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RESUMEN

El paiche (A. gigas) habita en la cuenca amazonica y es de los peces mas grandes del mundo.
A pesar de ser altamente demandado por la calidad de su carne, su cultivo enfrenta obstaculos
tecnoldgicos y problemas de sobreexplotacion. El higado es un 6rgano crucial en los
vertebrados, ya que actla como reserva energética y productor de factores como IGF1
principal promotor del crecimiento somatico en peces. El objetivo de este trabajo fue evaluar
coémo los cambios en el crecimiento afectan a la histologia hepética e intestinal, como
también en la expresion génica de IGF1, IGF2, GHR1 y GHR2 del paiche. Se distribuyeron
aleatoriamente 96 juveniles con pesos promedio de 198 g, en dos grupos: control (alimentado
diariamente) y tratados (dos semanas de ayuno seguidas de tres semanas de realimentacion).
Se tomaron medidas de peso y longitud semanalmente, asi como muestras de higado,
intestino y musculo. Las muestras para histologia se fijaron en solucién de Bouin, se
incluyeron en parafina y se tifleron con hematoxilina y eosina; las muestras para
transcriptdmica fueron sumergidas en RNAlater y almacenadas a -20°C hasta el momento
de la purificacion del ARN total. Los peces ayunados disminuyeron en peso e indice
hepatosomatico (p < 0.001), con una longitud menor a los controles (p < 0.001). Se observo
una reduccion en el tamafio de los hepatocitos y sus nlcleos, asi como un adelgazamiento
del didmetro y la capa muscular del intestino (p < 0.05), también se observaron signos de
atrofia y desorganizacion de las vellosidades intestinales, junto con una disminucién en la
cantidad de células calciformes. Por otra parte, la expresion hepatica fue principalmente
influenciada por la sobreexpresion de IGF1, mientras que la expresion del masculo fue en la
sobre expresion de GHR1. Sin embargo, la realimentacion permitio una recuperacion de los
parametros hepaticos e intestinales, lo que sugiere una alta capacidad de adaptacion y

resistencia del paiche al ayuno.

Palabras claves: Ayuno, expresion génica, higado, intestino, IGF1, paiche, realimentacion.



ABSTRACT

The paiche (A. gigas) inhabits the Amazon basin and is one of the largest fish in the world.
Despite being highly demanded for the quality of its meat, its cultivation faces technological
obstacles and problems of overexploitation. The liver is a crucial organ in vertebrates, since
it acts as an energy reserve and producer of factors such as IGF1, the main promoter of
somatic growth in fish. The objective of this work was to evaluate how changes in growth
affect the hepatic and intestinal histology, as well as the gene expression of IGF1, IGF2,
GHR1 and GHR2 in paiche. Ninety-six juveniles with average weights of 198 g were
randomly distributed into two groups: control (fed daily) and treated (two weeks of fasting
followed by three weeks of refeeding). Weight and length measurements were taken weekly,
as well as liver, intestine and muscle samples. Samples for histology were fixed in Bouin's
solution, embedded in kerosene and stained with hematoxylin and eosin; samples for
transcriptomics were immersed in RNAlater and stored at -20°C until the time of total RNA
purification. Fasted fish decreased in weight and hepatosomatic index (p < 0.001), with
shorter length than controls (p < 0.001). A reduction in the size of hepatocytes and their
nuclei was observed, as well as a thinning of the diameter and muscle layer of the intestine
(p < 0.05), signs of atrophy and disorganization of the intestinal villi were also observed,
along with a decrease in the number of calciform cells. On the other hand, hepatic expression
was mainly influenced by IGF1 overexpression, while muscle expression was in the
overexpression of GHR1. However, refeeding allowed a recovery of hepatic and intestinal
parameters, suggesting a high adaptive capacity and resistance of paiche to fasting.

Keywords: Fasting, gene expression, liver, intestine, IGF1, paiche, refeeding.
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1. INTRODUCCION

Arapaima gigas, conocido como paiche en Peru y pirarucu en Brasil, es considerado el
segundo pez escamado mas grande que habita en aguas continentales de América del sur y
el sexto pez escamado mas grande del mundo (Chu Koo et al., 2017, p. 14; Farias et al.,
2019, p. 17). De manera natural A. gigas, tiene una distribucién que abarca parte de las
Guyanas Yy el eje principal de los sistemas Ucayali-Amazonas y Tocantins en Brasil, Perd,
Colombia, Ecuador y Venezuela (Arantes et al., 2013, p. 1264), también fue introducido en

paises como Bolivia, Cuba, México, China, Singapur y Tailandia (FAO, 2012, p. 28).

El paiche es una especie ampliamente reconocida por su importancia cultural, social,
econdémica y ecologica (Cavole et al., 2015, p. 4), destaca ademas por su alto valor
nutricional y la excelente calidad de su carne (Fogaca et al., 2011, p. 97). Estos atributos
impulsaron la demanda a nivel nacional e internacional, lo que desencadené una serie de
impactos negativos, incluyendo la pesca excesiva, la degradacion de su hébitat y capturas
accidentales, estas actividades provocaron notables reducciones en las poblaciones naturales
del paiche y conduciéndolo a un estado de alta vulnerabilidad respecto a su posible extincion
(Imbiriba, 2001, p. 306; Castello et al., 2015, p. 590), por lo que la especie fue incluida en
el Apéndice Il de la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas
de Faunay Flora (CITES) por la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) (Rios, 2012, p. 105).

Dado el interés en la conservacion y el potencial del paiche para adaptarse y prosperar en
entornos controlados debido a su tolerancia a variaciones en la temperatura, pH vy
concentracion de oxigeno (Chu-Koo et al., 2009, p. 32), se ha promovido la acuicultura en
Brasil, Colombia y Perd, siendo en nuestro pais donde la produccion superé las 142 TM en
2016, de las cuales, aproximadamente 40 TM se exportaron a Estados Unidos, Francia y
Espafia (PRODUCE, 2016, pp. 146, 166). Sin embargo, la sostenibilidad de esta actividad
sigue siendo un desafio debido al elevado costo de alimentacion del paiche, que representa
el mayor gasto operativo (60% - 70% de los costos totales) y limita la rentabilidad del
negocio (Miranda et al., 2011, p. 241).

Por lo tanto, comprender los factores involucrados en la regulacion del crecimiento es de
gran importancia para la produccion acuicola. Al igual que en los mamiferos, la regulacion
endocrina del crecimiento en los teledsteos ocurre principalmente a través del eje hormona

del crecimiento (GH)/factor de crecimiento tipo insulina I (IGF1) (Picha et al., 2008, p.



201). GH es un importante regulador del crecimiento en los vertebrados y se expresa
principalmente en la hipofisis, aunque también se encuentra en tejidos extrahipofisarios, y
sus efectos bioldgicos dependen de la presencia de su receptor (GHR) en los tejidos diana,
principalmente el higado y el mdsculo (Yang et al., 1999, p. 132; Chang y Wong, 2009, p.
154). Otro factor importante es IGF1, el cual desempefia funciones fundamentales en el
desarrollo de los peces (Miandare et al., 2013, p. 45), ejerciendo una amplia variedad de
funciones como la regulacion del crecimiento mediada por GH, el desarrollo muscular,
osmorregulacion y hematopoyesis; y se expresa principalmente en el higado, asi como en el

musculo y el tejido 6seo (Funkenstein etal., 1997, p. 199).

El andlisis histoldgico de 6rganos diana es una valiosa herramienta para detectar alteraciones
en los tejidos debido a su alta sensibilidad y especificidad. El higado y el intestino son
organos relevantes en estas evaluaciones debido a su estrecha asociacion con los procesos
de crecimiento, donde el higado desempefia un papel fundamental en el metabolismo,
almacenamiento de nutrientes, desintoxicacién y porque actia como uno de los 6rganos
hematopoyéticos en los peces; mientras que el intestino, es crucial para la digestion y

absorcion de nutrientes (Mahony et al., 2016, p. 1344).

En la busqueda de optimizar la alimentacion en la acuicultura, se han implementado diversas
estrategias para mejorar la eficiencia de la alimentacién y los resultados productivos, estando
entre las convencionales el uso de bandejas de alimentacion, alimentadores automaticos,
suplementos alimenticios y la modificacién de la composicion del alimento. Actualmente se
practican la aplicacion de periodos cortos de ayuno seguidos de un periodo de realimentacion
que puede producir efectos beneficiosos en algunas especies. La reduccion controlada de la
racion de alimento es utilizado como una estrategia para obtener beneficios similares a los
obtenidos con una alimentacion constante, lo que permite optimizar el uso de los recursos
alimentarios, mejorar la eficiencia de la conversion alimenticia y minimizar posibles
impactos ambientales asociados a la sobrealimentacion (Castro y Ordinola, 2021, pp. 3-4;
Garcia, 2022, p. 5).

El ayuno y la realimentacion tienen una gran importancia practica, pues seria posible
implementar periodos controlados de ayuno, asi eliminando la alimentacion durante ciertos
dias, lo que conduce a un ahorro significativo de alimento y al mismo tiempo mejorar la
eficiencia en el suministro de alimento, lo que provocaria un crecimiento compensatorio,
clave en esta estrategia, pero sin comprometer el bienestar y desarrollo de los peces (Gomez
et al., 2016, p. 572; Castro y Ordinola, 2021, p. 6; Garcia, 2022, p. 20).
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En tal sentido, el analisis de los cambios que suceden en el higado e intestino, brindan
informacion valiosa sobre la eficacia del ayuno y la realimentacion para estimular el
crecimiento en el paiche, asi como para comprender los cambios morfologicos que influyen
en estos tejidos y su capacidad para promover o afectar el crecimiento (Caballero et al.,
2003, p. 337; Hurtado, 2009, p. 34; Giorgini et al., 2018, p. 6).

Por tanto, el comprender mejor los genes reguladores del crecimiento y sus efectos en A.
gigas durante el ayuno y la realimentacion podria ayudar a determinar el mejor régimen para
regular y mejorar su crecimiento y desarrollo, lo que seria beneficioso para la acuicultura de
esta especie. El objetivo de este estudio fue investigar como el protocolo de ayuno y posterior
realimentacion afectarian el crecimiento del paiche, cuantificando la expresion de genes
clave relacionados con el crecimiento, como IGF1/IGF2 y los receptores de la hormona de
crecimiento (GHRs), junto a analisis histoldgicos del higado e intestino, para evaluar los

cambios morfoldgicos relacionados con la regulacion del crecimiento.



2. MARCO TEORICO

2.1. Biologia de Arapaima gigas

El paiche es uno de los peces de agua dulce méas grandes del mundo, alcanza una longitud
superior a los 80 cm durante su primer afio de vida en el quinto afio puede llegar a medir
cerca de los 2 m y en condiciones favorables, el paiche puede llegar a tener una longitud
total de hasta 3 metros y un peso promedio de 200 kg. Estas caracteristicas lo convierten en
una especie con la tasa de crecimiento mas destacada dentro de los peces escamados
(Campos, 2001, p. 2; Imbiriba, 2001, p. 309; Arantes et al., 2010, p. 6; Watson, 2011, p. 40;
Chu Koo etal., 2017, p. 15).

La cabeza del paiche es proporcionalmente pequefia en comparacion con su cuerpo y
representa aproximadamente el 10% de su peso total. Tiene 58 placas de diferentes tamafios
que se distribuyen en la superficie de la cabeza, cada una con 6 a 8 agujeros en el borde
posterior, cuando esos agujeros son sometidos a presién, se libera una mucosidad
blanquecina que los nativos de la selva consideran como leche, de la cual se alimentan las
pequerias larvas mientras nadan en cardimenes cerca de las cabezas de los adultos (Imbiriba,
2001, p. 307).

El cuerpo del paiche se caracteriza por su morfologia alargada y ovalada, destacando la
presencia de escamas cicloideas grandes y gruesas. Los alevines y juveniles de paiche
exhiben un color negro, el cual se transforma en un tono marrén claro alrededor de los ocho
0 nueve meses de edad. En los adultos de paiche, la cabeza presenta un color marron,
mientras que el dorso se caracteriza por su color negro y la mitad posterior del cuerpo se
encuentra cubierta por escamas, las cuales, durante el periodo de reproduccion en los
machos, muestran un oscurecimiento marcado con bordes de color rojo oscuro (Campos,
2001, pp. 6-7; Garcia y Sugaya, 2015, p. 5; Chu et al., 2017, p. 37).

Las aletas pectorales del paiche se encuentran separadas de las aletas pélvicas, mientras que
las aletas dorsal y anal se ubican cerca a la aleta caudal. Asimismo, las aletas ventrales del
paiche adulto presentan manchas negras y amarillas dispuestas en ondas irregulares y las

aletas dorsal, anal y caudal cuentan con manchas claras (Dantas et al., 2021, p. 68).



2.2. Taxonomia

A. gigas se clasifica como una de las cinco especies de peces de aguas dulces tropicales
reconocidas por la comunidad cientifica, como parte de la familia Arapaimidae (Chu et al.,
2017, p. 13).

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Actinopterygii
Subclase: Teleostei
Orden: Osteoglossiformes
Suborden: Osteoglossoidei
Superfamilia: Osteoglossoidae
Familia: Arapaimidae
Geénero: Arapaima
Especie: Arapaima gigas (Cuvier, 1822)

A. gigas se ha considerado un género monotipico desde 1847; sin embargo, en base a nuevas
descripciones de las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas, se cree en la existencia
de hasta cuatro especies del género Arapaima: A. gigas, A. agassizii, A. mapae y A.
leptosoma; quedando aun por confirmar, la validez de una quinta especie denominada A.
arapaima (Stewart, 2013, pp. 474-475)

2.3.  Aspectos alimenticios

A. gigas, es un pez depredador que se alimenta principalmente de peces de menor tamafio
como boquichico (Prochilodus nigricans), mojarra (Tetragonopterus chalceus) vy
especialmente carachamas (Panaque schaeferi). La boca es de posicion superior, grande y
oblicua, y cuenta con muchos dientes relativamente pequefios y similares entre si. La lengua
estd bien desarrollada y se caracteriza por un hueso interno plano y ligeramente arqueado
Ilamado hioides, que mide entre 10 y 20 cm de largo y esta recubierto por numerosos conos
esmaltados pequefios pero resistentes. Ademas, en la boca tiene dos placas dseas laterales
que funcionan como verdaderos dientes, capaces de detener y matar a la presa antes de ser
tragada (Hurtado, 2009, p. 11; Chu et al., 2017, pp. 48-49). Captura a su presa mediante un
potente movimiento de succion y un rapido movimiento de cabeza. El paiche es activo

durante los amaneceres y atardeceres, ya que busca su alimento a lo largo de toda la columna



de agua, mientras que durante el dia busca refugio en la sombra para evitar el calor intenso
(Guerra et al., 2002, p. 35; Chu etal., 2017, p. 15).

2.4. Produccion

La actividad acuicola en la Amazonia peruana tuvo sus inicios en la década de 1940 con el
paiche, pero la captura intensiva de este pez, motivada por la alta calidad de su carne,
ocasiond una notable disminucion de su poblacion. Como respuesta a esta situacion, el
Estado peruano establecio areas protegidas para su conservacion y estudio, con el objetivo
de promover su explotacion de manera sostenible y fomentar su cultivo extensivo. Segln
Rebaza et al. (1999, p. 54), el paiche ha demostrado un notable potencial para la piscicultura
debido a su resistencia y adaptabilidad a las condiciones de cultivo, mostrando ademas un
excelente desempefio zootécnico en ambientes controlados, con un alto valor en el mercado
local. Ademas, presenta condiciones éptimas para la elaboracion de productos con valor
agregado, como carne, escamas Yy cuero (Alvan et al., 2017, p. 184; Delgado, 2019, p. 67).

Loreto y Ucayali son las regiones donde se ha dado el mayor crecimiento en la produccién
de carne y semillas de paiche (Fig. 1), lo que ha sido posible gracias a los significativos
avances en el conocimiento cientifico de la especie y al desarrollo tecnolégico en su cultivo.
Estos avances han sido liderados principalmente por el Instituto de Investigaciones de la
Amazonia peruana (I1AP) y por empresarios dedicados a la paichicultura, quienes han
contribuido al ajuste de la tecnologia de reproduccion y produccién (Alvan et al., 2017, pp.
183-184).
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Figura 01. Produccion de paiche en el periodo 2007 — 2016. Figura tomada de Alvan et al. (2017,
p. 186).



La incursion de productores e inversionistas privados ha desempefiado un papel importante
en el aumento de la produccion, expandiendo la actividad hacia otras regiones como Piura,
Lima y Tumbes. Ejemplos claros del creciente interés y del prometedor futuro de la
paichicultura en el pais son la participacion de importantes consorcios econémicos
nacionales, como el Grupo Hochschild (propietario de Acuicola Los Paiches S.A.C.), el
Grupo Favre (Acuicultura de Huaura S.A.C.) y Camposol S.A. (Grupo Marinazul S.A.)
(Alvan etal., 2017, p. 186).

El aumento gradual de la disponibilidad de semillas y la introduccién de una amplia variedad
de alimentos balanceados comerciales (como Purina, Nutrimix, Aquatech y Nicovita)
destinados a la alimentacién del paiche, han facilitado la incursion de inversionistas en la
produccion de esta especie en las localidades de Yurimaguas, lquitos y Pucallpa. Sin
embargo, su consumo esté principalmente dirigido a los estratos socioeconémicos medio y
alto, siendo menos comdn en los sectores de menores ingresos (Garcia y Sugaya, 2015, p.
45; Alvan etal., 2017, p. 187).
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Figura 02. Produccién mundial de paiche proveniente de la pesca y la acuicultura entre el
periodo de 2008 — 2018. Figura tomada de Del Carpio (2020, p. 29).

Entre 2010 al 2016, se obtuvieron 1.046,7 TM de carne de paiche en Loreto, generando un
movimiento econémico total de US$ 157,4 millones. El afio de mayor produccion fue 2011,
con421,2 TM (US$ 6,3 millones), en el mismo periodo en Ucayali, la cosecha de paiche fue
de 74 TM. En el afio 2014, la produccion mundial de paiche alcanz6 una produccion de
13’300 TM (Fig. 02), donde el 95,3% correspondio a Brasil y el 4,7% a Per( (227 TM/afio)
(Alvan etal., 2017, p. 188; Del Carpio, 2020, p. 28).



El mercado peruano y particularmente el mercado de Lima se presentan como espacios
prometedores para la comercializacion de la carne de A. gigas, aunque ain no lo
suficientemente amplios para impulsar plenamente la actividad (Bergleiter, 2002, p. 45).
Aungue el paiche es considerado como un producto destinado principalmente a la
exportacién, datos oficiales de PRODUCE (2016) indican que el 47,4% de la carne
proveniente de la acuicultura entre 2010 - 2015 (un poco mas de 632 TM) se comercializé

en el mercado interno (Fig. 03) (Garcia y Sugaya, 2015, p. 47; Alvan et al., 2017, p. 187).
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Figura 03. Producciéon mundial de carne de paiche en toneladas. Entre el periodo de 2008 — 2018.
Figura tomada de Del Carpio (2020, p. 28).

El paiche, al tener todas las caracteristicas necesarias para su produccién acuicola, presenta
una demanda en diversos mercados internacionales (Schaefer et al., 2012, p. 50). La
Asociacion de Exportadores del Peru ha identificado previamente mercados de interés, entre
ellos Estados Unidos, Alemania, Suiza, Chile, Espafia, Holanda, Francia, Bélgica y Emiratos
Arabes Unidos, siendo Estados Unidos el principal destino para la carne de paiche, con un
total de 284 TM exportadas en el periodo 2010-2015, con un valor total de US$ 4.02 millones
(Fig. 04) ( Schaefer etal., 2012, p. 51; Garcia y Sugaya, 2015, p. 45; PRODUCE, 2016, pp.
165-167; Chu Koo et al., 2017, p. 91).



Ademas, se estima que el precio inicial de introduccién para la venta de la carne de paiche
en el mercado europeo oscilaria entre los 25 y 40 US$/kg de carne fresca, de auerdo a las
expectativas del mercado internacional para este producto, como se ha observado en paises
como Bolivia, China, Cuba, México, Filipinas, Singapur y Tailandia (Garcia y Sugaya, 2015,
p. 48; PRODUCE, 2018, p.12; Del Carpio, 2020, pp. 29-32).
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Figura 04. Exportaciones peruanas de carne de paiche (TM) entre los periodos de 2010 — 2015.
Figura tomada de Alvan etal. (2017, p. 188).



2.5.  Sistema digestivo

La estructura basica del sistema digestivo en vertebrados consta de un tubo digestivo, que
inicia en la cavidad bucofaringea y se extiende a lo largo del cuerpo en forma de es6fago,
estdbmago e intestino, acompariado de 6rganos accesorios clave como el higado (Fig. 05) y
el pancreas y finaliza en el ano (Genten et al., 2009, p. 75).

F .

-
Figura 05. Cavidad abdominal de A. gigas. Higado (L) e intestino (G). Figura tomada de Scadeng
et al. (2020, p. 10)

2.4.1. Higado
2.4.1.1. Organizacion estructural del higado

El higado estd organizado en forma de tlbulos de hepatocitos, que contienen canaliculos,
conductos biliares o preductos como lumen, que estan completamente separados por
sinusoides, que junto con su espacio perisinusoidal (espacio de Disse) llenan los taneles o el
laberinto, el cual es similar a la de las aves y los reptiles, presentando sin embargo
caracteristicas que la diferencian de la de los mamiferos. Por ejemplo, en los higados de
mamiferos, los principales conductos biliares parenquimatosos (canaliculos) son cortos e
interconectados con estructuras transicionales (preductos biliares), y dentro de los tubulos
hepéticos, las células epiteliales biliares son abundantes (Fig. 06) (Baratta et al., 2009, p.
721).
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Figura 06. Esquema de un lobulillo hepético clasico de algunos mamiferos. Un lobulillo hepético
clésico con triadas portales (arteria hepatica, vena porta y conducto biliar) en cada una de las
esquinas. Los vasos sanguineos de las triadas portales envian ramas de distribucion a lo largo de los
lados del lobulillo, y estas ramas se abren en los sinusoides hepaticos. El eje largo del lobulillo esta
atravesado por la vénula hepatica terminal (vena central), que recibe sangre de los sinusoides
hepaticos (modificado de Ross y Pawlina, 2016, p. 631).

Por su parte en algunos teleosteos, el higado esta situado en la region media y anterior de la
cavidad abdominal y se divide en l6bulos que se relacionan con el intestino a lo largo de la

cavidad, se compone por un estroma y un parenquima:

- Estroma: corresponde al tejido de sostén, como la cépsula que recubre, protege e
individualiza al 6rgano. Desde la capsula se extienden septos hacia el interior, donde una

red de tejido conectivo laxo sostiene el parénquima (Torres et al., 2010, p. 709).

- Parénquima: est4d compuesto por dos componentes anatomicos: el hepatico y el
pancreatico. EI componente hepatico corresponde a una gldndula mixta compuesta por
hepatocitos con funcion endocrina y un sistema de conductos que drena la bilis, con

funcién exocrina (Radu et al., 2020, p. 18).

En algunos peces como el pez ajo, el lenguado inglés, la platija estrellada, el lenguado de
roca y el pez gato, se han observado los acinos de las células pancreaticas exocrinas, asi
como las células epiteliales centroacinares y ductulare, que se extienden a través del
compartimento estromal e incluyen las venas proximales y el sistema portal hepatico
(Hussein et al., 2023, p. 13).

11



En términos de unidad funcional, existen tres formas de describir la estructura del higado: el

lobulillo clasico, el lobulillo portal y el acino hepatico (Fig. 07) (McMillan y Harris, 2017,
p. 375).

El lobulillo clasico (Fig.07A): Estructura que es féacil de visualizar y se basa en la
distribucion de las ramas de la vena porta y la arteria hepatica dentro del higado. En el
centro del lobulillo, se encuentra una vénula relativamente grande conocida como vénula
hepética terminal o vena central, que sirve como punto de drenaje para los sinusoides
hepéticos (Lopez et al., 2020, p. 647).

El lobulillo portal (Fig 07B): Se define al trazar sus margenes exteriores mediante lineas
imaginarias entre tres venas centrales mas proximas a una triada portal, lo que delimita
una estructura triangular que incluye las porciones de los tres lobulillos clasicos que
secretan la bilis hacia su conducto biliar axial. Este concepto permite una descripcion de
la estructura del parénquima hepatico comparable a la de otras glandulas exocrinas
(Vicentini et al., 2005, p. 215).

El acino hepatico (Fig. 07C): Que se forma a partir de la union de lineas imaginarias
trazadas desde dos espacios portales hacia las dos venas centrales adyacentes, ya que
recibe irrigacion sanguinea a través de ramas terminales tanto de la vena porta como de

la arteria hepética. Esta unidad estructural proporciona la mejor correlacion entre la

perfusion sanguinea, la actividad metabdlica y la patologia hepatica (Torres et al., 2010,
p. 709).
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Figura 07. Unidades morfofuncionales hepéticas de A. gigas. A). El lobulillo clasico (sombreado

rojizo) obtenido al unir varios triadas portales (PT) en torno a una vena central del lobulillo (CV);
B). El lobulillo portal (sombreado blanco) obtenido al unir tres venas centrales; C). El acino hepético
(sombreado azul) obtenido por la union de lineas imaginarias trazadas desde dos espacios portales
hacia las dos venas centrales.
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2.4.1.2. Fisiologia del higado

El higado de los peces desempefia funciones que en los mamiferos son realizadas con el
pancreas, donde ocurre la captacion, almacenamiento y distribucion de nutrientes y
vitaminas al torrente sanguineo, y en la degradacién de sustancias toxicas y farmacos (Ross
y Pawlina, 2016, p. 626).

El higado también es importante en el metabolismo de los hidratos de carbono, ya que
mantiene un suministro adecuado de nutrientes para los procesos celulares, y en el
metabolismo de la glucosa, donde el higado fosforila la glucosa absorbida del tracto
gastrointestinal para convertirla en glucosa-6-fosfato, lo que segun las necesidades
energéticas, se almacena en el higado en forma de glucdgeno o se utiliza en las vias
glucoliticas, esto durante eventos como el ayuno, degradandose mediante la glucogendlisis
y liberando glucosa al torrente sanguineo para cubrir las necesidades energéticas (Karatas,
2018, p. 1726).

El higado, cumple multiples funciones tanto exocrinas como endocrinas en el organismo. En
su rol exocrino, el higado despliega una actividad destacada al sintetizar y secretar la bilis,
una secrecion compleja que consta de sales biliares, fosfolipidos y colesterol, esencial para
la digestion y absorcion de grasas que se almacena en la vesicula biliar y se libera en el
intestino en respuesta a la ingesta de alimentos, contribuyendo asi al proceso de

emulsificacion y absorcion de lipidos (Ross y Pawlina, 2016, p. 626).
En su rol endocrino el higado desempefia importantes funciones como:

- Modificar la estructura y funcion de varias hormonas. Por ejemplo, amplifica la accion
de la GH mediante la produccién de IGF1. También degrada hormonas pancreaticas
como la insulina y el glucagén (Ross y Pawlina, 2016, p. 629).

- Produccion y secrecion de proteinas plasmaticas circulantes como: albiminas,

lipoproteinas, y glucoproteinas (Ross y Pawlina, 2016, p. 627).
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2.4.1.3. Citotipos hepaticos

Los teledsteos muestran diversos citotipos en el higado, tales como los hepatocitos, células
endoteliales (células epiteliales especializadas que recubren las ramas intrahepéticas de la
vena porta, la arteria hepatica y las derivaciones de la vena hepatica), células estrelladas
hepaticas o células Ito (células del tejido conectivo del higado situadas cerca de los
sinusoides hepaticos), células de Kupffer (macrdfagos fagociticos residentes en el higado) y
celulas mesoteliales (se incorporan como revestimiento de la superficie externa del higado).
En algunos peces, se encuentran acinos de las células pancreéticas exocrinas, conocido como

hepatopancreas (Radu et al., 2020, p. 19).
a. Hepatocitos

Los hepatocitos caracterizados por ser células poliédricas y grandes con un nucleo redondo
que contiene un nucléolo distintivo, constituyen aproximadamente el 80% de las células
hepaticas en los teledsteos, y se organizan en cordones o0 acumulos junto con los sinusoides,
que forman placas celulares anastomosadas en el I6bulo hepético. Asociadas a los sinusoides
se encuentran las células de Kupffer, que forman parte del sistema reticulo endotelial y

constituyen la primera linea de defensa inmunitaria del higado (Torres et al., 2010, p. 707).

La membrana celular del hepatocito se evagina en sus superficies laterales, formando
microvellosidades que se proyectan hacia el espacio perisinusoidal de Disse, permitiendo la
difusion de sustancias metabolizadas hacia los sinusoides y luego hacia la vena central en el
centro de cada lobulillo. Estas venas centrales se anastomosan formando la vena hepatica,
que lleva la sangre hacia la circulacion general (Torres et al., 2010, p. 709).

A pesar de estar asociadas al aparato digestivo, los hepatocitos tienen una vida media
relativamente larga (5 meses) y una notable capacidad de regeneracion en casos de pérdida
de tejido hepatico debido a procesos hepatotoxicos, enfermedades o cambios en la dieta (Cao
etal., 2011, p. 1826).

Una caracteristica distintiva de los hepatocitos en comparacién con otros tipos de células
hepaticas residentes, es la presencia abundante de glucogeno, que se puede observar a través
de la tincion positiva con el reactivo de Schiff acido peryodico en la region celular y sus
membranas plasmaticas. No obstante, una reduccion en el contenido de glucdgeno y un
aumento relativo del reticulo endoplasmico rugoso (RGE), hacen que estas células muestren
una mayor basofilia durante los periodos de menor actividad sintética (Lemus et al., 2017,
p. 55).
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El reticulo endoplasmico rugoso (rER) generalmente predomina sobre el reticulo
endoplasmico liso (SER) en los hepatocitos (Fig. 08), y la proporcion entre ambos tipos varia
segun el estado fisioldgico y la posicion de los hepatocitos dentro del acino hepatico. rER
junto con los ribosomas libres, son responsables de la sintesis de albimina, fibrindgeno y
otras proteinas plasmaticas que son liberadas a la circulacion sanguinea (Ross y Pawlina,
2016, p. 638).

Los lisosomas acompafiados de hidrolasas intervienen especialmente en el metabolismo del
colesterol y de los lipidos, ademas regulan metabdlicos de la célula, cubren con diferentes
redes el ndcleo, la membrana celular y otros organulos como las gotas lipidicas y las
mitocondrias, y participan en los fendmenos de autofagia/lipofagia celular (Czaja, 2011, p.
6; K. Liuy Czaja, 2013, p. 4).
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Figura 08. Diagrama esquematico de una placa de hepatocitos interpuesta entre sinusoides
hepéticos. En un hepatocito cuboidal, se observa la localizacion y las caracteristicas de una célula
estrellada hepatica (célula Ito) Ilena de vacuolas citoplasmaticas que contienen vitamina A. Las
escasas fibras de colageno gue se encuentran en el espacio perisinusoidal (de Disse) son producidas
por las células Ito. Obsérvese que el macrofago sinusoidal estrellado (célula de Kupffer) forma parte
integrante del revestimiento sinusoidal (modificado de Ross y Pawlina, 2016, p. 637).
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b. Células endoteliales

Las células que componen la pared sinusoidal hepatica son celulas endoteliales aplanadas,
tienen una estructura Unica con poros y fenestraciones variables, formando una delgada
pared perforada (Carotti et al., 2020, p. 18). Su funcion principal incluye filtrar sangre,
regular el flujo sanguineo y facilitar el intercambio de nutrientes y desechos con otras células
hepaticas, también participan en la endocitosis, sintetizan diversas sustancias y desempefian
un papel en la regeneracion hepatica y la fibrosis (Ding et al., 2010, p. 6; Carotti et al., 2020,
p. 18).

c. Células estrelladas hepéticas o células de Ito

En los teleosteos, las células del tejido conectivo que se encuentran en el higado dentro del
espacio perisinusoidal de Disse son las células estrelladas hepaticas, también conocidas
como células de Ito que junto con los fibroblastos asociados al hilio, proporcionan soporte
estructural al higado. Las células Ito, al no almacenar grasa, se asemejan a los fibroblastos
en cuanto a su estructura, ya que ambas células presentan unas cisternas retiradas del rER
bien desarrollado, estas células han sido descritas en diversos peces y reptiles, presentando
citofilamentos contractiles que sugieren un papel en la regulacion del flujo sanguineo dentro
de los sinusoides debido a la orientacion de las células adiposas (Friedman, 2008, p. 133).
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d. Células de Kupffer

En algunas especies de teleosteos las células de Kupffer son una caracteristica tipica del
higado, presentan grandes nucleos vesiculares y numerosos procesos citoplasmaticos que se
proyectan hacia el lumen de los sinusoides (Narvaez et al., 2012, p. 258). Sin embargo, en
muchos teleodsteos, las células de Kupffer son poco comunes y apenas reconocibles en el
higado. Cuando estan presentes, muestran una fuerte actividad fagocitica, siendo asi la
primera linea de defensa contra el dafio hepéatico. De esta manera, las células de Kupffer
constituyen un complejo celular muy dinamico, capaz de contrarrestar los microorganismos
e identificar alteraciones en la integridad tisular (Karlmark et al., 2009, p. 273; Gomez et
al., 2015, p. 3).

Los centros melanomacrofagos (CMM) presentan una composicion heterogénea y se
distribuyen entre los hepatocitos, alrededor de los conductos biliares, en la adventicia de los
vasos sanguineos y asociados a los complejos pancreatico-venosos. Ademas, los
melanomacrdfagos se caracterizaban por presentar procesos similares a pseuddpodos y
nucleo excéntrico, y su citoplasma contenia numerosos granulos similares a la melanina
(Rocha etal., 1994, p. 248; Coimbra et al., 2007, p. 234; Sales et al., 2017, p. 10)

En algunos teledsteos, se observaron macréfagos intrahepaticos, células de Kupffer y centros
melanomacrdfagos en el higado. Los macréfagos que estan situados entre los hepatocitos,
presentan un citoplasma con lisosomas que aparecen como vesiculas pequefias y densas,
vacuolas fagociticas y fagosomas, que representaban grandes cuerpos densos con contenidos
heterogéneos (Narvaez et al., 2012, p. 256).

Las células de Kupffer son pleomorficas localizadas en los sinusoides hepaticos que se
proyectaban ligeramente hacia el lumen sinusoidal y establecen un estrecho contacto con las
celulas endoteliales. Estas células presentan superficies celulares irregulares y contienen
lisosomas, fagosomas vacuolares y algunas gotitas de grasa. Los nucleos de las células de
Kupffer estan indentados y a menudo tienen una localizacion excéntrica (Hussein et al.,
2023, p. 10).
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2.4.2. Intestino
2.4.2.1. Desarrollo del intestino

El desarrollo intestinal en los peces teledsteos se acompafia de numerosos cambios
morfoldgicos y funcionales. Las etapas iniciales del desarrollo en la mayoria de peces estan
influenciadas por los niveles de alimento enddgeno hasta la eclosion, aunque algunos peces
se desarrollan directamente hasta convertirse en juveniles con sistemas digestivos
completamente funcionales al nacer como en el caso de Anarhichas lupus (Falk-Petersen y
Hansen, 2001, p. 1476). De presentar una etapa larvaria, el canal alimentario en el momento
de la eclosion es un tubo simple ubicado dorsalmente al saco vitelino, con un epitelio
indiferenciado en los peces marinos con huevos pelagicos pequefios, o0 en proceso de
diferenciacion en peces con huevos demersales grandes como los salmonidos (Govoni et
al., 1986, p. 66).

Un ejemplo bien estudiado del desarrollo intestinal en peces es la lubina (Dicentrarchus
labrax), que posee un verdadero estdbmago. En las larvas recién eclosionadas, se presenta un
tubo intestinal recto con masculo liso, concluyendo la primera etapa cuando la bocay el ano
se abren a los 7 dias después de la eclosion (dph), donde el epitelio es en gran parte
indiferenciado, aunque se pueden observar algunas diferencias a nivel ultraestructural
(Garcia et al., 2001, p. 66).

En el lenguado japonés (Paralichthys olivaceus), el primordio estomacal se diferencia
durante la fase larvaria a los 20 a 30 dph, aunque la secrecion de pepsindgeno no comienza
hasta la metamorfosis (45 dph). Por otro lado, las enzimas digestivas pancreéticas, como el
tripsindgeno-1, comienzan a expresarse al primer dph, seguidas por la primera alimentacion

exogena a los 3 dph (Srivastava et al., 2002, p. 634).

Para el pez cebra (Danio rerio), que carece de estdbmago, el desarrollo del aparato digestivo
ocurre durante los estadios somiticos intermedios, en el cual el desarrollo morfologico del
intestino comienza después de la eclosion hasta la apertura de la boca, luego la apertura del
ano y finaliza con la remodelacion, compartimentacion y diferenciacion del epitelio
intestinal (Wallace y Pack, 2003, p. 23). Del mismo modo, en el caso de medaka (Oryzias
latipes), que también carece de estdmago, el desarrollo general del intestino es similar al del
pez cebra, excepto que la formacion del tubo comienza tanto en la porcidn anterior como en
la posterior, donde el endodermo contribuye en gran medida al desarrollo embrionario del
intestino (Iwamatsu, 2004, p. 605; Kobayashi et al., 2006, p. 293).
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En los mamiferos, el tubo endodérmico primitivo se forma en los primeros estadios de los
somitos. El epitelio digestivo se origina a partir del endodermo intestinal, mientras que el
mesénquima da lugar al musculo y al tejido conectivo, en peces modelo como, medaka y pez
cebra, la faringe y el eso6fago se desarrollan de manera independiente a la morfogénesis del
intestino rostral (Wallace y Pack, 2003, p. 22; Kobayashi et al., 2006, p. 292).

2.4.2.2. Organizacion estructural del intestino

A diferencia de los mamiferos, en los peces no existe una distincion evidente entre el
intestino delgado y el grueso. El tracto gastrointestinal de los peces puede dividirse en cuatro
regiones topograficas: el intestino cefalico, el intestino anterior, el intestino medio y el
intestino posterior (Santos et al., 2024, pp. 856-857).

- El intestino cefalico: esta formado por la boca y la faringe, y su funcion es obtener y
procesar mecanicamente los alimentos (Evans y Claiborne, 2005, p. 551).

- El intestino anterior: que incluye el esdfago y el estbmago, es donde comienza la
digestion quimica de los alimentos, aunque en algunos peces la degradaciéon de los
alimentos puede ocurrir parcial o totalmente en el estbmago.

- El intestino medio: constituye la mayor proporcion de la longitud intestinal, y es donde
continda la digestion quimica y se produce principalmente la absorcion.

- El intestino posterior: es la parte final del intestino, incluyendo el recto, aunque en
algunos casos no existe una distincion morfologica clara entre el intestino medio y el

posterior (Wilson y Castro, 2010, p. 3).

La pared intestinal, que se extiende radialmente desde el intestino anterior al posterior, esta

compuesta por cuatro capas concéntricas (Fig. 09).

- Lamucosa del tubo digestivo de los peces presenta caracteristicas distintas, como el
epitelio cilindrico simple, las células caliciformes y las glandulas gastricas, son
adaptaciones evolutivas que permiten a los peces habitar entornos diversos y tener
una amplia variedad de habitos alimentarios (Ortiz et al., 2024, p. 7).

- La submucosa es otra capa de tejido conectivo laxo que cumple funciones vitales
como: proporcionar soporte a las capas del tubo digestivo y permitir la flexibilidad
y distension necesarias para una absorcion 6ptima de los nutrientes, las numerosas
fibras de colageno, aumentan su capacidad para sostener eficazmente las capas

mucosas. Ademas, en peces como Trichomycterus bogotensis, la submucosa
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contribuye a los mecanismos de defensa inmunitaria a través del tejido linfoide
asociado al intestino (GALT) (Ortiz etal., 2024, p. 7).

- Lacapa muscular estd compuesta por musculo liso dispuesto en direcciones circular
interna y longitudinal eterna, debido a su funcidn principalmente absorbente y leves
movimientos peristalticos, facilita la disrupcion fisica del alimento y la mezcla de
las secreciones gastricas, tipicas de las especies con habitos alimentarios carnivoros,
por ende, es menos gruesa comparada a la capa muscular del estémago (Ortiz etal.,
2024, p. 7).

- La capa serosa estd compuesta por células mesoteliales y tejido conectivo laxo que
contiene vasos sanguineos y solo se encuentra dentro de la cavidad celémica
(Wilson y Castro, 2010, p. 15; Rodrigues y Cargnin, 2017, p. 954).
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Figura 09. Las principales capas del intestino en teledsteos. Desde la superficie luminal interna
hacia fuera, son la mucosa, la submucosa, la capa muscular y la serosa.
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2.4.2.3. Morfologia intestinal

La funcion principal del intestino en los peces es finalizar los procesos digestivos iniciados
en el estbmago y absorber los nutrientes, y para conseguirlo, aumentan la superficie intestinal
mediante el plegamiento de la mucosa y la ampliacion de la membrana plasmatica apical
(Genten et al., 2009, p. 76).

La longitud intestinal en peces es variable y suele estar relacionada con diversos factores,
como los habitos alimentarios, el tamafio ( en masa y longitud), la forma del cuerpo, la
historia reciente de alimentacion (hambriento/alimentado), la ontogenia y la filogenia (Evans
y Claiborne, 2005, p. 58). Las especies carnivoras tienden a tener intestinos mas cortos que
los peces herbivoros, y estos Gltimos suelen presentar un extenso enrollamiento del intestino,
lo cual se cree que permite el procesamiento posterior de elementos relativamente dificiles
de digerir. No obstante, en los peces omnivoros no existe una relacion clara entre el grado

de herbivoria o carnivoria y la morfologia intestinal (Evans y Claiborne, 2005, p. 60).

En tele6steos con intestino largo como los Cyprinidae y los Loricadae, puede observarse
varias disposiciones de valvulas en bucle y en espiral. En cambio en los Cobitidae,
Salmonidae y Agnathans, Gnicamente se observan intestinos cortos y rectos, sin bucles ni

valvulas espirales (Wilson y Castro, 2010, p. 14).

Ruiz (2010, p. 60), sostiene que no existen relaciones claras entre la morfologia intestinal y
el tipo de alimentacidn, y que no es posible extraer conclusiones sobre una a partir de la otra,
ya que factores como la calidad de la dieta y la eficiencia de la digestién también influyen

en la morfologia intestinal.

Un estudio realizado por Day et al. (2014, pp. 506-507), que examino la superficie total del
intestino en tres especies con distintos habitos alimentarios: Ictalurus punctatus (omnivora),
Micropterus salmoides (carnivora) y Ctenopharyngodon idella (herbivora), y al comparar
individuos del mismo tamafio, encontr6 diferencias en la superficie total, a pesar de las
variaciones en la longitud intestinal entre especies. Esto sugiere que, existe una

compensacion mediante un mayor plegamiento para acomodar las diferencias de longitud.
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En la mayoria de los teledsteos, el inicio del intestino posterior se caracteriza por la presencia
de una véalvula "ileorrectal™ o un engrosamiento de la capa muscular circular, un cambio
repentino en el didmetro del intestino y/o el patron de plegamiento de la mucosa, sin embargo
estas caracteristicas s6lo se dan en algunos teledsteos, por lo general en los peces suelen ser
corto y no observarse subdivisiones, terminando en el recto con un esfinter muscular que se
abre en la cloaca (Ruiz, 2010, p. 54).

Las vellosidades intestinales

Las vellosidades intestinales forman parte esencial del aparato digestivo de los peces, son
proyecciones en forma de dedo de la mucosa intestinal, y estdn compuestas por una capa de
células epiteliales y un nacleo de tejido conectivo que contiene vasos sanguineos y linfaticos,
aunque la formay el tamafio de las vellosidades intestinales pueden variar significativamente
entre las diferentes especies de peces. Algunas especies de peces 6seos tienen una superficie
intestinal relativamente lisa, mientras que otras presentan pliegues longitudinales o con
patrones complejos, y otras tienen vellosidades, similares a las de los vertebrados superiores
(Fig. 10) (Genten et al., 2009, p. 76).

En los peces no existen verdaderas glandulas de Lieberkiihn entre el epitelio de las
vellosidades y las invaginaciones tubulares simples de la superficie del intestino, excepto en
los bacalaos, que tienen glandulas que se parecen a estas criptas (BoCina et al., 2017, p. 90).
En los mamiferos, las criptas albergan células inmunitarias de Paneth, se encargan de la
secrecion de liquido intestinal, algo similar se observd en Anarhichas lupus, donde las
células madre se encuentran en la base de los pliegues intestinales primarios y/o secundarios
(Hellberg y Bjerkas, 2000, pp. 294-295).
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Figura 10. Vellosidades intestinales en teledsteos. Diagrama de las vellosidades intestinales que

muestra la chapa estriada del epitelio que recubre las vellosidades. Obsérvense las criptas, los
enterocitos con sus respectivos nicleos y las microvellosidades.

2.4.2.4. Citotipos intestinales

En este tejido epitelial del intestino se encuentran diferentes tipos celulares, los enterocitos,
las células caliciformes, los linfocitos, las células enteroendocrinas, células zimdgenas,
celulas rodetes y células ciliadas, distribuidas por todo el epitelio (Fig. 11). El epitelio
columnar que predomina en el epitelio intestinal, tiene una apariencia relativamente

homogénea, aungue muestra diferenciacion regional (Gao et al., 2022, p. 2).
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Figura 11. Tipos de células que derivan de las células madre basales en teledsteos. Las células
madre basales dan lugar a cuatro lineas de células epiteliales que recubren el epitelio de los
mamiferos y teledsteos, que adoptan su forma madura a medida que ascienden por las vellosidades
(modificado de McMillan y Harris, 2017, p. 346).

a. Enterocitos

Los enterocitos suelen tener una morfologia tipica, siendo altos y estrechos con ndcleos
alargados situados debajo de la mitad de la célula, con mitocondrias en las regiones apical y
basal, ademéas de presentar una chapa estriada bien desarrollada y estructuras laminares
paralelas a la membrana plasmatica lateral (Fig. 12) (Dépido et al., 2004, p. 21), que se
anastomosan con la membrana basolateral, formando un laberinto basal que aumenta la
superficie basolateral, como demostraron De Ruiter et al. (1985, p. 197), mediante
microscopia electronica de barrido de fractura por congelacion. Cabe sefialar que los peces
en general carecen de las interdigitaciones laterales caracteristicas de los enterocitos de los

mamiferos (Langille y Youson, 1984, pp. 147-149).

La membrana apical de los enterocitos se caracteriza por la presencia de microvellosidades,

que forman un marcado borde en cepillo visible al microscopio optico denominada chapa
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estriada la que contribuye con mas del 90% de la superficie intestinal total y desempefia un

papel critico en la interfaz digestiva/absortiva (Savi¢ et al., 2012, p. 329).
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Figura 12. Diagrama de un enterocito en teledsteos. Esta célula tiene un borde estriado en su
superficie apical y complejos de unién que sellan el lumen del intestino del espacio intercelular
lateral. Se observan las vesiculas del reticulo endoplasmico liso (SER) y del reticulo endoplasmatico
rugoso (rER) en la porcion apical de la célula, y la presencia de vasos linfaticos (verde) y/o
sanguineos (rojo)

b. Células caliciforme

Las células caliciformes cuya denominacion se deriva de su forma caliciforme son el tipo
predominante de células mucosas que se encuentran en los intestinos de los peces. El nicleo
esta situado en la base conica de la célula, que se ensancha y luego se contrae para formar
un poro apical a través del cual se libera el moco (Fig. 13). Estas células se caracterizan por
la abundancia de granulos de mucina y pueden variar en densidad electrénica cuando se
observan mediante microscopia electronica de transmision. La mayoria de las células
caliciformes contienen sialomucina acida como componente principal, aunque en menor

cantidad también se encuentran sulfomucinas (Xiong et al., 2011, p. 167).
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Figura 13. Diagrama de una célula caliciforme en teleésteos. La célula descansa sobre la
lamina basal. La porcion basal de la célula contiene el ndcleo, el reticulo endoplasmico
rugoso (rER) y las mitocondrias. Los grandes granulos de mucinogeno llenan la mayor parte
de la porcion apical de la célula y constituyen colectivamente la "copa mucosa" que se
observa al microscopio oOptico. ElI nucleo se encuentra en la parte basal de la célula
(modificado de Ross y Pawlina, 2016, p. 590).

c. Células enteroendocrinas

Las células enteroendocrinas cuya identificacion se da por la presencia de vesiculas
secretoras distintas en su citoplasma, se encuentran en el epitelio del tracto gastrointestinal
de todos los peces. Los subtipos se clasifican segln su posicion relativa dentro del epitelio,
siendo el de tipo abierto la que se extiende hasta la membrana apical, mientras que el de tipo
cerrado no lo hace. Ademas, se clasifican segun las diferencias en la morfologia de los
granulos secretores (tamafio, forma y densidad electronica) y la expresion de sustancias

neuroendocrinas por inmunohistoquimica (Holmgren y Olsson, 2009, pp. 468-471).
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d. Células ciliadas, zimdgenas y rodetes

Las células ciliadas pueden encontrarse en los epitelios intestinales de las lampreas, los peces
cartilaginosos y los peces pulmonados, asi como en las primeras fases del ciclo vital de
ciertos peces 6seos, y se consideran una condicion primitiva, aunque estén ausentes en los
mixinos. En las lampreas, las células ciliadas se agrupan de 3 a 5 células y, aparte de la
presencia de cilios, son similares a las células absorbentes adyacentes (Smith et al., 2023, p.
1).

Las células zimdgenas intestinales se caracterizan por presentar granulos de ""zimdgeno™ de
alta densidad electronica en la regién apical , asi como por la presencia de mitocondrias
alargadas, al igual que un reticulo endoplasmico y aparato de Golgi bien desarrollados en la

region supranuclear (Lee et al., 2022, p. 828).

Las células rodetes son un tipo celular enigmatico que se encuentra en los epitelios del tracto
gastrointestinal y otros 6rganos en una amplia variedad de peces teledsteos, aunque la
presencia no siempre es consistente entre individuos de una misma especie. Estas células
tienen forma ovoidal, con un nucleo situado basalmente, con una amplia capa fibrosa bajo
la membrana plasmatica y grandes granulos citoplasmaticos en forma de bastoncillos
(Manera y Dezfuli, 2004, pp. 608-609; Reite, 2005, p. 263).
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2.6. Ayunoy realimentacion

En la naturaleza, el ayuno ocurre habitualmente en los organismos acuéticos debido a la
escasez 0 ausencia de alimento, fendbmenos meteoroldgicos o ciertas fases de su ciclo
reproductivo, pudiendo los animales reestructurar su metabolismo al movilizar las reservas
energéticas para compensar las pérdidas del catabolismo. Sin embargo, muchas especies han
desarrollado la capacidad para adaptarse y resistir a una amplia gama de estrés, incluido el
que produce la falta de alimento (Nebo, 2015, p. 27; Lu et al., 2019, p. 18; Huanca, 2020,
p. 10; Castro y Ordinola, 2021, p. 4; Garcia, 2022, p. 6).

Las estrategias de alimentacion en la acuicultura que buscan optimizar el uso de alimento y
mano de obra, asi como para mejorar los problemas de calidad del agua, reducir el estrés
debido al manejo y minimizar los brotes de enfermedades, son utilizadas de manera
empirica, ya que la informacion profesional no llega a la mayoria de los productores
(Huanca, 2020, pp. 1; 10).

En la acuicultura, la restriccion alimentaria se aplica artificialmente para inducir
artificialmente un crecimiento compensatorio en los peces de cultivo, pero sin afectar su
crecimiento y desarrollo (Montrezor y Urbinati, 2017, p. 62). Este fendmeno representa una
estrategia eficaz para controlar el contenido de grasa corporal de los animales cultivados y
mejorar la calidad de su dieta, lo que resulta beneficioso para aumentar la ingesta y
utilizacion de alimentos. Ademas, el ayuno puede proporcionar informacion sobre procesos
fisiologicos sin interferencia de otros factores implicados en la digestion y absorcién de
nutrientes. Asimismo, ayuda a prevenir posibles dafios a la salud de los peces, optimizando

asi su produccion (Garcia, 2022, p. 19).

En el caso del paiche, se podra determinar si tiene un crecimiento compensatorio durante el
periodo de realimentacion, es decir, un aumento acelerado en su crecimiento después de un
periodo de detencion, resultados que para esta especie tendrian implicaciones directas en su
manejo (Gomez et al., 2016, p. 573).
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2.7.  Crecimiento compensatorio

El crecimiento somatico en los vertebrados es un proceso bioldgico que implica un cambio
de tamafio a lo largo del tiempo, abarcando tanto la masa como la longitud corporal
(Beckman, 2011, p. 234; Pastor, 2021, p. 36). Aunque un aumento en la masa o longitud
reflejan un crecimiento somatico, son procesos bioldgicos distintos pero coordinados entre
si (Lavajoo et al., 2020, p. 6).

Existen otros pardmetros de crecimiento utilizados habitualmente, como el factor de
condicién (FC), que esté relacionado con la longitud y el peso del animal, el cual es un
indicador de la forma y el estado general de los peces. Otro indicador es la tasa de
crecimiento especifica (SGR), que se refiere al aumento del peso corporal en un periodo
determinado de tiempo (generalmente en dias). Sin embargo, es importante examinar

previamente los supuestos en los que se basa este indicador (Ali et al., 2003, p. 179).

El crecimiento compensatorio, referido al restablecimiento de las condiciones favorables
luego de un periodo desfavorable, es una fase de crecimiento acelerado que se produce en
los teledsteos y puede estar directamente influenciado por factores ambientales como
cambios en el fotoperiodo, interacciones entre individuos de la misma especie y la
disponibilidad de alimentos durante el periodo de realimentacion después de un periodo
prolongado de ayuno (Ali et al., 2003, p. 158; Won y Borski, 2013, p. 6).
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2.8.  Eje neuroendocrino del crecimiento

El sistema endocrino junto con el sistema nervioso comprende una interaccion que forma un
sistema complejo y altamente regulado denominado como sistema neuroendocrino, que
desempefia un papel fundamental en el control y la regulacion de procesos como el
crecimiento, el metabolismo, la reproduccion y la homeostasis, integrando y coordinando
diversos grupos celulares en un organismo; principalmente el eje hipotalamo-hipéfisis-tejido
somatico, a través de una serie de sefiales y retroalimentaciones, controla la produccion y
liberacion de hormonas y factores de crecimiento que actian como mensajeros en el sistema,
estos pueden actuar de manera local o ser transportados a través de la circulacion hacia los

organos diana (Canosa et al., 2007, p. 2; Cerda y Canosa, 2009, pp. 4-5).

Entre los factores de crecimiento que desempefian un papel destacado en la promocion del
crecimiento somatico en vertebrados se encuentran IGF1, IGF2 y GH. Sin embargo, las
acciones de estas hormonas pueden influir en diferentes tipos celulares, lo cual tiene
implicancias significativas en procesos fundamentales como el crecimiento, la
diferenciacion, el metabolismo y la expresion genica. El eje GH/IGF tiene una accion local
a través de mecanismos autocrinos y/o paracrinos debido a la expresién de los ligandos y sus
receptores en varios tejidos, ademas del mecanismo endocrino convencional (Sanchez, 2023,
p. 102).

2.8.1. Hormona de crecimiento (GH)

GH desempefia un papel de gran relevancia en la regulacién del crecimiento en los
vertebrados, el cual esté ligado a la presencia de GHR en los principales tejidos diana como
lo son el higado y el musculo esquelético, en donde, la interaccion entre la hormona y su
receptor desencadena una serie de respuestas fisioldgicas y metabolicas que contribuyen al

crecimiento y desarrollo adecuados del organismo (Chang y Wong, 2009, p. 154).

El crecimiento es estimulado principalmente por GH, la que presenta una regulacion
multifactorial; es decir, que tanto la sintesis como la liberacién de GH al torrente sanguineo
por parte de la hipdfisis, estan sujetas a la regulacion de multiples factores hipotalamicos
(Duan, 1998, p. 311; Wood et al., 2005, p. 2358).

GH pertenece a la familia de hormonas hipofisarias GH/prolactina/somatolactina y en tejidos
como el higado, actlia directamente aumentando el tamafio de las células y promoviendo la
mitosis. Ademas, indirectamente estimula la produccion y liberacion de IGF-1 en el higado
(Fukada et al., 2005, p. 2359).
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2.8.2. Factor de crecimiento tipo insulina | (IGF1)

Los IGFs, estructural y funcionalmente, estan relacionados con la insulina, pero tienen una
mayor capacidad para promover el crecimiento (Wood et al., 2005, p. 228), siendo su
principal funcion la regulacion metabdlica de proteinas, lipidos, carbohidratos y minerales,
asi como en el crecimiento somatico, la diferenciacion y proliferacion celular (Sadowski et
al., 2001, p. 3898).

La via principal de regulacién de IGF1 se lleva a cabo a través de la accion inductora de GH,
que estimula su produccion y liberacion tanto en el higado como en otros tejidos. Una vez
que GH es secretada al torrente sanguineo y llega al higado, se produce la sintesis de IGF1
en los hepatocitos. Posteriormente, IGF1 es liberado en la sangre, ejerciendo su efecto en los
tejidos periféricos para promover el crecimiento y la diferenciacion celular ( Pierce et al.,
2004, p. 408; Franz et al., 2016, p. 6).

Aunque muchos efectos del crecimiento inducidos por GH estan mediados por IGF1, existen
otros factores que pueden influir, tales como las hormonas reguladoras insulina, hormona
tiroidea y hormonas sexuales, la nutricion (una dieta rica en proteinas puede incrementar los
niveles de IGF1), otros factores de crecimiento y citocina. Cabe destacar, que la
retroalimentacion negativa de IGF1, constituye otro mecanismo regulador importante ya que
altos niveles de IGF1 puede inhibir la liberacion de GH, provocando asi su propia reduccién
(Fig. 14) (Frost et al., 2002, p. 502).
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(modificado de Roith et al., 2001).

2.8.3. Receptor de la hormona de crecimiento (GHR)

El GHR es un componente clave de la via neuroendocrina del crecimiento y media los
efectos bioldgicos de la GH en los tejidos blanco, como el higado y el musculo, regulando
la expresion de los IGF y otros elementos downstream, que en ultima instancia conducen al
crecimiento somatico y a la regulacién del metabolismo celular (Canosa et al., 2007, p. 11;
Duan et al., 2010, p. 348; Fuentes et al., 2011, p. 1540, 2012, p. 291; Delgadin, 2016, p.
86).

El GHR ha sido descrito en una variedad de vertebrados (Ellens et al., 2013, p. 227; Daza
y Larhammar, 2018, p. 30), pertenece a una familia de receptores citoquina tipo 1, que estan
involucrados en una variedad de procesos fisioldgicos, incluyendo el crecimiento postnatal,
corporal y tisular, asi como la sintesis de proteinas (Luzania, 2012, p. 35; Brooks et al.,
2014, p. 4). Estos son receptores de membrana de paso unico, con un dominio de union al
ligando (ECD) N-terminal, un dominio transmembrana (TMD) y un dominio intracelular
(ICD) de longitud variable hacia el extremo C-terminal (Moutoussamy et al., 1998, p. 5).

Para los peces en general, se han identificado dos grupos de receptores para GH, conocido
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como GHR1 y GHR2 (Pierce et al., 2005, p. 199; Saera-Vila et al., 2005, p. 198; Jiao et
al., 2006, p. 33; Benedito-Palos et al., 2007, p. 18).

2.8.3.1.Receptor de la hormona de crecimiento tipo I - Il (GHR1 - GHR2)

En los peces teledsteos, GHR1 y GHR2, son el producto de una duplicacion gendémica
especifica de peces, producida probablemente a principios de la evolucion de este grupo
(Saera-Vila et al., 2005, p. 11; Jiao et al., 2006, p. 33; Fukamachi y Meyer, 2007, p. 369).

GHR1 presenta de seis a siete residuos de cisteina en su dominio extracelular (ECD),
mientras que GHR2 contiene de cuatro a cinco residuos de cisteina. Cada receptor funcional
actGia como un homodimero, compuesto por dos cadenas polipeptidicas idénticas de un paso
de membrana (Van Den Eijnden et al., 2006, p. 3083).

Varios estudios en salménidos han encontrado que GHR1 y GHR2, tienen propiedades
similares a las del receptor tipo citoquina 1; diferenciandose por su motivo de unién al
ligando (Fukamachi y Meyer, 2007, p. 370). GHR1 es en realidad el receptor para la
somatolactina (Fukada et al., 2005, p. 2359), mientras que GHR2 es el receptor para GH
(Fukada et al., 2004, p. 69). En otras especies, hay pruebas que apoyan lo encontrado en
salmonidos, como la implicacion de somatolactina y GHR1 en los cambios de coloracion
mediados por el cromatoforo (Canepa et al., 2012, p. 56). Sin embargo, estudios en Danio
rerio y Acanthopagrus schlegeli han demostrado que la somatolactina no es un ligando para
GHR1, sino que GH se une especificamente a GHR1y GHR2 (Jiao etal., 2006, p. 33; Chen
etal., 2011, p. 6). Estudios recientes en Oryzias latipes demuestran que la mutacion bialélica
de GHR1 conduce a la inhibicion del crecimiento y afecta negativamente a la adaptacion de

la coloracion del entorno (Delgadin et al., 2020, p. 11).

No obstante, en A. gigas, hasta el momento mediante analisis bioinformaticos, solo se ha
caracterizado la forma 1 del receptor de la hormona del crecimiento (Prado y Val, 2015, p.
139), a diferencia de otros teledsteos, en donde se han identificado dos formas, lo que seria
posible y novedoso, dada la posicion basal de esta especie entre los teledsteos (Du et al.,
2019, p. 2).
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2.9. Factores que influyen en el eje neuroendocrino del crecimiento

Los peces pueden sobrevivir a largos periodos de restriccion en la ingesta de alimentos en
parte mediante la modulacion de la expresion de una serie de genes relacionados con el
sistema GH/IGF-1 (Wood et al., 2005, p. 252; Gabillard et al., 2006, p. 35), desviando asi la

energia a procesos fisioldgicos esenciales y reduciendo el crecimiento.

En los salmonidos y bagres (Pierce et al., 2005, p. 200; Peterson et al., 2009, p. 461,
Shimizu etal., 2009, p. 357), la reduccion en la tasa de crecimiento causada por la inanicién,
se correlaciona con los niveles disminuidos de IGF1 en el plasma; sin embargo, no se
observan cambios significativos en los niveles plasmaticos de GH ni en la expresidn hepética
de GHR e IGF1 (Fox et al., 2010, p. 578). A pesar de ello, se ha observado un aumento en
los niveles de GHR1 y GHR2 en el tejido muscular, al contrario de los niveles de IGF1 que
se ven disminuidos. Este aumento en los receptores de GH en el mdsculo, fue observado en
Sparus aurata y trucha arco iris (Saera-Vila et al., 2005, p. 13; Gabillard et al., 2006, p.
33), que sugiere que durante el ayuno prolongado, las reservas de energia se movilizan

principalmente desde el musculo esquelético (Fox et al., 2010, p. 578).

Experimentalmente, se ha demostrado en diversas especies de peces teledsteos, que GHR1
y GHR2 estan regulados de forma diferencial bajo diferentes condiciones como el ayuno
prolongado (Saera-Vila et al., 2005, p. 11; Delgadin, 2016, p. 89; Delgadin et al., 2018, p.
8), la temperatura (Gabillard et al., 2006, p. 32), la composicion de la dieta (Benedito-Palos
etal., 2007, p. 13), la presencia de patogenos (Sitja-Bobadilla et al., 2008, p. 616) y el estrés
(Saera-Vila etal., 2009, p. 15), lo que sugiere que ambos receptores pueden estar implicados
en diferentes procesos bioldgicos. Ademas, los estudios en cultivo celular han demostrado
que la testosterona, el cortisol y el estradiol afectan diferencialmente a la expresion de GHR1
y GHR2 (Jiao et al., 2006, p. 33).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el efecto del ayuno y realimentacion en las caracteristicas histologicas del
higado e intestino y el nivel de expresion de los genes IGF1, IGF2, GHR1 y GHR2 en
juveniles de A. gigas.

3.2.  Objetivos especificos

- Estimar las variaciones en el indice hepatosomatico de A. gigas durante el ayuno y

realimentacion.

- Comparar las caracteristicas histolégicas del higado de A. gigas frente a condiciones de
ayuno y realimentacion, mediante el analisis del nimero de nucleos, area de nucleos y

area celular de los hepatocitos.

- Comparar las caracteristicas histologicas del intestino de A. gigas frente a condiciones
de ayuno y realimentaciéon, mediante el andlisis del didmetro intestinal, longitud de
vellosidades, ancho de la capa muscular circular interna, longitud de los enterocitos y el

numero de células caliciformes.

- Evaluar los niveles de expresion de los genes GHRs e IGFs durante el ayuno y la

realimentacion en el higado y musculo de A. gigas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio experimental

Se utilizaron juveniles de 29-32 cm y 150-250 g de A. gigas procedentes de la empresa Misti
de Amazon Aquaculture S.A.C., ubicada en Pucallpa, Ucayali, Per(. Los peces fueron
aclimatados durante un periodo de cuatro semanas, basado en su adaptacién a la ingesta de
alimento y su estado general de salud. Posteriormente, se trasladaron a un sistema de
recirculacion de flujo cerrado (RAS) que consta de un filtro biolégico y un filtro mecanico,
acondicionandose en 12 tanques de 500 L, a temperatura ambiente (26-30 °C) y un pH entre
7y 7.5,

Grupo Control Grupo Tratados

() (T)

Dia O

)))})}p})})})

FW1 FW2 RD3 RW1 RW3

Obtencién de muestras

Figura 15. Disefio experimental del protocolo de ayuno y realimentacion. Primera semana de
ayuno (FW1), segunda semana de ayuno (FW?2), tercer dia de realimentacion (RD3), primera semana
de realimentacion (RW1), segunda semana de realimentacion (RW2), y tercera semana de
realimentacién (RW3).

En cada tanque se colocaron 8 juveniles, alimentandolos tres veces al dia con pellets
comerciales de la marca Truchina, hasta el inicio de la experiencia. Los tratamientos
consistieron en dos grupos experimentales (Control y Tratados), cada uno con 6 réplicas
(Fig. 15). Los peces del grupo Control fueron alimentados a saciedad durante las 5 semanas
del experimento, mientras que los peces ayunados no recibieron alimento durante 2 semanas,

y luego fueron realimentados durante las siguientes 3 semanas.
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De cada tanque, se tomd semanalmente un organismo seleccionado al azar, registrando su
peso y longitud total. Luego, los organismos fueron anestesiados por sumersion en
recipientes con eugenol 1 g/20 L (Ross et al., 2008, p. 138) durante 20 minutos, seguido de

una eutanasia por decapitacion.

Durante el procesamiento de los peces, se identificaron y extrajeron el higado y el intestino,
los cuales se sumergieron en solucion de Bouin durante 24 horas para la fijacion del tejido.
Posteriormente, se transfirieron a recipientes con alcohol al 70% para su preservacion y
andlisis histologicos posteriores. Ademas, se extrajeron muestras de musculo, las cuales
fueron sumergidas en RNAlater por una hora a temperatura ambiente y luego almacenadas a
4°C. Estas muestras luego fueron trasvasadas al reactivo TRIzol, donde homogeneizaron

para posteriormente realizar la extraccion de ARN total para su posterior analisis.

4.2. Analisis histoldgico

Los tejidos se fijaron en solucion de Bouin durante una hora a temperatura ambiente
protegidos de la luz, y luego a 4 °C por 16 horas. Posteriormente se transfirieron a alcohol
al 70%. En el caso de los intestinos se hizo un lavado del ducto intestinal. Los tejidos se
deshidrataron mediante inmersion en concentraciones progresivamente crecientes de alcohol
(70%, 90%, 96% y 100%) (Tabla 01). A continuacién, se procedié con el aclaramiento de
las muestras deshidratadas por inmersion en alcohol etilico absoluto, seguido de un doble

recambio de xilol y el uso de parafina liquida a 58 °C.

Tabla 01. Diagrama del proceso de deshidratacién, aclaramiento e infiltracion de tejidos de A. gigas
(modificado de Morrison et al., 2007; Verdin et al., 2013).

Fase Reactivos Tiempo
Etanol 70% 20 min

Etanol 90% | 45 min

Deshidratacion Etanol 90% Il 45 min
Etanol 96% | 45 min

Etanol 96% I 45 min

Etanol 100% 30 min

Aclaramiento Xilol 20 min
Parafina | 4 horas

Infiltracién Parafina Il 2 horas
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Dependiendo del tamafio de la muestra, se colocaron los casetes con los tejidos cortados (en
intestinos se corto el intestino posterior) en la estacion de parafina, para que junto con la
parafina fundida poder formar un cubo, se dejo enfriar hasta que se alcanzé una consistencia
solida. Se realizaron cortes de 6 pum de grosor en un microtomo rotatorio TS Microm HM
325, se cortaron en tiras y se extendieron en agua a 48-50 °C con 0,03 % de gelatina; los

cortes se recogieron en portaobjetos y se secaron en una estufa a 40 — 45 °C por 24 horas.

Tras los cortes, se elimind la parafina con xilol, dejando solo el tejido en el portaobjetos, y
se hidraté el tejido con concentraciones decrecientes de alcohol (100, 96, 80 y 70%) para
permitir la tincion con la técnica de hematoxilina-eosina (Tabla 02). Por ultimo, se
deshidrataron los cortes para aclarar el montaje final, donde se limpié la lamina, se agrego
una gota de Entellan®, colocandose el porta objeto sin provocar burbujas y se las dejo

secando en temperatura ambiente por 3 dias.

Las laminas se observaron mediante un microscopio éptico trinocular (Motic BA310E)
acoplado con una camara (MoticCam 10 MP). Se tomaron imagenes digitales para
determinar las caracteristicas de los tejidos y las células de los peces ayunados y
realimentados. Para ésto, se capturaron imagenes de dos secciones de muestras del higado e
intestino. Se obtuvo una imagen panordmica a 4x de aumento, una imagen de mayor aumento

a 10x y cinco campos diferentes con un aumento de 100x.
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Tabla 02. Diagrama del proceso de coloracion de muestras de A. gigas (modificado de Morrison
et al., 2007; Ponce, 2016)

Fase Reactivo Tiempo
Desparafinizacion Xilol | 35 min
P Xilol 11 35 min
Etanol 100% | 20 min

Hidratacion Etanol 96% | 10 min
Etanol 90% | 10 min

Etanol 70% | 5 min

Hematoxilina de Harris 5 min

Agua corriente 1 min

Agua destilada | 1 min

Etanol acido 15 seg

Coloracién Agua destilada 11 1 min
Agua amoniacal 15 seg

Etanol 50% 1 min

Etanol 70% Il 1 min

Eosina alcohodlica 1 min

Etanol 90% I 1 min

Etanol 96% Il 1 min

. ., Etanol 100% |1 1 min

Deshidratacion Xilol I 5 min

Xilol IV Hasta montaje

Descripcion histologica

Después de obtener las imagenes de los cortes histoldgicos, se utilizé el software ImageJ
(v. 1.54d) (Schneider et al., 2012), con la calibracion correspondiente de cada aumento
(4x, 10x o 100x) para los anélisis cuantitativos de las imagenes, describiéndose
detalladamente la forma y estructuras de las células presentes en cada tejido. Con la
ayuda del software se compararon los peces tratados de los del control tanto
cuantitativamente como cualitativamente, el andlisis cualitativo se centrd en las
caracteristicas morfologicas de las células y sus estructuras correspondientes en higado

e intestino.
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En el analisis cuantitativo se midid y se comparo los siguientes indicadores por muestra:

En lo que respecta al higado, el analisis se llevé a cabo teniendo en cuenta los

siguientes factores:

El indice hepatosomatico (IHS). Fue evaluado como el peso del higado entre el peso
total del animal multiplicado por 100.

PH x 100

IHS =
PT

PH = peso del higado
PT = peso total del animal

La cantidad de nucleos de hepatocitos. Fue evaluado al tomar un campo de
observacion del microscopio de alrededor de 10700 um? con un aumento de 10X,
donde se tom6 en cuenta solo los nucleos perfectamente observables, por cada
repeticion de muestra se obtuvo tres laminas, de cada lamina se observo tres campos
distintos escogidos al azar, y por cada campo se contabilizo la cantidad de nucleos,

luego se realiz6 un promedio simple para obtener el dato del tratamiento.

El area de los nacleos de los hepatocitos. Se midio con el programa ImageJ, se tomd
solo los hepatocitos con mérgenes claros, donde se estimo el area aproximada de los
nucleos contabilizados en el proceso anterior, asi se uniformizo la cantidad tomada

para todos los casos.

Area celular de los hepatocitos. Se realiz6 el mismo procedimiento utilizado para el
area de los nucleos, se tomé el hepatocito observado para el conteo y medida de los

nucleos.

Con respecto al intestino, el analisis se realiz6 considerando lo siguiente:

Diametro intestinal. Estas medidas solo se realizaron con las laminas donde se
observaba claramente la circunferencia del intestino, esto se realizé a un aumento
de 4x.

Longitud de las vellosidades. Este parametro se midié al tomar al azar 9 vellosidades
por tratamiento, donde se midié desde la base hasta el apice de la vellosidad, para

luego realizar un promedio simple, esto se realizé a un aumento de 10x.
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- Ancho de la capa muscular circular interna. Se tomo desde la base observable de la
capa muscular circular interna hasta el inicio de la submucosa, con un aumento de

10x se tomd una medicion por tratamiento.

- Longitud de los enterocitos. Esta medicion se tomé de las vellosidades medidas
anteriormente, se tomaron solo los enterocitos del apice de la vellosidad, se

realizaron 9 repeticiones por tratamiento, todo esto a un aumento de 100x.

- Numero de células calciformes por vellosidad. Como el anterior esta cantidad se
contabilizo tomando las vellosidades tomadas anteriormente, se contaron solo las
células claramente observables a un aumento de 10x sobre toda la superficie de la
vellosidad (Rodrigues y Cargnin, 2017, p. 951; Pervin et al., 2020, pp. 1402-1403).

4.3. Analisis transcriptémico

Se emplearon muestras de higado y musculo para llevar a cabo un analisis transcriptébmico
con el fin de evaluar los niveles de expresion génica en respuesta a los periodos de ayuno y
realimentacion. Las muestras utilizadas en el estudio correspondieron a los tratamientos
FW1y FW2, que representan las semanas de ayuno. Para el tratamiento RD3, aunque no se
realizo histologia debido a que no se observan cambios morfoldgicos significativos a nivel
de tejido en comparacién con la primera semana de realimentacidn, se examind a nivel de
expresion génica para evaluar cualquier cambio inmediatamente después de la

realimentacion. Por Gltimo, el tratamiento RW?2 representa la semana de realimentacion.
4.3.1. Extraccién de ARN total y digestion con DNasa

Se llevo a cabo la extraccion de ARN total a partir de muestras de higado y musculo de
juveniles de A. gigas sometidos a tratamientos de ayuno y realimentacion, asi como del
grupo control. Las muestras fueron sumergidas en RNAlater y se almacenaron a -20°C hasta
el momento de la purificacion del ARN total. Las muestras almacenadas fueron luego
trasvasadas a 500 pL de TRIzol. La extraccion del ARN total de higado y musculo se realizo
siguiendo el protocolo del kit de extraccion TRIzol Reagent (véase Anexo 1). EI ARN total
purificado se eluyé en 50 pL de buffer de elucion y se cuantificO mediante absorbancia

utilizando un espectrofotometro Epoch (BioTek, EE. UU.).

Para eliminar cualquier ADN residual presente en las muestras, se traté el ARN total de cada

muestra con DNasa | (ThermoScientific), a una relacién utilizada entre la DNasa | y el ARN
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total de 1U/ug de ARN total (véase Anexo 2). La cantidad de ARN total fue verificada
utilizando un fluorémetro Qubit 3.0 y el Qubit RNA Broad Range (Life Technologies, EE.
uu.).

4.3.2. Preparacion de bibliotecas de RNA-Seq y secuenciacion

La preparacion de las bibliotecas para el analisis se llevé a cabo utilizando 1 pg de ARN
total purificado de cada pool (FW1, FW2, RD3 Y RW2). Se tomaron 4 réplicas bioldgicas
por cada ratamiento.

Las bibliotecas fueron preparadas utilizando el kit TruSeq® RNA Sample Prep v2,
empleando los indices IDT for Illumina DNA/RNA UD (Illumina, San Diego, CA, USA).
El proceso de preparacion de las bibliotecas incluy6 la purificacion y fragmentacion del
ARNM, la sintesis de ADNCc, la reparacion de los extremos, la adenilacién, la ligacion de
adaptadores, la amplificacion de PCR, la validacion de las bibliotecas, la normalizacion
equimolar y la agrupacion, siguiendo el protocolo detallado en la Guia TruSeq RNA-Seq

Sample Prep v2 (Illumina), utilizando el Protocolo Low Sample.

La secuenciacion se llevd a cabo en la plataforma IHlumina NextSeq500, utilizando el kit
NextSeq500 System High-Output Kit, con el objetivo de generar lecturas pareadas de 74 pb
(pair-end 2 x 74).

4.3.3. Analisis bioinformatico de datos de RNA-Seq

Una vez finalizada la secuenciacion, las secuencias en formato fastq fueron sometidas a un
andlisis de calidad utilizando el programa FastQC (Andrews, 2010, p. 2), y posteriormente
se realizaron consolidaciones utilizando MultiQC (Ewels et al., 2016, p. 3048). Con el fin
de eliminar adaptadores y lecturas de baja calidad conteniendo bases ambiguas "N" y valores
de calidad Phred < 20, se empled el software Trimmomatic v0.38 (Bolger et al., 2014, p.
2115). A continuacion, todas las lecturas limpias fueron ensambladas de novo utilizando el
software Trinity (Haas et al., 2013, pp. 1494-1498).

Para llevar a cabo la anotacion funcional de los transcritos ensamblados, se utilizé Trinotate
3.0.1 (Das y MyKkles, 2016, p. 1495), empleando la base de datos Swiss-Prot/UniProt (Alexa
et al., 2006, pp. 1610-1615).
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Los transcritos resultantes se utilizaron como referencia para el analisis de expresion
diferencial in silico utilizando edgeR (Robinson et al., 2010, p. 139). Se buscaron los
transcriptos para los genes GHR1, GHR2, IGF1 e IGF2, para los cuales se analizé la
expresion diferencial comparando al grupo tratado respecto del grupo control para cada

tiempo de toma de muestras y para cada tejido.

4.4. Analisis estadistico

Las medidas histoldgicas del higado e intestino se evaluaron por ANOVAs de medias
repetidas (RM-ANOVA). Estos resultados se expresaron como media + desviacion estandar
(SD). Se comprobaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad (igualdad de
varianzas), y en el caso necesario, se realizé un supuesto de esfericidad del p-valor con las
correcciones de Greenhouse-Geisser y Huynh-Feldt. Para todos los datos, la significancia
estadistica se fijo en a = 0.05. El analisis estadistico se realizd con el programa JASP (v.
0.18.2) para Windows (JASP Team, 2024).
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5. RESULTADOS

5.1. Higado

El higado de A. gigas es una glandula digestiva altamente vascularizada que contiene
hepatocitos en su paréngquimay esta rodeado de vasos sanguineos y fibras de tejido conectivo
que mantienen su estructura y funcién. En la Figura 16 se observa la vena porta hepética, la
cual se ramifica en capilares sinusoides. Estos capilares asociados con los hepatocitos,
presentan forma redondeada, un ndcleo excéntrico y un nucleolo baséfilo bien definido. La
membrana plasmatica de los hepatocitos se observa levemente basofila, y el citoplasma
levemente acidodfilo (Fig. 17). Los hepatocitos forman cordones poco definidos, donde no se
encuentran los lobulillos hepaticos tipicos; sin embargo, se pueden observar espacios
portales con triadas tipicas (rama de la arteria hepatica, rama de la vena porta y un conducto
biliar) dispersos por todo el parénquima (Fig. 17).

e e " P o - & ": ﬁﬁ‘;::- b
Figura 16. Detalle de un espacio portal con una triada tipica en A. gigas alimentado
normalmente: Hepatocitos (HP), rama de la arteria hepatica (AH), rama de la vena porta (VP) y
conducto biliar (CB). Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pm.
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Figura 17. Microfotografias de hepatocitos de juveniles de A. gigas alimentado normalmente.
Resaltado con bordes amarillos hepatocitos, nucleo de hepatocitos (N) y nucleolos (Ncl). Tincién:
Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pm.
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Durante la primera semana de ayuno, se observaron diferencias notables que podrian
atribuirse a la reduccion del area de los hepatocitos. En el grupo de control (Fig. 18a), se
evidencia un mayor espacio entre hepatocitos, mientras que en el animal sometido a una
semana de ayuno (Fig. 18b), se aprecia claramente una acumulacion de hepatocitos. Estas
diferencias se hacen mas evidentes en cortes observados a mayor aumento, donde se
destacan las disparidades en los ntcleos de los hepatocitos. En el grupo de control (Fig. 18c),
a pesar de presentar hepatocitos con formas irregulares, se observan ndcleos bien definidos
y con una marcada aciddfila. Por el contrario, en los peces sometidos al ayuno (Fig. 18d), si
bien tiene una forma celular similar, se aprecia una mayor cantidad de hepatocitos en el

campo de observacion del tejido, donde los nucleos como los limites de los hepatocitos son

poco visibles.

b Kt e S AL ) < : T V) AJ | 4 g
Figura 18. Microfotografias de hepatocitos en la primera semana de ayuno de juveniles de A.
gigas. Resaltado con bordes amarillos hepatocitos (HP), » ntcleo de hepatocitos. a, c. Peces
alimentados constantemente (C). b, d. Peces ayunados una semana (FW1). Tincion: Hematoxilina y

Eosina. Secciones 6 pum.
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A medida que se transcurrié la segunda semana de ayuno, se evidenciaron caracteristicas
similares a las observadas en la primera semana tanto en los peces del grupo control (Fig.
19a) como en los peces sometidos al ayuno (Fig. 19b). Al realizar observaciones a mayor
aumento, se mantuvo el mismo patron en el grupo control (Fig. 19c), con la presencia de
células hepaticas irregulares que presentaban nucleos claros y bien tefiidos. En el caso de los
peces ayunados, se observd que los hepatocitos seguian acumulados del mismo modo que la
primera semana de ayuno (Fig. 19d), aunque en este caso se pudo apreciar de manera mas

clara los nucleos de las celulas hepéticas, asi como en algunas células se hizo visible la

delimitacion celular.

"'_"f‘ 1 ke

Figura 19. Microfotografias de hepatocitos en la segunda semana de ayuno de juveniles de A.
gigas. Resaltado con bordes amarillos hepatocitos (HP), » ntcleo de hepatocitos. a, c. Peces
alimentados constantemente (C). b, d. Peces ayunados dos semanas (FW2). Tincion: Hematoxilina
y Eosina. Secciones 6 um.
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Durante la primera semana de realimentacion, los animales del grupo control se mantenian
relativamente constante en lo que respecta a la vista panoramica (Fig. 20a). Sin embargo, en
los animales que salieron del ayuno (Fig. 20b), aunque aln se observa una acumulacién de
hepatocitos, es posible apreciar un ligero cambio en cuanto al espacio entre ellos,
evidenciando un aumento en el espacio intercelular. En cuanto a las imagenes de mayor
aumento, se pudo observar que tanto el grupo control (Fig. 20c) como los animales
realimentados (Fig. 20d) siguieron mostrando caracteristicas similares a las semanas
anteriores, con margenes difusos y nucleos ligeramente visibles. No obstante, en este caso,
los hepatocitos de los animales realimentados mostraron una similitud en tamafio con

respecto al grupo control.
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Figura 20. Microfotografias de hepatocitos en la primera semana de realimentacion de
juveniles de A. gigas. Resaltado con bordes amarillos hepatocitos (HP), ® nucleo de hepatocitos. a,
c. Peces alimentados constantemente (C). b, d. Peces realimentados una semana (RW1). Tincion:

Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pum.
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Por otro lado, en la segunda semana de realimentacion, se observé una similitud en las
caracteristicas morfoldgicas del citoplasma, nicleo y nucleolos de los hepatocitos en
comparacién con el grupo control (Fig. 21a 'y 21b). Casi no se apreciaron diferencias entre
el grupo control y los animales realimentados en ninguno de los niveles de aumento
utilizados (Fig. 21c y 21d). Sin embargo, se pudo notar una notable diferencia al compararlo
con los hallazgos de la primera semana de realimentacion. Estos resultados indican que, al
menos en relacién a estas caracteristicas morfoldgicas de los hepatocitos, hubo una

recuperacion evidente durante esta segunda semana de realimentacion.

Figura 21. Microfotografias de hepatocitos en la segunda semana de realimentacion de
juveniles de A. gigas. Resaltado con bordes amarillos hepatocitos (HP), ® nucleo de hepatocitos. a,
c. Peces alimentados constantemente (C). b, d. Peces realimentados dos semanas (RW2). Tincion:
Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pum.
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En el caso de la tercera semana de realimentacion, los cambios observados entre el grupo
control y los grupos ayunados/realimentados (Fig. 22a y 22b), que habian sido evidentes
durante el transcurso de los tratamientos desde la primera semana de ayuno hasta la primera

semana de realimentacion, son inexistentes en esta instancia. No se evidencia ningin dafio

permanente o residual como resultado del periodo de ayuno (Fig. 22c y 22d). Estos hallazgos

\

indican una recuperacion total, al menos en lo observado cualitativamente.

Figura 22. Microfotografias de hepatocitos en la tercera semana de realimentacién de juveniles
de A. gigas. Resaltado con bordes amarillos hepatocitos (HP), » nucleo de hepatocitos. a, €. Peces
alimentados constantemente (C). b, d. Peces realimentados tres semanas (RWS3). Tincion:
Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pum.
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5.1.1. [ndice hepatosomatico

El indice hepatosomatico (IHS), mostro ser significativamente menor en peces ayunados por
una y dos semanas en comparacion con los del grupo de control, observandose una
recuperacion gradual en el IHS a partir de la primera semana de realimentacion (RW1), con
valores significativamente mayores durante la segunda y tercera semana de realimentacién
en comparacion con el grupo control, acercandose el valor del IHS al valor del grupo control
(Fig. 23).
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Figura 23. Indice hepatosomatico (IHS), de A. gigas en peces alimentados (o) y peces
ayunados/realimentados (*). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2), semana uno
realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado (RW3). Se muestra
la media con un intervalo de confianza del 95%. * p< .05, *** p< .001.

5.1.2. Lacantidad de nucleos de hepatocitos.

En cuanto al nimero de ndcleos de hepatocitos observables, se encontrd que el promedio de
nucleos en el grupo control se situaba entre 13 y 15 durante las cinco semanas del estudio.
Por otro lado, se observaron diferencias estadisticamente significativas en los peces tratados.
En la primera semana de ayuno, se encontré un promedio de 20.8 + 2.6 ndcleos, lo cual fue
significativamente mayor que en los controles (p < 0.001, Tabla 03; Fig. 24). Asimismo, en
la segunda semana de ayuno se registr6 un promedio de 24.5 * 4.7 nlcleos,
significativamente mayor al grupo control (p = 0.001). Sin embargo, desde la primera hasta
la tercera semana de realimentacion no se observaron diferencias significativas, y el
promedio de los peces realimentados fue similar al del grupo control (p > 0.1, Tabla 03; Fig.
24).
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Tabla 03. Numero de nicleos de hepatocitos por campo en juveniles de A. gigas en condiciones de
ayuno y realimentacion. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de
realimentacion (RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

NUmero de nucleos de hepatocitos

Semanas p-valor
Control Tratados
FW1 13.112+ 2381 20.833 £ 2.66 <.001
FW2 13.723 £ 3.40 24,555 £ 4.77 .001
RW1 14,222 + 1.53 16.833 £ 3.21 102
RW2 15.612 £ 1.61 14.388 £ 1.83 247
RWS3 13.055£1.06 13.390 + 1.67 687

Los datos representan la media + desviacion estandar. Grupo control (n=6) y el grupo tratado (n=6).
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Figura 24. Namero de nuacleos de hepatocitos (NNH), en A. gigas en peces alimentados (o) y
peces ayunados/realimentados (¢). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2),
semana uno realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado
(RW3). Se muestra la media con un intervalo de confianza del 95%. ** p< .01, *** p<.001.

5.1.3. El &rea de los nucleos de los hepatocitos

Para el area del nucleo de los hepatocitos, se observaron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo experimental durante las semanas de ayuno (Fig. 25). En la primera
y segunda semana de ayuno, se encontré que el area del nucleo en los peces del grupo control
fue significativamente mayor, respecto de los peces ayunados (p < 0.001, Tabla 04). Sin
embargo, durante las semanas de realimentacion, aunque no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, se observo una area mayor en los peces realimentados en

comparacion con el grupo control (p > 0.05, Tabla 04; Fig. 25).
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Tabla 04. Area del nlcleo de hepatocitos de juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno y
realimentacion. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacion
(RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

Area del nicleo de hepatocitos (um?)

Semanas

p-valor
Control Tratados
FW1 15.752 £ 0.45 12.122 £0.70 <.001
FW?2 14.763 £ 1.03 11.628 £ 0.94 <.001
Rw1 15.913 +1.02 16.003 +1.81 917
RwW2 16.652 + 1.20 17.800 £ 0.73 073
RW3 16.575 + 0.97 17.352 +1.34 277

Los datos representan la media + desviacion estandar. Grupo control (n=6) y el grupo tratado (n=6).
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Figura 25. Area de los nucleos de los hepatocitos (ANH), en A. gigas en peces alimentados (o) y
peces ayunados/realimentados (¢). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2),
semana uno realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado
(RW3). Se muestra la media con un intervalo de confianza del 95%. *** p< .001.

53



5.1.4. Area celular de los hepatocitos

El area de los hepatocitos mostré resultados similares al obtenido para el area de los nucleos.
En la primera y segunda semana de ayuno, se observo que el area de los hepatocitos fue
significativamente menor en el grupo experimental que en el control (p < 0.001, Tabla 5).
Por otro lado, en los peces realimentados no se observaron diferencias significativas con el

control, pero se evidencio un area mayor en comparacion (p > 0.01, Tabla 05; Fig. 26).

Tabla 05. Area de los hepatocitos de juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno y realimentacion.
Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacion (RW1), semana
2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

Area de los hepatocitos (um?)

Semanas p-valor
Control Tratados
FW1 140.393 £ 12.03 77.137 £ 3.67 <.001
FW?2 156.327 £ 19.61 79.092 + 6.85 <.001
RW1 147.437 £ 21.41 123.965 + 24.31 106
RW2 152.950 + 14.38 160.917 £ 8.16 .265
RW3 160.285 + 13.27 170.472 £ 10.12 .166

Los datos representan la media + desviacion estandar. Grupo control (n=6) y el grupo tratado (n=6).
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Figura 26. Area celular de los hepatocitos (AH), en A. gigas en peces alimentados (©) y peces
ayunados/realimentados (*). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2), semana uno
realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW?2), semana tres realimentado (RW3). Se muestra
la media con un intervalo de confianza del 95%. *** p< .001.
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5.2.Intestino

La mucosa intestinal posterior del paiche estd compuesta por un epitelio simple cilindrico
con un borde de cepillo transparente, una lamina propia y una presencia variable de células
caliciformes intercaladas. Los pliegues mucosos son mayormente transversales y se

intercalan entre pliegues simples o complejos segun sus ramificaciones.

Las vellosidades intestinales muestran un epitelio simple con células caliciformes, lamina
propia, una chapa estriada con microvellosidades y enterocitos con ndcleos basales regulares
(Fig. 27).

La submucosa esta compuesta por tejido conectivo laxo poco denso, con presencia de fibras
nerviosas y vasos sanguineos, con un espesor variable. La capa muscular esta formada por

celulas musculares lisas que conforman una capa circular interna y una capa longitudinal

externa, con espesores distintos.

Figura 27. Microfotografia de una vellosidad intestinal de A. gigas alimentado normalmente.
EP, Epitelio; LP, Lamina propia; CE, Chapa estriada; EN, Enterocito; MV, Microvellosidad; CC,
Célula calciforme. Tincién: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pum.
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Una primera inspeccion visual de los intestinos de los peces sometidos a ayuno revela un
diametro reducido en comparacion con los peces del grupo control y los peces realimentados
(Fig. 28a y 28c). Ademas, en esta misma perspectiva se observa que los peces ayunados
presentan una longitud de las vellosidades intestinal mayor, lo cual es especialmente notable
en las imagenes de mayor aumento. También se evidencia una mayor presencia de células
caliciformes en los peces del grupo control (Fig. 28b) en comparacion con los peces
ayunados (Fig. 28d). Por otro lado, en cuanto a las caracteristicas analizadas

cualitativamente, no se observaron cambios notables ni en la capa muscular ni en la lamina

propia del intestino.

Figura 28. Microfotografias del intestino en la primera semana de ayuno de juveniles de A.
gigas. a, b. Peces alimentados constantemente (C). ¢, d. Peces ayunados una semana (FW1). *,
Vellosidad intestinal; *LP, Lamina propia y submucosa; «»EM, Espesor muscular; <LV, Longitud
de vellosidad; », Célula calciforme. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pm.
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Durante la segunda semana de ayuno, se observaron cambios similares a los reportados en
la primera semana de ayuno. Los peces sometidos a ayuno (Fig. 29c) exhibieron un diametro
intestinal menor en comparacion con el grupo control (Fig. 29a), y presentaron vellosidades
intestinales con una longitud mayor. Lo mismo se aprecio en las imagenes de mayor
aumento, donde se evidencio una diferencia en la presencia de células caliciformes, siendo
mas prominentes en los peces del grupo control (Fig. 29b) que en los peces ayunados (Fig.
29d). Ademas, se observo una ligera diferencia en el grosor de la capa muscular, siendo

mayor en los peces sometidos a ayuno.

Figura 29. Microfotografias del intestino en la segunda semana de ayuno de juveniles de A.
gigas. a, b. Peces alimentados constantemente (C). ¢, d. Peces ayunados dos semanas (FW2). *,
Vellosidad intestinal; *LP, Lamina propia y submucosa; «>EM, Espesor muscular; <LV, Longitud
de vellosidad; P>, Célula calciforme. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pm.
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Durante la primera semana de realimentacion, se observé que los peces del grupo control
(Fig. 30a) presentaban un diametro intestinal similar al observado en los peces que fueron
realimentados (Fig. 30c), lo cual contrasta con los hallazgos de las dos semanas de ayuno
anteriores. En cuanto a otras caracteristicas morfoldgicas del intestino, se observaron de
manera similar en ambos grupos, aunque se noté un ligero aumento en la presencia de células
caliciformes en los peces del grupo control (Fig. 30b) en comparacion con los peces
sometidos a ayuno y realimentados (Fig. 30d).

Figura 30. Microfotografias del intestino en la primera semana de realimentacion de juveniles
de A. gigas. a, b. Peces alimentados constantemente (C). ¢, d. Peces realimentados una semana
(RW1). *, Vellosidad intestinal; *LP, Lamina propia y submucosa; «>EM, Espesor muscular; <LV,
Longitud de vellosidad; », Célula calciforme. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pum.
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En la segunda semana de realimentacion, se observaron escasos cambios tanto
en los peces del grupo control (Fig. 31a'y 31b) como en los peces realimentados
(Fig. 31c y 31d). Estos resultados siguen la tendencia observada en la primera

semana de realimentacién, donde se evidencidé la restauracion de las

caracteristicas intestinales que se presentaban durante las semanas de ayuno.

Figura 31. Microfotografias del intestino en la segunda semana de realimentacion de juveniles
de A. gigas. a, b. Peces alimentados constantemente (C). c, d. Peces realimentados dos semanas
(RW2). *, Vellosidad intestinal; *LP, Lamina propia y submucosa; <»EM, Espesor muscular; <LV,
Longitud de vellosidad; », Célula calciforme. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 pm.
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Finalmente, durante la tercera semana de realimentacién de los juveniles de A. gigas, no se
observaron cambios significativos en las caracteristicas morfoldgicas del intestino (Fig. 32).
Estos hallazgos sugieren una recuperacion de posibles dafios o problemas que pudieron

haber ocurrido durante el periodo de ayuno.

Figura 32. Microfotografias del intestino en la tercera semana de realimentacion de juveniles
de A. gigas. a, b. Peces alimentados constantemente (C). ¢, d. Peces realimentados tres semanas
(RW3). *, Vellosidad intestinal; *LP, Lamina propia y submucosa; «>EM, Espesor muscular; <LV,
Longitud de vellosidad; », Célula calciforme. Tincion: Hematoxilina y Eosina. Secciones 6 um.
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5.2.1. Diametro intestinal

Con respecto al diametro del intestino, se observo que durante la primera y segunda semana
de ayuno fue significativamente menor con respecto al grupo de control (p =0.02y p <0.01
respectivamente, Tabla 06; Fig. 33). Aungue no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, se observd un ligero aumento en el diametro del intestino durante la segunda
y tercera semana de realimentacion (RW2/RW3), con valores medios de 4.1 £ 0.5 umy 4.5
+ 0.4 pm, respectivamente (Tabla 06). Esto evidenci6 una recuperacion en el diametro del
intestino después de las semanas de ayuno (Fig. 33).

Tabla 06. Diametro del intestino de juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno y realimentacion.
Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacién (RW1), semana
2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

Diametro intestino (mm)

Semanas p-valor
Control Tratados
FW1 3.172+0.81 1.278 + 0.08 .002
FW2 3.982 +0.39 1.150 £ 0.06 <.001
RW1 3.420 £ 0.46 2.965 +0.75 264
RW2 3.825+0.31 4.160 £ 0.55 248
RW3 4.265 £ 0.22 4,525 +0.42 230

Los datos representan la media + desviacion estandar. Grupo control (n=6) y el grupo tratado
(n=6).

- b3 3]
5 ks @) C (Control)

o T (Ayunado/realimentado)

| | I I I
FW1 FW2 RW1 RW2 RW3

Tiempo (semanas)

Figura 33. Didmetro intestinal (DI), en A. gigas en peces alimentados (o) y peces
ayunados/realimentados (*). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2), semana uno
realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado (RW3). Se muestra
la media con un intervalo de confianza del 95%. ** p< .01, *** p< .001.
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5.2.2. Longitud de las vellosidades

En relacion a la longitud de las vellosidades intestinales, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos experimentales en ninguna de las semanas de tratamiento (p
= 0.053, Tabla 07; Fig. 34). Sin embargo, se observé un aumento en la longitud de las
vellosidades durante la primera semana (190.3 £ 50.4 um) y la segunda semana (162.4 +
53.1 um) de ayuno en comparacion con el grupo control, aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p > 0.05, Tabla 08). Por otro lado, los peces realimentados
mostraron resultados similares al grupo control, con longitudes aproximadas de entre 100 -
118 um (Fig. 34).

Tabla 07. Longitud de las vellosidades intestinales de juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno
y realimentacion. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacion
(RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

Longitud Vellosidades (um)

Semanas
Control Tratados
FW1 114.02 £ 66.1 190.37 £50.4
FW2 104.32 £ 59.6 162.46 + 53.1
RW1 114.89 £ 25.9 107.79 £ 40.0
RW2 99.57 +13.8 118.63 £ 52.7
RW3 118.88 £20.9 107.75+£22.2

Los datos representan la media + desviacion estandar.

Tabla 08. Resultado del efecto principal e interaccion del RM-ANOVA de la longitud de las
vellosidades intestinales.

RM-ANOVA
Efecto Cuadrado = GG HE
medio P b P
Tratamientos 10987.4 4.821 .053
Semanas 4138.3 2.219 .084 124 103
Tratamiento/Semana 4563.7 2.447 .062 100 .079

Valor-p corregido de Greenhouse-Geisser (GG). Valor-p corregido de Huynh-Feldt (HF).
p< .05. Muestran diferencias significativas.
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Figura 34. Longitud vellosidades (LVI), en A. gigas en peces alimentados (o) y peces
ayunados/realimentados (¢). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2), semana uno
realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado (RW3). Se muestra
la media con un intervalo de confianza del 95%.

5.2.3. Ancho de la capa muscular circular interna

En relacién al ancho de la capa muscular circular interna del intestino, aunque se observé un
aumento en el ancho durante la primera semana de ayuno (FW1), no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05; Tabla 09). Sin embargo, durante la segunda semana de
ayuno (FW2) se observO que los peces ayunados presentaban una capa muscular
significativamente mas ancha que los del grupo control (p = 0.08, Fig. 35). Durante las dos
primeras semanas de realimentacion (RW1/RW2), no se encontraron diferencias
significativas en el grosor de la capa muscular (Tabla 09). Sin embargo, en la tercera semana
de realimentacion (RW3) los peces realimentados tuvieron una capa muscular circular

interna méas ancha que los peces control (p < 0.001, Tabla 09; Fig. 35).

Tabla 09. Ancho de la capa muscular circular interna del intestino de juveniles de A. gigas en
condiciones de ayuno y realimentacién. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2),
semana 1 de realimentacion (RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion
(RW3).

Ancho de la capa muscular (um)

Semanas p-valor
Control Tratados
FW1 103.955 + 13.15 116.508 + 21.58 252
FW?2 96.803 £ 9.22 126.400 + 20.11 .008
RW1 110.835 + 15.06 96.145 + 16.03 133
RW2 110.762 £ 10.21 114.002 + 18.88 719
RW3 99.715 £ 12.67 135.637 +£12.82 <.001

Los datos representan la media + desviacion estandar. Grupo control (n=6) y el grupo tratado (n=6).
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Figura 35. Ancho de la capa muscular circular interna (ACM), de A. gigas en peces alimentados
(o) y peces ayunados/realimentados (*). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2),
semana uno realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado
(RW3). Se muestra la media con un intervalo de confianza del 95%. ** p< .01, *** p< .001.

5.2.4. Longitud de los enterocitos

La longitud de los enterocitos mostrd valores similares entre el grupo control y el grupo
experimental, esto demostrd que no se encontraron diferencias significativas en la relacion
entre los grupos experimentales con las semanas de tratamiento (Tabla 11). No obstante, se
observo un ligero aumento en todas las semanas del grupo experimental en comparacion con
el grupo control, siendo mas pronunciado en la tercera semana de realimentacion (13.8 + 3.6

pum), que en el grupo control (10.1 £ 1.4 um) (Tabla 10; Fig. 36).

Tabla 10. Longitud de los enterocitos de juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno y
realimentacion. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacion
(RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

Longitud Enterocitos (um)

Semanas
Control Tratados
FW1 10.32+ 1.7 1142 +3.1
FW2 10.52+0.3 11.19+5.1
RwW1 9.66 £ 0.8 10.62 £3.1
RW2 10.04+£0.9 1090+ 3.5
RW3 10.11+14 13.83+3.6

Los datos representan la media + desviacién estandar.
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Tabla 11. Resultado del efecto principal e interaccién del RM-ANOVA de la longitud de los
enterocitos.

RM-ANOVA
Efecto Cuadrado = GG HE
medio P P P
Tratamientos 32.076 1.487 251
Semanas 5.699 1.309 283 292 287
Tratamiento/Semana 4.880 1.121 .360 .352 .358

Valor-p corregido de Greenhouse-Geisser (GG). Valor-p corregido de Huynh-Feldt (HF).
p< .05.
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Figura 36. Longitud de los enterocitos (LE), en juveniles de A. gigas. Peces alimentados (o) y
peces ayunados/realimentados (¢). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de ayuno (FW2),
semana uno realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres realimentado
(RW3). Se muestra la media con un intervalo de confianza del 95%.

5.2.5. Numero de células calciformes por vellosidad

El analisis del nimero de celulas caliciformes, asi como la longitud de los enterocitos y las
vellosidades, no reveld diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
(Ayunado/Control) con las semanas del estudio (FW1 — RW3) (p = 0.94; Tabla 13). Sin
embargo, la media de células calciformes aumento con el tiempo para ambos tratamientos
(p < 0.0011; Tabla 12; Fig. 37). Notablemente, siempre el grupo de peces tratados tuvo en
promedio una menor cantidad de células caliciformes (p < 0.001; Tabla 12; Fig. 37).
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Tabla 12. Numero de células calciformes en juveniles de A. gigas en condiciones de ayuno y
realimentacion. Semana 1 de ayuno (FW1), semana 2 de ayuno (FW2), semana 1 de realimentacion
(RW1), semana 2 de realimentacion (RW2), semana 3 de realimentacion (RW3).

NuUmero de células calciformes

Semanas
Control Tratados
FW1 12.83 +2.4 9.36+1.8
FW?2 16.66 + 1.9 12.94 + 3.4
RW1 157711 12.39+1.7
RW?2 1950+ 2.7 15.66 £ 2.3
RW3 21.83+3.9 19.61+2.6

Los datos representan la media + desviacion estandar.

Tabla 13. Resultado del efecto principal e interaccion del RM-ANOVA del nimero de células
calciformes.

RM-ANOVA
Efecto
Cuadrado GG HE
medio F P P P
Tratamientos 166.1 25.83 <.001
Semanas 160.1 24.88 <.001 <.001 <.001
Tratamiento/Semana 1.245 0.194 .940 .892 .940

Valor-p corregido de Greenhouse-Geisser (GG). Valor-p corregido de Huynh-Feldt (HF).
p< .05.
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Figura 37. Numero de células calciformes por vellosidad (NCC), en juveniles de A. gigas. Peces
alimentados (©) y peces ayunados/realimentados (*). Semana uno de ayuno (FW1), semana dos de
ayuno (FW2), semana uno realimentado (RW1), semana dos realimentado (RW2), semana tres
realimentado (RW3). Se muestra la media con un intervalo de confianza del 95%.
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5.3. Andlisis transcriptomico
5.3.1. Higado

Los niveles de expresion de IGF1 hepéaticos fueron mas altos en los peces ayunados tanto en
la primera (p = 0.0449) como en la segunda semana (p = 0.0045; Tabla 14; Fig. 38). A partir
del tercer dia de realimentacion la expresién génica de IGF1 no difiere entre los peces control
y realimentados (p > 0.05, Tabla 14). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles del transcrito de IGF2 para ninguna semana entre los peces
ayunados y controles (p > 0.05; Tabla 14). En cuanto a los receptores para la hormona de
crecimiento, no se detectd expresion diferencial para GHR1 entre peces tratados y control a
lo largo de todo el experimento (p > 0.05; Tabla 14). Sin embargo, los niveles del transcripto
para GHR2 fueron significativamente menores en los peces ayunados por 2 semanas
respecto del control (p >0.0001; Tabla 14), aumentando de manera significativa al tercer dia
de iniciada la realimentacion los niveles de GHR2 fueron significativamente mayores en el
grupo realimentado (p = 0.0029; Tabla 14). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos experimentales para GHR2 a la semana de comenzado el

ayuno ni luego de 2 semanas de realimentacion (Tabla 14).

Tabla 14. Estadistica basica de la expresion de los transcritos en higado de A. gigas bajo condiciones
de ayuno/realimentacion. Primera semana de ayuno (FW1), segunda semana de ayuno (FW2), tercer
dia de realimentacién (RD3), semana de realimentacion (RW?2).

Semanas Gen de interés log2FoldChange p-valor
IGF1 0.861 0.045
IGF2 -0.077 0.914
FW1 GHR1 -0.239 0.788
GHR2 NA 1
IGF1 1.218 0.005
IGF2 0.203 0.771
Fw2 GHRI1 0.944 0.292
GHR2 -34.891 0.000
IGF1 -0.293 0.500
IGF2 0.090 0.904
RD3 GHR1 -0.175 0.845
GHR2 17.416 0.003
IGF1 -0.431 0.316
IGF2 -0.084 0.903
RW2 GHR1 -0.095 0.915
GHR2 -3.055 0.597

Valor de significancia p < 0.05. Valores positivos de log2FoldChange indican sobreexpresion/
Valores negativos de log2FoldChange indican subexpresion.
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Figura 38. Mapa de calor mostrando la agrupacion de los tratamientos con base en los
transcriptos expresados diferencialmente en el higado de juveniles de A. gigas. La agrupacion
de las réplicas bioldgicas indica la consistencia del experimento durante el esquema de ayuno
realimentacion. Purpura - Rojo: Transcriptos sobreexpresados, Celeste: Transcriptos subexpresados.
Semana uno de ayuno (FW1_T), semana uno control (FW1_C), semana dos de ayuno (FW2_T),
semana dos control (FW2_C), tercer dia de realimentacion (RD3_T), tercer dia de realimentacién
control (RD3_C), semana dos de realimentacion (RW2_T), semana dos de realimentacion control



5.3.2. Mdusculo

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de IGF1 e IGF2
en musculo ni durante ayuno ni la realimentacion (Tabla 15; Fig. 39). Por otra parte, los
niveles de transcriptos de GHR1 fueron mayores en peces ayunados por una y dos semanas
respecto de los controles (p = 0.029 y p = 0.006, respectivamente; Tabla 15), pero no
difirieron entre ambos grupos experimentales en la realimentacion a RD3 y Rw2 (Tabla 15).
Similarmente, GHR2 fue sobre expresado en peces ayunados por unay dos semanas, aunque
esta diferencia respecto del control fue estadisticamente significativa Unicamente para W1
(p =0.037 y p = 0.144, respectivamente; Tabla 15).

Tabla 15. Estadistica basica de la expresion de los transcritos en musculo de A. gigas bajo
condiciones de ayuno/realimentacion. Primera semana de ayuno (FW1), segunda semana de ayuno
(FW?2), tercer dia de realimentacion (RD3), segunda semana de realimentacion (RW2).

Semanas Gen de interés log2FoldChange p-valor
IGF1 -0.099 0.970
IGF2 0.216 0.828
FW1 GHR1 3.698 0.029
GHR2 2.123 0.038
IGF1 1.130 0.666
IGF2 0.449 0.649
Fw2 GHR1 4.485 0.006
GHR2 1.858 0.144
IGF1 0.001 0.943
IGF2 -0.002 0.958
RD3 GHR1 0.036 0.173
GHR2 0.022 0.596
IGF1 1.109 0.675
IGF2 0.285 0.807
RW2 GHR1 0.990 0.595
GHR2 1.170 0.411

Valor de significancia p < 0.05. Valores positivos de log2FoldChange indican sobreexpresion/
Valores negativos de log2FoldChange indican subexpresion.
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Figura 39. Mapa de calor mostrando la agrupaciéon de los tratamientos con base en los
transcriptos expresados diferencialmente en el masculo de juveniles de A. gigas. La agrupacion
de las réplicas bioldgicas indica la consistencia del experimento durante el esquema de ayuno
realimentacion. Parpura - Rojo: Transcriptos sobreexpresados, Celeste: Transcriptos subexpresados.
Semana uno de ayuno (FW1_T), semana uno control (FW1_C), semana dos de ayuno (FW2_T),
semana dos control (FW2_C), tercer dia de realimentacion (RD3_T), tercer dia de realimentacion
control (RD3_C), semana dos de realimentacién (RW2_T), semana dos de realimentacion control
(RwW2_0C).
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6. DISCUSION

El efecto de la aplicaciones ayuno seguido de la realimentacion en el crecimiento
compensatorio de A. gigas fue evaluado en dos 6rganos fundamentales en el higado para
comprender la salud y el estado nutricional de los animales, ya que los cambios en la
alimentacion pueden alterar la estructura y funcién hepética (Rocha et al., 1994, p. 214;
Hipolito etal., 2004, p. 151; Vicentini et al., 2005, p. 213). La condicion hepatica es crucial,
ya que cualquier trastorno en la alimentacién puede tener un impacto negativo en el
crecimiento del animal, dado que en el higado se sintetizan hormonas fundamentales en la

regulacién de crecimiento (Beckman, 2011, p. 239).

El analisis del indice hepatosomatico en esta investigacion revel6 diferencias significativas
entre los peces ayunados y realimentados respecto de la situacion control de alimentacion
continua. Durante las semanas de ayuno, el tamafio del higado se redujo considerablemente
en los juveniles de paiche no alimentados. Sin embargo, es de notar su rapida recuperacion
durante la realimentacion, donde a partir de la primera semana se observa un acercamiento
a los valores del control, que incluso supera desde la segunda semana de realimentacion el
IHS de los peces juveniles del grupo control. Esto indica que la recuperacion hepatica y
nutricional del animal ocurre mucho antes que la recuperacion a nivel de crecimiento
somatico, pues a la RW2 el higado ya se ha recuperado completamente mientras que el peso
y la talla (Datos no presentados) de los animales ayunados/realimentados aun estan por

debajo de la curva de crecimiento de los controles.

Investigaciones previas en juveniles de pez angel (Pterophyllum scalare) han demostrado
que durante los periodos de ayuno se produce una reduccion en el peso del higado (Motta et
al., 2021, p. 133). Esta disminucion en el tamafio del higado puede deberse a la movilizacion
de reservas de grasa y glucdgeno, utilizadas para mantener las funciones vitales durante
temporadas de restriccion alimentaria (Torfi Mozanzadeh et al., 2017, p. 6; Karatas et al.,
2021, p. 1125).

La movilizacion de lipidos durante etapas de ayuno ha sido reportada previamente, para
algunas especies por ejemplo, en el paco (Piaractus mesopotamicus), donde se determino
que la reduccion de lipidos estaba relacionada con los valores bajos del IHS durante el ayuno
(Favero etal., 2020, pp. 3-4). En la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se ha observado

una movilizacion lipidica entre el higado y los tejidos perivasculares, utilizando estas
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reservas para satisfacer las necesidades energéticas durante el ayuno (Karatas, 2018, p.
1726). De manera similar, en el bacalao del Atlantico (Gadus morhua), se movilizan primero
las reservas lipidicas y luego las reservas de glucdgeno en masculo e higado en respuesta al
ayuno (Guderley et al., 2003, p. 351). Asimismo, en el salmén (Salmo salar), se utilizan
inicialmente los lipidos como principal fuente de energia en respuesta a periodos de ayuno
debido a su mayor tasa de consumo de oxigeno (Cook et al., 2000, pp. 54-56). Si bien en la
presente tesis no se realizd un analisis del contenido de lipidos y glucégeno en higado y
musculo, los estudios llevados a cabo en dichas especies sugieren que en el paiche la caida
en el IHS en el ayuno podria deberse, al menos en parte, a la movilizacion de reservas
lipidicas y de glucdgeno, que tras dos semanas de realimentacion se reestablecen
completamente. En este sentido, es importante tener en cuenta la histologia hepatica y el

comportamiento de los hepatocitos durante estos procesos de ayuno/realimentacion.

Con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de higado, los hepatocitos son células
hepaticas especializadas que desempefian multiples funciones vitales en el metabolismo, la
desintoxicacién, la produccion de proteinas y la regulacion de diversos procesos fisioldgicos.
El correcto funcionamiento de los hepatocitos es esencial para mantener la salud general del
organismo. En el paiche, los hepatocitos no presentan variaciones en comparacion con otros
teledsteos. Tienen formas poligonales, nlcleo redondo y central, nucleolos y citoplasma
granular (Aziza et al., 2015, p. 334; Scadeng et al., 2020, p. 15).

Referente al efecto causado por el ayuno/realimentacion en el area de los hepatocitos se
observo una reduccion abrupta y significativa en los animales sometidos a ayuno (Fig. 25);
por ello, a partir de los cambios en los indices somaticos y la histologia inducidos por la
restriccion de alimento, se puede inferir que los peces sometidos a ayuno utilizaron las
reservas lipidicas como una fuente de energia importante para sobrellevar la inanicion. La
movilizacion de lipidos en respuesta a la restriccion alimentaria ha sido previamente
reportada en diversas especies. Por ejemplo, el bacalao del Atlantico (Gadus morhua)
moviliza sus reservas lipidicas primero, seguidas de las reservas de glucogeno en el musculo
y el higado, y finalmente utiliza las proteinas musculares como ultimo recurso energético
(Guderley et al., 2003, p. 351). Esta movilizacion de lipidos y glucogeno, también fue
reportado por Elbialy et al. (2022, p. 983), quienes encontraron una disminucion del tamafio
de los hepatocitos en tilapia (Oreochromis niloticus) después de una semana de ayuno,
reduccion que segun los autores podria ser proporcional a la duracion de los periodos de

ayuno.
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Asimismo un estudio realizado por Aziza et al. (2015, p. 334) demostrd una disminucién
significativa en el area y volumen celular de los hepatocitos después de un ayuno de ocho
semanas, acompafado de la aparicion de una red de fibras de coldgeno, cambios en la forma
y posicién del ndcleo, reduccién de los espacios intercelulares y desorganizacion celular.
Estos cambios también se observaron en el higado de la carpa (Cyprinus carpio), donde
ademas de la reduccion en el tamarfio de los hepatocitos, se reflejo un rapido agotamiento de
los nutrientes almacenados en el higado (Al-Niaeem et al., 2010, p. 5). Estudios similares
en la trucha (Oncorhynchus mykiss) también han mostraron estos cambios en el higado (Liu
et al., 2018, p. 397).

Dado que el 1HS se recupera completamente durante la realimentacidn, nos preguntamos si
ocurre lo mismo a nivel celular en los hepatocitos. En el presente estudio observamos que
efectivamente el tamafio de los hepatocitos, medidos como el &rea en secciones histolégicas,
se recupera totalmente en la realimentacion, siguiendo el perfil de la recuperacion del IHS.
De hecho, se observa una restauracion parcial en el area de los hepatocitos y sus nucleos a
partir de la primera semana de realimentacion, logrando recuperar los valores previos a los
periodos de ayuno, a partir de esta restauracion se mostré una relacion proporcional con el
tiempo de realimentacion, evidenciando un ligero aumento en comparacion con los valores

del grupo control (Fig. 24 y 25).

Estos resultados coinciden con lo observado en los hepatocitos de Oreochromis niloticus,
donde después de 30 dias de realimentacion, el volumen celular y nuclear se restablecieron
a los niveles anteriores a la restriccion, lo que se atribuy6 a la disminucion de los procesos
anabdlicos y al aumento de los catabolitos durante el ayuno (Aziza et al., 2015, p. 335). De
manera similar, observaron que en Oncorhynchus mykiss, donde después de 28 dias de
realimentacion se obtuvieron resultados similares (Liu et al., 2018, p. 397). Sin embargo,
estos resultados no concuerdan con los estudios realizados por Elbialy et al. (2022, p. 985),
quienes no observaron una recuperacion después de los periodos de ayuno, aunque sefialaron
que periodos de ayuno prolongados requeririan periodos de realimentacién mas extensos

para lograr una compensacion en el crecimiento en O. niloticus.

Luego de haber analizado los cambios estructurales del higado debido al ayuno y la
realimentacion, se procedi6 a estudiar los posibles cambios morfoldgicos en el intestino del

paiche.
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Con respecto al intestino, A. gigas presenta plegamientos, una caracteristica distintiva de la
mayoria de los teledsteos carnivoros y que pueden ser muy Utiles para evaluar los cambios
rapidos en la dieta, incluidos los periodos de ayuno (Vidal etal., 2019, pp. 79-80). En este
estudio, se observo que el ayuno afecta las estructuras intestinales, lo que podria implicar
disfunciones en la absorcion y el transporte de nutrientes. Acorde a eso, Liu et al. (2018, p.
397) demostraron que los cambios estructurales e histologicos difieren segun la duracion del
periodo de restriccion alimentaria, y que estos pueden restaurarse hasta cierto punto
mediante la realimentacion, siempre y cuando los periodos de ayuno sean cortos, ya que

periodos prolongados de ayuno pueden provocar cambios irreversibles.

En los mamiferos, el intestino es afectado por varias hormonas relacionadas con el estado
nutricional y el metabolismo, como la hormona de crecimiento, el factor de crecimiento tipo
insulina I, la leptina y la grelina, que desempefian un papel importante en la regulacion del
recambio de los enterocitos (Ersoy et al., 2009, p. 5422). El ayuno y la realimentacion
pueden alterar la proliferacion de las células epiteliales y la apoptosis en el intestino
(Takahashi et al., 2014, p. 256).

Asi tenemos que el didmetro del intestino de A. gigas se muestra disminuido en animales
ayunados en comparacién con los controles (Tabla 06; Fig. 32). Karasov et al. (2004, p. 158)
mencionan que, dado que el tracto gastrointestinal representa aproximadamente el 40% del
peso total de los animales, los peces tienden a regular negativamente la estructura de sus
6rganos como mecanismo de conservacion de energia durante el ayuno. Esto coincide con
lo reportado por Motta et al. (2021, p. 132), quienes al someter a Pterophyllum scalare a 12
y 15 dias de ayuno no lograron recuperar las caracteristicas intestinales, aun después de 30
dias de realimentacion; lo que corrobora que los animales priorizan la normalizacion del
estado de otros drganos. En contraste, en el caso del paiche y el salmén del Atlantico, el
didmetro del intestino durante el ayuno mostré cambios notables desde los primeros dias de
ayuno, disminuyendo aun mas a los 7 dias, mostrando dafios en los pliegues simples y la
transformacion del citoplasma supranuclear de notablemente vacuolado a finamente
granular (Krogdahl y Bakke-McKellep, 2005, p. 457).

Scadeng et al. (2020, p. 15), en un estudio previo, describieron que la mucosa intestinal
presenta pliegues longitudinales muy evidentes y simples. Esto concuerda con el presente
estudio, donde se pudo observar que el intestino posterior presenta pliegues longitudinales
ramificados y vellosidades simples. También se demostrd que el ayuno puede afectar estas

estructuras, mostrando ligeras degeneraciones y un aumento en la longitud de las
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vellosidades, aunque sin diferencias estadisticamente significativas al compararlas con los
animales control. Esto podria deberse a la incidencia de los cortes realizados, lo que

explicaria la dispersion encontrada en el analisis de datos (Fig. 33).

Sin embargo, otra razon del aumento observable en la longitud de las vellosidades podria ser
que estas estructuras necesitan incrementar su superficie para mejorar la absorcion de
nutrientes, ya que se ven afectadas por el escaso flujo de alimento en periodos de ayuno
(Honorato et al., 2011, p. 286; Mariano et al., 2021, pp. 8-9). Por el contrario, Day et al.
(2014, pp. 506-508) reportaron una notable reduccion de las vellosidades y
microvellosidades intestinales poco después del inicio del periodo de ayuno en peces. Esto

resalta la importancia de esta adaptacion fisiologica a los obstaculos en su medio natural.

En este sentido, se observo que las tres semanas de realimentacion lograron normalizar la
longitud de las vellosidades de A. gigas, siendo similares tanto en los peces control como en
los realimentados. Sin embargo, aln se observaba una longitud notablemente menor en los
animales que salieron del periodo de ayuno (Fig. 33). Estos resultados contrastan con lo
descrito en tilapia, se observé un aumento en la altura, el perimetro y el area de las
vellosidades intestinales en los grupos que fueron realimentados después de 30 dias. Este
aumento en la superficie implicaba una mayor capacidad de absorcién para los nutrientes
disponibles (Aziza et al., 2015, p. 334).

Por otro lado, la capa muscular circular interna del intestino del paiche mostré un aumento
en su grosor en los animales ayunados en comparacion con los del grupo control, aunque no
significativo. En el caso de Oncorhynchus mykiss, se observo una disminucion en el grosor
de la capa muscular intestinal a partir de los 14 dias de ayuno, empeorando a los 21 y 28
dias, donde la reduccion fue ain mas pronunciaday el estriado también se habia desprendido,
lo que indica dafos severos en las estructuras intestinales (Liu et al., 2018, p. 395). De
manera similar, en adultos de Hoplias malabaricus sometidos a 30 dias de ayuno, se reportd

una disminucion en el grosor de la capa muscular del intestino (Rios et al., 2004, p. 687).

Durante el periodo de realimentacion, la capa muscular del intestino se restablecid en
comparacion con los animales control, aunque se registraron algunas diferencias
observables, pero no significativas en algunos casos. Esto corrobora la teoria de Liu et al.
(2018, p. 395), que sugiere que después del ayuno se prioriza el restablecimiento estructural
de otros 6rganos antes que los del tracto gastrointestinal como mecanismo de conservacion

de energia.
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En cuanto a la cuantificacion de las células calciformes, se obtuvieron valores menores en
cada etapa de los tratamientos, ya sea durante las semanas de ayuno o las semanas de
realimentacion. No se observd una recuperacion de este parametro en comparacion con el

grupo control (Fig. 36).

En estudios previos, Pinto et al. (2022, p. 353) describieron que las células calciformes de
A. gigas tienden a tener una mayor incidencia en la parte posterior del intestino, lo cual puede
estar relacionado con la produccion y asimilacion de iones y fluidos, que facilitarian la
eliminacién de desechos. Ademas, la presencia de un mayor nimero de células caliciformes
en el intestino esta relacionada con una mejor produccién de moco, lo que contribuye con la
proteccion del epitelio intestinal contra los alimentos provenientes del estdmago, que son
ricos en enzimas digestivas con un pH marcadamente acido, y también ayuda a mantener un
entorno intestinal saludable (Honorato etal., 2011, p. 287; Silva et al., 2017, p. 969). En la
investigacion realizada por Liu et al. (2018, p. 395) observaron una reduccion marcada en
la cantidad de células calciformes en cada etapa de ayuno, ya sea en el dia 7, 14, 21 o 28,
donde obtuvieron constantemente valores menores en comparacion con el grupo control en

la trucha arcoiris.

Estudios de crecimiento llevados a cabo en A, gigas indican que el ayuno puede inducir
respuestas de crecimiento compensatorio. Tanto una como dos semanas de ayuno son
suficientes para provocar una respuesta hiperfagica en los peces cuando son alimentados
nuevamente. Esta hiperfagia puede aumentar la tasa de crecimiento de los peces, durante
este periodo, donde los peces tratados mostraron una mejor eficiencia de conversién
alimenticia en comparacion con el grupo control, aunque esta tasa sélo se reflejé por un

tiempo acotado.

Estos resultados son consistentes con estudios realizados en otras especies de peces. Por
ejemplo, en el ciclido Cichlasoma dimerus, se observd una respuesta de crecimiento
compensatorio tres semanas después de la realimentacién, acompafiada de una mayor
eficiencia alimentaria y niveles elevados de GH en plasma y de su ARNm en hipofisis
(Delgadin et al., 2018, p. 6). Otra especie donde se obtuvieron resultados similares fue en
Cyrtocara moori, aunque en este caso no hubo una mejora significativa en la eficiencia
alimenticia y el crecimiento compensatorio, que después de una y dos semanas de ayuno fue
parcial (Yilmaz etal., 2018, p. 4). Montserrat et al., (2007, p. 193) también informaron una
respuesta de crecimiento compensatorio parcial en la dorada (Sparus aurata) al cabo de un

mes de realimentacion después de tres semanas de ayuno. En Hippoglossus hippoglossus, la
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induccidn parcial del crecimiento compensatorio se logré mediante diferentes protocolos de
ayuno y realimentacion (Heide et al., 2006, p. 116). De manera similar, en juveniles de
Lutjanus guttatus se observo un crecimiento compensatorio después de tres semanas de
realimentacion, luego de dos semanas de ayuno, aunque no alcanzaron el crecimiento de los
organismos del grupo de control, esto evidencio el potencial de crecimiento mientras mayor

sea el periodo de realimentacion (Escalante, 2019, p. 87).

Estos hallazgos demuestran que la inanicion puede inducir crecimiento compensatorio en A.
gigas, lo que brinda oportunidades a los productores para desarrollar estrategias que
reduzcan costos. Sin embargo, podrian ser necesarios diferentes esquemas de ayuno-

realimentacion para obtener un rendimiento 6ptimo.

El crecimiento de los vertebrados esta regulado en gran medida por el eje de la hormona del
crecimiento/factor de crecimiento tipo insulina, donde ademéas intervienen de manera
necesaria los receptores de la hormona del crecimiento, los cuales desempefian un papel
clave en este sistema al mediar los efectos de GH (Brooks et al., 2014, p. 2). En la presente
tesis mostramos que el ayuno y la realimentacion afectan diferencialmente la expresion de
algunos de los componentes del eje de crecimiento en juveniles de A. gigas: IGF1, IGF2,
GHR1y GHR2.

El estado nutricional tiene un impacto significativo en la expresion de los receptores de la
hormona del crecimiento en teledsteos, aunque los estudios publicados hasta la fecha dan
cuenta de que las respuestas pueden variar entre las distintas especies. Por ejemplo, en el
salmén masu, se observo una reduccién en la expresion del ARNm de GHRL1 en el higado
de peces que estuvieron en ayuno durante tres semanas (Fukada et al., 2004, p. 69). En la
lubina rayada hibrida, la expresion del ARNm de GHR2 en el mdsculo aumento
significativamente después de tres semanas de ayuno, mientras que los niveles de ARNm de
GHR1y GHR2 en el higado (Picha et al., 2008, p. 199). Por otro lado, en la tilapia durante
el ayuno no se observaron cambios en los niveles de transcripcion de GHR1 en el higado
(Pierce etal., 2007, pp. 37-38).

Otros trabajos previos han descrito también una disminucion en los niveles de ARNm de
GHR1 y GHR2 en el higado y un aumento en los niveles de ARNm de GHR1y GHR2 en el
musculo en condiciones de ayuno, con un retorno parcial de los niveles de expresion de esos
genes durante la realimentacion, lo que respalda un mecanismo de “recuperacion”. Entre las

especies estudiadas fueron Siniperca chuatsi (Lu et al., 2016, p. 166), Acanthopagrus
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schlegeli (Deng et al., 2004, p. 428), Oreochromis mossambicus (Fox et al., 2010, p. 575),
Paralichtys adspersus (Fuentes et al., 2012, p. 288) y Ictalurus furcatus (Small et al., 20086,
p. 353). Estas respuestas pueden deberse a diferencias entre los tejidos y especies de peces,
asi como a los diferentes tiempos de los muestreos. Ademas, se ha planteado la posibilidad
de que el GHR2 esté involucrado en la reparacion y supervivencia de los tejidos, lo que
podria explicar la expresion de GHR2 regulada por el ayuno en el masculo (Saera-Vila et
al., 2005, p. 202). En contraste, Reindl y Sheridan, (2012, p. 236) proponen que la alta
expresion de GHR en el musculo puede estar relacionada con la movilizacion de lipidos.

En este sentido, los resultados de la expresion de GHR1 y GHR2 en el higado de A. gigas se
condicen con lo reportado en estudios previos en varies especies. A las dos semanas de ayuno
el nivel de expresion de GHR2 en higado es menor en los peces ayunados, mientras que en
musculo la expresion tanto de GHR1 como GHR2 se encuentra elevada. La menor expresion
de GHR2 en el higado es parte del mecanismo denominado resistencia a GH, dado que se ha
observado que muchas veces durante el ayuno los niveles plasmaticos de GH se encuentran
elevados mientras que los niveles de IGF1 disminuidos. Como se menciona en el estudio de
Won y Borski (2013, p. 4), la reduccion de la expresion de GHR y por tanto la disminucién
de la tasa de traduccion de este gen es al menos uno de los mecanismos responsables de la
resistencia a la hormona de crecimiento durante el ayuno, lo cual por consiguiente se asocia
con una reduccion en la produccion de los factores de crecimiento IGF1 e IGF2. Por lo tanto,
niveles de expresion reducidos del receptor para GH podrian dar cuenta de que a pesar de
elevados niveles de GH los niveles plasmaticos de IGF1 se encuentren disminuidos.

Sin embargo, en este estudio observamos que, si bien los niveles de ARNm de GHR2 caen
en el ayuno, IGF1 se encuentra sobre expresado. En este sentido, seria necesario corroborar
estos resultados mediante la cuantifican de IGF1 circulante o mediante la medicién de su
ARNmM por PCR en tiempo real. Por otra parte, la sobre expresion de los GHRs en musculo
es coincidente con lo que se ha reportado en muchas especies de peces teledsteos. Una
posible explicacion no siempre tenida en cuenta, es la posibilidad de que lo que se esté sobre
expresando sea la o las variantes truncadas del receptor. Un aumento en la cantidad de
receptor truncado podria actuar como dominante negativo, dado que el su ligando GH se
uniria a estos receptores anclados a membrana no funcionales, disminuyendo en
consecuencia la unién de GH al receptor completo funcional y por tanto regulando

negativamente las vias rio debajo de GHR.
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Después de considerar los aspectos anteriores, se observO consistentemente que la
realimentacion de los peces tiende a restaurar los cambios que ocasiona el ayuno. Esto quedo
demostrado por la recuperacion de los niveles de ARNm de GHR en el higado y de los
niveles de ARNm de GHR muscular a niveles similares a los observados previo al ayuno.
Estos resultados indican que la realimentacion induce respuestas de regulacion molecular
que revierten los efectos negativos asociados con el ayuno y permiten la restauracion de la
expresion normal de los componentes del eje neuroendocrino del crecimiento en los peces
(Walock et al., 2014, p. 292).

Se ha descrito ampliamente que la expresion de los factores de crecimiento IGFs son
reguladas negativamente en condiciones de restriccion alimentaria, el cual posteriormente
es restaurada durante el proceso de realimentacion, tal como lo indican investigaciones
previas en diversas especies de peces, como la trucha arcoiris (Chauvigné et al., 2003, p.
213), el robalo rayado hibrido (Picha et al., 2008, p. 198) y Paralichthys adspersus (Fuentes
et al., 2012, p. 288). Sin embargo, como ya se ha mencionado, en el presente estudio no se
pudo observar el patron de expresion esperado para IGF1 e IGF2, es decir, una disminucion
durante la restriccion seguida de un aumento significativo durante la realimentacion. Mas
aun, IGF1 es sobre expresado en el ayuno. Esta discrepancia podria deberse, al menos en
parte, al proceso de normalizacion para el calculo de los valores de expresion génica (Picha
et al., 2008, p. 199). En cuanto a la expresion hepatica de IGF2, no se observo un efecto
claro debido al ayuno o la realimentacion. En el tejido muscular, la expresion de ambos
genes no mostro patrones de expresion significativos, aunque se observé una sobreexpresion

que disminuy6 durante la realimentacion.

Estudios anteriores han reportado diferencias en los niveles de expresion de IGF asociados
con el ayuno. Por ejemplo, en la lubina hibrida, se observé un aumento en la expresion de
IGF1 después de un ayuno de cuatro semanas, seguido de una disminucion significativa
después de la realimentacion (Picha et al., 2008, p. 197). En el bagre de canal, se observd
que 30 dias de ayuno causaron una disminucion en la expresion de IGF1 tanto en el tejido
muscular como en el higado, mientras que los niveles de expresion de IGF2 se mantuvieron
sin cambios. Durante la realimentacion, la expresion de IGF1 se restableci6 en el masculo y
el higado, mientras que la expresion de IGF2 aumentd solo en el higado (Peterson et al.,
2009, p. 80). En Labeo rohita, la restriccion parcial de alimentos durante 30 dias resulté en
un aumento en la expresion de IGF1 tanto en el musculo como en el higado, y este aumento

aumento después de 15 dias de realimentacion, pero despues de 30 dias de realimentacion
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esta empez6 a disminuir (Ahmad Dar et al., 2018, p. 83). En Cyrtocara moori, los niveles
de expresion de IGF1 e IGF2 no mostraron cambios significativos durante la realimentacion
después del ayuno, excepto por un aumento en la expresion de IGF2 muscular después de

tres semanas (Delgadin et al., 2018, p. 7).

Los resultados obtenidos en relacion a la expresion de los genes IGF1 e IGF2 en A. gigas
indican que estos genes estan regulados diferencialmente. Ademas, se ha observado que la
sintesis y liberacion de los factores de crecimiento IGF en el higado y en el musculo se
produce de forma diferente en condiciones de restriccion alimentaria. Estos resultados
sugieren la existencia de mecanismos de control especificos que modulan la expresion y
actividad de los genes IGF1 e IGF2 en diferentes tejidos en respuesta a la disponibilidad de
alimento. La regulacion diferencial de estos genes y la respuesta diferencial en la sintesis y
liberacién de IGF en higado y musculo desempefian un papel fundamental en la adaptacién
y la optimizacion de la utilizacion de los recursos energéticos de A. gigas periodos de ayuno.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, permitieron concluir en:

Los efectos ocasionados por el ayuno en los parametros examinados en los juveniles de
A. gigas durante dos semanas, son reversibles al momento de la realimentacion, lo que

sugiere su viabilidad para su implementacion en la acuicultura.

Dos semanas de ayuno, modificaron las caracteristicas histologicas y morfoldgicas del

higado e intestino de A. gigas.

Tres semanas de realimentacion se demostraron suficientes para lograr una recuperacion
progresiva y completa de los cambios generados en el higado e intestino por el ayuno en

A. gigas.

La reduccion del tamafio de los hepatocitos durante el ayuno y su rapida recuperacion en

la realimentacion fue el atributo mas conspicuo observado en el higado de A. gigas.

La disminucion del didmetro intestinal durante el periodo de ayuno, seguida de una
pronta recuperacién durante la fase de realimentacion, constituyeron las diferencias mas

prominentes observadas en el intestino de A. gigas.

El ayuno y la realimentacion afectaron diferencialmente la expresion génica de IGF1,
IGF2, GHR1 y GHR2 tanto a nivel hepatico como muscular de A. gigas.

A diferencia de lo observado en otras especies, IGF1 hepatico es sobre expresado durante

el ayuno en A. gigas.

La expresion del receptor tipo 1 para GH muestra un perfil muy marcado: disminuye
abruptamente en el ayuno, aumenta pronunciadamente durante los tres primeros dias de
la realimentacidn y se reestablecer a valores control a las dos semanas de realimentacion

en A. gigas.

El patron de cambio en el IHS y en el area de los hepatocitos sigue al perfil de expresion

de GHR2 durante el ayuno y la realimentacion en A. gigas.
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8. RECOMENDACIONES

7

X Encontrar un mayor rango de tiempo para las condiciones de ayuno y realimentacion
para corroborar el punto critico de recuperacién de los pardmetros morfoldgicos obtenidos
en este estudio.

R/

X Realizar un analisis de expresion de genes mediante RT-qPCR para validar la
expresion diferencial de IGF1, IGF2, GHR1 y GHR2 en la respuesta durante condiciones de

ayuno y realimentacion.

R/

X Realizar posteriores estudios sobre la expresion de muchos méas genes involucrados

en el crecimiento y factores que influyan en este proceso
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10. ANEXOS

ANexo 1. Extraccion de ARN de hemolinfa de L. vannamei - protocolo: TRIzol Reagent.

Lista de reactivos necesarios previos a la extraccion:

+¢+ Cloroformo ultrapuro, Panreac AppliChem

*

o
*

Isopropanol (2-Propanol), Sigma-Aldrich

4

L)

% Acetato de Sodio 3M, 5.2 pH, Panreac AppliChem

Etanol absoluto grado molecular al 75%, Serva

X/
L X4

X/
X4

Agua libre de nucleasas, Panreac AppliChem

*,

Protocolo:
1) Descongelar las muestras en hielo a 4°C.

2) Agregar 100 uL de Cloroformo por cada 500 uL de TRIzol usado para la lisis,

asegurandose de cerrar la tapa del tubo e invertir el tubo para mezclar.
3) Incubar por 5 min en hielo.
4) Centrifugar la muestra por 15 min a 12,000 rpm a 4°C.

NOTA: La mezcla se separa, abajo fenol-cloroformo con una tonalidad rojiza, una interface

y arriba la fase acuosa incolora.

5) Transferir la fase acuosa que contiene el RNA a un tubo nuevo. Cuantificar el volumen

recuperado.

NOTA: Evitar acarrear la interface u otro compuesto organico ya que contienen inhibidores

y contaminantes. Alinear el tubo 45° y con ayuda de una micropipeta aspirar la fase acuosa.

6) Agregar 500 uL de isopropanol y 1/10 de acetato de sodio 3M, 5.2 pH. Mezclar invirtiendo

el tubo.

7) Incubar 2 hrs o toda la noche a -20°C.

8) Centrifugar por 15 min a 12,000 rpm a 4°C.
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NOTA: El RNA se precipita formado un boton de gel translucido en el fondo del tubo.

9) Descartar el sobrenadante con una micropipeta o decantando. En ambos casos, cuidar que

el botdn no se desprenda del tubo y se pierda.

10) Resuspender el boton en 500 uL de etanol al 75% por cada 500 uL de TRIzol usado para

la lisis.
11) Dar vortex brevemente y centrifugar por 10 min entre 7,500-10,000 rpm a 4°C.
12) Descartar el sobrenadante con una micropipeta o decantar.

13) Eliminar los residuos de etanol dejando que este se evapore. No dejar que el botdn se

seque.

14) Resuspender el boton en 20-50 uL de agua libre de nucleasas y mezcle con ayuda de una

micropipeta. Lavar las paredes del tubo.

15) Almacenar el RNA a -70°C o proceder con otras aplicaciones.

Control de calidad de RNA:

Para evaluar la integridad, pureza y concentracion del RNA realizar lo siguiente:
Determinar la pureza y concentracion mediante espectrofotometria.

1) Leer 1-2 uL de RNA en el espectrofotdbmetro de microplaca EPOCH (Bioteck) para

obtener la razon de absorbancia A260/A280 y la concentracion en ng/ul.

NOTA: Una razon A260/A280 aceptable oscila entre 1.8 y 2; mientras que la razén
A260/A230 entre 1.8 y 2.2 (Thermo-Scientific, 2010 a y b).

Integridad:
1) Correr un gel de agarosa al 1% y cargar minimo 200 ng totales.

2) Realizar la electroforesis a 80 V por 65 min con TAE 1X.
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ANEXO0 2. Limpieza de ARN total con DNasa I, RNase-free (Thermo scientific).

1. Agregar a un tubo de 1.5 mL sin ARNasa, los siguientes componentes:

Componentes Cantidad

ARN 1pg

10 x Buffer de reaccién con MgCl2 1puL
DNase |, RNase-free 1 uL(1V)

Agua tratada con DEPC 10 pL

2. Incubar la mezcla anterior a 37°C durante 30 min.
3. Afiadir 1 pL. de EDTA 50 mM e incubar a 65°C durante 10 minutos.

Nota: No usar mas de 1 U de DNasa I, por 1 ug de ARN.
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