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Resumen

El objetivo de esta investigacion consistio en determinar la variacion de los niveles de glucosa y aminoacidos en
sangre y los niveles de glucogeno en tejido (higado y cerebro) de Tilapia roja (Oreochromis sp .) tras la ingesta de
alimento en salinidad desde O(T1),10(T2)y20ppt(T3).

Se establecieron seis tanques experimentales (TE) por cada concentracion salina. Los peces fueron anestesiados
usando MS -222. Para evaluar glucosa y aminoacidos en plasma se tomé ImL de sangre de la vena caudal y se
tomaron muestras de tejido para evaluar glucégeno desde las Ohoras hasta las 20 horas, con un intervalo de 4horas
entre muestreo (1 TE=4horas).

Los resultados muestran incremento significativo de la glucemia postprandial , en los tres tratamientos , que
permanecen constante hasta las 20 horas de finalizacion del experimento . De manera general , se observa un
incremento del nivel de glucosa plasmatica en los peces cultivados en T 2yT3 con respecto aT 1, en tiempos de cero
y cuatro horas.

Por otro lado, los niveles de aminoacidos incrementan significativamente hasta las 8 horas en los tres tratamientos,
siendo T3 el que presenta mayor incremento significativo con respecto a T1 y T2. Igualmente, en higado y cerebro
los niveles de glucogeno presentan tendencia creciente de las concentraciones a partir de las 4 horas, en los tres
tratamientos . Asimismo, se observa la maxima concentracion de glucogeno tisular tras las 20 horas postprandial .
Por tanto, estos resultados sugieren que los peces cultivados en 20 ppt presentan mayor nivel de estrés que los
cultivados en concentraciones menoresal Oppt de salinidad.

Palabras claves: glucosa, aminoacidos, glucégeno, ingesta, estrés.
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Introduccion

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

Los peces teledsteos, en general, son considerados intolerantes a la glucosa debido a que estos son incapaces de
disminuir rapidamente los niveles de glucosa circundantes después de una carga de glucosa o tras la ingesta de
alimento con altos niveles de carbohidratos.

(Moon, 2001). En peces, el grado en que utilizan los carbohidratos dependen de la especie y de la capacidad para
metabolizarlos (Moon , 2001 ; Polakof , 2008 ; Yong -Jun et al., 2017 ). Tanto en mamiferos como en peces, el
higado es el principal organo de reserva de glucosa y el encargado de distribuirla al resto de los 6rganos (
Mommsen y Plisetskaya , 1991 ; Conde - Sieira y Soengas , 2017 ). En el tejido animal , la glucosa es
transportada por el torrente sanguineo Yy se difunde a través de las membranas plasmaticas usando los
transportadores especificos (glut) o a través de los sglt presentes en los tejidos de los diferentes sistemas de
organos; posteriormente es fosforilada a glucosa -6- fosfato ( G6P) por las enzimas hexoquinasa que juegan un
papel importante en el control de la homeostasis de glucosa ( Panserat et al., 2000 ). Bajo este contexto ,
numerosos trabajos han puesto de manifiesto , en peces, la existencia de glucosensores que participan en el
desempefio en la homeostasis glucidica del organismo, debido a que responden a los cambios en la concentracion
de glucosa para favorecer el proceso de glucoélisis y sintesis de glucogeno , o su produccion mediante la
glucogenolisis y la gluconeogénesis ( Polakof, 2008 ; Conde-Sieira, 2012; Conde- Sieira y ira, 2012).
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El estrés en acuicultura resulta de las variables fisicas, quimicas y bioldgicas , en la calidaa aer agua y 1as practicas
gerenciales de rutina en el cultivo tales como densidad de siembra , manipulacion , clasificacion y transporte (Barton,
2002 ; Aziza,2010). Asimismo , el estrés puede incrementar la suceptibilidad a enfermedades (Pickering y pottinger
, 1987) afectando el crecimiento y la reproduccion de los peces (Pankhurst y Van der Kraak, 1997). Dominguez et al. (
2004 ) ponen en evidencia el efecto estresante de diferentes parametros fisicos y quimicos sobre los niveles de
inmunoglobulina M (IgM) en sangre , debido a que variaciones en la temperatura y la salinidad incrementan la
concentracion de este anticuerpo. Este efecto podria relacionarse con el bajo porcentaje de sobrevivencia y el pobre
crecimiento de O. niloticus cultivada en aguas con concentraciones salinas mayores de 10 ppt (Abu etal., 2005 ). Por
otro lado , existen evidencias de alteraciones en el metabolismo del glucogeno en tejidos periféricos de O. niloticus
cuando en el ambiente de cultivo hay presencia de contaminantes quimicos como el Cadmio (Lin etal., 2011 ),
denotando un efecto de estrés quimico . Asimismo , se ha observado en trucha arcoiris que tras el estrés aumentan los
niveles de cortisol en plasma disminuyendo los niveles de glucdgeno en las agallas e higado (Conde-Sieira et al.,
2010), con el incremento de la actividad y expresion de Glucogeno Fosforilaza (GP). Otros estudios en O.niloticus
han mostrado incremento de la actividad y de los niveles de ARNm de GP cuando los peces son transferidos de agua
dulce a agua salada . Estos hallazgos reflejan que incrementos en la salinidad provocan estrés y una probable
activacion del sistema glucosensor (Tseng et al., 2007 ). Por otro lado , la eficiencia alimentaria es otro factor de
importancia a evaluar , debido a que un manejo equivocado en el suministro y calidad del alimento incrementa los
niveles de cortisol provocando estrés en O. niloticus (Martins etal.,2011). Asimismo , la falta de conocimiento del
tiempo de retorno a la linea base de los niveles de metabolitos en plasma repercute en frecuencias erroneas de tiempos
de alimentacion en los peces. Por consiguiente , tras la ingesta de alimento incrementan los niveles glucémicos en

Onchorynchus mikiss (Polakofet al., 2008; Yohn-Jun etal., 2017; Polakof et al., 2007a, b)..
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Seguido , se da la activacion del sistema glucosensor cerebral que promueve la expresion de neuropéptidos
implicados en laregulacion de la ingesta de alimento (Conde-Sieira etal., 2010) y la liberacion de hormonas como

laleptina que promueve el gasto energético (Aguilar etal.,2010ayb)
Metodologia

Animales de estudio

Las Tilapias rojas (Oreochromis sp.) de 150 = 10 g de peso se obtuvieron en la Finca de produccion de Tilapia
TILAPAC (a 60 Km de la Cuidad de Choluteca , Honduras )y se transportaron en tanques con suministro de
oxigeno hasta las instalaciones de la Finca de Don Marlon Alvarenga en la Cuidad de Choluteca , Honduras .
Posteriormente , se distribuyeron al azar en tanques experimentales (TE) de plastico de 100 L con un sistema de
difusién de aire. Los TE contenian 8 peces /tanque y se aclimataron arazén de 3 ppm/dia hasta llegar a las
salinidades de 10y 20 ppt. Asimismo , los TE se mantuvieron libres de residuos orgéanicos y se llevaron a cabo
controles diarios del pH, que dieron valores entre 6.9y 7.4, valores de oxigeno disuelto (OD) entre 7.4 — 8.0 mg/L,
la temperatura del agua se mantuvo constante a 27-29 oC. De igual modo, los peces se

alimentaron hasta la saciedad , todos los dias , usando pienso comercial (Cargill ); composicioén aproximada de: 32
% proteina cruda, 6% carbohidratos , 25% grasa cruda y 15% ceniza ). El experimento descrito cumple con las
normas de la Union Europea (2010/63/EU) y del gobierno espafiol (RD 1201/2005) para el uso de animales en

investigacion.

Diseno experimental vy toma de muestras

Los peces se colocaron es seis TE por cada concentracion salina, n=8. Después de la aclimatacion los peces no se
alimentaron durante las 48 horas previas al muestreo . Posteriormente , los peces fueron anestesiados usando MS-
222. Una vez anestesiados , se procedio a tomar 1 mL de sangre de la vena caudal y se deposité sobre hielo a 40C
para evaluar glucosa y aminoacidos en plasma. A continuacion, se extrajeron las muestras de cerebro e higado y se
congelaron a -30 °C para la evaluacion de los niveles de glucogeno desde las 0 horas hasta las 20 horas con un

intervalo de 4 horas entre muestreo.
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Determinaciones analiticas

Cuantificacion de los niveles de metabolitos.

Las muestras de sangre se centrifugaron , en una centrifuga FISHER SCIENTFIC , modelo (
accuSpin Micro 17) a 8,000 rpm (Glucosa y Aminoécidos ) durante 10 min para precipitar los
cuerpos celulares . Posteriormente , las muestras se desproteinizaron con PCA 0.6 N y se
neutralizaron con bicarbonato potasico 1M. Se tomo6 el sobrenadante y se centrifugo a 13,000
rpm durante 4 min para la precipitacion de las proteinas y posteriormente se tomo el sobrenadante
para su analisis (Glucosa y Aminoacidos ). La glucosa en plasma se determind enzimaticamente
utilizando un kit comercial (Spinreact) adaptado al formato de microplacas . Para desarrollar la
curva estandar se usd6 D-Glucosa. Previo a las lecturas de absorbancia, la microplaca se agito por
5 min y se coloco en la estufa por 10 min a temperatura de 37.C y se introdujo en el lector de
microplacas para obtener la lectura de absorbancia a 515 nm. Los niveles de aminoacidos libres en

plasma se determinaron usando el método colorimétrico de la Ninhidrina propuesto por Moore  (
1968). Para desarrollar la curva estandar se uso L-Alanina. Previo a las lecturas de absorbancia, la

microplaca se agito por 5 minutos y se procedio a colocarla en la estufa por 30 min a temperatura de
750C. Seguido se introdujo en el lector de microplaca para obtener la lectura de absorbancia a 570
nm.

Las muestras de tejido congelados fueron usadas para evaluar los niveles de glucogeno tisular.
Las alicuotas de tejido se homogenizaron con 7.5 mL de PCA al 6% por gramo de tejido. Tras la
sonicacion se afiadié 7.5 mL/g tejido de bicarbonato potasico 1M. El homogenado se centrifugd
durante 4 min a 13,000 rpm. Se us6 el sobrenadante para cuantificar los niveles de glucdgeno
segin el método de Keppler y Decker (1974). La glucosa obtenida tras la ruptura del glucogeno (

niveles de glucosa libre) se determiné del mismo modo que la glucosa en plasma.
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Analisis estadisticos

Para todos los experimentos la comparacion entre los grupos se realizé usando Sigma Stat (SPSS
Inc., Chicago, IL). Los datos se muestran como media = E.E.M. de cada grupo y las diferencias
entre ellos se evaluaron mediante un ANOVA de una via. El efecto de los tratamientos utilizados
en el experimento, se evalu6 mediante un ANOVA de dos vias con las variables tratamiento y
tiempo como factores principales. Tras los analisis de varianza se realizo el test de comparaciones
multiples de Student Newman Keuls. En todos los casos el nivel de significacion se establecio
con un valor de P<0.05. Previo a estas pruebas estadisticas, se analizaron los datos mediante una

prueba de normalidad (Shapiro-Wilks) y de homogeneidad de varianzas (prueba C de Cochran).

Resultados y discusion

Tilapia es un pez de habito alimenticio omnivoro y se diferencia de un pez carnivoro como
Lutjanus guttatus por poseer un tracto digestivo largo que garantiza mayor captura de nutrientes (
Pineda et al., 2012; Donovan et al., 2006). El intestino anterior estd estrechamente vinculado
con los ciegos pilodricos y a nivel histoldgico en esta parte, el epitelio de revestimiento es de tipo
columnar y en la parte posterior se da el predominio de células productora de moco (Smith, 1989
). La funcioén principal de esta parte del intestino es transportar y continuar con la digestion del
material alimenticio que ha iniciado a ser degradado a componentes mas simples en el estbmago,
asi como la de secretar enzimas digestivas a través de su pared y glandulas accesorias y absorber
los productos finales hacia los vasos sanguineos y linfaticos que se encuentran en su pared como
parte del proceso de digestion (Ross y Pawlina, 2007). Tras el proceso de digestion del alimento,
el intestino anterior inicia el proceso de absorcién de nutrientes mediante la activacion de
diferentes tipos de células que participan en la osmoregulacion y transporte de iones (Mufioz,

2011; Guzman et al., 2013; Lucero, 2016; Yong-Jun et al., 2017).
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Glucosa plasmatica

A fin de corroborar evidencias obtenidas por otros investigadores sobre la tolerancia a
concentraciones salinas de Oreochromis sp (Abu et al., 2005) se testd con peces cultivados en
salinidades de 0, 10 y 20 ppm. De manera general, nuestros resultados muestran que a las 4 horas
postprandial hay un incremento significativo de la concentracion de glucosa plasmatica en
Oreochromis sp. (Figura 1), de manera similar a lo reportado por otros investigadores (Yong-Jun et al
., 2017). Sin embargo, nuestros resultados muestran mayor concentracion de glucosa postprandial, no
coincidiendo con el tiempo reportado por Yong-Jun (2017). Otros autores reportan, que tras la ingesta
de alimento, los niveles de glucosa plasmatica pueden permanecer hasta mas de seis horas por encima
del valor observado en el grupo control (Moon, 2001; Castillo y Dominguez, 2018; Lopez et al., 2018
), lo cual coincide con nuestros resultados. Existen evidencias de que el intestino delgado de los peces
presenta potencial glucolitico similar a lo reportado en mamiferos (Polakof et al., 2010) y que la
captura de glucosa a través del intestino es mucho mayor que en otros tejidos, exceptuando el cerebro
(Blasco et al., 2001). Por consiguiente, la hiperglucemia observada a nivel plasmatico, tras las cuatro
horas de haber ingerido alimento, puede estar siendo mediada por el rapido incremento de los niveles
de expresion del cotransportador sodio /glucosa (sglt) presente en el borde membranal de los
enterocitos, seguido de la difusion facilitada de glucosa por el transportador de glucosa 2 (glut2) a
través de la membrana basolateral (Drai et al., 1990) mecanismo que provoca el incremento de la
captura y paso de glucosa del intestino al torrente sanguineo (Blasco et al., 2001).

Asimismo , se observd mayor concentracion de glucosa plasmatica en los peces cultivados en
salinidad de 20 ppt, lo que permite sugerir que a esa concentracion salina, los peces mantienen un
nivel de estrés mayor que los cultivados a salinidades de 0 y 10 ppt, coincidiendo con lo reportado por
Abu et al., 2005 . Por consiguiente , en las tres concentraciones salinas hay un claro efecto del
incremento de la glucosa plasmatica en el tiempo y se describe claramente una linealidad hasta las 20

horas.
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Figura 1. Niveles de glucosa (mM )en sangre , tras la ingesta de alimento en tilapias roja
Oreochromis sp. T1: Oppt, T2: 10ppt, T3: 20ppt. Cada valor se corresponde a la media + EEM, N=
8. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.

Aminoacidos plasmaticos

Estudios relacionados con la nutricion de peces han realizado pruebas de crecimiento o de
digestibilidad (Halver y Hardy , 2002 ) para mejorar los rendimientos productivos en las
piscifactorias . El crecimiento de los organismos acudticos en cautiverio estd influenciado por las
raciones alimenticias que deben satisfacer el requerimiento nutricional de la especie de cultivo (
Garcia y Sanz, 2009; Castillo y Dominguez, 2018). La Tilapia es un organismo omnivoro, pero para
su crecimiento requiere de alimento con alto contenido proteico (FAO, 2016) que al desdoblarse en
el sistema digestivo produce aminoacidos libres que son absorbidos por el intestino a través de los
diversos transportadores.

Estudios recientes en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Karlsson et al., 2006) y Litopenaeus
Vanamei (Rizo et al., 2017) muestran incremento significativo de los niveles de aminodcidos en

plasma tras 3 y 4 horas y se mantienen hasta las 20 y 9 horas postprandial , respectivamente ; no
coincidiendo con el tiempo observado en nuestro experimento donde la concentracion de
aminoacidos en plasma incrementa a las 8 horas y se mantiene en esos niveles entre las 12-16
horas postprandial , en las tres concentraciones salinas (0, 10 y 20 ppt) (Figura 2). Es mas, se
observo incremento significativo de la concentracion de aminoécidos en los peces a 20 ppt con

respectoa 10 ppt y 0 ppt de salinidad, a las 8 horas postprandial; en los peces cultivados a 20 ppt de
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salinidad (Abu et al., 2005).

Bajo este contexto, el incremento temprano de los niveles de aminoacidos observados en trucha
arcoiris puede atribuirse a la presencia de varios transportadores de aminoacidos en el
intestino (Wu et al., 2016 ). No obstante , no existen estudios que muestren la cantidad de
transportadores de aminoacidos en intestino de Oreochromis sp. que nos permita discutir con

mayor profundidad nuestros resultados. Por consiguiente es recomendable continuar investigando

sobre este tema. 180 -
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Figura 2. Niveles de aminoacidos en sangre , tras la ingesta de alimento en tilapias roja
Oreochromis sp. T1: Oppt, T2: 10ppt, T3: 20ppt. Cada valor se corresponde a la media + EEM, N
=8. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.

Glucdgeno en higado y cerebro

Los resultados observados a nivel sanguineo permiten sugerir la activacion del mecanismo
glucosensor mediante el incremento de la actividad de glucoquinasa (GK) (Polakof et al., 2008c).
Por consiguiente, considerando los efectos de hiperglucemia, es de esperarse la estimulacion de
la captacion de glucosa y de la glucogenogénesis en higado y cerebro debido al probable
incremento de la actividad de glucogeno sintetasa (Conde et al., 2010; Aguilar et al., 2010a;

Pocai et al., 2005; Prodi y Obici, 2006; Polakof et al., 2010) en tilapia.
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Bajo ese contexto, estos resultados muestran un comportamiento creciente de la
concentracion de glucdgeno hepatico tras 4 horas de la ingesta de alimento (Figura 3). A
concentraciones de 0 y 10 ppt los niveles de glucégeno permanecen hasta las 20 horas, mientras
que a concentracion salina de 20 ppt a las 12 horas inicia una tendencia decreciente; similar
comportamiento presento el tejido cerebral con la diferencia que en las tres concentraciones

salinas a las 12 horas postprandial se alcanzé el méximo nivel de concentracion de glucdgeno.
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Figura 3. Niveles de glucogeno en tejido, tras la ingesta de alimento en tilapias roja Oreochromis sp.
A1l: Glucdgeno hepatico a salinidad Oppt, B1: Glucdgeno cerebral a salinidad Oppt; A2: Glucogeno
hepatico a salinidad 10ppt, B2: Glucogeno cerebral a salinidad 10ppt; A3: Glucogeno hepatico a
salinidad 20ppt, B3: Glucogeno cerebral a salinidad 20ppt. Cada valor se corresponde a la media +
EEM, N=8. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.
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Conclusiones

Existen diferencias significativas de la concentracion de glucosa y aminodcidos en sangre de
Oreochromis sp cultivada a 20 ppt con respecto a 0 y 10 ppt de salinidad. Por otro lado, el nivel
de glucdégeno hepatico en 20 ppt es inferior al observado en 0y 10 ppt de salinidad . Por
consiguiente, estos resultados sugieren que Oreochromis sp puede ser cultivada en 0 ppt y 10 ppt
de salinidad debido a que no se observan diferencias fisioldgicas en los pardmetros evaluados. No
obstante , a 20 ppt de salinidad la diferencia de la concentracion de glucosa , aminoacidos y
glucogeno observada en sangre, cerebro e higado sugieren que los peces presentan condiciones

de estrés, lo cual no es conveniente para la produccion piscicola.
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