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RESUMEN

En la basqueda de marcadores moleculares reguladores de apetito para corvina Cilus gilberti
bajo condiciones de cultivo, se estudio la expresion génica de las hormonas grelina y leptina. La
grelina, un péptido gastrointestinal, que desempefia un papel estimulante en la ingesta de
alimentos en mamiferos y peces teledsteos. La leptina, hormona que se encuentra tanto en
mamiferos como en peces, y desempefia un papel fundamental en la regulacion de diferentes
procesos fisioldgicos, como el apetito, el metabolismo lipidico, el crecimiento, la reproduccion, el
estrés y la respuesta inmunitaria. El estudio tuvo como objetivo investigar la expresion y la
capacidad orexigeénica de la grelina acilada (cgGhre) y no acilada (D-cgGhre) en juveniles de C.
gilberti, analizando la expresion de ARNmM en estdbmago. Ademads, se obtuvo secuencias
codificantes de esta hormona, para luego identificar el péptido maduro. Los resultados mostraron
que el estbmago tuvo mayor expresion de ARNm de la hormona, con mayores niveles expresion
en periodo preprandial, disminuyendo al final del periodo. También, se obtuvo la expresion de
ARNmM del receptor de grelina (GHS-R), en los érganos gastrointestinales, lo que apunta a una
regulacion orexigénica periférica en estos tejidos; cuyos resultados sugieren que la grelina de C.
gilberti conserva la capacidad orexigénica descrita en otros peces teledsteos, con una funcién
reguladora en el en el tracto gastrointestinal (TGI) y sistema nervioso central. De igual manera se
investigod la leptina en C. gilberti (cgLep), evaluando su expresion génica bajo diferentes
condiciones de cultivo y alimentacion. Los resultados indicaron que la secuencia de codificacion
de cglLep produce una prohormona de 137 aminoéacidos, conservando residuos de cisteina
relevantes en la integridad estructural. Los perfiles basales de expresidon génica de esta hormona
revelaron que dieron principalmente en el higado, seguido del musculo blanco. Por el contrario,
su receptor (cgLepR) mostraron niveles mas altos en el musculo blanco. Ademas, se observo que
C. gilberti en estado posprandial mostraron una regulacion al alza de la cglep hepatica.
Simultdneamente, el cgLepR mostré un aumento significativo a nivel cerebral durante la fase
preprandial. La exposicion a la hipoxia aguda revel6 una notable regulacion al alza de cglLep
después de dos horas de esa esa condicion, volviendo a su linea de base de normoxia después de
seis horas de hipoxia. Finalmente, los peces estudiados cultivados a 15 Kg/m® mostraron una
variabilidad individual significativa en niveles de expresion hepatica de leptina, en comparacion

con los cultivados a 25 o 35 kg/m?, lo que sugiere que la leptina se expresa principalmente en el
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higado, influenciada por los periodos de ayuno y estrés cronico, inducido por la baja densidad
poblacional, lo que podria influir en la ingesta de alimento, destacando la importancia de

considerar estos factores en el disefio e implementacion de practicas de acuicultura para C.gilberti.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El crecimiento de la poblacién humana en el planeta esta generando incremento de la demanda
de plantas y animales acuaticos para el consumo y otros usos, aumentado los niveles de presion de
la pesca de captura, llegando a sus limites en los Ultimos afios; lo que ha generado que la acuicultura
sea el sector alimentario de mas répido crecimiento en el mundo, con la mayor diversidad de
especies cultivadas, favoreciendo la seguridad econémica, social y ecologica (FAO, 2017), razén
por la cual, diferentes paises estan impulsando el desarrollo de la acuicultura de peces, con el
objetivo de introducir al mercado nuevas especies para el consumo humano.

Los peces pertenecientes a la familia Sciaenidae, incluye alrededor de 70 géneros y 270
especies, y se encuentran distribuidas en regiones templadas y tropicales del mundo. Estos
animales, se consideran especies euritermas y eurihalinas, es decir, que pueden tolerar altas gamas
de temperatura (2 a 38°C), asi mismo, pueden tolerar alta gama de salinidad en su entorno (5 a
39%), permitiéndoles ingresar a desembocaduras de rios y lagunas en estuarios (Cardenas et al.,
2011). También, debido a la calidad de su carne, varias especies de la familia Sciaenidae se cultivan
a nivel comercial y/o han iniciado su produccion experimental. En China, se cultiva la corvina
amarilla (Larimichthys crocea), especie con mayor produccién a nivel mundial (Hong y Zhang,
2003). A una menor escala se encuentra la Argyrosomus japonicus en Australia, Sudéafrica y
Taiwan; Argyrosomus japonicus regius en Espafia, Egipto, Francia, Italia, Marruecos y Turquia,
Micropogonias funieri en Uruguay; Sciaena umbra en Grecia y Turquia; Sciaenops ocellatus en
EE. UU, China, Ecuador, Israel, Martinica, México y Taiwan; Umbrina cirrosa en Chipre, Espafia,
Grecia, Italiay Turquia (Cérdenas, 2011). Asi, los esciénidos se convierten en una familia de peces
atractiva para diversificar la acuicultura de peces en el mundo.

En aguas marinas de América, existen diferentes especies de peces pertenecientes a la familia
de los esciénidos y que son valorados por la calidad de su carne. Es posibles encontrar a la corvina
pinta (Cynoscion nebulosus), corvinata real (Cynoscion regalis) en EE.UU. y México; corvina
golfina (Cynoscion othonopthreus) en México; corvina boquinaranja (Cynoscion xanthulus) en
EE.UU.; corvinon amarillo (Micropogonias funieri) en Uruguay (Cardenas, 2012). En El Salvador,
segun un estudio realizado en 2007 en la zona oriental del pais (Golfo de Fonseca), registraron
mayor abundancia de los esciénidos Cynoscion phoxocephalus, Cynoscion squamipinnis y
Isopisthus remifer (Chicas, et al., 2012), por lo cual, peces de esta familia se vuelven

potencialmente estratégicas para impulsar la acuicultura en paises tropicales.



En el pacifico de Chile, se encuentra reportada la corvina Cilus gilberti, (Abbott, 1899),
conocida coloquialmente como corvina chilena, corvina pampera o corvina tambor; endémico de
Chile, con una distribucion desde la region de Chiloé por el sur, hasta la zona norte del Perq,
incluyendo el Islas Galapagos (Figura.1), con un rango de profundidad que va desde 1 a 50 metros,
y puede encontrarse en fondos arenosos y rocosos costeros (Béarez, 1995). Es una especie
carnivora depredadoray se alimenta de peces y crustaceos; (Fernandez y Oyarzdn, 2001), pudiendo
alcanzar alrededor de 120 cm de longitud total (Béarez, 1995), aunque el tamafio promedio de
pesca ronda los 50 cm de longitud total (Mann 1954), logrando el principio de su madurez a un
tamafio medio de 54,8 cm de longitud total (Oyarzun et al. 1999), entre 3 y 6 afios de edad.

Figura 1. Distribucion geografica de Cilus gilberti. Extraido de Oyarzln et al., (2001).

Debido a su calidad nutricional, este pez ha sido incluido como una de las especies de los
programas de diversificacion acuicola en Chile. Fundacién Chile (FCh), con el apoyo de la
Cooperacion de Fomento de la Produccién (CORFO), desde el afio 2011 trabajo con tecnologias
encaminadas al cultivo de dicho esciénido, logrando cerrar su ciclo productivo, desde la
reproduccion, fase larvaria y finalizando en el engorde, lo que apunta a mejorar el rendimiento
productivo. Al respecto, uno de los parametros importantes a considerar en este proceso, es la
densidad de cultivo, la cual si no se evalla apropiadamente podria inducir estrés cronico en los
individuos, provocando consecuencias negativas en su crecimiento. El efecto de la densidad de

cultivo puede activar las rutas del estres y reguladores de apetito, afectando las sefiales endocrinas
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periféricas del control de la ingesta (Sun et al., 2017), siendo esto determinante en la acuicultura,
ya que varias especies pueden tener un comportamiento agresivo que resulta en la presencia de
individuos dominantes y subordinados, los cuales pueden presentar importantes diferencias del
comportamiento alimentario entre ellos (Rgnnestad et al., 2017), ademaés, los peces mantenidos en
condiciones ideales se desarrollan eficientemente, responden mejor a patogenos y factores
estresantes, mostrando tasas de crecimiento superiores (Bernier y Peter, 2001). Por otra parte
sefialar que los sitios elegidos para la etapa de engorde de esta especie, enfrentan frecuentes
periodos de hipoxia, por lo tanto, es otra variable que debe tenerse en cuenta, para mejorar su
rendimiento productivo en jaulas marinas (Alvarez et al., 2020). Tanto la densidad de cultivo como
la hipoxia pueden gatillar efectos perjudiciales en la ingesta de alimentos, provocando pérdidas
econdmicas a los productores, y por otro lado, el alimento no consumido se deposita en el fondo
marino, afectando los ecosistemas donde se cultivan estos organismos.

Considerando que la ingesta adecuada de alimentos, la absorcion de nutrientes, y
posteriormente convertida en energia, se convierte es el combustible necesario para la
sobrevivencia de todos los animales, vital para el crecimiento, respuesta inmunoldgica y
reproduccion. Sin embargo, los requerimientos nutricionales varian segun el ciclo de vida, el estado
fisiologico y reproductivo de los animales, la alimentacién es un comportamiento complejo, que
esta regulado por sefiales neuroendocrinas centrales y periféricas.

En este contexto, la presente investigacion aborda el estudio de dos hormonas que cumplen
roles antagonicos en la regulacién de la ingesta de alimentos en animales, incluidos los peces. Por
una parte, se estudio a Grelina, un neuropéptido expresado principalmente en el estbmago de peces,
y que se le atribuye un rol orexigénico, en diferentes especies de peces, es decir, inductor del
apetito. Mientras que la hormona leptina, es una proteina con diferentes funciones fisioldgicas
actuaria como un inductor de saciedad. De esta manera, se vuelve necesario comprender los
mecanismos detras de la ingesta de alimentos en peces, para identificar aquellas moléculas que

cumplen un rol clave en regular dicho proceso.

1.1 Importancia de la expresion génica en acuicultura

Alcanzar el tamafio comercial de los peces cultivados se vuelve un importante desafio en esta
industria, ya que respuestas fisioldgicas estan asociadas a estos parametros productivos, que para

el caso, estan reguladas por el efecto de la hormona de crecimiento (GH) y el factor de crecimiento
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similar a insulina (IGF) (Vélez et al., 2017); en este sentido, las granjas acuicolas utilizan crias
selectivas como herramienta para mejorar la eficiencia bioldgica de la produccién, con una tasa de
crecimiento de ganancia genética del 12,5% promedio por generacion, con la finalidad de aumentar
la conversion alimenticia y supervivencia, logrando mayor eficiencia en el uso de los recursos
alimenticios, mano de obra, agua, asi como &reas terrestres y marinas disponibles (Gjedrem et al.,
2012).

Por lo tanto, la supervivenciay capacidad de adaptacion de un organismo al entorno cambiante,
esta relacionada con la variacion genética, y conduce a la diferenciacion que pueda existir a nivel
de poblacion, donde el desarrollo de marcadores moleculares pueden jugar un papel importante, en
capacidad para identificacion especies, variacion genética y poblacional, ademas la comparacién
entre poblaciones silvestres y de criadero (Chauhan y Rajiv, 2010).

La comprension de la epigenética en peces de agua dulce como marinos, son areas en la
acuicultura, como la manipulacion ambiental, cuya intencién es inducir una "memoria epigenética"
ya sea dentro o entre generaciones, para producir un fenotipo deseado. En segundo lugar, podria
ser la seleccidn epigenética, que, sola 0 combinada con la seleccion genética, puede aumentar la
confiabilidad de producir animales con los fenotipos deseados, mediante mecanismos epigenéticos,
incluida la metilacion del ADN, modificaciones de histonas y ARN no codificante (Gavery y
Roberts, 2017)

Allen et al., (2021), en un estudio con cojinoba (Seriolella violacea), especies de interés
comercial en América del Sur, al medir variables como el metabolismo, la capacidad y eficiencia
de natacion, proporciones de musculo rojo y blanco, asi como parametros bioquimicos (aerébicos
y anaerdbicos) asociados con la glucosa, lactato plasmatico y actividades de las enzimas
musculares; se concluy6 que esta especie, tiene una tasa metabdlica moderada en comparacion con
otras especies peldgicas, muestra comportamiento de cardumen, es maniobrable a bajas
velocidades debido al uso de aletas pectorales, pero tiene eficiencias de natacion Optimas a
velocidades mas altas, lo que sugiere que son factores beneficiosos para para el crecimiento y el

bienestar de la especie.



1.2 Regulacién de la expresion génica

La regulacion de la expresion génica, podria explicarse como el proceso ordenado de las
macromoléculas involucradas en la transmisién de la informacion genética a nivel de la sintesis de
acido ribonucleico (ARN) a partir de ADN (transcripcidn), asociadas a la actividad y morfologia
de la célula, contribuyendo con el organismo a responder a su entorno, la cual se lleva a cabo por
una variedad de mecanismos, entre ellos la modificacion quimica de los genes y la activacion o
desactivacion de los mismos, mediante su asociacion con proteinas reguladoras. Entre estos
mecanismos tenemos la metilacion del ADN, las modificaciones postraduccionales de las histonas,
el silenciamiento génico mediado por ARN no codificantes (Cavagnari, 2012); sin embargo, no
todos los factores de transcripcidn son sensibles a la metilacion del ADN que ocurre dentro de sus
sitios de unién, ya que se han descrito de manera alternativa proteinas de unién a metil-CpG que
se unen al ADN metilado, produciendo una estructura de cromatina represiva (Bommarito y Fry,
2018). Todo esto es de suma importancia para que un organismo sobreviva y pueda desarrollarse
en la naturaleza, este debe responder y adaptarse a los cambios ambientales, y lo hace detectando
sefiales externas y traduciéndolas en comportamientos a través de cambios en la actividad sinéptica
(Bhat et al., 2021). Aqui radica la importancia que tiene el hipotdlamo que integra aportes
provenientes de factores que estimulan (orexigénicos) e inhiben (anorexigénicos) el consumo de
los alimentos (Volkoff et al., 2005).

Las nuevas tecnologias que analizan las transcripciones de ARN presentan nuevos conceptos
y oportunidades en apoyo de la produccion pesquera sostenible, donde las herramientas genémicas
han aumentado rapidamente en la investigacion acuicola, donde se abordan aspectos de la salud de
los peces, la toxicologia y los efectos de genes funcionales implicados en el crecimiento, la
maduracion y el desarrollo de la vida. A nivel genémico se estan abordando: genémica evolutiva
y biodiversidad, respuestas fisioldgicas adaptativas en entornos cambiantes, y gendmica
conductual adaptativa (Nielsen y Pavey, 2010).

La conversion del cédigo genético en proteinas funcionales, conocidas como expresion
geneética, es crucial para determinar los rasgos de un organismo, donde la regulacion génica
controla el momento y la cantidad de genes involucrados. En acuicultura es de suma importancia
comprender estos mecanismos genéticos, para identificar rasgos fisiologicos relevantes en la
produccidn, asi como para elegir poblaciones reproductoras adecuadas y/o facilitar su adaptacion

(Sharma et al., 2024). En estudios realizados con peces ciprinidos rohu (Leabeo rohita) se pudo



demostrar el rol orexigénico de la grelina y anorexigénico de la leptina, durante periodos de ayuno
y sobrealimentacion, mantuvieron la homeostasis energética mediante la regulacion del
metabolismo de los nutrientes (Dar et al., 2018).

En la actualidad, se cuenta con nuevas tecnologias que permiten la cuantificacion precisa de
los amplicones mediante RT-PCR, usando marcadores fluorescentes, como el SYBR Green I,
que mediante su union a acidos nucleicos de doble cadena valora la cantidad de DNA presente en

cada ciclo de amplificacion (Bonilla et al., 2002).
1.3 Regulacién neuroendocrina de la alimentacion en peces

La ingesta adecuada de alimentos (nutrientes) es el combustible necesario para la sobrevivencia
de todos los animales, posteriormente, estos nutrientes se convierten en energia para el crecimiento,
respuesta inmunoldgica y reproduccion. Sin embargo, los requerimientos nutricionales varian
segun el ciclo de vida, el estado fisiologico y reproductivo de los animales, es decir, la alimentacion
es un comportamiento complejo, que estd regulado por sefiales neuroendocrinas centrales y
periféricas. De esta manera, la ingesta de alimentos estd modulada por reguladores que se
encuentran tanto en el cerebro como en tejidos periféricos (Volkoff, 2016). Es decir que la
regulacion del apetito es un mecanismo fisiolégico controlado por una amplia variedad de
neurosefiales (Matsuda et al., 2011). Estas sefiales pueden ser endocrinas, actuando como
neuropéptidos de pequefio tamafio o proteinas, los cuales pueden inducir el consumo de alimentos,
denominandose orexigénicos, mientras las que lo inhiben son denominadas anorexigénicos
(Conde-Sieira et al., 2018).

En peces como en mamiferos, los sistemas neuronales orexigenos y anorexigenos estan
morfoldgica y funcionalmente conectados, formando una red interconectada en el hipotdlamo para
controlar la ingesta de alimentos (Volkoff, 2016;Rennestad et al., 2017). Ademas, muchas
moléculas identificadas en vertebrados superiores han sido descritas también en peces teledsteos.

Es el caso de los neuropéptidos orexigénicos NPY (neuropéptido Y), orexina, galanina y R-
endorfina; todos ellos sintetizados principalmente en tejido hipotalamico. Mientras que grelina,
pareciera ser la principal hormona periférica que se expresa en el estdmago en diferentes peces
teledsteos. También se han descrito neuropéptidos anorexigénicos como el transcrito relacionado
con cocaina y anfetaminas (CART), el cual es se considera un potente péptido anorexigénico en
mamiferos (Letters to Nature, 2001) y en aves (Tachibana et al., 2003). Se considera que es un

neurotransmisor y hormona clave en la regulacion de diversos procesos bioldgicos, como la ingesta
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de alimentos, el mantenimiento del peso corporal, sumado a la respuesta al estrés, efectos

psicoestimulantes y funciones endocrinas (Lau y Herzog, 2014).

1.3.1 Neuropéptidos orexigénicos

1.3.1.1 Neuropéptidos Y (NPY)

La familia de neuropéptido Y, estd formada por el neuropéptido Y (NPY), que se expresa en
los sistemas nerviosos central y periférico, mientras que los péptidos YY (PYY), el polipéptido
pancreatico (PP), son péptidos endocrinos intestinales. Los tres péptidos tienen 36 aminoacidos y
actlan sobre receptores acoplados a proteinas G. EI NPY y el PYY estan presentes en todos los
vertebrados, mientras que el PP probablemente ha surgido como una copia del PYY en un
antepasado tetrapodo primitivo. En los peces 6seos y cartilaginosos, NPY y PYY tienen sélo 5-6
diferencias, con una localizacion neuronal mas extensa de PYY, lo que indica un solapamiento
funcional entre ambos péptidos (Larhammar, 1996).

El sistema NPY en vertebrados, es uno de los neuropéptidos méas abundantes del cerebro, y
participa principalmente en la regulacion de la ingesta de alimentos, también esta relacionado con
el proceso de envejecimiento, con efectos positivos en la supervivencia neuronal mediante la
modulacion de la autofagia. En peces longevos (Nothobranchius furzeri y Danio rerio) el NPY
esta relacionado con la edad en cerebro e intestino anterior, respectivamente. En ambas especies
de peces solo se ha identificado Npya, mientras que en los demas teledsteos se han identificado dos
clases de NPY (Npya y Npyb) (Giaquinto et al., 2022).

El NPY en peces también es un potente factor orexigénico, comprobado mediante un estudio
con pez dorado (Carassius auratus), al que se administré una inyeccién intacerebroventricular de
NPY (gNPY), provocando un efecto dependiente de la dosis, y aumentando la ingesta de alimentos
(Narnaware et al., 2000)

1.3.1.2 Orexinas (OX)

Las orexinas también conocidas como hipocretinas, son neuropéptidos segregados por el
hipotalamo, la cual se divide en orexina-A (OXA) y orexina-B (OXB), que derivan de un precursor
comun secretado por las neuronas hipotalamicas. Estas acttan sobre el receptor (OX1R) y el

receptor de orexina-2 (OX2R). Tanto las neuronas de orexina, asi como los receptores, estan
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ampliamente distribuidos en diversas regiones del cerebro, asi como en el sistema periférico, y
tienen una amplia diversidad de funciones fisiologicas (Xia et al., 2023).

Estos neuropéptidos hipotalamicos se identificaron inicialmente en el cerebro de ratas como
ligandos enddgenos de un receptor acoplado a proteina G; los cuales intervienen en muchas
funciones fisioldgicas, entre ellas la regulacion del comportamiento alimentario, la vigilia y las
funciones autondémicas/neuroendocrinas y los estados de suefio/vigilia en mamiferos (Soya y
Sakurai, 2020).

Las orexinas actian como factor orexigénico para la regulacion del apetito y la ritmicidad en
mamiferos, sin embargo, en peces de colores, cuando se le administrd orexina A
intracerebroventricular (ICV), afectando la ingesta de alimentos, y también a la actividad
locomotora (Nakamachi et al., 2014). Ademas, también se ha descubierto que participa en la
regulacion de una serie de funciones, tales como como el sexo, las interacciones sociales y sobre
todo, los comportamientos relacionados con la recompensa (Haghparast et al., 2017); también se
ha descrito que en peces, intervienen en la homeostasis energética, para el caso, la orexina-A

participa en el metabolismo de la glucosa (Yang et al., 2020).

1.3.1.3 Galaninas (GAL)

Los péptidos bioactivos galanina, spexina y kisspeptina, son filogenéticamente relacionados y
descendientes de un gen ancestral comun, cuyas funciones fisiologicas se siguen investigando. Se
considera que intervienen en la regulacion del metabolismo, la funciéon de las células B
pancredticas, la homeostasis energética, el estado de &nimo y el comportamiento en varias especies,
como el pez cebra (Danio rerio), roedores y seres humanos (Mills et al., 2021). Ambos péptidos,
galanina (GAL) y spexina (SPX)) son dos neuropéptidos multifuncionales que comparten los
receptores GAL 1, 2 y 3, y que varios estudios han demostrado funciones en la regulacion
energética, la reproduccion y la respuesta al estrés. EI SPX actla como factor de saciedad para
suprimir la ingesta de alimentos, mientras que la GAL tiene efecto contrario como factor
orexigénico, y modula la actividad de las neuronas de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) en el cerebro y de las células gonadotrépicas en la hipofisis (Mohd Zahir et al., 2022)

Aunqgue se sabe que la GAL interviene en el cuidado parental en roedores, asociados a la

alimentacion, sin embargo, en los peces, sigue siendo poco conocido, pero en el pez ciclido



Astatotilapia burtoni, el papel de GAL mostr6 comportamientos importantes en la alimentacion y
el cuidado materno (Butler et al., 2020).

Las evidencias sugieren un posible papel en la regulacion de la reproduccion en peces, lo cual
se prob6 al aislar y caracterizar dos transcritos alternativos de GAL en lubina europea
(Dicentrarchus labrax), que codificaron para dos prepropéptidos (gal MT853221) vy
(gal_MT853222), de 29 y 53 aminoacidos respectivamente, ambos expresados en cerebro, hipofisis
y gonadas, y parecen estar regulados de forma diferencial en machos y hembras. En los machos,
gal_MT853222 en el hipotdlamo y gal_MT853221 en la hipdfisis, lo que sugiere la posible
implicacion de GAL producida localmente en la gametogénesis y que su produccion esta regulada

de forma diferencial en las génadas masculinas y femeninas (Martins et al., 2021).

1.3.2 Neuropéptidos anorexigenicos

Se ha descrito que factores anorexigénicos identificados primeramente en mamiferos, también
son expresados en cerebro y tejidos periféricos de teledsteos. Algunas de estas neurohormonas son
bombesina y el factor de liberacion de corticotropina (CRF), a nivel cerebral. Mientras los
neuropéptidos colecistoquinina (CCK), leptina y taquicininas se expresan principalmente en
organos del sistema gastrointestinal, tales como el intestino (Lin, Volkoff, et al., 2000).

Hasta ahora, se desconoce exactamente la forma en la cual las sefiales anorexigénicas y
orexigénicas son reguladas molecularmente en peces; sin embargo, se ha descrito la abundante
presencia del receptor de la hormona leptina en areas del hipotalamo involucradas en el control del
apetito en peces (Yan, et al., 2016).

1.3.2.1 Hormona liberadora de corticotropina (CRH)

La hormona liberadora de corticotropina (CRH), denominada primeramente factor de
liberacion de corticotropina (CRF) hasta su caracterizacion, y considerada la neurohormona
hipotalamica del eje corticotropico, también conocido como eje hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal
(HPA) implicado en el control de respuesta al estrés. La CRH controla la producciéon de
corticotropina (ACTH) en la pituitaria, que a su vez controla la produccion de corticosteroides en
las glandulas suprarrenales en mamiferos, aves y reptiles, y por los interrenales en anfibios y
teledsteos (Rousseau et al., 2021; D. Yuan et al., 2021).



En vertebrados, la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es un neuropéptido
hipotalamico, que pertenece a la familia de neuropéptidos, que incluye urocortinas, urotensina I y
sauvagina, donde, la CRH y la urocortina actian como factores anorexigenos para la regulacion de
la saciedad (Matsuda, 2013). En mamiferos, se sabe que CRH induce la liberacion de hormonas
adenohipofisarias como la hormona adrenocorticotropica (ACTH), B-endorfina, y la hormona
estimulante de los melanocitos oo (MSH) de la pituitaria; ademas se sabe que estos péptidos
desempefian multiples funciones en el desarrollo animal y también en la adaptacion fisiologica y
conductual al medio ambiente (Kubota et al., 2012).

En muchos vertebrados, la familia de péptidos de la hormona CRH consta de cinco miembros
(CRH1, CRH2, UCN/UTS1, UCN2 y UCN3), cuyos genes difieren en el patrén de expresion, asi
como en la afinidad del receptor, lo que les permite utilizar a una amplia gama de funciones en una
variedad de especies, y que a nivel cerebral presentan caracteristicas espaciales de expresion
conservadas y diferenciadas (Grone et al., 2021). Los cinco genes existen en representantes de
peces cartilaginosos, peces de aletas rayadas y peces de aletas lobuladas (Cardoso et al., 2020).

En mamiferos se ha estudiado la relacion social del estrés, reduciendo asi la respuesta de
cortisol o corticosterona a un determinado factor estresante. Estudios recientes en peces sugieren
que también ocurre en especies solitarias, especies gregarias que forman grupos sueltos y especies

con estructuras y vinculos sociales bien definidos (Gilmour y Bard, 2022).

1.3.2.2 Transcrito relacionado con cocaina y anfetaminas
(CART)

El transcrito relacionado con cocaina y las anfetaminas (CART) es un neuropéptido
descubierto por primera vez en el cuerpo estriado del cerebro de ratas. Posteriormente, se descubrio
que la secuencia genética y la funcion del péptido se conservaba entre diferentes especies de
mamiferos, donde la expresion del ARNm de CART se ha observado ampliamente en todo el
sistema nervioso central y periférico, lo que sugiere que tienen un papel en diversas funciones
fisiolégicas en respuesta a los estados metabolicos (Singh et al., 2021).

AUn no esta claro como las actividades antagonicas de CART y NPY en la modulacion de la
plasticidad del circuito, ya que complejamente tienen potentes funciones anoréxenicas y
orexigénicas, respectivamente, y la expresion depende del estado energético en las neuronas

interoceptivas (Bodas et al., 2023).
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Estudios realizados con salmén atlantico (Salmo salar), revelo la existencia de 10 CART
paralogos: cartla, 1b1, 1b2, 2a, 2b1, 2b2, 3al, 3a2, 3b, y 4.; de manera general, las secuencias de
compartian entre el 19 y el 50% de identidad con el homologo humano, y entre el 25y el 90% de
identidad de secuencia entre los paralogos, excepto Cart4, que sélo compartia entre el 18 y el 23%
de identidad (Kalananthan et al., 2021).

El péptido CART desempefia un papel clave en la homeostasis energética en todos los
vertebrados, demostrado mediante la utilizacion de renacuajos prometamorficos de Euphlyctis
cyanophlyctis en ayuno o inyectando glucosa o 2-deoxiD-glucosa intracranealmente (2DG; un
antagonista de la glucoprivacion inducida por glucosa), cuyos resultados mostraron que la
administracion de glucosa aumenté la inmunorreactividad CART en las neuronas entopedunculares
(EN), el area preoptica (POA), el hipotdlamo ventral (vHy) y el nlcleo de Edinger Westphal (EW),
mientras que las células CART positivas disminuyen en respuesta al ayuno y la glucoprivacion
(Shewale et al., 2021).

La respuesta al estrés y las funciones especificas de las diferentes vias reguladoras en los peces,
en particular la regulacion de los genes del apetito como consecuencia de la exposicion a diferentes
factores estresantes como la manipulacion del tanque, exposicion al aire y recompensa de alimento
en carpas koi (Cyprinus carpio), donde se investigaron genes orexigénicos y anorexigénicos en
cuatro regiones cerebrales diferentes (telencéfalo, hipotalamo, tectum Optico y rombencéfalo),
cuyos resultados mostraron que ademas de la regulacion del apetito en las diferentes regiones
cerebrales, también mostraron respuestas pronunciadas de los genes del apetito a los diferentes
factores estresantes, con cambios en expresion genética en las diferentes investigadas (Pawlak et
al., 2023).

1.4 Respuesta de los peces al estrés

Conocer las diversas respuestas de los peces al estrés es de gran relevancia, asi como la
variacion que pueda ocurrir a nivel fisiolégico, considerando que éstos tienen variaciones
importantes entre individuos dentro de la misma especie, y entre poblaciones (Gorissen y Flik,
2016), tomando en cuenta que un entorno que cambia constantemente, es de vital importancia
lograr buenos niveles de adaptacion, ya que puede presentar estimulos para genera cualquier forma
de estrés (Schreck y Tort, 2016).

El término estrés, deberia limitarse a las condiciones en las que una demanda medioambiental

excede la capacidad regulatoria de un organismo (Koolhaas et al., 2011). La presencia del agente
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estresor puede ser agudo (minutos a horas) o cronico (dias a semanas), al igual que la respuesta
fisioldgica del animal (Ferrari et al., 2006). El estrés ocurre cuando la homeostasis es amenazada
0 percibida como tal; en este sentido, las hormonas neuroendocrinas desempefian un papel
importante en la regulacion de homeostasis basal, como respuestas a las amenazas (Figura 2)

Los peces y otros vertebrados sometidos a desafios y factores estresantes muestran una serie
de respuestas que involucran muchos compartimentos y mecanismos fisioldgicos; y bajo estas
situaciones de carga alostatica impuesta, los sistemas de regulacién endocrino e inmunoldgico

ejercen un papel primordial en la organizacion de la respuesta (Khansari et al., 2017).
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Figura 2. Modulacion de la alimentacion mediante neuropéptidos: Estrés y sefiales fisiologicas modulan la expresion de
neuropéptidos implicada en la ingesta de alimento de los peces. Leptina (Lep) y grelina (Ghrl) podrian ser reguladores clave de la
via reguladora de la alimentacion animal. (Extraido y modificado de Rgnnestad et al. 2017).

Los estimulos que generan estrés son percibidos inicialmente por el sistema nervioso central,
especificamente en el hipotdlamo, donde se estimulan dos grandes ejes de regulacion: el eje de

células cerebro-simpatico-cromafin (BSC) y el eje hipotaldmico-hipofisis-interrenal (HPI)
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(Pijanowski et al., 2015). En este contexto, se destaca que el centro de control de la ingesta de
alimentos se encuentra muy cercano a las areas del tejido hipotalamico que inician la respuesta de
estrés en peces (Rennestad et al., 2017).

La magnitud y duracién de la respuesta al estrés estd asociada a la severidad y extension del
estresor, ya que, si dichos estimulos son inicialmente percibidos por el sistema nervioso central,
produciran una respuesta mediante la activacion del eje HPI con la liberacion de cortisol (Gorissen
y Flik, 2014), por lo que se sugiere que la seleccion de reproductores de peces con una respuesta
reducida de cortisol al estrés, tendria beneficios en la resistencia a enfermedades, rendimiento
reproductivo y mayor tasa de crecimiento (Pickering, 1993). La respuesta endocrina al estrés es
fundamental en la fisiologia de los vertebrados, donde la hormona cortisol dirige los flujos de
energia para el funcionamiento 6ptimo bajo estas condiciones, en la que la homeostasis puede estar
en riesgo (Schulte, 2014). En peces teledsteos, se han descritos muchas similitudes con la de los
vertebrados terrestres, pues incluye mensajeros del eje de las células cerebro-simpatico-cromafin
BSC (equivalente del eje de la médula suprarrenal cerebral-simpatico) y el eje cerebro-pituitario-
interrenal (equivalente del eje cerebro-pituitario-adrenal), donde sus funciones incluyen la
estimulacion de la absorcidn y transferencia de oxigeno, la movilizacion de sustratos de energia, la
reasignacion de energia opuesto al crecimiento y la reproduccion, asi como efectos supresivos de
las funciones inmunitarias (Wendelaar, 1997).

Debido a los diversos efectos de cortisol, la elevacidon de su concentracion plasmatica es el
indicador de estrés mas comunmente utilizado en teleGsteos; no obstante, cuando el cortisol
plasmatico se reduce a niveles basales, los peces aiin pueden estar respondiendo al agente estresor
(Reid et al., 1998 ;Khansari et al., 2017), lo que hace que el cortisol plasmatico sea propenso a
falsos negativos; incluso los anestésicos utilizados para facilitar el muestreo de sangre alteran su
concentracion sanguinea (Metz et al., 2015;Vijayan y Leatherland, 1990). De este modo, un
enfoque molecular podria determinar de mejor manera una condicion de estrés crdnico, a través
del anélisis de cambios en la expresion génica de biomarcadores involucrados en las respuestas
fisioldgicas, alteradas por condiciones de estrés, tales como la regulacion de la ingesta de alimento.
Al respecto, en humanos se describe que la hormona grelina se relacionaria directamente el sistema

de factores liberadores de corticotropina y el estrés cronico (Diz-Chaves, 2011).
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1.5 Estrés inducido por hipoxia

La hipoxia ambiental se define como la presién parcial de oxigeno del agua (PO-). La hipoxia
puede ocurrir cuando funcion fisiologica estda comprometida, y ocurre en situaciones donde los
requerimientos de O2 en los tejidos, exceden el suministrito de O circulatorio; esto podria
evidenciarse durante ejercicios, temperaturas extremas, anemia, acidosis y cambios en la estructura
de las branquias (Farrell y Richards, 2009).

En el medio natural, cuando los peces se ven enfrentados a ambientes hipdxicos, rapidamente
migran hacia zonas mas oxigenadas, evitando los dafios fisiologicos asociados a una menor
disponibilidad de este elemento. Esto fue demostrado por Stehfest etal. (2017) en salmon atlantico
(Salmo salar) en jaulas flotantes, cuyos resultados revelaron que los individuos prefirieron soportar
temperaturas mas elevadas (16.5 a 17.5 °C), para evitar zonas con baja concentracién de OD
(<35%) en la parte inferior de la jaula.

Por otro lado, resultados obtenidos con carpa dorada (Carrasius auratus) sometida a hipoxia,
reveld que los peces estresados alteraron sus movimientos para disminuir el consumo de oxigeno,
observando un cambio en su centro de gravedad, asi como la reduccion de velocidad de natacion y
aumento en el movimiento de la direccion vertical (Israeli, 1996).

La capacidad de los organismos para adaptarse a los entornos cambiantes varia segun la especie
y las poblaciones, desconociéndose en gran medida los mecanismos de adaptacion. Los factores
ambientales estresantes como la temperatura, el oxigeno y la exposicion a xenobi6ticos, inician
complejas respuestas al estrés, que incluyen el estrés oxidativo y la activacion de moléculas de
sefializacion relevantes como el factor inducible por hipoxia-1a (HIF-1a) (Lotta, 2016).

El factor inducible por hipoxia, (HIF-1a), es un complejo proteico que incrementa la expresion
de genes especificos en presencia de bajas concentraciones de oxigeno, el cual contiene una
subunidad reguladora “alfa” y una subunidad constitutiva “beta”, que pertenecen a la familia de los
factores de transcripcion bHLH/PAS [proteinas que contienen ademas del dominio bHLH (por sus
siglas en inglés “basic helixloop hélix’)], un dominio PAS (“Per Arnt Sim) (Grau, 2012).

Los HIF-1a son cruciales para regular una diversidad de actividades celulares en respuesta al
estrés por oxigeno (hipoxia). De manera general, en todos los estudios realizados se produjeron
cambios inducidos por leptina en la expresion de los niveles hipotalamicos y una disminucion de
la ingesta de alimentos en respuesta a la hormona, lo que reforzé la naturaleza hipotalamica de los

cambios implicados en los efectos anoréxicos de la leptina (Audira et al., 2018).
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Estudios realizados con tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada con dieta normal
(5,95% de grasa) en hipoxia, y alimentadas con dietas ricas en grasas HFD (11,8% de grasa) a dos
niveles de oxigeno disuelto (1,1 + 0,1y 7,2 £ 0,1 mg/L) durante 8 semanas, mostraron resultados
evidentes, donde la hipoxia y la HFD tuvieron efectos similares en la induccion de la deposicion
de lipidos, reduccion del contenido de proteinas, aminoacidos de la carne, los valores de pH y la
capacidad de retencion de agua. Ademas, la combinacion de hipoxia y HFD redujo
significativamente la ingesta de alimento, la tasa de supervivencia y el contenido de proteina

muscular, pero no afectd a los parametros relacionados con la calidad de la carne (Lv et al., 2021).

1.6 Estrés inducido por densidad de cultivo

Numerosos estudios que han utilizado indicadores de comportamiento de bienestar animal
muestran gue los cambios de comportamiento pueden interpretarse como bienestar bueno o malo,
dependiendo de la especie de pez, por lo que es fundamental comprender la biologia especifica de
la especie, evaluando el bienestar de todo el grupo, incluyendo la distribucion espacial (Martins et
al., 2012).

La densidad de siembra en sistemas de cultivo es otra variable que merece mucha atencion, ya
que puede producir diversos efectos, entre estos, ineficiencia en la alimentacion, lo que puede
provocar un bajo crecimiento y aumento de las tasas de mortalidad (Montera et al., 1999). Por otra
parte, una densidad de siembra inadecuada puede producir estrés crénico, que a su vez podria
alterar el estado metabdlico del animal, promoviendo la movilizacion de fuentes de triglicéridos
para la gluconeogénesis del glicerol, tal como lo sugieren Vijayan et al. (1990) y Lulhier et al.
(1999), en estudios con tilapia del Nilo.

Lorenzen y Enberg, (2002), encontraron relacion inversa entre las estimaciones de la
disminucion de la longitud asint6tica por unidad de densidad de biomasa, y la densidad media de
biomasa a largo plazo de la poblacion, es decir, que el crecimiento puede estar asociado a la
densidad de siembra. También se ha descrito que las lubinas (Dicentrarchus labrax) mantenidas a
altas densidades de siembra, muestran una reduccion en la velocidad de natacion y reduccion de la
ingesta de alimento, afectando el crecimiento.

Estudios realizados con lenguado (Solea solea) criado a diferentes densidades de cultivo (0,56
y 12,6 kg/m?) durante 55 dias, a medida aumentd la densidad de poblacion, disminuyo la calidad

del agua, asi como la tasa especifica de crecimiento, y aumento la tasa de mortalidad (Schram et
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al., 2006). De igual manera, en un ensayo realizado con carpa maneo (Labeo bata) en jaulas,
durante un periodo de 180 dias, a tres densidades de cultivo (50 alevines m, 75 alevines m-3y 100
alevines m?); la primera densidad, mostré una tasa de crecimiento significativamente mayor (p <
0,05) (1,08 + 0,02), y de igual manera, una tasa mayor de supervivencia (84%), asi como la
conversion alimenticia y la eficiencia proteica, que los criados a 75 alevines m=y 100 alevines m"
3, En contraste, el crecimiento y la supervivencia fueron menores con una densidad de 100 alevines
m (Karnatak et al., 2021)

De igual manera, se midio la ingesta de alimentos, las tasas de crecimiento y tasas de consumo
de oxigeno en salvelinos articos (Salvelinus alpinus), criados en densidades baja (15 kg. m=),
media (60 kg.m™) y alta (120 kg.m™). Las respuestas con relacion a las tasas de crecimiento fueron
similares con densidades media y alta, pero se redujeron notablemente con la densidad de
repoblacion mas baja. Los bajos niveles de ingesta de alimento fueron probablemente también la
razén principal de las bajas tasas de consumo de oxigeno registradas en los grupos de peces
repoblados a baja densidad, por lo tanto la densidad de poblacion pudo haber afectado la conducta
de los peces, observandose un comportamiento de cardumen en los grupos sometidos a densidad
de poblacion media y alta, y por consiguiente, es posible que las limitaciones sociales debidas a la
formacion de jerarquias de dominancia no hayan sido la razén principal de los cambios en el apetito
y la ingesta de alimentos en los grupos mantenidos a baja densidad (Jorgensen et al., 1993).

Lorenzen y Enberg, (2002), encontraron relacion inversa entre las estimaciones de la
disminucion de la longitud asintética por unidad de densidad de biomasa, y la densidad media de
biomasa a largo plazo de la poblacion, es decir, que el crecimiento puede estar asociado a la
densidad de siembra.

Una percepcidn general, es que el bienestar de los animales disminuye con el aumento de la
densidad, debido al incremento de cortisol en sangre (lliyasu et al., 2016; Martins et al., 2012); sin
embargo, se ha descrito que bajas densidades también pueden provocar estrés cronico (Yarahmadi
et al., 2016), que es el caso de la trucha artica (Salvelinus alpinus), cuyos individuos cultivados a
bajas densidades (15 kg/m®) presentaron altos niveles de cortisol, ademas de mostrar menor
crecimiento que aquellos cultivados a 60 kg/m® y 100 kg/m® (Mazur y lwama, 1993). Resultados
similares han sido descritos por Li et al., (2012) en cultivos de trucha (Oncorhynchus mykiss), gran
esturion (Huso huso) (Rotllant, 1997) y pez gato (Clarias gariepinus) (Adams et al., 2005), lo que
demuestra que el conocimiento sobre los efectos de la densidad de poblacidn en una especie de

pez, no puede ni debe aplicarse directamente a otras especies, y por lo tanto, este parametro debe
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ser analizado especificamente para C. gilberti, considerando las respuestas fisioldgicas que puedan

verse afectadas.

2. OBJETIVOS
2.1 General

Evaluar los efectos del estrés inducido por densidad de siembra e hipoxia en los niveles
transcripcionales de las hormonas reguladoras del apetito Grelina y Leptina en juveniles de Cilus
gilberti.

2.2 Especificos

- Caracterizar la secuencia de los transcritos de leptina, grelina y sus receptores, y analizar su
expresion en tejidos de C. gilberti

- Analizar la expresion genica de leptina y grelina en tejidos de juveniles C. gilberti mantenidos
a diferentes densidades de cultivo

- Evaluar la expresion génica de leptina y grelina en tejidos de juveniles C. gilberti mantenidos
a diferentes periodos de hipoxia

3. HIPOTESIS

H1: Altas densidades de cultivo incrementan la expresion de leptina y disminuye la expresion

de grelina en tejidos de C. gilberti juveniles

H2: Periodos de hipoxia incrementan la expresién de leptina y disminuyen la expresiéon de

grelina en tejidos de C. gilberti
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4. CAPITULO I: CARACTERIZACION Y PERFILES DE EXPRESION
GENICA DE LEPTINA DE Cilus giberti EN RESPUESTA A HIPOXIA Y
DENSIDAD DE CULTIVO

Reeditado a partir de:

Juan F. Alvarado. 2024. Characterization and gene expression profiles of Cilus gilberti leptin in
response to culture parameters. Aguaculture 37 (2024) 102273.
https://doi.org/10.1016/j.agrep.2024.102273.

Juan F. Alvarado. 2024. Caracterizacion y perfiles de expresion génica de leptina de Cilus gilberti
en respuesta a parametros de cultivo._https://doi.org/10.1016/j.aqrep.2024.102273
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4.1 Resumen

La corvina chilena (Cilus gilberti), surge como una especie novedosa para la acuicultura
sudamericana, sin embargo, el establecimiento exitoso de su cultivo requiere una cuidadosa
consideracién de los parametros productivos y de la tolerancia a estresores abidticos. Para hacer
frente a estos desafios; donde la identificacion de biomarcadores emerge como un enfoque
prometedor. De hecho, la leptina destaca como un biomarcador potencial, dado su papel
multifacético. Este estudio se centra en la caracterizacion de la leptina en C. gilberti (cgLep) y en
la evaluacidn de su expresion genica en juveniles expuestos a diferentes condiciones de cultivo y
alimentacion. Los resultados indicaron que la secuencia codificante de cglLep produce una
prohormona de 137 amino&cidos, conservando residuos de cisteina de gran relevancia para
mantener su integridad estructural. De igual manera, los perfiles de expresion génica basal de dicha
hormona revelan su expresion principalmente en el higado, seguido del musculo blanco. Por el
contrario, su receptor (cgLepR) muestra niveles mas altos en musculo blanco. Ademas, se observo
que los juveniles en estado posprandial mostraron una regulacion al alza de cglLep hepatica.
Simultdneamente, cgLepR mostr6 un aumento significativo a nivel cerebral durante la etapa
preprandial. Por otra parte, la exposicion a la hipoxia aguda revel6 una notable regulacion al alza
de cglLep después de dos horas de baja disponibilidad de oxigeno y volvid a la linea de base de
normoxia después de seis horas post-hipoxia. Notablemente, cuando se sometié a un régimen
prolongado de hipoxia diaria, no se observaron diferencias significativas en la expresion de ARNm
de leptina. Esto sugiere una respuesta adaptativa dinamica del sistema de leptina de C. gilberti a la
hipoxia. Finalmente, los juveniles de la especie descrita, cultivados a 15 Kg/m® mostraron una
variabilidad individual significativa en los niveles de expresion hepética de leptina, en comparacion
con los cultivados a 25 o 35 kg/m3. Estas observaciones ponen de manifiesto que la leptina se
expresa principalmente en el higado y que su expresion estd notablemente influenciada por los
periodos de ayuno, y el estrés cronico inducido por la baja densidad de poblacién. Esta variabilidad
en la expresion de la leptina podria potencialmente impactar en la ingesta de alimento, enfatizando
la importancia de considerar estos factores en el disefio e implementacion de préacticas de

acuicultura para la corvina chilena.
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4.2 Introduccion

La leptina, una hormona pleiotropica que se encuentra tanto en mamiferos como en peces,
desempefia un papel fundamental en la regulacion de un amplio espectro de procesos fisiologicos,
como el apetito, el metabolismo lipidico, el crecimiento, la reproduccidn, el estrés y la respuesta
inmunitaria. A pesar de su papel en los vertebrados, las propiedades funcionales de la leptina
muestran divergencias intrigantes entre los teledsteos, lo que sugiere una adaptacion especifica que
la especie puede estar intrincadamente vinculada a las variaciones en los comportamientos
alimentarios y los habitats ambientales (Friedman, 2015; Deck et al., 2017).

La leptina en su forma precursora, conocida como propéptido, carece de glicosilaciones, y
presenta una elevada hidrofilidad e incluye una sefial secretora aminoterminal de 21 amino&cidos,
que se elimina antes de su liberacion al torrente sanguineo. En particular, en el pez globo, el
propéptido estd compuesto por 137 aminoacidos, 15 aminoacidos menos que su homologo de
mamiferos. Aungue solo comparte un 13 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la
leptina humana, el propéptido del pez globo conserva residuos cruciales esenciales tanto para su
actividad como para su integridad estructural (Vissers et al., 2013.). En mamiferos, la sintesis y
liberacion de leptina se realiza principalmente por el tejido adiposo, respondiendo a los niveles de
depdsitos de grasa. Por el contrario, en los peces teledsteos, el higado se ha descrito como el sitio
primario de produccion de leptina (Blanco y Soengas, 2021), sin embargo, la capacidad de sintesis
de transcritos de esta hormona también esta documentada en varios tejidos, incluyendo el cerebro,
las gonadas, musculo y rifion. Estos tejidos presentan perfiles de expresion distintos, lo que pone
de relieve las variaciones entre especies en la distribucion y funcién de la leptina (Won et al., 2012).

En mamiferos, la leptina, ademas de suprimir los péptidos orexigénicos y estimula los péptidos
anorexigénicos y se complementa con las acciones de la hormona colecistoquinina (CCK) que
responde a la presencia de nutrientes (Laigneau y Moizo, 1998); sin embargo, la sintesis y
liberacion de leptina la realiza principalmente en tejido adiposo, respondiendo a los niveles de

depdsitos de grasa.
4.3 Leptina y su receptor

La capacidad de sintesis de transcritos de la leptina también esta documentada en varios tejidos,
incluidos el cerebro, las gbnadas, los musculos y los rifiones. Estos tejidos exhiben distintos perfiles

de expresion, destacando las variaciones entre especies en la distribucion y funcién de la leptina
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(Won et al., 2012b), y ejerce su accidén sobre diferentes tejidos, mediante el reconocimiento por su
receptor (LepR), también conocido como ObR, por su relacion con la obesidad en humanos (Shaikh
et al., 2018). Sorprendentemente, en los peces se ha documentado la presencia de una isoforma de
leptina con mayor afinidad por su receptor, mediante investigaciones con el pez cebra (Danio rerio)
y el pez arroz japonés (Oryzias latipes) se demostré que la isoforma A exhibe una afinidad de union
superior al receptor en comparacion con la isoforma B (Prokop et al., 2012). En consecuencia, las
investigaciones que exploran la caracterizacion y los roles funcionales de la leptina en especies de
peces recientemente estudiadas se concentran en la isoforma A de la hormona (Figuralb).

En mamiferos la leptina se une a un receptor especifico (LepR) que tiene numerosos subtipos
(LepRa, LepRb, LepRc, LepRd, LepRe y LepRf) (Wada et al., 2014). Los LepRb son generados

por procesamiento alternativo de un inico ARNm y/o por procesamiento proteolitico, y poseen una

Figura 3. Estructura terciaria de leptina humana (A), leptina-a (B) y leptina-b (C) del pez cebra (Danio rerio).

En amarillo se ha representado el puente disulfuro que estabiliza la estructura terciaria y en rojo la tercera cisteina de la leptina-
b. Extraido de Gorissen et al. 2009

estructura muy similar a los de receptores de citoquinas de clase | (Sweeney, 2002).

En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se ha descrito la presencia de dos isoformas del
receptor de leptina denominadas receptor de leptina de forma larga (LepRL) y receptor de leptina
de forma corta (LepRT), los cuales son generados por empalmes alternativos con dominios
extracelulares y transmembranas idénticos, que difieren en longitud, de 300 y 39 aminoacidos
respectivamente, asi como la identidad en secuencias (Gong y Bjérnsson, 2014).

El receptor de leptina de peces (LepR) es relevante en la regulacion de muchas funciones
fisioldgicas, tal como se muestra en un estudio con pez cebra adulto (Danio rerio), donde se evalu6
la expresion del gen leptina y su receptor en intestino en periodo de alimentacion y ayuno, cuyos
resultados apuntan la hipotesis que el papel de esta hormona desempefia una funcién en la

regulacién alimentaria (Garcia-Suarez et al., 2018), pues la unién a su receptor especifico,
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activaron la via de sefializacion JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer an Activator of
Transcription) (Hsuchou et al., 2009) induciendo la expresién de genes blanco en tejidos del
sistema nervioso central y tejidos periféricos para el desarrollo de su actividad bioldgica (Hyeong-
Kyu y Rexford, 2014).

Los mecanismos endocrinos que regulan el apetito en los teledsteos son similares a los de los
mamiferos, aunque existe poca informacion sobre como leptina y su relacién con la ingesta de
alimentos. Esta falta de conocimiento es especialmente importante en las especies relevantes para
la acuicultura, en las que las practicas de produccion intensiva a menudo las exponen a prolongados
periodos de estrés durante el transporte, fluctuaciones de los parametros ambientales, los cambios
en los regimenes alimentarios o las alteraciones de la densidad de poblacién.

De hecho, varios estudios han aportado pruebas iniciales sobre el impacto de estresores
especificos en las sefiales endocrinas periféricas que regulan la ingesta de alimentos (Sun et al.,
2017). Varias especies de peces muestran un comportamiento agresivo a la aparicion de
«individuos dominantes» y «subordinados», con diferencias notables en el comportamiento
alimentario de estos dos grupos (Rennestad et al., 2017).

Otros estudios han explorado diversos marcadores del apetito relativos a la densidad de cultivo,
lo que sugiere que mas alla de la integracién de sefiales periféricas y centrales en el hipotalamo,
desempefian un papel importante las sefiales endocrinas periféricas de leptina. Estos datos ponen
de relieve la intrincada interaccion entre los factores sociales o ambientales y los mecanismos
reguladores del apetito en especies de peces comerciales (Conde-Sieira et al., 2018).

Por ejemplo, Alvarez et al., (2023) observaron un aumento de la expresion del gen leptina en
el higado en salmén del atlantico (Salmo salar) a la mayor densidad evaluada (40 Kg/m?®)
comparado con el grupo control de 11 Kg/m® después de 21 y 40 dias de cultivo. Este hallazgo
pone de relieve la posible influencia de la densidad de cultivo sobre la expresion de leptina, y
sugiere una relacién dindmica entre densidad de poblacion y la regulacién molecular de los genes
relacionados con el apetito en especies de peces acuicolas.

Por otra parte, la baja disponibilidad de oxigeno disuelto (OD), es otro factor de estrés
exacerbado por el cambio climatico, que preocupa cada vez mas a la industria acuicola mundial.
Este fendOmeno supone una amenaza cada vez mayor para los sistemas acuaticos, lo que lleva a un
aumento de los casos de hipoxia por intensidad y frecuencia. Estos episodios de hipoxia son
especialmente problematicos en zonas de todo el mundo, donde se encuentran las granjas marinas,

lo que afiade un reto adicional al sector acuicola. Abordar el impacto de los bajos niveles de oxigeno
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disuelto es cada vez méas cada vez mas imperativo a medida que el cambio climético sigue
influyendo en la dindmica de los medios acuaticos (Pollock et al., 2007).

Bernier et al. (2012) realizaron un estudio con carpa comun (Cyprinus carpio), expuestas a una
saturacion del 10% de O? durante ocho dias, lo que resulté en una reduccion sustancial del 79 %
en consumo de alimento, en comparacion con los peces mantenidos en condiciones normoxicas. El
estudio sugiere que la supresion del apetito en respuesta a la hipoxia cronica puede atribuirse a la
modulacion de sefiales anorexigeénicas, lo que subraya la intrincada relacion entre los bajos niveles
de oxigeno, la regulacion del apetito y la posible implicacion de la leptina en la mediacion de las
respuestas fisiologicas al estrés hipoxico en los peces (Bernier et al., 2012).

En los peces teledsteos, existen pruebas mas sélidas que establecen una correlacion directa
entre los episodios de estrés y las alteraciones en la ingesta de alimentos. Reconocer y delinear los
marcadores moleculares que interconectan estos dos procesos son imprescindibles para
estandarizar varios parametros de cultivo en piscicultura. Esto resulta especialmente critico para
las especies productivas, como Cilus gilberti, incluidas en programas de diversificacion acuicola
en Chile y Peru. Los resultados iniciales de productividad destacan a C. gilberti como una especie
marina prometedora para el cultivo, en particular con capacidad de crecimiento a densidades
superiores a 35 Kg/m?® (Alvarez et al., 2020).

Sin embargo, es necesario un examen exhaustivo sobre condiciones que ejercen efectos mas
amplios en diversos en procesos fisiologicos, identificar y comprender los marcadores moleculares
asociados con el estrés y la ingesta de alimentos en C. gilberti, es fundamental para optimizar las
précticas acuicolas, y asi contribuir al éxito de las iniciativas de cria y garantizar una produccion
sostenible en el contexto de esta industria. Para abordar esta necesidad, este estudio se centrd en la
caracterizacion de la leptina y su receptor en juveniles de C. gilberti, durante periodos de
alimentacion pre y posprandiales. Ademas, se investigd la expresion génica bajo diferentes
densidades de cultivo y en respuesta a eventos de hipoxia aguda y crénica. El analisis molecular
exhaustivo proporcionara valiosos conocimientos en la intrincada interaccion entre la sefializacion
de la leptina, el estado de ayuno y las respuestas fisiol6gicas de C. gilberti a diferentes variaciones

ambientales y condiciones de cultivo.
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4.4 Expresion de leptina en peces

De manera general, se sabe que la leptina actiia como una hormona anorexigénica, ya que su
promueve la disminucion de la ingesta de alimentos en vertebrados, sin embargo, en los peces la
paradoja funcional surge de situaciones contradictorias, observandose que los niveles de expresion
de la leptina y su receptor esta influenciado por numerosos factores, como los esteroides sexuales,
y las catecolaminas inducidas por el estrés y el glucocorticoide, lo que requiere mayores estudios
(Bakshi et al., 2022).

A pesar de su papel en los vertebrados, las propiedades funcionales de la leptina exhiben
divergencias intrigantes entre los teledsteos, lo que sugiere una adaptacion especifica de cada
especie que puede estar estrechamente relacionada con variaciones en los comportamientos
alimentarios y los habitats ambientales (Deck et al., 2017; Friedman, 2015).

Estudios realizados con salmon Atlantico (Salmo salar) alimentados hasta la saciedad (100%),
se reportaron altos niveles de leptina Al (sLepAl) en ARNm en cerebro, masculo blanco, higado
y ovarios, sin embargo, Rennestad et al., (2010) reportd expresiones mas bajas de leptina A2
(sLepA2) en los mismos tejidos. Ademas, Trombley et al. (2012) describié que la expresion de
receptores de leptina se incrementé durante el periodo de crecimiento y disposicién de lipidos,
principalmente a nivel hepético.

Por otra parte, se ha propuesto que en pez cebra (Danio rerio) y pez arroz japonés (Oryzias
latipes), la isoforma A presenta mayor afinidad por el sitio de union a su receptor que la isoforma
B (Prokop et al., 2012a).

La leptina, a través de su interaccion con el receptor, desencadena la modulacion de la funcion
celular en diferentes tejidos mediante la activacion de la via de sefializacion JAK/STAT. (Janus
Kinase / Transductor de sefial y activador de la transcripcion) (Hsuchou et al., 2009). Esta
modulacion celular conduce a una alteracion en la expresion de genes diana dentro de los tejidos
que expresan el receptor, lo que contribuye a las acciones pleiotrépicas de la leptina (Ahimay Osei,
2004; Park y Ahima, 2014).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Recepcion y mantenimiento de peces

En esta investigacion se utilizaron juveniles de C. gilberti procedentes de las instalaciones de
Fundacion Chile, ubicadas en la Bahia de Tongoy, Coquimbo, Chile. Posteriormente, los peces
fueron llevados al laboratorio de piscicultura de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad
Catolica del Norte en Coquimbo. Durante la fase de aclimatacion los peces fueron alojados en
tanques de 1 m3, con monitoreo diario de temperatura (16,5 + 0,5°C), oxigeno disuelto (OD) de 7,5
mg/mL £ 0,5 utilizando equipo multiparamétrico (Hanna), con un fotoperiodo de 12:12 (L/O). El
régimen de alimentacion consistié en una proporcion del 1% de la biomasa, con dos raciones diarias
suplementadas manualmente.

Los protocolos de estudio en animales fueron aprobados por el Comité de Etica de la
Universidad Catolica del Norte, sede Coquimbo (CEC UCN N° 01 12 de mayo 2020 y CEC UCN
N° 05 22 marzo 2023).

5.2 Bioensayo de hipoxia aguda

Para este bioensayo, se utilizaron 36 peces juveniles de C. gilberti con una masa total media
de 64,5 g, y se distribuyeron uniformemente en seis tanques de 40 L. Tres tanques se mantuvieron
en condiciones normoxicas con un OD de 7,5 0,5 mg/mL, mientras que los tres restantes se
sometieron a eventos de hipoxia aguda (2 y 6 horas). Durante el procedimiento de hipoxia, se
interrumpio el suministro de aire a los tanques y se les administro nitrégeno (N2) en el agua hasta
que la concentracién de OD descendio a 2,0 £0,5 mg/mL, y se mantuvo asi durante 2 horas.
Posteriormente, se volvié a introducir aire hasta que se restableci6 la condicion normoéxica, para
luego someter a hipoxia por 6 horas, inyectando nitrogeno (N2) en el agua, hasta alcanzar una
concentracion de 2,0 £0,5 mg/mL. Durante todo el estudio, la temperatura en cada tanque se
mantuvo rigurosamente a 16,5 +0,5°C (Figura 4).

Tras exponerlos a condiciones de hipoxia durante 2 y 6 horas, se seleccionaron tres peces de
cada tanque al azar. Simultdneamente, se eligieron tres individuos de cada tanque en condiciones
de normoxia. Los peces seleccionados se colocaron en recipientes que contenian una solucion
anestésica de sobredosis (200 mg/L de Tricaina MS-222 en agua de mar). Se registraron las

medidas de masa corporal (g) y longitud (mm) de cada pez, y se obtuvo una muestra de sangre de
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la vena caudal, utilizando jeringa heparinizada. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 x g
durante 5 minutos a 4 °C, y la fraccion plasmatica se almaceno a - 20 °C. También se incluyeron
los siguientes tejidos: estomago (E), rifion anterior (Ra), rifidén posterior (Rp), ciegos piloricos (Cp)
intestino anterior (la), intestino posterior (Ip), corazén (C), masculo blanco (Mb), musculo rojo
(Mr), higado (H), branquias (Br), cerebro (C) y bazo (Bz), y se depositaron en dos tubos estériles
con RNAlater® (Thermo Fisher) para su conservacion. Estas muestras se almacenaron a - 80-C

para su posterior analisis.

Aclimatacion: 2 semanas

36 juveniles

Tanque de mantenimiento

n = 6/tanque

Normoxia (6h)
(7,5 mg/L O,)

Hipoxia: burbujas N,
@
0,~2 mg/L

Hipoxia (2hy 6 h)
(2mgO,/L

Figura 4. Bioensayo: Hipoxia aguda
De condicion normdxica e hipdxica (2 y 6 h), se tomaron 3 peces de cada tanque, y se colocaron en recipiente con anestésico
(200 mg/L de Tricaina MS-222 en agua de mar), se registro talla (mm), masa corporal (g), tomd muestra: sangre, y diferentes

tejidos

5.3 Bioensayo de hipoxia intermitente

En este estudio se utilizaron aleatoriamente 200 juveniles corvina de C. gilberti , con una masa
media de 200 g, y se distribuyeron en ocho tanques cénicos de 250 L, 25 peces por tanque, con
agua de mar dentro de un sistema de flujo abierto, asegurando una temperatura estable de 16,5 +
0,5°C y suficiente aireacion (Figura 5). Tras un periodo de aclimatacion de dos semanas, los peces
se dividieron en dos grupos, cada uno con cuatro tanques.

El primer grupo, que sirvié de control, permaneci6 en condiciones normdxicas (7,8 mg/L de
OD) durante todo el experimento, mientras que el segundo grupo fue sometido a eventos hipdxicos

diarios (2 mg/L OD) 3 horas por dia, 5 dias por semana, regresando normoxia posteriormente. Los
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intervalos utilizados fueron los siguientes: Oh, 15 y 30 dias. Después de cada periodo, se tomaron
muestras de higado del grupo control y expuestos a hipoxia, mediante la metodologia descrita en

el bioensayo anterior.

Aclimatacion: 2 semanas

200 juveniles

Tanque de mantenimiento

-

n = 25/tanque

Normoxia (Oh, 15y 30 dias)
(7,5 mg/ 0, L)

Hipoxia: burbujas N,

$
O2 ~2 mg/L Hipoxia (Oh, 15y 30 dias)

(2mg 0, /L)

} { — Por 5 dias
3h Normoxia

Figura 5. Bioensayo: Hipoxia intermitente
La condicion hipoxica (2 mg O, /L) fue de 3 horas diarias, 5 dias por semana; regresando posteriormente a normoxia.

Después de cada periodo (0h, 15y 30 d), se tomaron muestras de higado de ambos grupos en estudio. Después de cada
periodo (Oh, 15y 30 d), se tomaron muestras de higado de ambos grupos en estudio. Normoxia: Oh: 1 pez/tanque; 15d:2
peces/tanque; 30d:2 peces por tanque. Hipoxia (misma cantidad de peces)

5.4 Bioensayo pre y postprandial

Tras el periodo de adaptacion, se trabajé dos grupos de cuatro tanques: uno para el muestreo
preprandial y otro para el postprandial. De este modo se garantizé que los peces muestreados
postprandialmente no fueran perturbados por el muestreo preprandial y, por tanto, tuvieran
comportamiento alimentario normal (Vikesa et al., 2015). EI muestreo preprandial fue llevado a
cabo con 2 peces por tanque (Figura 6), y se realizé una hora antes del inicio de la primera comida

diaria, mientras que el muestreo postprandial utilizando 2 peces por tanque, se realiz6 1 hy 6 h
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después de la primera comida de la mafiana. Los peces muestreados fueron capturados y
sacrificados mediante una sobredosis anestésica (200 mg/L de Tricaina MS-222 en agua de mar).
Se registré el peso corporal (PC) y la longitud (cm), con los peces sedados. Ademas, se tomaron
muestras de sangre de la vena caudal con jeringas heparinizadas de 1 mL y luego se centrifugaron
a 5000g durante 5 min a 4 °C, almacenandose la fraccién plasmatica a -20 °C. Las porciones de
tejido estomacal para la extraccion de ARN se colocaron en tubos estériles que contenian 400 uL

de RNAlater® (Thermo Fisher) y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis.

Aclimatacioén: 2 semanas

8 juveniles

Tanque de mantenimiento

n = 2/tanque

Preparnadial

N N (-1h)

~———1 —————" Postparnadial
N N (2hy 6h)

Figura 6. Bioensayo: Pre y Postprandial en corvina C. gilberti.
Se tomaron muestras de estdmago (E), utilizando la misma metodologia para el bioensayo de hipoxia aguda

5.5 Bioensayo de densidad de cultivo

Las muestras de higado utilizadas en este estudio procedian de una investigacion realizada por
el equipo de investigadores coordinadas por (Alvarez et al., 2020), y se utilizaron peces juveniles
de C. gilberti (n=2000, con un peso promedio 125 + 15 g), los cuales fueron adquiridos en las
instalaciones de Fundacion Chile, ubicadas en la Bahia de Tongoy, Coquimbo, Chile, y
posteriormente trasladados al Laboratorio de Piscicultura de la Universidad catolica del Norte, en
Coquimbo. Los peces se mantuvieron en tanques circulares de fibra de vidrio (1,3 m®) equipados
con bombas de oxigeno, filtros bioldgicos, esterilizadores ultravioletas y flujo continuo de agua de
mar. Se alimentaron manualmente tres veces al dia (09:00 am, 14:00 pmy 17:30 pm, con periodo

de adaptacion de aproximadamente un mes, previo al experimento (Figura 7).
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Tras la fase de adaptacion, los peces fueron aleatoriamente distribuidos en nueve tanques, los
cuales se dividieron en tres niveles de densidad de poblacidn (220 peces por tanque). EI volumen
de agua de cada tanque fue ajustado para mantener tres distintas densidades de poblacion: 15, 25y
35 Kg/m? de biomasa de peces, clasificadas como densidad de poblacion baja (DPB), densidad de
poblacion media (DPM) y densidad de poblacion alta (DPA) respectivamente. Los peces fueron
alimentados tres veces al dia con pienso comercial durante un periodo de 120 dias, retirdndose

diariamente el alimento sobrante.

Aclimatacion: 2 semanas

200 juveniles

Tanque de mantenimiento

n = 25/tanque

|
[ \

Figura 7. Bioensayo: Densidad de cultivo. Se tomaron muestras de higado (H). a partir de 10 peces de cada tanque (30 en total).

A lo largo del experimento, se controlaron diariamente parametros como el OD y la
temperatura, con un fotoperiodo constante de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Al final del
periodo experimental de 120 dias, con un peso corporal medio de 368,1 + 45,5 g (DPA), 358,3 +
38,6 g (DPM), a 334,4 + 43,8 g (DPB). Posteriormente se seleccionaron al azar 10 peces de cada
tanque, con un total de 30 peces de cada grupo experimental. A estos peces se les practico la
eutanasia mediante una sobredosis de anestésico (200 mg/L de Tricaina MS-222 en agua de mar).
Posteriormente, y se obtuvieron muestras de los siguientes tejidos: cerebro, estomago, higado,
intestino, musculo blanco, ciegos pildricos y rifion, para posteriormente extraer ARNm. Las
muestras de los tejidos se colocaron en tubos estériles que contenian 400 pL de RNAlater®

(Thermo Fisher) y se almacenaron a - 80 °C antes del analisis.
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5.6 Extraccion de ARN, obtencién de secuencias codificantes para leptina,

y receptor de leptina de C. gilberti

La extraccion de ARN de cada tejido inici6 anadiendo 500 puL de Trizol a 50 mg de tejido,
seguido de homogeneizacion en un equipo Mini beat (Biospec, EE.UU.) durante 10 segundos,
luego se centrifugo a 8000xg durante 10 minutos a 4 °C, y el sobrenadante se recuperé mediante
posterior adicion de 400 pL de cloroformo. Tras agitar en vortex a temperatura ambiente, la
solucion se centrifugd a 12 000xg durante 15 minutos a 4°C. La capa superior transparente se
transfirié cuidadosamente y se cargd en columnas comerciales del kit E.Z.N.A. (Omega Biotec),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 la cuantificacion del ARN
(absorbancia) con el equipo Epoch (Microplate spectrophotometer BioTek), y se evalud la
integridad mediante electroforesis de agarosa.

Para realizar la transcripcion inversa, se utilizaron 500 ng de cada muestra de ARN, utilizando
el kit de transcripcion inversa de ADNc de gran capacidad (Applied Biosystems™), siguiendo el
protocolo del fabricante.

Para obtener las secuencias codificantes de la leptina y su receptor, se utilizaron partidores
heter6logos dirigidos a regiones conservadas de las secuencias descritas para estos genes, en
especies estrechamente relacionadas con C. gilberti. Los productos de PCR obtenidos se
sometieron a secuenciacioén por la empresa Macrogen, Republica de Corea. Las secuencias
resultantes se depositaron en GenBank con los cddigos de acceso 0Q954479.1 (cglep),
0Q954480.1 (cgLepR).

5.7 Andlisis bioinformético

La secuencia parcial de codificacion de la leptina (cgLep) y el receptor de leptina (cgLepR) de
C. gilberti se obtuvieron a través de una busqueda de secuencias contig (contigos) de secuencias
proporcionada por Fundacién Chile. Los partidores para amplificar estas secuencias se disefiaron
utilizando el software Primer3 Input.

La homologia de secuencias se determind mediante el desarrollo de Herramienta Bésica de
Blusqueda de Alineamiento Local [(Basic Local Alignment Search Tool, BLAST)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)], y la secuencia de la proteina putativa se recuper6é del portal

Expasy (http://www.expasy.org/).
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Las secuencias fueron expresadas en secuencias proteicas predichas por alineamiento con
varias secuencias conocidas de leptina mediante el servidor en linea de alineacion de secuencias
multiples  ClustalWw  [(ClustalW  multiple  sequences alignment online  server)
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/mas/clustalw2/)]. También se realiz6 anélisis filogenético con la
plataforma Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr/) (Dereeper et al., 2008), utilizando el método
de Méaxima Verosimilitud de Saitou (Saitou, 1988). La robustez de los nodos se evalu6 mediante
el método bootstrap (N=1000 pseudoréplicas).

Los modelos bioinforméticos de estructura terciaria de la leptina putativa madura de C. gilberti
se analizaron utilizando el servidor web I-TASSER (lterative Threading Assembly refinement)
(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) (Yang y Zhang, 2015), para lo cual se eligio el mejor modelo

y se construyd la estructura 3D del péptido utilizando el programa PyMOL.

5.8 Expresion génica por RT-gPCR

Las reacciones RT-gPCR se llevaron a cabo empleando mezclas de reaccion de 10 pul que
comprendian SYBR™ Green PowerUp™ (Applied Biosystems™), 0,3 uM (concentracion final)
de cada partidor, y 2 uL. de ADNc. En primer lugar, se determino la eficiencia de los partidores (E)
mediante la ecuacién: E = 10”(-1/pendiente). Los analisis se llevaron a cabo en un sistema de PCR
en tiempo real Quant Studio 3 real-time (Thermo Fisher Scientific), utilizando el siguiente perfil
térmico: un paso inicial de desnaturalizacion de 3 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de PCR
con pasos de desnaturalizacion (95 °C, 15 s) e hibridacion-extension (60 °C, 15 s).

Los niveles relativos de expresion génica se calcularon empleando el - 2AACq (Livak y
Schmittgen, 2001). Para ello se utilizaron ciclos de cuantificacion (Cq) del gen de mantenimiento
B-actina para normalizar los valores de Cq del gen de interés, que se habian estandarizado para
ensayos de densidad de poblacion e hipoxia en juveniles de C. gilberti juveniles (Alvarez et al.,
2020; Vega et al., 2024).

5.9 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se analizd con el programa informatico R version 3.5.2.,
comprobandose previamente la normalidad y homocedasticidad de todos los datos mediante las
pruebas de Shapiro-wilk y Fligner-Killeen, respectivamente. La expresion de ARNm se sometio a

un ANOVA unidireccional seguido de comparaciones de medias de Tukey. Las diferencias se
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consideraron significativas cuando el valor de P < 0,01 (**) o P < 0,05 (*). Los resultados se
representan graficamente mediante GraphPad prism 8.1 como media + desviacién estandar (SD)

de las réplicas bioldgicas.
6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion y analisis comparativo de secuencias codificantes de
leptina de C. gilberti

Los resultados de los alineamientos maltiples de secuencias de aminoécidos de C. giberti,
con respecto a los siguientes teledsteos: Larimichthys crocea, Epinephelus coioides, Seriola lalandi
Micropterus salmoides, Lateolabrax japonicus, Scomber japonicus, Dicentrarchus labrax y Sparus
aurata, muestra el péptido sefial (remarcado en celeste), y la secuencias de aminoécidos implicados
en las cuatro hélices (A, B, Cy D) que forman la estructura de la leptina. Ademas, de dos residuos
de cisteina altamente conservados entre especies de peces, se muestran en color rojo.

Se identifico un clon de ADNc de longitud completa como CgLep (leptina de C. gilberti) de
486 pb con los marcos de lectura abiertos (ORF) completos, que codifica 161 aminoacidos. El peso
molecular previsto de la proteina fue de 17,88 kDa y un punto isoeléctrico tedrico (pl) fue de 5,34.
La secuencia putativa de la proteina contiene un péptido sefial de 27 residuos
(MDYSLALLFTILHLLSVGTAAPLSVEV).

La cglep madura presenta las caracteristicas cuatro a-hélices antiparalelas previamente
observadas en las leptinas de peces. En particular, contiene dos residuos de cisteina altamente
conservados (C111 y C161) que probablemente desempefian una funcion estructural crucial al

formar un puente disulfuro entre las hélices C y las hélices D (Figuras 8 y 9).

-

Figura 8. Modelizacién en silico de leptina de C. gilberti. Utilizando estructura cristalografica de la leptina humana

(PDB ID: d1ax8a) como templado con Hélice A en azul. la Hélice B en verde. Hélice C en amarillo limén v Hélice D en
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Péptido sefial Hélice A
C. gilberti POTSL-ALLF T ILILLSVGT ~m - mm m o e e = TAPLSVE IS KVIGIAE Ol
L. crocea MDYSL-ALLFTLLHLLEVGT == == == = e = o e e e A4 PL S AR U HMES KVKUMAE Q
E. coioides (MDYTL=ALLF S LLHVFSVGT == == == mm = e e o e e A PL PVE W HMES KVKUMAE Q
S. lalandi MDYTL~ALLFSLLQALSLCT == == = o e e e e e e AAPLPTEWHKNKSKVIWIAEQ
M. salmoides IMDYTL-AVLFSILQULEVESE ———— == === == == —m = == —= A A PL PVE W HMKS KVKUMAR Q
L. japonicus mvn,—uusm.ou.sccr—----——---—-—--—-—MPLQBBWSRWNO
S.japonicus  IMDYSTLTLLISLEQLLEVGT == == == == = == == = = == == 4% PLSVEUGKMKI KVEUMAE Q
D. labrax MDSTL-ATLFSTLQLLIVET == == == == = == mm e = e == A 3, PL PVEUWKNKS KVKUMAE Q
S. aurata MAKGL-YT IPTYSKLYT I PTYSKRSHLOAQSACTAA PAPATA PVPAS YKMKSKVKWIAZQ
Hélice A Hélice B Hélice C
C. gilberti [TUTRID R FQVPPGLTLS PRYDVLDCP 55 TV LECTNEL 1o T1 OGVT GVIT E TS SLAGY
L. crocea LVLKLD RNFQUPPGL TLSPPUDVLDGPAS TVMVLEGYNSL ISDT LDGVT QUKT EISSLAGY
E. coioides LYVRLNKD FQUPPGLTLSPPAD ILDGPSS IVIVLDCYNSL ISDTFNCVS QUEFDISSLTCY
S. lalandi LYVRLDRDLQVPAGLTLSQPADDLDGPAS IVTILEGYNCLISDT FNCVSQVKLDISSLTCY
M. salmoides  LYVKLDKD FQVFVGLTLSPPSDDLDGPST IVIVLEGYNSL ISDNLNGVSQURFEISSLTGY
L. japonicus LMVRLDKD FLVPACL TLSPPADDLDG PSS TVAVLECYNSL ISDT LNGVS QURSD ISSLTCY
S. japonicus LVARL-NNFQVPAGUTLSQPADDVDGLESIVVILDCYNSL ISDSLNCVSQURSEISSLCGY
D. labrax LYVRLNRD FQUVPICLTLSPPADDLDCLSSIVTILECYNSLISNSLDGVSQUVEVDISSLTIGF
S. aurata LLVRINRDEQAPLGF VS PRADDLDGT SS TVMVIEGYNSLISDOLINVS QI KHDISSLSGE
Hélice Hélice D
C. gilberti LD OWE ) GHCT EQRPKPSVP GPLOELCS TR EF THTVC T E AL MUK E FLNL LLRNL TIE SC
L. crocea LDQWRKGHC T EQRPRPSVPGPLQELQS PREF THTVS IEALMRVKE LLNL LLKNLLQSC
E. coioides IGQWROGHCT EQRPKPSVPGPLQELQS FKEF THTVS TEALMPUKE FLNL LLKNLLETC
S. lalandi LNQWRQGHCS EQRPKPPVE CPLQKLQS FKEF THTVS IEALMRVKE FLNL LLENLLETC
y'j;%m?éﬂgs LDQWRQGHCS EQRPKPSVPGPLQD LQS FKEF IHTVS IEALMRVKE FLNL LLENLLETC
S, japonicus LDQWRQGHCS EQRPEPSVP GPLQELQS FKEF THTVS IEALMRVKE FLNL LLENLLETC
D labrax LOQOUKKGHCNEQRPKPLVSCPLQELQS PKEY THTVG IE AVMRUKE FLTL LLENL LK TC
S aurata LSQWRQEHCS EQRPELSVP GVLQELQRFKTF IHTVS IEALMPVKE FLNL LLENL LKTC

LD R EHCT COR K PSVPC L E L SKKEF THTVS IEALMRVKE FLNLLLENLIXTC

Figura 9. Alineamientos multiples de secuencias de aminodacidos de leptina putativa de C. gilberti con especies homologas
de teleosteos.

En el recuadro celeste se remarca el péptido sefial y las secuencias de aminoacidos implicadas en las cuatro hélices (A, B, C y
D) que forman la estructura de la leptina. Ademas, se muestran dos residuos de cisteina altamente conservadas entre las especies
de peces.

Relativo al arbol filogenético de secuencias de aminoacidos de leptina, para la inferencia
filogenética bayesiana utilizando el método Montecarlo basados en cadenas de Markov (MCMC)
con modo de verosimilitud, de las especies: Cilus gilberti, Larimichthys crocea, Larimichthys
crocea, Epinephelus coioides, Seriola lalandi, Micropterus salmoides, Lateolabrax japonicus,
Scomber japonicus, Dicentrarchus labrax y Sparus aurata, se pudo establecer el porcentaje de
réplicas del arbol en los que los taxones asociados se agruparon juntos en las 10.000 réplicas que
se muestra junto a las ramas (Figura 10)
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— AWP08568 Scophthalmus maximus
- —GLD60330 Lates japonicus
AKM16801 Scomber japonicus
KAK0143361 Merluccius polli
s71 AGR51148 Larimichthys crocea
KAG8012598 Nibea albiflora
Cilus gilberti)
= AWX49627 Sparus aurata
AHH86062 Siniperca chuatsi
- SSC14288 Channa striata
- 'lUPXQ 5538 Lateolabrax maculatus
AHI85768 Lateolabrax japonicus
b~ AlYOQ9975 Dicentrarchus fabrax
AFD34355 Morone saxatilis
-UXR07905 Seriola falandi
§—~ANQ45736 Trachinotus blochii
TAFU55260 Epinephelus coioides
XP_049430197 Epinephelus fuscoguttatus
OOC77929 Micropterus salmoides
— ADT91717 Thunnus thynnus
ADM72802 Mus musculus

Figura 10. Arbol filogenético de secuencia de aminoécidos de leptina. Para la inferencia filogenética bayesiana utilizando

métodos MCMC con modo de verosimilitud. El porcentaje del arbol replicados en los que los taxones asociados se agruparon
en las 10.000 réplicas se muestra junto a las ramas. El &rbol esta dibujado a escala, con longitudes de las ramas en las mismas
unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Cada rama contiene el nimero de

acceso al GenBank correspondiente a las secuencias utilizadas.

6.2 Expresion basal de leptina y su receptor en tejidos de juveniles de C.

gilberti

El anélisis de los niveles transcripcionales basales de cgLep en juveniles de C. gilberti con una
masa total media de 64,5 g, reveld una expresion relativa de su transcrito en higado notablemente
superior hasta 50 veces en comparacion con otros tejidos (p<0,05). Esta elevada expresion fue
seguida de cerca por musculo blanco, mientras que niveles significativamente mas bajos se
observaron en el rifion anterior y posterior, cerebro bazo y branquias (p<0,05). Por el contrario, los
tejidos que mostraron una menor expresion de cglLep fueron ciegos piloricos, estbmago, intestino
anterior y posterior (Figura 11).

En cuanto al receptor cgLepR, los niveles transcripcionales basales parecen notablemente

superiores en muasculo blanco, con niveles por arriba de 300 veces més altos que en otros tejidos
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(p<0,05), y con niveles mucho mas bajos a nivel de rifién anterior y posterior, asi como a nivel
hepatico. Por el contrario, los niveles de expresion mas bajos se observan en ciegos piloricos,
estdmago e intestino anterior y posterior (Figura 12).
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Figura 11. Expresion relativa de ARNm de leptina en tejidos de C. gilberti. Peces juveniles de un afio en tejidos:

Bazo (Bz), Branquias (Br), Cerebro (C), Ciegos piléricos (Cp), Higado (H), Intestino anterior (la), Intestino posterior (Ip),
Muasculo (M), Rifion anterior (Ra) y Rifion posterior (Rp). Los datos se presentan como expresion génica relativa, con -
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indicaron con una letra diferente, n = 6.
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Figura 12. Expresion relativa de ARNm del receptor de leptina en tejidos de C. gilberti. Peces juveniles de un afio, en
tejidos: Bazo (Bz), Branquias (Br), Cerebro (C), Ciegos piléricos (Cp), Higado (H), Intestino anterior (la), Intestino
posterior (Ip), Musculo (M), Rifién anterior (Ra) y Rifidn posterior (Rp). Los datos se presentan como expresion génica

relativa, con B-actina como normalizador; y se enuncia la media + SD, cuyas diferencias significativas se consideraron
cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, n = 6.
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6.3 Efecto del estado de alimentacion sobre la expresion génica de leptinay

su receptor en juveniles de C. gilberti

De las muestras de tejido de juveniles de C. gilberti obtenidas durante los periodos pre y
posprandiales, la expresion relativa de cglLep en higado, y su receptor cgLepR tanto a nivel de
cerebro y estomago; los resultados obtenidos indicaron valores bajos de cgLep durante el periodo
preprandial, con un aumento significativo observado después de 1 h posprandial, seguido de un
descenso 6 horas posprandial (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Expresion relativa de ARNm de leptina en higado de C. gilberti en periodos preprandial y posprandial.
1 hora antes de alimentarse, y 1 hora y 6 horas después de alimentarse. Peces juveniles de un afio. Se enuncia la media +
SD, cuyas diferencias significativas se consideraron cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, n = 6.

(n=6).

Comportamiento inverso se encontrd en cgLepR a nivel cerebral, ya que mostré un aumento
significativo de expresion relativa durante el periodo preprandial, con descensos notables y
sostenidos observados 1 y 6 horas posprandiales. Sin embargo, no se observaron cambios en el
nivel de expresidn génica de cgLepR a nivel estomacal al comparar las condiciones preprandiales
y posprandiales. Ademas, de manera general, los niveles de expresion génica en estbmago fueron

sistematicamente inferiores a los detectados en cerebro (p<0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Expresion relativa de ARNm del receptor de leptina (LepR) en cerebro y estémago de C. gilberti en periodos
preprandial y posprandial.

1 hora antes de alimentarse, y 1 hora y 6 horas después de alimentarse. Peces juveniles de un afio. Se enuncia la media + SD,
cuyas diferencias significativas se consideraron cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, n = 6.

(n=6).

6.4 Efecto de la hipoxia aguda e intermitente sobre la expresion génica de

leptina en juveniles de C. gilberti

Diversos factores ambientales ejercen notable influencia sobre la fisiologia de los peces; en
consecuencia, mediante este estudio se investigo el impacto de episodios agudos e intermitentes de
bajos niveles de oxigeno disuelto (hipoxia) sobre leptina hepatica en juveniles de C. gilberti. Los
resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de expresion del ARNm de la leptina
durante las 2 primeras horas de exposicion a hipoxia aguda (2 mg O2/L) (p<0,05), retornando a los
niveles de expresion basales a las 6 horas tras la hipoxia (Figura 15). Por el contrario, los peces
sometidos a un ciclo de 30 dias de hipoxia diaria no mostraron disparidades significativas en los
niveles de leptina hepética, en comparacién a los peces mantenidos en condiciones normoxicas
(7,6 mg O2/L) (Figura 16).
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Figura 16. Expresion relativa de ARNm de leptina en higado de C. gilberti, mantenidos en normoxia o hipoxia
intermitente diaria. Los datos se expresan como media = SD y las diferencias se consideraron significativas cuando P
< 0,05, (n=6).

6.5 Efecto de la densidad de cultivo sobre la expresion génica de leptina en

juveniles de C. gilberti

En la industria acuicola, la densidad de cultivo es un factor determinante para alcanzar niveles
de productividad éptima, tomando en cuenta el bienestar de los organismos individuales, incluida

la conservacion de las sefiales de apetito a lo largo del cultivo. Este bioensayo con C. gilberti,
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criados a distintas densidades de cultivo (15 kg/ m3; 25 kg/ m® y 35 kg/ m®), arrojo resultados
interesantes; en particular, en los tanques con la densidad mas baja (15 Kg/m?), se observo una
variabilidad individual en los niveles de expresion génica de la leptina hepética (cgLep). Esta
variabilidad se manifestd ya que algunos individuos mostraron elevados niveles de expresion de
cglLep hepética, mientras que otros mostraron niveles de expresion mas bajos en el mismo tejido.
En consecuencia, la media colectiva de expresion de leptina fue notablemente superior en los peces

cultivados a 15 Kg/m?®, comparados con los criados a densidades de 25 y 35 Kg/m? (p<0,05) (Figura
17).
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Fig.17 Expresion relativa de ARNm de leptina en higado de C. gilberti a 15, 25 y 35 Kg/m?® densidades de cultivo.
Los datos se expresan como media + SD y las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05, (n=10).

7. DISCUSION

7.1 Caracterizacion de secuencias codificantes de leptina de C. gilberti

Mediante la caracterizacién exhaustiva de la secuencia y la expresién transcripcional de la
leptina, se pudo constatar que genéticamente existe similitud entre C. giberti con respecto a otros
teledsteos (Larimichthys crocea, Epinephelus coioides, Seriola lalandi Micropterus salmoides,
Lateolabrax japonicus, Scomber japonicus, Dicentrarchus labrax y Sparus aurata,), cuyas
secuencias de aminoacidos muestra el péptido sefial, manteniendo las cuatro hélices (A, B, Cy D)
que forman la estructura de la leptina, asi mismo, disponen de dos residuos de cisteina altamente

conservado (Figura 8 y 9). De forma anéloga, en leptina de mamiferos, estos residuos de cisteina
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establecen un puente disulfuro que conecta los extremos C-terminales de la hélice C y D (Denver
etal., 2011;Wen et al., 2020).

El marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) presenta mayor similitud de
secuencias de aminoacidos con miembros de la familia de la corvina, como la corvina amarilla
grande, Larimichthys crocea (94,41 %). La similitud fue comprobada por andlisis filogenético,
donde se pudo verificar el agrupamiento de C. gilberti con corvina amarilla (L. crocea) y corvina
amarilla (Nibea albiflora) en un solo clado, todas ellas pertenecientes a la familia Sciaenidae. De
todas las especies incluidas en el analisis filogenético, solo una, el atin rojo del Atlantico (Thunnus
thynnus) se situd fuera del clado monofilético que contenia los otros ORF de leptina (Figura 10).

Este estudio se muestra la caracterizacion exhaustiva de la secuencia y la expresion
transcripcional de la leptina en C. gilberti, hormona fundamental en la regulacion de la ingesta de
alimentos y el balance energético en vertebrados (Hussain y Khan, 2017). Mediante la
disponibilidad de la secuencia de aminoacidos de cglLep, se pudo realizar un analisis de su
estructura terciaria putativa, descubriendo una composicién caracterizada por cuatro hélices. Cabe
destacar, la conservacion de dos residuos de cisteina, que desempefian un papel fundamental en la
estabilizacion de la estructura de la proteina. Esta conformacion terciaria es vital, ya que facilita el
reconocimiento de la leptina por su receptor asociado, desencadenando asi la cascada de
sefializacion celular, como se ha demostrado en vertebrados (Haglund et al., 2012 ; Liongue y
Ward, 2007; Zabeau et al., 2005).

Sin embargo, en Lep-b del pez cebra se demostrd la presencia de una tercera cisteina, a
diferencia de lo que ocurre en otras especies como el salmdn del Atléntico. Esta caracteristica
distintiva sugiere su especificidad para especies concretas (Gorissen et al., 2009; Kurokawa y
Murashita, 2009; Rgnnestad et al., 2010).

Por el momento, se desconoce si la existencia de la cisteina adicional podria afectar a la
funcionalidad de la hormona, influyendo potencialmente en su interaccion con el receptor
(Gorissen et al., 2009). Por otra parte, el andlisis filogenético corrobor6 el alto grado de
conservacion de la secuencia de aminoacidos de la leptina entre varias especies de peces marinos,
como ha sido documentado en estudios previos, realizados en peces teleosteos (H. Zhao et al.,
2015; Gorissen y Flik, 2014). Mientras que la leptina de peces conservan el par de residuos de
cisteina que forman el puente disulfuro, es de destacar que carecen del motivo de seis residuos
GLDFIP (posicién 38-43 en la leptina humana) completamente conservado entre los tetrapodos y

necesario para la activacion del receptor de leptina (Denver et al., 2011), asi mismo el autor

40



menciona que la ausencia de este motivo en los peces puede indicar un mecanismo diferente de

unién y activacion del receptor de leptina en estos vertebrados, en comparacion con los tetrapodos.

7.2 Expresion basal de leptina y su receptor en tejidos de juveniles de C.
gilberti

El anélisis de los niveles transcripcionales basales de cglLep en juveniles de C. gilberti, revel6
una expresion relativa de su transcrito a nivel hepatico, y fue hasta 50 veces superior a los demas
tejidos analizados (p<0,05), seguida de cerca por el musculo blanco, y niveles significativamente
mas bajos en rifidn anterior y posterior, cerebro, bazo y branquias (p<0,05), y con menor expresion
los ciegos pildricos, estdbmago e intestino anterior y posterior (Figura 11).

Resultados similares se obtuvieron al analizar expresion de leptina en tejidos de peces de mayor
tamafo de la misma especie, sometidos a condiciones de normoxia y en estudios de hipoxia
intermitente (masa total media de 210 g), y con peso corporal medio de 358 g de una poblacién,
con una densidad de 25 Kg/m®. En ambos casos, la mayor expresion se observo a nivel de higado,
seguido del mésculo (Alvarez et al., 2020).

Los resultados de este estudio sobre la expresion génica indican que los juveniles de un afio
mostraron mayor expresion relativa del transcrito cglLep a nivel de higado, lo que concuerda con
lo observado por Michel et al., (2016) en su investigacion con pez cebra (Danio rerio), donde tanto
la leptina como su receptor se expresaban predominantemente en el mismo drgano. Otros estudios
con teleosteos, incluidos los de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al.,
2012), subrayan sobre los niveles de especializacion del higado en la produccién de la hormona
leptina. Sin embargo, a diferencia de los mamiferos, la expresién de leptina en el tejido adiposo de
los peces teledsteos es minima (Blanco y Soengas, 2021). Histéricamente, se creia que estas células
de peces no producian la hormona (Kurokawa y Murashita, 2009), aunque la investigacién de
Salmerédn et al., (2015) realizadas con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), demostraron que el
tejido adiposo de los teleosteos tiene la capacidad de producir leptina, aunque a niveles mas bajos
en comparacion con vertebrados superiores. Won et al., (2016) sugieren que, en teleosteos, la
leptina se expresa principalmente en el higado, ya que este tejido es responsable del
almacenamiento de energia en los peces, que incluye lipidos, que cumplen una funcion similar a la

de los depositos de grasa de los mamiferos.
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Notablemente, los niveles de expresiéon de la leptina en musculo son muy similares a los
detectados en el higado; ademas, los niveles de expresion basal del receptor, también se observaron
en este tejido. Estos hallazgos sugieren que la leptina probablemente desempefia un papel
importante en el equilibrio energético muscular de C. gilberti, ya que también se han observado
patrones similares leptina en pez arroz japonés (Oryzias latipesse), en los que se encontré una
mayor expresion génica a nivel muscular (Kurokawa y Murashita, 2009).

Estudios realizados en ratones, han arrojado una luz sobre su posible papel del mecanismo de
accion de la leptina en el metabolismo lipidico, ya que se ha demostrado que la leptina es capaz de
promover la oxidacion de los &cidos grasos, estimulando selectivamente la fosforilacion y la
activacion de la subunidad catalitica o2 de la proteina quinasa activada por adenosin monofosfato
AMP (AMPK) en musculo (Minokoshi y Kahn, 2003); sin embargo, es necesario seguir
investigando para determinar si existen mecanismos similares en el metabolismo lipidico del
musculo de C. gilberti.

Aunque el mecanismo regulador preciso de la expresion génica de la leptina sigue siendo dificil
de obtener, se reconoce ampliamente que es una hormona fundamental que rige la homeostasis de
la glucosa y los triacilglicéridos (TAG) (Yan, Chen, Chen, Tang, et al., 2016). También Zhang y
Chua, (2018), afirma que las fluctuaciones en el estado nutricional provocan variaciones en la
secrecion de leptina, que sirve como sefial crucial para la modulacion de las reservas de
triglicéridos, incluso en especies no mamiferas.

En cuanto a su receptor, cgLepR, los niveles transcripcionales basales aparecen notablemente
mas elevados en musculo blanco, con niveles medios arriba de 300 veces superiores a los de otros
tejidos (p<0,05), luego, en un nivel mucho mas bajo de expresion génica en rifion anterior y
posterior, asi como a nivel hepatico. Por el contrario, los niveles de expresion mas bajos se observan
en ciegos piloricos, estbmago e intestino anterior y posterior, (Figura 12).

La mayor expresion de receptores de leptina en este tejido apunta a un posible papel regulador
en el almacenamiento de grasa muscular, no obstante, es indispensable seguir investigando para el
medir impacto de la leptina en el metabolismo lipidico del muasculo de C. gilberti. Estos hallazgos
implican una funcion conservada de la leptina en todos los teleosteos, centrada principalmente en
la movilizacion de moléculas energéticas (Chen et al., 2020). Ademas, es probable que la leptina
influya en la ingesta de alimentos y la regulacion del peso corporal, asi como en la adaptacion a

niveles bajos de oxigeno, en entornos acuaticos (Gorissen y Flik, 2014).
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7.3 Efecto del estado de alimentacién en la expresion de leptina y su

receptor en juveniles de C. gilberti

Debido al impacto directo del estado energético de los animales sobre los niveles de leptina,
este estudio analizo la expresion genica durante los periodos preprandial y posprandial. Para
confirmar las condiciones de ayuno y pos-alimentacion de los peces, se se evalud la expresion
relativa de cgLep en higado, y su receptor cgLepR en cerebro y estdbmago. Los resultados indicaron
valores bajos de cglLep durante el periodo preprandial, con un aumento significativo observado
después de 1 hora posprandial, seguido de un descenso 6 horas posprandiales (p<0,05), (Figura
13). Por el contrario, cgLepR a nivel cerebral, mostré un aumento significativo durante el periodo
preprandial, con descensos notables y sostenidos observados en 1 y 6 horas posprandiales; sin
embargo, no se observaron cambios a nivel de expresion génica de cgLepR a nivel del estdmago,
al comparar los estados preprandiales y posprandiales. Ademas, los niveles de expresion fueron
sistematicamente inferiores a los detectados en el cerebro (p<0,05) (Figura 14).

Los ritmos de alimentacion desempefian un papel crucial en el metabolismo de los peces,
orquestando reguladores endocrinos de crecimiento y apetito; sin embargo, el patron circadiano de
la leptina en este proceso sigue sin explorarse teledsteos. Los resultados de esta investigacion,
indican un rapido aumento de los niveles de leptina después de la alimentacion, seguido de un
retorno a valores cercanos al ayuno después de la digestion (Huising et al., 2006).

La participacion crucial de la leptina en la regulacion del gasto energético en los peces,
responde a una variedad de estresores, ya que a menudo los peces recurren a la reduccién de la
ingesta de alimentos como mecanismo de adaptacién ante estresores recurrentes (Mankiewicz et
al., 2021); Parker y Cheung, 2020). Entre estos factores de estrés, la hipoxia surge como una
amenaza critica, derivada de la saturacién inadecuada de oxigeno en los entornos acuéticos,
especialmente en los sistemas de acuicultura intensiva. Por lo tanto, es razonable inferir ya que las
hormonas que rigen la ingesta de alimentos podrian sufrir alteraciones bajo tales circunstancias

ambientales (Conde-Sieira y Soengas, 2017;Salmeron et al., 2015).
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7.4 Efecto de la hipoxia aguda e intermitente sobre la expresion génica de

leptina en juveniles de C. gilberti

Diversos factores ambientales ejercen notables influencias en la fisiologia de los peces, lo que
motiva a realizar este estudio, investigando el impacto de los episodios agudos e intermitentes de
niveles bajos de oxigenos disuelto (OD) en la expresion de leptina hepética en juveniles de C.
gilberti. Los resultados de esta investigacion mostraron un aumento significativo de los niveles de
expresion del ARNm de leptina durante las dos primeras horas de exposicion a hipoxia aguda
(p<0,05), seguida de un retorno a los niveles de expresion basales a las 6 horas después de la
hipoxia (Figura 15).

Por el contrario, los peces sometidos a un ciclo de 30 dias de hipoxia diaria no mostraron
diferencias significativas en los niveles de leptina hepatica, en comparacion con los mantenidos en
condiciones de normoxia (Figura 16).

Los resultados de este estudio mostraron un rapido aumento en los niveles de leptina a las 2
horas de exposicién a hipoxia aguda (2 mg O2/L), seguida de un retorno a los niveles de normoxia
después de 6 horas, y esta respuesta fue persistente con exposicion continuas de la hipoxia a largo
plazo; ya que en hipoxia intermitente, los peces sometidos a 30 dias en las mismas condiciones
hipoxicas, mostraron niveles de leptina en higado similares a los de los individuos mantenidos en
condiciones normoxicas; lo que sugiere que esta especie posee adaptaciones fisioldgicas que le
permiten responder eficazmente cuando los niveles de oxigeno disminuyen en el agua de mar
(Alvarez et al., 2020).

Debido a su asociacion directa con el metabolismo anaerébico, la hipoxia induce a los
organismos a recurrir a la glucolisis anaerébica para satisfacer las mayores demandas de energia
durante el estrés inducido por la hipoxia (Carmo et al., 2020). Ademas, algunos estudios proponen
que la leptina, junto con los glucocorticoides, puede servir como sefial catabdlica durante
situaciones de estrés; se cree que esta sefial facilita la movilizacion de recursos energéticos,
ayudando asi a los organismos a hacer frente a la mayor demanda de energia provocada por el
estrés (Parker y Cheung., 2020);Deck et al., 2017). Sin embargo, en especies mas susceptibles a la
hipoxia, la regulacion de la leptina puede diferir notablemente; por ejemplo, estudios con truchas
arco iris (Oncorhynchus mykiss) expuestas a condiciones adversas hipoxicas e hiperdxicas,
impactan en el aumento de peso, las tasas de supervivencia y la conversion alimenticia,

potencialmente con los niveles de expresion de leptina hepéatica (Aksakal y Ekinci, 2021); Assan,
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Huang, et al., 2021). En general, la regulacion del apetito en ambientes hipdxicos es especifica de

cada especie y depende del ciclo vital de los peces.

7.5 Efecto de la densidad de cultivo sobre la expresion genica de leptina en

juveniles de C. gilberti

Las distintas densidades de cultivo, investigadas en este estudio con corvina Cilus gilberti,
arrojo importantes resultados ; en particular, la densidad mas baja (15 Kg/m?®), en la cual se observo
una variabilidad individual en los niveles de expresion génica, donde algunos individuos
presentaron elevados niveles de expresion génica de cglep, mientras que otros mostraron niveles
mas bajos a nivel hepatico, de manera que la media de expresion génica de leptina fue superior en
los peces cultivados a 15 Kg/m?, con respecto a los criados a densidades de 25 y 35 Kg/m? (p<0,05)
(Figura 17). Esta dicotomia dio lugar a una amplia dispersion de los datos de expresién génica de
los peces de estos tanques.

Basado en estos hallazgos, se puede afirmar que la densidad de poblacién es otro factor
importante que puede provocar respuestas de estrés en granjas piscicolas, ya que puede influir en
el crecimiento, el bienestar y el comportamiento dentro de las jaulas, tomando en cuenta que, en
acuicultura, garantizar el bienestar de los peces es primordial para mejorar las tasas de crecimiento
(Zhang et al., 2022). También se puede sugerir sobre la presencia de un comportamiento jerarquico
a densidades de cultivo mas bajas (Carbonara et al., 2019).

Las respuestas al estrés pueden variar entre individuos, y las reacciones fisioldgicas podrian
estar ligadas a condiciones ambientales distintas (@verli et al., 2007). Resultados similares en
estudios previos fueron obtenidos por (Alvarez et al., 2020), donde juveniles de C. gilberti toleraron
altas densidades de poblacion (35 kg/m®) sin experimentar estrés cronico y mostraron una respuesta
favorable a la hipoxia aguda, sin comprometer el crecimiento. Sin embargo, es necesario reconocer
que estos comportamientos son especificos de cada especie, por ejemplo, en salmon del atlantico
(Salmo salar), se observo un efecto contrario, en el que las altas densidades de poblacion
(superiores a 20 kg/m®) desencadenaron la sintesis de moléculas asociadas a la inhibicion del
apetito, como la leptina (Alvarez et al., 2022), fenémeno que podria atribuirse a la regulacion de
las sefiales de inhibicion de la ingesta dentro del sistema nervioso central. Varios estudios indican
que la leptina desempefia un papel en la modulacion de procesos neuroendocrinos relacionados con

las respuestas adaptativas y el comportamiento (Copeland et al., 2011); Gorissen y Flik, 2014). Por
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lo tanto, el mantenimiento de los peces en densidades de cultivo estandarizadas puede conducir a

una mayor productividad, correlacionada con un mejor consumo de alimentos.

8. CONCLUSIONES

El anélisis de las secuencias de amino&cidos de la leptina en C. gilberti (cgLep) ha revelado un
alto grado de conservacion tanto en su secuencia como en su estructura, cuando se compara con
homologos de otras especies de peces teledsteos. Ademas, cglep se expresa predominantemente
en los tejidos hepaticos y musculares de los juveniles de C. gilberti.

Por otra parte, se ha observado que la expresion del gen cgLep aumenta en respuesta al balance
energético posprandial y en entornos con densidades de poblacion inferiores a 25 kg/m3. Este
ultimo hallazgo es particularmente importante, ya que sugiere posibles alteraciones en el
comportamiento alimentario debido a sefiales de saciedad aumentadas como resultado de cambios
en el comportamiento de los peces.

Ademas, los analisis de la expresion de cglLep en condiciones de hipoxia demuestran
considerable resiliencia de esta especie en entornos con baja disponibilidad de oxigeno disuelto.
En conclusion, la regulacion al alza de cglep hepética se produce sélo durante episodios agudos
de hipoxia, volviendo rapidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones

normoxicas.
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10. CAPITULO II: CARACTERIZACION Y PERFILES DE EXPRESION
GENICA DE GRELINA EN CORVINA (Cilus giberti, Abbott 1899), EN
RESPUESTA A HIPOXIA Y PERIODOS DE ALIMENTACION
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10.1 Resumen

La corvina Cilus gilberti cominmente conocida como corvina tambor, es considerada una
especie marina de interés para la diversificacion de la acuicultura chilena. Para optimizar las
condiciones de cultivo, se han examinado los marcadores moleculares que regulan el apetito,
siendo uno de ellos la grelina, péptido gastrointestinal, que desempefia un papel estimulante en la
ingesta de alimentos en mamiferos y peces teledsteos. No obstante, aunque el sistema de control
del apetito se considera relativamente bien conservado entre los vertebrados, la bioactividad de
estas moléculas debe analizarse en cada especie de pez.

Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo investigar la expresion y la capacidad orexigénica
de la grelina de C. gilberti, después de periodos pre y posprandial, analizando la expresion de
ARNmM de grelina en estdmago en juveniles de dicha especie. Los resultados mostraron que el
estomago tiene mayor expresion de ARNm de grelina, y que sus niveles aumentaron en periodo
preprandial y disminuian después del mismo, mientras que la expresion de ARNm del receptor
secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R), también conocido como receptor de grelina,
en los Grganos gastrointestinales, lo que respalda la idea de la regulacion orexigénica periférica en
estos tejidos. En conclusion, los resultados sugieren que la grelina de C. gilberti conserva la
capacidad orexigénica descrita en otros peces teledsteos, con una funcion reguladora en el tracto
gastrointestinal (TGI) de dicha especie.

Este es el primer informe de un pequefio péptido orexigeno en los tejidos digestivos de un
esciénido sudamericano. Aunque la grelina es un marcador molecular promisiorio para el analisis
del consumo de alimento en el cultivo de C. gilberti, se necesitan mas investigaciones para seguir

evaluando los efectos de las préacticas acuicolas sobre el marcador periférico del apetito.

10.2 Introduccion

En todos los organismos, la energia para la supervivencia se proporciona mediante la ingesta
y absorcion de alimentos. Por lo tanto, el crecimiento de los animales depende de su capacidad de
ingerir, digerir y asimilar los nutrientes de la dieta. En la acuicultura de peces, el coste de los
piensos representa la mayor parte del coste total durante el periodo de produccion, entre el 30 y el
60% del mismo. periodo de produccion, entre el 30 y el 60% del mismo (Luna et al., 2019). Por lo
tanto, minimizar las pérdidas durante la ingesta de alimento desempefia un papel importante en el

éxito de la acuicultura, en busqueda de la sostenibilidad econémica basada en una mayor eficiencia
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de la produccion. En consecuencia, como resultado del conocimiento sobre las necesidades de
nutrientes, los ingredientes eficaces de los piensos, los aditivos y la importancia de las nuevas
practicas en el manejo de la alimentacion, son muy importantes para los productores.

Dentro de las practicas de gestion de la alimentacion, la identificacion de marcadores
moleculares asociados a sefiales de alimentacion en especies acuicolas es esencial para el manejo
de los periodos de alimentacidn, fotoperiodo y la evaluacion de dietas especificas para cada especie.
En los peces, como en los mamiferos, los sistemas neuronales implicados en la regulacion estan
interconectados morfoldgica y funcionalmente, formando una red, que va desde las sefiales
cerebrales del apetito en el hipotadlamo hasta las sefiales periféricas de los tejidos gastrointestinales,
incorporando el estado energético y las sefiales de hambre/saciedad (Rennestad et al., 2017).

Muchas moléculas de este proceso, identificadas por primera vez en vertebrados superiores,
también se han descrito en peces teledsteos, los neuropéptidos orexigénicos, neuropéptido Y, y la
R-endorfina, que actlan probablemente en areas cerebrales asociadas con el aumento de la
regulacion del apetito (Lin et al., 2000; Volkoff, 2016). Ademas, los péptidos
orexigénicos/anorexigénicos del tracto gastrointestinal (TGI) participan en el control periférico de
la de la ingesta y la sefializacion GIT-cerebro asociada a la disminucion o el aumento del apetito
Tinoco et al., (2014) ; Unniappan et al., 2004; Unniappan y Peter, 2005; Volkoff et al., 2005).
También los autores plantean que una descripcion adecuada de la actividad y funcion de estas
moléculas en los peces debe analizarse para cada especie de pez. Varios reportes describen que el
péptido GIT grelina desempefia un papel estimulante orexigénico en la ingesta de alimentos en
mamiferos y peces teledsteos.

En los peces teledsteos, la mayor evidencia de la funcion de los péptidos GIT se basa en la
inyeccidn directa de péptidos en los peces y el analisis de la cantidad de alimento ingerido. Sin
embargo, diferentes autores describen propiedades orexigénicas o anorexigénicas para el mismo
péptido (Jonsson “ et al., 2010; Tinoco et al., 2014). Por tanto, aunque el sistema de control del
apetito se considera relativamente bien conservado entre los vertebrados, los estudios han
demostrado que en los peces, las hormonas correspondientes y péptidos ortélogos pueden diferir
en sus funciones basados en diferentes respuestas morfo-fisiologicas del tracto digestivo (\VVolkoff,
2016).
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10.3 Grelina y su receptor

El ARNm de la grelina codifica una preprohormona, que incluye un péptido sefial, un péptido
maduro y regiones C-terminales. De esta manera, el procesamiento postraduccional da lugar a la
formacion de ghrelina bioldgicamente activa. Aunque el principal producto activo en los
vertebrados es el péptido de 27-28 aminoacidos (denominado simplemente grelina); la grelina
puede generar un segundo péptido denominado péptido grelina-asociado, que ya ha demostrado ser
biol6gicamente activo en vertebrados, modulando la accién de la grelina (Delporte, 2013).

La grelina biologicamente activa en teledsteos es un péptido con 12-25 residuos de
aminoéacidos dependiendo de la especie (Bertucci et al., 2019; Jonsson et al., 2010; Kaiya et al.,
2003). A pesar del nimero variable de aminoacidos, la secuencia de la grelina esta relativamente
bien conservada entre especies de peces, sobre todo en su amino terminal. Estos cuatro primeros
aminoéacidos forman el centro activo del péptido, caracterizado por la acilacion de un tercer residuo
de serina, principalmente serina n-octanoylada [acilGhr] (Kaiya et al., 2003).

Por lo tanto, la actividad funcional de la grelina de peces se ha evaluado utilizando su forma
molecular acilada ya que diferentes autores suponen que la forma no acilada de esta hormona
(DesAcylGhre) es inactiva, lo que sigue siendo controvertido. De hecho, las investigaciones en
humanos demostraron la circulacion sanguinea de ambas formas moleculares de grelina (Holmes
et al., 2009). La actividad bioldgica de la grelina se deriva de su capacidad para unirse y activar los
receptores GHS-R, descritos como receptores secretagogos de la hormona del crecimiento (Kaiya
et al., 2010). Se han descrito dos GHS-R en vertebrados: uno es un receptor funcional acoplado a
proteinas G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, mientras que el otro es una
forma truncada de GHS-R1a que carece del dominio transmembrana 5, denominada GHS-R1b
(Albarran-Zeckler y Smith, 2013).

Diferentes autores han informado de estas isoformas GHS-R en peces teledsteos como el
besugo negr (Pagellus bogaraveo), pez dorado (Carassius caratus) y el pez cebra (Danio rerio)
(Kaiya et al., 2013, 2010; Perello-Amoros et al., 2019; Small et al., 2019).

Segun los analisis de expresion génica, en peces teledsteos el ARNm del GHS-R se produce
en muchos tejidos, relacionados con la regulacion de la alimentacion a nivel periférico y central
(higado, tracto gastrointestinal e hipotadlamo) (Kaiya et al., 2010). De esta manera, la expresion de

ARNmM de GHS-R en tejido gastrointestinal apoya la teoria de que la grelina de los peces es un
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sefializador periférico de la regulacion del apetito; sin embargo, no existen estudios a nivel proteico
que evaluen la presencia del péptido grelina en los tejidos gastrointestinales de los peces.

Aunque la digestién comienza cuando el alimento llega al tracto digestivo, para ser eficiente,
requiere algunos pasos previos a la ingestion de orden fisiologico; es decir que ademas de la
disponibilidad de alimento, depende de sefiales internas en el tracto gastrointestinal (Yufera et al.,
2012, 2014). Por lo tanto, el disefio de protocolos de alimentacion diaria Optimos que promuevan
una digestion mas eficiente de los alimentos requiere un conocimiento méas profundo de como el
tiempo y la frecuencia de la alimentacion pueden influir en los diferentes factores diarios del
proceso digestivo, como la expresion molecular de los péptidos GIT. Es decir que puede haber un
aumento del transcrito de grelina en los tejidos gastrointestinales y cerebrales tras los periodos
preprandial, y una disminucion tras la ingesta de alimentos en vertebrados (Ariyasu et al., 2001;
Cummings, 2006; Fox et al., 2009; Reynolds et al., 2010).

Sin embargo, los resultados obtenidos en peces no son tan consistentes como los observados
en mamiferos (Hevray et al., 2011; Jonsson et al., 2007; Pankhurst et al., 2008; Peddu et al., 2009;
Unniappan et al., 2004), por lo tanto, la expresion de este péptido orexigénico debe evaluarse en
cada especie de pez. Actualmente, la corvina C. gilberti se considera una especie marina promisoria
para la diversificacion de la acuicultura de peces por el gobierno chileno (Alvarez et al., 2020).

Para apoyar los protocolos de alimentacion de esta especie, es necesario establecer marcadores
fisioldgicos para el desarrollo en cautiverio, lo que es posible mediante el conocimiento de los
principales sefializadores de la respuesta fisiologica en la regulacion del apetito. Por lo tanto, este
estudio tuvo como objetivo investigar la expresion y la actividad orexigénica de la grelina de C.
gilberti.

10.4 Expresion génica de grelina en peces

El ARNm de grelina en peces, se expresa principalmente a nivel el intestino, y se cree que esta
implicada en la regulacion de una serie de funciones fisioldgicas, incluyendo la regulacion de
hormonas liberadas por la pituitaria y la estimulacion de la ingesta de alimentos (Unniappan y
Peter, 2005). Ejemplo de ello son los niveles de expresion del transcrito de grelina en carpa china
(Ctenopharyngodon idellus), que mostr6 mayores niveles en el tracto digestivo, seguido de
musculo, higado, hipotalamo, tejido adiposo blanco, corazén e hipofisis (Feng et al., 2013).

También se ha descrito que la grelina en peces tiene posibles efectos en el metabolismo

hipotalamico, que intervienen en el control de la ingesta de alimentos, para el caso, en trucha
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arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se demostrd que las acciones orexigénicas de esta hormona
estaban asociadas a cambios en el metabolismo de &cidos grasos en el hipotalamo e inhibicion de
los mecanismos de deteccion de los mismos, que finalmente condujeron a potenciar los efectos
neuropéptidos orexigénicos, y de este modo, la ingesta de alimentos (Velasco et al., 2016).

Por otra parte, se tiene conocimiento que tanto la grelina y su receptor estan presentes no sélo
en los tejidos periféricos como el estdmago y el intestino, sino también en el sistema nervioso
central (Kang et al., 2011). Estudios realizados por Liu et al., (2021) con juveniles de corvina
amarilla (Larimichthys crocea) cultivada, sometida a periodos de ayuno, se encontrd que los
niveles de expresion génica de grelina fue significativamente mayor en estdmago comparada con
otros tejidos como musculos, cerebro, intestinos, higado y rifion; lo que sugiere que esta hormona
esta involucrada en la respuesta al hambre. Similar respuesta se obtuvo en un estudio realizado por
Alvarez et al. (2023) utilizando juveniles de corvina tambor (Cilus gilberti), cuyos resultados
mostraron que la mayor expresion de ARNm de grelina aumentaron en el periodo preprandial, y
disminuyeron después, lo que sugiere que la grelina posee la capacidad orexigénica reportada en

otros peces teleodsteos.
10.5 Efecto del estrés sobre grelina en peces

Mantener el equilibrio de la homeostasis es un desafio constante, debido a los diversos factores
estresantes que tienen que afrontar los peces de manera interna o externa, y cuando la homeostasis
se ve amenazada o percibida como tal, es cuando ocurre el estres; restableciéndose mediante
diversos factores fisiolégicos y conductuales, como respuestas adaptativas (Chrousos, 2009), y
considerando que el bienestar animal es cada vez més importante, donde evitar el estrés cronico es
una necesidad (Maostl y Palme, 2002), se hace necesario disponer de indicadores de estrés y su
cuantificacion, aunque la respuesta puede ser inter e intraespecificas, asociadas al sexo, etapa de
vida, y de manera temporal en las respuestas fisioldgicas a los factores estresantes (Sopinka et al.,
2016).

Estudios realizados con trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) confirmaron que la
alimentacion puede verse suprimida por estrés de confinamiento, donde los niveles de grelina
plasmatica, como en otros peces, parecen estar modulados por el estado de alimentacion, por lo
que sugiere jugar un papel orexigénico en esta especie (Pankhurst et al., 2008), de igual manera
Bernier et al. (2012), en un estudio con carpa comun (Cyprinus carpio) expuesta a una saturacion

de O? del 10% durante ocho dias, encontré una reduccion sustancial del 79% en el consumo de
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alimento, en comparacion con los peces mantenidos en condiciones normoxicas, lo que indica que
la supresion del apetito en respuesta a la hipoxia cronica puede atribuirse a la modulacion de sefiales
anorexigénicas.

Este fendmeno plantea una amenaza cada vez mayor para los sistemas acuaticos, lo que lleva
a mayores casos de hipoxia en términos tanto de intensidad como de frecuencia, lo que agrega un
factor adicional al desafio del sector acuicola. Abordar el impacto de los bajos niveles de oxigeno
disuelto es cada vez mas imperativo a medida que el cambio climatico continta influyendo en la
dinamica de los ambientes acuaticos (Pollock et al., 2007).

En peces teledsteos, existen solidas evidencias que establecen una correlacion directa entre los
eventos de estrés y las alteraciones en la ingesta de alimentos, por lo que reconocer y delimitar los
marcadores moleculares que interconectan estos dos procesos es imperativo para estandarizar
diversos parametros de cultivos piscicolas. Esto se vuelve especialmente critico para especies en
proceso de escalamiento productivo, como es el caso de Cilus gilberti, que se incluye activamente
en programas de diversificacion de la acuicultura en Chile y Per(. Los resultados iniciales de
productividad destacan a C. gilberti como una especie marina prometedora para el cultivo de alta
densidad. En particular, la especie muestra mayor capacidad de crecimiento en densidades
superiores a 35 kg/m3 (Alvarez et al., 2020), sin embargo, se requiere realizar una investigacion
exhaustiva sobre si estas condiciones ejercen impactos mas amplios en diversos procesos
fisioldgicos. Identificar y comprender los marcadores moleculares asociados con el estrés y la
ingesta de alimentos en C. gilberti es fundamental para optimizar las practicas acuicolas,
contribuyendo asi al éxito de las iniciativas de reproduccion, y garantizar una produccion sostenible

en el contexto de la expansion de las operaciones acuicolas.

11. MATERIALES Y METODOS

Este apartado se llevo a cabo mediante la misma metodologia del capitulo | (relativo a

Leptina), documentado anteriormente, por lo tanto, en este capitulo, no se ilustran los bioensayos.

111 Recepcion y mantenimiento de peces

Los juveniles de Cilus gilberti (N = 150; 90-100 g) se obtuvieron de las instalaciones de la
Fundacién Chile en la bahia de Tongoy, Coquimbo, Chile, y trasladados al laboratorio de

piscicultura de la Universidad Catolica del Norte, en Coquimbo. Los peces fueron mantenidos en
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seis estanques circulares de fibra de vidrio de 0,5 m?® cada uno, conteniendo 25 peces, se utilizaron
bombas de oxigeno, filtros bioldgicos, unidades de esterilizacion ultravioleta y flujo continuo de
agua de mar. Los peces fueron alimentados a mano hasta la saciedad (dieta comercial con 45% de
proteinas y 20% de lipidos), tres veces al dia (09:00; 14:00y 17:30 h), con un periodo de adaptacién
preexperimental de 4 semanas. Durante el periodo experimental, se comprobaron diariamente los
niveles de oxigeno disuelto (OD) (7,3 mg/mL +0,5) y la temperatura (17,1 °C + 1,2) mediante una
sonda multiparametro (YSI, Inc.). Los peces se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 h luz y 12
h oscuridad (12 L:12 O). Vale aclarar que no se detectaron variaciones en los pardmetros de calidad
del agua entre los grupos experimentales; ademas no se utilizaron tratamientos quimicos ni
antibidticos en ningin momento.

Los peces se mantuvieron y manipularon siguiendo las directrices de procedimientos
experimentales aprobados por el Comité de Etica de la Universidad Catdlica del Norte (protocolo
nimero CEC_15/2018 con fecha de aprobacion 15 de noviembre de 2018).

11.2 Bioensayo de hipoxia cronica

En este estudio se utilizaron aleatoriamente 200 juveniles corvina de C. gilberti, con una masa
media de 200 g, y se distribuyeron en ocho tanques cénicos de 250 L, 25 peces por tanque, con
agua de mar dentro de un sistema de flujo abierto, asegurando una temperatura estable de 16,5 +
0,5°C y suficiente aireacion. Tras un periodo de aclimatacién de dos semanas, los peces se
dividieron en dos grupos, cada uno con cuatro tanques.

El primer grupo, que sirvié de control, permaneci6 en condiciones normdxicas (7,8 mg/L de
OD) durante todo el experimento, mientras que el segundo grupo fue sometido a eventos hipdxicos
diarios (2 mg/L OD) con 3 horas de duracion cada uno, durante 30 dias, con los siguientes
intervalos de Oh, 15 y 30 dias. Después de cada periodo, se tomaron muestras de higado del grupo

control y expuestos a hipoxia, mediante la metodologia descrita en el bioensayo anterior.

11.3 Bioensayo pre y posprandial

Posterior a un periodo de adaptacion, los juveniles de C. gilberti se dividieron en dos grupos
en cuatro tanques: un grupo para el muestreo preprandial y otro para el posprandial, garantizando
que los peces muestreados posprandial no fueran perturbados por el muestreo preprandial, de tal

manera tuvieran comportamiento alimentario normal.
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En el muestreo preprandial se utilizaron de 2 peces por tanque, una hora antes del inicio de la
primera comida diaria, mientras que el muestreo posprandial de 2 peces por tanque, y se realizo 1
hy 6 h después de la primera comida de la mafiana. Los peces muestreados fueron capturados y
sacrificados mediante una sobredosis anestésica (200 mg/L de Tricaina MS-222 en agua de mar).

Cuando estaban sedados, se registro del peso corporal (PC) y la longitud, ademas, se tomaron
muestras de sangre de la vena caudal, con jeringas heparinizadas de 1 mL, y luego se centrifugaron
a 5000g durante 5 min a 4 °C, la fraccion plasmatica se almaceno a - 20 °C. Las porciones de tejido
estomacal para la extraccion de ARN se colocaron en tubos estériles que contenian 400 pL de

RNAIlater® (Thermo Fisher) y se almacenaron a - 80 °C antes de su posterior analisis.

11.4 Extraccién de ARN, obtencidn de secuencias codificantes para

grelina, y receptor de grelina (GHS-R ) de C. gilberti

La extraccion de ARN de cada tejido inicié afadiendo 500 pL de Trizol a 50 mg de tejido,
seguido de homogeneizacion en un equipo Mini beat (Biospec, EE.UU.) durante 10 segundos. A
continuacion, se homogenizo y se centrifugé a 8000xg durante 10 minutos a 4 °C, y el sobrenadante
se recuperd6 mediante posterior adicion de 400 pL de cloroformo. Tras agitar en vortex a
temperatura ambiente, la solucion se centrifugd a 12 000xg durante 15 minutos a 4°C. La capa
superior transparente se transfirié cuidadosamente y se cargé en columnas comerciales del kit
E.Z.N.A. (Omega Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 la
cuantificacion del ARN (absorbancia) con el equipo Epoch (Microplate spectrophotometer
BioTek), y se evalud la integridad mediante electroforesis de agarosa.

Para realizar la transcripcion inversa, se utilizaron 500 ng de cada muestra de ARN, utilizando
el kit de transcripcion inversa de ADNc de gran capacidad (Applied Biosystems™), siguiendo el
protocolo del fabricante.

Para obtener las secuencias codificantes de grelina y su receptor, se utilizaron partidores
heterologos dirigidos a regiones conservadas de las secuencias descritas para estos genes, en
especies estrechamente relacionadas con C. gilberti. Los productos de PCR obtenidos se
sometieron a secuenciacién por la empresa Macrogen, Republica de Corea. Las secuencias
resultantes se depositaron en GenBank con los cddigos de acceso ON568235.1 (Ghre-1),
0Q349513.1 (GHS-R).
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115 Alineamientos multiples de secuencias de aminoéacidos de C.

gilberti con teledsteos homadlogos, y filogenia de grelina

Con la finalidad de establecer la similitud entre las secuencias de aminoacidos de C. gilberti
con teledsteos homologos, se realizo el alineamiento de estas, mediante el uso de Herramienta
Basica de Busqueda de Alineamientos Locales (BLAST), aplicaciones desarrolladas en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI). Para ello se organizaron las secuencias de
nucleotidos en formato FASTA de las especies a comparar.

El arbol filogenético de la grelina, se realizd considerando la filogenia para la inferencia
bayesiana utilizando el método MCMC con modelo de verosimilitud, el cual se basa en el célculo

de la probabilidad de que dicho éarbol sea correcto, dados los datos y un modelo evolutivo.

11.6 Analisis bioinforméatico de la secuencia de nucleétidos de grelina
de C. gilberti

La secuencia parcial codificante de grelina de C. gilberti (cgGhre) se obtuvo mediante la
basqueda de secuencias superpuestas entre si (contigs) de C. gilberti, proporcionadas por
Fundacion Chile. Asi mismo, se disefiaron partidores usando el software Primer3 Input, para la
amplificacion de estas secuencias, tal como se muestran en la Tabla Suplementaria 1. EI ADNc de
estdmago se utilizé como templado para amplificar cgGhre. El producto de PCR de 333 pares de
bases (pb) fue purificado utilizando el protocolo E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek).
La secuencia del amplicon se verific6 mediante secuenciacién (Macrogen Inc., Seudl,Corea). La
homologia de secuencias se establecié mediante el uso de herramienta basica de blsqueda de

alineacion local (BLAST, por sus siglas en inglés), (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

La secuencia de la proteina putativa se obtuvo del portal Expasy (http://www.expasy.org/),

mientras que para los alineamientos multiples se utilizaron las herramientas ClustalW del software
MEGA 6.0. La estimacion de la divergencia evolutiva entre la matriz de secuencias de nucleotidos
para el propéptido grelina de teledsteos.

El analisis filogenético se realiz6 con Mr.Bayes v3.2.6 online Bayesian Inference of Phylogeny
(http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=mrbayes); este programa utiliza el método
MCMC para estimar la distribucion posterior de los parametros del modelo (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003).
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Los modelos bioinformaticos de estructura terciaria de la grelina putativa madura de C. gilberti
se analizaron en el servidor web PEP-FOLD3 (http://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/PEP-FOLD3) (Lamiable et al., 2016). Después de elegir el mejor modelo, se
construyd la estructura 3D del péptido utilizando PyMOL.

Para el andlisis filogenético, se recuperaron secuencias de aminoécidos homologas en otras
especies (peces y mamiferos) de la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) ttp://www.ncbi.nim.nih.gov/), utilizando la secuencia de C. gilberti como
referencia.

11.7 Expresion génica de grelina mediante RT-gPCR

Para amplificar el ARNm de grelina y su receptor de C. gilberti, se disefiaron partidores
especificos, y se utilizé B-actina como gen de mantenimiento, para normalizar los valores de Ct
del gen de interés, se realizaron pruebas estadisticas de los valores de expresion de B-actina entre
las diferentes condiciones, no encontrandose diferencias significativas entre ellas (P >0,05). La
RT-qPCR se realizd utilizando 20 pL de mezclas de reaccion que contenian Takyon™
SyberGreen/ROX qPCR Master Mix (EUROGENTEC, EE.UU.), 0,3 uM (concentracion final) de
cada partidor, y 2 uLL de ADNC.

La eficiencia (E) de los pares de partidores se calcularon a partir de las pendientes dadas segln
la ecuacion E = 100 Veendiente] || o5 analisis se Ilevaron a cabo en un equipo Mx3000P gqPCR System
(Agilent Technologies) con un paso de desnaturalizacion inicial de 10 min a 95 °C seguido de 40
ciclos de PCR de desnaturalizacion (95 <C, 15 s), hibridacion-elongacion (60 °C, 1 min); y por
ultimo se obtuvo la curva de fusion a 75-95 °C, con una tasa de calentamiento de 0,1 °C por
segundo, y medicién continua de la fluorescencia. La expresion relativa se calculé mediante el
método -2AACTq (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando los valores del ciclo de cuantificacion
(Cqg) medidos del gen de mantenimiento -actina para normalizar los valores Cq medidos del gen
diana.

11.8 Anadlisis estadistico

La significacion estadistica de los datos se analizo con el programa informaético R version 3.5.2.
Antes del andlisis estadistico, se comprobo la normalidad y la homocedasticidad mediante las
pruebas de Shapiro-wilk y Fligner-Killeen respectivamente.

La expresion basal de ARNm de Ghre y GHS-R1 en los tejidos, se sometieron a la prueba de

Krukal-Wallis. Los pardmetros bioquimicos sanguineos (glucosa), la ingesta de alimentos y la
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expresion de ARNm de Grelina tras los periodos preprandial y posprandial se analizaron mediante
ANOVA unidireccional seguido de comparaciones de medias de Tukey. Por ultimo, los niveles de
grelina en sangre (péptido sintético) se analizaron mediante la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,01 (**) o P < 0,05 (*). Los
resultados se representan graficamente mediante GraphPad prism 8.1 como la media + desviacién

estandar (DE) de las réplicas biologicas.

12. RESULTADOS

12.1 Alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos de grelina

de C. gilberti con teledsteos homdlogos

Los resultados de los alineamientos de aminoacidos, para C. giberti, con respecto a los
siguientes teledsteos: Larimichthys crocea, Micropterus salmoides, Epinephelus coioides,
Siniperca chuatsi, Scophthalmus maximus, Lateolabrax maculatus, Sparus aurata, Acanthopagrus
schlegelii, Seriola dumerili, Dicentrarchus labrax, y Morone saxalitis, mostraron secuencias
conservadas de aminoacidos de propeptidos, y del péptido maduro, asi mismo, sitios de escision

putativos de la progrelina (Figura 18).

C. gilberti e
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S. chuatsi VE LKRITCLLVELLCS L
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L maculatus MELESTCLLVELLCEL

S. aurata M LKRATCLLVE LECS U
A. schlegelii ‘suEsTLLVELECSL
S.dumerili  EEERTRLCLLSY 2 g
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4 y amidacion ' escision
Progrelina

Figura 18. Alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos de grelina en especies de teledsteos.
Los amino&cidos idénticos estan resaltados en negro e impresos en letras blancas. Los sitios de escision putativos se
muestran con flechas rojas. Los péptidos maduros después del procesamiento del propéptido se indican con lineas rojas
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Relativo al &rbol filogenético de grelina, para la inferencia filogenética bayesiana utilizando
métodos MCMC con modo de verosimilitud, de las especies Larimichthys crocea, Micropterus
salmoides, Epinephelus coioides, Siniperca chuatsi, Scophthalmus maximus, Lateolabrax
maculatus, Sparus aurata, Acanthopagrus schlegelii, Seriola dumerili, Dicentrarchus labrax,
Oncorhynchus mykiss, Salmo salar y Morone saxalitis, se pudo establecer el porcentaje de réplicas

del arbol en los que los taxones asociados se agruparon juntos en las 10.000 réplicas (Figura 5).

99 [Sparus aurata
50 Acanthopagrus schiegeli
_‘_— Scophthaimus maximus
M 84— Senofa dumeni
35

| —— L aleolabrax maculatus

‘ [ Siniperca chualsi
67 Micropterus saimoides

v Dicentrarchus labrax
100 [ Morone saxafilis
——— Epinephelus coioides
86| 1 Cilus gilberti <4m
I Lanmichthys crocea

~ Oncorhynchus mykiss
100 Saimo safar

Mus musculus

Figura 19. Arbol filogenético de secuencias de aminoacidos de grelina. Para la inferencia filogenética bayesiana utilizando
métodos MCMC con modo de verosimilitud. El porcentaje de réplicas del arbol en los que los taxones asociados, se agruparon
en las 10.000 réplicas que se muestran junto a las ramas. El arbol esta dibujado a escala, con las longitudes de rama en las
mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Cada rama contendra el nimero
de acceso al GenBank correspondiente a las secuencias utilizadas para la reconstruccion junto al nombre de la especie,
designando a la variante homoéloga.

12.2 Expresion basal de ARNm de grelina en diferentes tejidos de C.
gilberti

Los niveles de transcritos de ARNm fueron analizados en siete tejidos obtenidos de los grupos
del experimento preprandial, que incluian: bazo, branquias, ciegos piléricos, estbmago, intestino,
musculo y bazo (Figura 20).

Los resultados apuntan a que los niveles de expresion del transcrito de grelina fue mayor a

nivel del estomago, fue altamente significativo (P < 0,05), alrededor de 1000 veces mas con
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respecto a los demas tejidos, seguido por tejido musculo blanco, 10 veces mas con respecto a los
demas tejidos. Seguido por intestino y el resto de los tejidos.

Expresion relativa (UA)

Tejidos

Figura 20. Expresion basal de ARNm de grelina en diferentes tejidos de C. gilberti.

Branquias (Br), Ciegos pil6ricos (CP), Estémago (E), Higado (H), Intestino (I), Masculo (M) y Bazo (B). Los datos se
presentan como expresion génica relativa, con B-actina como normalizador; y se enuncia la media + SD, cuyas diferencias
significativas se consideraron cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, con (n = 6).

12.3 Expresion basal de ARNm del receptor de grelina (GHS-R) en
diferentes tejidos de C. gilberti

Los resultados de la expresion relativa de ARNm del receptor de grelina (GHS-R) en diferentes
tejidos de C. gilberti, se pudo demostrar que en estdmago y ciegos piloricos tuvieron los mayores
niveles de expresion de GHS-R, y no hubo diferencias significativas entre si; mientras que los

tejidos de rifion, intestino, corazon y musculo fueron estadisticamente similares entre si (Figura
21).
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Figura 21. Expresion basal de ARNm de GHS-R en diferentes tejidos de C. gilberti.
Estomago (E), Rifion (R), Ciegos pildricos (CP), Intestino (1), Corazén (C) y Musculo (M). Los datos se presentan como

expresion relativa de ARNm, con B-actina como normalizador; y se enuncia la media + SD, cuyas diferencias significativas
se consideraron cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, con (n = 6).

12.4 Expresion relativa de ARNm de grelina en estomago de C.

gilberti, por periodos de alimentacion pre y posprandial

Los resultados de la expresion relativa de ARNm en tejido de estbmago de C. gilberti en
periodos de alimentacion preprandial (1 h) y posprandial (1 y 6 h), analizados estadisticamente, se
pudo determinar que 1 hora antes de recibir alimento, los juveniles de C. gilberti, mostraron
mayores niveles de expresion relativa de grelina (25 UA) (P < 0,01). Sin embargo, 1 hora después
de ser alimentados, mostraron una disminucion en la expresion relativa de la misma hormona (13
UA), que al compararlas entre ambas condiciones de alimentacion, fueron altamente significativa;
mientras que 6 horas después de que los peces fueron alimentados, 10s niveles de expresion relativa
de grelina, se incrementa gradualmente (16 UA), (Figura 22).
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Figura 22. Expresion relativa de ARNm de grelina en estdmago de C. gilberti en periodos preprandial y

posprandial.

Los datos se presentan con media + SD y las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,01 (**) o P < 0,05

(*),n=8.

125 Expresion de ARNm de grelina en estomago de C. gilberti,

sometidos a hipoxia cronica

Los resultados obtenidos, mostraron que la expresion génica de ARNm de grelina en peces

normdxicos, mostraron una tendencia a la disminucion al dia 15, y una recuperacién al dia 30,

mientras que los peces hipdxicos mostraron una tendencia sostenida a la baja. (P>0,05), (Figura

23).
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Figura 23. Expresion relativa de ARNm de grelina en estdmago de C. gilberti sometidos a hipoxia cronica.
Los datos se presentan con media + SD y las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,01 (**) o P < 0,05

(*),n=8.
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13. DISCUSION

13.1 Caracterizacion y andlisis comparativo de secuencias
codificantes de grelina de C. gilberti con tele6steos homologos

Mediante los experimentos se pudo demostrar que las variaciones medioambientales y la
gestion de la produccién pueden afectar la biologia de los peces criados en sistemas intensivos,
como la ingesta de alimento. Con el fin de proporcionar una herramienta Gtil para investigacion
sobre corvina C. gilberti, como una nueva especie en la industria acuicola suramericana, en este
trabajo se abord6 la caracterizacion de la hormona de grelina, una molécula descrita en otras
especies de peces, sumamente importante en el control del apetito (Bertucci et al., 2019; Jénsson,
2013).

En primer lugar, se obtuvo un fragmento de ADNCc de grelina de 273 pb, a partir del genoma
contig de C. gilberti, y luego se confirmé mediante amplificacion por PCR a partir de muestras de
estomago de juveniles de C. gilberti, cuyas secuencias habian sido depositada en Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), con el cédigo de acceso nimero ON568235.1 (Ghre-1), y su

receptor con codigo de acceso nimero 0Q349513.1 (GHS-R).

Mediante el alineamiento de secuencias de aminoacidos se pudo demostrar alta conservacion
de secuencias, asi como los sitios de escision enzimatica en las diferentes especies de teledsteos,
dando lugar a los péptidos bioactivos maduros de grelina, y al péptido asociado a dicha hormona.
Después del proceso proteolitico del propéptido de C. gilberti, se produce una grelina madura con
21 residuos de longitud. De la misma manera, se pudo observar que, en la grelina de la especie en
estudio, se conserva una sefial de amidacion del extremo carboxilo-terminal, caracterizada por tener
una glicina seguida de un residuo basico de arginina.

De igual manera hay que mencionar, ademas que la secuencia de aminoacidos de la grelina de
C. gilberti mostro alta conservacion con las secuencias de la mayoria de tele6steos (Figura 18).

La estructura amida en el C-terminal, fue identificada por primera vez en grelina de la anguila
japonesa (Anguilla japonica), la cual ain no se ha observado en grelina de mamiferos (Kaiya et al.,
2003; Kaiya et al., 2008). La amidacion de la grelina en los peces tiene importancia fisioldgica en
su bioactividad, ya que los péptidos amidados son menos sensibles a la degradacion proteolitica,
lo que prolonga su vida media en el torrente sanguineo (Kumar et al., 2014).

Una caracteristica Unica del péptido maduro de grelina en mamiferos y teledsteos, es la

modificacion de Ser-3 con &cido graso, principalmente &cido octanoico (Kaiya et al., 2008);
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Kojima y Kangawa, 2005; Nishi et al., 2011). De este modo, los cuatro aminoécidos N-terminales
de la grelina de teledsteos, incluyendo grelina de C. gilberti estd altamente conservada (Figura 4).
Estos residuos fueron reconocidos como el "nucleo activo™ de la grelina, porque se describe como
esencial para la union al receptor. (Kaiya et al., 2008).

El andlisis filogenético, permiti6 constatar que la grelina de C. gilberti se agrup6 en el mismo
clado de la familia Sciaenidae, con mayor identidad a corvina amarilla (Larimichthys crocea),
confirmando los resultados de la conservacion de secuencias antes descritas (Figura 19).

Estudios filogenéticos y gendmicos comparativos de mamiferos y vertebrados no mamiferos,
ha demostrado que la grelina es una hormona que aparentemente ha evadido la seleccién natural

durante una larga historia evolutiva, revelando su importante en la sefializacion (Kaiya et al., 2011).

13.2 Expresion basal de ARNm de grelina y su receptor (GHS-R) en
diferentes tejidos de C. gilberti.

La expresion del ARNm basal de la grelina de C. gilberti se detectd los tejidos que incluian
branquias, ciegos piloricos, estbmago, higado, intestino, muasculo y bazo. Los niveles de expresion
en todos los tejidos se expresan en relacion con las branquias (Figura 20). Se puede observar que
la expresion relativa de grelina fue mayor a nivel de estbmago, seguido del masculo, mientras que
la expresion mas baja se encontro en el higado y el bazo.

Este resultado es similar al encontrado por Liu et al., (2021) en corvina amarilla (L. crocea),
la cual esta estrechamente emparentada con la corvina C. gilberti. Sin embargo, se han descrito
diferentes niveles de expresion del transcrito de grelina en otras especies de peces, por ejemplo, en
la carpa gibelio (Carassius auratus gibelio), donde se observd una elevada expresion de ghrelina
en el tracto intestinal, sequido del higado. En contraste, se observé una baja expresion en el
corazon, cerebro, piel, musculos branquias y ojos (Kitazawa y Kaiya., 2019; Zhou et al., 2016).

Asi mismo, los niveles de expresion del ARNm basal del receptor de la grelina (GHS-R) de C.
gilberti, ademas de detectarse en estomago, se detectd en ciegos piloricos, 1o que sugiere una
funcién reguladora en este tejido (Figura 21). Se sabe que la actividad bioldgica de la grelina se
deriva de su capacidad para unirse y activar los receptores GHS-R, descritos como receptores
secretagogos de la hormona del crecimiento (Kaiya et al., 2010).

En vertebrados se han descrito dos GHS-R: uno es un receptor funcional acoplado a proteinas
G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, y el otro es un receptor funcional

acoplado a proteinas G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, mientras que
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el otro es una forma corta de GHS-R1a que carece del dominio transmembrana 5, denominado
GHS-R1b (Albarran-Zeckler y Smith, 2013). Diferentes autores han descritos estas estas isoformas
de GHS-R en peces teledsteos, como el besugo negro (Spondyliosoma cantharus) el pez dorado
(Carassius auratus) y el pez cebra (Danio rerio) (Blanco et al., 2016; Kaiya et al; Perell6-Amords
etal., 2019; Small et al., 2019).

Ademas, la presencia de otro GHS-R, denominado GHS-R2a, en el pez cebra, el bagre y peces
de colores, muestra una secuencia de aminoacidos similar a la de GHSR1a (Kaiya et al., 2010;
Small et al., 2019). Segun el anélisis de la expresion mMRNA de GHS-R se produce en muchos
tejidos de los peces C. gilberti, incluyendo aquellos criticos en la regulacién periféricay central de
la alimentacion, como el cerebro, el higado y el tracto gastrointestinal.

La funcionalidad del GHS-R de los peces teledsteos se ha confirmado mediante la
cuantificacion del Ca?* intracelular cuando células humanas transfectadas con el receptor son
estimuladas por ghrelina de bagre y mediante el uso del antagonista de la ghrelina [D-Lys3]-GHRP-
6 (Nisembaum et al., 2014; Small et al., 2019).

Por lo tanto, los estudios futuros podrian centraran en la funcionalidad de las formas

moleculares de grelina en la capacidad de activar el GHS-R en estos tejidos de C. gilberti.

13.3 Expresion de ARNm de grelina en estomago de C. gilberti, , y
efectos en periodos de alimentacion

Los resultados de la expresion relativa de ARNm en tejido de estomago de C. gilberti en
periodos de alimentacién preprandial y posprandial, se pudo determinar que a nivel preprandial,
los peces (C. gilberti), mostraron mayores niveles de expresion relativa de grelina (25 UA) (P <
0,01. Sin embargo, 1hora posprandial, mostraron una reduccién en la expresion relativa de grelina
(13 UA), al compararlas entre ambas condiciones de alimentacion, fueron altamente significativa,;
mientras que 6 horas posprandial, los niveles de expresion relativa de grelina, se incrementa
gradualmente (16 UA) (Figura 22).

Resultados similares se han reportado en otros teledsteos, en relacion a la expresion de ARNm
de la grelina en peces de colores (Unniappan y Peter, 2005), tilapia de Mozambique, Oreochromis
mossambicus (Kaiya et al., 2003), tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus (Parhar et al., 2003),
trucha arco iris, O. mykiss (Jonsson et al., 2010), salmon atlantico, Salmo salar (Murashita et al.,

2009; Del Vecchio et al., 2021), carpa gibelio, Carassius auratus gibelio (Zhou et al., 2016), carpa
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herbivora, Ctenopharyngodon idellus (Liang et al., 2019) y corvina amarilla grande Larimichthys
crocea (Huang et al., 2020).

En los peces teledsteos, los periodos de ayuno prolongado han incrementado
significativamente la sintesis de grelina en su estbmago o intestino (Zhou et al., 2016). En el caso
de la grelina de vertebrados, existen cantidades mucho mayores de DacilGrelina que de acilGrelina
en la sangre, donde méas del 90% de la inmunorreactividad para la grelina es para la forma no
acilada, tanto en ratas como en humanos (Nishi et al., 2011). Estudios en humanos mostraron que
los niveles de DacylGrelina posprandiales (dos horas después del consumo de la comida), no
cambiaron, mientras que los niveles de acilGrelina disminuian (Dardzinska et al., 2014), por lo
tanto, es probable que las diferentes formas moleculares de grelina puedan modular estas
sensaciones de forma diferente.

En mamiferos, los efectos de la grelina van més alla de la regulacion del apetito, incluyen la
regulacion de la motilidad intestinal, el ritmo suefio-vigilia, la sensacion gustativa, el
comportamiento de bisqueda de compensacidn y regulacion del metabolismo de la glucosa (Poher
etal., 2018).

13.4 Efectos de hipoxia crénica sobre la expresion de ARNm de

grelina en estbmago de C. gilberti

La hipoxia es una amenaza cada vez mayor para la industria acuicola, a pesar de que los niveles
fluctuantes de oxigeno disuelto (OD) pueden ser un fendbmeno natural, es decir que la hipoxia puede
ser causada por la eutrofizacion y la contaminacidn organica, considerada entre los principales
problemas de contaminacion del agua a nivel mundial (Pollock et al., 2007). Es decir que los peces
podrian estar expuestos rutinariamente a la hipoxia ambiental severa, y resistir a esos cambios
ambientales (Grace et al., 2001), también debido al aumento de la temperatura del agua, o la
presencia de flora acuatica, que consumen oxigeno ambiental, y conduce a una rapida reduccion
del oxigeno en el agua.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la expresion genica de ARNm de
grelina tanto los peces normoxicos y aquellos sometidos a hipoxia cronica fueron similares en
diferentes tiempos. (P>0,05), (Figura 23), con una tendencia a la baja en peces normoxicos para el

dia 15, con una notable recuperacion para el dia 30, sin embargo, los peces hipdxicos mostraron
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un comportamiento general a la baja, lo que sugiere altos niveles de resiliencia bajo estas
condiciones ambientales.

A menudo es dificil establecer niveles limite para el estrés cronico, por lo que se usan niveles
aumentados de cortisol para determinar cudndo un ambiente se vuelve estresante (Van Weerd y J.
Komen., 1998), aunque se sabe que el consumo de alimento y la tasa de crecimiento estan
vinculados, y son de suma importancia para el éxito de la acuicultura; mejorar la produccién, la
supervivencia, la conversion de alimentos, y rentabilidad se vuelven fundamentales en esta
industria (Kumar et al., 2020).

Tomando en cuenta que la hipoxia controla el metabolismo en varios niveles, ya sea a través
de la produccion de ATP mitocondrial, la absorcién de glucosa y la glucdlisis; sin embargo, la
complejidad de la respuesta de la hipoxia y los enlaces a los péptidos u hormonas involucradas en
la ingesta de alimentos y el control del apetito en los diferentes 6rganos no son bien conocidos
(Kietzmann y Mékelé., 2021).

Es decir que la hipoxia cronica en teledsteos puede tener efectos significativos a nivel
fisioldgicos y de comportamiento, donde la grelina juega un papel importante en la regulacion del
apetito y el metabolismo (Volkoff, 2016). En mamiferos, la hipoxia cronica causa la apoptosis de los
miocitos cardiacos, sin embargo, la produccion de energia por glucolisis anaerdbica protege el

miocardio contra las lesiones de este fendmeno (Aliparasti et al., 2012).

14. CONCLUSIONES

Ya que el proposito de este estudio fue identificar y caracterizar el péptido orexigénico grelina
en corvina C. gilberti, ademas, se puede decir que, por primera vez se ha revelado la secuencia del
péptido grelina, que esta altamente conservada entre peces teledsteos, especialmente en el nicleo
activo del extremo N-terminal. Asi mismo, se puede detallar que la grelina de C. gilberti se expresa
en gran medida en el estbmago y en menor escala en otros tejidos del tracto gastrointestinal, lo que
sugiere que la grelina podria estar involucrada en otras funciones fisiologicas en el proceso
digestivo de estos 6rganos.

Al observar los perfiles de expresion del ARNm de la grelina durante los periodos pre y
posprandial, se puede concluir que la grelina puede ser un inductor del apetito en esta especie.
Ademas, el resultado de los estudios in vivo confirma la bioactividad orexigénica, indicando que

las formas moleculares de la grelina aumentan la ingesta de alimento, e interactian localmente con
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los tejidos digestivos en C. gilberti. Este es el primer estudio con péptidos reguladores de esta
especie, proporciona una base para futuras investigaciones sobre los mecanismos reguladores y las
funciones que desencadenan el papel de los péptidos orexigénicos en especies acuicolas de
esciénidos.

Hay que mencionar, ademas, que los resultados de los estudios realizados in vivo, confirman
la bioactividad orexigenica, indicando que las formas moleculares de grelina aumentan el consumo
de alimento, la absorcion de nutrientes e interactan localmente con los tejidos digestivos de C.
gilberti, proporcionando asi una base para futuras investigaciones sobre los mecanismos
reguladores y las funciones que desencadenan el papel de los péptidos orexigénicos en especies

acuicolas de esciénidos.
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16. DISCUSION GENERAL

Tal como se establecid en los objetivos de la investigacidon, la discusion general se enfocara en
el interés para caracterizar las secuencias de los transcritos de leptina y grelina, y sus receptores de
C. gilberti, asi como el analisis de la expresion génica de ambas proteinas en tejidos de los peces
sometidos diferentes densidades de cultivo y diferentes condiciones de hipoxia. Para lo cual se

abordaréa en consideracion de los principales resultados.
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16.1 Caracterizacion de leptinay grelina de C. gilberti

La caracterizacion de leptina se llevo a cabo mediante al alineamiento de secuencias de
aminoacidos comparado con otras especies de teledsteos; cuyas secuencias conservadas muestra el
péptido sefial, manteniendo la estructura de cuatro hélices (A, B, C y D) que forman la estructura
de dicha proteina, asi mismo, disponen de dos residuos de cisteina altamente conservados. De
forma anéloga, en leptina de mamiferos, estos residuos de cisteina establecen un puente disulfuro
que conecta los extremos C-terminales de la hélice C y la hélice D (Denver et al., 2011;Wen et al.,
2020).

Por otra parte, en los resultados filogenéticos para leptina se pudo constatar el agrupamiento
de C. gilberti con alta similitud con corvina amarilla (L. crocea), y corvina Huang gt ya (Nibea
albiflora) en un mismo clado, todas ellas pertenecientes a la familia Sciaenidae.

En otros estudios, mediante analisis filogenético en otros peces teledsteos también se ha podido
corroborar el alto grado de conservacion de la secuencia de amino&cidos de la leptina entre varias
especies de peces marinos (H. Zhao et al., 2015; Gorissen y Flik, 2014).

La caracterizacion de la secuencia y la expresion transcripcional de la leptina en C. gilberti, es
fundamental en la regulacion de la ingesta de alimentos y el balance energético en vertebrados
(Hussain y Khan, 2017).

Mientras que leptina de peces conserva el par de residuos de cisteina que forman el puente
disulfuro, es de destacar que carecen del motivo de seis residuos GLDFIP (posicion 38-43 en la
leptina humana) completamente conservado entre los tetrapodos y necesario para la activacion del
receptor de leptina (Denver et al., 2011).

Para el caso de grelina, se realiz6 con el propéptido maduro de C. gilberti, comparado con
teledsteos homdlogos, el cual mostré alta conservacion de los sitios de escision enzimatica en las
diferentes especies de teledsteos, dando lugar a los péptidos bioactivos maduros de grelina con 21
residuos de longitud.

Mediante filogenia se pudo comprobar la similitud que existe entre C. gilberti con corvina
amarilla (L. crocea) y corvina amarilla (Nibea albiflora), agrupadas en el mismo clado, todas ellas
pertenecientes a la familia Sciaenidae (Figura 19). Esto comprueba los niveles de conservacion de
secuencias mostradas en el alineamiento multiple.

La grelina de C. gilberti, conserva una sefial de amidacion del extremo carboxilo-terminal,

caracterizada por tener una glicina, seguida de un residuo basico de arginina.
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En mamiferos y teledsteos, existe una caracteristica tnica del péptido maduro de grelina, es la
modificacion de Ser-3 con &cido graso, principalmente &cido octanoico (Kaiya et al., 2008);
Kojima y Kangawa, 2005; Nishi et al., 2011). De este modo, los cuatro aminoacidos N-terminales
de grelina de teledsteos, incluyendo grelina de C. gilberti, esta altamente conservada (Figura 4).

Estos residuos fueron reconocidos como el "nucleo activo™ de grelina, ya que son esenciales
para la union al receptor (Kaiya et al., 2008). La estructura amida en el C-terminal, fue identificada
por primera vez en grelina de la anguila japonesa (Anguilla japonica), la cual ain no se ha
observado en grelina de mamiferos (Kaiya et al., 2003b; Kaiya et al., 2008a). Por otra parte, la
amidacion de la grelina en los peces tiene importancia fisiologica en su bioactividad, ya que los
péptidos amidados son menos sensibles a la degradacion proteolitica, lo que prolonga su vida media
en el torrente sanguineo (Kumar et al., 2014), dado que la hormona grelina, una molécula descrita
en otras especies de peces, como clave en el control del apetito (Bertucci et al., 2019; Jonsson,
2013).

16.2 Expresion basal de ARNm de leptina y grelina de C. gilberti

El anélisis de los niveles transcripcionales basales de leptina en C. gilberti, se pudo demostrar
una mayor expresion génica a nivel hepatico, hasta 50 veces superior a los demas tejidos analizados
(p<0,05), seguida por musculo blanco, y niveles significativamente mas bajos en rifién anterior y
posterior, cerebro, bazo y branquias (p<0,05), y con menor expresion los ciegos pildricos, estmago
e intestino anterior y posterior.

Otros estudios con la misma especie sometidos a condiciones normdxicas e hipoxias
intermitentes, obtuvieron resultados similares relacionados a expresion de leptina en tejidos de
peces con peso corporal medio de 358 g, de una poblacién, con una densidad de 25 Kg/m®. En
ambos casos, la mayor expresion se observé a nivel de higado, seguido del musculo (Alvarez et
al., 2020).

Los resultados de este estudio indican que los juveniles de un afio mostraron mayor expresion
relativa del transcrito cgLep a nivel hepatico, lo que concuerda con lo observado por Michel et al.,
(2016) en su investigacion con pez cebra (Danio rerio), donde tanto la leptina como su receptor se
expresaban predominantemente en el mismo 6rgano. Otros estudios con teledsteos, incluidos los
de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al., 2012), sefialan que los niveles

de especializacion que tiene el higado en la produccién de la hormona leptina, mientras que en
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mamiferos, la expresion de leptina se da principalmente en el tejido adiposo, la cual es minima en
peces teledsteos (Blanco y Soengas, 2021).

Es notable que los niveles de expresion de la leptina en mdsculo son muy similares a los
detectados en el higado; y de manera similar los niveles de expresion basal del receptor, lo que
sugiere sugieren que la leptina probablemente desempefia un papel importante en el equilibrio
energético muscular de C. gilberti, ya que también se han observado patrones similares leptina en
pez arroz japones (Oryzias latipesse), en los que se encontré una mayor expresion génica a nivel
muscular (Kurokawa y Murashita, 2009).

Aunque el mecanismo regulador de la expresion génica de la leptina no estd muy claro, sigue,
se sabe que es una hormona fundamental que rige la homeostasis de la glucosay los triacilglicéridos
(TAG) (Yan, Chen, Chen, Tang, et al., 2016). De igual manera Zhang y Chua, (2018), afirma que
las variaciones en el estado nutricional provocan cambios en la secrecion de leptina, que sirve como
sefial para la modulacion de las reservas de triglicéridos, incluso en especies no mamiferas.

En cuanto a su receptor, cgLepR, los niveles transcripcionales basales aparecen notablemente
mas elevados en musculo blanco, con niveles medios arriba de 300 veces superiores a los de otros
tejidos (p<0,05), luego, en un nivel mucho més bajo de expresion génica en rifidén anterior y
posterior, asi como a nivel hepatico. Por el contrario, los niveles de expresion mas bajos se observan
en ciegos piloricos, estbmago e intestino anterior y posterior.

La mayor expresion de receptores de leptina en este tejido apunta a un posible papel regulador
en el almacenamiento de grasa muscular, no obstante, es indispensable seguir investigando para el
medir impacto de la leptina en el metabolismo lipidico del musculo de C. gilberti. Estos hallazgos
implican una funcién conservada de la leptina en todos los teledsteos, centrada principalmente en
la movilizacion de moléculas energéticas (Chen et al., 2020). Ademas, es probable que la leptina
influya en la ingesta de alimentos y la regulacion del peso corporal, asi como en la adaptacion a
niveles bajos de oxigeno, en entornos acuaticos (Gorissen y Flik, 2014).

Por otra parte, la expresion basal de ARNm de grelina en C. gilberti se detecto en siete tejidos
(branquias, ciegos piloricos, estomago, higado, intestino, musculo y bazo); y la mayor expresion
ARNM se registro a nivel del estbmago, seguido del musculo, mientras que la expresion mas baja
se encontrd en el higado y el bazo (p > 0,05), resultado similar al reportado por Liu et al. (2021),
para corvina L. crocea, la cual esta estrechamente relacionada con la corvina C. golberti; sin
embargo, se han descrito diferentes niveles de expresion del transcrito de grelina en otras especies

de peces como en la carpa gibelio (Carassius auratus gibelio), con una elevada expresion de grelina
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en el tracto intestinal, seguido del higado. En contraste, se observd una baja expresion en el
corazon, cerebro, piel, musculos branquias y ojos (Kitazawa y Kaiya, 2019); Zhou et al., 2016).

Estos hallazgos sugieren que la grelina puede contribuir a la funcion orexigénica periférica en
los tejidos digestivos de las corvinas; ademas, la presencia de otro GHS-R, denominado GHS-R2a,
en el pez cebra, bagre y pez dorado, muestran similitud a la secuencia de aminoacidos con GHSR1a
(Kaiya et al., 2010; Small et al., 2019). De acuerdo con el analisis de genes, el ARNm del GHS-R
se produce en muchos tejidos de corvina C. gilberti, incluidos aquellos importantes en la regulacién
periférica y de regulacion central de la alimentacion, por ejemplo, cerebro, higado y tracto
gastrointestinal.

Finalmente se puede decir que existe un rol antagénico entre ambas hormonas (Leptina y
Grelina), lo cual se muestra en un estudio realizado por Dar et al., (2018), mediante la evaluacion
de la expresion génica de ambas hormonas sobre el efecto de la inanicion del pez rou (Labeo roita),
sometido a 7 y 15 dias de inanicion. Los resultados mostraron que los niveles de expresion del gen
de grelina aumentaron significativamente (P<0,05) hasta el séptimo dia y disminuyeron después
de la reanimacion; mientras que los niveles de leptina mostraron la tendencia opuesta con la
disminucion de los niveles de expresion durante el hambre y disminuyeron a los niveles de control

después de la realizacion.

16.3 Expresion basal de ARNm del receptor de leptina (Lep-R) y
receptor de grelina (GHS-R) en tejidos de C. gilberti

En cuanto a los resultados en los niveles transcripcionales basales de leptina en juveniles de C.
gilberti, se puede afirmar que mayor a nivel hepatico, hasta 50 veces superior a los demas tejidos
analizados (p<0,05), seguida por el muasculo blanco, y niveles significativamente mas bajos en
rifidn anterior y posterior, cerebro, bazo y branquias, y con menor expresion a nivel de ciegos
piloricos, estbmago e intestino anterior y posterior. Estos resultados concuerdan con lo observado
por Michel et al., (2016) en su investigacion con pez cebra (Danio rerio), donde tanto la leptina
como su receptor se expresaban predominantemente en el mismo 6rgano. Otros estudios con
teledsteos, incluidos los de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al., 2012),
subrayan sobre los niveles de especializacion del higado en la produccion de la hormona leptina.
Sin embargo, a diferencia de los mamiferos, la expresion de leptina en el tejido adiposo de los
peces teledsteos es minima (Blanco y Soengas, 2021). Historicamente, se creia que estas células
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de peces no producian la hormona (Kurokawa y Murashita, 2009), aunque la investigacién de
Salmerdn et al. (2015) realizadas con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), demostraron que el
tejido adiposo de los teledsteos tiene la capacidad de producir leptina, aunque a niveles mas bajos
en comparacién con vertebrados superiores; de igual manera, Won et al., (2016) sugieren que, en
teledsteos, la leptina se expresa principalmente en el higado, ya que este tejido es responsable del
almacenamiento de energia en los peces, que incluye lipidos, que cumplen una funcién similar a la
de los depositos de grasa de los mamiferos.

En relacion a la expresion relativa de ARNm del receptor de grelina, conocido como hormona
del crecimiento (GHS-R) en los tejidos: estdmago, higado, ciegos piloricos, intestino, y musculo,
mostraron mayores niveles de expresion a nivel de estbmago y ciegos piléricos, con niveles mas
bajos en los demas tejidos. Estos hallazgos sugieren que la grelina puede contribuir a la funcion
orexigénica periférica en los tejidos digestivos de las corvinas C. gilberti, ya que la actividad
bioldgica se deriva de su capacidad para unirse y activar los receptores GHS-R, descritos como
receptores secretagogos de la hormona del crecimiento (Kaiya et al., 2010). Ya que la grelina
interviene en la regulacién de numerosas funciones fisiologicas, incluida la regulacion de la sintesis
de GHS-R y la ingesta de alimentos en los mamiferos, aunque recientemente se ha identificado el
geny las estructuras peptidicas de la grelina en varias especies de peces (Unniappan y Peter, 2005)

En vertebrados se han descrito dos GHS-R, uno es un receptor funcional acoplado a proteina
G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, mientras que el otro es una forma
corta del GHS-R1a, que carece del dominio transmembrana 5, denominada GHS-R1b (Albarran-
Zeckler y Smith, 2013). Diferentes autores han informado sobre estas isoformas GHS-R en peces
teledsteos, el pez dorado (Carassius auratus) y el pez cebra (Danio rerio) (Blanco et al., 2016;
Kaiya et al., 2013b; Perell6-Amords et al., 2019).

Es importante sefialar que la funcionalidad del GHS-R de los peces teledsteos se ha confirmado
mediante la cuantificacion del Ca?" intracelular cuando células humanas transfectadas con el
receptor, son estimuladas por grelina de bagre y mediante el uso del antagonista de la grelina [D-
Lys3]-GHRP-6 (Nisembaum, et al., 2014; Small et al., 2019).

En cuanto al receptor de leptina (Lep-R), los niveles transcripcionales basales fueron
notablemente mas elevados en musculo blanco, hasta 300 veces por encima de los de otros tejidos
(p<0,05), con niveles mas bajos en rifion (anterior y posterior), seguidos por higado, ciegos
piloricos, estdmago e intestino anterior y posterior (Figura 21). Estos, receptores de leptina se

encuentran en multiples tejidos periféricos y centrales, especialmente en poblaciones neuronales
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hipotalamicas, y la sefializacion central actiia como un control indirecto para modular la inhibicién
de la alimentacion, lo cual ha contribuido a identificar y caracterizar como la leptina contribuye al
control central de la ingesta de alimentos (Schwartz et al., 2013). En mamiferos, el sitio de unién
entre la leptina y su receptor estd muy conservado (Prokop et al., 2012). Estudios realizados por
Murashita, et al. (2021), sugieren influencia del receptor de leptina en los procesos fisiologicos
implicados en la adquisicion de nutrientes, principalmente en el control de la ingesta de alimentos

y la digestion, metabolismo, la asignacion de energia y el crecimiento.

16.4 Expresion de leptina (higado) y grelina (estémago) de C. gilberti

a nivel pre y posprandial

Los resultados obtenidos para leptina bajo diferentes condiciones de alimentacion (preprandial
y posprandial) indicaron valores bajos durante el periodo preprandial, con un aumento significativo
después de 1 hora después de alimentarse, seguido de un descenso a 6 horas posprandial.

Segun Huising et al., 2006, los ritmos de alimentacién desempefian un papel crucial en el
metabolismo de los peces, mediane la regulacion del crecimiento y apetito. Por el contrario, Lep-
R a nivel cerebral, mostré un aumento significativo durante el preprandial, con descensos notables
1y 6 horas posprandiales; sin embargo, los niveles de expresion para no se observaron cambios a
nivel de expresion génica a nivel del estdbmago.

Los resultados de leptina en C. gilberti sugiere que su actividad biol6gica es principalmente a
nivel del estdmago, promoviendo el apetito, mientras que su receptor (Lep-R) tiene actividad
bioldgica principalmente a nivel cerebral.

La leptina tiene una participacion sumamente importante en la regulacién del gasto energético
en los peces, y responde a una variedad de estresores, ya que a menudo los peces recurren a la
reduccion de la ingesta de alimentos como mecanismo de adaptacion ante estresores recurrentes
(Mankiewicz et al., 2021); Parker y Cheung, 2020). Entre estos factores de estrés, la hipoxia surge
COmMo una amenaza critica, derivada de saturacion inadecuada de oxigeno en los entornos acuaticos,
especialmente en los sistemas de acuicultura intensiva. Por lo tanto, es razonable inferir que las
hormonas que rigen la ingesta de alimentos podrian sufrir alteraciones bajo tales circunstancias
ambientales(Conde-sieira y Soengas, 2017;Salmeron et al., 2015).

En relacion a la expresion relativa de ARNm de grelina en estdmago de C. gilberti fueron

mayores a nivel preprandial, con una disminucion 1 hora posprandial, y con un incremento gradual
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6 horas posprandial, lo que sugiere que dicha hormona esta asociada con el apetito de los peces,
coincidiendo con Zhou et al. (2016) , quien encontr6 que los peces teledsteos sometidos a periodos
de ayuno prolongado incrementan significativamente la sintesis de grelina en su estbmago o
intestino. En el caso de la grelina de vertebrados, existen cantidades mucho mayores de
DacilGrelina que de acilGrelina en la sangre, donde més del 90% de la inmunorreactividad para la
grelina es para la forma no acilada, tanto en ratas como en humanos (Nishi et al., 2011).

La grelina se considera un péptido intestino-cerebral, ampliamente distribuidas por todo el
tracto gastrointestinal, y se producen en abundancia en las células endocrinas de la mucosa
gastrointestinal, las cuales, son mas abundantes en el estémago y se localizan en las capas de la
mucosa gastrica (Sakata y Sakai, 2010). El area hipotaldmica del cerebro estd asociada a la
regulacién de la ingesta de alimentos, mientras que otros lugares fuera del hipotalamo también
participan en esta funcion, también involucra la hormona del crecimiento en el comportamiento
alimentario (Lin et al., 2000).

Al igual que en ratones, los mecanismos celulares para la deteccidn de nutrientes se expresan
de forma especifica para cada regién en el estomago, y en las células gastricas de grelina. Estos
quimiosensores gastricos pueden desempefiar un papel modulador de las respuestas
gastrointestinales, como la inhibicion de la secrecion de grelina tras la ingesta de alimentos (Nunez-
Salces et al., 2020).

Entre los teledsteos, la expresion de ARNm de grelina se ha analizado en peces de colores
(Unniappan y Peter, 2005) tilapia de Mozambique, Oreochromis mossambicus (Kaiya et al.,
2003c), tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus (Parhar et al., 2003), trucha arco iris, O. mykiss
(Jonsson et al., 2010), salmdn atlantico, Salmo salar (Murashita et al., 2009; Del Vecchio et al.,
2021), carpa gibelio, Carassius auratus gibelio (Zhou et al.,, 2016), carpa herbivora,
Ctenopharyngodon idellus (Liang et al., 2019) y corvina amarilla grande Larimichthys crocea
(Huang et al., 2020).

16.5 Propiedades anorexigénicas de leptina y orexigénicas de grelina
de C. gilberti

Los resultados mostraron un rapido aumento en los niveles de leptina a las 2 horas de
exposicion a hipoxia aguda, seguida de un retorno a los niveles de normoxia después de 6 horas, y

esta respuesta persiste con exposicion continuada a la hipoxia a largo plazo; ya que en hipoxia
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intermitente, los peces sometidos a 30 dias en las mismas condiciones hipdxicas, mostraron niveles
de leptina en higado similares a los de los individuos mantenidos en consdiciones normoxicas; lo
que sugiere que esta especie posee adaptaciones fisiologicas que le permiten responder eficazmente
cuando los niveles de oxigeno disminuyen en el agua de mar (Alvarez et al., 2020).

De hecho, se considera que los teledsteos son mds flexibles a la hora de cambiar su
metabolismo con respecto a los mamiferos, considerando que esta es una hormona verdaderamente
pleiotropica, tanto en peces como en mamiferos con diversas funciones, entre otras la regulacion
de la ingesta de alimentos, el desarrollo y el peso corporal, asi como la regulacion del eje del estrés
y los procesos de aclimatacion a bajos niveles de oxigeno en el agua (Gorissen y Flik, 2014). En
concreto, la regulacion al aumento de leptina hepatica se produce sélo durante episodios agudos de
hipoxia, volviendo rapidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones
normoxicas, lo que indica, que C. gilberti bajo condiciones de hipoxia, demuestran considerable
resiliencia.

Estudios en otras especies como trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), sugieren gque la accion
anorexigénica de leptina estd mediada a través de la estimulacién de los neuropéptidos
anorexigenos Pomc y Cart (Gong et al., 2016).

Por otro lado, al analizar los estados pre y posprandiales en juveniles de C. gilberti, revela una
relacién dinamica entre los niveles transcripcionales de leptina hepética y la disponibilidad de TAG
y glucosa, en particular dos horas después de la ingestion, cuando los niveles de TAG y glucosa
alcanzan su punto méaximo, observamos un aumento simultdneo de los niveles de expresion de
leptina hepéatica. Dado que los peces altamente activos, como la corvina, almacenan
predominantemente lipidos en forma de TAG en el tejido muscular, la mayor expresion de
receptores de leptina en este tejido apunta a un posible papel regulador en el almacenamiento de
grasa muscular; no obstante, es indispensable seguir investigando para definir el impacto de la
leptina en el metabolismo lipidico del masculo de C. gilberti. (Mcclelland et al., 1995)

Aungue el mecanismo regulador preciso de la expresion génica de la leptina sigue siendo dificil
de alcanzar, se reconoce ampliamente que es una hormona fundamental que gobierna la
homeostasis de la glucosa y los triacilglicéridos (TAG) (Yan et al., 2016 ; Zhang y Chua, 2018).
tambien los autores consideran que las fluctuaciones en el estado nutricional generan variaciones
en la secrecion de leptina, que sirve como sefial crucial para la modulacion de las reservas de

triglicéridos, incluso en especies no mamiferas.
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Estos hallazgos implican una funcion conservada de la leptina en todos los teledsteos, centrada
principalmente en la movilizacion de moléculas energéticas (Chen et al., 2020).

Asi mismo, los resultados obtenidos relativos a la densidad de cultivo, se pudo demostrar que
a la densidad maés baja (15 Kg/m3), se pudo observar una variabilidad individual en los niveles de
expresion génica de leptina hepatica, comparados con aquellos criados a densidades de 25 y 35
Kg/m?.

Lo antes sefialado confirma que la densidad de poblacion es otro factor importante que puede
provocar respuestas de estrés en granjas piscicolas, ya que puede influir en el crecimiento, el
bienestar y el comportamiento dentro de las jaulas, tomando en cuenta que en acuicultura,
garantizar el bienestar de los peces es primordial para mejorar las tasas de crecimiento (Zhang et
al., 2022). Sin embargo, es necesario analizar el comportamiento de cada especie, ya que en salmon
del atlantico (Salmo salar), se observé un efecto contrario, en el que las altas densidades de
poblacion (superiores a 20 kg/m?) desencadenaron sintesis de moléculas asociadas a la inhibicion
del apetito, como la leptina (Alvarez et al., 2022), fenémeno que podria atribuirse a la regulacion
de las sefiales de inhibicion de la ingesta dentro del sistema nervioso central. Varios estudios
indican que la leptina desempefia un papel en la modulacién de procesos neuroendocrinos
relacionados con las respuestas adaptativas y el comportamiento (Copeland et al., 2011); Gorissen
y Flik, 2014).

También hay que sefialar que la leptina tiene importante participacion en la regulacion del
gasto energético en los peces, para responder a una variedad de estresores, mediante la reduccién
de la ingesta de alimentos como mecanismo de adaptacion (Mankiewicz et al., 2021); Parker y
Cheung, 2020)

Estudios realizados por Dar et al. (2018), revelaron el papel orexigénico de la grelina y
anorexigénico de la leptina durante periodos de hambre y realimentacion en el pez rou (L. rohita),
para mantener la homeostasis energética mediante la regulacion del metabolismo de los nutrientes.
La pérdida de grelina sugiere que otros genes, como la motilina, podrian desempefiar un papel
similar al de la grelina (Lie et al., 2018).

Asi mismo, otros estudios sugieren que la grelina contienen acido octanoico en Ser3 aumenta
la bioactividad, la cual es conservada en teleosteos. No obstante, la grelina no acilada de C. gilberti
también fue capaz de aumentar el apetito en un nivel mas bajo que la acilada. A pesar de que
Hosoda et al. (2000); Zhong et al. (2021) proponen que las funciones de la grelina no acilada en

peces teledsteos son relativamente escasas, pue en vision generalizada, la grelina no acilada no
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interactla con GHS-R; por lo tanto, no tendria una funcion bioldgica similar a su homéloga acilada;
por ello, algunos autores la califican de inactiva y que por tanto no ejerce accion orexigénica, tal
como es el caso de la grelina no acilada del pez dorado (Carassius auratus), que no tiene la
capacidad de inducir la ingesta de alimento (Blanco et al., 2016; Matsuda et al., 2006).

Otros estudios en vertebrados revelan que la grelina no acilada puede aumentar la ingesta de
alimentos a un nivel inferior que la forma acetilada (Toshinai et al., 2006). Asi mismo, la aplicacién
exogena de esta forma molecular aumento la expresion del neuropéptido Y y la orexina, ambos
neuropéptidos reconocidos como potentes orexigenos (Toshinai et al., 2006). Sin embargo, se
pierde la capacidad de promover la sintesis de GHS-R, debido a lo cual, algunos autores han
propuesto que la grelina no acilada deberia considerarse una hormona distinta de la grelin acilada,
porque podria inducir la ingesta de alimentos por un mecanismo independiente del receptor
secretagogo de la hormona del crecimiento (Zhong et al., 2021). Cabe sefialar que no se ha descrito
ningun receptor especifico para esta forma molecular de la grelina, por lo tanto, el papel potencial,
los mecanismos de accion y la importancia funcional de la grelina no acilada, aun no se han
establecido (Fernandez et al., 2016). Esto es aln es menos conocido en peces teledsteos, por lo que
es necesario seguir avanzando en estudios dosis-respuesta para evaluar las propiedades funcionales

de ambas formas moleculares de grelina en sciaénidos y otros peces teledsteos.
17. CONCLUSIONES

Mediante esta investigacion se logré identificar y caracterizar los péptidos anorexigénico
leptina, orexigénico grelina en corvina Cilus gilberti.

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la leptina en C. gilberti (cgLep) ha revelado un
alto grado de conservacion tanto en su secuencia como en su estructura, cuando se compara con
homologos de otras especies de peces teledsteos. Ademas, cglep se expresa predominantemente
en los tejidos hepaticos y musculares de los juveniles de C. gilberti. También, se observé que la
expresion del gen cgLep aumentd en respuesta al balance energético posprandial y en entornos con
densidades de poblacion inferiores a 25 kg/m?3. Este tltimo hallazgo es particularmente importante,
ya que sugiere posibles alteraciones en el comportamiento alimentario debido a sefiales de saciedad
aumentadas como resultado de cambios en el comportamiento de los peces.

De igual manera, los anélisis de la expresion de cglLep en condiciones de hipoxia mostraron
importante nivel de resiliencia de esta especie a entornos con baja disponibilidad de oxigeno. En

concreto, la regulacion al alza de cglLep hepatica se produjo sélo durante episodios agudos de
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hipoxia, volviendo rapidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones
normoxicas.

Por otra parte, los resultados de este estudio, pueden contribuir en la formulaciéon de buenas
practicas asociadas al cultivo industrial de C. gilberti, ya ambos péptidos estan asociados
antagonicamente con los niveles de ingesta y aprovechamiento de los nutrientes en la dieta. Asi
mismo, podrian convertirse en biomarcadores para el monitoreo en el desarrollo y crecimiento de

la corvina chilena.

También, se logré identificar y caracterizar el péptido orexigénico grelina en corvina Cilus
gilberti, mostrando que la secuencia del péptido grelina esta altamente conservada entre peces
teledsteos, especialmente en el ndcleo activo del extremo N-terminal. También, se puede
puntualizar que la grelina de C. gilberti se expresa en principalmente en el estbmago y en menor
medida en otros tejidos del tracto gastrointestinal, lo que sugiere que la grelina podria estar
involucrada en otras funciones fisiologicas en el proceso digestivo de estos 6rganos.

Al observar los perfiles de expresion del ARNm de la grelina durante los periodos pre y
posprandial, se puede concluir que la grelina puede ser un inductor del apetito en esta especie.
Ademas, los resultados de los estudios in vivo confirman la bioactividad orexigénica, indican que
las formas moleculares de la grelina aumentan la ingesta de alimento, e interactian localmente con
los tejidos digestivos en C. gilberti. Este primer estudio con péptidos reguladores de esta especie
proporciona una base para futuras investigaciones sobre los mecanismos reguladores y las
funciones que desencadenan el papel de los péptidos orexigénicos en especies acuicolas de
esciénidos.

Asi mismo, los resultados de los estudios realizados in vivo, confirman la bioactividad
orexigénica, indicando que las formas moleculares de grelina aumentan la ingesta de alimento e
interacttan localmente con los tejidos digestivos de C. gilberti, proporcionando asi una base para
futuras investigaciones sobre los mecanismos reguladores y las funciones que desencadenan el

papel de los péptidos orexigénicos en especies acuicolas de sciaénidos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Chilean meagre, Cilus gilbertd, emerges as a novel species to South American aguaculture. Nevertheless, the

Leptin successful establishment of its cultivation necessitates careful eonsideration of productive parameters and

Ehi]"“’_‘ meagne tolerance to abiotic stressors. To addrese these challenges, the identifications of biomarkers emerges as a

;Ex:;mm promising approach. Indeed, leptin stands out as a potential biomarker, given its multifacetad vole. This study

Biomarker focuses on characterizing leptin in O giherd {cglep) and assessing its gene expression in juveniles exposed o
different culture and feeding conditions. The results indicated that eglep coding sequence yields a 137-aming
acid prohormaone, preserving high relewant cysteine residues for maintaining its structural integrity. Basal
cglep gene expression profiles reveal its expression mainly in the liver, followed by white muscle. Conversely, its
receptor (cglepR) exhibits higher levels in white muscle. Additonally, it was observed that juveniles in a
postprandial state exhibited an upregulation of hepatic eglep. Simultaneously, the cglepR showed a significant
increase at brain level during the preprandial seage. The exposure to acute hypoxia revealed a notable upre-
gulation of cglep after two hours of low oxygen availability and returned to normoxia baseline after six hours
post-hypoxia. Notably, when subjected to a prolonged daily hypoxia regimen, no significant differences in leptin
mRMA expression were observed. This suggests a dynamic adaptive response of the © githerti leptin system o
hypoxia. Finally, juvenile Chilean meagre cultivated at 15 Kg/m® showease significant individual variability in
hepatic leptin expression levels when compared o those coltured at 25 or 35 kg_.-'m“. These obsarvations high-
light that leptin primarily expresses in the liver and its expression is notably influenced by fasting periods and
chronic stress indueed by low stock density. This variability in leprin expression could potentially impaer food
intake, emphasizing the importance of considering these factors in the design and implementation of aquaculture
practices for Chilean meagre.

1. Introduction immune response. Despite its role in vertebrates, the functional prop-

ertics of leptin exhibit intriguing divergences among teleosts, suggesting

Leptin, a pleiotropic hormone found in both mammals and fish, plays a spreies-specific adaptation that may be intricately linked to variations

a pivotal role in regulating broad spectra of physiological processes, in feeding behaviors and environmental habitats (Fricdman, 2015; Deck
including appetite, lipid metabolism, growth, reproduction, stress, and ctal, 2017).

* Corresponding author.
E-mail eddress: claudio.al iucn.cl (.4, Alvarez).
! These authors have contributed equally to this work

[t

3
ised form 8 July 2024; Accepted 24 July 2024

https://deiorg/ 101016 4.agrep. 2024.1
Received 10 May 2024; Received in re
Available online 1 August 2024
2352-5134/% 2024 The Authon(s). Poblished by Elsevier B.V. Thiz is an open sccess article under the GG BY-NC license (hitpesscreativecommons. orzslicenses /hy-
ne/4.007.

104



Anexo 2. Portada de Publicacion Alvarez y Alvarado et al., 2023

Aquaculure 571 (2023) 73468

Contents lists available at ScicnceDirect

Aquaculture
journal homepage: www.elsevier.com/locate/aguaculture
" . . . . P . . - | meoh for
First insights about orexigenic activity and gastrointestinal tissue i
localization of ghrelin from Corvina drum (Cilus gilberti)
Claudio A. Alvarez ™", Juan E. Alvarado ", Matias Farias®, Claudia B. Cdrcamo *?,
= k s f r e s @ o I . k
Héctor Flores”, Fanny Guzman', Sebastian San Martin ®, Juan Varas®, Sebastiin Messina °,
Felix Acosta”, Nieves Sandoval’, Belinda Vega®, Paula A. Santana’
* Lobortario de Fisiologio y Genetice Marine {FIGEMA), Centro de Esiodios Avanzodos en Fonms Aridas (CEAZA ), Coguimaho, Chile
chpmmm de Acwicoltarn, Focultod de Ciencios ded Mor, Dniversided Catdlica del Norte, Coquimbe, Ciile
* Forultad de Ciencias Agrondmicas, Universided de £ Sehaodor, Son Sahador, B salbador
 Facueln de Niolugic Maring, Ferliod de Ciencios del Mor y de Recursos Natureles, Uriversidod de Valparefse, Volparaiso, Chile
* Cemiro de Innovacitn Acwirola (AguaPacifica), Universided Cotolica del Norte, Chile
| Miicteo Bintecnologia Curouma (NIE), Pontificia Universidad Catalica de Valporeiso, Velporai, Chils
2 Centra de Tavestignciones Biomédicas (CIB), Frowelo de Medicing, Focoliod de Mediving, Universidad de Valpareiso, Vaolporaizo, Chile
® Grupo de Investigneian en Acuiceliure (GIA), Instittn Universiterio Econgue, Uriversidod de Las Palmas de Gran Canariz, fsles Conarins, Spain
| Nitiona! University of Sar Marcos, School of Veterinary Medicine, Department of Ictupetiology, Av. Circommalacion 2800, San Bagje, Lime, Pera
 nstitute de Clamcias Cheimices Aplicaclas, Focwlted de Ingenferia, Universidod Awdnpme de Chite, BT Llono Subercoseone 2801, San Miguel, Santfagn, Chile
ARTICLE INFOQ ABSTRACT
Keywurds: The croaker Cifus giberi commonly known as Corvina drum is considered a target marine species for the
Ehﬂll-i"-‘ . diversification of Chilean aguaculture. To optimize culture conditions, molecular markers for appetite regulation
E‘ 3‘M_ must be examined. Ghrelin, & gastrointestinal peptide, plays a stimulatory role in the feod intake of mammals
rexigenic

and teleost fish. Mevertheless, even though the appetite-controlling system is considered relatively well
conserved among wvertebrates, the bioactivity of these maolecoles should be analyzed in each fish species.
‘Therefare, this study aimed to investigate the expression and orexigenic ability of C. gilberti ghrelin. After the pre
and postprandial period, the stomach expression of ghrelin mRMA in juvenile C gifberni was analyzed. The coding
sequence of C. gilbert ghrelin was used to identify the mature peptide and then chemically synthesized. The
orexigenic ability of acylated ghrelin (egGhre) and non-acylated (D-cgGhre) ghrelin was tested in C gilberd ju-
veniles. Moreover, the blood and the gastrointestinal location of synthetic ghrelin after intraperitoneal injection
were measured. The results showed that the stomach has the highest expression of ghrelin mANA, and that
ghrelin levels increased in the preprandial period and diminished after it. There were no differences in the
secondary structure of D-egGhee compared to egGhre but the peptide with the serine acylation stabilized its
unordered conformation. However, the highest eumulative feed intake ocourred in fish intraperitoneally injected
with cgGhre. In addition, synthetic ghrelin was maintained in the C gilberti blood vntil 8 h pest-injection (hpil
Finally, biotinylated ghrelin allowed localizing the synthetic peptide in digestive tissue, mainly in the scomach
and pyloric caeca. The mBMA expression of the growth hormone secretagogue receptor (GHS-R), also known as
the ghrelin receptor, in gastrointestinal organs supports the idea of peripheral orexigenic regulation in these
rissues. In conclusion, results suggest that . githert ghrelin conserves the orexigenic ability reported in other
teleost fich with a regulatory role in the gastrointestinal wract (GIT) of the Corvina drum. This is the first report
demonstrating the wptake and distribution of a small orexigenic peptide in the digestive rissues of a South
American sciaenid. Although ghrelin is a promising melecular marker for feed intake analysis in C githern
culture, further research is needed to continue evaluating the effects of aquaculture practices on peripheral
appetite signalizer.
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