1), 10
(T2) and 20 ppt (T3) on the metabolism of glycogen in brain and liver,
after the food intake. The fish (150 £ 10 g of weight) were obtained in
the Tilapia production farm, TILAPAC-Honduras. They were placed in a
battery of 6 experimental tanks (ET) for each salt concentration, n = 8.
Prior to the experiment, the fish were not fed for 48 hours (h).
Subsequently, the fish were anesthetized using MS-222. The brain and
liver samples were taken and frozen at -30 ° C for the evaluation of
glycogen levels from 0 h to 20 h with an interval of 4 h, between samples
(1 ET = 4 h). The results show that at 0 and 10 ppt of salinity, glycogen
levels increase in the liver at 4 and 12 h, respectively; while in the brain
the increase was observed at 16 h postprandial (0 and 10 ppt) and at 12
h in 20 ppt. The fish at 20 ppt of salinity showed lower levels of liver
glycogen than those placed at 0 and 10 ppt at 0, 4, 16 and 20 h
postprandial; while in the brain this phenomenon was only observed at 4
and 8 h. There is a correlation between the fluctuation of glycogen levels
throughout the experimental period between 0 and 10 ppt of salinity, in
the liver (R: 0.85, P = 0.03) and brain (R: 0.994, P = 0.00005). Finally,
the low levels of hepatic glycogen in 20 ppt of salinity suggest the
probable activation of the HPI and HPC axes for the maintenance of
osmoregulation. Therefore, tilapia cultivated in 20 ppt could present

stress levels higher than those cultivated at 0 ppt and 10 ppt salinity.

Keywords: glycogen, intake, stress.
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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion consisti6 en obtener
evidencias, por primera vez en tilapia roja (Oreochromis spp.), sobre el
efecto de la salinidad 0 (T1), 10 (T2) y 20 ppt (T3) sobre el metabolismo
del glucégeno en tejido cerebral y hepatico, tras la ingesta de alimento.
Los peces (150 + 10 g de peso) se obtuvieron en la Finca de produccién
de Tilapia, TILAPAC-Honduras. Se colocaron en una bateria de 6 tanques
experimentales (TE) por cada concentracion salina, n=8. Previo al
experimento los peces no se alimentaron durante 48 horas (h).
Posteriormente, los peces fueron anestesiados usando MS-222. Se
procedid a tomar las muestras de cerebro e higado y se congelaron a -30
°C para la evaluacién de los niveles de glucdgeno desde las 0 h hasta las
20 h con un intervalo de 4 h, entre muestreo (1 TE= 4h). Los resultados
muestran que en 0 y 10 ppt de salinidad los niveles de glucdgeno
incrementan en higado a las 4 y 12 h, respectivamente; mientras que en
cerebro el incremento se observo a las 16 h postprandial (0 y 10 ppt) y a
las 12 h en 20 ppt. Los peces ubicados en 20 ppt, presentaron niveles de
glucdgeno hepatico inferiores a los ubicados en 0y 10 ppten 0, 4, 16y
20 h postprandial; mientras que en cerebro solamente se observo este
fendmeno a las 16 y 20 h. Existe correlacidon entre la fluctuacién de los
niveles de glucdgeno en todo el periodo experimental entre 0 y 10 ppt de
salinidad, en higado (R:0.85; P=0.03) y cerebro (R:0.994; P=0.00005).
Finalmente, los bajos niveles de glucdgeno hepatico en 20 ppt de
salinidad, sugieren la probable activacién de los ejes HPI y HPC para el
mantenimiento de la osmorregulacién. Por consiguiente, las tilapias
cultivadas en 20 ppt podrian presentar niveles de estrés mayores a las

cultivadas en 0 ppt y 10 ppt de salinidad.

Palabras claves: glucdgeno, ingesta, estrés.
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1. INTRODUCCION
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Las tilapias son el segundo grupo de peces mas producidos en la
actividad acuicola, con una contribucion a la produccion de
aproximadamente el 20% del volumen total de peces (FAO, 2016). En
este sentido, Molina y Ramos (2008) sefnalaron que el cultivo de tilapia es
una alternativa ventajosa para la produccién de proteina sana y barata
debido a que presentan una alta adaptabilidad a diferentes condiciones
ambientales, facil reproduccion, alta resistencia a enfermedades, alta
productividad y rapida aceptacion a todo tipo de alimentos, tanto
naturales como artificiales (FAO, 2012/2016). Asimismo, las tilapias han
venido siendo modificada genéticamente para resistir ambientes
adversos, tal es el caso de la tilapia roja que es producto del cruce de

cuatro especies de tilapia (Molina y Ramos, 2008).

Los peces teledsteos, en general, son considerados intolerantes a la
glucosa debido a que estos son incapaces de disminuir rapidamente los
niveles de glucosa circundantes después de una carga de glucosa o tras
la ingesta de alimento con altos niveles de carbohidratos (Moon, 2001).
En peces, el grado en que los carbohidratos son usados es dependiente
de la especie y de su capacidad para metabolizarlos (Moon, 2001; Polakof,
2008a; Yong-Jun et al., 2017). En el tejido animal, la glucosa es
transportada por el torrente sanguineo y se difunde a través de las
membranas plasmaticas usando los transportadores especificos (GLUT) o
a través de los SGLT presentes en los tejidos de los diferentes sistemas
de 6rganos; posteriormente es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P) por
las enzimas hexoquinasa que juegan un papel importante en el control de
la homeostasis de glucosa (Panserat et al., 2000a). Tanto en mamiferos
como en peces, el higado es el principal drgano de reserva de glucosa, en
forma de glucdgeno y el encargado de distribuirla al resto de los érganos
(Mommsen y Plisetskaya, 1991; Conde-Sieira y Soengas, 2017). Bajo

este contexto, numerosos trabajos han puesto de manifiesto, en peces,
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la existencia de glucosensores que participan en el desempefo de la
homeostasis glucidica del organismo, debido a que responden a los
cambios en la concentracidn de glucosa para favorecer el proceso de
glucdlisis y sintesis de glucdgeno, o su produccion mediante la
glucogenolisis y la gluconeogénesis (Polakof, 2008a; Conde-Sieira, 2012;
Conde-Sieira y Soengas, 2017). Por consiguiente, en periodos
postprandiales, el exceso de la glucosa proveniente de la dieta es
almacenada en forma de glucégeno en el higado o pasa a formar parte de
los lipidos (Polakof, 2008a; Conde-Sieira, 2012).

El estrés en acuicultura resulta de las variables fisicas, quimicas y
bioldgicas, en la calidad del agua y las practicas gerenciales de rutina en
el cultivo tales como densidad de siembra, manipulacién, clasificacion y
transporte (Barton, 2002; Aziza y Khaldi, 2010). Asimismo, el estrés
puede incrementar la suceptibilidad a enfermedades (Pickering vy
pottinger, 1987) afectando el crecimiento y la reproduccién de los peces
(Pankhurst y Van der Kraak, 1997). Dominguez et al. (2004) ponen en
evidencia el efecto estresante de diferentes parametros fisicos y quimicos
sobre los niveles de inmunoglobulina M (IgM) en sangre, debido a que
variaciones en la temperatura y la salinidad incrementan la concentracion
de este anticuerpo. Este efecto podria relacionarse con el bajo porcentaje
de sobrevivencia y el pobre crecimiento de O. niloticus cultivada en aguas
con concentraciones salinas mayores de 10 ppt (Abu et al., 2005). Por tal
razon el presente trabajo de investigacién pone en evidencia el efecto de
la salinidad sobre el metabolismo del glucégeno hepatico y cerebral, tras

la ingesta de alimento.
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2. OBIJETIVOS
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2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la salinidad (0, 10 y 20 ppt) sobre el metabolismo del
glucégeno hepatico y cerebral de Tilapia roja (Oreochromis spp.) tras la
ingesta de alimento.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar el comportamiento de los niveles de glucégeno hepatico
y cerebral tras la ingesta de alimento en un periodo de 20 horas en
diferentes ambientes salinos (0, 10 y 20 ppt).

v' Comparar el metabolismo del glucégeno postprandial en higado vy
cerebro de Tilapia roja, presentes en ambientes salinos de 0, 10y
20 ppt.

v Correlacionar la fluctuacién en el tiempo de los niveles de glucdgeno

hepatico y cerebral entre las concentraciones salinas de 0, 10 y 20
ppt.
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3. MARCO TEORICO
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3.1 Sistema Digestivo

3.1.1 Anatomia del tracto digestivo: aspectos generales

El tracto digestivo es una estructura tubular en la cual se pueden

establecer cuatro zonas bien diferenciadas:

Cavidad oral-Cavidad faringea (cavidad bucofaringea): Se encuentra en

la region craneal del tubo digestivo y es el aparato encargado de la
captacion de agua y alimento. Asimismo, esta constituido por érganos y
estructuras especializadas en la captura y deglucién del alimento, tales
como la faringe, piezas y cavidad bucal (paladar, mejillas y lengua) y
estructuras asociadas (glandulas salivales). Por otro lado, particularmente
en los peces su funcidn es compleja debido a la presencia de las
branquias, debido a que hay una coordinacion entre las mandibulas, el
techo de la boca, los arcos branquiales y el opérculo (Zamora y Rubio,
2009; Munhoz, 2011).

Tracto anterior: Compuesto principalmente por el eséfago, encargado de

conducir mediante movimientos peristalticos el bolo alimenticio que se
produce con la ayuda de las glandulas salivales desde la cavidad bucal o
faringe hasta las areas digestivas (el estdmago) (Zamora y Rubio, 2009;
Munoz, 2011).

Tracto medio: Es la porcion de mayor longitud y el lugar donde se lleva a

cabo la digestidon quimica de proteinas, lipidos y carbohidratos y la
absorcién de agua y nutrientes. Dicha porcién esta formada por el
estdmago (ausente en los cicléstomos, ciprinidos) (Zamora y Rubio,
2009; Muhoz, 2011).
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Tracto posterior: Compuesto por el intestino grueso, encargado de

almacenar los restos no digeridos del alimento, absorber el exceso de
agua y de reciclar iones inorganicos, para reincorporarlos a la circulacién
(Zamora y Rubio, 2009; Munoz, 2011) (Figura 1).
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Cavidad anterior
Buco-
faringea Estomago

! ﬂ distal
[ i
R >
: Ciegos ”,,"’”, \ — e

ST | |
! piléricos A : : Recto :
' M m e e m = — s
' Il.“ Piloro : : ri :
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' Dlgest_wo [ : Digestivo 1
! medio . : posterior \

' [

Figura 1. Esquema del tracto digestivo de un pez provisto de estdbmago. Modificado
de Zamora y Rubio (2009).

En otro aspecto, a nivel histoldgico, el trato digestivo esta
conformado por cuatro capas:

- Mucosa: Constituida principalmente por las células epiteliales
(absortivas, mucosecretoras y endocrinas), tejido conjuntivo laxo areolar,
vasos sanguineos y una delgada capa de musculo liso. En ese contexto,
esta capa interna es la de mayor complejidad debido a la cantidad de
glandulas que posee segun el nivel de tubo digestivo.

- Submucosa: Conecta la mucosa con la capa muscular,
ubicada inmediatamente debajo de la capa mucosa y esta formada por
tejido conjuntivo areolar grueso, tiene también fibras coldgenas y
elasticas y vasos sanguineos y linfaticos de mayor calibre.

- Muscular: Es la capa mas externa de la mucosa, constituida

por dos tipos de epitelios: el de revestimiento y el glandular. El primero
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es la capa de células mas superficial, se encuentra recubriendo la parte
interna del tubo digestivo el cual estd en contacto con la luz del 6rgano y
con el alimento.

- Serosa: Es la capa que conforma la superficie externa del tubo
digestivo (Salinas, 2011; Mufioz, 2011; Dos Santos et al., 2015).

Por otro lado, en el tracto gastrointestinal (TGI) el sistema nervioso
entérico (SNE) (conocido como el cerebro intestinal), es el encargado de
integrar informacion sensorial y ejecutar patrones motores complejos, asi
como de coordinar la actividad intestinal e integrar sensaciones como el
apetito, la saciedad y estimulos dolorosos (Campos et al., 2002; Olsson y
Holmgren, 2008; Romero et al., 2012). Asimismo, el SNE esta organizado
en una red interconectada de neuronas y células gliales que se agrupan

en los ganglios (Sasselli, 2012), situados en dos plexos principales:

o El plexo submucoso (Meissner), situado entre la capa interna de
la capa muscular circular y la submucosa. Su funcion principal es
la regulacién de la digestion y la absorcién a nivel de la mucosa
y los vasos sanguineos.

o El plexo mientérico (Auerbach), situado entre las capas
musculares circular y longitudinal, a lo largo de todo el tubo
digestivo. Su funcion principal es la coordinacion de la actividad
de las capas musculares (Romero et al., 2012) (Figura 2).
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Estos miles de pequefios ganglios se encuentran dentro de las
paredes del esdéfago, estdbmago, intestino delgado y grueso, pancreas,
vesicula y vias biliares. Asi como en las fibras nerviosas que conectan
estos ganglios, en las fibras nerviosas que irrigan el musculo de la pared
del intestino, el epitelio de la mucosa, arteriolas y otros tejidos efectores.
(Furness, 2012).

110
'\ Il

I
!. | L‘L Mesenterio

/l ﬂ

Glandula externa al tubo digestivo pero
dasarrollada a partir de él (higado)

Musculo

longitudinal Plexo
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Plexo B Sistema
Musculo submucoso Nerviosos

circular
Submucosa

Muscularis
mucosa
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la submucosa {8

Vellosidades
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Figura 2. Seccién transversal, generalizada, del intestino de los vertebrados
revela una pared de multiples capas con abundante tejido muscular.
Modificado de Randall et al. (2002).
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3.1.2 El tracto gastrointestinal en peces.

De forma general, la estructura del TGI de los peces es similar al de
la mayoria de los vertebrados superiores. Sin embargo, morfoldgica y
fisioldgicamente presentan sus particularidades debido a que viven en un
medio acuatico que determina ciertas especializaciones que faltan en los
animales terrestres (Atencio et al., 2008). El TGI en teledsteos es un tubo
muscular recubierto por un epitelio cuya funcién es la recepcién y
digestion del alimento, el cual inicia desde la boca expandiéndose a través
del celoma, finalmente se comunica al exterior por medio de un orificio
anal (Olaya et al., 2007). Ademas, tanto la forma del cuerpo del pez y la
de su sistema digestivo dependera del habito alimenticio y del tipo de
alimento (Logato, 1995; Salinas, 2011; Pineda et al., 2012).

Por otro lado, existen diferencias entre los tipos de sistemas
digestivos que radican principalmente: en la complejidad de la digestién
del alimento (la cual requiere de mayores tiempos de ruptura, tanto
quimica como mecanica) y en el medio en que se desarrolle el pez (agua
dulce y marinos). Bajo ese contexto, se puede diferenciar un pez
carnivoro (Gardufo et al., 2016) que posee un tracto digestivo corto con
el de peces herbivoros como el Acanthurus nigrofuscus (Villarreal et al.,
2000) y la Tilapia roja Oreochromis spp. (Pineda et al., 2012) que poseen
un tracto digestivo largo para garantizar la extraccion de nutrientes

provenientes del material vegetal (Figura 3).
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Herbivore

Figura 3. Diferencias entre el tracto digestivo de un pez carnivoro de
un pez herbivoro. a) Eséfago, b) Estdbmago, c) Vesicula biliar, d) Bazo,
e) Ciegos pildricos, f) Intestino, g) Ano. Tomado de Videz (2013).

En otro aspecto, se sabe, que a lo largo del tracto digestivo los
procesos secretores son muy abundantes, facilitando el procesado del
alimento, por ende su conversién en formas mas simples y facilmente
absorbibles (Olaya et al., 2007). Sin embargo, estas secreciones ocurren
de forma diferencial a lo largo del TGI (Hill et al., 2009; Herdt, 2009). Por
ultimo, es conveniente destacar que, es la presencia del alimento en el
tracto digestivo lo que activa factores neuroendocrinos que desencadenan

la activacién de estas secreciones digestivas (Mufoz, 2011).

3.1.3 Fisiologia digestiva y absortiva de nutrientes.

3.1.3.1 (Qué es la digestion?

Es la transformacién de las macromoléculas presentes en los
alimentos (glucidos, grasas y proteinas), a través de sucesivas hidrolisis
enzimaticas, en moléculas sencillas que se absorben y pasan a la sangre

para ser distribuidas a los tejidos (Campos et al., 2002; Karp, 2009).
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3.1.3.1.1 Digestion gastrica.

De manera similar a lo que ocurre en mamiferos, en los peces, el
alimento ingerido es trasladado por los movimientos peristalticos del
es6fago al estdbmago, lugar donde la gastrina estimula el flujo del acido
clorhidrico (HCI) y pepsina para iniciar el proceso de digestién (Herdt,
2009; Takei y Loretz, 2011), mediante la secrecion de pepsindgeno
(forma inactiva) (Darias et al., 2007) que luego es activado para hidrolizar
los enlaces peptidicos de las proteinas que contienen grupos carboxilo de
los aminoacidos aromaticos, fenilalanina, triptéfano, tirosina y otros,
produciendo peptonas y polipéptidos (Sanchez, 2009; Lazo et al., 2011;
Zavala et al., 2011).

La lisis acida es un mecanismo efectivo para la ruptura de las paredes
celulares de las algas empleado en especies de peces herbivoros como
Girella laevifrons y Scartichthys viridis, asi como en la Tilapia roja
Oreochromiss spp. (Cornejo, 2017) disponiendo de substratos mas
facilmente fermentable al entrar en el intestino posterior (Hummel et al.,
2006). También es importante mencionar que, la pepsina no es una
enzima esencial para la digestion de las proteinas, pues algunos peces
realizan dicha digestidon en ausencia del estdomago (lugar de secrecién de
pepsina), ejemplo de ello es el sistema digestivo de la carpa comun
Cyprinus carpio que realiza digestién intestinal con la presencia de

proteasas alcalinas como la tripsina y quimiotripsina (Costas et al., 2011).

3.1.3.1.2 Digestién intestinal.

En los peces, como en otros vertebrados, en el intestino es donde
tienen lugar la mayoria de los procesos quimicos que finalizan la digestion
total de las particulas alimenticias (Karp, 2009; Murray et al., 2010;

Mufoz, 2011; Moguel, 2015). En este contexto, se lleva a cabo una
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digestién intestinal alcalina, tanto intracelular (enterocitos) como
extracelularmente (Lazo, 2000). Dichos procesos quimicos se producen
gracias a la accién de diferentes enzimas, cuya secrecién procede de la
pared intestinal o de las glandulas anexas (pancreas e higado) (Pena,
2005; Lazo et al., 2011).

1.1.3.2.3.2 Secreciones enzimaticas pancreaticas.

Al igual que en el resto de vertebrados, la fase luminal de la
digestidén de los peces se inicia con la llegada del bolo alimenticio acido
procedente del estdmago, estimulando la secrecion de enzimas
pancreaticas por la estimulacion de la hormona colecistoquinina (CCK)
(Liddle, 1997; Aguilar et al., 2011, Bakke et al., 2011; Furutani et al.,
2012). Zamora y Rubio (2009) y Moguel (2015) hacen referencia que en
los peces se secretan las siguientes enzimas pancreaticas, en
dependencia del sustrato especifico sobre el cual actuan:

< Proteasas

Las proteasas (tripsina, quimotripsina, colagenasa y elastasa), son
secretadas en forma de zimogenos (formas inactivas), que son activados
en el interior del intestino mediante la accién de la enteroquinasa
(secretada por la pared intestinal) y tripsina, con la finalidad de evitar la
degradacién in situ antes de su liberacion (Cuvier y Kestemont, 2002;
Evans y Claiborne, 2005; Alvarez et al., 2008; Shan et al., 2009). Es
mas, German et al. (2004), Moguel (2015), Lucero (2016) y Hani y
colaboradores (2018) reportaron que las especies carnivoras,
generalmente, presentan niveles mas altos de actividad enzimatica
proteolitica en comparacidon con los peces herbivoros u omnivoros.

v Tripsina: Es una endoproteasa secretada en su forma
precursora, el tripsindgeno y activada por la accién de la enteroquinasa.

La tripsina cataliza la hidrdlisis de aquellos enlaces peptidicos en que la

Katherinne Osorio Urtecho ,"-‘“
15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=German%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15547797

Efecto de (a salinidad sobre el metabolismo del glucogeno hepdtico y cerebral tras la
ingesta de alimento, usando como organismo de ensayo a Tilapia Roja (Oreoctiromis spp.).

funcién carbonilo es aportada por el resto de lisina o de arginina, con
independencia de la longitud o la secuencia de aminoacidos en la cadena
(Evans y Claiborne, 2005; Muhlia et al., 2008; Lazo et al., 2011; Hani et
al., 2018). Asimismo, Bezerra et al. (2005) y Santos et al. (2016)
reportan la presencia de esta proteasa alcalina en el intestino de Tilapia
O. mossambicus. Por otra parte, varios autores destacan que esta enzima
ha sido catalogada como un indicador de la capacidad digestiva, puesto
que se encuentra directamente relacionada con el metabolismo de
proteinas y tiene la capacidad de activar otras proteasas como la
quimotripsina y la catepsina (Bolasina et al., 2006; Carnevali et al., 2001;
Sveinsdoéttir et al., 2006).

v Quimotripsina: Es una endoproteasa activada por la
accion de la tripsina sobre el quimiotripsindgeno. Esta enzima hidroliza
los enlaces peptidicos que contienen grupos carboxilo de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina y de grandes residuos
hidrofébicos como la metionina (Muhlia et al., 2008).

v Elastasa: Es otra endopeptidasa, que se secreta en
forma de proelastasa (zimdgeno), es activada por la tripsina originando
la elastasa que actla especificamente sobre las cadenas laterales mas
pequenas sin carga de los aminoacidos alifaticos (pH éptimo superior a
9). Es una enzima que no esta presente en todas las especies de peces
debido a que actua sobre la elastina, proteina fibrosa de las arterias y
ligamentos que es resistente a otras proteasas. También es capaz de
hidrolizar insulina, ribonucleasas y algunas proteinas de origen
microbiano (Lazo et al., 2000; Zamora y Rubio, 2009).

v Colagenasa: Hidroliza las proteinas fibrosas del tejido
conectivo (coldgeno) presente mayoritariamente en la piel, tendones vy
huesos, por lo tanto, es una enzima ausente en las especies herbivoras y

presente en las carnivoras (Lazo et al., 2000; Zamora y Rubio, 2009).
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v Carboxipeptidasas: Son exopeptidasas secretadas como
procarboxipeptidasas que son activadas por la tripsina. Catalizan la
hidrolisis de enlaces carboxilo terminales de los oligopéptidos que han
sido generados por las endopeptidasas (tripsina y quimotripsina) en el
lumen intestinal para producir péptidos de pequefo tamafio vy
aminoacidos libres que posteriormente serdn absorbidos a través del
borde de cepillo de los enterocitos (Kvale et al., 2007). Estas enzimas
actlan a través de 2 formas: la carboxipeptidasa A, hidroliza
practicamente todos los enlaces péptidicos con grupo carboxilo terminal,
producidos por la accién de la quimiotripsina; por su parte la
carboxipeptidasa B, separa solo los restos carboxilo terminales de
arginina o de lisina, producidos por la accién de la tripsina (Lazo et al.,
2000; Zamora y Rubio, 2009; Hani et al., 2018).

% Lipasas

Del mismo modo que en los mamiferos, en los peces, los lipidos son
hidrolizados por las lipasas liberando diglicéridos, monoglicéridos, glicerol
y acidos grasos asimilables por el organismo; estos Uultimos son
transportados al higado, luego de ser absorbidos por las células de la
pared del intestino anterior y resintetizados en triacilglicéridos
intracelularmente (Izquierdo et al., 2000; Lazo et al., 2000).

v Lipasa pancreatica: Es una glicerol-éster-hidrolasa. Esta
enzima es secretada en su forma activa y precisa de la existencia de otra
molécula, la colipasa, para realizar su accion hidrolitica (Sanchez, 2009;
Hani et al., 2018). De forma tal, que las lipasas precisan que los lipidos
se encuentren en una interfase lipido-agua para poder ejercer su accion,
condicion que es propiciada por las sales biliares, incrementando su
superficie por la disminucidén de la tensidn superficial; de esta forma, se
favorece la unién a los lipidos de la colipasa en el sitio especifico de union
para la lipasa, la cual se une hidrolizando los enlaces glicerol-éster de las

posiciones del carbono (C) 1 y 3 y da lugar a dos moléculas de acidos
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grasos y una molécula de B-monoglicérido (Sanchez, 2009; Zamora y
Rubio, 2009).

4 Lipasa no especifica: Es una hidrolasa activada por las
sales biliares para realizar la digestién de lipidos neutros, catalizando la
hidrélisis de las uniones éster-carboxilo y liberando los &cidos grasos no
separados por la lipasa pancreatica (C2 del triglicérido) y, en comparacion
con esta ultima, la lipasa no especifica puede hidrolizar mas eficazmente
las ceras (Izquierdo et al., 2000; Lazo et al., 2000).

v Esterasas: Son lipasas capaces de  hidrolizar
triacilgliceridos y monoésteres de colesterol, liberando acidos grasos
(Izquierdo et al., 2000; Lazo et al., 2000).

% Carbohidrasas

Las carbohidrasas pancreaticas en conjunto con las carbohidrasas
de las células intestinales actian sobre los carbohidratos (celulosa,
glucégeno y almidon) degradandolos en monosacaridos facilmente
absorbidos por la pared intestinal de los peces asi como en el resto de los
vertebrados (Blanco, 2006; Hani et al., 2018). Dentro de este grupo se
encuentran:

v Amilasa: Es una enzima pancreatica que cataliza la
hidrélisis del enlace «1-4 del almidon y glucogeno dando como resultado
oligosacaridos («-amilasa) y maltosa (B-amilasa) que luego son
degradados por las glucosidasas (Garcia y Sanz, 2009; Hani et al., 2018).
Ademas, la actividad de la amilasa disminuye con la edad, en especies
carnivoras, mientras que aumenta en peces herbivoros y omnivoros (Hani
et al., 2018).

v Quitinasa: Esta enzima realiza la degradacion de la
quitina, aunque aun no esta claro si son secretadas tanto de forma
endégena como exdgena por la simbiosis con la microflora intestinal

presente (secretan exoenzimas) (Evans y Claiborne, 2005; Garcia y Sanz,
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2009; Clements et al., 2009; Cornejo, 2017;). Sanchez (2009), reportd
la actividad de quitinasas gastricas (pH 2-3) en la trucha comun (Salmo
trutta). En otro aspecto, la quitina que es un homopolimero insoluble y
componente estructural del exoesqueleto de artréopodos, insectos y otros
invertebrados, estd formada por amino azucares unidos entre si por
enlaces glucosidicos B-(1—4) que forman una cadena lineal de unidades
de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa. Las quitinasas son capaces de
hidrolizar el enlace glucosidico B-1,4 degradando la quitina en sus
componentes oligo y monomeéricos (Sanchez, 2009; Castro et al., 2011).

v Celulasas: Estas enzimas son capaces de hidrolizar la
celulosa, aunque aun no esta claro si estas enzimas son de procedencia
tanto enddgena como secretadas por la simbiosis con la microflora
intestinal presente (secretan exoenzimas) (Evans y Claiborne, 2005;
Clements et al., 2009; Garcia y Sanz, 2009; Cornejo, 2017). En este
sentido, varios investigadores reportan la existencia de actividad celulasa
en el hepatopancreas y en el intestino de la carpa herbivora
(Ctnopharyngodon idella), relacionado positivamente con el nivel de
celulosa en dieta (Garcia y Sanz, 2009). La hidrdlisis de la celulosa es
llevada a cabo por tres enzimas: Primeramente la endo B-1,4 glucanasa
hidroliza aleatoriamente los enlaces B-1,4 glucosidico intramoleculares
accesibles de cadenas de celulosa para producir oligosacaridos. Luego, la
exo B-1,4 celobiohidrolasa cliva los extremos no reductores del sustrato,
produciendo unidades de celobiosa o glucosa y por ultimo la B-1,4
glucosidasa, completa el proceso hidrolitico removiendo glucosa desde los
extremos no reductores de pequefios celoligosacarido (Chaparro y Rosas,
2006; Zhang, et al., 2006). Finalmente la glucosa libre puede ser
absorbida por la pared intestinal.

v Las glucosidasas: Hidrolizan los enlacesa 1,6 y a 1,4 de
los disacaridos como sacarosa, fructuosa, maltosa y lactosa liberando

glucosa (Evans y Claiborne, 2005).
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3.1.3.1.3 Mecanismos de absorcion de macromoléculas.

3.1.3.1.3.1 Carbohidratos.

Es importante destacar que numerosos trabajos han puesto de
manifiesto que la capacidad de los peces para usar carbohidratos en la
dieta varia mucho entre y dentro de las especies en relacién con sus
habitos de alimentacion. En este contexto, se conoce que los peces
teledsteos, de forma general, son intolerantes a la glucosa (Moon, 2001;
Hemre et al., 2002; Aguilar, 2011; Kamalam et al., 2012; Conde-Sieira,
2012). De manera similar a lo observado en mamiferos, los peces
teledsteos carnivoros (Blasco et al., 2001; Polakof et al., 2010) vy
omnivoros como la tilapia genéticamente mejorada (GIFT) emplean
diferentes mecanismos reguladores de la homeostasis de la glucosa en el
intestino anterior, siendo este ultimo el tejido de mayor captacidon de
glucosa en comparacién a cualquier otro tejido, excepto el cerebro (Yong
et al., 2017).

En este sentido, cabe mencionar que el incremento en los niveles
de glucosa induce la expresion de la proteina transportadora Sodio
(Na*)/glucosa (SGLT-1) presente en el borde de la membrana de los
enterocitos para realizar el transporte intestinal de glucosa, que es
captada en la luz intestinal en contra del gradiente de concentracién
(Marty et al., 2007; Garcia y Sanz, 2009; Polakof et al., 2010; Polakof et
al., 2011a; Conde-Sieira, 2012; Conde-Sieira y Soengas, 2017; Yong et
al., 2017).

Por consiguiente, para captar la glucosa, la proteina transportadora
debe activarse utilizando para ello el Na*, el cual tiende a entrar en el
citosol gracias a la baja concentracion de sodio que hay en el enterocito

por efecto del sistema de transporte activo primario (la bomba ATP-asa
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de Na*/K*), localizado en la membrana plasmatica basal y lateral, que
bombea tres iones sodio fuera de la célula contra un gradiente de
concentracion y permite la entrada de dos iones de potasio (K*) al interior
de la célula (Garcia y Sanz, 2009; Polakof et al., 2010; Conde-Sieira,
2012; Conde-Sieira y Soengas, 2017; Yong et al., 2017). De este modo,
las concentraciones de Nat* tienden a restablecerse al regresar el Na* por
la membrana plasmatica apical en favor del gradiente de concentracion.
En consecuencia, una vez que el Na* se une a la proteina, cambia su
conformacion, seguido aparece un centro activo al que se une la glucosa;
por lo tanto, al unirse la proteina transportadora con el sodio y la glucosa,
sufre otro cambio conformacional que transporta el sodio y la glucosa al
interior celular, en contra del gradiente de concentracién, liberando
finalmente la glucosa (Garcia y Sanz, 2009; Gonzalez et al., 2009; Conde-
Sieira y Soengas, 2017).

En este contexto, el cotransportador de Na*/glucosa, mueve dos
iones Na* y una molécula de glucosa con cada ciclo; y finalmente, cuando
las concentraciones de glucosa intracelulares del enterocito son mayores
que las del espacio intersticial, pasa a esté mediante el mecanismo de
difusion facilitada por los transportadores GLUT2 de la membrana
basolateral a la sangre (Drai et al., 1990; Garcia y Sanz, 2009; Polakof
et al., 2010; Conde-Sieira, 2012; Conde-Sieira y Soengas, 2017; Yong et
al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Transporte intestinal de glucosa se da a través de la proteina
transportadora Sodio (Na‘t)/glucosa. El tamafo relativo de las letras indica las
direcciones de los gradientes de concentracion respectivos. Tomada de Karp
(2009).

3.1.3.1.3.1 Lipidos.

Al igual que en mamiferos, en peces, la hidrolisis de los lipidos
producen monoglicéridos, acidos grasos y glicerol (Zamora y Rubio,
2009). Los acidos grasos de cadena larga forman micelas dentro de las
cuales son transportados hasta el ribete en cepillo de la membrana apical
de los enterocitos (Izquierdo et al., 2002). Una vez dentro de la célula,
especificamente, en el reticulo endoplasmatico liso estos son
reconstruidos en triglicéridos, seguidamente junto con una pequefia
cantidad de fosfolipidos y colesterol son capturados en pequefas gotitas
llamadas quilomicrones (vacuolas formadas en el aparato de Golgi).
Finalmente, son expulsados por exocitosis al fusionarse estas vesiculas
con la membrana basolateral, de esta célula absortiva, hacia los
conductos linfatico y torrente sanguineo. Asimismo, los acidos grasos de
cadena corta y media se absorben directamente sin presencia de sales
biliares y son expulsados como acidos grasos libres hacia la vena porta
hepatica (Zamora y Rubio, 2009; Murray et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5. Absorcion intestinal de acidos grasos de cadena larga. Tomada de
Randall et al. (2002).

3.1.3.1.3.3 Proteinas.

En mamiferos, al final de la digestién de las proteinas por la accion
de endopéptidasas y exopéptidasas se produce una mezcla de
aminoacidos libres, dipéptidos y tripéptidos, y oligopéptidos, los cuales
son absorbidos en los enterocitos (Murray et al., 2010), de un modo
similar al de los monosacaridos a través de la mucosa intestinal por medio
de transporte activo dependiente de sodio. Asimismo, en los peces como
en el resto de vertebrados se ha encontrado evidencia de varios
transportadores de aminoacidos, segun la naturaleza de la cadena lateral
(grande o pequefia, neutra, acida o basica) (Ronnestand et al., 2007);
asimismo, los dipéptidos y tripéptidos entran en el borde de cepillo de las
células de la mucosa intestinal, donde se hidrolizan en aminoacidos libres,
seguido se transportan hacia la vena porta hepatica (Izquierdo et al.,
2002; Ronnestand et al., 2007; Lazo et al., 2011); por otro lado, los
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péptidos de gran tamano pueden absorberse intactos, sea mediante
captacion por endocitosis compleja o a través de pinocitosis (Izquierdo et
al., 2002; Ronnestand et al., 2007; Lazo et al., 2011) (Figura 6)

Productos de la fase luminal de la digestion proteica
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Figura 6. Absorcion intestinal de Proteinas. Modificada de Herdt
(2009).

3.2 Metabolismo energético en peces teledsteos
3.2.1 Metabolismo de carbohidratos.
3.2.1.1 Importancia de la glucosa.

El metabolismo de los peces varia en dependencia del habito
alimenticio de cada especie y a su adaptacion a los cambios en el
contenido de carbohidratos en la dieta (Polakof, 2008a; Conde-Sieira y
Soengas, 2017). Ademas, en los peces, la glucosa puede ser suministrada
en la dieta o sintetizada a partir de sustratos diferentes a los
carbohidratos (Gluconeogénesis) y almacenada en forma de glucégeno en
cerebro, higado, branquias y musculo rojo, principalmente (Hemre et al.,
2002; Polakof, 2008a; Kamalam et al., 2012, Chang et al., 2007).

En otro aspecto, tanto en mamiferos como en los peces, el higado

desempefia una funcién importante como el principal drgano de reserva
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de glucosa, y el encargado de distribuirla al resto de los dérganos
(Mommsen y Plisetskaya, 1991; Miller, 2008; Conde-Sieira y Soengas,
2017). Mientras que en el musculo, las reservas energéticas son usadas
in situ (Mommsen y Plisetskaya, 1991). Asimismo, la glucosa es el
principal sustrato energético en el sistema nervioso central, (Soengas y
Aldegunde, 2002), branquias (Polakof et al., 2006/2007d), gdnadas
(Tintos et al., 2006), eritrocitos (Soengas y Moon, 1995) y enterocitos
(Soengas y Moon, 1998a).

Por otro lado, en peces, la glucosa desempefia una funcién
reguladora de la secrecion de hormonas que ejercen un efecto sobre los
sistemas nervioso central y periférico (Conde-Sieira, 2012; Conde-Sieira
y Soengas, 2017). Es mas, en los peces, los niveles de glucosa fluctian
en respuesta a cambios medioambientales y por la dependencia de
diferentes tejidos que obtienen su energia metabdlica casi exclusivamente
de la glucosa para su funcionamiento, incluido el cerebro (Soengas y
Aldegunde, 2002; Polakof, 2008a; Aguilar, 2011; Conde-Sieira, 2012). En
este sentido, varios estudios en peces denotan la probable presencia de
sistemas glucosensores (responden a cambios en la glucemia) en distintas
partes del cuerpo que monitorizan continuamente las variaciones de
glucosa en la sangre, produciendo secreciones hormonales o activando el
sistema nervioso auténomo para controlar la captacién, utilizacion o
produccién de glucosa, asi como para controlar el gasto energético y la
ingesta de alimento, manteniendo asi la homeostasis dentro del animal
(Marty et al., 2007; Polakof, 2008a; Aguilar, 2011; Polakof et al., 2011a;
Conde-Sieira, 2012; Conde-Sieira y Soengas, 2017).
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3.2.1.2 éPor qué los peces teledsteos se consideran
intolerantes a la glucosa?

La intolerancia a la glucosa en los peces teledsteos es debido a que
estos, en general, son incapaces de disminuir rapidamente los niveles de
glucosa circundantes después de una carga de glucosa o tras la ingesta
de alimento con altos niveles de carbohidratos (Moon, 2001). Por lo tanto,
la hiperglucemia permanece mucho mas tiempo y en mayor concentracion
en peces que en mamiferos (Moon, 2001; Polakof, 2008a).

De forma general, en los peces, el grado en que los carbohidratos
son usados es dependiente de la especie y de su capacidad para
metabolizarlos (Moon, 2001; Polakof, 2008a; Yong-Jun et al., 2017). Bajo
este contexto, en los peces carnivoros se sintetiza glucosa vy
posteriormente el glucdgeno mediante los precursores gluconeogénicos,
que se obtienen de la dieta (Polakof, 2008b); asimismo, Panserat et al.
(2000a) sefialan que la falta de regulacion del gen de la G6Pasa hepatica,
propicia una hiperglucemia persistente en las especies carnivoras, tal y
como lo reportd Harmon et al. (1991) en la trucha arcoiris, en la que la
hiperglucemia perdurd hasta las 18 horas. No obstante, varios autores
denotaron la activacién de las hexoquinasas hepaticas (HK y GK) en
especies de peces omnivoras y herbivoras como: la carpa (Shimeo et al.,
1981) o la tilapia roja (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) (Lin
y Shiau, 1995) en las que la hiperglucemia no perdura tanto como en las
especies carnivoras. Estudios recientes en tilapia mejorada (GIFT)
(Oreochromis niloticus) muestra incremento significativo de Ia
concentracion de glucosa plasmatica hasta las 8 horas, volviendo a sus
niveles basales a las 24 horas tras la ingesta (Yong-Jun et al., 2017). En
oposicion a estos resultados, otros investigadores reportan diferencias
significativas de la concentracion de glucosa plasmatica tras tres horas

posprandial, en Oreochromis niloticus (Castillo y Dominguez, 2018).
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Por otro lado, se ha observado que la hiperglucemia se corresponde
con la hiperinsulinemia, esta ultima podria estar destinada al crecimiento
y al metabolismo de aminodacidos y no al control de la glucemia (Moon,
2001; Mommsen vy Plietskaya, 1991). Ademas, la ausencia de
transportadores funcionales de glucosa acompafada con una baja
capacidad para fosforilar la glucosa en el higado, es otra posible causa de
la intolerancia a la glucosa en los peces (Moon, 2001; Panserat et al.,
2000a; Yong-Jun et al., 2017). Lo anterior fue confirmado por Metdn et
al. (2003) al observar que la GK en el higado de los peces presenta menor
afinidad por la glucosa la observada en higado de mamiferos. Otros
estudios, en varias especies de teledsteos, ponen de manifiesto que la
regulacién de las HK y GK hepaticas se da por el estado nutricional del
animal, siendo la presencia de los carbohidratos en la dieta lo que inducen
la expresidn y activacion de la GK (Panserat et al., 2000a) entre las cuatro
y ocho horas tras la ingesta de alimento, propiciando asi la hiperglucemia
persistente en estas especies de peces (Caseras et al., 2000; Enes et al.,
2006).

3.2.1.3 Metabolismo de la glucosa

En el tejido animal, la glucosa es transportada por el torrente
sanguineo y se difunde a través de las membranas plasmaticas usando
los transportadores facilitados especificos (GLUT) o a través de los SGLT-
1 presentes en los tejidos de los diferentes sistemas de drganos;
posteriormente es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P) por las enzimas
hexoquinasa que juegan un papel importante en el control de la
homeostasis de glucosa (Panserat et al., 2000b), la cual puede seguir las

siguientes rutas metabdlicas:
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1. almacenarse como reservorio energético, en forma de glucégeno
2. metabolizarse a través de la glucolisis o la ruta de las pentosas
fosfato (Hall et al., 2006; Miller, 2008; Polakof, 2008a) (Figura 7).
En este contexto, numerosos trabajos han puesto de manifiesto, en
peces, la existencia de glucosensores en el higado que desempefian un
papel muy importante en la homeostasis glucidica del organismo, debido
a que el higado responde a los cambios en la concentracion de glucosa de
forma compleja pudiendo alternar entre su utilizacién (mediante la
glucdlisis y sintesis de glucdégeno) o su produccidon (mediante la
glucogenolisis y la gluconeogénesis) (Rojas, 2005; Polakof, 2008a;
Conde-Sieira, 2012; Conde-Sieira y Soengas, 2017). Asimismo, es
importante tener en cuenta que en periodos posprandiales, el exceso de
la glucosa proveniente de la dieta es almacenada en forma de glucégeno
en el higado o pasa a formar parte de los lipidos (Polakof, 2008a; Conde-
Sieira, 2012).

Qlicosa

r's ATP
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Figura 7. Vias metabdlicas de la glucosa. Tomada de Miller. (2008).
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3.2.1.3.1 Glucdlisis.

En los peces, la glucdlisis es la principal via catabdlica para la
glucosa (Kaushik, 2001; Polakof, 2008a; Garcia y Sanz, 2009; Bender,
2010). Varios estudios han reportado actividad de las enzimas glucoliticas
en todos los tejidos de los peces, tales como: musculo rojo, musculo
blanco, corazén, rifidn, higado y branquias (colocados de mayor a menor)
(Polakof, 2008a). Ademas es importante recalcar, que el cerebro utiliza
la glucosa como principal sustrato energético, la cual en condiciones
aerobias se transforma en piruvato, produciendo adenosina 5 "-trifosfato
(ATP) y sustratos oxidables (acetil-CoA) en el ciclo de Krebs. Sin embargo,
en condiciones anaerobias se forma lactato (como ocurre en el musculo
blanco) en la trucha arcoiris (Polakof, 2008b; Conde-Sieira, 2012; Otero
et al., 2015; Conde-Sieira y Soengas, 2017) (Figura 8.)
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Figura 8. Principales rutas y productos terminales del metabolismo de glucosa.
Tomada de Bender (2010).

3.2.1.3.2 Gluconeogénesis.

De forma similar a los mamiferos, en los peces, la gluconeogénesis se
refiere al proceso de sintesis de glucosa a partir de precursores que no
sean carbohidratos (Garcia y Sanz, 2009). En los peces teledsteos el
higado el principal érgano gluconeogénico (Moon y Foster, 1995), seguido
de los tejidos renal e intestinal (Kirchner et al., 2005). Ademas, la
expresion génica y la activaciéon de las principales enzimas (FBPasa,
PEPCK, PC) de esta via anabdlica, es regulada por muchos factores

génicos y hormonales (van de Werve et al., 2000) (Figura 9).
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TR

Principales sustratos usados en la gluconeogénesis:

v Lactato: se obtiene durante los procesos de glucdlisis y
glucogendlisis mediante la conversién del piruvato a lactato bajo
condiciones anaerdbicas. En los teledsteos, esta conversion se da in-situ
en las células musculares, andlogo al ciclo de Cori en mamiferos (Weber,
1992).

v Aminoacidos: producidos a partir de la degradacidon de
proteinas provenientes de la dieta o de proteinas musculares (Blasco et
al., 1996).

v' Glicerol: producido por la degradacién de los triglicéridos (Sheridan,

1988).

En los peces, con preferencias alimenticias de altos contenidos de
proteinas y bajos de carbohidratos, esta ruta es ampliamente usada y la
actividad de las enzimas de dicha ruta pueden ser inhibidas por altos
contenidos de carbohidratos en las dietas (Panserat et al., 2000b). Es
mas, Caseras y colaboradores (2002) observaron que durante la privacién
del alimento, esta ruta es activada para el mantenimiento de la glucemia.
En cambio, durante una realimentacion, se reportan elevados niveles de
actividades de las enzimas gluconeogénicas, con la finalidad de restaurar

las reservas hepaticas de glucégeno (Polakof, 2007b).
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Figura 9. Rutas gluconeogénicas y glucoliticas. GK, glucoquinasa, G6Pasa, glucosa-
6-fosfatasa; PFK-1, fosfofructo-1-quinasa; FBPasa, fructuosa-1,6-bifosfatasa; PK,
piruvato quinasa; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. Modificado de Polakof
(2008a)

3.2.1.4 Sintesis y movilizacion del glucégeno.

Al igual que en mamiferos, el higado de los peces es el principal
organo almacenador de glucégeno (Figura 10). Durante situaciones de
hipoglucemia libera glucosa al torrente sanguineo para abastecer de este
metabolito energético a los diferentes tejidos y 6rganos de los animales.
Sin embargo, independientemente, que los tejidos como el cerebro,
corazén, musculo entre otros, sean capaces de almacenar glucégeno, en
situaciones de hipoglucemia, la glucosa liberada solamente puede ser
usada in situ debido a la incapacidad de eliminar el grupo fosfato y dejar
la glucosa libre (Bender, 2010).
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Figura 10. Estructura del Glucégeno. Modificado de Zaca (2016).

En este contexto, la sintesis de glucogeno o glucogenogénesis
ocurre de la siguiente manera:

o la glucosa se fosforila hacia glucosa 6-fosfato, catalizado por
la el complejo de hexosas HK/GK. La glucosa 6-fosfato se isomeriza hacia
glucosa 1-fosfato, mediante la fosfoglucomutasa. La enzima en si, esta
fosforilada y el grupo fosfato participa en una reaccidén reversible en la
cual la glucosa 1,6-bisfosfato es un intermediario.

o Posteriormente, la glucosa 1-fosfato reacciona con uridina
trifosfato (UTP) para formar el nucledtido activo uridina difosfato glucosa
(UDPGIc) y pirofosfato, catalizado por la UDPGIc pirofosforilasa (Muller,
2008; Bender, 2010).

o UDPGIc La pirofosfatasa cataliza la hidrolisis de pirofosfato
hacia 2 fosfatos, y se elimina uno de los productos de la reaccién (Mdller,
2008; Bender, 2010).
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»La glucdgeno sintetasa cataliza la formacién de un enlace glucésido
entre el C-1 de la glucosa de UDPGIc y el C-4 de un residuo glucosa
terminal de glucdgeno, lo que libera uridina difosfato (UDP) alargando la
cadena de glucégeno en un eslabén (Miller, 2008; Bender, 2010) (Figura
11).
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Figura 11. Sintesis de glucégeno. Tomada de Loayza (2016).

Por otro lado, en la degradaciéon del glucogeno se requiere de la
accion de las enzimas:

» Glucégeno fosforilasa (GPasa): Cataliza la fosfordlisis del glucégeno

(ruptura de enlaces alfa (1-4) por sustitucién con un grupo fosfato) para
producir glucosa-1-fosfato (Muller, 2008; Bender, 2010).

» Enzima desramificadora del glucogeno o amilo 1,6-glucosidasa:

Esta enzima contiene dos sitios cataliticos asignados a una misma
proteina, que cataliza dos reacciones sucesivas. Por lo tanto, en la primera

actla como una glucosiltransferasa que transfiere una cadena de tres
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restos glucosil desde una de las cadenas acortadas al extremo de otra.
Una de ellas tendra un solo resto glucosil unido por un enlace alfa (1-6),
mientras que la otra tendra siete restos glucosil y, en consecuencia, podra
ser atacada de nuevo por la fosforilasa. Posteriormente, en la segunda
reaccion, la enzima desramificadora hidroliza el residuo que permanecia
unido por el enlace alfa (1-6), produciendo glucosa libre Miuller, 2008;
Bender, 2010).

» Fosfoglucomutasa: Esta enzima es activa para la formacion de

glucosa-6-fosfato. Bajo ese contexto, la glucosa-1-fosfato es convertida
en glucosa-6-fosfato (reaccién de la gluconeogénesis en sentido inverso).

»Glucosa-6-fosfatasa (GSasa): Cataliza la Ultima etapa de la

hidrolisis de la glucosa-6-fosfato a glucosa y fosfato inorganico (Mdller,
2008; Bender, 2010) (Figura 12).

En otro aspecto, la funcién concreta del glucogeno depende de su
localizacion. De este modo, la funcidn del glucogeno hepético es
almacenar glucosa y exportarla para mantener la glucosa sanguinea
dentro de la normalidad o lo que se conoce como normoglucemia (Browm
y Ransom, 2007). Ademas, en los peces la movilizacién local del
glucdgeno muscular provee el sustrato energético (glucosa) necesario
para la natacion (movimiento de ataque y huida) (Hemre et al., 2002).

Kaushik (2001), Polakof (2008a) y Aguilar (2011) mencionan que
en los peces, el almacenamiento de la glucosa en forma de glucdgeno, es
similar a lo descrito en mamiferos, no obstante estos autores sefialan que
en los peces el glucdgeno es un sustrato energético poco usado, siendo
dependiente del tejido, la especie y el porcentaje de carbohidratos en la
dieta. Es mas Hemre et al. (2002) sefialan que en el higado es donde se
acumula la mayor parte del glucégeno. En este mismo sentido, otros
autores sefialan que las concentraciones del glucdgeno hepatico pueden
variar en algunas especies. Es mas, se ha observado que bajas

concentraciones de glucdégeno en cerebro y en el musculo prevalecen
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durante largos periodos de ayuno (Soengas et al., 1996). Situacion debida
a que la privacion de la ingesta de alimento ocasiona una disminucion de

la actividad de la GSasa, mas no de la GPasa (Foser y Moon, 1991).

HOCH- HOCH-
(@] (o]
OH o OH
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OH
glucosa-1- glucosa
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OH OH

Figura 12. Degradacion del glucégeno. Modificado de Mdiller (2008).
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En el cerebro de los peces, similar a lo que ocurre en mamiferos, el
glucdégeno tiene la funcién de abastecer las necesidades energéticas a
nivel local (Pfeiffer-Guglielmi et al., 2003; Brown y Ransom, 2007). Una
vez que la glucosa plasmatica es transportada al parénquima cerebral a
través del GLUT1 es captada por los astrocitos y células gliales a través
de GLUT1 y GLUT3, respectivamente. Cuando incrementa la demanda
energética, los astrocitos movilizan el glucdgeno a glucosa, la cual sera
metabolizada a lactato via glucdlisis por accién de la lactato
deshidrogenasa (LDH5) y sera liberado al espacio extracelular a través de
transportador de monocarboxilatos (MCT1), seguidamente se traslada por
las neuronas a través del MCT2, donde es transformado a piruvato por
accion de la LDH1, para ser integrado al Ciclo de Krebs (Pellerin y
Magistretti, 2004; Mird, 2011) (Figura 13).

Por tanto, es posible que las reservas de carbohidratos en el cerebro
le permitan a este tejido ser relativamente autonomo del aporte de
glucosa sanguinea, especialmente durante alteraciones metabdlicas de

duracién limitada.
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Figura 13. Interaccion metabdlica entre los astrocitos y las neuronas. Modificada
de Polakof (2008a).

3.2.1.5 Control endocrino del metabolismo de glucosa

3.2.1.5.1 Insulina

En los peces, como en los mamiferos, la captacion de glucosa hacia
el musculo y el tejido adiposo esta controlada por la insulina, debido al
funcionamiento de los mecanismos glucosensores periféricos en las
células B-pancreaticas, en respuesta a las variaciones en la glucemia
(hiperglucemia) (Polakof y Soengas, 2008b; Thorens, 2011; Chan vy
Sherwin, 2012). En este contexto, la glucosa entra en la célula a través
de transportadores GLUT2 y es fosforilada por la GK, que regula la
produccién del ATP citosodlico. A continuacion, el aumento de ATP provoca

el cierre de los canales de potasio (Katp) de la membrana plasmatica,
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causando la despolarizacion y permitiendo la entrada de Ca?*. Lo cual
promueve la liberacion de insulina en las células B-pancreaticas (Polakof
et al., 2011a) (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismo de glucosensibilidad en las células B-pancreaticas
descrito en mamiferos. Modificado de Polakof et al. (2011a).

De forma general, tras la ingesta de alimento con alto contenido de
carbohidratos los niveles circulantes de insulina se elevan y disminuyen
bajo condiciones de ayuno (Schwartz et al., 2000; Blasco et al., 2001;
Navarro et al., 2002; Capilla et al., 2003; Rojas, 2005; Conde-Sieira y
Soengas, 2017). Asimismo, la insulina también actia como un factor
anabodlico y estimula la sintesis de glucégeno, la lipogénesis y la sintesis
de proteinas (Rojas, 2005; Nelson y Sheridan, 2006; Polakof et al.,
2011a; Conde-Sieira, 2012).

En los mamiferos asi como en los peces, la captacidon de glucosa en
el musculo y tejido adiposo, en respuesta a la insulina, se da a través de
transportadores GLUT4, que son translocados desde las vesiculas
intracelulares hacia la membrana celular (Navarro et al., 2002; Polakof,
2006; Watson et al., 2004; Zorzano et al., 2005; Bender, 2010; Polakof
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et al., 2011a). En otro aspecto, los transportadores sensibles a la insulina
en el tejido adiposo son de baja afinidad, razén por la cual se puede
explicar la baja capacidad de los peces para retirar la glucosa plasmatica
(Capilla et al., 2004).

3.2.1.5.2 Glucagon

En condiciones hipoglucémicas los mecanismos glucosensores
periféricos de las células pancreaticas secretan glucagén (Conde-Sieira y
Soengas, 2017), el cual estimula la produccién de glucosa in vitro e in
vivo y su aumento en plasma (Thorens, 2011; Chan y Sherwin, 2012).
Esto es llevado a cabo mediante la estimulacion de Ilas vias
glucogenoliticas-gluconeogénicas a partir de precursores como el
piruvato, lactato, glicerol y aminoacidos (Plisetskaya y Mommsen, 1996;
Rojas, 2005; Conde-Sieira y Soengas, 2017) mediante la activacién de
enzimas reguladoras del metabolismo tales como la piruvato quinasa
(PK), GSasa, triacilglicerol lipasa (TAG-lipasa) y FBPasa (Rojas, 2005). En
los peces, a diferencia de los mamiferos, la interaccién entre la insulina y
glucagdn presenta una dependencia de la especie en estudio (Plisetskaya
y Mommsen, 1996; Rojas, 2005). En otro aspecto, el estatus nutricional
del animal es uno de los factores principales que regula las respuestas
fisioldgicas del glucagdn. En este sentido, la exposicidon a cortos periodos
de ayuno estimula el aumento de los niveles de glucagdén, activando la
degradacién de las reservas ante la falta de nutrientes proveniente de la
dieta (Rojas, 2005; Conde-Sieira y Soengas, 2017). Por consiguiente,
similar a lo que ocurre en mamiferos, en los peces tras la ingesta de
alimento se produce un incremento en las concentraciones de glucagén
estimulados por el sistema nervioso y no por la absorcion de los nutrientes
(Navarro et al., 2002). Sin embargo, otros estudios evidencian que en los

peces carnivoros, la disminucién en los niveles de glucagén se
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corresponde con los incrementos de la glucemia proveniente de la dieta
(Novoa et al., 2004).

3.2.1.6 Ayuno y realimentacion

De forma general, los peces, durante el ayuno inicialmente recuren
a movilizar las reservas de lipidos y glucdégeno hepatico, posteriormente
estos activan la gluconeogénesis hepatica y reducen la utilizacion de
glucosa (Navarro y Gutiérrez, 1995). Por lo tanto, en varias especies de
peces durante el ayuno prolongado se producen cambios en las
actividades enzimaticas que participan del metabolismo intermediario
hepatico (Mentdn et al., 1999), estos cambios pueden ser: aumento del
potencial glucogenolitico y gluconeogénico, descenso en la capacidad de
fosforilar glucosa (Polakof et al., 2006/2007b) para luego exportarla
(Meton et al., 2004; Polakof et al., 2007b). Sin embargo, en varias
especies, inicialmente no es el glucdgeno el principal combustible utilizado
durante un periodo de ayuno prolongado sino que son las proteinas vy
lipidos (Cowey y Walton, 1989). En cambio, en los peces sometidos a
ayuno prolongado y posteriormente realimentados, el glucégeno es
recuperado gradualmente a partir de compuestos de tres carbonos, entre
3 y 8 dias, prevaleciendo la gluconeogénesis sobre la glucdlisis (Polakof
et al. 2007b). En otro aspecto, en varios estudios se observd un aumento
en el potencial glucolitico, el uso de la glucosa exdgena y el descenso de
la via de las pentosas fosfato a nivel cerebral (Figueroa et al., 2000;
Sangiao-Alvarellos et al., 2005a; Polakof et al., 2007c). Ademas, a nivel
muscular se observé el descenso de los niveles de glucdégeno (Polakof et
al., 2007c) asi como el aumento del potencial glucolitico (Martinez et al.,
2003; Polakof et al., 2007b).
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3.3 Estrés en peces

El estrés se puede definir segun Selye (1950), como cualquier
situacion que somete al organismo a perturbaciones que amenazan su
estado de equilibrio fisioldgico o lo que se conoce como homeostasis
(Mommsen et al., 1999; Colombe et al., 2000; Aziza, y Khaldi, 2010). De
este modo, la vida de un pez esta llena de superacion, enfrentamiento y
recuperacion de retos desafiantes para lograr mantener su homeostasis
ante las variaciones provenientes del medio interno del organismo y su
medio externo (Mommsen et al., 1999; Schreck, 2000; Engelsma et al.,
2002). Por lo tanto, la respuesta fisioldgica de los peces a las situaciones
amenazantes, provoca un estimulo que actla sobre los sistemas
bioldgicos, generando una respuesta (Flores, 2002; Schreck et al., 2001).
Es por ello, que la forma en que los peces responden a los diferentes
factores estresantes es fundamental para la supervivencia individual y la
capacidad reproductiva de la poblacion (Chrousos, 1998; Barandica vy
Tort, 2008). Bajo ese contexto, en los peces, al igual que en los
mamiferos, se ha visto una intima comunicacién entre los sistemas
nervioso, endocrino e inmune. Siendo dicha interrelacion, fundamental
para hacer frente de manera coordinada y eficaz a las situaciones de
estrés (Tort et al., 1998; Mommsen et al., 1999; Flores, 2002; Engelsma
et al., 2002; Flik et al., 2006).

La respuesta al estrés se incluye dentro de lo que Selye (1950)
considera sindrome de adaptacidon general (SAG), definido como el
conjunto de cambios en los tres sistemas organicos que ocurren cuando
los organismos intentan establecer o mantener la homeostasis. De esta
forma, el estrés puede afectar a todos los procesos fisioldgicos tales como
el rendimiento del organismo, la tasa de crecimiento, los indices de

fertilidad y, mas aun, la incidencia y frecuencia de enfermedades;

Katherinne Osorio Urtecho ,"-‘“
42



Efecto de (a salinidad sobre el metabolismo del glucogeno hepdtico y cerebral tras la
ingesta de alimento, usando como organismo de ensayo a Tilapia Roja (Oreoctiromis spp.).

asimismo, dichas afectaciones estan determinadas por la respuesta de los
organismos al SAG (Wanderlaar-Bonga, 1997; Wedemeyer et al., 1998;
Barton, 2002; Barandica y Tort, 2008; Schreck, 2000). En el proceso
operan tres fases (Figura 15) definidas por Selye (1950):

v La 1 fase o de alarma: se define como el intento de huida por
parte del animal. Generando asi, una respuesta a nivel neuroendocrino
donde se induce la liberacion de catecolaminas (CAs) (adrenalina y
noradrenalina) y cortisol al torrente sanguineo. Por lo tanto, se inicia la
actividad motora con el aumento del ritmo cardiaco y el flujo sanguineo
hacia los 6rganos mas activos tales como: cerebro, corazon, branquias y
musculo esquelético, para poder realizar la posible huida.

v La 2 fase o de resistencia: ocurre cuando el animal trata de

adaptarse ante el estrés constante, ocasionando disminucion de los
niveles de CAs y liberacion de cortisol a nivel sanguineo vy tisular.

v La 3 fase o de agotamiento: se da cuando el estrés persiste en el

tiempo aumentando tanto los niveles de cortisol como el metabolismo,
interfiriendo de esta forma en los procesos fisioldgicos, lo cual puede

ocasionar la muerte del animal (Barandica y Tort, 2008).

Nivel de ,
resistencia |
normal |
Reaccion | Estado de | Estado de
de alarma resistencia agotamiento

Figura 15. Fases del Sindrome General de adaptacién. Tomado de Rodriguez
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3.3.1 Agentes estresantes

Cada respuesta ante el estrés es de diferente duracion dependiendo
de los agentes estresantes y del propio organismo (Chrousos, 1998).
Ademas, el estrés dependiendo de su duracién e intensidad, se puede
clasificar en:

v’ Estrés agudo: agente estresante de duracidon corta pero
intensa.
v Estrés crénico: agente estresante de intensidad media-baja,
pero persistente en el tiempo (Chrousos, 1998).

El estrés en acuicultura resulta de las variables fisicas, quimicas y
bioldgicas, en la calidad del agua y las practicas gerenciales de rutina en
el cultivo tales como densidad de siembra, manipulacién, clasificacion vy
transporte (Barton, 2002; Aziza y Khaldi, 2010). Asimismo, el estrés
puede incrementar la suceptibilidad a enfermedades (Pickering vy
pottinger, 1987) afectando el crecimiento y la reproduccion de los peces
(Pankhurst y Van der Kraak, 1997). Dominguez et al. (2004) ponen en
evidencia el efecto estresante de la temperatura y la salinidad sobre los
niveles de inmunoglobulina M (IgM) debido a que variaciones en estos
parametros incrementan la concentracién de este anticuerpo. Este efecto
podria relacionarse con el bajo porcentaje de sobrevivencia y el pobre
crecimiento de O. niloticus cultivada en aguas con concentraciones salinas
mayores de 10 ppt (Abu et al., 2005). Por otro lado, existen evidencias
de alteraciones en el metabolismo del glucdgeno en tejidos periféricos de
O. niloticus cuando en el ambiente de cultivo hay presencia de
contaminantes quimicos como el Cadmio (Lin et al., 2011), denotando un
efecto de estrés quimico. Asimismo, se ha observado en trucha arcoiris
que tras el estrés aumentan los niveles de cortisol en plasma
disminuyendo los niveles de glucdgeno en las agallas e higado (Conde-

Sieira et al., 2010), con el incremento de la actividad y expresién de
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Glucégeno fosforilaza (GP). Otros estudios en O.niloticus han mostrado
incremento de la actividad y de los niveles de ARNm de GP cuando los
peces son transferidos de agua dulce a agua salada. Estos hallazgos
reflejan que incrementos en la salinidad provocan estrés y una probable
activacion del sistema glucosensor (Tseng et al., 2007). Por otro lado, la
eficiencia alimentaria es otro factor de importancia a evaluar, debido a
gue un manejo equivocado en el suministro y calidad del alimento
incrementa los niveles de cortisol, provocando estrés en O. niloticus
(Martins et al., 2011). La falta de conocimiento del tiempo de retorno a la
linea base de los niveles de metabolitos en plasma repercute en
frecuencias erréneas de tiempos de alimentacion en los peces. Por
consiguiente, tras la ingesta de alimento incrementan los niveles
glucémicos en Onchorynchus mikiss (Polakof et al., 2008a; Polakof et al.,
2007c, d). Seguido, se da la activacion del sistema glucosensor cerebral
gue promueve la expresion de neuropéptidos implicados en la regulacién
de la ingesta de alimento (Conde-Sieira et al., 2010) y la liberacion de
hormonas como la leptina que promueve el gasto energético (Aguilar et
al., 2010a y b).
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3.3.2 Estrés y la activacion de los sistemas neuroendocrinos

de respuestas.

3.3.2.1 Ejes de respuestas.

Los estimulos que generan los diferentes agentes estresantes son
primero percibidos por los sensores del sistema nervioso central (SNC),
el cual tiene la capacidad de recibir al mismo, clasificarlo y organizar una
respuesta (Flores, 2002), mediante la activacién del eje hipotalamo-
pituitario-adrenal (HPA) en mamiferos. No obstante, en los peces este eje
se denomina eje Hipotalamo-Pituitario-Interrenal (HPI) debido a que los
peces no poseen una glandula adrenal como tal, sino un conjunto difuso
de células interrenales (Weyts et al., 1999; Flik et al., 2006). Por otra
parte, las células interrenales se diferencian en dos tipos: el tejido
cromafin productor y liberador de CAs (adrenalina (A) y noradrenalina
(NA)) y el tejido esteroidogénico encargado de producir y liberar
esteroides adrenales (en teledsteos, principalmente el cortisol) en

respuesta al estrés (Figura 16) (Wendelaar Bonga, 1997).

Bajo ese contexto, en peces la primera fase que se desarrolla en
respuesta al estrés, es la activacion del eje fisiolégico Hipotalamo-
Simpatico-Cromafin (HPC), el cual desencadena la liberacién de
catecolaminas (A y NA) al torrente sanguineo, siendo estimulado
principalmente por fibras colinérgicas pre-ganglionares del sistema

nervioso simpatico (Bentley, 2002).
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Asimismo, poco tiempo después se da la activacién del eje HPI encargado
de desarrollar una accién coordinada para controlar la sintesis y secrecién
de corticoides por el tejido interrenal, iniciando esta accion la hormona o
factor liberador de corticotropina (CRH o CRF) el cual es liberado por
neuronas hipotaldmicas de la regién pre-éptica, en respuesta a un agente
estresante (Mommesen et al., 1999; Flik et al., 2006).

CEREBRO-RIPQTALAMO
Eje HPC l. Eje HPI
ADENCHIPOFISIS
Nemvios ACTH
simpiticos

Tejido cromafin Tejido interrenal
{rifion anterior) (fifion anterior)
Adrenalina
Nuradranak /ﬁ sl

Receptor l l Receplor
atrenryin 1oL glucocorticaien

Teiidos tana

Figura 16. Elementos neuroendocrinos implicados en la respuesta primaria al
estrés en los peces teledsteos. Modificado de Gesto et al. (2010).
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3.3.2.1.1 Eje HPC.

3.3.2.1.1.1 Sintesis de Catecolaminas.

La biosintesis de las CAs, ocurre en el interior de la célula cromafin
y se da a partir de tirosina mediante procesos de hidréxilacion y
descarboxilacién. Es decir, el proceso inicia una vez que la tirosina es
convertida en L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la enzima tirosina
hidroxilasa (limitante de la biosintesis de las catecolaminas) (Reid et al.,
1998; Bentley, 2002).

Luego, L-DOPA es descarboxilada a dopamina (DA) por la L-
aminoacido aromatico descarboxilasa. Posteriormente, dentro de la
vesicula cromafin, la DA es hidroxilada por la dopamina-B-hidroxilasa,
produciendo noradenalina, que a su vez producird adrenalina fuera del
granulo por accién de la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa
presente Unicamente en las células que sintetizan adrenalina) (Figura 17)
(Reid et al., 1998; Bentley, 2002).
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Figura 17. Ruta de biosintesis de las catecolaminas. Tomada de Bentley
(2002).

3.3.2.1.1.2 Liberacidon de Catecolaminas.

Ante una situacion de estrés agudo, los estimulos que se generan
primero son percibidos por los sensores del SNC, especificamente en el
hipotalamo y es activado como primera fase de actuacidén inmediata el eje
HPC (Reid et al., 1998; Schreck et al., 2001), a través de las fibras
nerviosas que inervan las células cromafines del rifndn anterior, que son
estimuladas por el sistema simpatico a través de receptores colinérgicos
(Nicotinicos-activadores y  Muscarinicos-inhibidores) acoplados a
proteinas G presentes en las membranas de las células cromafines (Reid
et al., 1998).
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Por lo tanto, se induce a la liberacion del neurotransmisor
acetilcolina (ACh), que actua sobre los receptores colinérgicos nicotinicos
causando la despolarizacion de la membrana celular, permitiendo la
entrada del calcio (Ca) a través de los canales de calcio voltaje
dependientes. En ese sentido, se induce la sintesis de las catecolaminas
(A, y NA), seguido de la exocitosis de los granulos cromafinicos que
permitiran la liberacién inmediata (1-2 min) y masiva de las CAs en la
circulacidon hasta llegar a sus érganos dianas (Figura 18) (Perry et al.,
2004).

Acetilcolina

Receptor
e C-'ohn‘e_erglco
gagal de . Nicotinico
=
Orperado por ‘I. R
Woltaje | g
f i .f.

Figura 18. Accion de acetilcolina al unirse a su receptor. Tomado de Vidafia y Medina
(2013).

Para el caso del tejido cromafin, se libera principalmente A, sin
embargo también pequefias cantidades de NA (Rodriguez, 2017;
Barandica y Tort, 2008). Por otra parte, Reid et al. (1998) hace referencia
a que otros mediadores pueden estar influenciando la secrecion de
catecolaminas a la sangre, tal y como encontraron en trucha arcoiris,
donde tanto ACTH como la serotonina (5HT) influencian la secrecion de

catecolaminas.

Katherinne Osorio Urtecho ,"-‘“
50



Efecto de (a salinidad sobre el metabolismo del glucogeno hepdtico y cerebral tras la
ingesta de alimento, usando como organismo de ensayo a Tilapia Roja (Oreoctiromis spp.).

Por otro lado, ante un estrés agudo y en vista de la vida media en
plasma de las catecolaminas (menor a 10 min) (Wendelaar Bonga, 1997),
el aumento de estas no perdura. Sin embargo, ante un estrés crénico el
aumento de los niveles circulantes de catecolaminas puede prolongarse
durante horas o dias (Reid et al., 1994; Wendelaar Bonga, 1997).

3.3.2.1.1.3 Efectos fisiologicos de Catecolaminas.

Al igual que en los mamiferos, en los peces el incremento de los
valores de catecolaminas sanguineos ejercen sus diversos efectos
biolégicos mediante la unién a los receptores a y B presentes en la
membrana plasmatica (Reid et al., 1994) y por accién de enzimas
implicadas en su metabolizacién inicial: la monoamina oxidasa (MAO)
que se localiza en la mitocondria y la catecol O-metiltransferasa (COMT)
en el citoplasma de las células de los érganos diana de las CAs (Azpelata,
2013). La accién de las catecolaminas, se da actuando principalmente
como estimuladoras del catabolismo (Azpelata, 2013) ejercen sus efectos,
casi exclusivamente, en tejidos periféricos y no en el cerebro, porque las
catecolaminas no cruzan facilmente la barrera hematoencefdlica
(Azpelata, 2013).

En respuesta al estrés, los efectos fisiolégicos de las CAs en los
peces son: el aumento de la frecuencia respiratoria y cardiaca (aumento
del hematocrito, tasa ventilatoria y flujo sanguineo branquial), el aumento
del transporte de oxigeno y la movilizacion de los sustratos energéticos
(Figura 19) (aumento de la glucemia, movilizacion de &acidos grasos)
(Gesto et al., 2014) dirigidos a aliviar los efectos perjudiciales asociados
con los estresores agudos (Wendelaar-Bonga, 1997; Flores, 2002; Perry,
et al. 2004).
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Ademads, se ha encontrado en el higado de peces teledsteos que
tanto la adrenalina como la noradrenalina ejercen efecto sobre los
receptores a y B -adrenérgicos (la potencia de ambas catecolaminas
difiere entre especies), dando lugar al efecto hiperglucémico ocasionado
por la estimulacion de la glucogendlisis y de la gluconeogénesis, desde
sus depositos de reserva en los hepatocitos (Wenderlaar-Bonga, 1997).
Por lo tanto, una vez que la adrenalina se une a su receptor especifico
acoplado a la proteina G, en la membrana celular del hepatocito, el
receptor es activado e interactia en la membrana con moléculas de
proteina G. Asi, el receptor acoplado a la proteina G se disocia y ambos
pueden difundirse libremente en el mosaico liquido de la membrana
celular. Mientras persiste esta actividad se puede activar una enzima de
membrana celular denominada adenilato ciclasa que entra en contacto
por difusidon en la membrana. La adenilato ciclasa posee un sitio activo
del lado citoplasmatico de la membrana celular y, cuando se encuentra
activada, cataliza la formacion del segundo mensajero llamado AMP ciclico
(cAMP) a partir del ATP en el interior de la célula (Hill et al., 2006).

El cAMP activa una proteincinasa denominada proteincinasa
dependiente del cAMP (cAPK), mediante la induccion de su disociacion en
dos unidades enzimaticas separadas. Por lo tanto, las unidades de cAPK
activadas fosforilan y activan una segunda proteincinasa llamada
glucégeno fosforilasa cinasa (GPK). Por ultimo, las moléculas de GPK
activas fosforilan y activan la enzima diana final llamada glucégeno
fosforilasa (GP) (Hill et al., 2006). La GP tiene como funcién escindir
unidades de glucosa de los polimeros de glucégeno almacenados en las
células para que la glucosa pueda liberarse en la circulacion y distribuirse
en distintas partes del cuerpo. De esta forma, se desencadena la

glucogendlisis hepatica. En resumen, la fosforilasa quinasa inhibe la
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fosforilacion de la sintasa, es decir, la adrenalina inhibe la sintesis de

glucdégeno hepatico (Figura 20) (Hill et al., 2006).

Sin embargo, ante un estrés crénico el efecto de las catecolaminas
sobre la homeostasis de la glucosa no parecer ser tan evidente, en cambio
el aumento de los niveles de glucosa parece ser dependientes de los
efectos del cortisol (Reid et al., 1994). Ademas, en otros vertebrados
incluidos los peces, los neurotransmisores monoaminérgicos 5-HT, DA y
NA también participan en la respuesta al estrés (Kulczykowska y Sanchez,
2010). Bajo ese contexto, varios estudios realizados muestran un efecto
anorexigénico que ejercen estas monoaminas cerebrales en distintas
especies de peces (Otero, 2017). Tal es el caso reportado por Overli y
colaboradores. (2005) en trucha arco iris sometidas a una situacién de
estrés social, en el que se pudo observar una reduccién en la ingesta de
alimento. Por lo tanto, De Pedro y colaboradores. (1998) hacen mencién
a una posible interaccion entre el sistema CRF y el sistema
catecolaminérgico hipotalamico en la regulacién de la ingesta que da lugar
al efecto anorexigénico de los péptidos de la familia CRF y de las
monoaminas cerebrales, como resultado de una interaccion entre ambos

sistemas.

3.3.2.1.2.3 Mecanismo de requlacién de Catecolaminas.

El aumento de las concentraciones intracelulares de las CAs
(adrenalina y noradrenalina) hiporregula la actividad de Ila
tirosinahidroxilasa mediante el mecanismo de retroalimentacién negativa
(Feed-back) y a medida que se liberan CAs de los granulos secretores en

respuesta a un estimulo se depleccionan estos catecoles citoplasmaticos,
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liberandose la retroinhibicion de la enzima tirosina hidroxilasa (Otero,
2017).

CEREBRO
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|
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Figura 19. Esquema de la respuesta fisiologica al estrés en peces. Tomada de
Wendelar-Bonga (1997).
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Figura 20. Mecanismo de accién de la adrenalina conduce a la liberacién
enzimatica de glucosa en el interior de un hepatocito. Tomado de Hill et al.
(2006).
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3.3.2.1.2 Eje HPL

Ante la accion de un agente estresante a nivel hipotalamico se
perciben los estimulos tanto de forma enddgena como exdgena del
organismo. Por consiguiente, aunque de forma mas lenta es activado el
eje HPI (en comparacion con el eje HPC) como parte de la segunda fase
de actuacién, lo que desencadenara la liberacion del cortisol desde las
células interrenales (Flik et al., 2006 Schreck et al., 2001; Azpelata,
2013), es la accién de la hormona adenocorticotropa (ACTH) enviada
rapidamente a la sangre en respuesta al estrés, siendo probable que las
mayores concentraciones de cortisol se encuentren relacionadas con los
mayores niveles de ACTH (Ruane et al., 1999). Por el contrario, Azpelata
(2013) plantea que el incremento de los niveles de cortisol en ocasiones
no estd acompafiado de un aumento en los niveles de ACTH, lo que
sugiere la existencia de otros mecanismos reguladores de |la

esteroidogénesis adrenal.

A nivel hipotaldmico se da la sintesis y liberacion de los
neuropéptidos de la familia del CRF que se une a receptores especificos
acoplados a proteinas G (CRF-R1 y CRF-R2) en las células corticotropas
adenohipofisarias (Flik et al., 2006), estimulando la biosintesis y
liberacion de la ACTH mediante la activacion del receptor CRF-R1 desde
la parte anterior de la pituitaria o adenohipdfisis hacia la circulacién (Flik
et al., 2006).

El CRF no solamente cumplen la funcidén hipofisiotrofica activadora
del eje HPI, sino que también estan relacionados con varias funciones
fisioldgicas, algunas de ellas en respuesta a estrés (Flik et al., 2006). En
ese contexto, Bernier et al. (2009) sefialan el papel anorexigénico de CRF,
fungiendo como mediadores enddgenos de la inhibicidn de la ingesta en

peces, tanto a nivel central como periférico, bajo situaciones de estrés.
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Ademas, el aumento de CRF provoca la liberacién tanto de ACTH
como de endorfinas y melanotrofinas que derivan de un precursor comun,
la pro-opiomelanocortina (POMC) y son sintetizados por dos tipos
celulares: las células corticotrofas que secretan como principal producto
la ACTH, en tanto que las hormonas estimulantes de melanocitos (aMSH)
y B-endorfinas son los principales productos secretados por las células
melanotrofas ubicadas en la parte intermedia de la hipdfisis (Wendelaar
Bonga, 1997; Barandica y Tort, 2008; Bernier et al., 2009). Bajo ese
contexto, la presencia de estos tipos celulares posibilitaria que diferentes
tipos de estrés actuen sobre una u otra célula, secretdndose hormonas

especificas para cada caso (Rotllant et al., 2000; Pepels et al., 2004).

La actividad del eje CRH-ACTH-cortisol domina la respuesta al estrés
agudo (minutos a horas). No obstante, durante el estrés crénico
persistente (dias) la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
hipotaldamica con accion corticotropica mas leve y las hormonas
estimulantes de melanocitos (MSH) intermedias de pars como otra fuente
de sefal corticotrdpica pueden asegurar elevaciones leves de cortisol para

hacer frente a las condiciones estresantes persistentes (Flik et al., 2006).

3.3.2.1.2.1 Sintesis de cortisol.

El cortisol es el principal corticosteroide de los teledsteos y sus
concentraciones se elevan marcadamente en situaciones de estrés
(Bernier et al., 2009). Bajo ese contexto, mediante un mecanismo similar
al de mamiferos, en los peces teledsteos la ACTH se une a los receptores
de melanocortina de tipo 2 (MC2R) ubicados en la membrana de las
células esteroidogénicas interrenales (Flores, 2002; Azpelata, 2013) para

inducir la produccion y liberaciéon del cortisol al torrente sanguineo
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(Wendelaar Bonga 1997; Mommsen, Vijayan y Moon, 1999; Pepels et al.,
2002).

El cortisol se origina a partir de los ésteres de colesterol circulantes
gque se encuentran unidos a las lipoproteinas plasmaticas. Por
consiguiente, una serie de receptores presentes en la membrana de las
células esteroidogénicas introducen los ésteres de colesterol al citoplasma
de la célula, donde una lipasa rompe el enlace éster, permitiendo la
liberacion del colesterol (Sewer et al., 2007; Alsop y Vijayan, 2009).
Posteriormente, la entrada del colesterol desde el citoplasma hasta la
membrana mitocondrial interna a través del espacio intermembrana se
realiza gracias a un conjunto de proteinas, de las cuales la mas importante
es la proteina aguda reguladora de la esteroidogénesis (StAR, de sus
siglas en inglés, steroidogenic acute regulatory protein) (Sewer et al.,
2007; Alsop y Vijayan, 2009). Seguidamente, en la matriz mitocondrial,
la enzima citocromo P450scc (desmolasa) separa los seis carbonos
terminales de la cadena lateral del colesterol, generando pregnenolona,
gue abandona la mitocondria y se transforma en 17-hidroxiprogesterona
en el citoplasma por accion de la enzima 3-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3BHSD) (Sewer et al., 2007; Alsop y Vijayan, 2009).

Finalmente, después de una serie de hidroxilaciones adicionales
dependientes de NADP*, que conducen a la formacién de los metabolitos
intermediarios que rinden finalmente los diferentes esteroides adrenales
caracteristicos de cada especie, la enzima 11-B-hidroxilasa es la
responsable de catalizar la ultima reaccién de la ruta biosintética del
cortisol (Sewer et al., 2007; Alsop y Vijayan, 2009) (Figura 21).
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Figura 21. Sintesis de cortisol en una célula estereidogénica. Tomada de Azpelata
(2013).

3.3.2.1.2.2 Efectos fisioldgicos del cortisol.

En los peces, el incremento de cortisol circulante es la principal
sefial indicadora de la activacion del eje HPI en respuesta a los agentes
estresantes (Azpelata, 2013; Conde-Sieira et al., 2013; Gesto et al,,
2014). No obstante, algunas veces se pueden observar niveles elevados
de cortisol no necesariamente por efecto de la exposicién a situaciones
estresantes (Greenberg et al., 2002), pues este también juega un papel
importante en la osmorregulacién, el crecimiento y la reproduccion
(Mommsen et al., 1999). El cortisol, por su naturaleza insoluble se une
de forma irreversible a proteinas plasmaticas para poder ser transportado

a través de la sangre hasta sus 6rganos dianas (Azpelata, 2013).
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Por otro lado, en los peces el cortisol muestra dos acciones, gluco-
y mineralocorticoide (Prunet et al., 2006), lo que le permite unirse a dos
clases de receptores: tipo I (receptor de mineralocorticoides, MR) vy tipo
IT (receptor de glucocorticoides, GR), confiriendole a los peces mayor

plasticidad en la respuesta a agentes estresantes (Bury y Sturm, 2007).

Debido a su capacidad para unirse tanto a GR como a MR, el cortisol
tiene un amplio espectro de acciones en los peces, pudiendo actuar como
mineralocorticoide, regulando el balance osmotico tanto en peces de agua
dulce como de agua salada, y como glucocorticoide afectando el
metabolismo de glucidos, lipidos y proteinas (Mommsen et al., 1999;
Azpelata, 2013).

En los peces, cuando el cortisol es liberado en respuesta al estrés
ocasiona un aceleramiento en el metabolismo para proporcionar mas ATP
(Aziza y Khaldi, 2010); aumentando la produccién de glucosa en el higado
(6rgano central en los procesos metabdlicos) por la activacion de las vias
gluconeogénicas, glucogenoliticas, proteolitica y lipolitica (Bernier, 2009;
Aziza y Khaldi, 2010). En este contexto, en un estudio en tilapia (O.
mossambicus) se observd incremento del potencial glucogenolitico en
hepatocitos tras una exposicidn a corticosteroide (Mommsen et al., 1999).
Asimismo, estudios posteriores en trucha arcoiris reportan niveles
elevados de cortisol y glucosa en plasma y niveles disminuidos de
glucdgeno en el higado como respuesta al estrés (Conde-Sieira et al.,
2010; Gesto et al., 2013).

En otro aspecto, el cortisol como hormona resultante de la
estimulaciéon del eje HPI podria operar como regulador de la ingesta tras
la exposicidn a una situacidén de estrés. De hecho, la intensidad de este
efecto es dependiente de la severidad del estrés y del estado fisioldgico

del animal previo al estrés, en consecuencia se dara una reduccion de la
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ingesta y pérdida de comportamiento alimentario (Wendelaar Bonga,
1997; Bernier, 2009).

Bernier y colaboradores (2009) reportan que el efecto de la
administracion crénica de cortisol sobre la ingesta en el carpin (Carassius
spp.) es dosis-dependiente y presenta una accién orexigénica a dosis
bajas y anorexigénica a dosis mayores, interaccionando para ello con
otros péptidos neurales reguladores de la ingesta, como el neuropéptido
Y (NPY) o CRF. Por consiguiente, la mayor susceptibilidad de los peces
bajo condiciones de estrés esta relacionada con la influencia del cortisol
sobre la actividad inmunitaria, debido a sus efectos inmunosupresores
(Wenderlaar-Bonga, 1997; Wu et al., 2006).

3.3.2.1.2.3 Mecanismo de requlacion del cortisol.

A nivel hipofisario e hipotalamico, tras el estrés se da la inhibicion
de la liberacion del cortisol. Al unirse el cortisol al receptor de los GR
localizados en las células productoras de ACTH, se inhibe la salida de la
ACTH a nivel hipofisario y del CRF a nivel hipotaldamico, de esta forma se
detiene la produccion del cortisol como consecuencia del estrés,
permitiendo al organismo volver a su estado basal (Wenderlaar-Bonga,
1997).
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3.3.2.1.3 Respuestas al estrés.

Bajo una situacion de estrés, y desde el punto de vista fisioldgico,
tanto en los peces como en el resto de vertebrados, el SGA se manifiesta
en forma de respuestas fisioldgicas que se abordan desde aspectos
moleculares hasta el nivel social del individuo. Por tal razén, se clasifican
en tres niveles, en funcion del momento de su aparicién y del nivel de
afectacion del sujeto: respuestas primaria, secundaria y terciaria
(Wendelaar Bonga, 1997) (Figura 22).

La respuesta primaria (minutos), se inicia a nivel del sistema
limbico cerebral, desarrollandose a través de la activacion de
componentes neuroendocrinos (Conde-Sieira, 2012). Bajo ese contexto,
se activa la via del eje HPC que conduce a una rapida liberacion a la sangre
de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y en menor medida
dopamina) desde las células cromafines (Tort et al., 2005; Azpelata,
2013) hacia los receptores colinérgicos (Reid et al., 1998). En paralelo,
aunqgue de forma mas lenta, se produce la activacién de otra via mediada
por HPI que produce una liberacion de cortisol al torrente sanguineo,
desde las células esteroidogénicas adrenales (Wendelaar-Bonga 1997;
Colombe et al., 2000; Conde-Sieira, 2012; Barton, 2002; Tort et al.,
2005; Flores, 2002; Correa et al., 2003; Perry et al; 2004; Gesto et al.,
2008; Aziza y Khaldi, 2010; Azpelata, 2013). Ademas, la secrecion de
cortisol es mas lenta que la de las catecolaminas, pero sus efectos son
mas prolongados (Wendelaar-Bonga 1997; Colombe et al., 2000). Por lo
tanto, los elevados niveles de catecolaminas y cortisol en la circulacion
son considerados como indicadores primarios de la respuesta primaria al
estrés y al mismo tiempo inician de forma inmediata alteraciones
metabdlicas en una variedad de tejidos cuya finalidad, es obtener energia

extra, la cual se requiere para preparar al animal para una posible huida,
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enfrentamiento o cualquier otra reaccion que le permite evadir y/o reducir
el impacto del agente estresante (Conde-Sieira, 2002; Gesto et al., 2010;
Gesto et al., 2013; Rodriguez, 2017).

Por consiguiente, si el estrés persiste se desencadenaran una serie
de respuestas secundarias, que estan referidas principalmente a los
efectos producidos por las catecolaminas y el cortisol, que incluyen
cambios cardiorrespiratorios (incremento de la frecuencia y el gasto
cardiacos, de la frecuencia ventilatoria, del flujo sanguineo principalmente
a los érganos respiratorios), hematoldgicos (aumento del hematocrito),
un aumento de la movilizacion de hidratos de carbono y lipidos (con el
consiguiente incremento en los niveles de glucosa, lactato y acidos grasos
circulantes), entre otros. La mayoria de estas respuestas se atribuyen a
la accién de las catecolaminas, actuando principalmente como
estimuladoras del catabolismo (Mommsen et al., 1999; Flores, 2002;
Barandica y Tort, 2008; Azpelata, 2013; Rodriguez, 2017). Estas
respuestas secundarias generalmente aparecen en un intervalo de tiempo
que va desde de un par de minutos hasta una hora. Estos cambios duran
un periodo de tiempo mas largo en comparaciéon con el tiempo de
incremento de catecolaminas, y ayudan al pez a movilizar sus reservas

para satisfacer las nuevas demandas energéticas (Barton et al., 2002).

La respuesta terciaria se observa ante un estrés crénico que
produce un agotamiento fisioldgico con consecuencias negativas a largo
plazo, afectando la funcion inmune (con la consecuente aparicién de
patologias), la reproduccién y el crecimiento. Asimismo, se presenta una
reduccion en la capacidad para tolerar otros agentes estresantes
adicionales, llegando incluso a poner en peligro la supervivencia del
organismo y de la poblacion (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al.,
1999; Flores, 2002; Pottinger, 2008; Barandica y Tort, 2008; Karakach
et al., 2009; Rodriguez, 2017).
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Figura 22. Tipos de respuestas a estrés en los diferentes niveles de organizacion
bioldgica. Modificado de Tort et al. (1998).

3.3.2.1.4 Indicadores de estrés

Segun Tort y colaboradores (2005), para identificar los peces
estresados se utilizan indicadores neuroendocrinos como la adrenalina y
el cortisol que son inductores de cambios rapidos a nivel cardiovascular y
metabdlico, que se producen en la respuesta primaria al estrés. Ademas,
para el caso del cortisol estd mas relacionado con los estresores crénicos,
como parte final del eje HPI. Por otro lado, también se pueden considerar
como indicadores metabdlicos los niveles de glucosa, de lactato y los iones
del plasma, debido a que se produce un incremento en sus
concentraciones como parte de la respuesta secundaria ocasionada por la
accion del cortisol y las CAs bajo condiciones estresantes (Rotllant y Tort
1997; Rotllant, et al., 2000; Tort et al., 2005).
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Animales de estudio

Las Tilapias rojas (Oreochromis spp.) de 150 £ 10 g de peso se
obtuvieron en la Finca de produccion de Tilapia TILAPAC (a 60 Km de la
Cuidad de Choluteca, Honduras) y se transportaron en tanques con
suministro de oxigeno hasta las instalaciones de la Finca de Don Marlon
Alvarenga en la Cuidad de Choluteca, Honduras. Posteriormente, se
distribuyeron al azar en tanques experimentales (TE) de plastico de 100
L con un sistema de difusidon de aire. Los TE contenian 8 peces/tanque y
se aclimataron a razén de 3 ppt/dia hasta llegar a las salinidades de 10 y
20 ppt. Asimismo, los TE se mantuvieron libres de residuos organicos vy
se llevaron a cabo controles diarios del pH, que dieron valores entre 6.9
y 7.4, valores de oxigeno disuelto (OD) entre 7.4 - 8.0 mg/L, la
temperatura del agua se mantuvo constante a 30-32 °C. De igual modo,
los peces se alimentaron hasta la saciedad, todos los dias, usando pienso
comercial (Cargill); composicidon aproximada de: 32% proteina cruda, 6%
carbohidratos, 25% grasa cruda y 15% ceniza). El experimento descrito
cumple con las normas de la Union Europea (2010/63/EU) y del gobierno

espafiol (RD 1201/2005) para el uso de animales en investigacion.

4.2 Diseno experimental y toma de muestra

Se disefid un experimento de dos factores que analiza salinidad-
tiempo de absorcién de nutrientes y su reflejo en el metabolismo del
glucdgeno, desde las 0 horas hasta las 20 horas con un intervalo de 4
horas entre muestreo. Los peces se colocaron en una bateria de 6 TE por
cada concentracion salina (0 ppt, 10 ppt y 20 ppt), N=8. Después de la
aclimatacion los peces no se alimentaron durante las 48 horas previas al

muestreo. Posteriormente, los peces fueron anestesiados usando MS-
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222. Una vez anestesiados, se procedid a tomar las muestras de cerebro
e higado y se congelaron a -30 °C para la posterior evaluacion de los

niveles de glucoégeno.

4.3 Determinaciones analiticas

4.3.1 Cuantificacion de los niveles de metabolitos.

Las muestras de tejido congelados fueron usadas para evaluar los
niveles de glucdgeno tisular. Las alicuotas de tejido congelado se
homogenizaron con el sonicador FISHER SCIENTFIC, Sonic dismembrator,
modelo 100 con 7.5 mL de acido perclérico (PCA) al 6% por gramo de
tejido. Tras la sonicacidon se anadié 7.5 mL/g tejido de bicarbonato
potasico (KHCO3) 1M. El homogenado se centrifugd durante 4 min a
13,000rpm en la centrifuga FISHER SCIENTFIC, modelo (accuSpin Micro
17). Se uso el sobrenadante para cuantificar los niveles de glucdégeno
segun el método de Keppler y Decker (1974). La glucosa obtenida tras la
ruptura del glucdgeno (niveles de glucosa libre) se determind
enzimaticamente utilizando un kit comercial (Spinreact) adaptado al
formato de microplacas. Para desarrollar la curva estandar se usd D-
Glucosa. Previo a las lecturas de absorbancia, la microplaca se agito por
5 min y se colocé en la estufa J.P Selecta, modelo DIGITHEAT 150L por
10 min a temperatura de 37°C. Posterior se introdujo en el lector de
microplacas (Bio Tek ELx 800) para obtener la lectura de absorbancia a
515 nm.
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4.4 Analisis estadisticos

Para todos los experimentos la comparacion entre los grupos se
realizd usando Sigma Stat (SPSS Inc., Chicago, IL). Los datos se
muestran como media = E.E.M. de cada grupo y las diferencias entre ellos
se evaluaron mediante un ANOVA de una via. El efecto de los tratamientos
utilizados en el experimento del apartado 4.2 se evalué mediante un
ANOVA de dos vias con las variables tratamiento y tiempo como factores
principales. Tras los analisis de varianza se realizd el test de
comparaciones multiples de Student Newman Keuls. En todos los casos
el nivel de significacién se establecié con un valor de P<0.05. Previamente
a estas pruebas estadisticas, se analizaron los datos mediante una prueba
de normalidad (Shapiro-Wilks) y de homogeneidad de varianzas (prueba
C de Cochran). Para determinar la relacién de las fluctuaciones de los
niveles de glucdégeno hepatico y cerebral a salinidades de 0, 10 y 20 ppt

se utilizo el estadistico de correlacion de Pearson.
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5. RESULTADOS
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5.1 Fluctuacion de la concentracion del glucégeno hepatico en el
periodo de 20 horas, en salinidades de 0 ppt, 10 ppt y 20 ppt.

La figura 23 muestra que en higado hay una tendencia creciente de
las concentraciones de glucégeno a las 4 horas postprandial, en las tres
baterias experimentales (0, 10 y 20 ppt). Asimismo, la bateria 0 ppt de
salinidad muestra incremento significativo de la concentracién de
glucdgeno hepatico a las 4h postprandial y se mantiene hasta las 20 h de
finalizacion del experimento. Sin embargo, la bateria de 10 ppt presentd
diferencias significativas de la concentracion de glucdgeno hasta las 12 h
postprandial y se mantuvo de manera similar a la bateria de 0 ppt hasta
las 20 h. No obstante, a 20 ppt de salinidad, aunque se observa una ligera
tendencia a incrementar la concentracién de glucdégeno, no hay

diferencias significativas en el tiempo.
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Figura 23. Niveles de glucdgeno hepatico tras la ingesta de alimento en tilapias roja
Oreochromis spp. T1: 0 ppt, T2: 10 ppt, T3: 20 ppt. ppt: partes por mil; h: horas. Cada valor

se corresponde a la media £ EEM, N=8. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.1.1 Concentracion de glucégeno hepatico por intervalos
tiempo de muestreo en salinidades de Oppt, 10ppt y 20ppt.

De manera general, la concentracion de glucégeno hepatico presenta
valores inferiores de concentracién en los peces con tratamiento de 20
ppt de salinidad, con respecto a los peces ubicados en 0 ppt y 10 ppt.

(Figura 24).
70 - 350 -
a a Oh s 4 h
80 A T 300 4
50 - b 250 -
40 A 200 -
b
30 + 150 b
20 + 100 -
10 4 50 4
0 0
300 - 500
o 8 h
S 250 12 h
= ] 400
Q
200 |
g’ 300 | |
‘O 150 4 T
8 200 |
S 100 4
(@)} 50 | 100 -
o
0 0
500 - 500 -
16 h 20 h
a a
400 | 400 - a
;
300 4 T 300 A
200 | |
) 200 b
100 A 100 A
0 0
0 ppt 10 ppt 20 ppt 0 ppt 10 ppt 20 ppt

Figura 24. Fluctuacién del glucdégeno hepatico por tiempo de muestreo (0h, 4h, 8h,
12h, 16h y 20h) en las tres baterias experimentales (Oppt, 10ppt y 20ppt de
salinidad) tras la ingesta de alimento en tilapias roja Oreochromis spp. ppt: partes
por mil; h: horas. Cada valor se corresponde a la media £ EEM, N=8. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.2 Fluctuacion de la concentracion del glucégeno cerebral en el
periodo de 20 horas, en salinidades de 0 ppt, 10 ppt y 20 ppt.

La figura 25 muestra que los niveles de glucdégeno cerebral
postprandial presentan una ligera tendencia creciente de |las
concentraciones en las tres baterias experimentales (0 ppt, 10 ppt, 20
ppt). Sin embargo, en salinidades de 0 ppt y 10 ppt los niveles de
glucdgeno presentan tendencia decreciente pasadas las 16 horas,
mientras que los ubicados en 20 ppt inician decrecimiento del glucdégeno
pasadas las 12 horas posprandial.
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Figura 25. Niveles de glucégeno cerebral tras la ingesta de alimento en tilapias roja
Oreochromis spp. T1: 0 ppt, T2: 10 ppt, T3: 20 ppt. ppt: partes por mil; h: horas.
Cada valor se corresponde a la media £ EEM, N=8. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.2.1 Concentracion de glucégeno cerebral por intervalos
tiempo de muestreo en salinidades de Oppt, 10ppt y 20ppt.

Nuestros resultados muestran que entre el periodo de 0-12 horas
los niveles de glucdégeno cerebral, de manera general, son mayores en los
peces presentes en salinidad de 20 ppt con respecto a los peces ubicados
en 0 ppt y 10 ppt. Caso contrario se observa a las 16 y 20 horas tras la
ingesta (Figura 26).
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Figura 26. Fluctuacion del glucégeno cerebral, por tiempo de muestreo (Oh, 4h,
8h, 12h, 16h y 20h) en las tres baterias experimentales (Oppt, 10ppt y 20ppt de
salinidad) tras la ingesta de alimento en tilapias roja Oreochromis spp. ppt: partes
por mil; h: horas. Cada valor se corresponde a la media + EEM, N=8. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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5.3 Correlacion del metabolismo del glucéogeno hepatico y
cerebral ante diferentes concentraciones salinas.

La Figura 27 muestra que existe correlacién significativa en la fluctuacién
de los niveles de glucdégeno hepatico y cerebral en salinidades de 0 y 10 ppt.

Cell Contents:
Correlation Coefficient
P Value
Number of Samples
Higado 10 ppm  Higado 20 ppm  Cerebro O ppm  Cerebro 10ppm  Cerebro 20 ppm
Higado 0 ppm 0.850 0344 0.163 0.127 0207
0.0319 0.504 0.758 0.810 0.694
& [ & [ &
Higado 10 ppm 0344 0.464 0.461 0283
0.504 0353 0.358 0.587
& & [ &
Higado 20 ppm -0.190 -0.210 0457
0.719 0.689 0362
& [ &
Cerebro 0 ppm 0.994 0223
0.0000523 0.672
[ [
Cerebro 10 ppm 0265
0.611
&
Cerebro 20 ppm

Figura 27. Correlacion del metabolismo del glucégeno hepatico y cerebral
ante diferentes concentraciones salinas.
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6. DISCUSION
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6.1 Caracterizacion preliminar del estudio:

El objetivo consistio en obtener evidencias, por primera vez en
tilapia roja (Oreochromis spp.), que permita evaluar el efecto de la
salinidad sobre el metabolismo del glucdgeno en tejido hepatico y
cerebral, tras la ingesta de alimento. En consecuencia, se disendé un
experimento de dos factores que analiza salinidad-tiempo de absorcion
de nutrientes y su reflejo en el metabolismo del glucégeno. Las
concentraciones salinas aplicadas son similares a las usadas por otros
investigadores para evaluar ritmos de crecimiento, porcentaje de
sobrevivencia y parametros hematoldgicos indicadores de estrés (Vieira
et al., 2015; Lawson y Anetekhai, 2011) en tilapia GIFT (Oreochromis
niloticus), estimulacidon simultanea de glucdlisis y gluconeogénesis en
intestino anterior (Yong et al., 2017) y niveles de expresion de ionocitos
branquiales en periodo de aclimatacién, de agua dulce a agua marina, en
tilapia roja (Jeerawat et al., 2016). Asimismo, se diseid el experimento
para evaluar la fluctuacion de los niveles de glucdégeno postprandial en

diferentes ambientes salinos (Yong et al., 2017).

Se sabe, que las tilapias pueden cultivarse en diferentes ambientes,
incluido el salino. Sin embargo, segun algunos investigadores, existen
rangos tolerables para cada especie: O. niloticus es cultivada
ampliamente en cuerpos de agua dulce; sin embargo, puede tolerar
ciertos niveles de salinidad entre 0-8 ppt (Vieria et al., 2015). No
obstante, a pesar de su capacidad de adaptacion a la salinidad, es menos
tolerante que otras especies de tilapia como O. aureus y O. mossambicus
(Kamal y Mair, 2005).

Estudios realizados en Oreochromis niloticus por miembros de
nuestro grupo de investigacion han encontrado que tras la ingesta de

alimento incrementan los niveles de glucosa plasmatica a las 4 horas
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postprandial (Castillo y Dominguez, 2018), y sabiendo que la
hiperglucemia induce incremento de los niveles de actividad de la
glucégeno sintetasa (Aguilar et al., 2010), es de esperarse que tras la
ingesta de alimento, en tilapia roja, incrementen los niveles de glucégeno
hepatico y cerebral en las areas establecidas como glucosensoras en
teledsteos (Polakof et al., 2007b). Asimismo, que a concentracién salina
de 20 ppt, los niveles de glucdgeno presenten valores inferiores a los
observados en peces cultivados en agua con 0 y 10 ppt de salinidad
pudiera deberse al consumo de energia para satisfacer los procesos de
osmorregulacién, tales como los cambios en el funcionamiento de las
células de cloro presentes en el epitelio de las agallas y la actividad de la
bomba Na*K*ATPasa (Guner et al., 2005). Otro factor interesante a
estudiar, es el efecto de la salinidad sobre el rendimiento del alimento
ofrecido versus ganancia en peso de pez. Para ello, es necesario evaluar
la tolerancia de la actividad-inhibicion de las enzimas digestivas en
presencia de diferentes concentraciones salinas (Moutou et al., 2004). Por
lo tanto, estos procesos podrian explicar resultados sobre indices de
ganancia de peso, factor de conversion alimenticia e indice de

sobrevivencia de peces en cultivo.
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6.2 Higado

De manera general, nuestros resultados muestran una tendencia
creciente de las concentraciones de glucdgeno hepatico a las 4 horas
postprandial, en las tres baterias experimentales (0, 10 y 20 ppt). La
bateria 0 ppt de salinidad muestra incremento significativo de la
concentracion de glucdgeno hepatico a las 4h postprandial y se mantiene
hasta las 20 h de finalizacidon del experimento. Sin embargo, la bateria de
10 ppt presentd diferencias significativas de la concentracién de
glucégeno hasta las 12 h postprandial y se mantuvo de manera similar a
la bateria de 0 ppt hasta las 20 h. En contraste, con los efectos
generalizados de las baterias 0 ppt y 10 ppt donde se observan diferencias
significativas de la concentracion de glucégeno en el tiempo; a 20 ppt de
salinidad, aunque se observa una ligera tendencia a incrementar la
concentracion de glucégeno, no hay diferencias significativas en el
tiempo. Ello sugiere, que la tilapia roja cultivada a 20 ppt de salinidad
presenta niveles de estrés superiores a las cultivadas a 0 y 10 ppt,
coincidiendo con estudios donde reportan incremento de los ionocitos a
nivel de las células branquiales durante procesos de aclimatacién en agua
salina (Jeerawas et al., 2016). Por consiguiente, considerando la
respuesta fisioldgica de los peces ante la variacidon de la concentracion
salina, podemos hipotetizar que hay una activacién del eje hipotalamo-
pituitaria-cromafin (HPC) que estd propiciando la liberacién de
catecolaminas (CAs), con la subsecuente degradacién del glucégeno
hepatico (Aguilar, 2010; Conde-Sieria, 2012), permitiendo la liberacién
de glucosa al torrente sanguineo para garantizar el funcionamiento
osmorregulatorio ante un estrés agudo. Es mas, en la bateria de 20 ppt,
debido a que nuestros organismos tras su aclimatacién se mantuvieron

en esa concentracion salina por un periodo de 15 dias, hasta la toma de
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muestras, el estrés observado podria también estar siendo mediado por
altos niveles de cortisol debido a la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
interrenal (HPI) (Flik et al., 2006; Gesto et al., 2014).

Se ha observado que tilapia O. mossambicus y O. aureus, que
habitan en el lago Salton del Sur este de California, toleran hasta 65 ppt
de salinidad a una temperatura de 25°C, con un minimo efecto sobre su
actividad osmorregulatoria. Asimismo, que la reduccidn de la temperatura
a 15 °C o el incremento a 35°C reduce grandemente la tolerancia a la
salinidad de estas especies (Sardella et al., 2007). Por lo tanto,
independientemente de la tolerancia a la salinidad de la tilapia, nuestros
resultados sugieren que la no acumulacién efectiva de glucdégeno hepatico
en los peces ubicados a 20 ppt, tras la ingesta de alimento, esta siendo
mediada por la activacion de los ejes HPC y HPI que podrian mantener
una ligera activacién de la GPasa debido a la liberacién de CAs y cortisol,

ocasionando estrés en los peces (Flik et al., 2006; Aziza y Khaldi, 2010).

Bajo este contexto, al evaluar la concentracion de glucégeno
hepatico por tiempo de muestreo (0h, 4h, 8h, 12h, 16h y 20h) en las tres
baterias experimentales (Oppt, 10ppt y 20ppt de salinidad), de manera
general, nuestros resultados muestran valores inferiores de los niveles de
glucdégeno hepatico en los peces con tratamiento de 20 ppt con respecto
a los peces tratados con 0 y 10 ppt de salinidad, coincidiendo con lo
reportado en otros estudios donde indican que incrementos de la salinidad
activan mecanismos osmorregulatorios directos a nivel de las células
branquiales (Jeerawas et al., 2016; Gilner et al., 2005) e indirectos
provenientes de la activacion de los ejes HPC e HPI (Conde, 2012;
Azpelata, 2013; Gesto et al., 2014; Otero, 2017).

No obstante, cabe sehalar, que los peces usados en nuestro

experimento permanecieron a una temperatura de 30 °C-32 °C, factor que
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podria estar generando algun efecto sobre el metabolismo del glucdégeno
debido a que valores inferiores o mayores de 25 °C de temperatura han
demostrado tener un efecto dramatico en la tolerancia a la salinidad en

los peces (Sardella et al., 2016).

6.3 Cerebro

El cerebro de los peces como tejido consumidor y almacenador de

glucosa.

El cerebro de los peces tiene las mayores tasas de utilizacién de
glucosa por unidad de peso con valores tan altos como los descritos en
ratas (Washburn et al., 1992). La principal diferencia a nivel del
metabolismo de la glucosa entre los peces y los mamiferos es la enorme
tolerancia de los peces a la hipoglucemia (Mommsen y Plisetskaya, 1991).
Sin embargo, cuando un pez activo que contiene niveles relativamente
bajos de glucdégeno en el cerebro, se encuentra en estado hipoglucémico;
por consiguiente, convulsiona y muere de un modo similar a lo que ocurre
en mamiferos (Leibson, 1973). Para explicar este extraordinario
fendmeno que ocurre en los peces, varios autores senalan que el carecer
de efectos perjudiciales debido a la hipoglucemia se debe principalmente
a su dependencia del metabolismo de lipidos y proteinas, y que los
requerimientos de glucosa en los tejidos como el cerebro podrian ser
excepcionalmente pequefios. Sin embargo, una importancia reducida del
metabolismo de la glucosa en el cerebro entra en conflicto con los
hallazgos de varios estudios que muestran cantidades importantes de
glucégeno en el tejido cerebral, no solo en teledsteos sino también en
cicléstomos (Schmidt y Wegener, 1988; Foster et al., 1993), que

ciertamente son mucho mas altos que los descritos en otros vertebrados.
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En este sentido, cabe mencionar que la actividad de la glucosa 6-fosfatasa
(G6Pasa) ha sido descrita en el cerebro de varias especies de peces
(Rovainen, 1970; Polakof et al., 2008a). Por tanto, es posible que las
reservas de carbohidratos en el cerebro le permitan a este tejido ser
relativamente auténomo del aporte de glucosa sanguinea, especialmente

durante alteraciones metabdlicas de duracion limitada.

En nuestro estudio hay prevalencia de dos agentes estresores
(salinidad-ingesta) de los cuales la salinidad podria ser responsable de la
activacion de los ejes HPI-HPC que pueden estar mediando la deplecién
del glucégeno hepatico para suplir la demanda energética de los procesos
osmorregulatorios, a través de la liberacion de glucosa al torrente
sanguineo (Flores, 2002; Barandica y Tort, 2008; Azpelata, 2013).
Estudio realizado por investigadores de nuestro laboratorio, en este
mismo experimento, muestran un incremento significativo de Ia
concentracion de glucosa plasmatica en el grupo de peces control de la
bateria 20 ppt de salinidad, con respecto a los grupos controles de las
baterias 0 ppt y 10 ppt de salinidad (datos no publicados). De igual forma,
los resultados obtenidos en nuestro experimento muestran que los peces
ayunados, presentes en ambientes de 20 ppt de salinidad presentan
concentracion de glucégeno cerebral superior a los observados en el
cerebro de los peces ubicados en 0 ppt y 10 ppt. Por consiguiente, es
posible que la prevalencia de altos valores de glucosa sanguinea debido a
la activacion de los ejes HPI-HPC podria estar supliendo las necesidades
energéticas cerebrales (Conde, 2012; Polakof, 2007c; Aguilar et al.,,
2010; Aguilar, 2011) en los peces ubicados en 20 ppt de salinidad,
contribuyendo con la estabilidad de la concentracion del glucégeno. En
oposicidon a lo descrito anteriormente, los niveles de glucdgeno cerebral,
en los peces ubicados en 0 ppt y 10 ppt, son menores significativamente

que los ubicados en 20 ppt de salinidad, sugiriendo que los bajos valores
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de glucemia podrian propiciar la respuesta de consumo de glucégeno
local, de manera similar a como ocurre en salmoénidos hipoglucémicos
inducidos por tratamiento con insulina o privacion de alimento. En esta
especie, los niveles de glucdégeno disminuyen en el cerebro, apoyado por
los cambios observados en el ratio de actividad de las enzimas
GSasa/GPasa (Soengas et al., 1996, 1998b; Polakof et al., 20073,
2008a). Por ello, bajo condiciones de hipoglucemia severa o de privacién
de alimento durante largos periodos, la glucosa almacenada en el cerebro
suple las necesidades del mismo. Este fendmeno también ha sido descrito
en mamiferos, donde el glucdogeno cerebral proporciona combustible
durante periodos de tiempo en que los niveles de glucosa plasmatica
disminuyen (Choi et al., 2003).

Por otro lado, tras la ingesta de alimento, se observa una tendencia
creciente de la concentracidon de glucogeno cerebral, en las tres baterias
experimentales (0 ppt, 10 ppt, 20 ppt), de manera similar a lo observado
por otros investigadores (Conde-Sieria, 2012). Sin embargo, en los peces
ubicados en 0 ppt y 10 ppt los niveles de glucdgeno presentan tendencia
decreciente pasadas las 16 horas, mientras que los ubicados en 20 ppt
inician decrecimiento del glucégeno pasadas las 12 horas postprandial,
indicando que el incremento glucémico propiciado por la ingesta de
alimento (datos no publicados por el laboratorio) es detectado por las
areas glucosensoras cerebrales e inducen la actividad GSasa (Soengas et
al., 1996, 1998b; Polakof et al., 2007a, 2008a) para el almacenamiento
de glucégeno. No obstante, la disminucion de los niveles de glucosa
plasmatica a 20 ppt, en este experimento (datos no publicados) y la pobre
acumulacion de glucdogeno hepatico podrian ser responsables del
decrecimiento de los niveles de glucégeno pasadas 12 postprandial. Sin

embargo, de manera general, en las tres baterias a las 20 horas
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postprandial los niveles de glucdégeno retornan a niveles similares al grupo

control.

Hemos demostrado que la concentracién salina de 20 ppt en el
ambiente acuatico de tilapia roja Oreochromis spp., induce cambios en
los parametros implicados con la glucosensibilidad en higado y cerebro,
similares a lo observado por Chang et al. (2007) en higado y branquias
de O. mosambicus bajo condiciones de aclimatacion de agua dulce a agua
con 25 ppt de salinidad. Lo cual se corrobora con la correlacién
significativa del metabolismo del glucdgeno hepatico (R: 0.85; P=0.03) y
cerebral (R: 0.994; P=0.00005) tras la ingesta de alimento, entre las

concentraciones salinas de 0 y 10 ppt, encontrada en nuestro estudio.
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7. CONCLUSIONES

1. Tras la ingesta de alimento, se observaron diferencias significativas de
la concentracién de glucdgeno hepatico, a las 4 horas postprandial,
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manteniendo esos valores hasta las 20 horas, en concentraciones de 0
ppt y 10 ppt. No obstante, en concentracién salina de 20 ppt, aunque se
observé una ligera tendencia a incrementar la concentracién de glucégeno
hepatico, no hay diferencias significativas en el tiempo con respecto al
grupo control.

2. Se observo incremento significativo de la concentracion de glucégeno
cerebral en O ppt y 10 ppt a las 16 horas postprandial y en 20 ppt de
salinidad a las 12 horas. Posteriormente, decrece significativamente a
nivel del grupo control.

3. De manera general, la concentracién de glucdgeno hepatico presenta
similar comportamiento en las concentraciones salinas de 0 ppt y 10 ppt,
desde las 0 horas hasta las 20 horas de final del experimento. En
contraste, a concentracién salina de 20 ppt los niveles de glucdégeno
hepatico presentan niveles inferiores a los observados en 0 ppt y 10 ppt
de salinidad, en los mismos periodos de tiempo.

4. Entre las cero y doce horas postprandial, de manera general, los peces
sometidos a concentracion salina de 20 ppt presentaron incremento
significativo de las concentraciones de glucégeno cerebral con respecto a
los peces ubicados en 0 ppt y 10 ppt de salinidad. No obstante, a las 16
y 20 horas las concentraciones de glucdégeno cerebral en 20 ppt fueron
significativamente menores que las observadas en 0 y 10 ppt de salinidad.

5. La fluctuacion de los nivele glucdégeno hepatico y cerebral, en el tiempo,
presentan correlacién significativa entre las salinidades de 0 ppt y 10 ppt
(R: 0.85; P=0.03) y (R: 0.994; P=0.00005), respectivamente.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo de fin de
master proporcionan evidencias del efecto de la salinidad sobre el
metabolismo del glucdgeno hepatico y cerebral, asi como su respuesta
tras la ingesta de alimento. Los bajos niveles de glucdogeno hepatico en
20 ppt de salinidad, sugieren la probable activacion de los ejes HPI y HPC
para el mantenimiento de la osmorregulacién. Por consiguiente, las
tilapias cultivadas en 20 ppt podrian presentar niveles de estrés mayores
a las cultivadas en 0 ppt y 10 ppt de salinidad.
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8. RECOMENDACIONES
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1. Realizar investigaciones que permitan evaluar el efecto de
los diferentes agentes estresantes, y comprender como se da
la activacion de los ejes fisioldgicos de respuestas en los
organismos en cultivo, principalmente en aquellas especies de
importancia en la acuicultura de Nicaragua.

2. Divulgar los resultados denotando la importancia de trabajos
investigativos de este tipo con un lenguaje coloquial, para que
pueda ser facilmente comprendido por los pescadores que se
dedican a las actividades de acuicultura.
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