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RESUMEN

La manipulacién del crecimiento en organismos acudticos es una tarea fundamental de la biotecnologia actual,
teniendo en cuenta que uno de los problemas cruciales que afronta la humanidad es el hambre y en especifico, la
carencia de proteina animal. La estimulacién del crecimiento dirigida a disminuir los tiempos de cosecha y las
grandes mortalidades en las etapas larvales de los peces, asi como el uso de inmunoestimulantes que los preparen
para enfrentar cultivos intensivos, son objetivos esenciales de la biotecnologia agropecuaria moderna. Recientemente
se han obtenido evidencias que demuestran la relacién existente entre el sistema inmune y el sistema endocrino
en los peces por la accién estimuladora de la hormona de crecimiento sobre varios parametros de la inmunidad
innata, que constituye su respuesta defensiva mas importante. Lograr con la utilizacién de productos biotecnolégicos
estimular la hormona de crecimiento y a la vez, el sistema inmune innato de los peces constituye una de las
principales promesas de éxito que tiene la biotecnologia para la acuicultura. En el presente trabajo se estudia la
influencia del péptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP), del peptido relacionado a PACAP (PRP)
de Clarias gariepinus y del neuropéptido Y de Oreochromis sp sobre el crecimiento y el sistema inmune innato en
peces. Los resultados obtenidos muestran que estos neuropeptidos, ademds de tener actividad promotora del
crecimiento y del desarrollo estimulan varios elementos de la inmunidad innata como lisozima, lectinas y éxido
nitrico, y de las defensas antioxidantes (actividad de la catalasa, de la superéxido/dismutasa y concentracién de
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glutation reducido).

Introduccién

El péptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria
(PACAP) se aisld por primera vez en el afio 1989 a
partir de hipotdlamo bovino y se demostré su
capacidad para estimular la secrecion de la hormona
del crecimiento (GH) mediante la activacion de la
enzima adenilato ciclasa (Miyata et al., 1989) [1].

El PACAPYy el péptido relacionado con el PACAP
(PRP) pertenecen a la superfamilia de péptidos
nombrada glucagon/secretina, que incluye ademas de
estos dos, al péptido intestinal vasoactivo, los péptidos
similares al glucagén 1y 2, los dipéptidos histidina/
meteonina e histidina/isoleucina, y el péptido
insulinoide dependiente de glucosa (Campbell y
Scanes, 1992) [2]. De la familia del glucagon, el PRP
ha sido el tnico péptido cuya funcion todavia no se ha
esclarecido completamente (Tam et al., 2007) [3]. Es
posible que este péptido desempefie una funcion
importante en vertebrados inferiores como los peces,
y que su funcién en mamiferos haya desaparecido por
la pérdida en el genoma del gen de su receptor (Lee et
al., 2007) [4].

Hasta el momento, se han clonado los genes que
codifican para el PACAP en varias especies de
vertebrados y un protocordado (tunicado). Re-
cientemente, fue aislado y caracterizado el ADN
complementario que codifica para el polipéptido PRP/
PACAP de Clarias gariepinus (Lugo et al., 2008) [5].
El PACAP estimula, la liberacién de la hormona
estimulante de los melanocitos (MSH) por las células
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melanotroficas de la pituitaria anterior (Vaudry et al.,
2000) [6]. La primera evidencia que muestra una posible
funcion del PACAP sobre la pigmentacion de la piel en
peces fue reportada por Lugo et al., 2008 [5].

En mamiferos estd muy bien caracterizada la funcion
del PACAP sobre el sistema inmune y existen varias
patentes que describen su uso en humanos como
modulador de la respuesta inmunoldgica. En el 2008 se
demostro por primera vez la funcion del PACAP como
inmunoestimulador en peces Lugo et al., 2008 [5].

Recientemente, en Cuba se reportd por primera
vez la expresion recombinante del PACAP y del
PRP en bacterias y se demostro que el PACAP y el
PRP potencian la tasa de crecimiento en larvas de
peces [5]. Los resultados obtenidos in vivo en tres
especies de peces pez gato, Clarias gariepinus;
tilapia, Oreochromis niloticus y carpa, Cyprinus
carpio mostraron que el PACAP, mucho mas que el
PRP, desempefia una funcién primordial en el control
del crecimiento en los peces [5]. Desde el punto de
vista teorico, estos resultados contribuyen a
dilucidar el eje neuroendocrino propuesto en la
literatura para explicar la regulacién hipotalamica
del crecimiento en vertebrados inferiores y
evidencian un posible uso del PACAP recombinante
como producto biotecnolégico para aumentar la
productividad en la acuicultura.

Se evalud ademas el efecto de la administracion
mediante bafios de inmersion del PACAP y el PRP
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recombinantes sobre importantes parametros de la
inmunidad innata y las defensas antioxidantes en larvas
de pez gato africano (C. gariepinus) y por primera
vez se demostré que el PACAP recombinante de C.
gariepinus no solo promueve el crecimiento, sino
también incrementa la actividad de lisozima, la
concentracion de los metabolitos derivados del 6xido
nitrico y las defensas antioxidantes en larvas de peces
Lugo et al., 2008 [5]. Estos resultados apuntan a una
funcién novedosa del PACAP como importante
regulador del sistema inmune en peces teledsteos,
ademas de su funcion fisioldgica en el control del
crecimiento [6].

Otro péptido involucrado en la cascada del
crecimiento en vertebrados es el neuropéptido Y,
molécula de 36 aminoacidos perteneciente a la familia
de los péptidos Y, de secuencia bastante conservada
desde los peces hasta los mamiferos (Larhammar D,
1996) [7]. Este péptido se encuentra ampliamente
distribuido en varias estructuras del sistema nervioso
central de los vertebrados, incluidos los peces teledsteos
(McDonald, 1988) [8].

Se ha observado que la inyeccion intracerebro-
ventricular de NPY en goldfish influye en el apetito y
por tanto, en el consumo de alimentos. Ademas, la
restriccion dietética y la privacion de alimento
incrementan significativamente la hormona de
crecimiento en el suero de estos organismos,
correlacionado con un incremento en la expresion del
gen NPY (Narnaware et al., 2000) [9]. Estos resultados
indican que el NPY esta involucrado de forma dinamica
en el consumo diario de alimentos en peces, lo que
apoya la tesis de que es un neuropéptido orexigénico
importante.

También se obtuvo el NPY por via recombinante,
lo cual contribuird al conocimiento bésico de la
fisiologia de peces. Se determind el efecto del péptido
sobre la ingestion del alimento y el crecimiento en
tilapia, con el objetivo de evaluar su posible aplicacion
en laacuicultura.

PACAP y PRP de Clarias gariepinus

Aislamiento del ADNc de PACAP/PRP
mediante trascripcion reversa/reaccion
en cadena de la polimerasa

El ADN complementario (ADNCc) que codifica para el
PRP/PACAP de C. gariepinus se obtuvo por
trascripcion reversa/reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR), a partir de ARN total de cerebro de C.
gariepinus y se utilizé un par de cebadores especificos
disefiados a partir de la secuencia nucleotidica del gen
que codifica para el PRP/PACAP del pez gato Ictalarus
puntatus. Se amplifico desde la region del péptido sefial
hasta el extremo 3’ no traducido (Figura 2 de la referencia
[5])- EI ADNc del PRP/PACAP de C. gariepinus se
clond en un vector T y se obtuvo el plasmido pPRP-
PACAP. La secuencia nucleotidica completa del ADNc
correspondiente al PRP/PACAP de C. gariepinus se
muestra en la figura 2 de la referencia [5].

A partir del plasmido pPRP-PACAP se ampli-
ficaron los ADNc que codifican para los péptidos
PRP y PACAP maduros. En la figura 1, carrilera P.
se muestra el resultado de la amplificacion del ADNc
que codifica para el PACAP de C. gariepinus.
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200 pb

114 pb

Figura 1. Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 2% [p/v]
que muestra los resultados de las reacciones de RT-PCR
realizadas para amplificar el ADNc que codifica para el PACAP
de C. gariepinus. M, marcador de pesos moleculares de 100
pb DNA Ladder (Promega, cat. # G6951); P fragmento de
ADN correspondiente al PACAP

Utilizando el mismo procedimiento se amplifico
el ADNc que codifica para el PRP de C. gariepinus
(Figura 2).

Subclonaje de los ADNc correspondientes

a PACAP y PRP en un vector de expresion

en E.coli

Con el objetivo de obtener altos niveles de expresion de
los péptidos PRPy el PACAP en E. coli, se disefio una
estrategia para el subclonaje de los ADNc corres-
pondientes al PRPy al PACAP, bajo el promotor T7 en
el vector pTYBL del juego de reactivos del sistema
IMPACT-CN (New England Biolabs, cat. # E6900S).
Esta metodologia permiti6 establecer un protocolo para
purificar estos péptidos con actividad bioldgica, alto
grado de pureza y en cantidades suficientes para su
utilizacion en ensayos bioldgicos in vivo.

A partir de la secuencia nucleotidica que codifica
para el neuropéptido PRP/PACAP del pez gato C.
gariepinus, aislada por RT-PCR y clonada en un
vector T comercial (plasmido pPRP-PACAP) se
amplificaron por la técnica de PCR los fragmentos
de ADN de 114 y 145 pb, correspondientes al
PACAP y al PRP, respectivamente (Figuras 1y 2).
Los cebadores fueron disefiados de tal forma, que los
que complementan con el extremo 5" de cada gen
originan un sitio de restriccion para la enzima Nde |
y un codoén de inicio de la traduccion, y los que
complementan con el extremo 3" crean un sitio de
restriccion para la enzima Sap I. Este disefio facilitd
el posterior clonaje de los ADNc en el vector de
expresion en bacterias.

Los plasmidos recombinantes seleccionados de cada
clonaje (nombrados pTYB1-PACAP y pTYB1-PRP)
fueron secuenciados de forma automatica empleando
el cebador universal T7.

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el
programa BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/blastx). Los clones mostraron altos valores de
homologia nucleotidica con las secuencias nucleotidicas
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Figura 2. Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 2% [p/v]
que muestra los resultados de las reacciones de RT-PCR
realizadas para amplificar el ADNc que codifica para el PRP de
C. gariepinus. M, marcador de pesos moleculares 100 pb DNA
Ladder (Promega, cat. # G6951); carrilera 1, amplificacion del
ADNc que codifica para el PRP de C. gariepinus; carrilera 2,
control negativo (PCR sin ADN molde).

correspondientes reportadas en la literatura para las
diferentes especies.

Induccién de la expresion de los genes
en E. coli

La cepade E. coli BL21 (DE3) se transformé con los
plaésmidos pTYB1-PACAP y pTYB1-PRP para
inducir la expresion bajo el control del promotor T7de
los genes que codifican para los péptidos PACAP y
PRP. Los ADNCc correspondientes al PRPy al PACAP
se clonaron en el vector de expresion pTYBL sin
sefial de secrecion, por lo que una vez inducida la
expresion de la proteina, esta podia quedar libre en el
citoplasma o formar cuerpos de inclusion. Para
determinar la localizacion citoplasmatica especifica
de la proteina de interés, una vez inducida su expresion.
las células de E. coli se lisaron de forma mecénica en
prensa francesa. Se separ6 la fraccion soluble
(sobrenadante de lisis) de la insoluble (precipitado
de lisis) por centrifugacion y ambas se analizaron
por electroforesis de proteinas y por Western blot
(Figura 4 en lareferencia [5]).

Los péptidos PRP y PACAP expresados en E. coli
fueron analizados por espectrometria de masas. En la

PACAP MHSDGIFTDSYRKQMAVKKYLAAVLGRRYRQRFRNK

PRP MHADGLLDRALRDILYQLSARKYLHSLTAVRYGEEEEDEEDSEPLS

Figura 3. Secuencias de los péptidos correspondientes al
PACAP y PRP de C. gariepinus, expresados en E. coliy
determinadas por espectrometria de masas. Las zonas de los
péptidos identificadas se encuentran subrayadas. M es la
metionina adicionada como resultado de la expresion de los
péptidos en bacterias
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figura 3 se muestran los péptidos secuenciados
correspondientes a el PRPy al PACAP recombinantes.

Efectos de PACAP y PRP sobre el crecimiento
en larvas de C. gariepinus

Para evaluar el efecto de los neuropéptidos PACAP y
PRP sobre el crecimiento en larvas de C. gariepinus, se
midio el peso corporal y la longitud. A los 8 dias de
iniciado el experimento, los animales tratados con el
sobrenadante de lisis de la cepa E. coli BL21 (D3),
transformada con los respectivos vectores de expresion,
incrementaron significativamente el peso corporal con
respecto a los animales tratados con el sobrenadante de
lisis de la cepa E. coli BL21 (D3), transformada con el
vector de expresion vacio (grupo BL21), y al grupo no
tratado (CN) (Figura 6 en la referencia [5]). Estas
diferencias se mantuvieron a los 15y 21 dias de iniciado
el experimento (Figura 6 en la referencia [5]).

En la figura 4 se muestran las diferencias en el peso
de las larvas de clarias de los diferentes tratamientos a
los 21 dias de iniciado el experimento.

Efectos de PACAP y PRP sobre el crecimiento
en larvas de Oreochromis niloticus

El PACAP es el miembro més conservado de la
superfamilia del glucagén (Sherwood et al., 2000) [10].
Las secuencias aminoacidicas del PACAP de las especies
de peces reportadas hasta la fecha exhiben un alto
porcentaje de homologia, por ejemplo, las secuencias
aminoacidicas de pez gato y salmén muestran 94.7%
de identidad (Fradinger y Sherwood, 2000) [11].

Teniendo en cuenta la caracteristica sefialada, se
realizaron varios experimentos in vivo para evaluar el
efecto del PACAP de C. gariepinus sobre el
crecimiento de larvas de tilapia de la especie
Oreochromis niloticus. Las variables medidas fueron
el peso corporal y la longitud de los animales.

A los 8 dias de iniciado los tratamientos, el peso
promedio de las larvas tratadas con el PACAP y el de
las larvas tratadas con el PRP fueron estadisticamente
superiores con respecto al grupo CN. Estas diferencias
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Figura 4. Efecto de los péptidos PACAP y PRP sobre el
crecimiento en larvas de Clarias gariepinus, alos 21 dias de
iniciados los tratamientos mediante bafos de inmersién con la
dosis de 200 ng/L de agua. Los grupos (n=80) se analizaron
mediante prueba de ANOVA y Newman-Keuls (***- P < 0.001,
**. P <0.01)
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se mantuvieron hasta el dia 21 después de iniciado el
experimento (Figura 7 en la referencia [5]). En la figura
5 se muestran las diferencias en el peso de las larvas de
tilapia de los diferentes tratamientos a los 30 dias de
iniciado el experimento.

Efecto del PACAP y el PRP sobre el
crecimiento en larvas de Cyprinus carpio

Para evaluar el efecto de los neuropéptidos PACAPy
PRP sobre el crecimiento en las larvas de carpas, se
midio el peso corporal (g) y la longitud (cm). Ocho
dias después de iniciado el experimento, los animales
tratados con el sobrenadante de lisis de la cepa E. coli
BL21(D3), que expresa los péptidos PACAP y PRP,
mostraron un incremento significativo del peso
corporal respecto a los animales tratados con el
sobrenadante de lisis de la misma cepa transformada
con el vector vacio (grupo CN). Este resultado se
repitio a los 15 y 27 dias de iniciado el experimento
(Figura 8 en lareferencia [5]). En la figura 6 se muestran
las diferencias en el peso de las larvas de carpa con los
diferentes tratamientos, a los 27 dias de iniciado el
experimento.

En el experimento se observé ademas que los
péptidos PACAP y PRP estimularon el desarrollo de
coloracion en la piel (Tabla 4 en la referencia [5]),
parametro muy importante en la industria de peces
ornamentales.

Efectos sobre la inmunidad innata en larvas
de C. gariepinus

Existen numerosos ejemplos sobre la influencia que
ejercen el PACAP y el PRP sobre el sistema inmune
en los vertebrados superiores. Por ello, se investigo el
efecto de los tratamientos con PACAP y PRP sobre
tres parametros inmunolégicos en larvas peces: la
actividad de lisozima, lectinas y NO. La lisozima es
uno de los parametros de la inmunidad innata mas
importantes en peces, buen indicador del estado
inmunoldgico al igual que las lectinas, aglutininas
solubles que son facilmente detectables mediante un
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Figura 5. Efecto de los péptidos PACAP y PRP sobre el
crecimiento en larvas de Oreochromis niloticus, a los 30 dias
de iniciados los tratamientos por bafo de inmersién a la dosis
de 200 pg/L de agua. Los grupos (n=30) se analizaron
mediante prueba de ANOVA y Newman-Keuls (***- P < 0.001,
**. P <0.01)
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Figura 6. Efecto de los péptidos PACAP y PRP sobre el
crecimiento en larvas de Cyprinus carpio a los 27 dias de
iniciados los tratamientos, por bafo de inmersién a la dosis de
200 ug/L de agua. Los grupos (n=150) se analizaron mediante
prueba de ANOVA y Newman-Keuls (***- P < 0.001,

**. P <0.01)

ensayo de hemaglutinacidn. Por otra parte, el NO es
una especie reactiva de nitrégeno, generada durante el
estallido respiratorio de los macréfagos de potente
accion antimicrobiana. Este compuesto se descompone
rapidamente en NO,y NO;, que son mas estables y
poco volatiles.

Se observo que a los 21 dias de tratamiento con
PACAP, la actividad de la lisozima en las larvas de
peces aumento significativamente, respecto a los
controles negativos y al grupo tratado con el PRP
(Figura 2 en la referencia [5]).

En la determinacion de lectinas en los homogenados
de larvas de C. gariepinus, se tom6 como control
negativo una suspension de eritrocitos al 2% en PBS
1X, enla cual no se observé hemaglutinacion. Alos 15
dias de comenzado el experimento el grupo tratado
con PACAP aument6 significativamente los titulos de
lectina con respecto al grupo control negativo (BL21)
y al grupo tratado con PRP. Alos 21 dias de iniciado el
experimento, el grupo tratado con el PRP mostrd
titulos de lectinas significativamente superiores a los
del grupo BL21 (Figura 3 en la referencia [12]).

Para estimar las cantidades de NO en los
homogenados de clarias se determinaron las
concentraciones de NO; totales mediante un patron
de NaNO,. A los 21 dias de iniciado el experimento,
el grupo tratado con el PACAP mostré un valor de
concentracion de NOzsignificativamente mayor con
respecto a los restantes grupos, que no mostraron
diferencias significativas entre si (Figura 4 en la
referencia [12]).

Efectos sobre las defensas antioxidantes en
larvas de C. gariepinus

Seevalud la actividad de la catalasa (CAT), la superdxido
dismutasa (SOD) y la concentracion de glutation reducido
(GSH), como moléculas que intervienen en los
mecanismos antioxidantes de los organismos ante un estrés
oxidativo y evitando el dafio celular.

La actividad CAT en larvas de clarias tratadas con
PACAP aumento significativamente a los 21 dias de
administracion del péptido por inmersion, (Figura 5a
en lareferencia [12]).
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La actividad enzimética SOD no mostr¢ diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales a los 21 dias de tratamiento (Figura 5¢
en la referencia [12]). La concentracion de glutation
reducido en larvas de clarias tratadas con los péptidos
fue significativamente mayor en el grupo tratado con
PACAP en comparacion con el grupo tratado con PRP
y el grupo control negativo, tras 21 dias de tratamiento
(Figura5b en la referencia [12]).

Los resultados mostrados con respecto a PACAP y
PRP) son de gran valor préactico, por su potencial
aplicacion en laacuicultura para mejorar el crecimientoy
la sobrevida de los peces en estadios larvales. Desde el
punto de vista cientifico, se demostré por primera vez el
efecto del PACAP como un posible inmunomodulador
en organismos acuaticos. Ademas, se profundizo en el
estudio de la funcion bioldgica del PRP, hasta ahora
desconocida en organismos acuaticos.

Neuropéptido y de tilapia

Aislamiento del ADN complementario

Se aislé mediante la técnica de RT-PCR un fragmento
de ADN de 192 pb a partir del cerebro de tilapia roja
(Oreochromis sp.), que comprende a las secuencias
que codifican para el péptido sefial y la secuencia
codificante del péptido NPY de 36 aminoacidos. El
disefio de los cebadores se baso en las secuencias de
European sea bass y Bastard halibut que pertenecen
al mismo género (Percomorpha) y son altamente
conservadas en los extremos 5’ y 3’. La secuencia
nucleotidica obtenida (GenBank accession Nr.
AY779047) fue altamente homdloga a todas las
anteriormente caracterizadas, incluidos mamiferos y
aves, figura 1 en la referencia [13].

Expresiéon recombinante y purificacion
del neuropéptido Y maduro

Basado en la secuencia aislada, para el NPY de tilapia, se
amplifico y clond el péptido NPY sin péptido sefial en el
vector comercial pTYB1 de expresion en bacterias.
Después de la induccién con IPTG se observé en una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) una banda
de aproximadamente 60 kDa, correspondiente al NPY
fusionado con la inteina. La maxima expresion de la
proteina se obtuvo 6 h después de la induccion con IPTG.
El péptido maduro se generd con 80% de pureza después
de incubar con DTT a 4 °C durante 16 h, con un peso
molecular de aproximadamente 4.4 kDa, segtn lo predicho
a partir de la secuencia del ADNc aislado. La masa
molecular del NPY se calcul6 por espectrometria de masas.
Las sefiales de los iones multicargados se correspondieron
con una molécula de 4395.21 Da, acorde con la masa
esperada para el NPY. Se secuenciaron dos péptidos,
uno de ellos correspondiente a los 20 aminoacidos del
extremo N-terminal y se confirmé que la proteina
purificada se correspondia con el NPY de tilapia figura 4
en lareferencia [13].

Experimento de ingestién del alimento

para medir apetito y actividad promotora

del crecimiento en larvas de tilapia

La administracion de NPY incrementd la ingestion de

alimentos en tilapias juveniles (37 + 3g) inyectadas
intraperitonealmente en un plazo de 24 h, en
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comparacion con los controles negativos figura5en la
referencia [13].

En el experimento de crecimiento se emplearon 12
animales de 0.8 + 0.1 g de peso en cada grupo, los que
se mantuvieron en tanques de 250 L a 28 °C bajo un
régimen de 12 h luz/ 12 h oscuridad y fueron
alimentados con pienso comercial (CENPALAB) hasta
la saciedad 2 veces al dia. EI NPY recombinante fue
inyectado por via intraperitoneal dos veces por
semana, durante 5 semanas. Se inyect6 un grupo con
una dosis de 1 pg/g de peso, otro grupo con una dosis
de 0.1 ng/g de peso y el grupo control con PBS 1X. Al
término del experimento se colectaron y pesaron los
higados para determinar el indice hepatosomatico
(HS1), que es la relacion del peso del higado respecto
al peso corporal. Se calculé ademas el contenido de
proteinas y humedad del musculo.

El tratamiento con NPY estimul6 el crecimiento de
los animales inyectados a las 4 semanas de recibir la
dosis de 1 pg/g de peso figura 6 en la referencia [13].
No se encontraron diferencias entre el HSI de los
animales tratados y el control. El contenido de proteinas
en el muasculo se increment6 significativamente
(p<0.05), pero no fue asi con el contenido de agua
figura 6 y tabla 1 en la referencia [13].

Se aislo por primera vez, el ADNCc que codifica para
el péptido sefial-NPY maduro de tilapia roja
(Oreochromis sp.). Se observé que la secuencia de
aminoécidos fue altamente conservada, en comparacion
con secuencias previamente reportadas de peces.
anfibios, aves y mamiferos. El péptido biolégicamente
activo puede ser obtenido en el sobrenadante de lisis de
E. coli mediante el sistema IMPACT-CN. El péptido
recombinante purificado estimula el apetito al ser
administrado a tilapias juveniles. Se mostr6 ademas,
que la inyeccidn intraperitoneal de NPY promovio el
crecimiento y la concentracion de proteinas del musculo
en dependencia de la dosis administrada [13].

Efecto sobre el crecimiento y el sistema
inmune innato en larvas de C. gariepinus

Se ha descrito que las hormonas modulan las
actividades antioxidantes en mamiferos (Hauck y
Bartke, 2000) [14]. Por ello, se investigo el efecto del
péptido de referencia sobre estas propiedades. El
experimento se realiz6 con larvas de clarias de 0.0072
+0.0001g de pesoy 9.3 + 0.2 mm de longitud.

El peso corporal de los animales tratados con el
NPY fue mayor a los 15 y 30 dias del inicio del
experimento, comparado con el grupo control negativo.
El porcentaje de incremento en peso del grupo tratado
con NPY fue de 87% y 64% mayor que en el grupo
control en los dias 15y 30 respectivamente. La longitud
de los peces fue también mayor en el grupo tratado
con NPY en el dia 15 y 30, comparado con el control
negativo, hubo incrementos de 27% y 16% en ambos
tiempos respectivamente figura 1 en la referencia [15].

No se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de proteinas, la actividad de la lisozima
y en el titulo de lectinas a los 15 dias del experimento.
A los 30 dias se observé incremento de la actividad
SOD Yy en la concentracion de glutation reducido en los
homogenados de las larvas tratadas con el NPY. No se
encontraron diferencias en la actividad CAT entre los
grupos experimentales tabla 1 en la referencia [15].
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Lo anteriormente expuesto es la primera demostracion
del incremento en la tasa de crecimiento en peces (larvas
de Clarias gariepinus) al administrar por inmersion el
péptido NPY recombinante obtenido en E. coli, lo cual
confirmo que sus funciones biolégicas estan muy
conservadas y que es un potente factor orexigénico en
peces. Ademas este péptido parece modular los
mecanismos de defensa antioxidantes como lo mostro el
incremento observado en SOD y GSH figura 2 en la
referencia [15].

Conclusiones

Se aislaron y clonaron por primera vez los genes PACAP
y PRP de pez gato africano (Clarias gariepinus) y el
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gen del neuropéptido Y de tilapia (Oreochromis sp.).
Se mostrd su accion potenciadora del crecimiento y el
aumento de la supervivencia al obtenerse por via
recombinante y administrarse a diversas especies de
peces en diferentes estadios del desarrollo, en cultivos
intensivos. Ademas, en el estudio en peces de la relacion
existente entre estos péptidos y parametros impor-
tantes de la inmunidad innata se obtuvieron las primeras
evidencias de la posible funcién inmunomoduladora del
PACAP, adicionalmente se mostro la accion reguladora
del apetito de NPY y también evidencias de las
funciones del PACAP como factor hipofisiotrépico
principal, regulador de la secreciéon de hormona de
crecimiento.
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