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RESUMEN

La diabetes mellitus consiste en una serie de alteraciones metabdlicas que
interfieren/de-manera directa en la produccion y utilizacion de la hormona insulina,
generando unvincremento drastico de los niveles de glucosa en la sangre. La
programacion nutricional ha sido propuesta como una de las causas de diabetes.
Recientes estudios.han utilizado al pez cebra (Danio rerio) como modelo animal
para determinar los®cambios metabdlicos que persistan durante el periodo post-
larval bajo el efecto de da utilizacion de carbohidratos en su dieta. También se ha
evaluado el metabolismo,de® la glucosa utilizando diferentes concentraciones
glicémicas en la dieta del pejelagarto (Atractosteus tropicus). En esta investigacion,
se evalud por medio de analisis/de bioquimica sanguinea y actividad de enzimas
digestivas (proteasas acidas y al€alinas, lipasas y amilasas) la induccién de
programacion nutricional en el pejelagarto por medio de inmersiones en sacarosa
en dosis de 0, 2 y 5%, durante/dos lapsos’de tiempo (9 y 15 dias) en el periodo
larvario, con la finalidad de proponer-al pejelagarto como un organismo biomédico
para el estudio de la diabetes. Los resultados demostraron una evidencia de
variacion en la concentracion de colesteral y triglicéridos. Los niveles mas bajos de
colesterol se encontraron en los peces expuestos@ las dosis de 0 y 5%, mientras
que para triglicéridos la menor concentracion se dioenfla dosis de 5% sugiriendo
una alteracion en las rutas metabodlicas de carbohidratos y una posible
programacion metabdlica debido al estimulo recibidos mediante carbohidratos en la
etapa de larvicultivo. La actividad enzimatica digestival mostré diferencias
significativas con respecto a las dosis y el tiempo en el que los‘organismos fueron
expuestos a los tratamientos, teniendo asi la primera investigacién en proponer al

pejelagarto como un organismo modelo para futuros estudios en diabétes mellitus.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus consiste en una serie de alteraciones metabdlicas que
interfieren de manera directa en la produccion y utilizacién de la hormona insulina,
generando un.incremento drastico de los niveles de glucosa en la sangre (Conget,
2002). Los modelos animales para estudios de diabetes o acerca de nuevos
tratamientos parasesta enfermedad suelen emplearse desde hace muchos afos.
Los primeros modelos biomédicos fueron perros pancreatectomizados para
estudios del mecanismorde absorcion de grasas en el intestino; a partir de alli se
han utilizado diversos animales, entre ellos cerdos, gatos, primates, roedores y mas

recientemente peces (Rees y Alcolado, 2005).

Se ha demostrado que en mamiferes la aplicacidén de ciertos estimulos nutricionales
en etapas tempranas del desarrollo puede dar como resultado cambios
permanentes en el transcurso del crecimiento posnatal, influyendo en la salud y las
regulaciones metabdlicas durante, la “etapa adulta (Burdge y Lillycrop, 2010;
Geurden et al., 2014,), este evento es dénominado programacion nutricional o

programacion metabolica (Hou y Fuiman, 2019; Panserat et al., 2019).

La programacion nutricional ha sido propuesta como.una de las causas de diabetes
gestacional (Salehpour et al., 2021). Recientes estudios han utilizado como modelo
al pez cebra (Danio rerio) para determinar los cambios.metabdlicos que persistan
durante el periodo post-larval bajo el efecto de la utilizacion.de carbohidratos en su

dieta durante la etapa temprana de su vida (Fang et al., 2014; Rocha et al., 2014).

La diabetes en el pez cebra se ha inducido por diversos métedos, entre ellos
inmersiones en glucosa, dietas ricas en carbohidratos, métodos” guimicos y
genéticos (Salehpour et al.,, 2021). Sin embargo, los estudios de programacion
nutricional relacionados con la diabetes se han abordado en modelos _animales
mamiferos. Los registros de investigaciones con respecto al metabolisme, de
carbohidratos y programacion nutricional en peces se han enfocado principalmente
hacia su aprovechamiento en acuicultura, de tal forma que la mayoria de las

especies investigadas son organismos teledsteos con importancia comercial, siendo



la especie mas estudiada la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Polakof y
Panserat, 2016).

Por otragpaste, los lepisostéidos son peces ancestrales que han sido propuestos
como organismos modelo debido a su mayor similitud genémica con humanos, tal
como lo mengionan Braasch et al., 2016 en su estudio genédmico basado en
Lepisosteos oculatus*lo cual derivd en proponer a esta especie como idénea para

estudios biomédicos gue impliquen condiciones fisioldgicas y genéticas.

En México habitan dos especies de lepisostéidos, el catan (Atractosteus spatula) y
el pejelagarto (Atractosteus tropicus). Este ultimo se extiende por todo el sureste
mexicano y en zonas especificas de Centroamérica (Villa, 1982; Villalobos, 2010).
Estudios recientes acerca de una evaluacion sobre el metabolismo de la glucosa
utilizando diferentes concentraciones-de almidon de maiz en el pejelagarto, sefialan
una regulacion en las rutas de la glucdlisis y gluconeogénesis a partir de las
actividades de las enzimas_digestivas.hexoquinasa (HK) glucoquinasa (GK),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa’ (PEPCK)”y fructosa-1,6-bifosfatasa (FBpasa)
hasta una proporcion carbohidratos (CHO)/lipidas (L) de 2.10. De igual manera se
determiné que el pejelagarto es capaz.de asimilarhasta un 22.5 % de carbohidratos

en su dieta, incluso desde su etapa larval (Guerrero<Zarate, 2019).

Al ser A. tropicus una especie cercana a L. oculatus, guée comparte caracteristicas
evolutivas propias de la familia Lepisosteidae, a partir desa.informacion que se ha
desarrollado en la especie respecto al metabolismo de carbohidratos, el pejelagarto
puede ser usado como un organismo modelo para estudios de.diabetes. Es por ello
que el objetivo principal de este proyecto fue evaluar la induccion de programaciéon
nutricional en el pejelagarto por medio de inmersiones en sacaresa ‘durante el

periodo larvario.



ANTECEDENTES

La diabetes mellitus consiste en una serie de alteraciones metabdlicas que
interfieren de manera directa en la produccion y utilizacién de la hormona insulina,
generando Un incremento drastico de los niveles de azucar en la sangre (Conget,
2002)

Los primeros avances)en el conocimiento del metabolismo y el aprovechamiento de
los carbohidratos y gluecosa en peces se inician a finales del siglo XIX con la primera
descripcion de los cuefpos”de Brockmann y el descubrimiento de la insulina en
peces teledsteos. Con la informacion obtenida, se utilizaron extractos de los cuerpos
de Brockmann para tratar de“manera clinica la diabetes en humanos, aunque
todavia no se tenia conocimientocamplio de las funciones de la insulina y los
carbohidratos en peces; sin embargo, un estudio realizado en 1950 confirmé que
algunos peces presentan una severa intolerancia a la administracién oral de la
glucosa (Polakof et al., 2012).

Se han registrado estudios donde._resaltanja capacidad metabdlica de los peces
para aprovechar la glucosa en su sistema, a’diferencia de ciertas especies de
vertebrados, debido a que poseen un menor porcentaje de glucosa en sangre y la
no afectacion al soportar periodos largos=sin ingerir_alimentos (Chavin y Young,
1970). En peces teledsteos, se han descrito ciertas especies clasificadas como
intolerantes de glucosa, presentando niveles elevados de-~glicemia principalmente
en organismos carnivoros (Polakof et al., 2012) teniendo como hipétesis los escasos
receptores de insulina y un notable desbalance entre el aproveechamiento de la
glucosa hepatica (glucdlisis) y la sintesis de glucosa (gluconeogénesis),(Enes et al.,
2008; Panserat, Médale, Breque et al., 2000; Polakof et al., 2011) aunque esta
condicion puede diferir entre organismos de la misma especie, por lo cualSe sugirio
a una posible programacion respecto al aprovechamiento de los carbeghidratos
(Fang et al., 2014; Gong et al., 2015; Rocha et al., 2016).

La trucha arcoiris (O. mikyss) ha sido una de las especies de teledsteos que ha

sobresalido en el estudio de los carbohidratos y su metabolismo en peces, debido



a qué es un pez intolerante a la glucosa y carece de inhibidores de la
gluceneogénesis cuando en la sangre se concentran niveles altos de glucosa
(Panserat et al., 2001). De igual modo, estudios basados en programacion
metabdlica.realizados en el pez cebra sefialan la importancia del suministro de
hidratos de carbono en las dietas desde el larvicultivo para lograr una programacion

nutricional que se refleje en una etapa adulta (Fang et al., 2014; Rocha et al., 2014).

En un estudio desatrrollado por Fang et al. (2014) se registré una disminucion de los
niveles de glucosa en.el plasma en los grupos de tratamientos con respecto a los
grupos control, en pecesysque durante la etapa larval fueron alimentados con altas
concentraciones de carbohidratos. Esto sefiala una mejor captaciéon de la glucosa
en los tejidos y la aceptacion de.una dieta alta carbohidratos.

Por otra parte, los lepisostéidos sompeces ancestrales que han sido propuestos
como organismos modelo debido a su-mayor similitud genémica con humanos, tal
como lo menciona Braasch .et/al. (2016),en su estudio genémico basado en
Lepisosteos oculatus. Sin embarg0,.son escasos los estudios acerca de la fisiologia
y metabolismo de carbohidratos ernrlepisostéides.(Guerrero-Zarate, 2019; Guerrero-
Zarate et al., 2013, 2019, 2021).

En la actualidad se cuentan con siete especies de/episostéidos en el continente
americano. En el sureste mexicano habita el pejelagarto, una especie emblematica
en la cultura tabasquefia que ha sido estudiado por mas.de.30 afios. Los primeros
estudios realizados fueron acerca de su biologia reproductiva, comportamiento y
sus principales héabitos alimenticios para determinar el potengial econémico que
esta especie; aunado a ello, se hizo una descripcién sobre el manejo tecnolégico
para su cultivo en cautiverio y repoblacién (Chavez et al., 1989; Marguez-Couturier,
1999; Reséndez & Salvadores, 1983).

Estudios con fines nutricionales evaluaron el requerimiento proteico y de energia en
prejuveniles y juveniles de pejelagarto, Jesus-Contreras (2008) sefiala’ una
disminucién en el requerimiento de proteinas (46% y 400 Kcal/100 g) en organismes
juveniles de 7.0 g de peso con respecto a los prejuveniles de 0.6 g, los cuales tienen

un requerimiento proteico del 49% mientras que el de energia se mantiene. Estudios
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recientes acerca de una evaluacion sobre el metabolismo de la glucosa utilizando
diferentes concentraciones glicémicas en el pejelagarto (A. tropicus), sefialan una
regulacién.en las rutas de la glucdlisis y gluconeogénesis a partir de las actividades
de las enzimas digestivas hexoquinasa (HK) glucoquinasa (GK), fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) y fructosa-1,6-bifosfatasa (FBpasa) hasta una proporcién
CHO/L de 2.10 ‘a) pesar de ser un organismo carnivoro. De igual manera se
determind que el pejelagarto es capaz de asimilar hasta un 22.5 % de carbohidratos

en su dieta, incluso desde su etapa larval (Guerrero-Zarate, 2019).



OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la indaccion de programacion nutricional en el pejelagarto (Atractosteus

tropicus) por mediosde inmersiones en sacarosa durante la etapa larvaria
Objetivos Especificos:

e Determinar los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en el plasma
sanguineo en pejelagartos juveniles previamente sometidos a inmersiones
en sacarosa en diferentes- concentraciones (0, 2 y 5%) y tiempos de
exposicidon (9 y 15 dias) durante el periodo larval

e Determinar la actividad de'las,enzimas digestivas (proteasas, lipasas y
amilasas) en pejelagartos juveniles previamente expuestos a inmersiones en
sacarosa (0, 2 y 5%) durante dos tiempos de exposicion (9 y 15 dias) en su

periodo larvario



4. METODOLOGIA
4.1 OBTENCION DE ORGANISMOS

Los organismes experimentales se obtuvieron de un desove inducido en el
Laboratorio de “Acuicultura Tropical de la Divisibn Académica de Ciencias
Biologicas, Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, México. Después de la
eclosion una vez que las larvas presentaron nado libre, se sembraron 120 individuos

de A. tropicus por unidad experimental.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se probaron tres dosis: 0% (control);2% y 5% de sacarosa, estas dosis se aplicaron

durante dos diferentes tiempos (9 y 15-dias).

Las larvas de pejelagarto fueron-sometidas a seis tratamientos experimentales,
cada uno con tres repeticiones;\en total.se manejaron 18 tinas (unidades
experimentales) con un volumen de 70 L. y=~alimentado por un sistema de
recirculacion, cada una con 120 organismos. . Los tratamientos consistian en
inmersiones alternadas en sacarosa a diferentes dosis y tiempos de exposicion.
Durante esta fase del experimento, los organismos s€ alimentaron con una dieta
comercial para trucha (Silver Cup, El Pedregal, proteina$2%, lipidos 16%) que se

altern6 con Artemia ssp (nauplios y biomasa congelada) (Figura 1).
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Figuraly Esquema de alimentacion e inmersiones alternadas en sacarosa y dieta
reto alta en carbohidratos (35% maltodextrina) en el desarrollo de pejelagarto

(Atractosteus tropicus)

Se tomaron aleatoriamente 16 individuos de cada tina los cuales se anestesiaron
con aceite de clavo (Syzygium aromaticum) y posteriormente fueron sacrificados y
pesados utilizando una-balanza digital, y fueron medidas las longitudes totales con
un vernier. Las muestras\de tejidos se conservaron a -80° C para su andlisis

posterior.

4.3 CRECIMIENTO Y RETO CON DIETA ALTA EN CARBOHIDRATOS

El crecimiento de los organismos.se realizé en un sistema de recirculacion tipo RAS
(Recirculating Aquaculture Systems) estructurado por un biofiltro y un sistema de
aireacion en el reservorio principal\(Anexol)..La temperatura se mantuvo 27.92 +
1.00 °C durante el fotoperiodo natural (12:12),"los-pardmetros de la calidad del agua
fueron monitoreados diariamente durante) el crecimiento de los peces. El pH del
agua fue de 8.09 + 0.24 (pH pen meter, ST10 Ohaus, Parsippany, NJ), oxigeno
disuelto 4.55 + 0.34 mg/L (instrumento DO, YSI 55-12FT, Yellow Springs, OH), los
nitratos y amonio 0.11 + 0.07 mg/L (Kit de prueba de ameniaco, Mars Fishcare,
Chalfont, PA). Posterior a las inmersiones en sacarosa, los organismos

experimentales se llevaron a crecimiento durante 5 meses.

Se formul6 una dieta alta en carbohidratos para la prueba de tolerancia.a la glucosa,
la cual contenia 35% de maltodextrina (Tabla 1). La dieta experimental“se elaboro
moliendo los macronutrientes, después fueron cribados y mezclados en conjunto.
Los micronutrientes se afiadieron a la mezcla; los ingredientes liquidos (aceite de
pescado y lectina de soya) se integraron al final junto con cantidades especificas-de
agua. Los ingredientes mezclados se peletizaron y después se secaron a 50° Cpor

10 h en un horno de conveccion (Anexo 1). La mezcla fue triturada y cribada para



cubrir‘el tamafio especifico de las particulas que se requerian en esta etapa de

crecimiento de los organismos (250-1000 pum).

La compesicion proximal de la dieta fue realizada por el Centro de Investigacion y
Asistencia en-Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C Unidad de Servicios
Analiticos y Metrolégicos (USAM). La humedad fue calculada mediante gravimetria
después de secar las muestras a 95-105° C (NMX-F-083-1986). El contenido de
cenizas se determind_pOr gravimetria después de la incineracion de las muestras a
500-600° C (NMX-F-607-NORMEX-2013). El extracto etéreo fue determinado con
base a lo descrito en el*Apéndice Normativo C, Numeral 1 de la NOM-086-SSA1-
1994. El contenido de proteina cruda fue determinado mediante el método de
Kjeldahl usando sistemas de destilacion y titulacion (NMX-F-608-NORMEX-2011).
La fibra cruda se estimé usando el método de prueba declarado en la NMX-F-613-
NORMEX-2017. Los carbohidratos.totales se calcularon por diferencia de analisis

proximal (Tabla 1).

Esta dieta alta en carbohidratos s€ aplicé a les individuos por una semana completa
con una frecuencia de alimentacion de cuatro raciones durante el dia (07.30; 10:30;
13:30; 16:30 h), posterior a la aplicacion dela dieta, esta se conservd en
refrigeracion a -20° C. Se utilizaron tresorganismospor tratamiento para este reto,
los cuales fueron alimentados conforme a la cantidad: de biomasa obtenida de

animales por tina.

Tabla 1. Formulacion y composicién proximal de la dieta reto alta en carbohidratos

suministrada a juveniles de pejelagarto Atractosteus tropicus.

Ingredientes Composicion absoluta (CHO 35%)
Harina de pescado 495
Maltodextrina 349.6 2
Aceite de pescado 80
Lecitina de soya 40.4 g
Grenetina 20
Vit.min premix 10 )
Vitamina C 5




€omposicion proximal (g/kg)
g Humedad 8.51
- Cenizas 7,29
Grasas (extracto etéreo) 6,51
Proteinas 33,55
" Fibra cruda 4,94
Carbohidratos totales 44,14

4.4 TOMA DE MUESTRAS

Posterior a la prueba de tolerancia a la glucosa, se tomaron el total de organismos
de cada unidad experimental (tres organismos) y fueron anestesiados con aceite de
clavo (Syzygium aromaticum). Se realizé una biometria corporal final y se tomaron
muestras individuales de sangre extraida-smediante puncién de la vena caudal

utilizando jeringas heparinizadas/{Anexo X).

Las muestras de sangre se centrifugaron para.obtener el plasmay asi se determind
la glucosa por el método de glucosa oxidasa (G7521), los triglicéridos por reaccion
enzimatica usando glicerol fosfato oxidasa (T7532),\y el colesterol usando las
enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa (C75%0).)Los analisis se realizaron
usando kits comerciales de Pointe Scientific (Michigan, USA) adaptados a un lector
de microplacas (xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad,
California, USA).

45 PREPARACION DE EXTRACTOS PARA ACTIVIDAD ENZIMATICA

DIGESTIVA

Se extrajeron estdbmago e intestino de los peces (3 individuos por tratamiento), €stas
tejidos se procesaron para obtener extractos multienzimaticos, los cuales ‘se

mantuvieron en hielo para evitar la desnaturalizacion de las proteinas. Se determiné
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la cantidad de buffer segun la relacién 1:2 (1g de tejido x 2ml de buffer) para
después homogeneizar las muestras utilizando un homogenizador Ultra Turrax
(modelo1KA T18 Basic) (Anexo 1)

Para las muestras de estomago se utilizé el buffer de glicina-HCL al 0.1 M pH 2 y
para las muestras de intestino se agreg6 buffer Tris-HCL 30 mM + CaCl2 12.5 mM
pH 7.5. El homogeneizado se coloco en tubos Eppendorfy fue centrifugado a 14,000
rpm x 30 min a 4° C (Centrifuge 5810 R Eppendorf), se extrajo el sobrenadante libre
de la capa de grasa‘yse colocaron en tubos para ser llevados a conservacion.
(Anexo 1)

4.6 ACTIVIDAD DE PROTEASAS

Se utiliz6 la técnica descrita por Ansan-(1938) para los andlisis de proteasas acidas
utilizando 1 mL de hemoglobina‘al 1% en-tampdn glicina HCL 100 mM apH 2y 5
uL de &cido tricloroacético (TCA).al-20%_y posteriormente se midié a 280 nm.
Mientras que para la actividad de proteasas alcalinas se usé el método segun Walter
(1984) agregando caseina grado Hammarsten al.0:5% en tampon Tris-HCL 100 mM
+ CaCL2 10mM pH 9. (Anexo 1)

4.7 ACTIVIDAD DE LIPASAS Y AMILASAS

La actividad de lipasas se llevé a cabo utilizando lo descrito por Versaw et al. (1989)
pero tomando como sustrato B-naftil caprilato a 100 mM disuelto, en DMSO
(Dimethyl sulfoxide, ACS reagent) midiendo el resultado a una absorbancia de 540
nm. Correspondiente a la actividad de a-amilasas (EC 3.2.1.1) fue determinado por
el método de Robyt y Whelan (1968) usando almiddn soluble al 2% en un_tampon
(100 mmol/L citrato-fosfato; 50 mmol/L NaCl, pH 7,5) con lectura de absorbancia,a
600 nm. (Anexo 1)
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4.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos abtenidos de quimica sanguinea y actividad enzimatica se analizaron
utilizando un analisis de varianza de dos vias con nivel de significancia del 95%,
previa comprebacion de los supuestos de la estadistica paramétrica. Se utilizd un
analisis por mediede contrastes Tukey para las diferencias encontradas. Todos los
analisis fueron realizados por medio del paquete estadistico StatGraphics Centurion
XVII.
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5. RESULTADOS

5.1 BIOQUIMICA SANGUINEA

La concentraeion_de glucosa en plasma de pejelagartos juveniles no presento
diferencias significativas después de ser sometidos al reto de glucosa con respecto
a la dosis de sacarosa (F=1.07 n=3 p= 0.3514) ni el tiempo de inmersién (F=0.07
n=3 p=0.7915) al que las organismos fueron expuestos durante el larvicultivo (Figura
2).
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Figura 2. Niveles de glucosa en plasma después de someter.ain reto con dieta
alta en carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con‘inmersiones

alternadas en sacarosa con respecto al tiempo. Media + Intervalo de Tukey, n=3

Las concentraciones de colesterol y triglicéridos en el plasma de los pejelagartos
juveniles presentan diferencias significativas debido a la dosis de sacarosa a la-que
fueron expuestos durante su etapa larval (P < 0.05). Los niveles mas bajos de

colesterol se encuentran en los peces que fueron expuestos a las dosis de 0 y 5%
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(Figura 3), mientras que para triglicéridos la menor concentracion se dio en la dosis
de 5%, las dosis control y 2% son estadisticamente semejantes (Figura 4). Tanto en
triglicéridos como en colesterol no se observaron diferencias significativas debidas

al tiempo de-sinmersion en sacarosa, o la interaccion de los factores (P>0.05).

Figura 3. Niveles de colesterol en plasma.después de someter a un reto con dieta
alta en carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con inmersiones

alternadas en sacarosa con respecto al tiempo. Media tdntervalo de Tukey, n=3
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Figura4.\Niveles de triglicéridos en plasma después de someter a un reto con dieta
alta en ¢Carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con inmersiones

alternadas enrsacarosa con respecto al tiempo. Media + Intervalo de Tukey, n=3

5.2 ACTIVIDAD DEENZIMAS DIGESTIVAS

La actividad de proteasas acidas present6 diferencias significativas con respecto al
tiempo de exposicion (F=6.22.n=3 p=0.0164). Los niveles mas bajos se observaron
a los 9 dias de exposicion (5800.9 + 860.5 U/ml), mientras que el registro mas alto
se encontré en 15 dias (9419.17+ 6534.8 U/ml) (figura 5). No hubo diferencias
significativas para dosis (F=0 n=3 =0.9987) ni la interaccion de factores (F=0.22
n=3 p= 0.8056)
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Figura 5. Actividad de proteasas acidas después de someter a un reto con dieta alta
en carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con inmersiones alternadas

en sacarosa con respecto al tiempo. Media + Intervalo de Tukey, n=3

Las proteasas alcalinas en pejelagartos juveniles mostraron diferencias

significativas respecto a la dosis de sacarosa empleada en la etapa temprana
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(F=5:06 n=3 p=0.0104). Los niveles mas bajos de proteasas alcalinas se observaron
en les“organismos sometidos a la dosis de 2% de sacarosa (691.6 + 471.4 U/ml) a
diferencia. de los peces expuestos al 5% los cuales presentaron una mayor actividad
(1150.4 £/548.0 U/ml) (figura 6). No se registraron diferencias significativas para
tiempo de exposicion (F=0.17 n=3 p= 0.6809) ni en la interaccion de factores
(F=2.75 n=3 p=(0.0748).
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Figura 6. Actividad de proteasas alcalinas después de someter a un reto con dieta
alta en carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con inmersiones

alternadas en sacarosa con respecto al tiempo. Media +intervalo de Tukey, n=3

La actividad de lipasas mostré diferencias significativas conréspecto a la dosis
(F=4.90 n=3 p= 0.0119); la menor actividad se reflejé en la dosis de«2% (704.1 +
376.1 U/ml) mientras que la mayor actividad se registroé en la dosis eontrol (907.4 =
112.3 U/ml) (figura 7). No se registraron diferencias en tiempo (F=2:89"n=3 p=
0.0962) ni por la interaccion de los factores (F=0.86 n=3 p= 0.4314).
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Figura 7. Actividad de lipasas despues de someter a un reto con dieta alta en
carbohidratos a pejelagartos previamente tratados con inmersiones alternadas en

sacarosa con respecto al tiempo. Media=#Intervalo de Tukey, n=3

De igual forma la actividad de amilasasspresentd_diferencias altamente significativas
respecto a la dosis (F=13.47 n=3 p=0.000%);, dondeda dosis control tuvo una mayor
actividad (1232.6 £310.0 U/ml) respecto de las dosis al2y 5% (figura 8). Asi mismo,
se registrd una diferencia significativa en la interaccion<entre factores (F=6.05 n=3
p=0.0047), los organismos expuestos en la etapa temprana a la dosis de 2%
tuvieron una disminuciéon de actividad amilasa en la etapa juvenilal incrementarse
el tiempo de exposicion, mientras que los peces sometidos (a\Ja dosis de 5%

aumentaron su actividad al incrementar los dias de exposicion (figura.8).
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Figura 8. Actividad de amilasas después de someter a un reto con dieta alta en

carbohidratos a pejelagartos préviamente_tratados con inmersiones alternadas en

sacarosa con respecto altiempo. Media * Intervalo de Tukey, n=3
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6. DISCUSION

Estudios realizados en peces juveniles de Danio reiro sefiala la regulacion de las
concentracianes de glucosa en el plasma al ser sometidos a inmersiones de glucosa
al 2%, los cualesgpresentaron aumentos de glucosa en el plasma (en comparacion
con peces cebra de_mayor edad) (Connaugthon et al., 2016). De igual forma, se ha
comprobado que una_dieta con MD (maltodextrina) al 60% desde la primera etapa
de alimentaciéon después_. del agotamiento del saco vitelino disminuye la
concentracion de glucosa en plasma en organismos adultos y del mismo modo,
controla la ruta de la gluconedgénesis mediante una programacion nutricional en los
peces cebra adultos al disminuir la expresion del gen que codifica la enzima
fosfoenol piruvato carboxiquinasa (RECPK), clave en la conversién del piruvato en

fosfoenol piruvato durante la gluconeegénesis (Fang et al., 2014).

En el presente estudio, no se observaron diferencias significativas con respecto a la
concentracion de la glucosa en la Sangre en pejelagartos juveniles que previamente
fueron expuestos a inmersiones “en- sacarosa;-esto concuerda con estudios
realizados en la trucha arcoiris (Geurden et al., 2007) donde un estimulo temprano
no mostro alteraciones en rutas metabolicas.de la glucosa como la gluconeogénesis
y glucdlisis. Los autores decidieron aumentar la daracion de la exposicion a
carbohidratos en la dieta tomando en cuenta lo sefialado-por diversos estudios
donde destacan la importancia de aplicar las dosis de carbohidratos durante la
ventana critica de alimentacion de los organismos en etapas tempranas (Fan X et
al., 2010; Hidalgo et al., 1999). Por lo que se sugiere que en investigaciones futuras
en A. tropicus se incrementen los dias de exposicién al estimulo tratando de

encontrar la ventana critica de induccion.

Guerrero-Zarate et al. (2019) en su estudio, refieren diferencias significativas.en las
concentraciones de colesterol y triglicéridos en plasma de A. tropicus a medida gue
disminuyo la relacién carbohidratos/lipidos en las dietas suministradas a los peces
en la etapa de larvicultivo, los resultados fueron atribuidos al aumento de la

concentracion de grasas en las dietas teniendo repercusiones en el metabolismo y

19



en elhigado. Asi mismo, estudios de programaciéon nutricional con almidén de maiz
concuerdan con el aumento de concentracion de triglicéridos en plasma de
pejelagartos al disminuir la proporcion de carbohidratos/lipidos, lo que sugiere un

efecto de pregramacién nutricional (Guerrero-Zarate et al., 2021).

Los resultados<de la presente investigacién son la primera evidencia en A. tropicus
de variacion ena concentracion de colesterol y triglicéridos debida Unicamente a
un estimulo mediante /inmersion en carbohidratos, sugiriendo una alteracion en las
rutas metabdlicas de carbohidratos y lipidos, y una posible programacién metabdlica
por medio de inmersiones‘en sacarosa durante un periodo labil en el desarrollo del

pejelagarto.

En estudios anteriores han utilizado los carbohidratos como una alternativa de
fuente de energia para los peces al in¢luir cantidades de carbohidratos en las dietas
que varian entre 10 y 20%, demastrando la aceptaciéon de los organismos y
registrando un crecimiento faverable (Lazo+2000). En otras especies como la carpa
comun, la trucha arco iris (Yammamoto et/als; 2001) y el mero (Shiau y Linn, 2002)
los resultados sefialan que no causan efectos adversos en cuanto a la digestibilidad,
desarrollo y crecimiento. Es importanté destacar/la funcion que desempefian las
enzimas (proteasas, lipasas y amilasas) secretadas en el sistema digestivo, que
permite la digestion de diversos nutrientes para _4qoder ser absorbidos y

metabolizados por el organismo (Buddington y Krogdaht; 2004)

Los resultados muestran un aumento en la actividad de proteasas acidas en el grupo
de organismos expuestos a las inmersiones en sacarosasdurante 15 dias,
concordando con lo reportado por Frias-Quintana et al (2016) donde muestran una
actividad mayor de las proteasas acidas (pepsina) del estbmago por‘encima de las
proteasas alcalinas intestinales en larvas de A. tropicus alimentadas-eon<15% de
almidén de maiz en la dieta, asegurando que la digestibilidad acida en elestémago
tiende a producir una mejoria en la hidrdlisis de proteinas y carbohidratos,‘al(igual
qgue en estudios realizados en el atun rojo (Thunnus thynnus) (Essed et al., 2002);
por lo tanto, el resultado de tener una mayor actividad proteasa acida indica'la

presencia de un estomago y glandulas funcionales bien desarrolladas lo cual es
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caragcteristico de especies monogastricas (Frias-Quintana et al., 2010, 2016;
Moyano,; 1996; Wang et al., 2006). Esto demuestra que las proteasas acidas actian
mejor en’ inmersiones prolongadas debido a la maduracion de los enterocitos en el
intestino, los=cuales terminan la absorcién de los nutrientes ingeridos (Infante y
Cahu, 2001)

Por otra parte, el'aumento de la actividad de proteasas alcalinas en respuesta al
incremento de la dasis-de sacarosa (5%) en los organismos de A. tropicus, coincide
con lo informado por Frias-Quintana et al. (2016) quienes sefalan que al aumentar
la cantidad de almidon de‘maiz en la dieta del pejelagarto existe un incremento de
la actividad de endoproteasas-alcalinas como tripsina y quimotripsina, asi como las
exopeptidasas como leucina aminopeptidasa y carboexopeptidasa las cuales tienen
presencia desde periodos post-eclosion, al igual que en especies como Anoplarchus
purpurescens y Sander lucioperca (Chan et al., 2004; Hamza et al, 2007). De igual
forma, el aumento o disminuciones en las actividades de estas enzimas se han
usado para determinar la calidad nutricional mediante la maduraciéon en los
enterocitos en larvas de lubina europea (Dicentrarchus labrax), tilapia (Orecromis
niloticus), mojarra castarrica (Cichlasoma urophthalmus) dependiendo la cantidad
suministrada en la dieta (Hakim et al., 2007; Lopez-Ramirez et al. 2010).

De igual forma, se evaluo la actividad de a-amilasa‘la cual ha mostrado un efecto
positivo a la inclusion de carbohidratos en las dietas de los peces (Polakof et al.,
2012). En mamiferos, esta enzima se produce en ‘las células salivales y
pancreaticas, hasta ahora en los peces la presencia de la a-amilasa ha sido descrita
en el pancreas exocrino (Krogdahl et al., 2005) donde la capacidad de esta enzima
para hidrolizar polisacaridos consumidos a través de la dieta ha tenido mayor
eficiencia en especies herbivoras y omnivoras tales como la carpa comdn (Cyprinus
carpio) y la dorada (Carassius auratus) (Fernandez et al., 2001). En contraste a ello,
en las especies carnivoras esta enzima no ha tenido registros eficientes‘en la
digestibilidad de niveles altos de carbohidratos en las dietas suministradas come-lo

reportado por Krogdahl et al. (2005) en la trucha arcoiris (O. mykiss).
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En esta investigacion se observaron diferencias altamente significativas con
respecto a la dosis y la interaccion entre factores (dosis/tiempo), los organismos de
la dosissControl mostraron mayor actividad de amilasa en comparacién de las otras
dosis (2 yé5%); es importante destacar que los resultados también mostraron que
una dosis de.sacarosa (2%) aplicada en la etapa temprana tiende a disminuir los
niveles de amilasa en la etapa juvenil en los organismos de A. tropicus al
incrementarse los dias de exposicion, mientras la dosis al 5% aplicada por 15 dias
tiende a incrementar la actividad amilasa, lo cual sefiala una posible programacion
metabolica. Esto concuerdascon lo informado por Guerrero-Zarate et al. (2019) y por
Frias-Quintana et al (2016, 2017) donde la actividad de amilasa se expresa de
mayor manera a medida que~aumenta la inclusién de carbohidratos en dietas
suministradas. De igual forma, la'presencia de esta enzima ha sido sefialada como
un indicativo de la posibilidad de usan a los carbohidratos como fuente de energia
durante la alimentacion en etapas tempranas de los peces carnivoros, aungue aun

se requieren mas estudios (Cahu et al.,2004)

También se observé un aumento significative.en.la actividad de lipasas con respecto
a la dosis, donde los organismos expuestos: a inmersiones de 2% de sacarosa
mostraron menor actividad con respecto’a la desis 5%, teniendo asi a la dosis
control con la mayor presencia de actividad.de lipasas. Estudios anteriores también
indicaron la modificacion en la actividad de las lipasassal suministrar dietas con
carbohidratos, lo cual favorecen en los diversos procesos.metabolicos al impulsar
una buena digestion de lipidos y la posible absorcion de productos por medio de la
hidrélisis (Frias-Quintana et al., 2015) como se ha reportade’ en otras especies
(Comabella et al., 2006; Cuvier-Péres y Kestemont, 2002; Eusebio ‘et al., 2004;

Perez-Cassanova et al., 2006)

Sibien es cierto, se ha descrito la capacidad digestiva que tiene el pejelagarto desde
los 15 dias después de eclosion, asi como a lo largo de todo su desarrollo
ontogeénico hasta llegar a etapas adultas, esto fue concluido mediante el estudie-de
las actividades de enzimas proteoliticas, amilasas y lipasas en larvas de A. tropicus

(Frias-Quintana et al., 2010; Guerrero-Zarate et al., 2013). De acuerdo con esto, los
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resultados de la presente investigacion sefialan que el pejelagarto puede tener una
alteracion en el metabolismo intermediario a largo plazo en sus etapas por lo menos
hasta la“etapa juvenil al ser sometidos en inmersiones de sacarosa a diferentes

concentraciones durante un determinado periodo de tiempo.

Para ser considerado un organismo modelo en el estudio de enfermedades
humanas, este tiene que poseer caracteristicas fisiologicas similares en los tejidos
u 6rganos a estudiarse, asi como las diferentes afectaciones o cambios que
presenten por dicha enfermedad tal como como en algunos organismos teledsteos
como el pez cebra el cualsSe utilizé en un estudio de retinopatia diabética donde se

indujo hiperglicemia mediante4dnmersiones en glucosa (Glesson et al., 2007)

Debido a la capacidad de supervivencia del pejelagarto a las inmersiones en
sacarosa, la variacion en sangre deda concentracion de colesterol y triglicéridos en
respuesta al estimulo recibido en su etapa larval y la modificacion de actividades de
enzimas digestivas (proteasas, lipasas=y amilasas) mediante inmersiones
alternadas en sacarosa, y de acuérdo.con/los requisitos que se necesitan para que
una especie sea considerada organismo modelo, se propone al pejelagarto como
un nuevo modelo biomédico para investigaciones/en diabetes mellitus teniendo en
cuenta que no se tiene ningun registro de-la-utilizacion de esta especie como modelo

de enfermedades; siendo asi la primera investigacion-con respecto a este tema.
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7. CONCLUSION

En el desarrolio del pejelagarto, las concentraciones de colesterol y triglicéridos en
sangre varian enwrelacion con las inmersiones en carbohidratos recibidos en la etapa
de larvicultivo, sugitiendo una alteracion en las rutas metabdlicas de carbohidratos
y lipidos, y una posible_programaciéon metabodlica por medio de inmersiones en
sacarosa durante un periodo labil en el desarrollo de A. tropicus, teniendo asi la

primera evidencia de este tipo:

De igual forma, la inmersion en-carbohidratos durante la etapa inicial de desarrollo
modifica la actividad de las enzimassdigestivas (proteasas acidas y alcalinas, lipasas
y amilasas) las cuales contribuyen en-la digestibilidad de nutrientes por medio de
hidrolisis y la absorcion de losproductas«El resultado de las actividades de estas
enzimas muestra la posibilidad desusar los.Carbohidratos como fuente de energia
durante las primeras etapas de crecimiento delpejelagarto y una modificacion en el

metabolismo intermediario.

Teniendo en cuenta los resultados del presente estudio, y considerando que el
pejelagarto cumple con los diferentes requisitos para ser tomado como modelo
animal, se propone a este organismo como un nuevo modelo-hiomédico para futuros

estudios de los mecanismos, tratamientos y aplicaciones sobre diabetes mellitus.
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ANEXO 1. FASE EXPERIMENTAL, MUESTREO Y ANALISIS EN LABORATORIO

Fig.1 Sistema de recirculacion (RAS) Fig.2 Ultimo muestro

Fig. 3 Analisis de enzimas digestivas Fig.4 Medicién de absorbancia
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Fig.5 Dieta reto alta en carbohidrates Fig.6 Organismos de A. tropicus
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