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RESUMEN 

 

En la búsqueda de marcadores moleculares reguladores de apetito para corvina Cilus gilberti 

bajo condiciones de cultivo, se estudió la expresión génica de las hormonas grelina y leptina. La 

grelina, un péptido gastrointestinal, que desempeña un papel estimulante en la ingesta de 

alimentos en mamíferos y peces teleósteos. La leptina, hormona que se encuentra tanto en 

mamíferos como en peces, y desempeña un papel fundamental en la regulación de diferentes 

procesos fisiológicos, como el apetito, el metabolismo lipídico, el crecimiento, la reproducción, el 

estrés y la respuesta inmunitaria. El estudio tuvo como objetivo investigar la expresión y la 

capacidad orexigénica de la grelina acilada (cgGhre) y no acilada (D-cgGhre) en juveniles de C. 

gilberti, analizando la expresión de ARNm en estómago. Además, se obtuvo secuencias 

codificantes de esta hormona, para luego identificar el péptido maduro. Los resultados mostraron 

que el estómago tuvo mayor expresión de ARNm de la hormona, con mayores niveles expresión 

en período preprandial, disminuyendo al final del período. También, se obtuvo la expresión de 

ARNm del receptor de grelina (GHS-R), en los órganos gastrointestinales, lo que apunta a una 

regulación orexigénica periférica en estos tejidos; cuyos resultados sugieren que la grelina de C. 

gilberti conserva la capacidad orexigénica descrita en otros peces teleósteos, con una función 

reguladora en el en el tracto gastrointestinal (TGI) y sistema nervioso central. De igual manera se 

investigó la leptina en C. gilberti (cgLep), evaluando su expresión génica bajo diferentes 

condiciones de cultivo y alimentación. Los resultados indicaron que la secuencia de codificación 

de cgLep produce una prohormona de 137 aminoácidos, conservando residuos de cisteína 

relevantes en la integridad estructural. Los perfiles basales de expresión génica de esta hormona 

revelaron que dieron principalmente en el hígado, seguido del músculo blanco. Por el contrario, 

su receptor (cgLepR) mostraron niveles más altos en el músculo blanco. Además, se observó que 

C. gilberti en estado posprandial mostraron una regulación al alza de la cgLep hepática. 

Simultáneamente, el cgLepR mostró un aumento significativo a nivel cerebral durante la fase 

preprandial. La exposición a la hipoxia aguda reveló una notable regulación al alza de cgLep 

después de dos horas de esa esa condición, volviendo a su línea de base de normoxia después de 

seis horas de hipoxia. Finalmente, los peces estudiados cultivados a 15 Kg/m3 mostraron una 

variabilidad individual significativa en niveles de expresión hepática de leptina, en comparación 

con los cultivados a 25 o 35 kg/m3, lo que sugiere que la leptina se expresa principalmente en el 
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hígado, influenciada por los periodos de ayuno y estrés crónico, inducido por la baja densidad 

poblacional, lo que podría influir en la ingesta de alimento, destacando la importancia de 

considerar estos factores en el diseño e implementación de prácticas de acuicultura para C.gilberti. 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

El crecimiento de la población humana en el planeta está generando incremento de la demanda 

de plantas y animales  acuáticos para el consumo y otros usos, aumentado los niveles de presión de 

la pesca de captura, llegando a sus límites en los últimos años; lo que ha generado que la acuicultura 

sea el sector  alimentario de más rápido crecimiento en el mundo, con la mayor diversidad de 

especies cultivadas, favoreciendo la seguridad económica, social y ecológica (FAO, 2017), razón 

por la cual, diferentes países están 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), así mismo, pueden tolerar alta gama de salinidad en su entorno (5 a 

39%), permitiéndoles ingresar a desembocaduras de ríos 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 producción experimental. En China, se cultiva la corvina 

amarilla (Larimichthys crocea), especie con mayor producción a nivel mundial (Hong y Zhang, 

2003). A una menor escala se encuentra la Argyrosomus japonicus en Australia, Sudáfrica y 

Taiwan; Argyrosomus japonicus regius en España, Egipto, Francia, Italia, Marruecos y Turquía, 

Micropogonias funieri en Uruguay; Sciaena umbra en Grecia y Turquía; Sciaenops ocellatus en 

EE. UU, China, Ecuador, Israel, Martinica, México y Taiwan; Umbrina cirrosa en Chipre, España, 

Grecia, Italia y Turquía (Cárdenas, 2011). Así, 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.; corvinón amarillo (Micropogonias funieri) en Uruguay (Cárdenas, 2012). En El Salvador, 

según un estudio realizado en 2007 en la zona oriental del país (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 países tropicales. 
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En el pacífico 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 distribución desde la región de Chiloé por el sur, hasta la zona norte del Perú, 

incluyendo el Islas Galápagos (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 

carnívora depredadora y se alimenta de peces y crustáceos; (Fernández y Oyarzún, 2001), pudiendo 

alcanzar alrededor de 120 cm de longitud total  (Béarez, 1995), aunque el tamaño promedio de 

pesca ronda los 50 cm de longitud total (Mann 1954), logrando el principio de su madurez a un 

tamaño medio de 54,8 cm de longitud total (Oyarzún et al. 1999), entre 3 y 6 años de edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica de Cilus gilberti. Extraído de Oyarzún et al., (2001). 

 

Debido a su calidad nutricional, este pez ha sido incluido como una de las especies de los 

programas de diversificación acuícola en Chile. Fundación Chile (FCh), con el apoyo de la 

Cooperación de Fomento de la Producción (CORFO), desde el año 2011 trabajo con tecnologías 

encaminadas al cultivo de dicho esciénido, logrando cerrar su ciclo productivo, desde la 

reproducción, fase larvaria y finalizando en el engorde, lo que apunta a mejorar el rendimiento 

productivo. Al respecto, uno de los parámetros importantes a considerar en este proceso, es la 

densidad de cultivo, la cual si no se evalúa apropiadamente podría inducir estrés crónico en los 

individuos, provocando consecuencias negativas en su crecimiento. El efecto de la densidad de 

cultivo puede activar las rutas del estrés y reguladores de apetito, afectando las señales 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 (Rønnestad et al., 2017), además, los peces mantenidos en 

condiciones ideales se desarrollan eficientemente, responden mejor a patógenos y factores 

estresantes, mostrando tasas de crecimiento superiores (Bernier y Peter, 2001). Por otra parte 

señalar 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 (Álvarez et al., 2020). Tanto la densidad de cultivo como 

la hipoxia pueden gatillar efectos perjudiciales en la ingesta de alimentos, provocando pérdidas 

económicas 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 absorción de nutrientes, y 

posteriormente convertida en energía, se convierte es el combustible necesario para la 

sobrevivencia de todos los animales, vital para el crecimiento, respuesta inmunológica y 

reproducción. Sin embargo, los requerimientos nutricionales varían según el ciclo de vida, el estado 

fisiológico y reproductivo de los animales, la alimentación es un comportamiento complejo, que 

está regulado por señales neuroendocrinas centrales y periféricas. 

En este contexto, la presente investigación aborda el estudio de dos hormonas que cumplen 

roles antagónicos en la regulación de la ingesta de alimentos en animales, incluidos los peces. Por 

una parte, se estudió a Grelina, un neuropéptido expresado principalmente en el estómago 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 proteína con diferentes funciones fisiológicas 

actuaría como un inductor de saciedad. De esta manera, se vuelve necesario comprender los 

mecanismos detrás 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 expresión génica en acuicultura 

 

Alcanzar el tamaño comercial de los peces cultivados se vuelve un importante desafío en esta 

industria, ya que respuestas fisiológicas están asociadas a estos parámetros productivos, que para 

el caso, están 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 acuícolas utilizan crías 

selectivas como herramienta para mejorar la eficiencia biológica de la producción, con una tasa de 

crecimiento de ganancia genética del 12,5% promedio por generación, con la finalidad de aumentar  

la conversión alimenticia y supervivencia, logrando mayor eficiencia en el uso de los recursos 

alimenticios, mano de obra, agua, así como áreas terrestres y marinas disponibles (Gjedrem et al., 

2012). 

Por lo tanto, la supervivencia y capacidad de adaptación de un organismo al entorno cambiante, 

está relacionada con la variación genética, y conduce a la diferenciación que pueda existir a nivel 

de población, donde el desarrollo de marcadores moleculares pueden jugar un papel importante, en 

capacidad para identificación especies, variación genética y poblacional, además la comparación 

entre poblaciones silvestres y de criadero (Chauhan y Rajiv, 2010). 

La comprensión de la epigenética en peces de agua dulce como marinos, son áreas en la 

acuicultura, como la manipulación ambiental, cuya intención es inducir una "memoria epigenética" 

ya sea dentro o entre generaciones, para producir un fenotipo deseado. En segundo lugar, podría 

ser la selección epigenética, que, sola o combinada con la selección genética, puede aumentar la 

confiabilidad de producir animales con los fenotipos deseados, mediante mecanismos epigenéticos, 

incluida la metilación 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 natación, proporciones de músculo rojo y blanco, así como parámetros bioquímicos (aeróbicos 

y anaeróbicos) asociados con la glucosa, lactato plasmático y actividades de las enzimas 

musculares; se concluyó que esta especie, tiene una tasa metabólica moderada en comparación con 

otras especies pelágicas, muestra comportamiento de cardumen, es maniobrable a bajas 

velocidades debido al uso de aletas pectorales, pero tiene eficiencias de natación óptimas a 

velocidades más altas, lo que sugiere que son factores beneficiosos para para el crecimiento y el 

bienestar de la especie. 
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1.2 Regulación de la expresión génica 

 

La regulación de la expresión génica, podría explicarse como el proceso ordenado de las 

macromoléculas involucradas en la transmisión de la información genética a nivel de la síntesis de 

ácido ribonucleico (ARN) a partir de ADN (transcripción), asociadas a la actividad y morfología 

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 modificación química de los genes y la activación o 

desactivación de los mismos, mediante su asociación con proteínas reguladoras. Entre estos 

mecanismos tenemos la metilación 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 transcripción son sensibles a la metilación del ADN que ocurre dentro de sus 

sitios de unión, ya que se han descrito de manera alternativa proteínas de unión 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 

señales externas y traduciéndolas en comportamientos a través de cambios en la actividad sináptica 

(Bhat et al., 2021). Aquí radica la importancia que tiene el hipotálamo que integra aportes 

provenientes de factores que estimulan (orexigénicos) e inhiben (anorexigénicos) el consumo de 

los alimentos (Volkoff et al., 2005). 

Las nuevas tecnologías que analizan las transcripciones de ARN presentan nuevos conceptos 

y oportunidades en apoyo de la producción pesquera sostenible, donde las herramientas genómicas 

han aumentado rápidamente en la investigación acuícola, donde se abordan aspectos de la salud de 

los peces, la toxicología y los efectos de genes funcionales implicados en el crecimiento, la 

maduración y el desarrollo de la vida. A nivel genómico se están abordando: genómica evolutiva 

y biodiversidad, respuestas fisiológicas adaptativas en entornos cambiantes, y genómica 

conductual adaptativa (Nielsen y Pavey, 2010). 

La conversión del código genético en proteínas funcionales, conocidas como expresión 

genética, es crucial para determinar los rasgos de un organismo, donde la regulación génica 

controla el momento y la cantidad de genes involucrados. En acuicultura es de suma importancia 

comprender estos mecanismos genéticos, para identificar rasgos fisiológicos relevantes en la 

producción, así como para elegir poblaciones reproductoras adecuadas y/o facilitar su adaptación 

(Sharma et al., 2024). En estudios realizados con peces ciprínidos rohu (Leabeo rohita) se pudo 
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demostrar el rol orexigénico de la grelina y anorexigénico de la leptina, durante periodos de ayuno 

y sobrealimentación, mantuvieron la homeostasis energética mediante la regulación del 

metabolismo de los nutrientes (Dar et al., 2018). 

En la actualidad, se cuenta con nuevas tecnologías que permiten la cuantificación precisa de 

los amplicones mediante RT-PCR, usando marcadores fluorescentes, como el SYBR Green I, 

que mediante su unión a ácidos nucleicos de doble cadena valora la cantidad de DNA presente en 

cada ciclo de amplificación (Bonilla et al., 2002). 

 

1.3 Regulación neuroendocrina de la alimentación 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 energía para el crecimiento, 

respuesta inmunológica y reproducción. Sin embargo, los requerimientos nutricionales varían 

según el ciclo de vida, el estado fisiológico y reproductivo de los animales, es decir, la alimentación 

es un comportamiento complejo, que está regulado por señales neuroendocrinas centrales y 

periféricas. De esta manera, la ingesta de alimentos está modulada por reguladores que se 

encuentran tanto en el cerebro como en tejidos periféricos (Volkoff, 2016). Es decir que la 

regulación del apetito es un mecanismo fisiológico controlado por una amplia variedad de 

neuroseñales (Matsuda et al., 2011). Estas señales pueden ser endocrinas, actuando como 

neuropéptidos de pequeño tamaño o proteínas, los cuales pueden inducir el consumo de alimentos, 

denominándose orexigénicos, mientras las que lo inhiben son denominadas anorexigénicos 

(Conde-Sieira et al., 2018). 

En peces como en mamíferos, los sistemas neuronales orexígenos y anorexígenos están 

morfológica y funcionalmente conectados, formando una red interconectada en el hipotálamo para 

controlar la ingesta de alimentos (Volkoff, 2016;Rønnestad et al., 2017). Además, muchas 

moléculas identificadas en vertebrados superiores han sido descritas también en peces teleósteos. 

Es el caso de los neuropéptidos orexigénicos NPY (neuropéptido Y), orexina, galanina y ß-

endorfina; todos ellos sintetizados principalmente en tejido hipotalámico. Mientras que grelina, 

pareciera ser la principal hormona periférica que se expresa en el estómago en diferentes peces 

teleósteos. También se han descrito neuropéptidos anorexigénicos como el transcrito relacionado 

con cocaína y anfetaminas (CART), el cual es se considera un potente péptido anorexigénico en 

mamíferos (Letters to Nature, 2001) y en aves (Tachibana et al., 2003). Se considera que es un 

neurotransmisor y hormona clave en la regulación de diversos procesos biológicos, 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, está formada por el neuropéptido Y (NPY), que se expresa en 

los sistemas nerviosos central y periférico, mientras que los péptidos YY (PYY),  el polipéptido 

pancreático (PP), son péptidos endocrinos intestinales. Los tres péptidos tienen 36 aminoácidos y 

actúan sobre receptores acoplados a proteínas G. El NPY y el PYY están presentes en todos los 

vertebrados, mientras que el PP probablemente ha surgido como una copia del PYY en un 

antepasado tetrápodo primitivo. En los peces óseos y cartilaginosos, NPY y PYY tienen sólo 5-6 

diferencias, con una localización neuronal más extensa de PYY, lo que indica un solapamiento 

funcional entre ambos péptidos (Larhammar, 1996). 

El sistema NPY en vertebrados, es uno de los neuropéptidos más abundantes del cerebro, y 

participa principalmente en la regulación de la ingesta de alimentos, también está relacionado con 

el proceso de envejecimiento, con efectos positivos en la supervivencia neuronal mediante la 

modulación de la autofagia. En peces longevos (Nothobranchius furzeri y Danio rerio) el NPY 

está relacionado con la edad en cerebro e intestino anterior, respectivamente. En ambas especies 

de peces sólo se ha identificado Npya, mientras que en los demás teleósteos 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 administró una inyección 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 

hipotálamo, la cual se divide en orexina-A (OXA) y orexina-B (OXB), que derivan de un precursor 

común secretado por las neuronas hipotalámicas. Estas actúan sobre el receptor (OX1R) y el 

receptor de orexina-2 (OX2R). Tanto las neuronas de orexina, así como los receptores, están 
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ampliamente distribuidos en diversas regiones del cerebro, así como en el sistema periférico, y 

tienen una amplia diversidad de funciones fisiológicas (Xia et al., 2023). 

Estos neuropéptidos hipotalámicos se identificaron inicialmente en el cerebro de ratas como 

ligandos endógenos de un receptor acoplado a proteína G; los cuales intervienen en muchas 

funciones fisiológicas, entre ellas la regulación del comportamiento alimentario, la vigilia y las 

funciones autonómicas/neuroendocrinas y los estados de sueño/vigilia en mamíferos (Soya y 

Sakurai, 2020). 

Las orexinas actúan como factor orexigénico para la regulación del apetito y la ritmicidad en 

mamíferos, sin embargo, en peces de colores, cuando se le administró orexina A 

intracerebroventricular (ICV), afectando la ingesta de alimentos, y también a la actividad 

locomotora (Nakamachi et al., 2014). Además, también se ha descubierto que participa en la 

regulación 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 común, cuyas funciones fisiológicas se siguen investigando. Se 

considera que intervienen en la regulación del metabolismo, la función de las células β 

pancreáticas, la homeostasis energética, el estado de ánimo 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 regulación 

energética, la reproducción y la respuesta al estrés. El SPX actúa 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 gonadotrópicas en la hipófisis (Mohd Zahir et al., 2022) 

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

alimentación, sin embargo, en los peces, sigue siendo poco conocido, pero en el pez cíclido 
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Astatotilapia burtoni, el papel de GAL mostró comportamientos importantes en la alimentación y 

el cuidado materno (Butler et al., 2020). 

Las evidencias sugieren un posible papel en la regulación de la reproducción en peces, lo cual 

se probó al aislar y caracterizar dos transcritos alternativos de GAL en lubina europea 

(Dicentrarchus labrax), que codificaron para dos prepropéptidos (gal_MT853221) y 

(gal_MT853222), de 29 y 53 aminoácidos respectivamente, ambos expresados en cerebro, hipófisis 

y gónadas, y parecen estar regulados de forma diferencial en machos y hembras. En los machos, 

gal_MT853222 en el hipotálamo y gal_MT853221 en la hipófisis, lo que sugiere la posible 

implicación de GAL producida localmente en la gametogénesis y que su producción está regulada 

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

 

1.3.2 Neuropéptidos anorexigénicos 

Se ha descrito que factores anorexigénicos identificados primeramente en mamíferos, también 

son expresados en cerebro y tejidos periféricos de teleósteos. Algunas de estas neurohormonas son 

bombesina y el factor de liberación de corticotropina (CRF), a nivel cerebral. Mientras los 

neuropéptidos colecistoquinina (CCK), leptina y taquicininas se expresan principalmente en 

órganos del sistema gastrointestinal, tales como el intestino (Lin, Volkoff, et al., 2000).  

Hasta ahora, se desconoce exactamente la forma en la cual las señales anorexigénicas y 

orexigénicas son reguladas molecularmente en peces; sin embargo, se ha descrito la abundante 

presencia del receptor de la hormona leptina en áreas del hipotálamo 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 

liberación de corticotropina (CRF) hasta su caracterización, y considerada la neurohormona 

hipotalámica del eje corticotrópico, también conocido como eje hipotálamo-hipófiso-suprarrenal 

(HPA) implicado en el control de respuesta al estrés. La CRH controla la producción de 

corticotropina (ACTH) en la pituitaria, que a su vez controla la producción de corticosteroides en 

las glándulas suprarrenales en mamíferos, aves y reptiles, y por los interrenales en anfibios y 

teleósteos (Rousseau et al., 2021; D. Yuan et al., 2021). 



 

 

10 

 

En vertebrados, la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es un neuropéptido 

hipotalámico, que pertenece a la familia de neuropéptidos, que incluye urocortinas, urotensina I y 

sauvagina, donde, la CRH y la urocortina actúan como factores anorexígenos para la regulación de 

la saciedad (Matsuda, 2013). En mamíferos, se sabe que CRH induce la liberación de hormonas 

adenohipofisarias como la hormona adrenocorticotrópica (ACTH), β-endorfina, y la hormona 

estimulante de los melanocitos α (MSH) de la pituitaria; además se sabe que estos péptidos 

desempeñan múltiples funciones en el desarrollo animal y también en la adaptación fisiológica 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 patrón de expresión, así 

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 características espaciales de expresión 

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 mamíferos se ha estudiado la relación social del estrés, reduciendo así 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 vínculos sociales bien definidos (Gilmour y Bard, 2022). 

 

1.3.2.2 Transcrito relacionado con cocaína y anfetaminas 

(CART)  

El transcrito relacionado con cocaína y las anfetaminas (CART) es un neuropéptido 

descubierto por primera vez en el cuerpo estriado del cerebro de ratas. Posteriormente, se descubrió 

que la secuencia genética y la función del péptido se conservaba entre diferentes especies de 

mamíferos, donde la expresión 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 

fisiológicas en respuesta a los estados metabólicos (Singh et al., 2021). 

Aún no está claro como las actividades antagónicas de CART y NPY en la modulación de la 

plasticidad del circuito, ya que complejamente tienen potentes funciones anoréxénicas y 

orexigénicas, respectivamente, y la expresión depende del estado energético en las neuronas 

interoceptivas (Bodas et al., 2023). 
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Estudios realizados con salmón atlántico (Salmo salar), reveló la existencia de 10 CART 

parálogos: cart1a, 1b1, 1b2, 2a, 2b1, 2b2, 3a1, 3a2, 3b, y 4.; de manera general, las secuencias de 

compartían entre el 19 y el 50% de identidad con el homólogo humano, y entre el 25 y el 90% de 

identidad de secuencia entre los parálogos, excepto Cart4, que sólo compartía entre el 18 y el 23% 

de identidad (Kalananthan et al., 2021). 

 El péptido CART desempeña un papel clave en la homeostasis energética en todos los 

vertebrados, demostrado mediante la utilización de renacuajos prometamórficos de Euphlyctis 

cyanophlyctis en ayuno o inyectando glucosa o 2-deoxiD-glucosa intracranealmente (2DG; un 

antagonista de la glucoprivación inducida por glucosa), cuyos resultados mostraron que la 

administración de glucosa aumentó la inmunorreactividad CART en las neuronas entopedunculares 

(EN), el área preóptica (POA), el hipotálamo ventral (vHy) y el núcleo de Edinger Westphal (EW), 

mientras que las células CART positivas disminuyen en respuesta al ayuno y la glucoprivación 

(Shewale et al., 2021). 

La respuesta al estrés y las funciones específicas de las diferentes vías reguladoras en los peces, 

en particular la regulación de los genes del apetito como consecuencia de la exposición a diferentes 

factores estresantes como la manipulación del tanque, exposición al aire y recompensa de alimento 

en carpas koi (Cyprinus carpio), donde se investigaron genes orexigénicos y anorexigénicos en 

cuatro regiones cerebrales diferentes (telencéfalo, hipotálamo, tectum óptico y rombencéfalo), 

cuyos resultados mostraron que además de la regulación del apetito en las diferentes regiones 

cerebrales, también mostraron respuestas pronunciadas de los genes del apetito a los diferentes 

factores estresantes, con cambios en expresión 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, así como la 

variación que pueda ocurrir a nivel fisiológico, 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 adaptación, ya que puede presentar estímulos para genera cualquier forma 

de estrés (Schreck y Tort, 2016). 

El término estrés, debería 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 crónico (días a semanas), al igual que la respuesta 

fisiológica del animal (Ferrari et al., 2006). El estrés ocurre cuando la homeostasis es amenazada 

o percibida como tal; en este sentido, las hormonas neuroendocrinas desempeñan un papel 

importante en la regulación de homeostasis basal, como respuestas a las amenazas (Figura 2) 

Los peces y otros vertebrados sometidos a desafíos y factores estresantes muestran una serie 

de respuestas que involucran muchos compartimentos y mecanismos fisiológicos; y bajo estas 

situaciones de carga alostática impuesta, los sistemas de regulación endocrino e inmunológico 

ejercen un papel primordial en la organización de la respuesta (Khansari et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Modulación de la alimentación mediante neuropéptidos: Estrés y señales fisiológicas modulan la expresión de 

neuropéptidos implicada en la ingesta de alimento de los peces. Leptina (Lep) y grelina (Ghrl) podrían ser reguladores clave de la 

vía reguladora de la alimentación animal. (Extraído y modificado de Rønnestad et al. 2017). 

 

Los estímulos que generan estrés son percibidos inicialmente por el sistema nervioso central, 

específicamente en el hipotálamo, donde se estimulan dos grandes ejes de regulación: el eje de 

células cerebro-simpático-cromafin (BSC) y el eje hipotalámico-hipófisis-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 áreas del tejido hipotalámico que inician la respuesta de 

estrés en peces (Rønnestad et al., 2017). 

La magnitud y duración de la respuesta al estrés está asociada a la severidad y extensión del 

estresor, ya que, si dichos estímulos son inicialmente percibidos por el sistema nervioso central, 

producirán una respuesta mediante la activación del eje HPI con la liberación de cortisol (Gorissen 

y Flik, 2014), por lo que se sugiere que la selección de reproductores de peces con una respuesta 

reducida de cortisol al estrés, tendría beneficios en la resistencia a enfermedades, rendimiento 

reproductivo y mayor tasa de crecimiento (Pickering, 1993). La respuesta endocrina al estrés es 

fundamental en la fisiología de los vertebrados, donde la hormona cortisol dirige los flujos de 

energía para el funcionamiento óptimo bajo estas condiciones, en la que la homeostasis puede estar 

en riesgo (Schulte, 2014). En peces teleósteos, se han descritos muchas similitudes con la de los 

vertebrados terrestres, pues incluye mensajeros del eje de las células cerebro-simpático-cromafin 

BSC (equivalente del eje de la médula suprarrenal cerebral-simpático) y el eje cerebro-pituitario-

interrenal (equivalente del eje cerebro-pituitario-adrenal), donde sus funciones incluyen la 

estimulación de la absorción y transferencia de oxígeno, la movilización de sustratos de energía, la 

reasignación de energía opuesto al crecimiento y la reproducción, así como efectos supresivos de  

las funciones inmunitarias (Wendelaar, 1997). 

Debido a los diversos efectos de cortisol, la elevación de su concentración plasmática es el 

indicador de estrés más comúnmente utilizado en teleósteos; no obstante, cuando el cortisol 

plasmático se reduce a niveles basales, los peces aún pueden estar respondiendo al agente estresor  

(Reid et al., 1998 ;Khansari et al., 2017), lo que hace que el cortisol plasmático sea propenso a 

falsos negativos; incluso los anestésicos utilizados para facilitar el muestreo de sangre alteran su 

concentración sanguínea (Metz et al., 2015;Vijayan y Leatherland, 1990). De este modo, un 

enfoque molecular podría determinar de mejor manera una condición de estrés crónico, a través 

del análisis de cambios en la expresión génica de biomarcadores involucrados en las respuestas 

fisiológicas, alteradas por condiciones de estrés, tales como la regulación de la ingesta de alimento. 

Al respecto, en humanos se describe que la hormona grelina se relacionaría directamente el sistema 

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

 

La hipoxia ambiental se define como la presión parcial de oxígeno del agua (PO2). La hipoxia 

puede ocurrir cuando función fisiológica está comprometida, y ocurre en situaciones donde los 

requerimientos de O2 en los tejidos, exceden el suministrito de O2 circulatorio; esto podría 

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 hipóxicos, rápidamente 

migran hacia zonas más oxigenadas, evitando los daños fisiológicos asociados a una menor 

disponibilidad de este elemento. Esto fue demostrado por  Stehfest et al. (2017)  en salmón atlántico 

(Salmo salar) en jaulas flotantes, cuyos resultados revelaron que los individuos prefirieron soportar 

temperaturas más elevadas (16.5 a 17.5 °C), para evitar zonas con baja concentración de OD 

(<35%) en la parte inferior de la jaula.  

Por otro lado, resultados obtenidos con carpa dorada (Carrasius auratus) sometida a hipoxia, 

reveló que los peces estresados alteraron sus movimientos para disminuir el consumo de oxígeno, 

observando un cambio en su centro de gravedad, así como la reducción de velocidad de natación y 

aumento en el movimiento de la dirección vertical (Israeli, 1996). 

La capacidad de los organismos para adaptarse a los entornos cambiantes varía según la especie 

y las poblaciones, desconociéndose en gran medida los mecanismos de adaptación. Los factores 

ambientales estresantes como la temperatura, el oxígeno y la exposición a xenobióticos, inician 

complejas respuestas al estrés, que incluyen el estrés oxidativo y la activación de moléculas de 

señalización relevantes como el factor inducible por hipoxia-1α (HIF-1α) (Lotta, 2016). 

El factor inducible por hipoxia, (HIF-1α), es un complejo proteico que incrementa la expresión 

de genes específicos en presencia de bajas concentraciones de oxígeno, el cual contiene una 

subunidad reguladora “alfa” y una subunidad constitutiva “beta”, que pertenecen a la familia de los 

factores de transcripción bHLH/PAS [proteínas que contienen además del dominio bHLH (por sus 

siglas en inglés “basic helixloop hélix”)], un dominio PAS (“Per Arnt Sim) (Grau, 2012). 

Los HIF-1α son cruciales para regular una diversidad de actividades celulares en respuesta al 

estrés por oxígeno (hipoxia). De manera general, en todos los estudios realizados se produjeron 

cambios inducidos por leptina en la expresión de los niveles hipotalámicos y una disminución de 

la ingesta de alimentos en respuesta a la hormona, lo que reforzó la naturaleza hipotalámica 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 oxígeno disuelto (1,1 ± 0,1 y 7,2 ± 0,1 mg/L) durante 8 semanas, mostraron resultados 

evidentes, donde la hipoxia y la HFD tuvieron efectos similares en la inducción de la deposición 

de lípidos, reducción del contenido de proteínas, aminoácidos de la carne, los valores de pH y la 

capacidad de retención de agua. Además, la combinación de hipoxia y HFD redujo 

significativamente la ingesta de alimento, la tasa de supervivencia y el contenido de proteína 

muscular, pero no afectó a los parámetros 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 que los cambios de comportamiento pueden interpretarse como bienestar bueno o malo, 

dependiendo de la especie de pez, por lo que es fundamental comprender la biología específica de 

la especie, evaluando el bienestar de todo el grupo, incluyendo la distribución espacial (Martins et 

al., 2012). 

La densidad de siembra en sistemas de cultivo es otra variable que merece mucha atención, ya 

que puede producir diversos efectos, entre estos, ineficiencia en la alimentación, 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 crónico, que a su vez podría 

alterar el estado metabólico del animal, promoviendo la movilización 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 relación inversa entre las estimaciones de la 

disminución de la longitud asintótica por unidad de densidad de biomasa, y la densidad media de 

biomasa a largo plazo de la población, 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 reducción en la velocidad de natación y reducción 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/m2) durante 55 días, a medida aumentó la densidad de población, disminuyó la calidad 

del agua, así como la tasa específica de crecimiento, y aumentó 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 período de 180 días, a tres densidades de cultivo (50 alevines m-3, 75 alevines m-3y 100 

alevines m-3); la primera densidad, mostró una tasa de crecimiento significativamente mayor (p < 

0,05) (1,08 ± 0,02), y de igual manera, una tasa mayor de supervivencia (84%), así como la 

conversión alimenticia y la eficiencia proteica, que los criados a 75 alevines m-3 y 100 alevines m-

3. En contraste, el crecimiento y la supervivencia fueron menores con una densidad de 100 alevines 

m-3 (Karnatak et al., 2021) 

De igual manera, se midió la ingesta de alimentos, las tasas de crecimiento y tasas de consumo 

de oxígeno en salvelinos árticos (Salvelinus alpinus), criados en densidades baja (15 kg. m-3), 

media (60 kg.m-3) y alta (120 kg.m-3).  Las respuestas con relación a las tasas de crecimiento fueron 

similares con densidades media y alta, pero se redujeron notablemente con la densidad de 

repoblación más baja. Los bajos niveles de ingesta de alimento fueron probablemente también la 

razón principal de las bajas tasas de consumo de oxígeno registradas en los grupos de peces 

repoblados a baja densidad, por lo tanto la densidad de población pudo haber afectado la conducta 

de los peces, observándose un comportamiento de cardumen en los grupos sometidos a densidad 

de población media y alta, y por consiguiente, es posible que las limitaciones sociales debidas a la 

formación de jerarquías de dominancia no hayan sido la razón 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 relación inversa entre las estimaciones de la 

disminución de la longitud asintótica por unidad de densidad de biomasa, y la densidad media de 

biomasa a largo plazo de la población, es decir, que el crecimiento puede estar asociado a la 

densidad de siembra. 

Una percepción general, es que el bienestar de los animales disminuye con el aumento de la 

densidad, debido al incremento de cortisol en sangre (Iliyasu et al., 2016; Martins et al., 2012); sin 

embargo, se ha descrito que bajas densidades también pueden provocar estrés crónico (Yarahmadi 

et al., 2016), que es el caso de la trucha ártica (Salvelinus alpinus), cuyos individuos cultivados a 

bajas densidades (15 kg/m3) presentaron altos niveles de cortisol, además de mostrar menor 

crecimiento que aquellos cultivados a 60 kg/m3 y 100 kg/m3 (Mazur y Iwama, 1993). Resultados 

similares han sido descritos por Li et al., (2012) en cultivos de trucha (Oncorhynchus mykiss), gran 

esturión (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 población en una especie de 

pez, no puede ni debe aplicarse directamente a otras especies, y por lo tanto, este parámetro debe 
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ser analizado específicamente para C. gilberti, considerando las respuestas fisiológicas 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 Específicos 

 

- Caracterizar la secuencia de los transcritos de leptina, grelina y sus receptores, y analizar su 

expresión en tejidos de C. gilberti 

- Analizar la expresión génica de leptina y grelina en tejidos de juveniles C. gilberti mantenidos 

a diferentes densidades de cultivo 

- Evaluar la expresión 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 expresión de leptina y disminuye la expresión 

de grelina en tejidos de C. gilberti juveniles 

 

H2: Periodos de hipoxia incrementan la expresión de leptina y disminuyen la expresión de 

grelina en tejidos de C. gilberti 
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4. CAPITULO I: CARACTERIZACIÓN Y PERFILES DE EXPRESIÓN 

GÉNICA DE LEPTINA DE Cilus giberti EN RESPUESTA A HIPOXIA Y 

DENSIDAD DE CULTIVO  
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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 

consideración de los parámetros productivos y de la tolerancia a estresores abióticos. Para hacer 

frente a estos desafíos; donde la identificación 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 caracterización de la leptina en C. gilberti (cgLep) y en 

la evaluación de su expresión génica en juveniles expuestos a diferentes condiciones de cultivo y 

alimentación. Los resultados indicaron que la secuencia codificante de cgLep produce una 

prohormona de 137 aminoácidos, conservando residuos de cisteína de gran relevancia para 

mantener su integridad estructural. De igual manera, los perfiles de expresión génica basal de dicha 

hormona revelan su expresión principalmente en el hígado, seguido del músculo blanco. Por el 

contrario, su receptor (cgLepR) muestra niveles más altos en músculo blanco. Además, se observó 

que los juveniles en estado posprandial mostraron una regulación al alza de cgLep hepática. 

Simultáneamente, cgLepR mostró un aumento significativo a nivel cerebral durante la etapa 

preprandial. Por otra parte, la exposición a la hipoxia aguda reveló una notable regulación al alza 

de cgLep después de dos horas de baja disponibilidad de oxígeno y volvió a la línea de base de 

normoxia después de seis horas post-hipoxia. Notablemente, cuando se sometió a un régimen 

prolongado de hipoxia diaria, no se observaron diferencias significativas en la expresión de ARNm 

de leptina. Esto sugiere una respuesta adaptativa dinámica del sistema de leptina de C. gilberti a la 

hipoxia. Finalmente, los juveniles de la especie descrita, cultivados a 15 Kg/m3 mostraron una 

variabilidad individual significativa en los niveles de expresión hepática de leptina, en comparación 

con los cultivados a 25 o 35 kg/m3. Estas observaciones ponen de manifiesto que la leptina se 

expresa principalmente en el hígado y que su expresión está notablemente influenciada por los 

periodos de ayuno, y el estrés crónico inducido por la baja densidad de población. Esta variabilidad 

en la expresión de la leptina podría potencialmente impactar en la ingesta de alimento, enfatizando 

la importancia de considerar estos factores en el diseño e implementación de prácticas de 

acuicultura para la corvina chilena. 
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4.2 Introducción 

 

La leptina, una hormona pleiotrópica que se encuentra tanto en mamíferos como en peces, 

desempeña un papel fundamental en la regulación de un amplio espectro de procesos fisiológicos, 

como el apetito, el metabolismo lipídico, el crecimiento, la reproducción, 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 teleósteos, lo que sugiere una adaptación específica que 

la especie puede estar intrincadamente vinculada a las variaciones en los comportamientos 

alimentarios y los hábitats 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 señal secretora aminoterminal de 21 aminoácidos, 

que se elimina antes de su liberación al torrente sanguíneo. En particular, en el pez globo, el 

propéptido está compuesto por 137 aminoácidos, 15 aminoácidos menos que su homólogo de 

mamíferos. Aunque solo comparte un 13 % de identidad con la secuencia de aminoácidos 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 mamíferos, la síntesis y 

liberación de leptina se realiza principalmente por el tejido adiposo, respondiendo a los niveles de 

depósitos de grasa. Por el contrario, en los peces teleósteos, el hígado se ha descrito como el sitio 

primario de producción de leptina (Blanco y Soengas, 2021), sin embargo, la capacidad de síntesis 

de transcritos de esta hormona también está documentada en varios tejidos, incluyendo el cerebro, 

las gónadas, músculo y riñón. Estos tejidos presentan perfiles de expresión distintos, lo que pone 

de relieve las variaciones entre especies en la distribución y función de la leptina (Won et al., 2012). 

En mamíferos, la leptina, además 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 síntesis y 

liberación de leptina la realiza principalmente en tejido adiposo, respondiendo a los niveles de 

depósitos de grasa. 

 

4.3 Leptina y su receptor 

 

La capacidad de síntesis de transcritos de la leptina también está documentada en varios tejidos, 

incluidos el cerebro, las gónadas, los músculos y los riñones. Estos tejidos exhiben distintos perfiles 

de expresión, destacando las variaciones entre especies en la distribución y función de la leptina 
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(Won et al., 2012b), y ejerce su acción sobre diferentes tejidos, mediante el reconocimiento por su 

receptor (LepR), también conocido como ObR, por su relación 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 demostró que la isoforma A exhibe una afinidad de unión 

superior al receptor en comparación con la isoforma B (Prokop et al., 2012). En consecuencia, las 

investigaciones que exploran la caracterización y los roles funcionales de la leptina en especies de 

peces recientemente estudiadas se concentran en la isoforma A de la hormona (Figura15). 

En mamíferos la leptina se une a un receptor específico (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 único ARNm y/o por procesamiento proteolítico, y poseen una 

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

En trucha arcoíris (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 aminoácidos 

respectivamente, así como la identidad en secuencias (Gong y Björnsson, 2014).  

El receptor de leptina de peces (LepR) es relevante en la regulación de muchas funciones 

fisiológicas, tal como se muestra en un estudio con pez cebra adulto (Danio rerio), donde se evaluó 

la expresión del gen leptina y su receptor en intestino en periodo de alimentación y ayuno, cuyos 

resultados apuntan la hipótesis que el papel de esta hormona desempeña una función en la 

regulación alimentaria (Garcia-Suarez et al., 2018), pues la unión a su receptor específico, 

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 cisteína de la leptina-

b. Extraído de Gorissen et al. 2009 



 

 

22 

 

activaron la vía de señalización JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer an Activator of 

Transcription) (Hsuchou et al., 2009) induciendo la expresión de genes blanco en tejidos del 

sistema nervioso central y tejidos periféricos para el desarrollo de su actividad biológica  (Hyeong-

Kyu y Rexford, 2014).  

Los mecanismos endocrinos que regulan el apetito en los teleósteos son similares a los de los 

mamíferos, aunque existe poca información sobre cómo leptina y su relación con la ingesta de 

alimentos. Esta falta de conocimiento es especialmente importante en las especies relevantes para 

la acuicultura, en las que las prácticas de producción intensiva a menudo las exponen a prolongados 

periodos de estrés durante el transporte, fluctuaciones de los parámetros ambientales, los cambios 

en los regímenes alimentarios o las alteraciones de la densidad de población. 

De hecho, varios estudios han aportado pruebas iniciales sobre el impacto de estresores 

específicos en las señales endocrinas periféricas que regulan la ingesta de alimentos (Sun et al., 

2017). Varias especies de peces muestran un comportamiento agresivo a la aparición de 

«individuos dominantes» y «subordinados», con diferencias notables en el comportamiento 

alimentario de estos dos grupos (Rønnestad et al., 2017). 

Otros estudios han explorado diversos marcadores del apetito relativos a la densidad de cultivo, 

lo que sugiere que más allá de la integración de señales periféricas y centrales en el hipotálamo, 

desempeñan un papel importante las señales endocrinas periféricas de leptina. Estos datos ponen 

de relieve la intrincada interacción entre los factores sociales o ambientales y los mecanismos 

reguladores del apetito en especies de peces comerciales (Conde-Sieira et al., 2018). 

Por ejemplo, Álvarez et al., (2023) observaron un aumento de la expresión del gen leptina en 

el hígado en salmón del atlántico (Salmo salar) a la mayor densidad evaluada (40 Kg/m3) 

comparado con el grupo control de 11 Kg/m3 después de 21 y 40 días de cultivo. Este hallazgo 

pone de relieve la posible influencia de la densidad de cultivo sobre la expresión de leptina, y 

sugiere una relación dinámica entre densidad de población y la regulación molecular de los genes 

relacionados con el apetito en especies de peces acuícolas. 

Por otra parte, la baja disponibilidad de oxígeno disuelto (OD), es otro factor de estrés 

exacerbado por el cambio climático, que preocupa cada vez más a la industria acuícola mundial. 

Este fenómeno supone una amenaza cada vez mayor para los sistemas acuáticos, lo que lleva a un 

aumento de los casos de hipoxia por intensidad y frecuencia. Estos episodios de hipoxia son 

especialmente problemáticos en zonas de todo el mundo, donde se encuentran las granjas marinas, 

lo que añade un reto adicional al sector acuícola. Abordar el impacto de los bajos niveles de oxígeno 
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disuelto es cada vez más cada vez más imperativo a medida que el cambio climático sigue 

influyendo en la dinámica de los medios acuáticos (Pollock et al., 2007).  

Bernier et al. (2012) realizaron un estudio con carpa común (Cyprinus carpio), expuestas a una 

saturación del 10% de O2 durante ocho días, lo que resultó en una reducción sustancial del 79 % 

en consumo de alimento, en comparación con los peces mantenidos en condiciones normóxicas. El 

estudio sugiere que la supresión del apetito en respuesta a la hipoxia crónica puede atribuirse a la 

modulación de señales anorexigénicas, lo que subraya la intrincada relación entre los bajos niveles 

de oxígeno, la regulación del apetito y la posible implicación de la leptina en la mediación de las 

respuestas fisiológicas al estrés hipóxico en los peces (Bernier et al., 2012). 

En los peces teleósteos, existen pruebas más sólidas que establecen una correlación 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 parámetros de cultivo en piscicultura. Esto resulta especialmente crítico para 

las especies productivas, como Cilus gilberti, incluidas en programas de diversificación acuícola 

en Chile y Perú. 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/m3 (Álvarez et al., 2020). 

Sin embargo, es necesario un examen exhaustivo sobre condiciones que ejercen efectos más 

amplios en diversos en procesos fisiológicos, identificar y comprender los marcadores moleculares 

asociados con el estrés y la ingesta de alimentos en C. gilberti, es fundamental para optimizar las 

prácticas acuícolas, y así contribuir al éxito de las iniciativas de cría y garantizar una producción 

sostenible en el contexto de esta industria. Para abordar esta necesidad, este estudio se centró en la 

caracterización de la leptina y su receptor en juveniles de C. gilberti, durante periodos de 

alimentación pre y posprandiales. Además, se investigó la expresión génica bajo diferentes 

densidades de cultivo y en respuesta a eventos de hipoxia aguda y crónica. El análisis molecular 

exhaustivo proporcionará valiosos conocimientos en la intrincada interacción entre la señalización 

de la leptina, el estado de ayuno y las respuestas fisiológicas de C. gilberti a diferentes variaciones 

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

 

De manera general, se sabe que la leptina actúa como una hormona anorexigénica, ya que su 

promueve la disminución de la ingesta de alimentos en vertebrados, sin embargo, en los peces la 

paradoja funcional surge de situaciones contradictorias, observándose que los niveles de expresión 

de la leptina y su receptor está 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 teleósteos, lo que sugiere una adaptación específica de cada 

especie que puede estar estrechamente relacionada con variaciones en los comportamientos 

alimentarios y los hábitats ambientales (Deck et al., 2017; Friedman, 2015). 

Estudios realizados con salmón Atlántico (Salmo salar) alimentados hasta la saciedad (100%), 

se reportaron altos niveles de leptina A1 (sLepA1) en ARNm en cerebro, músculo blanco, hígado 

y ovarios, sin embargo, Rønnestad et al., (2010) reportó expresiones más bajas de leptina A2 

(sLepA2) en los mismos tejidos. Además, Trombley et al. (2012) describió que la expresión de 

receptores de leptina se incrementó durante el período de crecimiento y disposición de lípidos, 

principalmente a nivel hepático. 

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 unión a su receptor que la isoforma 

B (Prokop et al., 2012a).  

La leptina, a través de su interacción con el receptor, desencadena la modulación de la función 

celular en diferentes tejidos mediante la activación de la vía de señalización JAK/STAT. (Janus 

Kinase / Transductor de señal y activador de la transcripción) (Hsuchou et al., 2009). Esta 

modulación celular conduce a una alteración en la expresión de genes diana dentro de los tejidos 

que expresan el receptor, lo que contribuye a las acciones pleiotrópicas de la leptina (Ahima y Osei, 

2004;  Park y Ahima, 2014). 
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5. MATERIALES Y METODOS 

 

5.1 Recepción y mantenimiento de peces 

 

En esta investigación se utilizaron juveniles de C. gilberti procedentes de las instalaciones de 

Fundación Chile, ubicadas en la Bahía de Tongoy, Coquimbo, Chile. Posteriormente, los peces 

fueron llevados al laboratorio de piscicultura de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad 

Católica del Norte en Coquimbo. Durante la fase de aclimatación los peces fueron alojados en 

tanques de 1 m3, con monitoreo diario de temperatura (16,5 ± 0,5◦C), oxígeno disuelto (OD) de 7,5 

mg/mL ± 0,5 utilizando equipo multiparamétrico (Hanna), con un fotoperiodo de 12:12 (L/O). El 

régimen de alimentación consistió en una proporción del 1% de la biomasa, con dos raciones diarias 

suplementadas manualmente. 

Los protocolos de estudio en animales fueron aprobados por el Comité de Ética de la 

Universidad Católica del Norte, sede Coquimbo (CEC UCN Nº 01 12 de mayo 2020 y CEC UCN 

Nº 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 normóxicas 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 

interrumpió el suministro de aire a los tanques y se les administró nitrógeno (N2) en el agua hasta 

que la concentración de OD descendió a 2,0 ±0,5 mg/mL, y se mantuvo así durante 2 horas. 

Posteriormente, se volvió a introducir aire hasta que se restableció la condición normóxica, para 

luego someter a hipoxia por 6 horas, inyectando nitrógeno (N2) en el agua, hasta alcanzar una 

concentración 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. Simultáneamente, se eligieron tres individuos de cada tanque en condiciones 

de normoxia. Los peces seleccionados se colocaron en recipientes que contenían una solución 

anestésica de sobredosis (200 mg/L de Tricaína 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 fracción plasmática se almacenó a - 20 ◦C. También se incluyeron 

los siguientes tejidos: estómago (E), riñón anterior (Ra), riñón posterior (Rp), ciegos pilóricos (Cp) 

intestino anterior (Ia), intestino posterior (Ip), corazón (C), músculo blanco (Mb), músculo rojo 

(Mr), hígado (H), branquias (Br), cerebro (C) y bazo (Bz), y se depositaron en dos tubos estériles 

con RNAlater® (Thermo Fisher) para su conservación. Estas muestras se almacenaron a - 80◦C 

para su posterior análisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 cónicos 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 aireación (Figura 5). Tras un periodo de aclimatación de dos semanas, los peces 

se dividieron en dos grupos, cada uno con cuatro tanques. 

El primer grupo, que sirvió de control, permaneció en condiciones normóxicas (7,8 mg/L de 

OD) durante todo el experimento, mientras que el segundo grupo fue sometido a eventos hipóxicos 

diarios (2 mg/L OD) 3 horas por día, 5 días por semana, regresando normoxia posteriormente. Los 

  2h        Norm.                                  6h           

Figura 4. Bioensayo: Hipoxia aguda 

De condición normóxica e hipóxica (2 y 6 h), se tomaron 3 peces de cada tanque, y se colocaron en recipiente con anestésico 

(200 mg/L de Tricaína MS-222 en agua de mar), se registró talla (mm), masa corporal (g), tomó muestra: sangre, y diferentes 

tejidos 

N 
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intervalos utilizados fueron los siguientes: 0h, 15 y 30 días. Después de cada período, se tomaron 

muestras de hígado del grupo control y expuestos a hipoxia, mediante la metodología descrita en 

el bioensayo anterior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4 Bioensayo pre y postprandial 

 

Tras el periodo de adaptación, se trabajó dos grupos de cuatro tanques: uno para el muestreo 

preprandial y otro para el postprandial. De este modo se garantizó que los peces muestreados 

postprandialmente no fueran perturbados por el muestreo preprandial y, por tanto, tuvieran 

comportamiento alimentario normal (Vikeså et al., 2015). El muestreo preprandial fue llevado a 

cabo con 2 peces por tanque (Figura 6), y se realizó una hora antes del inicio de la primera comida 

diaria, mientras que el muestreo postprandial utilizando 2 peces por tanque, se realizó 1 h y 6 h 

H 

Hipoxia: burbujas N
2 
 

n = 25/tanque 

O
2 

≈ 2 mg/L 

Aclimatación: 2 semanas 

Tanque de mantenimiento 

 

N N 

N N 

H 

Hipoxia (0h, 15 y 30 días) 

 (2 mg O
2
 /L) 

Normoxia (0h, 15 y 30 días)  

(7,5 mg/ O
2
 L) 

Figura 5. Bioensayo: Hipoxia intermitente 

La condición hipóxica (2 mg O
2
 /L) fue de 3 horas diarias, 5 días por semana; regresando posteriormente a normoxia. 

Después de cada periodo (0h, 15 y 30 d), se tomaron muestras de hígado de ambos grupos en estudio.  Después de cada 

periodo (0h, 15 y 30 d), se tomaron muestras de hígado de ambos grupos en estudio. Normoxia: 0h: 1 pez/tanque; 15d:2 

peces/tanque; 30d:2 peces por tanque. Hipoxia (misma cantidad de peces) 

 

H H 

200 juveniles 

  3h                      Normoxia 

Por 5 días 
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después de la primera comida de la mañana. Los peces muestreados fueron capturados y 

sacrificados mediante una sobredosis anestésica (200 mg/L de Tricaína MS-222 en agua de mar). 

Se registró el peso corporal (PC) y la longitud (cm), con los peces sedados. Además, 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, almacenándose la fracción plasmática a -20 ◦C. Las porciones de 

tejido estomacal para la extracción de ARN se colocaron en tubos estériles que contenían 400 μL 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5 Bioensayo de densidad de cultivo 

 

Las muestras de hígado utilizadas en este estudio procedían de una investigación realizada por 

el equipo de investigadores coordinadas por (Álvarez 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 Fundación Chile, ubicadas en la Bahía de Tongoy, Coquimbo, Chile, y 

posteriormente trasladados al Laboratorio de Piscicultura de la Universidad católica del Norte, en 

Coquimbo. Los peces se mantuvieron en tanques circulares de fibra de vidrio (1,3 m3) equipados 

con bombas de oxígeno, filtros biológicos, esterilizadores ultravioletas y flujo continuo de agua de 

mar. Se alimentaron manualmente tres veces al día (09:00 am, 14:00 pm y 17:30 pm, con periodo 

de adaptación de aproximadamente un mes, previo al experimento (Figura 7). 

8 juveniles 
n = 2/tanque 

Aclimatación: 2 semanas 

Tanque de mantenimiento 

N N 

N N 

Figura 6. Bioensayo: Pre y Postprandial en corvina C. gilberti. 

Se tomaron muestras de estómago (E), utilizando la misma metodología para el bioensayo de hipoxia aguda 

 

Preparnadial 

(-1h) 

Postparnadial 

(2h y 6h) 

8 juveniles 
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Tras la fase de adaptación, los peces fueron aleatoriamente distribuidos en nueve tanques, los 

cuales se dividieron en tres niveles de densidad de población (220 peces por tanque). El volumen 

de agua de cada tanque fue ajustado para mantener tres distintas densidades de población: 15, 25 y 

35 Kg/m3 de biomasa de peces, clasificadas como densidad de población baja (DPB), densidad de 

población media (DPM) y densidad de población alta (DPA) respectivamente. Los peces fueron 

alimentados tres veces al día con pienso comercial durante un período de 120 días, retirándose 

diariamente el alimento sobrante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A lo largo del experimento, se controlaron diariamente parámetros 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 días, 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 practicó la 

eutanasia mediante una sobredosis de anestésico (200 mg/L de Tricaína MS-222 en agua de mar). 

Posteriormente, y se obtuvieron muestras de los siguientes tejidos: cerebro, estómago, hígado, 

intestino, músculo blanco, ciegos pilóricos y riñón, para posteriormente extraer ARNm. Las 

muestras de los tejidos se colocaron en tubos estériles que contenían 400 μL de RNAlater® 

(Thermo Fisher) y se almacenaron a - 80 ◦C antes del análisis. 

DPM (25 Kg/m3) 

n = 25/tanque 

Aclimatación: 2 semanas 

Tanque de mantenimiento 

N N 

N N N 

DPB (15 Kg/m3) 

Figura 7. Bioensayo: Densidad de cultivo. Se tomaron muestras de hígado (H). a partir de 10 peces de cada tanque (30 en total). 
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5.6 Extracción de ARN, obtención de secuencias codificantes para leptina, 

y receptor de leptina de C. gilberti 

 

La extracción de ARN de cada tejido inició añadiendo 500 μL de Trizol a 50 mg de tejido, 

seguido de homogeneización en un equipo Mini beat (Biospec, EE.UU.) durante 10 segundos, 

luego se centrifugó a 8000xg durante 10 minutos a 4 ◦C, y el sobrenadante se recuperó mediante 

posterior adición de 400 μL de cloroformo. Tras agitar en vórtex a temperatura ambiente, la 

solución se centrifugó a 12 000xg durante 15 minutos a 4◦C. La capa superior transparente se 

transfirió cuidadosamente y se cargó en columnas comerciales del kit E.Z.N.A. (Omega Biotec), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizó la cuantificación del ARN 

(absorbancia) con el equipo Epoch (Microplate spectrophotometer BioTek), y se evaluó la 

integridad mediante electroforesis de agarosa. 

Para realizar la transcripción inversa, se utilizaron 500 ng de cada muestra de ARN, utilizando 

el kit de transcripción 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 

heterólogos 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 secuenciación por la empresa Macrogen, República de Corea. Las secuencias 

resultantes se depositaron en GenBank con los códigos de acceso OQ954479.1 (cgLep), 

OQ954480.1 (cgLepR). 

 

5.7 Análisis bioinformático 

 

La secuencia parcial de codificación de la leptina (cgLep) y el receptor de leptina (cgLepR) de 

C. gilberti se obtuvieron a través de una búsqueda de secuencias contig (cóntigos) de secuencias 

proporcionada por Fundación Chile. Los partidores para amplificar estas secuencias se diseñaron 

utilizando el software Primer3 Input. 

La homología de secuencias se determinó mediante el desarrollo de Herramienta Básica de 

Búsqueda de Alineamiento Local [(Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)], y la secuencia de la proteína putativa se recuperó del portal 

Expasy (http://www.expasy.org/). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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 línea de alineación de secuencias 

múltiples ClustalW [(ClustalW multiple sequences alignment online server) 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/mas/clustalw2/)]. También se realizó análisis filogenético con la 

plataforma Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr/) (Dereeper et al., 2008), utilizando el método 

de Máxima Verosimilitud de Saitou (Saitou, 1988). La robustez de los nodos se evaluó mediante 

el método bootstrap (N=1000 pseudoréplicas). 

Los modelos bioinformáticos de estructura terciaria de la leptina putativa madura de C. gilberti 

se analizaron utilizando el servidor web I-TASSER (Iterative Threading Assembly refinement) 

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) (Yang y Zhang, 2015), para lo cual se eligió el mejor modelo 

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

 

5.8 Expresión génica por RT-qPCR 

 

Las reacciones RT-qPCR se llevaron a cabo empleando mezclas de reacción de 10 μL que 

comprendían SYBR™ Green PowerUp™ (Applied Biosystems™), 0,3 μM (concentración final) 

de cada partidor, y 2 μL de ADNc. En primer lugar, se determinó la eficiencia de los partidores (E) 

mediante la ecuación: E = 10^(-1/pendiente). Los análisis 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 desnaturalización de 3 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de PCR 

con pasos de desnaturalización (95 °C, 15 s) e hibridación-extensión (60 °C, 15 s). 

Los niveles relativos de expresión génica se calcularon empleando el - 2ΔΔCq (Livak y 

Schmittgen, 2001). Para ello se utilizaron ciclos de cuantificación (Cq) del gen de mantenimiento 

β-actina para normalizar los valores de Cq del gen de interés, que se habían estandarizado para 

ensayos de densidad de población e hipoxia en juveniles de C. gilberti juveniles (Álvarez et al., 

2020; Vega et al., 2024). 

 

5.9 Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico de los datos se analizó con el programa informático R versión 3.5.2., 

comprobándose previamente la normalidad y homocedasticidad de todos los datos mediante las 

pruebas de Shapiro-wilk y Fligner-Killeen, respectivamente. La expresión de ARNm se sometió 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 gráficamente mediante GraphPad prism 8.1 como media ± desviación estándar (SD) 

de las réplicas biológicas. 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Caracterización y análisis comparativo de secuencias codificantes de 

leptina de C. gilberti 

 

Los resultados de los alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos de   C. giberti, 

con respecto a los siguientes teleósteos: Larimichthys crocea, Epinephelus coioides, Seriola lalandi 

Micropterus salmoides, Lateolabrax japonicus, Scomber japonicus, Dicentrarchus labrax y Sparus 

aurata, muestra el péptido señal (remarcado en celeste), y la secuencias de aminoácidos implicados 

en las cuatro hélices (A, B, C y D) que forman la estructura de la leptina. Además, de dos residuos 

de cisteína altamente conservados entre especies de peces, se muestran en color rojo.  

Se identificó 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 aminoácidos. El peso 

molecular previsto de la proteína fue de 17,88 kDa y un punto isoeléctrico teórico (pl) fue de 5,34. 

La secuencia putativa de la proteína contiene un péptido señal de 27 residuos 

(MDYSLALLFTILHLLSVGTAAPLSVEV). 

La cgLep madura presenta las características cuatro α-hélices antiparalelas previamente 

observadas en las leptinas de peces. En particular, contiene dos residuos de cisteína altamente 

conservados (C111 y C161) que probablemente desempeñan una función estructural crucial al 

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

 

 

  

 

 

 

Figura 8. Modelización en silico de leptina de C. gilberti. Utilizando estructura cristalográfica de la leptina humana 

(PDB ID: d1ax8a) como templado con Hélice A en azul, la Hélice B en verde, Hélice C en amarillo limón y Hélice D en 
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Relativo al árbol filogenético de secuencias de aminoácidos 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 árbol 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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Figura 9. Alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos de leptina putativa de C. gilberti con especies homólogas 

de teleósteos. 

En el recuadro celeste se remarca el péptido señal y las secuencias de aminoácidos implicadas en las cuatro hélices (A, B, C y 

D) que forman la estructura de la leptina. Además, se muestran dos residuos de cisteína altamente conservadas entre las especies 

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

gilberti 

 

El análisis de los niveles transcripcionales basales de cgLep en juveniles de C. gilberti con una 

masa total media de 64,5 g, reveló una expresión relativa de su transcrito en hígado notablemente 

superior hasta 50 veces en comparación con otros tejidos (p<0,05). Esta elevada expresión fue 

seguida de cerca por músculo blanco, mientras que niveles significativamente más bajos se 

observaron en el riñón anterior y posterior, cerebro bazo y branquias (p<0,05). Por el contrario, los 

tejidos que mostraron una menor expresión de cgLep fueron ciegos pilóricos, estómago, intestino 

anterior y posterior (Figura 11). 

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

superiores en músculo blanco, con niveles por arriba de 300 veces más altos que en otros tejidos 

1 

Figura 10. Árbol filogenético de secuencia de aminoácidos de leptina. Para la inferencia filogenética bayesiana utilizando 

métodos MCMC con modo de verosimilitud. El porcentaje del árbol replicados en los que los taxones asociados se agruparon 

en las 10.000 réplicas se muestra junto a las ramas. El árbol está dibujado a escala, con longitudes de las ramas en las mismas 

unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el árbol filogenético. Cada rama contiene el número de 

acceso al GenBank correspondiente a las secuencias utilizadas. 
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(p<0,05), y con niveles mucho más bajos a nivel de riñón anterior y posterior, así como a nivel 

hepático. Por el contrario, los niveles de expresión más bajos se observan en ciegos pilóricos, 

estómago e intestino anterior y posterior (Figura 12). 

 

 

 

Figura 11. Expresión relativa de ARNm de leptina en tejidos de C. gilberti. Peces juveniles de un año en tejidos: 

Bazo (Bz), Branquias (Br), Cerebro (C), Ciegos pilóricos (Cp), Hígado (H), Intestino anterior (Ia), Intestino posterior (Ip), 

Músculo (M), Riñón anterior (Ra) y Riñón posterior (Rp).  Los datos se presentan como expresión génica relativa, con β-

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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Figura 12. Expresión relativa de ARNm del receptor de leptina en tejidos de C. gilberti. Peces juveniles de un año, en 

tejidos: Bazo (Bz), Branquias (Br), Cerebro (C), Ciegos pilóricos (Cp), Hígado (H), Intestino anterior (Ia), Intestino 

posterior (Ip), Músculo (M), Riñón anterior (Ra) y Riñón posterior (Rp).  Los datos se presentan como expresión génica 

relativa, con β-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 alimentación sobre la expresión génica de leptina y 

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 expresión relativa de cgLep en hígado, 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comportamiento inverso se encontró en cgLepR a nivel cerebral, ya que mostró un aumento 

significativo de expresión 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 expresión génica de cgLepR a nivel estomacal al comparar las condiciones preprandiales 

y posprandiales. Además, de manera general, los niveles de expresión génica en estómago fueron 

sistemáticamente inferiores a los detectados en cerebro (p<0,05) (Figura 14). 
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Figura 13. Expresión relativa de ARNm de leptina en hígado de C. gilberti en períodos preprandial y posprandial.  

1 hora antes de alimentarse, y 1 hora y 6 horas después de alimentarse. Peces juveniles de un año. 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). 
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6.4 Efecto de la hipoxia aguda e intermitente sobre la expresión génica de 

leptina en juveniles de C. gilberti 

 

Diversos factores ambientales ejercen notable influencia sobre la fisiología de los peces; en 

consecuencia, mediante este estudio se investigó el impacto de episodios agudos e intermitentes de 

bajos niveles de oxígeno disuelto (hipoxia) sobre leptina hepática en juveniles de C. gilberti. Los 

resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de expresión del ARNm de la leptina 

durante las 2 primeras horas de exposición a hipoxia aguda (2 mg O2/L) (p<0,05), retornando a los 

niveles de expresión basales a las 6 horas tras la hipoxia (Figura 15). Por el contrario, los peces 

sometidos a un ciclo de 30 días de hipoxia diaria no mostraron disparidades significativas en los 

niveles de leptina hepática, en comparación a los peces mantenidos en condiciones normóxicas 

(7,6 mg O2/L) (Figura 16). 

Figura 14. Expresión relativa de ARNm del receptor de leptina (LepR) en cerebro y estómago de C. gilberti en períodos 

preprandial y posprandial.  

1 hora antes de alimentarse, y 1 hora y 6 horas después de alimentarse. Peces juveniles de un año. 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). 
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6.5 Efecto de la densidad de cultivo sobre la expresión génica de leptina en 

juveniles de C. gilberti 

 

En la industria acuícola, la densidad de cultivo es un factor determinante para alcanzar niveles 

de productividad óptima, tomando en cuenta el bienestar de los organismos individuales, incluida 

la conservación de las señales de apetito a lo largo del cultivo. Este bioensayo con C. gilberti, 
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Figura 15. Expresión relativa de ARNm de leptina en hígado de C. gilberti, en normoxia (7,6 mg O2/L) y después 

2 h y 6 h de hipoxia aguda (2 mg O2/L).  Los datos se expresan como media ± SD, ya las diferencias significativas se 

consideraron cuando P < 0,05 y se indicaron con una letra diferente, n = 6. 

Figura 16. Expresión relativa de ARNm de leptina en hígado 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). 
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criados a distintas densidades de cultivo (15 kg/ m3; 25 kg/ m3 y 35 kg/ m3), arrojó resultados 

interesantes; en particular, en los tanques con la densidad más baja (15 Kg/m3), se observó una 

variabilidad individual en los niveles de expresión génica de la leptina hepática (cgLep). Esta 

variabilidad se manifestó ya que algunos individuos mostraron elevados niveles de expresión de 

cgLep hepática, mientras que otros mostraron niveles de expresión más bajos en el mismo tejido. 

En consecuencia, la media colectiva de expresión de leptina fue notablemente superior en los peces 

cultivados a 15 Kg/m3, comparados con los criados a densidades de 25 y 35 Kg/m3 (p<0,05) (Figura 

17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. DISCUSIÓN 

 

7.1 Caracterización de secuencias codificantes de leptina de C. gilberti 

 

Mediante la caracterización exhaustiva de la secuencia y la expresión transcripcional de la 

leptina, se pudo constatar que genéticamente existe similitud entre C. giberti con respecto a otros 

teleósteos (Larimichthys crocea, Epinephelus coioides, Seriola lalandi Micropterus salmoides, 

Lateolabrax japonicus, Scomber japonicus, Dicentrarchus labrax y Sparus aurata,), cuyas 

secuencias de aminoácidos muestra el péptido señal, manteniendo las cuatro hélices (A, B, C y D) 

que forman la estructura de la leptina, así mismo, disponen de dos residuos de cisteína altamente 

conservado (Figura 8 y 9). De forma análoga, en leptina de mamíferos, estos residuos de cisteína 

Fig.17 Expresión relativa de ARNm de leptina en hígado de C. gilberti a 15, 25 y 35 Kg/m3 densidades de cultivo. 

Los datos se expresan como media ± SD y las diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05, (n=10). 
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establecen un puente disulfuro que conecta los extremos C-terminales de la hélice C y D (Denver 

et al., 2011;Wen et al., 2020). 

El marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) presenta mayor similitud de 

secuencias de aminoácidos con miembros de la familia de la corvina, como la corvina amarilla 

grande, Larimichthys crocea (94,41 %). La similitud fue comprobada por análisis 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 análisis filogenético, sólo una, el atún rojo del Atlántico (Thunnus 

thynnus) se situó fuera del clado monofilético que contenía los otros ORF de leptina (Figura 10). 

Este estudio se muestra la caracterización exhaustiva de la secuencia y la expresión 

transcripcional de la leptina en C. gilberti, hormona fundamental en la regulación de la ingesta de 

alimentos y el balance energético en vertebrados (Hussain y Khan, 2017). Mediante la 

disponibilidad de la secuencia de aminoácidos de cgLep, se pudo realizar un análisis de su 

estructura terciaria putativa, descubriendo una composición caracterizada por cuatro hélices. Cabe 

destacar, la conservación de dos residuos de cisteína, que desempeñan un papel fundamental en la 

estabilización de la estructura de la proteína. Esta conformación terciaria es vital, ya que facilita el 

reconocimiento de la leptina por su receptor asociado, desencadenando así la cascada de 

señalización 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 demostró la presencia de una tercera cisteína, a 

diferencia de lo que ocurre en otras especies como el salmón del Atlántico. Esta característica 

distintiva sugiere su especificidad para especies concretas (Gorissen et al., 2009; Kurokawa y 

Murashita, 2009; Rønnestad et al., 2010).  

Por el momento, se desconoce si la existencia de la cisteína adicional podría afectar a la 

funcionalidad de la hormona, influyendo potencialmente en su interacción con el receptor 

(Gorissen et al., 2009). Por otra parte, el análisis filogenético corroboró el alto grado de 

conservación de la secuencia de aminoácidos de la leptina entre varias especies de peces marinos, 

como ha sido documentado en estudios previos, realizados en peces teleósteos (H. Zhao et al., 

2015; Gorissen y Flik, 2014). Mientras que la leptina de peces conservan el par de residuos de 

cisteína que forman el puente disulfuro, es de destacar que carecen del motivo de seis residuos 

GLDFIP (posición 38-43 en la leptina humana) completamente conservado entre los tetrápodos y 

necesario para la activación del receptor de leptina (Denver et al., 2011), así mismo el autor 
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menciona que la ausencia de este motivo en los peces puede indicar un mecanismo diferente de 

unión y activación del receptor de leptina en estos vertebrados, en comparación con los tetrápodos. 

 

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

gilberti 

 

El análisis de los niveles transcripcionales basales de cgLep en juveniles de C. gilberti, reveló 

una expresión relativa de su transcrito a nivel hepático, y fue hasta 50 veces superior a los demás 

tejidos analizados (p<0,05), seguida de cerca por el músculo blanco, y niveles significativamente 

más bajos en riñón anterior y posterior, cerebro, bazo y branquias (p<0,05), y con menor expresión 

los ciegos pilóricos, estómago e intestino anterior y posterior (Figura 11).  

Resultados similares se obtuvieron al analizar expresión de leptina en tejidos de peces de mayor 

tamaño 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 población, 

con una densidad de 25 Kg/m3. En ambos casos, la mayor expresión se observó a nivel de hígado, 

seguido del músculo (Álvarez et al., 2020). 

Los resultados de este estudio sobre la expresión génica indican que los juveniles de un año 

mostraron mayor expresión relativa del transcrito cgLep a nivel de hígado, lo que concuerda con 

lo observado por Michel et al., (2016) en su investigación con pez cebra (Danio rerio), donde tanto 

la leptina como su receptor se expresaban predominantemente en el mismo órgano. Otros estudios 

con teleósteos, incluidos los de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al., 

2012), subrayan sobre los niveles de especialización del hígado en la producción de la hormona 

leptina. Sin embargo, a diferencia de los mamíferos, la expresión de leptina en el tejido adiposo de 

los peces teleósteos es mínima (Blanco y Soengas, 2021). Históricamente, se creía que estas células 

de peces no producían la hormona  (Kurokawa y Murashita, 2009), aunque la investigación de 

Salmerón et al., (2015) realizadas con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), demostraron que el 

tejido adiposo de los teleósteos tiene la capacidad de producir leptina, aunque a niveles más bajos 

en comparación con vertebrados superiores. Won et al., (2016) sugieren que, en teleósteos, la 

leptina se expresa principalmente en el hígado, ya que este tejido es responsable del 

almacenamiento de energía en los peces, que incluye lípidos, que cumplen una función similar a la 

de los depósitos de grasa de los mamíferos.  
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Notablemente, los niveles de expresión de la leptina en músculo son muy similares a los 

detectados en el hígado; además, los niveles de expresión basal del receptor, también se observaron 

en este tejido. Estos hallazgos sugieren que la leptina probablemente desempeña 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 encontró una 

mayor expresión génica a nivel muscular (Kurokawa y Murashita, 2009). 

Estudios realizados en ratones, han arrojado una luz sobre su posible papel del mecanismo de 

acción de la leptina en el metabolismo lipídico, ya que se ha demostrado que la leptina es capaz de 

promover la oxidación de los ácidos grasos, estimulando selectivamente la fosforilación y la 

activación de la subunidad catalítica α2 de la proteína quinasa activada por adenosín monofosfato 

AMP (AMPK) en músculo (Minokoshi y Kahn, 2003); sin embargo, es necesario seguir 

investigando para determinar si existen mecanismos similares en el metabolismo lipídico del 

músculo de C. gilberti. 

Aunque el mecanismo regulador preciso de la expresión génica de la leptina sigue siendo difícil 

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 

secreción de leptina, que sirve como señal crucial para la modulación de las reservas de 

triglicéridos, incluso en especies no mamíferas. 

En cuanto a su receptor, cgLepR, los niveles transcripcionales basales aparecen notablemente 

más elevados en músculo blanco, con niveles medios arriba de 300 veces superiores a los de otros 

tejidos (p<0,05), luego, en un nivel mucho más bajo de expresión génica en riñón anterior y 

posterior, así como a nivel hepático. Por el contrario, los niveles de expresión más bajos se observan 

en ciegos pilóricos, estómago e intestino anterior y posterior, (Figura 12). 

La mayor expresión 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 lipídico del músculo de C. gilberti. Estos hallazgos 

implican una función conservada de la leptina en todos los teleósteos, centrada principalmente en 

la movilización de moléculas energéticas (Chen et al., 2020). Además, es probable que la leptina 

influya en la ingesta de alimentos y la regulación del peso corporal, así como en la adaptación a 

niveles bajos de oxígeno, en entornos acuáticos (Gorissen y Flik, 2014).  
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7.3 Efecto del estado de alimentación en la expresión 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 analizó la expresión génica durante los periodos preprandial y posprandial. Para 

confirmar las condiciones de ayuno y pos-alimentación de los peces, se se evaluó la expresión 

relativa de cgLep en hígado, y su receptor cgLepR en cerebro y estómago. Los resultados indicaron 

valores bajos de cgLep 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, mostró 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 expresión génica de cgLepR a nivel del estómago, 

al comparar los estados preprandiales y posprandiales. Además, los niveles de expresión fueron 

sistemáticamente inferiores a los detectados en el cerebro (p<0,05) (Figura 14). 

Los ritmos de alimentación desempeñan un papel crucial en el metabolismo de los peces, 

orquestando reguladores endocrinos de crecimiento y apetito; sin embargo, el patrón circadiano de 

la leptina en este proceso sigue sin explorarse teleósteos. Los resultados de esta investigación, 

indican un rápido aumento de los niveles de leptina después de la alimentación, seguido de un 

retorno a valores cercanos al ayuno después de la digestión (Huising et al., 2006).  

La participación crucial de la leptina en la regulación del gasto energético en los peces, 

responde a una variedad de estresores, ya que a menudo los peces recurren a la reducción de la 

ingesta de alimentos como mecanismo de adaptación ante estresores recurrentes (Mankiewicz et 

al., 2021); Parker y Cheung, 2020). Entre estos factores de estrés, la hipoxia surge como una 

amenaza crítica, derivada de la saturación inadecuada de oxígeno en los entornos acuáticos, 

especialmente en los sistemas de acuicultura intensiva. Por lo tanto, es razonable inferir ya que las 

hormonas que rigen la ingesta de alimentos podrían sufrir alteraciones bajo tales circunstancias 

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

leptina en juveniles de C. gilberti 

 

Diversos factores ambientales ejercen notables influencias en la fisiología de los peces, lo que 

motiva a realizar este estudio, investigando el impacto de los episodios agudos e intermitentes de 

niveles bajos de oxígenos disuelto (OD) en la expresión de leptina hepática en juveniles de C. 

gilberti. Los resultados de esta investigación mostraron un aumento significativo de los niveles de 

expresión del ARNm de leptina durante las dos primeras horas de exposición a hipoxia aguda 

(p<0,05), seguida de un retorno a los niveles de expresión basales a las 6 horas después de la 

hipoxia (Figura 15). 

Por el contrario, los peces sometidos a un ciclo de 30 días de hipoxia diaria no mostraron 

diferencias significativas en los niveles de leptina hepática, en comparación con los mantenidos en 

condiciones de normoxia (Figura 16). 

Los resultados de este estudio mostraron un rápido aumento en los niveles de leptina a las 2 

horas de exposición 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 exposición continuas de la hipoxia a largo 

plazo; ya que en hipoxia intermitente, los peces sometidos a 30 días en las mismas condiciones 

hipóxicas, mostraron niveles de leptina en hígado similares a los de los individuos mantenidos en 

condiciones normoxicas; lo que sugiere que esta especie posee adaptaciones fisiológicas que le 

permiten responder eficazmente cuando los niveles de oxígeno disminuyen en el agua de mar 

(Álvarez et al., 2020).  

Debido a su asociación directa con el metabolismo anaeróbico, la hipoxia induce a los 

organismos a recurrir a la glucólisis anaeróbica para satisfacer las mayores demandas de energía 

durante el estrés inducido por la hipoxia (Carmo et al., 2020). Además, algunos estudios proponen 

que la leptina, junto con los glucocorticoides, puede servir como señal catabólica durante 

situaciones de estrés; se cree que esta señal facilita la movilización de recursos energéticos, 

ayudando así a los organismos a hacer frente a la mayor demanda de energía provocada por el 

estrés (Parker y Cheung., 2020);Deck et al., 2017). Sin embargo, en especies más susceptibles a la 

hipoxia, la regulación de la leptina puede diferir notablemente; por ejemplo, estudios con truchas 

arco iris (Oncorhynchus mykiss) expuestas a condiciones adversas hipóxicas e hiperóxicas, 

impactan en el aumento de peso, las tasas de supervivencia y la conversión alimenticia, 

potencialmente con los niveles de expresión de leptina hepática (Aksakal y Ekinci, 2021); Assan, 
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Huang, et al., 2021). En general, la regulación del apetito en ambientes hipóxicos es específica de 

cada especie y depende del ciclo vital de los peces.  

 

7.5 Efecto de la densidad de cultivo sobre la expresión génica de leptina en 

juveniles de C. gilberti 

 

Las distintas densidades de cultivo, investigadas en este estudio con corvina Cilus gilberti, 

arrojó importantes resultados ; en particular, la densidad más baja (15 Kg/m3), en la cual se observó 

una variabilidad individual en los niveles de expresión génica, donde algunos individuos 

presentaron elevados niveles de expresión génica de cgLep, mientras que otros mostraron niveles 

más bajos a nivel hepático, de manera que la media de expresión génica de leptina fue superior en 

los peces cultivados a 15 Kg/m3, con respecto  a los criados a densidades de 25 y 35 Kg/m3 (p<0,05) 

(Figura 17). Esta dicotomía dio lugar a una amplia dispersión de los datos de expresión génica de 

los peces de estos tanques. 

Basado en estos hallazgos, se puede afirmar que la densidad de población es otro factor 

importante que puede provocar respuestas de estrés en granjas piscícolas, 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 jerárquico 

a densidades de cultivo más bajas (Carbonara et al., 2019). 

Las respuestas al estrés pueden variar entre individuos, y las reacciones fisiológicas podrían 

estar ligadas a condiciones ambientales distintas (Øverli et al., 2007). Resultados similares en 

estudios previos fueron obtenidos por (Álvarez et al., 2020), donde juveniles de C. gilberti toleraron 

altas densidades de población (35 kg/m3) sin experimentar estrés crónico y mostraron una respuesta 

favorable a la hipoxia aguda, sin comprometer el crecimiento. Sin embargo, es necesario reconocer 

que estos comportamientos son específicos de cada especie, por ejemplo, en salmón del atlántico 

(Salmo salar), se observó un efecto contrario, en el que las altas densidades de población 

(superiores a 20 kg/m3) desencadenaron la síntesis de moléculas asociadas a la inhibición del 

apetito, como la leptina (Álvarez et al., 2022), fenómeno que podría atribuirse a la regulación de 

las señales de inhibición de la ingesta dentro del sistema nervioso central. Varios estudios indican 

que la leptina desempeña un papel en la modulación 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 análisis de las secuencias de aminoácidos de la leptina en C. gilberti (cgLep) ha revelado un 

alto grado de conservación tanto en su secuencia como en su estructura, cuando se compara con 

homólogos de otras especies de peces teleósteos. Además, cgLep se expresa predominantemente 

en los tejidos hepáticos y musculares de los juveniles de C. gilberti. 

Por otra parte, se ha observado que la expresión del gen cgLep aumenta en respuesta al balance 

energético posprandial y en entornos con densidades de población inferiores a 25 kg/m3. Este 

último hallazgo es particularmente importante, ya que sugiere posibles alteraciones en el 

comportamiento alimentario debido a señales de saciedad aumentadas como resultado de cambios 

en el comportamiento de los peces. 

Además, los análisis de la expresión de cgLep en condiciones de hipoxia demuestran 

considerable resiliencia de esta especie en entornos con baja disponibilidad de oxígeno disuelto. 

En conclusión, la regulación al alza de cgLep hepática se produce sólo durante episodios agudos 

de hipoxia, volviendo rápidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones 

normóxicas. 
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10. CAPÍTULO II: CARACTERIZACION Y PERFILES DE EXPRESIÓN 

GÉNICA DE GRELINA EN CORVINA (Cilus giberti, Abbott 1899), EN 

RESPUESTA A HIPOXIA Y PERIODOS DE ALIMENTACIÓN 
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10.1 Resumen  

 

La corvina Cilus gilberti comúnmente conocida como corvina tambor, es considerada una 

especie marina de interés para la diversificación 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 desempeña un papel estimulante en la 

ingesta de alimentos en mamíferos y peces teleósteos. 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 expresión y la capacidad orexigénica 

de la grelina de C. gilberti, después de períodos pre y posprandial, analizando la expresión de 

ARNm de grelina en estómago en juveniles de dicha especie. Los resultados mostraron que el 

estómago tiene mayor expresión de ARNm de grelina, y que sus niveles aumentaron en periodo 

preprandial y disminuían después del mismo, mientras que la expresión de ARNm del receptor 

secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R), también conocido como receptor de grelina, 

en los órganos gastrointestinales, lo que respalda la idea de la regulación orexigénica periférica en 

estos tejidos. En conclusión, los resultados sugieren que la grelina de C. gilberti conserva la 

capacidad orexigénica descrita en otros peces teleósteos, con una función reguladora en el tracto 

gastrointestinal (TGI) de dicha especie.  

Este es el primer informe de un pequeño péptido orexígeno en los tejidos digestivos de un 

esciénido sudamericano. Aunque la grelina es un marcador molecular promisiorio para el análisis 

del consumo de alimento en el cultivo de C. gilberti, se necesitan más investigaciones para seguir 

evaluando los efectos de las prácticas acuícolas sobre el marcador periférico del apetito. 

 

10.2 Introducción 

 

En todos los organismos, la energía para la supervivencia se proporciona mediante la ingesta 

y absorción 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 producción, entre el 30 y el 

60% del mismo. período de producción, entre el 30 y el 60% del mismo (Luna et al., 2019). Por lo 

tanto, minimizar las pérdidas durante la ingesta de alimento desempeña un papel importante en el 

éxito de la acuicultura, en búsqueda de la sostenibilidad económica basada en una mayor eficiencia 
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de la producción. 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 

prácticas en el manejo de la alimentación, son muy importantes para los productores. 

Dentro de las prácticas de gestión de la alimentación, la identificación de marcadores 

moleculares asociados a señales de alimentación en especies acuícolas es esencial para el manejo 

de los periodos de alimentación, fotoperiodo y la evaluación de dietas específicas para cada especie. 

En los peces, como en los mamíferos, los sistemas neuronales implicados en la regulación están 

interconectados morfológica y funcionalmente, formando una red, que va desde las señales 

cerebrales del apetito en el hipotálamo hasta las señales periféricas de los tejidos gastrointestinales, 

incorporando el estado energético y las señales de hambre/saciedad (Rønnestad et al., 2017). 

Muchas moléculas de este proceso, identificadas por primera vez en vertebrados superiores, 

también se han descrito en peces teleósteos, los neuropéptidos orexigénicos, neuropéptido Y, y la 

ß-endorfina, que actúan probablemente en áreas cerebrales asociadas con el aumento de la 

regulación del apetito (Lin et al., 2000; Volkoff, 2016). Además, los péptidos 

orexigénicos/anorexigénicos del tracto gastrointestinal (TGI) participan en el control periférico de 

la de la ingesta y la señalización GIT-cerebro asociada a la disminución 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 descripción adecuada de la actividad y función de estas 

moléculas en los peces debe analizarse para cada especie de pez. Varios reportes describen que el 

péptido GIT grelina desempeña un papel estimulante orexigénico en la ingesta de alimentos en 

mamíferos y peces teleósteos. 

En los peces teleósteos, la mayor evidencia de la función de los péptidos GIT se basa en la 

inyección directa de péptidos en los peces y el análisis 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 ortólogos pueden diferir 

en sus funciones basados en diferentes respuestas morfo-fisiológicas del tracto digestivo (Volkoff, 

2016). 
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10.3 Grelina y su receptor 

 

El ARNm de la grelina codifica una preprohormona, que incluye un péptido señal, un péptido 

maduro y regiones C-terminales. De esta manera, el procesamiento postraduccional da lugar a la 

formación de ghrelina biológicamente activa. Aunque el principal producto activo en los 

vertebrados es el péptido de 27-28 aminoácidos (denominado simplemente grelina); la grelina 

puede generar un segundo péptido denominado péptido grelina-asociado, que ya ha demostrado ser 

biológicamente activo en vertebrados, modulando la acción de la grelina (Delporte, 2013). 

La grelina biológicamente activa en teleósteos es un péptido con 12-25 residuos de 

aminoácidos dependiendo de la especie (Bertucci et al., 2019; Jonsson et al., 2010; Kaiya et al., 

2003). A pesar del número variable de aminoácidos, la secuencia de la grelina está relativamente 

bien conservada entre especies de peces, sobre todo en su amino terminal. Estos cuatro primeros 

aminoácidos forman el centro activo del péptido, caracterizado por la acilación 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 circulación sanguínea de ambas formas moleculares de grelina (Holmes 

et al., 2009). La actividad biológica 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 

proteínas 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 

(Albarrán-Zeckler y Smith, 2013). 

Diferentes autores han informado de estas isoformas GHS-R en peces teleósteos como el 

besugo negr (Pagellus bogaraveo), pez dorado (Carassius caratus) y el pez cebra (Danio rerio) 

(Kaiya et al., 2013, 2010; Perello-Amorós et al., 2019; Small et al., 2019). 

Según los análisis de expresión génica, en peces teleósteos el ARNm del GHS-R se produce 

en muchos tejidos, relacionados con la regulación de la alimentación a nivel periférico y central 

(hígado, tracto gastrointestinal e hipotálamo) (Kaiya et al., 2010). De esta manera, la expresión de 

ARNm de GHS-R en tejido gastrointestinal apoya la teoría de que la grelina de los peces es un 
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señalizador periférico de la regulación del apetito; sin embargo, no existen estudios a nivel proteico 

que evalúen la presencia del péptido grelina en los tejidos gastrointestinales de los peces. 

Aunque la digestión comienza cuando el alimento llega al tracto digestivo, para ser eficiente, 

requiere algunos pasos previos a la ingestión de orden fisiológico; es decir que además de la 

disponibilidad de alimento, depende de señales internas en el tracto gastrointestinal (Yúfera et al., 

2012, 2014). Por lo tanto, el diseño de protocolos de alimentación diaria óptimos que promuevan 

una digestión más eficiente de los alimentos requiere un conocimiento más profundo de cómo el 

tiempo y la frecuencia de la alimentación pueden influir en los diferentes factores diarios del 

proceso digestivo, como la expresión 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 disminución 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 mamíferos (Hevrøy et al., 2011; Jonsson et al., 2007; Pankhurst et al., 2008; Peddu et al., 2009; 

Unniappan et al., 2004), por lo tanto, la expresión de este péptido orexigénico debe evaluarse en 

cada especie de pez. Actualmente, la corvina C. gilberti se considera una especie marina promisoria 

para la diversificación de la acuicultura de peces por el gobierno chileno (Alvarez et al., 2020). 

Para apoyar los protocolos de alimentación de esta especie, es necesario establecer marcadores 

fisiológicos para el desarrollo en cautiverio, lo que es posible mediante el conocimiento de los 

principales señalizadores de la respuesta fisiológica en la regulación del apetito. Por lo tanto, este 

estudio tuvo como objetivo investigar la expresión y la actividad orexigénica de la grelina de C. 

gilberti. 

10.4 Expresión génica de grelina en peces 

 

El ARNm de grelina en peces, se expresa principalmente a nivel el intestino, y se cree que está 

implicada en la regulación de una serie de funciones fisiológicas, incluyendo la regulación de 

hormonas liberadas por la pituitaria y la estimulación de la ingesta de alimentos (Unniappan y 

Peter, 2005). Ejemplo de ello son los niveles de expresión del transcrito de grelina en carpa china 

(Ctenopharyngodon idellus), que mostró mayores niveles en el tracto digestivo, seguido de 

músculo, hígado, hipotálamo, tejido adiposo blanco, corazón e hipófisis (Feng et al., 2013). 

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

hipotalámico, que intervienen en el control de la ingesta de alimentos, para el caso, en trucha 
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arcoíris (Oncorhynchus mykiss), se demostró que las acciones orexigénicas de esta hormona 

estaban asociadas a cambios en el metabolismo de ácidos grasos en el hipotálamo e inhibición de 

los mecanismos de detección 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 están presentes no sólo 

en los tejidos periféricos como el estómago 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 encontró que los 

niveles de expresión génica de grelina fue significativamente mayor en estómago comparada con 

otros tejidos como músculos, cerebro, intestinos, hígado y riñón; lo que sugiere que esta hormona 

está involucrada en la respuesta al hambre. Similar respuesta se obtuvo en un estudio realizado por 

Álvarez et al. (2023) utilizando juveniles de corvina tambor (Cilus gilberti), cuyos resultados 

mostraron que la mayor expresión 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 teleósteos. 

 

10.5 Efecto del estrés sobre grelina en peces 

 

Mantener el equilibrio de la homeostasis es un desafío 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 estrés; restableciéndose mediante 

diversos factores fisiológicos y conductuales, como respuestas adaptativas (Chrousos, 2009), y 

considerando que el bienestar animal es cada vez más importante, donde evitar el estrés crónico es 

una necesidad (Möstl y Palme, 2002), se hace necesario disponer de indicadores de estrés y su 

cuantificación, aunque la respuesta puede ser inter e intraespecíficas, asociadas al sexo, etapa de 

vida, y de manera temporal en las respuestas fisiológicas a los factores estresantes (Sopinka et al., 

2016). 

Estudios realizados con trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) confirmaron que la 

alimentación puede verse suprimida por estrés de confinamiento, donde los niveles de  grelina 

plasmática, como en otros peces, parecen estar modulados por el estado de alimentación, 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 común (Cyprinus carpio) expuesta a una saturación 

de O2 del 10% durante ocho días, encontró una reducción sustancial del 79% en el consumo de 
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alimento, en comparación con los peces mantenidos en condiciones normóxicas, lo que indica que 

la supresión del apetito en respuesta a la hipoxia crónica puede atribuirse a la modulación de señales 

anorexigénicas. 

Este fenómeno plantea una amenaza cada vez mayor para los sistemas acuáticos, lo que lleva 

a mayores casos de hipoxia en términos tanto de intensidad como de frecuencia, lo que agrega un 

factor adicional al desafío del sector acuícola. Abordar el impacto de los bajos niveles de oxígeno 

disuelto es cada vez más imperativo a medida que el cambio climático continúa influyendo en la 

dinámica de los ambientes acuáticos (Pollock et al., 2007). 

En peces teleósteos, existen sólidas evidencias que establecen una correlación 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 parámetros de cultivos piscícolas. Esto se vuelve especialmente crítico para especies en 

proceso de escalamiento productivo, como es el caso de Cilus gilberti, que se incluye activamente 

en programas de diversificación de la acuicultura en Chile y Perú. 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 (Álvarez et al., 2020), sin embargo, se requiere realizar una investigación 

exhaustiva sobre si estas condiciones ejercen impactos más amplios en diversos procesos 

fisiológicos. Identificar y comprender los marcadores moleculares asociados con el estrés y la 

ingesta de alimentos en C. gilberti es fundamental para optimizar las prácticas acuícolas, 

contribuyendo así al éxito de las iniciativas de reproducción, y garantizar una producción sostenible 

en el contexto de la expansión de las operaciones acuícolas.  

 

11. MATERIALES Y METODOS 

 

Este apartado se llevó a cabo mediante la misma metodología del capítulo I (relativo a 

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

 

11.1 Recepción y mantenimiento de peces 

 

Los juveniles de Cilus gilberti (N = 150; 90-100 g) se obtuvieron de las instalaciones de la 

Fundación Chile en la bahía de Tongoy, Coquimbo, Chile, y trasladados al laboratorio de 

piscicultura de la Universidad Católica del Norte, en Coquimbo. Los peces fueron mantenidos en 
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seis estanques circulares de fibra de vidrio de 0,5 m3 cada uno, conteniendo 25 peces, se utilizaron 

bombas de oxígeno, filtros biológicos, unidades de esterilización ultravioleta y flujo continuo de 

agua de mar. Los peces fueron alimentados a mano hasta la saciedad (dieta comercial con 45% de 

proteínas y 20% de lípidos), tres veces al día (09:00; 14:00 y 17:30 h), con un período de adaptación 

preexperimental de 4 semanas. Durante el período experimental, se comprobaron diariamente los 

niveles de oxígeno disuelto (OD) (7,3 mg/mL ±0,5) y la temperatura (17,1 ◦C ± 1,2) mediante una 

sonda multiparámetro (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 parámetros de calidad 

del agua entre los grupos experimentales; además no se utilizaron tratamientos químicos ni 

antibióticos en ningún momento. 

Los peces se mantuvieron y manipularon siguiendo las directrices de procedimientos 

experimentales aprobados por el Comité de Ética de la Universidad Católica del Norte (protocolo 

número CEC_15/2018 con fecha de aprobación 15 de noviembre de 2018). 

11.2 Bioensayo de hipoxia crónica 

 

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 cónicos 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 aireación. Tras un periodo de aclimatación de dos semanas, los peces se 

dividieron en dos grupos, cada uno con cuatro tanques. 

El primer grupo, que sirvió de control, permaneció en condiciones normóxicas (7,8 mg/L de 

OD) durante todo el experimento, mientras que el segundo grupo fue sometido a eventos hipóxicos 

diarios (2 mg/L OD) con 3 horas de duración cada uno, durante 30 días, con los siguientes 

intervalos de 0h, 15 y 30 días. Después de cada período, se tomaron muestras de hígado del grupo 

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

 

11.3 Bioensayo pre y posprandial  

Posterior a un periodo de adaptación, 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 realizó 1 

h y 6 h después de la primera comida de la mañana. Los peces muestreados fueron capturados y 

sacrificados mediante una sobredosis anestésica (200 mg/L de Tricaína MS-222 en agua de mar). 

Cuando estaban sedados, se registró del peso corporal (PC) y la longitud, además, 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 fracción plasmática se almacenó a - 20 ◦C. Las porciones de tejido 

estomacal para la extracción de ARN se colocaron en tubos estériles que contenían 400 μL de 

RNAlater® (Thermo Fisher) y se almacenaron a - 80 ◦C antes de su posterior análisis. 

 

11.4 Extracción de ARN, obtención de secuencias codificantes para 

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

 

La extracción de ARN de cada tejido inició añadiendo 500 μL de Trizol a 50 mg de tejido, 

seguido de homogeneización en un equipo Mini beat (Biospec, EE.UU.) durante 10 segundos. A 

continuación, se homogenizó y se centrifugó a 8000xg durante 10 minutos a 4 ◦C, y el sobrenadante 

se recuperó mediante posterior adición de 400 μL de cloroformo. Tras agitar en vórtex a 

temperatura ambiente, la solución se centrifugó a 12 000xg durante 15 minutos a 4◦C. La capa 

superior transparente se transfirió cuidadosamente y se cargó en columnas comerciales del kit 

E.Z.N.A. (Omega Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizó la 

cuantificación del ARN (absorbancia) con el equipo Epoch (Microplate spectrophotometer 

BioTek), y se evaluó la integridad mediante electroforesis de agarosa. 

Para realizar la transcripción inversa, se utilizaron 500 ng de cada muestra de ARN, utilizando 

el kit de transcripción 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 

heterólogos 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 secuenciación por la empresa Macrogen, República de Corea. Las secuencias 

resultantes se depositaron en GenBank con los códigos de acceso ON568235.1 (Ghre-1), 

OQ349513.1 (GHS-R). 
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11.5 Alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos de C. 

gilberti con teleósteos homólogos, y filogenia de grelina 

 

Con la finalidad de establecer la similitud entre las secuencias de aminoácidos de C. gilberti 

con teleósteos homólogos, se realizó el alineamiento de estas, mediante el uso de Herramienta 

Básica de Búsqueda de Alineamientos Locales (BLAST), aplicaciones desarrolladas en el Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI). Para ello se organizaron las secuencias de 

nucleótidos en formato FASTA de las especies a comparar. 

El árbol filogenético de la grelina, se realizó considerando la filogenia para la inferencia 

bayesiana utilizando el método MCMC con modelo de verosimilitud, el cual se basa en el cálculo 

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

 

11.6 Análisis bioinformático de la secuencia de nucleótidos de grelina 

de C. gilberti  

 

La secuencia parcial codificante de grelina de C. gilberti (cgGhre) se obtuvo mediante la 

búsqueda de secuencias superpuestas entre sí (contigs) de C. gilberti, proporcionadas por 

Fundación Chile. Así mismo, se diseñaron partidores usando el software Primer3 Input, para la 

amplificación de estas secuencias, tal como se muestran en la Tabla Suplementaria 1. El ADNc de 

estómago se utilizó 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 amplicón se verificó mediante secuenciación (Macrogen Inc., Seúl,Corea). La 

homología de secuencias se estableció mediante el uso de herramienta básica de búsqueda de 

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

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

mientras que para los alineamientos múltiples se utilizaron las herramientas ClustalW del software 

MEGA 6.0. La estimación de la divergencia evolutiva entre la matriz de secuencias de nucleótidos 

para el propéptido grelina de teleósteos. 

El análisis filogenético se realizó 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 distribución posterior de los parámetros del modelo (Ronquist y 

Huelsenbeck, 2003). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/
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Los modelos bioinformáticos 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 

construyó la estructura 3D del péptido utilizando PyMOL. 

Para el análisis filogenético, se recuperaron secuencias de aminoácidos homólogas en otras 

especies (peces y mamíferos) de la base de datos del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) ttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando la secuencia de C. gilberti como 

referencia. 

11.7 Expresión génica de grelina mediante RT-qPCR 

 

Para amplificar el ARNm de grelina y su receptor de C. gilberti, se diseñaron partidores 

específicos, y se utilizó β-actina como gen de mantenimiento, para normalizar los valores de CT 

del gen de interés, se realizaron pruebas estadísticas de los valores de expresión de β-actina entre 

las diferentes condiciones, no encontrándose diferencias significativas entre ellas (P >0,05). La 

RT-qPCR se realizó utilizando 20 μL de mezclas de reacción que contenían Takyon™ 

SyberGreen/ROX qPCR Master Mix (EUROGENTEC, EE.UU.), 0,3 μM (concentración final) de 

cada partidor, y 2 μL de ADNc. 

La eficiencia (E) de los pares de partidores se calcularon a partir de las pendientes dadas según 

la ecuación E = 10[- 1/pendiente]. Los análisis se llevaron a cabo en un equipo Mx3000P qPCR System 

(Agilent Technologies) con un paso de desnaturalización inicial de 10 min a 95 ◦C seguido de 40 

ciclos de PCR de desnaturalización (95 ◦C, 15 s), hibridación-elongación (60 ◦C, 1 min); y por 

último se obtuvo la curva de fusión a 75-95 ◦C, con una tasa de calentamiento de 0,1 ◦C por 

segundo, y medición continua de la fluorescencia. La expresión relativa se calculó mediante el 

método -2ΔΔCTq (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando los valores del ciclo de cuantificación 

(Cq) medidos del gen de mantenimiento β-actina para normalizar los valores Cq medidos del gen 

diana. 

11.8 Análisis estadístico 

 

La significación estadística de los datos se analizó con el programa informático R versión 3.5.2. 

Antes del análisis estadístico, se comprobó la normalidad y la homocedasticidad mediante las 

pruebas de Shapiro-wilk y Fligner-Killeen respectivamente. 

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

Krukal-Wallis. Los parámetros bioquímicos sanguíneos (glucosa), la ingesta de alimentos y la 
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expresión de ARNm de Grelina tras los periodos preprandial y posprandial se analizaron mediante 

ANOVA unidireccional seguido de comparaciones de medias de Tukey. Por último, 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 gráficamente mediante GraphPad prism 8.1 como la media ± desviación 

estándar (DE) de las réplicas biológicas. 

 

 

12. RESULTADOS 

 

12.1 Alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos de grelina 

de C. gilberti con teleósteos homólogos 

 

Los resultados de los alineamientos de aminoácidos, para   C. giberti, con respecto a los 

siguientes teleósteos: 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 aminoácidos de propeptidos, y del péptido maduro, así mismo, sitios de escisión 

putativos de la progrelina (Figura 18). 
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Figura 18. Alineamientos múltiples de secuencias de aminoácidos de grelina en especies de teleósteos. 

Los aminoácidos idénticos están resaltados en negro e impresos en letras blancas. Los sitios de escisión putativos se 

muestran con flechas rojas. Los péptidos maduros después del procesamiento del propéptido se indican con líneas rojas 

y azul cielo. 
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Relativo al árbol 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 árbol en los que los taxones asociados se agruparon juntos en las 10.000 réplicas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12.2 Expresión 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 incluían: bazo, branquias, ciegos pilóricos, estómago, intestino, 

músculo y bazo (Figura 20).  

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

nivel del estómago, fue altamente significativo (P < 0,05), alrededor de 1000 veces más con 

Figura 19. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de grelina. Para la inferencia filogenética bayesiana utilizando 

métodos MCMC con modo de verosimilitud. El porcentaje de réplicas del árbol en los que los taxones asociados, se agruparon 

en las 10.000 réplicas que se muestran junto a las ramas. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de rama en las 

mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el árbol filogenético. Cada rama contendrá el número 

de acceso al GenBank correspondiente a las secuencias utilizadas para la reconstrucción junto al nombre de la especie, 

designando a la variante homóloga. 
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respecto a los demás tejidos, seguido por tejido musculo blanco, 10 veces más con respecto a los 

demás tejidos. Seguido por intestino y el resto de los tejidos. 

 

 

 

 

 

12.3 Expresión basal de ARNm del receptor de grelina (GHS-R) en 

diferentes tejidos de C. gilberti 

 

Los resultados de la expresión relativa de ARNm del receptor de grelina (GHS-R) en diferentes 

tejidos de C. gilberti, se pudo demostrar que en estómago y ciegos pilóricos tuvieron los mayores 

niveles de expresión de GHS-R, y no hubo diferencias significativas entre sí; mientras que los 

tejidos de riñón, intestino, corazón y músculo fueron estadísticamente similares entre sí (Figura 

21). 
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Figura 20. Expresión basal de ARNm de grelina en diferentes tejidos de C. gilberti.  

Branquias (Br), Ciegos pilóricos (CP), Estómago (E), Hígado (H), Intestino (I), Músculo (M) y Bazo (B). Los datos se 

presentan como expresión génica relativa, con β-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). 
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12.4 Expresión relativa de ARNm de grelina en estómago de C. 

gilberti, por periodos de alimentación pre y posprandial 

 

Los resultados de la expresión relativa de ARNm en tejido de estómago de C. gilberti en 

períodos de alimentación preprandial (1 h) y posprandial (1 y 6 h), analizados estadísticamente, se 

pudo determinar que 1 hora antes de recibir alimento, los juveniles de C. gilberti, mostraron 

mayores niveles de expresión relativa de grelina (25 UA) (P < 0,01). Sin embargo, 1 hora después 

de ser alimentados, mostraron una disminución en la expresión relativa de la misma hormona (13 

UA), que al compararlas entre ambas condiciones de alimentación, fueron altamente significativa; 

mientras que 6 horas después de que los peces fueron alimentados, los niveles de expresión relativa 

de grelina, se incrementa gradualmente (16 UA), (Figura 22). 
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Figura 21. Expresión basal de ARNm de GHS-R en diferentes tejidos de C. gilberti.  

Estómago (E), Riñón (R), Ciegos pilóricos (CP), Intestino (I), Corazón (C) y Músculo (M). Los datos se presentan como 

expresión relativa de ARNm, con β-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). 
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12.5 Expresión de ARNm de grelina en estómago de C. gilberti, 

sometidos a hipoxia crónica 

 

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

normóxicos, mostraron una tendencia a la disminución al día 15, y una recuperación al día 30, 

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

23). 
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Figura 22. Expresión relativa de ARNm de grelina en estómago de C. gilberti en períodos 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. 

Figura 23. Expresión relativa de ARNm de grelina en estómago de C. gilberti sometidos a hipoxia crónica.  

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. DISCUSIÓN 

 

13.1 Caracterización y análisis comparativo de secuencias 

codificantes de grelina de C. gilberti con teleósteos homólogos 

 

Mediante los experimentos se pudo demostrar que las variaciones medioambientales y la 

gestión de la producción pueden afectar la biología de los peces criados en sistemas intensivos, 

como la ingesta de alimento. Con el fin de proporcionar una herramienta útil para investigación 

sobre corvina C. gilberti, como una nueva especie en la industria acuícola suramericana, en este 

trabajo se abordó la caracterización de la hormona de grelina, una molécula descrita en otras 

especies de peces, sumamente importante en el control del apetito (Bertucci et al., 2019; Jönsson, 

2013).  

En primer lugar, se obtuvo un fragmento de ADNc de grelina de 273 pb, a partir del genoma 

contig de C. gilberti, y luego se confirmó mediante amplificación por PCR a partir de muestras de 

estómago de juveniles de C. gilberti, cuyas secuencias habían sido depositada en Genbank 

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

receptor con código de acceso número OQ349513.1 (GHS-R). 

Mediante el alineamiento de secuencias de aminoácidos se pudo demostrar alta conservación 

de secuencias, así como los sitios de escisión enzimática en las diferentes especies de teleósteos, 

dando lugar a los péptidos bioactivos maduros de grelina, y al péptido asociado a dicha hormona. 

Después del proceso proteolítico 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 señal de amidación del extremo carboxilo-terminal, caracterizada por tener 

una glicina seguida de un residuo básico de arginina. 

De igual manera hay que mencionar, además que la secuencia de aminoácidos de la grelina de 

C. gilberti mostró alta conservación con las secuencias de la mayoría de teleósteos (Figura 18). 

La estructura amida en el C-terminal, fue identificada por primera vez en grelina de la anguila 

japonesa (Anguilla japonica), la cual aún no se ha observado en grelina de mamíferos (Kaiya et al., 

2003; Kaiya et al., 2008). La amidación de la grelina en los peces tiene importancia fisiológica en 

su bioactividad, ya que los péptidos amidados son menos sensibles a la degradación proteolítica, 

lo que prolonga su vida media en el torrente sanguíneo (Kumar et al., 2014). 

Una característica única del péptido maduro de grelina en mamíferos y teleósteos, es la 

modificación de Ser-3 con ácido graso, principalmente ácido octanoico  (Kaiya et al., 2008); 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Kojima y Kangawa, 2005; Nishi et al., 2011). De este modo, los cuatro aminoácidos N-terminales 

de la grelina de teleósteos, incluyendo grelina de C. gilberti está altamente conservada (Figura 4). 

Estos residuos fueron reconocidos como el "núcleo activo" de la grelina, porque se describe como 

esencial para la unión al receptor. (Kaiya et al., 2008). 

El análisis filogenético, permitió constatar que la grelina de C. gilberti se agrupó en el mismo 

clado de la familia Sciaenidae, con mayor identidad a corvina amarilla (Larimichthys crocea), 

confirmando los resultados de la conservación de secuencias antes descritas (Figura 19). 

Estudios filogenéticos y genómicos comparativos de mamíferos y vertebrados no mamíferos, 

ha demostrado que la grelina es una hormona que aparentemente ha evadido la selección natural 

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

 

13.2 Expresión basal de ARNm de grelina y su receptor (GHS-R) en 

diferentes tejidos de C. gilberti. 

 

La expresión del ARNm basal de la grelina de C. gilberti se detectó los tejidos que incluían 

branquias, ciegos pilóricos, estómago, hígado, intestino, músculo y bazo. Los niveles de expresión 

en todos los tejidos se expresan en relación con las branquias (Figura 20). Se puede observar que 

la expresión relativa de grelina fue mayor a nivel de estómago, seguido del músculo, mientras que 

la expresión más baja se encontró en el hígado y el bazo. 

Este resultado es similar al encontrado por Liu et al., (2021) en corvina amarilla (L. crocea), 

la cual está estrechamente emparentada con la corvina C. gilberti. Sin embargo, se han descrito 

diferentes niveles de expresión del transcrito de grelina en otras especies de peces, por ejemplo, en 

la carpa gibelio (Carassius auratus gibelio), donde se observó una elevada expresión de ghrelina 

en el tracto intestinal, seguido del hígado. En contraste, se observó una baja expresión en el 

corazón, cerebro, piel, músculos branquias y ojos (Kitazawa y Kaiya., 2019; Zhou et al., 2016). 

Así mismo, los niveles de expresión del ARNm basal del receptor de la grelina (GHS-R) de C. 

gilberti, además de detectarse en estómago, se detectó en ciegos pilóricos, lo que sugiere una 

función reguladora en este tejido (Figura 21). Se sabe que la actividad biológica 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 proteínas 

G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, y el otro es un receptor funcional 

acoplado a proteínas G con siete dominios transmembrana, denominado GHS-R1a, mientras que 

https://en.wikipedia.org/wiki/Larimichthys_crocea
https://en.wikipedia.org/wiki/Larimichthys_crocea
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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 teleósteos, como el besugo negro (Spondyliosoma cantharus) el pez dorado 

(Carassius auratus) y el pez cebra (Danio rerio) (Blanco et al., 2016; Kaiya et al; Perelló-Amorós 

et al., 2019; Small et al., 2019). 

Además, la presencia de otro GHS-R, denominado GHS-R2a, en el pez cebra, el bagre y peces 

de colores, muestra una secuencia de aminoácidos similar a la de GHSR1a (Kaiya et al., 2010; 

Small et al., 2019). Según el análisis de la expresión mRNA de GHS-R se produce en muchos 

tejidos de los peces C. gilberti, incluyendo aquellos críticos en la regulación periférica y central de 

la alimentación, como el cerebro, el hígado y el tracto gastrointestinal. 

La funcionalidad del GHS-R de los peces teleósteos se ha confirmado mediante la 

cuantificación del Ca2+ 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 podrían centrarán 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 Expresión de ARNm de grelina en estómago de C. gilberti, , y 

efectos en periodos de alimentación 

Los resultados de la expresión relativa de ARNm en tejido de estómago de C. gilberti en 

períodos de alimentación preprandial y posprandial, se pudo determinar que a nivel preprandial, 

los peces (C. gilberti), mostraron mayores niveles de expresión relativa de grelina (25 UA) (P < 

0,01. Sin embargo, 1hora posprandial, mostraron una reducción en la expresión relativa de grelina 

(13 UA), al compararlas entre ambas condiciones de alimentación, fueron altamente significativa; 

mientras que 6 horas posprandial, los niveles de expresión relativa de grelina, se incrementa 

gradualmente (16 UA) (Figura 22). 

Resultados similares se han reportado en otros teleósteos, en relación a la expresión 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 (Jönsson et al., 2010), salmón atlántico, 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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herbívora, Ctenopharyngodon idellus (Liang et al., 2019) y corvina amarilla grande Larimichthys 

crocea (Huang et al., 2020). 

En los peces teleósteos, los periodos de ayuno prolongado han incrementado 

significativamente la síntesis de grelina en su estómago 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 más 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 disminuían (Dardzińska et al., 2014), por lo 

tanto, es probable que las diferentes formas moleculares de grelina puedan modular estas 

sensaciones de forma diferente. 

En mamíferos, los efectos de la grelina van más allá de la regulación del apetito, incluyen la 

regulación de la motilidad intestinal, el ritmo sueño-vigilia, la sensación gustativa, el 

comportamiento de búsqueda de compensación y regulación del metabolismo de la glucosa (Poher 

et al., 2018). 

 

13.4 Efectos de hipoxia crónica sobre la expresión de ARNm de 

grelina en estómago de C. gilberti 

 

La hipoxia es una amenaza cada vez mayor para la industria acuícola, a pesar de que los niveles 

fluctuantes de oxígeno disuelto (OD) pueden ser un fenómeno natural, es decir que la hipoxia puede 

ser causada por la eutrofización y la contaminación orgánica, considerada entre los principales 

problemas de contaminación del agua a nivel mundial (Pollock et al., 2007). Es decir que los peces 

podrían 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 acuática, que consumen oxígeno ambiental, y conduce a una rápida reducción 

del oxígeno en el agua. 

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la expresión génica de ARNm de 

grelina tanto los peces normóxicos y aquellos sometidos a hipoxia crónica fueron similares en 

diferentes tiempos. (P>0,05), (Figura 23), con una tendencia a la baja en peces normóxicos para el 

día 15, con una notable recuperación para el día 30, sin embargo, los peces hipóxicos 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 difícil establecer niveles límite para el estrés crónico, por lo que se usan niveles 

aumentados de cortisol para determinar cuándo un ambiente se vuelve estresante (Van Weerd y J. 

Komen., 1998), aunque se sabe que el consumo de alimento y la tasa de crecimiento están 

vinculados, y son de suma importancia para el éxito de la acuicultura; mejorar la producción, la 

supervivencia, la conversión 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 producción de ATP mitocondrial, la absorción de glucosa y la glucólisis; 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 órganos no son bien conocidos 

(Kietzmann y Mäkelä., 2021). 

Es decir que la hipoxia crónica en teleósteos puede tener efectos significativos a nivel 

fisiológicos y de comportamiento, donde la grelina juega un papel importante en la regulación del 

apetito y el metabolismo (Volkoff, 2016). En mamíferos, la hipoxia crónica causa la apoptosis de los 

miocitos cardíacos, sin embargo, la producción de energía por glucólisis anaeróbica protege el 

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

 

14. CONCLUSIONES 

 

Ya que el propósito de este estudio fue identificar y caracterizar el péptido orexigénico grelina 

en corvina C. gilberti, además, se puede decir que, por primera vez se ha revelado la secuencia del 

péptido grelina, que está altamente conservada entre peces teleósteos, especialmente en el núcleo 

activo del extremo N-terminal. Así mismo, se puede detallar que la grelina de C. gilberti se expresa 

en gran medida en el estómago y en menor escala en otros tejidos del tracto gastrointestinal, lo que 

sugiere que la grelina podría estar involucrada en otras funciones fisiológicas en el proceso 

digestivo de estos órganos. 

Al observar los perfiles de expresión 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. 

Además, 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 interactúan 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 acuícolas de 

esciénidos. 

Hay que mencionar, además, que los resultados de los estudios realizados in vivo, confirman 

la bioactividad orexigénica, indicando que las formas moleculares de grelina aumentan el consumo 

de alimento, la absorción de nutrientes e interactúan localmente con los tejidos digestivos de C. 

gilberti, proporcionando así una base para futuras investigaciones sobre los mecanismos 

reguladores y las funciones que desencadenan el papel de los péptidos orexigénicos en especies 

acuícolas de esciénidos. 
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16. DISCUSION GENERAL 

 
Tal como se estableció en los objetivos de la investigación, la discusión general se enfocará en 

el interés para caracterizar las secuencias de los transcritos de leptina y grelina, y sus receptores de 

C. gilberti, así como el análisis de la expresión génica de ambas proteínas en tejidos de los peces 

sometidos diferentes densidades de cultivo y diferentes condiciones de hipoxia. Para lo cual se 

abordará en consideración de los principales resultados.  
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16.1 Caracterización de leptina y grelina de C. gilberti 

 

La caracterización de leptina se llevó a cabo mediante al alineamiento de secuencias de 

aminoácidos comparado con otras especies de teleósteos; cuyas secuencias conservadas muestra el 

péptido señal, manteniendo la estructura de cuatro hélices (A, B, C y D) que forman la estructura 

de dicha proteína, así mismo, disponen de dos residuos de cisteína altamente conservados. De 

forma análoga, en leptina de mamíferos, estos residuos de cisteína 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 Huáng gū yú (Nibea 

albiflora) en un mismo clado, todas ellas pertenecientes a la familia Sciaenidae. 

En otros estudios, mediante análisis filogenético en otros peces teleósteos también se ha podido 

corroborar el alto grado de conservación de la secuencia de aminoácidos de la leptina entre varias 

especies de peces marinos (H. Zhao et al., 2015; Gorissen y Flik, 2014). 

La caracterización de la secuencia y la expresión transcripcional de la leptina en C. gilberti, es 

fundamental en la regulación 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 cisteína 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 tetrápodos y necesario para la activación del 

receptor de leptina (Denver et al., 2011). 

Para el caso de grelina, se realizó con el propéptido maduro de C. gilberti, comparado con 

teleósteos homólogos, el cual mostró alta conservación de los sitios de escisión enzimática en las 

diferentes especies de teleósteos, 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 conservación de 

secuencias mostradas en el alineamiento multiple.  

La grelina de C. gilberti, conserva una señal de amidación del extremo carboxilo-terminal, 

caracterizada por tener una glicina, seguida de un residuo básico de arginina.  
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En mamíferos y teleósteos, existe una característica única del péptido maduro de grelina, es la 

modificación de Ser-3 con ácido graso, principalmente ácido octanoico  (Kaiya et al., 2008); 

Kojima y Kangawa, 2005; Nishi et al., 2011). De este modo, los cuatro aminoácidos N-terminales 

de grelina de teleósteos, incluyendo grelina de C. gilberti, está altamente conservada (Figura 4). 

Estos residuos fueron reconocidos como el "núcleo activo" de grelina, ya que son esenciales 

para la unión 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 aún no se ha 

observado en grelina de mamíferos (Kaiya et al., 2003b; Kaiya et al., 2008a). Por otra parte, la 

amidación de la grelina en los peces tiene importancia fisiológica en su bioactividad, ya que los 

péptidos amidados son menos sensibles a la degradación proteolítica, lo que prolonga su vida media 

en el torrente sanguíneo (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; Jönsson, 

2013). 

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

 

El análisis de los niveles transcripcionales basales de leptina en C. gilberti, se pudo demostrar  

una mayor expresión génica a nivel hepático, hasta 50 veces superior a los demás tejidos analizados 

(p<0,05), seguida por músculo blanco, y niveles significativamente más bajos en riñón anterior y 

posterior, cerebro, bazo y branquias (p<0,05), y con menor expresión los ciegos pilóricos, estómago 

e intestino anterior y posterior.  

Otros estudios con la misma especie sometidos a condiciones normóxicas e hipoxias 

intermitentes, obtuvieron resultados similares relacionados a expresión de leptina en tejidos de 

peces con peso corporal medio de 358 g, de una población, con una densidad de 25 Kg/m3. En 

ambos casos, la mayor expresión se observó a nivel de hígado, seguido del músculo (Álvarez et 

al., 2020). 

Los resultados de este estudio indican que los juveniles de un año mostraron mayor expresión 

relativa del transcrito cgLep a nivel hepático, lo que concuerda con lo observado por Michel et al., 

(2016) en su investigación con pez cebra (Danio rerio), donde tanto la leptina como su receptor se 

expresaban predominantemente en el mismo órgano. Otros estudios con teleósteos, incluidos los 

de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al., 2012), señalan que los niveles 

de especialización que tiene el hígado en la producción de la hormona leptina, mientras que en 
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mamíferos, la expresión de leptina se da principalmente en el tejido adiposo, la cual es mínima en  

peces teleósteos (Blanco y Soengas, 2021).  

Es notable que los niveles de expresión de la leptina en músculo son muy similares a los 

detectados en el hígado; y de manera similar los niveles de expresión basal del receptor, lo que 

sugiere sugieren que la leptina probablemente desempeña 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 encontró una mayor expresión génica a nivel 

muscular (Kurokawa y Murashita, 2009). 

Aunque el mecanismo regulador de la expresión génica de la leptina no está muy claro, sigue,  

se sabe que es una hormona fundamental que rige la homeostasis de la glucosa y 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 secreción de leptina, que sirve como 

señal para la modulación de las reservas de triglicéridos, incluso en especies no mamíferas. 

En cuanto a su receptor, cgLepR, los niveles transcripcionales basales aparecen notablemente 

más elevados en músculo blanco, con niveles medios arriba de 300 veces superiores a los de otros 

tejidos (p<0,05), luego, en un nivel mucho más bajo de expresión génica en riñón anterior y 

posterior, así como a nivel hepático. Por el contrario, los niveles de expresión más bajos se observan 

en ciegos pilóricos, estómago e intestino anterior y posterior. 

La mayor expresión 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 lipídico del músculo de C. gilberti. Estos hallazgos 

implican una función conservada de la leptina en todos los teleósteos, centrada principalmente en 

la movilización de moléculas energéticas (Chen et al., 2020). Además, es probable que la leptina 

influya en la ingesta de alimentos y la regulación del peso corporal, así como en la adaptación a 

niveles bajos de oxígeno, en entornos acuáticos (Gorissen y Flik, 2014).  

Por otra parte, la expresión basal de ARNm de grelina en C. gilberti se detectó en siete tejidos 

(branquias, ciegos pilóricos, estómago, hígado, intestino, musculo y bazo); y la mayor expresión 

ARNm se registró a nivel del estómago, seguido del músculo, mientras que la expresión más baja 

se encontró en el hígado y el bazo (p > 0,05), resultado similar al reportado por Liu et al. (2021), 

para corvina L. crocea, la cual está estrechamente relacionada con la corvina C. golberti; sin 

embargo, se han descrito diferentes niveles de expresión del transcrito de grelina en otras especies 

de peces como en la carpa gibelio (Carassius auratus gibelio), con una elevada expresión de grelina 
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en el tracto intestinal, seguido del hígado. En contraste, se observó una baja expresión en el 

corazón, cerebro, piel, músculos branquias y ojos (Kitazawa y Kaiya, 2019); Zhou et al., 2016). 

Estos hallazgos sugieren que la grelina puede contribuir a la función orexigénica periférica en 

los tejidos digestivos de las corvinas; además, la presencia de otro GHS-R, denominado GHS-R2a, 

en el pez cebra, bagre y pez dorado, muestran similitud a la secuencia de aminoácidos con GHSR1a 

(Kaiya et al., 2010; Small et al., 2019). De acuerdo con el análisis de genes, el ARNm del GHS-R 

se produce en muchos tejidos de corvina C. gilberti, incluidos aquellos importantes en la regulación 

periférica y de regulación central de la alimentación, por ejemplo, cerebro, hígado y tracto 

gastrointestinal. 

Finalmente se puede decir que existe un rol antagónico entre ambas hormonas (Leptina y 

Grelina), lo cual se muestra en un estudio realizado por Dar et al., (2018), mediante la evaluación 

de la expresión génica de ambas hormonas sobre el efecto de la inanición del pez rou (Labeo roita), 

sometido a 7 y 15 días de inanición. Los resultados mostraron que los niveles de expresión del gen 

de grelina aumentaron significativamente (P<0,05) hasta el séptimo día y disminuyeron después 

de la reanimación; mientras que los niveles de leptina mostraron la tendencia opuesta con la 

disminución de los niveles de expresión durante el hambre y disminuyeron a los niveles de control 

después de la realización. 

 

16.3 Expresión 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 hepático, hasta 50 veces superior a los demás tejidos 

analizados (p<0,05), seguida por el músculo blanco, y niveles significativamente más bajos en 

riñón anterior y posterior, cerebro, bazo y branquias, y con menor expresión a nivel de ciegos 

pilóricos, estómago e intestino anterior y posterior. Estos resultados concuerdan con lo observado 

por Michel et al., (2016) en su investigación con pez cebra (Danio rerio), donde tanto la leptina 

como su receptor se expresaban predominantemente en el mismo órgano. Otros estudios con 

teleósteos, incluidos los de Tinoco et al., (2014); Gorissen y Flik, (2014); (Trombley et al., 2012), 

subrayan sobre los niveles de especialización del hígado en la producción de la hormona leptina. 

Sin embargo, a diferencia de los mamíferos, la expresión de leptina en el tejido adiposo de los 

peces teleósteos es mínima (Blanco y Soengas, 2021). Históricamente, se creía que estas células 
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de peces no producían la hormona  (Kurokawa y Murashita, 2009), aunque la investigación de 

Salmerón et al. (2015) realizadas con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), demostraron que el 

tejido adiposo de los teleósteos tiene la capacidad de producir leptina, aunque a niveles más bajos 

en comparación con vertebrados superiores; de igual manera, Won et al., (2016) sugieren que, en 

teleósteos, la leptina se expresa principalmente en el hígado, ya que este tejido es responsable del 

almacenamiento de energía en los peces, que incluye lípidos, que cumplen una función similar a la 

de los depósitos de grasa de los mamíferos.  

En relación a la expresión relativa de ARNm del receptor de grelina, conocido como hormona 

del crecimiento (GHS-R) en los tejidos: estómago, hígado, ciegos pilóricos, intestino, y musculo, 

mostraron mayores niveles de expresión a nivel de estómago y ciegos pilóricos, con niveles más 

bajos en los demás tejidos. Estos hallazgos sugieren que la grelina puede contribuir a la función 

orexigénica periférica en los tejidos digestivos de las corvinas C. gilberti, ya que la actividad 

biológica 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 regulación de numerosas funciones fisiológicas, incluida la regulación de la síntesis 

de GHS-R y la ingesta de alimentos en los mamíferos, aunque recientemente se ha identificado el 

gen y las estructuras peptídicas 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 proteína 

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 (Albarrán-

Zeckler y Smith, 2013). Diferentes autores han informado sobre estas isoformas GHS-R en peces 

teleósteos, el pez dorado (Carassius auratus) y el pez cebra (Danio rerio) (Blanco et al., 2016; 

Kaiya et al., 2013b; Perelló-Amorós et al., 2019). 

Es importante señalar que la funcionalidad del GHS-R de los peces teleósteos se ha confirmado 

mediante la cuantificación del Ca2+ 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 más elevados en músculo blanco, hasta 300 veces por encima de los de otros tejidos 

(p<0,05), con niveles más bajos en riñón (anterior y posterior), seguidos por hígado, ciegos 

pilóricos, estómago e intestino anterior y posterior (Figura 21). Estos, receptores de leptina se 

encuentran en múltiples tejidos periféricos y centrales, especialmente en poblaciones neuronales 
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hipotalámicas, y la señalización central actúa como un control indirecto para modular la inhibición 

de la alimentación, lo cual ha contribuido a identificar y caracterizar cómo la leptina contribuye al 

control central de la ingesta de alimentos (Schwartz et al., 2013). En mamíferos, el sitio de unión 

entre la leptina y su receptor está muy conservado (Prokop et al., 2012). Estudios realizados por 

Murashita, et al. (2021), sugieren influencia del receptor de leptina en los procesos fisiológicos 

implicados en la adquisición de nutrientes, principalmente en el control de la ingesta de alimentos 

y la digestión, metabolismo, la asignación de energía y el crecimiento.  

 

16.4 Expresión de leptina (hígado) y grelina (estómago) de C. gilberti 

a nivel pre y posprandial  

 

Los resultados obtenidos para leptina bajo diferentes condiciones de alimentación (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. 

Según Huising et al., 2006, los ritmos de alimentación desempeñan un papel crucial en el 

metabolismo de los peces, mediane la regulación del crecimiento y apetito. Por el contrario, Lep-

R a nivel cerebral, mostró un aumento significativo durante el preprandial, con descensos notables 

1 y 6 horas posprandiales; sin embargo, los niveles de expresión para no se observaron cambios a 

nivel de expresión génica a nivel del estómago. 

Los resultados de leptina en C. gilberti sugiere que su actividad biológica es principalmente a 

nivel del estómago, promoviendo el apetito, mientras que su receptor (Lep-R) tiene actividad 

biológica principalmente a nivel cerebral.  

La leptina tiene una participación sumamente importante en la regulación del gasto energético 

en los peces, y responde a una variedad de estresores, ya que a menudo los peces recurren a la 

reducción de la ingesta de alimentos como mecanismo de adaptación ante estresores recurrentes 

(Mankiewicz et al., 2021); Parker y Cheung, 2020). Entre estos factores de estrés, la hipoxia surge 

como una amenaza crítica, derivada de saturación inadecuada de oxígeno en los entornos acuáticos, 

especialmente en los sistemas de acuicultura intensiva. Por lo tanto, es razonable inferir que las 

hormonas que rigen la ingesta de alimentos podrían sufrir alteraciones bajo tales circunstancias 

ambientales(Conde-sieira y Soengas, 2017;Salmerón et al., 2015). 

En relación a la expresión relativa de ARNm de grelina en estómago de C. gilberti fueron 

mayores a nivel preprandial, con una disminución 1 hora posprandial, y con un incremento gradual 
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6 horas posprandial, lo que sugiere que dicha hormona está asociada con el apetito de los peces, 

coincidiendo con Zhou et al. (2016) , quien encontró que los peces teleósteos sometidos a periodos 

de ayuno prolongado incrementan significativamente la síntesis de grelina en su estómago o 

intestino. En el caso de la grelina de vertebrados, existen cantidades mucho mayores de 

DacilGrelina que de acilGrelina en la sangre, donde más 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 más abundantes en el estómago y se localizan en las capas de la 

mucosa gástrica (Sakata y Sakai, 2010). El área hipotalámica del cerebro está asociada a la 

regulación de la ingesta de alimentos, mientras que otros lugares fuera del hipotálamo también 

participan en esta función, también involucra la hormona del crecimiento en el comportamiento 

alimentario (Lin et al., 2000). 

Al igual que en ratones, los mecanismos celulares para la detección de nutrientes se expresan 

de forma específica para cada región en el estómago, y en las células gástricas de grelina. Estos 

quimiosensores gástricos pueden desempeñar un papel modulador de las respuestas 

gastrointestinales, como la inhibición de la secreción de grelina tras la ingesta de alimentos (Nunez-

Salces et al., 2020). 

Entre los teleósteos, la expresión 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 

(Jönsson et al., 2010), salmón atlántico, Salmo salar (Murashita et al., 2009;  Del Vecchio et al., 

2021), carpa gibelio, Carassius auratus gibelio (Zhou et al., 2016), carpa herbívora, 

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 rápido aumento en los niveles de leptina a las 2 horas de 

exposición a hipoxia aguda, seguida de un retorno a los niveles de normoxia después de 6 horas, y 

esta respuesta persiste con exposición continuada a la hipoxia a largo plazo; ya que en hipoxia 
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intermitente, los peces sometidos a 30 días en las mismas condiciones hipóxicas, mostraron niveles 

de leptina en hígado similares a los de los individuos mantenidos en consdiciones normoxicas; lo 

que sugiere que esta especie posee adaptaciones fisiológicas que le permiten responder eficazmente 

cuando los niveles de oxígeno disminuyen en el agua de mar (Álvarez et al., 2020).  

De hecho, se considera que los teleósteos son más flexibles a la hora de cambiar su 

metabolismo con respecto a los mamíferos, considerando que esta es una hormona verdaderamente 

pleiotrópica, tanto en peces como en mamíferos con diversas funciones, entre otras la regulación 

de la ingesta de alimentos, el desarrollo y el peso corporal, así como la regulación del eje del estrés 

y los procesos de aclimatación a bajos niveles de oxígeno en el agua (Gorissen y Flik, 2014). En 

concreto, la regulación al aumento de leptina hepática se produce sólo durante episodios agudos de 

hipoxia, volviendo rápidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones 

normóxicas, lo que indica, que C. gilberti bajo condiciones de hipoxia, demuestran considerable 

resiliencia. 

Estudios en otras especies como trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), sugieren que la acción 

anorexigénica de leptina está mediada a través de la estimulación de los neuropéptidos 

anorexígenos Pomc y Cart (Gong et al., 2016). 

Por otro lado, al analizar los estados pre y posprandiales en juveniles de C. gilberti, revela una 

relación dinámica entre los niveles transcripcionales de leptina hepática y la disponibilidad de TAG 

y glucosa, en particular dos horas después de la ingestión, cuando los niveles de TAG y glucosa 

alcanzan su punto máximo, observamos un aumento simultáneo de los niveles de expresión de 

leptina hepática. Dado que los peces altamente activos, como la corvina, almacenan 

predominantemente lípidos en forma de TAG en el tejido muscular, la mayor expresión 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 lipídico del músculo de C. gilberti.  (Mcclelland et al., 1995) 

Aunque el mecanismo regulador preciso de la expresión génica de la leptina sigue siendo difícil 

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). 

también los autores consideran que las fluctuaciones en el estado nutricional generan variaciones 

en la secreción de leptina, que sirve como señal crucial para la modulación de las reservas de 

triglicéridos, incluso en especies no mamíferas. 
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Estos hallazgos implican una función conservada de la leptina en todos los teleósteos, centrada 

principalmente en la movilización de moléculas energéticas (Chen et al., 2020). 

Así mismo, los resultados obtenidos relativos a la densidad de cultivo, se pudo demostrar que 

a la densidad más baja (15 Kg/m3), se pudo observar una variabilidad individual en los niveles de 

expresión génica de leptina hepática, comparados con aquellos criados a densidades de 25 y 35 

Kg/m3. 

Lo antes señalado confirma que la densidad de población es otro factor importante que puede 

provocar respuestas de estrés en granjas piscícolas, 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 salmón 

del atlántico (Salmo salar), se observó un efecto contrario, en el que las altas densidades de 

población (superiores a 20 kg/m3) desencadenaron síntesis de moléculas asociadas a la inhibición 

del apetito, como la leptina (Álvarez et al., 2022), fenómeno que podría atribuirse a la regulación 

de las señales de inhibición de la ingesta dentro del sistema nervioso central. Varios estudios 

indican que la leptina desempeña un papel en la modulación de procesos neuroendocrinos 

relacionados con las respuestas adaptativas y el comportamiento (Copeland et al., 2011); Gorissen 

y Flik, 2014). 

También hay que señalar que la leptina tiene importante participación en la regulación del 

gasto energético en los peces, para responder a una variedad de estresores, mediante la reducción 

de la ingesta de alimentos como mecanismo de adaptación (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 realimentación en el pez rou  (L. rohita), 

para mantener la homeostasis energética mediante la regulación del metabolismo de los nutrientes. 

La pérdida de grelina sugiere que otros genes, como la motilina, podrían desempeñar un papel 

similar al de la grelina (Lie et al., 2018). 

Así mismo, otros estudios sugieren que la grelina contienen ácido octanoico en Ser3 aumenta 

la bioactividad, la cual es conservada en teleósteos. No obstante, la grelina no acilada de C. gilberti 

también fue capaz de aumentar el apetito en un nivel más 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 teleósteos son relativamente escasas, pue en visión generalizada, la grelina no acilada no 
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interactúa con GHS-R; por lo tanto, no tendría una función biológica similar a su homóloga acilada; 

por ello, algunos autores la califican de inactiva y que por tanto no ejerce acción 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 aplicación 

exógena de esta forma molecular aumentó la expresión del neuropéptido Y y la orexina, ambos 

neuropéptidos reconocidos como potentes orexígenos (Toshinai et al., 2006). Sin embargo, se 

pierde la capacidad de promover la síntesis de GHS-R, debido a lo cual, algunos autores han 

propuesto que la grelina no acilada debería considerarse una hormona distinta de la grelin acilada, 

porque podría inducir la ingesta de alimentos por un mecanismo independiente del receptor 

secretagogo de la hormona del crecimiento (Zhong et al., 2021). Cabe señalar que no se ha descrito 

ningún receptor específico para esta forma molecular de la grelina, por lo tanto, el papel potencial, 

los mecanismos de acción y la importancia funcional de la grelina no acilada, aun no se han 

establecido (Fernández et al., 2016). Esto es aún es menos conocido en peces teleósteos, 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 teleósteos. 

 

17. CONCLUSIONES 

 

Mediante esta investigación se logró identificar y caracterizar los péptidos anorexigénico 

leptina, orexigénico grelina en corvina Cilus gilberti. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de la leptina en C. gilberti (cgLep) ha revelado un 

alto grado de conservación tanto en su secuencia como en su estructura, cuando se compara con 

homólogos de otras especies de peces teleósteos. Además, cgLep se expresa predominantemente 

en los tejidos hepáticos y musculares de los juveniles de C. gilberti. También, se observó que la 

expresión del gen cgLep aumentó en respuesta al balance energético posprandial y en entornos con 

densidades de población inferiores a 25 kg/m3. Este último hallazgo es particularmente importante, 

ya que sugiere posibles alteraciones en el comportamiento alimentario debido a señales de saciedad 

aumentadas como resultado de cambios en el comportamiento de los peces. 

De igual manera, los análisis de la expresión de cgLep en condiciones de hipoxia mostraron 

importante nivel de resiliencia de esta especie a entornos con baja disponibilidad de oxígeno. En 

concreto, la regulación al alza de cgLep hepática se produjo sólo durante episodios agudos de 
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hipoxia, volviendo rápidamente a los niveles basales cuando se restablecen las condiciones 

normóxicas. 

Por otra parte, los resultados de este estudio, pueden contribuir en la formulación de buenas 

prácticas asociadas al cultivo industrial de C. gilberti, ya ambos péptidos están asociados 

antagónicamente con los niveles de ingesta y aprovechamiento de los nutrientes en   la dieta. Así 

mismo, podrían convertirse en biomarcadores para el monitoreo en el desarrollo y crecimiento de 

la corvina chilena.  

También, se logró identificar y caracterizar el péptido orexigénico grelina en corvina Cilus 

gilberti, mostrando que la secuencia del péptido grelina está altamente conservada entre peces 

teleósteos, especialmente en el núcleo activo del extremo N-terminal. También, se puede 

puntualizar que la grelina de C. gilberti se expresa en principalmente en el estómago y en menor 

medida en otros tejidos del tracto gastrointestinal, lo que sugiere que la grelina podría estar 

involucrada en otras funciones fisiológicas en el proceso digestivo de estos órganos. 

Al observar los perfiles de expresión 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. 

Además, 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 interactúan 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 acuícolas de 

esciénidos. 

Así 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 

interactúan localmente con los tejidos digestivos de C. gilberti, proporcionando así una base para 

futuras investigaciones sobre los mecanismos reguladores y las funciones que desencadenan el 

papel de los péptidos orexigénicos en especies acuícolas de sciaénidos. 
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Anexo 1. Portada de Publicación Alvarado et al., 2024 
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Anexo 2. Portada de Publicación Álvarez y Alvarado et al., 2023 

 


