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RESUMEN

En vertebrados, el cortisol es una hormona esteroidea
de respuesta al estrés que interviene en procesos
metabdlicos y fisiolégicos que preparan a los animales
para huir o enfrentar el estrés. En acuicultura, los
peces estan sometidos a situaciones de estrés
constantes que pueden afectar su salud y calidad. El
objetivo de este estudio fue analizar concentraciones
plasmaticas de cortisol y glucosa en Mugil cephalus
durante un periodo de 24 horas tras la exposicién a
un estrés agudo. Adicionalmente, se caracterizaron
los estilos de afrontamiento al estrés, y se evalué el
impacto de presentar respuestas reactivas o proactivas
sobre la produccion de cortisol. La concentracion
maxima de cortisol se observé a los 15 min post-
estrés (145.93 ng'mL") y la de glucosa a los 30 min
post-estrés (43.00 mg-mL™"). El estado homeostatico
se recuperé a los 120 min post-estrés, tanto para
las concentraciones plasmaticas de cortisol (40.03
ng-mL-") como de glucosa (30.00 mg-mL-"). Los peces
proactivos presentaron niveles significativamente (p
< 0.05) inferiores de cortisol que los peces reactivos
y recuperaron su estado homeostatico mas rapido
que los peces reactivos. Estos resultados pueden
ser de interés para la industria acuicola para mejorar
protocolos de bienestar y manejo de los organismos.
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Linea de tiempo de cortisol en Mugil cephalus. / Cortisol time-course in Mugil cephalus.

ABSTRACT

In vertebrate, cortisol is a steroid hormone related to stress that takes part in metabolic
and physiological processes that prepare animals for a possible flight or confrontation. In fish
farming, organisms are exposed to stressful conditions that could affect their welfare and quality.
In aquaculture, fish are exposed to constant stressful situations that could affect welfare and
quality. The objective of this study was to analyze plasma concentrations of cortisol and glucose
in Mugil cephalus during a period of 24 hours after exposure to an acute stress. Additionally,
stress coping styles were characterized to determine the impact of proactive or reactive
responses on cortisol production. Cortisol concentration peak appeared at 15 min post-stress
(145.93 ng-mL") and glucose plasma was observed at 30 min post-stress (43.00 mg-mL").
Homeostatic state was re-established at 120 min post-stress for both cortisol (40.03 ng-mL")
and glucose (30.00 mg-mL-") blood concentrations. Proactive fish presented a significantly lower
(p < 0.05) cortisol level elevation than reactive fish after stress exposure and brought their
homeostatic stage back down faster than reactive fish. These results may be of interest to the
aquaculture industry to improve welfare and management protocols.

KEY WORDS: Corticosteroid, behaviour, fish, stress response.

Introduccién

Lalisa (M. cephalus) es una especie de pez cosmopolita que habita en océanos tropicales,
subtropicales y templados de todo el mundo. Esta especie de pez eurihalina es capaz de vivir tanto
en aguas salobres como salinas y exhibe habitos alimenticios omnivoros y detritivoros (Saleh,
2008). Segun Crosetti y Blader (2016), los principales productores de lisa por acuicultura son Italia,
Iran, Israel y Egipto, ya que fueron capaces de completar el ciclo de produccion en cautiverio.
En México, el mercado de lisa se sustenta principalmente de la pesca comercial. Sin embargo,
las capturas de esta especie de pez han incrementado significativamente de 8.600 toneladas
anuales en 2014 (DOF, 2015) a mas de 12.000 toneladas en 2020 (SADER, 2021), por lo que
se podria considerar a la lisa como una especie candidata para diversificar la industria acuicola
mexicana, debido a su buena aceptacion en los mercados locales, especificamente en Nayarit,
Veracruz y Sinaloa, los cuales son los principales consumidores en el pais (CONAPESCA, 2018).

La acuicultura se basa en el control de parametros ambientales y en el uso de alimentos
balanceados para la produccion de organismos acuaticos, en sistemas abiertos, semicerrados
y cerrados (FAO, 2024). Sin embargo, las practicas acuicolas tradicionales inducen multiples
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condiciones estresantes (por ejemplo, el manejo constante y densidades de poblacién) que podrian
afectar importantes parametros productivos, como el crecimiento o la reproduccion (Sopinka
et al., 2016). Ademas, el estrés crénico a largo plazo podria provocar alteraciones fisioldgicas
con efectos perjudiciales en la productividad (Schreck & Tort, 2016). El estrés se define como
la cascada fisiolégica de eventos que ocurre cuando un organismo intenta resistir la muerte y
restaurar su homeostasis durante situaciones adversas (Schreck & Tort 2016). Segun Bordin y
Freire (2021), las tres etapas principales de respuesta al estrés son: i) Respuesta primaria, es la
activacion del eje hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) para la secrecion y sintesis de hormonas
corticoides y catecolaminas; ii) Respuesta secundaria, incluye alteraciones cardiovasculares y
respiratorias, al promover la movilizacion de oxigeno y sustratos energéticos hacia el torrente
sanguineo, como la glucosa; vy iii) Respuesta terciaria, que se relaciona con el estrés croénico,
afectando la productividad (crecimiento, resistencia a enfermedades o reproduccion). La capacidad
de adaptacion de los peces a las variaciones en los parametros ambientales, fisicos, quimicos
y biolégicos se ha denominado Estilos de Afrontamiento del Estrés (SCS), definidos como el
conjunto coherente de respuestas conductuales y fisioldgicas al estrés, que es consistente a lo
largo del tiempo y entre contextos y oscila entre dos extremos de comportamiento definidos como:
proactivo (o audaz) y reactivo (o timido) (Koolhaas et al., 1999). En contraste con los reactivos, los
organismos proactivos son mas propensos a un comportamiento exploratorio y altamente activo, a
la toma de riesgos en entornos desconocidos y producen menor cantidad de cortisol (Qverli et al.,
2007; Alfonso et al., 2020). En acuicultura, los SCS tiene un impacto en importantes parametros
de produccion como la reproduccién, la respuesta inmune, el crecimiento, la adaptabilidad y la
calidad de los alevines, entre otros (ver la revisiéon de Castanheira et al., 2017).

El cortisol es considerado como el principal biomarcador de estrés (Sopinka et al., 2016).
En los peces, su produccién comienza con la activaciéon del eje hipotalamo-hipofisario-interrenal
(HPI), con la liberacién de dos hormonas por parte del hipotalamo: la hormona liberadora de
corticosteroides (CRH) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH), que potencian la secrecion de
hormona adreno-corticotropica (ACTH) por parte de la glandula pituitaria. El cortisol interviene en
diversos tejidos corporales y procesos fisioldgicos, particularmente en la inflamacién y metabolismo
de los lipidos, al promover la gluconeogénesis, que sucesivamente, promueve la produccion de
energia necesaria para escapar o luchar en situaciones estresantes (James & Tomas, 2023).
Ademas, altas concentraciones de cortisol pueden afectar diversos procesos bioldgicos en los
peces como la reproduccion (Faught & Vijayan, 2019) o la resistencia a enfermedades (Guo &
Dixon, 2021). También, se sabe que el cortisol se libera en el sistema circulatorio algunos minutos
después de una situacién de estrés, sin embargo, su regulacion o duracién en el sistema varia
entre las especies de peces en relacion con la edad, el sexo y la capacidad de respuesta al estrés
(Samaras, 2023). Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la regulacion
de las concentraciones plasmaticas de cortisol y glucosa durante un periodo de 24 h y después
de una situacion de estrés agudo en juveniles de lisa (M. cephalus). Adicionalmente, los peces
se sometieron a diferentes pruebas de estilo de afrontamiento de estrés para caracterizar el
comportamiento proactivo y reactivo y se determiné la regulacion de la homeostasis de ambos
perfiles de comportamiento. Los resultados del presente estudio contribuiran a la comprension del
manejo del estrés en lisa para la mejora de los protocolos de cria.

Revista Bio Ciencias 12, e1712. 3



Linea de tiempo de cortisol en Mugil cephalus. / Cortisol time-course in Mugil cephalus.

Material y métodos
Manejo de peces y sistemas de cultivo

Se capturaron untotal de 100 lisas del medio silvestre en Mazatlan, México, y posteriormente
fueron transportadas al Centro Nayarita de Innovacién y Transferencia de Tecnologia de Nayarit
(CENITT-UAN), México. Los peces fueron adaptados a las condiciones de cautiverio por seis
meses. Para el presente experimento se utilizaron un total de 25 organismos, con peso inicial
promedio de 257.40 £ 110.00 g y una longitud total de 29.15 + 4.00 cm. Todos los peces fueron
marcados con tags (FRD, 0.5 mm@; China) para su identificacion. Las lisas se mantuvieron en
tres tanques rectangulares de 220 L (80 cm de largo, 68 cm de alto, 48 cm de ancho), conectados
entre si a un sistema de recirculacién de agua (RAS) y los parametros del agua se mantuvieron
de la siguiente manera: pH (7.3 £ 0.2), salinidad (25.3 + 0.7 ppm), oxigeno (6.5 + 0.2 mg- L"),
temperatura (26.4 + 0.5 °C), amonio (<0.05 mg- "), nitritos (<10 mg- “"), nitratos (<100 mg- -")
y alcalinidad (>100 mg- L). Todos los parametros se midieron todas las mafanas, a excepcion
del amonio, los nitritos y los nitratos, que se midieron dos veces por semana (Multiparamétrico
HI 83300, HANNA). Tres meses antes del experimento, el fotoperiodo se ajusté a 10 h de
luz y 14 h de oscuridad y las luces se encendieron a las 08:00 h y se apagaron a las 18:00 h
(Figura 1), con un interruptor electrénico (MyTouchSmart, General Electric®), con el fin de regular
el ritmo circadiano del pez lisa a lo largo del experimento, siguiendo las recomendaciones de
Kitagawa et al., (2015). Las lisas se alimentaron diariamente, tres veces al dia, hasta aparente
saciedad con una dieta comercial (proteinas: 35 %, lipidos: 16 %; Skretting®).

Mediciones morfométricas:

Los peces se midieron (ictidmetro Biologika®) y pesaron (balanza electrénica Rhino®
modelo BAPRE-3; 3000 g-resolucion 0.01 g) dos semanas después de su aclimatacion (punto
inicial) y tres meses después (punto final), y ambos parametros se midieron posteriormente a las
extracciones de sangre en los peces. La Tasa Especifica de Crecimiento (SGR) se calculé con la
siguiente férmula:

SGR = In (‘Wf]:ln (Wi) + 100

Wi: peso inicial (en g), Wf: peso final (en g), t: duracion entre ambas mediciones (en dias).
Linea de tiempo entre las concentraciones plasmaticas de cortisol y glucosa.

Se midieron los niveles basales de cortisol y glucosa de los peces no estresados después
de un mes de aclimatacion y dos meses antes del inicio del experimento. Para ello, se extrajo
sangre de la vena caudal (0.5 mL) de 5 lisas no estresadas, seleccionadas aleatoriamente de los
diferentes tanques, con una jeringa de insulina (23G; DL Corporativo) recubierta con heparina
(Inherpan -Pisa®- 5000 Ul/mL). Una vez extraidas las muestras de sangre, todos los peces (n=25)
se distribuyeron aleatoriamente en cinco tanques de 220L (cinco peces por tanque) y cada tanque
se marco de acuerdo con los puntos de tiempo evaluados, siendo: 15, 30, 180, 360 y 1440 min
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post-estrés, antes de la extraccion de sangre. Todos los peces fueron anestesiados (eugenol;
150 ppm) para facilitar su manipulacién y extraccion de sangre. La metodologia previa se basé
en Arkert et al., (2020) y Linares-Cordova et al., (2024).

El experimento de la linea de tiempo comenzé a las 08:00 h. En este momento, todos los
peces fueron sometidos a una condicién de estrés de tres minutos, que consistié en perseguir
a los peces (sin capturarlos), con una red de nylon, simultaneamente en todos los tanques,
con un movimiento tipo zig-zag (Samaras et al., 2015). Al final de la situacion de estrés, se
inicid la extraccion de sangre en cada uno de los ejemplares en los tanques establecidos y en
los horarios establecidos. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 g durante 15 min a
4 °C (1580R GYROZEN®), se colectd el plasma sobrenadante y se obtuvieron dos alicuotas
(250 pL para cortisol y 150 uL para glucosa) y se almacenaron a -80 °C (Haier Bio-medical) hasta
su analisis. El cortisol se midiod por triplicado con un kit comercial de inmunoabsorcién enzimatica
(Cayman Chemical®, USA Cortisol ELISA Kit Item No 500360), con un rango de deteccion de
6.6 a 4.000 pg-mL-', un punto de inflexién (50 % B/B0) de 150 a 210 pg-mL™", una sensibilidad
(80 % B/B0) de 35 pg-mL"y la absorbancia se leyd a 410 nm. La glucosa se midié por triplicado
con un kit de ensayo colorimétrico comercial (Cayman Chemical®, USA; rango de deteccion:
0 — 25 mL/dL) y la absorbancia se determiné a una longitud de onda de 520 nm. Ambas
concentraciones se cuantificaron mediante espectrofotémetro (Thermo Scientific®, Multiskan
Skyhigh), siguiendo el protocolo descrito por Ibarra-Zatarain et al., (2016) y Jiménez-Rivera et
al., (2023).

Evaluacion de estilos de afrontamiento del estrés.

Este ensayo se realizé un mes después de finalizar el experimento de la linea de tiempo
de cortisol y glucosa. Todos los peces fueron sometidos a una prueba grupal y a tres pruebas
individuales de estilo de afrontamiento, definidas a continuacion.

Prueba grupal.

La prueba de toma de riesgo evalué la disposicidon de la lisa para cruzar desde una
zona segura (aislada de la luz) a una zona de riesgo (expuesta a la luz). Para ello, se utilizé un
tanque rectangular de fibra de vidrio (77 cm de largo, 50 cm de alto, 48 cm de ancho), provisto
de una barrera de plastico que dividid el tanque en dos partes iguales. La barrera contenia una
pequena ventana (10 x 10 cm) central para permitir el paso de los peces entre ambas areas. La
prueba se realizé en cinco ocasiones de forma independiente, una por cada tanque experimental
(n = 5). El ensayo inicié colocando los peces en el area segura durante una hora para permitir
la aclimatacién de los peces y, posteriormente, la ventana se abrié durante un periodo de dos
horas. Se utilizaron dos camaras de video (Swann, Smart Security System®) para registrar el
comportamiento de los peces y corroborar los resultados. Los peces que cruzaron, de la zona
segura a la zona de riesgo, durante las 2 horas del ensayo se clasificaron como proactivos (o
audaces), mientras que los peces que permanecieron en la zona segura se identificaron como
reactivos (o timidos). La metodologia previa y la caracterizacion del comportamiento se apoy6 en
Ferrari et al., (2020) y Jiménez-Rivera et al., (2023).
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Pruebas individuales

De restriccion: Consistid en capturar peces individualmente con una red de nylon y se
mantuvieron dentro del agua por un periodo de 3 min y, durante este tiempo se evaluaron 2
variables conductuales: 1) numero de intentos de escape en restriccion (NEAR), que se definié
como cada movimiento brusco o contorsion realizada por el pez para liberarse de lared y 2) tiempo
total de actividad (TATR), definido como el tiempo total (en segundos) que el pez pas6é moviéndose
en direccion frontal, siguiendo los criterios de Jiménez-Rivera et al., (2023); b) Confinamiento:
Esta prueba se realizé en un pequefio tanque de plastico (40 cm de largo, 29 cm de alto, 25 cm
de ancho) y el fondo del tanque se dividié en cuadrantes (10 cm de largo, 4.5 cm de ancho). Dos
variables conductuales se evaluaron durante 3 min: 1) tiempo total de actividad en confinamiento
(TATC), definido como el tiempo total (en segundos) que los peces presentaron locomocion
hacia adelante y 2) la distancia recorrida en confinamiento (DTC) definida como la distancia
total (en cm) recorrida por los peces. Los cuadrantes se contaron focalmente, considerando solo
el movimiento cuando el cuerpo entero del pez cruzé de un cuadrante a otro en linea recta y
ya sea horizontalmente, verticalmente o en diagonalmente. Se utilizaron dos camaras de video
(Swann, Smart Security System®) para corroborar los resultados. La metodologia previa se basé
en |Ibarra-Zatarain et al., (2015) y Jiménez-Rivera et al., (2023); ¢) Nuevo ambiente: Esta prueba
se realiz6 en un tanque rectangular (77 cm de largo, 50 cm de alto, 48 cm de ancho), cuyo fondo
se dividié en cuadrantes (15.5 cm de largo, 12 cm de ancho), y se midieron tres variables de
comportamiento durante 3 min: 1) numero de intentos de escape en el nuevo ambiente (NEANE),
representado como el movimiento que hicieron los peces para escapar del tanque; 2) tiempo
total de actividad en el nuevo ambiente (TATNE), definido como el tiempo total (en segundos) de
locomocién de los peces hacia adelante y 3) distancia recorrida en el nuevo ambiente (DTNE),
cuantificado contando focalmente los cuadrantes (en cm) atravesados por los peces vertical,
horizontal y diagonalmente. Se utilizaron dos camaras de video para corroborar los resultados. La
metodologia fue adaptada de Ibarra-Zatarain et al., (2015) y Jiménez-Rivera et al., (2023).

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS V24. Los datos se
presentan como promedio + desviacidén estandar de la media. La normalidad y homocedasticidad
de los datos se verifico mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene. Se establecié un
intervalo de confianza del 95 % (p > 0.05) para todos los andlisis. Se realizé un analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) sobre las concentraciones sanguineas de cortisol y glucosa
para comparar los niveles entre los diferentes momentos de extraccion sanguinea (0, 15, 30,
120, 360 y 1440 min después de la exposicidon al estres agudo), y se aplicd una prueba post-
hoc de Bonferroni cuando se detectaron diferencias significativas. Se aplicé una prueba t de
Student para identificar diferencias en los niveles de cortisol y glucosa en sangre entre peces
proactivos y reactivos, en cada uno de los diferentes momentos de la extracciéon de sangre. La
comparacion entre las siete variables de comportamiento de las tres pruebas individuales, asi
como el peso, la longitud y la tasa de crecimiento especifico (SGR) entre peces proactivos y
reactivos se evalud con un analisis de varianza multivariado (MANOVA). Por ultimo, se realizé un
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analisis de correlacion de Pearson entre las variables conductuales (NEAR, TATR, TATC, DTC,
NEANE, TATNE, DTNE) y fisiolégicas (concentraciones de cortisol y glucosa en sangre), por un
lado, y las variables morfolégicas de los peces (peso, longitud y SGR) por el otro.

Resultados
Parametros morfolégicos

Las lisas aumentaron significativamente su peso y longitud a lo largo del experimento,
con un peso, longitud y SGR final de 394.03 £ 120.00 g, 32.75 £ 3.50 cm y 0.51 £+ 0.2 %
respectivamente.

Linea de tiempo entre las concentraciones plasmaticas de cortisol y glucosa

Los niveles basales de cortisol y glucosa plasmatica en lisa sin estrés fueron de 38.00
+7.81 ng'mL~" y de 25.54 + 3.06 mg-mL-", respectivamente (Figura 1 Ay B). La concentracion
plasmatica de cortisol presenté un aumento significativo de 3.8 veces desde su nivel basal a los
15 min después de la exposicién al estrés agudo, alcanzando en ese punto su valor maximo
(p = 0.001, Figura 1A). Luego, la concentracién de cortisol comenzé a disminuir a los 30 min
post-estrés, mostrando una disminucion significativa a los 120 min, donde los niveles basales
se alcanzaron y se mantuvieron hasta el final del ensayo a los 1440 min. El curso temporal de
las concentraciones plasmaticas de glucosa siguié el mismo patrén, con aumentos significativos
de 1.5 y 1.6 veces de su nivel basal a los 15 y 30 min después de la exposicion al estrés,
respectivamente (p = 0.001; Figura 1B). Luego, la concentracién de glucosa disminuyo
significativamente a los 120 min, alcanzando los niveles basales iniciales y manteniéndola de
esta manera a los 360 min. Sin embargo, la concentracion de glucosa aumenté a los 1440 min
post-estrés, siendo significativamente superior a los niveles basales y similar a los niveles a los
15 y 30 min post-estrés.

Evaluacion de estilos de afrontamiento del estrés

En la prueba grupal, 10 de 25 peces (42.31 %) cruzaron de la zona segura a la zona de
riesgo (proactivos)y 15 de 25 peces (57.69 %) no cruzaron (reactivos). No se detectaron diferencias
estadisticas en peso y talla (MANOVA; p > 0.05) entre peces proactivos y reactivos (Tabla 1).
Cuatro de las 7 (57 %) variables comportamentales registradas en las pruebas individuales
presentaron diferencias significativas entre animales proactivos y reactivos caracterizados segun
la prueba de toma de riesgo grupal: numero de intentos de escape (p = 0.001) y tiempo de
actividad total en la prueba de restriccion (p = 0.001); tiempo total de actividad total (p = 0.006) y
distancia total recorrida en confinamiento (p = 0.026; Tabla 1).
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Comparacioén de las lineas de tiempo de las concentraciéon plasmatica de
cortisol y glucosa entre peces proactivos y reactivos.

Las lisas identificadas como reactivos mostraron niveles de cortisol significativamente
mas altos que los individuos proactivas después de 15 (p < 0.002) y 30 (p = 0.010) min post
estrés (Figura 2A) y niveles de glucosa significativamente mas altos que los peces proactivos
después de 30 (p = 0.046) y 120 min (p = 0.044) después del estrés (Figura 2B). No se detectaron
diferencias significativas (p > 0.05) en las concentraciones plasmaticas de cortisol ni glucosa,
entre peces proactivos y reactivos, en ningun otro tiempo evaluado durante el ensayo. El nivel de
cortisol en peces proactivos regresé a niveles basales después de 30 min post estrés, mientras
que en peces reactivos la reduccién sucedié hasta los 120 min post estrés. En cuanto a los
niveles de glucosa, este volvié a nivel basal a los 120 min post estrés en peces proactivos,
mientras que en reactivos los niveles se mantuvieron significativamente mas altos durante las 24h
del experimento. Finalmente, se observd un aumento significativo en la concentracion plasmatica
de cortisol después de 1440 min en los peces reactivos, pero no en los proactivos (p = 0.001).

Correlaciones.

Las variables morfolégicas (peso, talla, SGR) no se correlacionaron significativamente ni
con las 7 variables conductuales, ni con las variables fisiolégicas (concentraciones de cortisol y
glucosa) (p > 0.05; Tabla 2).

Discusion
Lineas de tiempo entre la concentracion plasmatica de cortisol y glucosa

El nivel basal de cortisol en Mugil cephalus registrado en el presente estudio fue similar
a otros estudios realizados en la misma especie de pez en la etapa juvenil (Mohamadi et al.,
2014; Akbary & Jahanbakhshi, 2016; Jiménez-Rivera et al., 2023) y en otras especies de peces,
como la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Sadoul & Geffroy, 2019) y el verrugato del Sur
(Argyrosomus japonicus) (Arkert et al., 2020), con valores oscilando entre 30 y 100 ng-mL". No
obstante, esta demostrado que los niveles basales de cortisol varian entre las especies de peces
(Bordin & Freire, 2021), la etapa de desarrollo (Ibarra-Zatarain et al., 2016) y el sexo (Cowan et
al., 2017).

El nivel maximo de cortisol en sangre detectado en lisa fue a los 15 min post estrés, lo que
representa el tiempo de latencia que necesita esta especie para producir una respuesta fisiolégica
optima a un estrés agudo. Este resultado es similar a lo encontrado en otras especies de peces
como el verrugato del Sur (Arkert et al., 2020) y el pez cebra (Danio rerio) (Tudorache et al.,
2013), que alcanzaron un nivel maximo de cortisol entre 30 a 60 min, asi como en otros estudios
realizados con la misma especie y con las mismas pruebas de estrés agudo que en el presente
estudio (Mohamadi et al., 2014; Akbary & Jahanbakhshi, 2016). Los resultados también fueron
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semejantes con otras especies de peces acuicolas como la carpa herbivora (Ctenopharyngodon
idella) (Jiang et al., 2017) y el verrugato del Sur (Arkert et al., 2020) que presentaron valores
maximos después de un estimulo estresante agudo que oscilaron entre 70 y 150 ng-mL". La
rapida elevacion de los niveles de cortisol observada en Mugil cephalus después de un estrés
agudo, confirmé que esta hormona es la respuesta primaria a las condiciones estresantes, como
se demostré en diferentes estudios en peces cultivados, donde se observé que los procedimientos
como la manipulacién o la colocacion de redes conducen a una liberacién de cortisol relativamente
rapida y alta (Sadoul & Geffroy, 2019; Madaro et al., 2022).

Con relacién a la glucosa, aunque el nivel basal en sangre de lisas no estresadas fue
diferente al reportado para la misma especie (Thomas et al., 1980; Jiménez-Rivera et al., 2023),
coincide con los estudios de Prakoso et al., (2015) y a otras especies de peces acuicolas,
como la carpa herbivora (Ctenopharyngodon Idella) (Jiang et al., 2017) y la mojarra plateada
(Eucinostomus argenteus) (Bordin & Freire, 2021), donde la glucosa oscil6 entre 20 y 40 mg-mL-".
Estas diferencias pueden deberse a variaciones en los protocolos de alimentacién, como lo sugirié
Thomas et al., (1980), al reportar que alimentar una sola vez al dia o tener diferentes etapas de
desarrollo en los peces influye en la produccion de glucosa, en el presente estudio se utilizaron
lisas en una etapa de crecimiento mayor al de los estudios citados anteriormente. Ademas, se
ha demostrado que la demanda de energia es mayor en peces en crecimiento (Moraes & de
Almeida, 2020) y los niveles de glucosa difieren de una etapa de desarrollo a otra (Houbrechts
et al., 2019). El tiempo de ocurrencia de las concentraciones mas altas de glucosa del presente
estudio (a los 15 y 30 min) estuvieron en linea con el momento en que se observo el incremento
en los niveles de cortisol en sangre. En situaciones amenazantes, el eje HPI se activa y regula
procesos neuroendocrinos, como la liberacion de cortisol en el torrente sanguineo, entre otros
(Schreck et al., 2016). El alto nivel de glucocorticoides observado durante una respuesta al estrés
se hipotetiza que interactua con la insulina y, asi, aumenta la expresion de diferentes enzimas
involucradas en las vias metabdlicas de la gluconeogénesis y glucogendlisis (Henderson & Small,
2018), lo que aumenta significativamente la concentracion de glucosa en sangre (Schreck & Tort,
2016). La movilizacion metabdlica de la glucosa, que se inicia con la segunda respuesta al estrés
(Schreck & Tort, 2016), ayuda a los individuos a generar la energia necesaria para enfrentar o
escapar de situaciones adversas (Dai et al., 2022). Ademas, el cortisol convierte las proteinas
musculares no esenciales en aminoacidos que se transfieren al higado para la gluconeogénesis,
y también moviliza los lipidos almacenados para las demandas energéticas rapidas, todo esto
reportado en teledsteos (Roychowdhury et al., 2024).

En referencia a la regulacién de los niveles de cortisol a los niveles basales, los resultados
sugirieren que la lisa super6 el proceso de estrés a los 120 min post estrés. Este resultado es
similar a los reportados por Thomas et al., (1980) en lisas juveniles y en otras especies de peces,
como la trucha marréon del Caspio (Salmo frutta caspius) (Kenari et al., 2012) y el verrugato
del Sur (Arkert et al., 2020). La recuperacién de los niveles homeostaticos de cortisol reflejo la
adaptacion gradual en lisa al estrés inducido, como estrategia compensatoria de los individuos
ante situaciones aversivas, como lo sugirid Schreck & Tort (2016). Al igual que el cortisol, la
glucosa volvio a los niveles basales después de 120 min, coincidiendo con otros estudios en
esta especie (Thomas et al., 1980) y otras especies de peces, como la trucha marrén del Caspio
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(Kenari et al., 2012) y la mojarra plateada (Bordin & Freire, 2021), mostrando una regulacion de
sus niveles de dos a tres horas después de la exposiciéon a un estrés agudo, respectivamente.
Esta disminucién probablemente se deba a que el pez esta recuperando su homeostasis y ya no
requiera grandes cantidades de energia para mantener sus mecanismos de defensa (Jiang et al.,
2017). Aunque los niveles basales de glucosa se recuperaron a los 120 y 360 min post estrés, se
detectd un ligero pero significativo aumento a los 1440 min post estrés, ciertamente relacionado
con el hecho de que los peces se mantuvieron en ayunas durante todo el periodo del estudio.
Esto podria haber desencadenado una respuesta para compensar la energia necesaria a través
de la movilizacién de las reservas corporales para mantener las funciones fisiolégicas normales,
como sugirieron James y Tomas (2023).

Lineas de tiempo de la concentracion plastica de cortisol y glucosa entre
peces proactivos y reactivos

En este estudio se demostré por primera vez, las diferencias en la amplitud de la
variacién de los niveles de cortisol y glucosa en sangre entre los peces proactivos y los reactivos.
Concretamente, los peces reactivos presentaron niveles plasmaticos de cortisol significativamente
mas altos a los 15 y 30 min que los peces proactivos, en respuesta al mismo estrés agudo. Por
lo tanto, el presente estudio confirmo la mejor regulaciéon del eje HPI en peces proactivos que
en individuos reactivos, apoyando la hipotesis de Réale et al., (2010), quienes sugirieron que los
SCS pueden variar a partir de los rasgos metabdlicos y hormonales que giran en torno a la historia
de vida de los individuos y de su genética. Ademas, los resultados del presente estudio fueron
similares con los reportados en lenguado senegalés (Solea senegalensis) (Ibarra-Zatarain et al.,
2016) y dorada (Sparus aurata) (Alfonso et al., 2020), al demostrar diferencias en la produccién
de cortisol entre individuos proactivos y reactivos en respuesta a situaciones de estrés agudo.
Ademas, se observd que los individuos proactivos recuperaron los niveles basales mas rapido
que los peces reactivos, lo que puede proporcionar informacién adicional sobre los aspectos
conductuales vy fisiologicos del SCS.

El patron diferencial de elevacién del nivel de glucosa después de 15 min post
estrés entre peces proactivos y reactivos no fue tan marcado como en cortisol, con una
ligera tendencia a ser mayor en los organismos proactivos que en reactivos, pero si fue
significativamente mayor a los 30 min post estrés en peces reactivos que en proactivos. Este
patrén sugiere una diferencia entre los SCS y el tiempo necesario para alcanzar una respuesta
maxima en términos de glucosa tras un estrés agudo (15 min para proactivo y 30 min para
reactivo), estando de nuevo en analogia con el concepto de SCS (Koolhaas et al., 1999).

Por otro lado, este estudio también subrayd claras diferencias entre lisas proactivas
y reactivas en la regulacion del eje HPI para recuperar el estado basal homeostatico de las
concentraciones sanguineas de cortisol y glucosa después de la respuesta fisioldgica al estrés.
En cuanto a los niveles de cortisol, los peces proactivos fueron capaces de recuperar su
homeostasis 30 min post estrés, mientras que los peces reactivos lo hicieron a los 120 min post-
estrés. En cuanto a la glucosa, los peces proactivos recuperaron sus niveles basales a los 120
minutos después del estrés, mientras que los peces reactivos nunca recuperaron los niveles
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basales en las 24 horas que dur¢ el estudio. Esta regulacion mas rapida del cortisol exhibida por
los individuos proactivos puede deberse a una mejor regulacion del hipotalamo, que a su vez
controla la secrecion de hormonas ACTH y otros metabolitos. Esta hipotesis estd de acuerdo
con Tudorache et al., (2013), quienes reportaron el mismo patréon en el pez cebra: los peces
proactivos regulan mas rapidamente la concentracién de cortisol, después de la respuesta al

estrés, y alcanzan mas rapido su estado basal que los individuos reactivos.

Figura 1. Linea de tiempo de las concentraciones
plasmaticas de cortisol (A) y glucosa (B) en lisa.

La flecha (blanca) indica que la luz se encendid, la flecha (gris) indica estrés y la flecha (negra) indica cuando

se apaga la luz. Los datos se expresan como media + error estandar de la media.

Tabla 1. Variables morfolégicas y comportamentales en
caracterizados por estilos de afrontamiento de estrés de tipo

proactivos y reactivos.

Parametros Variables -
Proactivo
Peso(gr) 412.91+£161.20
morfologia Longitud (cm) 32.90+4.10
SGR (gr) 0.66+0.17
L NEAR 52.91+16.30
Restriccién
TATR (s) 65.00+8.90
TATC (s) 30.18+10.80
Confinamiento
DTC (cm) 112.37+57.10
NEANE 1.00+0.90
Nuevo ambiente TATNE (s) 24.27+15.36
DTNE (cm) 390.24+134.12

Perfiles de comportamiento

Reactivo

380.19+105.40

32.64+3.20
0.84+0.24
27.73+10.70
29.60+ 10.0
17.47+10.60
67.03+40.05
2.00£2.00
17.33+12.80

285.73+130.50

F
0.393
0.320
1.979

19.851

87.589
8.950
5.620
4.971
2.380
3.975

Los datos se presentan como media + error. * Indica diferencias significativas.
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lisa,

MANOVA (P < 0.05)

P
0.537
0.86
0.176
0.001*
0.001*
0.006
0.026*
0.136
0.085
0.058

1
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Figura 2. Variacion en los niveles plasmaticos de cortisol (A) y glucosa (B) en
Mugil cephalus caracterizados con SCS de tipo proactivo (barras grises) y reactivo
(barras oscuras) durante un periodo de 24 h. Las letras en superindice indicaron
diferencias en los niveles de cortisol y glucosa, entre peces proactivos y reactivos.

*Indica diferencias significativas entre el nivel basal (barra blanca) y los niveles post-estrés.

Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre variables morfolégicas,
conductuales y fisiolégicas de lisa.

Variables

Variables  SGR (%) NEAR TATR (s) TATC (s) DTC (cm)
r P r P r P r P r P

Peso (gr) -0.30 0.13 -0.06 0.75 0.06 0.76 0.10 0.60 0.16 0.43

Longitud

(cm) -0.27 0.17 -0.09 0.64 0.00 0.97 0.08 0.67 0.09 0.64

cm

SGR (%) -0.38  0.05 -0.30 0.13 0.11 0.57 0.20 0.32
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Continuacion

Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre variables morfolégicas,
conductuales y fisiolégicas de lisa.

Variables
i Cortisol Glucosa
Variables = NEANE TATNE (s) DTNE (cm)
(ng-mL™) (mg-mL~")
r P r P r P r P r P
Peso(gr) -0.15 044 -029 0.14 -0.07 0.70 -0.29 0.14 0.07 0.72
Longitud
-0.11 058 -0.36 0.06 -0.02 0.91 -0.34 0.08 0.11 0.58
(cm)
SGR (%) 0.01 0.94 -0.39 0.06 -0.08 0.68 0.17 0.38 -0.27 017
Conclusion

El presente estudio mostré una linea de tiempo de concentraciones plasmaticas de
cortisol y glucosa durante 24 h después de una exposicion aguda de estrés en juveniles de lisa.
Las concentraciones mas altas de cortisol y glucosa en sangre se encontraron a los 15y 30 min
post estrés, respectivamente, y tanto las concentraciones de cortisol como de glucosa volvieron a
niveles homeostaticos a los 120 min post estrés. El resultado mas notable fueron las diferencias
fisioldgicas y endocrinas entre peces proactivos y reactivos, categorizados de acuerdo a sus
SCS que fueron evaluados mediante pruebas grupales e individuales. Se constaté que los peces
proactivos presentaron niveles mas bajos de cortisol y glucosa en sangre y recuperaron su estado
homeostatico mas rapido que los peces reactivos durante el periodo de 24 horas, demostrando
una regulacion significativamente mas eficiente del eje HPI. Estos resultados son de alto interés
para comprender los mecanismos de la respuesta fisioldgica al estrés y su regulacion diferencial
entre extremos de SCS, y seran utiles para establecer protocolos de manejo adaptados a esta
especie impactando lo menos posible en la salud y bienestar de los peces.
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