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RESUMEN

La tilapia necesita una demanda considerable de alimentos concentrados que garanticen un
adecuado suministro y balance de nutrientes capaces de satisfacer los requerimientos
nutricionales, donde la calidad de éste, va a repercutir directamente en el crecimiento y en
la salud de los organismos. El objetivo del estudio fue analizar por medio de histologia la
respuesta hepatosomatica en juveniles de tilapia roja (Oreochromis mossambicus x
Oreochromis niloticus) alimentados con concentraciones: 0, 1, 3 y 5% de inclusion
quitosano en dieta. Para lo cual se empled un disefio completamente al azar (DCA) con
cuatro tratamientos y tres repeticiones (tanques experimentales) con una densidad de 15
juveniles de tilapia/tanque. El periodo de cultivo tuvo una duracion de 55 dias, luego se
disectaron los higados y procesaron por histologia. En el indice hepatosomatico no se
registrd diferencias estadisticas (p<0.05) el mayor promedio se registro en el T2 (1% de
quitosano en la dieta) con 2,25%. En las variables &rea, didmetro y volumen de hepatocitos
los valores més altos los obtuvo T4 (5% de quitosano en la dieta) difiriendo (p<0.05) del
tratamiento de control. Con respecto a los didmetros del citoplasma y la relacion area
citoplasma/ area nuclear (um?) de los hepatocitos, los valores mas altos los obtuvo el T4
difiriendo (p<0.05) para el T1 y T2; en las variables relacionadas al tamafio del nucleo de
los hepatocitos el T4 presento los mayores promedios difiriendo (P<0.05) del T2. Con
respecto al tamafio de los sinusoides el mayor promedio lo registro el T4 con un didmetro
6,78um y una area de 38,23 um?, se concluye que la adiccion de quitosano en ninguno de
los niveles de inclusion a la dieta, no causo ninguna alteracion y mejoro a la morfohistologia

hepatica.

Palabras claves: biopolimero, hepatocitos, indice hepatosomatico, nutricion, sinusoides.



ABSTRACT

Tilapia needs a considerable demand for concentrated foods that guarantee an adequate
supply and balance of nutrients capable of satisfying nutritional requirements, where the
quality of this will have a direct impact on the growth and health of the organisms. The
objective of the study was to analyze by means of histology the hepatosomatic response in
juvenile red tilapia (Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) fed with
concentrations: 0, 1, 3 and 5% of chitosan inclusion in diet. For which a completely
randomized design (DCA) with four treatments and three repetitions (experimental tanks)
with a density of 15 juvenile tilapia / tank was used. The culture period lasted 55 days, then
the livers were dissected and processed by histology. In the hepatosomatic index, no
statistical differences were recorded (p<0.05), the highest average was recorded in T2 (1%
chitosan in the diet) with 2.25%. In the variables area, diameter and volume of hepatocytes,
the highest values were obtained by T4 (5% chitosan in the diet) differing (p<0.05) from the
control treatment. Regarding the cytoplasm diameters and the cytoplasm area / nuclear area
ratio (um2) of the hepatocytes, the highest values were obtained by T4 differing (p<0.05)
for T1 and T2; In the variables related to the size of the nucleus of the hepatocytes, T4
presented the highest averages, differing (P<0.05) from T2. Regarding the size of the
sinusoids, the highest average was recorded by T4 with a diameter of 6.78 um and an area
of 38.23 umz, it is concluded that the addition of chitosan in any of the inclusion levels to

the diet did not cause any alteration and improvement of liver morphohistology.

Keywords: biopolymer, hepatocytes, hepatosomatic index, nutrition, sinusoids
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Editorial: UTEQ
La tilapia necesita una demanda considerable de alimentos concentrados
que garanticen un adecuado suministro y balance de nutrientes capaces
de satisfacer los requerimientos nutricionales, donde la calidad de éste, va
a repercutir directamente en el crecimiento y en la salud de los

Resumen: organismos. El objetivo del estudio fue analizar por medio de histologia

la respuesta hepatosomatica en juveniles de tilapia roja (Oreochromis
mossambicus x Oreochromis niloticus) alimentados con concentraciones:
0, 1, 3 y 5% de inclusion quitosano en dieta. Para lo cual se empled un
disefio completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos y tres
repeticiones (tanques experimentales) con una densidad de 15 juveniles
de tilapia/tanque. El periodo de cultivo tuvo una duracion de 55 dias,
luego se disectaron los higados y procesaron por histologia. En el indice
hepatosomatico no se registrd diferencias estadisticas (p<0.05) el mayor
promedio se registré en el T2 (1% de quitosano en la dieta) con 2,25%.

En las variables area, didmetro y volumen de hepatocitos los valores més




altos los obtuvo T4 (5% de quitosano en la dieta) difiriendo (p<0.05) del
tratamiento de control. Con respecto a los diametros del citoplasma y la
relacion area citoplasma/ area nuclear (um2) de los hepatocitos, los
valores mas altos los obtuvo el T4 difiriendo (p<0.05) para el T1 y T2;
en las variables relacionadas al tamafio del nicleo de los hepatocitos el
T4 presento los mayores promedios difiriendo (P<0.05) del T2. Con
respecto al tamario de los sinusoides el mayor promedio lo registro el T4
con un diametro 6,78um y una area de 38,23 um2, se concluye que la
adiccion de quitosano en ninguno de los niveles de inclusion a la dieta,

no causo ninguna alteracién y mejoré a la morfohistologia hepatica.

Abstract:

Tilapia needs a considerable demand for concentrated foods that
guarantee an adequate supply and balance of nutrients capable of
satisfying nutritional requirements, where the quality of this will have a
direct impact on the growth and health of the organisms. The objective of
the study was to analyze by means of histology the hepatosomatic
response in juvenile red tilapia (Oreochromis mossambicus X
Oreochromis niloticus) fed with concentrations: 0, 1, 3 and 5% of
chitosan inclusion in diet. For which a completely randomized design
(DCA) with four treatments and three repetitions (experimental tanks)
with a density of 15 juvenile tilapia / tank was used. The culture period
lasted 55 days, then the livers were dissected and processed by histology.
In the hepatosomatic index, no statistical differences were recorded
(p<0.05), the highest average was recorded in T2 (1% chitosan in the diet)
with 2.25%. In the variables area, diameter and volume of hepatocytes,
the highest values were obtained by T4 (5% chitosan in the diet) differing
(p<0.05) from the control treatment. Regarding the cytoplasm diameters
and the cytoplasm area / nuclear area ratio (um2) of the hepatocytes, the
highest values were obtained by T4 differing (p<0.05) for T1 and T2; In
the variables related to the size of the nucleus of the hepatocytes, T4
presented the highest averages, differing (P<0.05) from T2. Regarding
the size of the sinusoids, the highest average was recorded by T4 with a

diameter of 6.78 pm and an area of 38.23 umz2, it is concluded that the




addition of chitosan in any of the inclusion levels to the diet did not cause

any alteration and improvement of liver morphohistology.

Descripcion:

85 hojas

Uri:

xi



INTRODUCCION

La tilapia se ubica entre las diez especies con mayor produccion en la acuicultura mundial,
con una contribucién a la produccion de aproximadamente el 20% del volumen total de
peces, la cual se incrementa cada afio. Entre esta produccidn se destaca el continente Asiatico
con un 72%, el 19% en Africa y el 9% en América (1; 2). Actualmente, el cultivo de esta
especie comprende méas de 100 subespecies agrupadas en seis generos, dentro de la cual se
destaca la produccion de la tilapia roja, también conocida como “mojarra roja” producto de
la hibridacion entre especies. A nivel mundial, la tilapia roja sobrepasa el millon de toneladas

de produccion, después de la “carpa”, el pez mas cultivado (3).

Su cultivo se puede desarrollar en estanques y jaulas, lo cual permite tres cosechas al afio y
se puede llevar a cabo no solo en agua dulce, sino también en aguas salobres. Las
caracteristicas antes mencionadas permiten categorizarla como una alternativa de fuente de
proteina para los paises en vias de desarrollo como el Ecuador (4). No obstante, el éxito en
su produccion, va a depender radicalmente de la eficiencia con que se manejen cada uno de
los renglones que la integra. Entre ellos, la alimentacion quizas sea el mas importante, por
el hecho de que este llega a representar desde un 40 hasta un 60 % de los costos totales de

produccion, debido a la utilizacion de alimentos de calidad y de alto contenido proteico (5).

Tomando en cuenta que la falta de recursos econdémicos y la escasez ocasional de alimento
balanceado es una realidad a la que muchos productores rurales se enfrentan, es necesario
analizar alternativas que permitan abaratar costos y producir de manera sostenible (6). Para
lo cual serd necesario evaluar nuevos ingredientes que permitan cumplir con los requisitos
estandar de calidad nutricional, de rentabilidad y sobre todo de seguridad e inocuidad

alimentaria y que a su vez permitan producir de manera idonea (7).

Por ello, con la creciente demanda de productos aptos para la elaboracion de piensos mas
asequibles y cada vez mas organicos, surge el uso del quitosano, el cual ha ganado mas
espacio durante la Gltima década. Si bien su uso dentro de las actividades agropecuarias es
mucho mas reciente, hoy en dia puede considerarse abundante y en aumento (8). Este
componente es un derivado de la quitina, siendo un continuo de diferentes copolimeros de

unidades de glucosamina N-acetil-D-glucosamina (9), sus particulas son de gran interés



debido a sus caracteristicas fisicoquimicas como: biocompatibilidad, biodegradabilidad, no
toxicidad, bioactividad y naturaleza policationica, las cuales han permitido desarrollar una
amplia gama de nanocompuestos que tiene mayores actividades antibacterianas vy
propiedades inmunoestimulantes en la produccién acuicola (10). Inclusive, se ha
documentado recientemente que el quitosano estimula el sistema inmune en los peces,
protegiéndolos contra enfermedades bacterianas y potenciando su metabolismo vy

aprovechamiento del alimento (11).

Una de las maneras de demostrar su viabilidad en la alimentacion puede ser por medio del
analisis histologico a través de su efecto sobre érganos diana (aquel que reacciona a un
estimulo especifico bien sea externo o interno) como el higado, dada a la importancia que
tiene este drgano en los procesos de desintoxicacion, porque ademas de su funcién
fisiologica de excrecion, también actla como érgano hematopoyeético (12; 13; 14). En
consideracién a todo lo antes planteado la presente propuesta busca realizar un analisis
histologico en higados de juveniles de tilapia roja, al ser alimentados con distintos
porcentajes de inclusion de quitosano, lo cual permitird comprender el dafio o beneficio

producido en funcién a los niveles de inclusion en la dieta.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

Los paises subdesarrollados ameritan soluciones rapidas a la crisis de desnutricién, originado
por el aumento de la tasa demografica, disminucion del ingreso per capita y deterioro de las
economias nacionales, convirtiéndose en un asunto vigente y prioritario que requiere de la
busqueda de alternativas que contribuyan a mitigar sus estragos. Dicho problema se asocia
tanto a la disponibilidad como a la falta de calidad de alimentos. La carencia de proteina
animal y sus precios relativamente altos para la mayoria de los mercados, lo cual hace que
se requiera de una produccion mas alta, una disminucion de costos de produccién y el foco
en fuentes de proteina animal alternas. La piscicultura, ofrece una buena alternativa para este
problema; sin embargo, a pesar de la larga tradicion de las préacticas acuicolas en algunos
paises, realizadas durante muchos siglos, en el contexto mundial la acuicultura es un sector
de produccion de alimentos relativamente joven (15; 4). Tal es el caso de Ecuador, pais que
en los dltimos afios ha ganado mayor terreno en la produccion de especies acuicolas en
cautiverio, como la tilapia roja, y que posee una serie de condiciones favorables para
impulsar el desarrollo de esta actividad (16), pero que en asuntos de investigacion e
innovacion de practicas aplicadas a su explotacion ha demostrado temer un camino bastante
largo que recorrer, especialmente en materia de problemas relacionados a la alimentacion
(17), asi como su efecto en la morfofisiologia y desarrollo de 6rganos con alta actividad
metabdlica como lo es el higado, sumado a ello no existen reportes del uso biopolimeros

como el quitosano en la histologia hepatica.

Diagnoéstico.

Si bien la industria acuicola ha experimentado un rapido crecimiento con rendimientos de
hasta 90,4 millones de toneladas en la cadena de suministro de alimentos del mundo (18;
19), en paises como el Ecuador todavia existen vacios en pardmetros investigativos
concernientes a la alimentacion y su efecto en la morfologia de érganos con alta actividad
metabdlica en tilapia roja como lo es el higado, sumando el hecho de que no existen reportes

del efecto de biopolimeros como el quitosano en la morfohistologia hepética y siendo



necesario lograr una mejor comprension de la incidencia de la inclusion de quitosano en

dieta.

Pronostico.

A partir de la presente investigacion se evaluara la inclusion de quitosano en alimentos
balanceados, para juveniles de tilapia roja y para asi comprender si sus propiedades podrian

influir positivamente sobre la morfohistologia hepatica, lo cual a su vez puede repercutir

positivamente en el metabolismo, desarrollo y crecimiento de los organismos.

1.1.2. Formulacion del problema.

¢Podrén las distintas bondades del quitosano actuar de manera favorable sobre la

morfohistologia hepatica de juveniles de tilapia roja?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

¢ Cudl nivel de inclusién de quitosano en la dieta de juveniles de tilapia roja permitira un
mejor indice hepatosomatico?

¢La suplementacion con quitosano en dieta generard modificaciones sobre los diametros de

los hepatocitos en juveniles de tilapia roja?

¢Lainclusion de quitosano causara alteraciones en los sinusoides en juveniles de tilapia roja?



1.2. Objetivos.

1.2.1. Objetivo general.

Analizar por medio de histologia la respuesta hepatosomatica en juveniles de tilapia roja
(Oreochromis mossambicus x Oreochromis niloticus) alimentados con concentraciones de 0, 1,

3y 5% de quitosano en dieta.

1.2.2. Objetivos especificos.

e Determinar el indice hepatosomatico en juveniles de tilapia roja alimentados con

inclusién de quitosano en dieta.

e Evaluar el efecto del quitosano en dieta sobre hepatocitos en higado de juveniles de
tilapia roja.

e Analizar el efecto del quitosano en dieta sobre las sinusoides hepatico en juveniles

de tilapia roja.

1.3. Justificacion.

La tilapia roja es un hibrido distribuido en todo el mundo; atractivo por su color y sus
caracteristicas zootécnicas (20). En la actualidad se encuentra catalogada dentro del grupo
de peces con mayor futuro en cultivos comerciales ya que su periodo de crecimiento es
relativamente mas corto al de otras especies y presenta alta adaptabilidad a diferentes

ambientes de produccién (21).

Sin embargo, este crecimiento acelerado en su produccion tanto en el Ecuador como demas
paises productores, implica una demanda considerable de alimentos concentrados que
garanticen un adecuado suministro y balance de nutrientes capaces de satisfacer los
requerimientos nutricionales, donde la calidad de éste, va a repercutir directamente en el
crecimiento y en la salud de los organismos (22). Por ello, el desarrollo de dietas e inclusién
de nuevos ingredientes de alta calidad nutricional, bajo impacto ambiental y

econdémicamente rentables para el piscicultor, son una necesidad apremiante de la industria
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de alimentos balanceados para peces, especialmente para uso en sistemas de produccion
intensivos (23; 24).

Es por lo expuesto anteriormente, que mediante la presente investigacion se plantea evaluar
la inclusion de quitosano en alimentos balanceados, y asi demostrar su viabilidad en la
alimentacion de juveniles de tilapia roja, para ello sera necesario determinar su efecto sobre

las funciones hepaéticas de los especimenes en la investigacion.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

Bioestimulante natural.

Los bioestimulantes constituyen sustancias, que por su accion pueden estimular el
crecimiento de la planta, mejorar la absorcion de nutrientes e incrementar los rendimientos
en condiciones de estrés ambiental, independientemente de que contengan elementos

nutrientes en su composicion (25).

Indice hepatosomatico.

Este indice determina la proporcion del peso del higado con respecto al peso corporal total,
la cual se utiliza para medir las reservas de energia del organismo (26).

Juveniles.

Los peces juveniles son sexualmente inmaduros e incapaces de reproducirse y son los peces
adultos, los que ya han alcanzado el tamafio y la edad adecuada para reproducirse, los que
desovan cada afio, razon por la cual a esta parte de la poblacién se la identifica como la
poblacion desovante que, como vemos, esta integrada por una fraccion del total de
individuos que componen la poblacion, donde estan representados todos los peces que ya

han alcanzado la edad adulta o la edad de la primera madurez (27).

Quitosano.

El quitosano es un compuesto insoluble en agua, pero soluble en medio &cido. Se obtiene

del biopolimero quitina, mediante procesos secuenciales de desmineralizacion,

desproteinizacion y desacetilacion (28).



Tilapia roja.

Considerada una de las especies dulceacuicolas mas exitosa; debido a que existe alta
demanda en el mercado interno, asi como los excelentes precios y demanda de filetes

existente en el mercado internacional (29).

2.2. Marco referencial.

2.2.1. Antecedentes de la tilapia.

El consumo y comercializacion de la tilapia inicia en Africa a principios del siglo XX, debido
a la importancia nutricional para la época, en 1940 se da la primera introduccion en Asia con
la tilapia de Mozambique: Oreochromis mossambicus. Durante la segunda guerra mundial
el ejército japonés distribuye la especie por todo el sudeste asiatico. A partir de ello la FAO
registra su cultivo comercial en el sudeste asiatico, cercano Oriente, Africa, Europa, Estados
Unidos y Latinoamérica (30). Actualmente la especie Oreochromis mossambicus ha sido
reemplazada en gran parte por la tilapia del Nilo, O. Niloticus, por su mejor adaptabilidad a
estanques. En la actualidad, la produccion acuicola de tilapia se ha globalizado con una gran
expansion a nivel mundial, La FAO ha registrado estadisticas de produccién de tilapia para
135 paises y territorios de todos los continentes (31).

2.2.2. Origen de la tilapia roja.

La primera tilapia roja, se produjo en Taiwan a finales de los afios 60’s, fue una cruza entre
una hembra mutante rojiza-anaranjada de tilapia mozambique y un macho normal de tilapia
del Nilo. Esta se llamo tilapia roja Taiwanesa. Otra raza roja de tilapia fue desarrollada en
Florida en los 70’s por un cruzamiento de una tilapia Zanzibar hembra de coloracién normal
con una tilapia mozambique rojo oro. Una tercera raza de tilapia roja fue desarrollada en
Israel a partir de un mutante de tilapia del Nilo rosa cruzado con una tilapia azul silvestre.
Las tres razas originales han sido cruzadas con otras tilapias rojas de origen no reportado u
otras especies de Oreochromis silvestres (32).
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En la actualidad, la tilapia roja se encuentra altamente distribuida, convirtiéndose en el pez
méas cultivado a nivel mundial, por sus condiciones de adaptabilidad, reproductivos,
resistencia a enfermedades, ademés su potencial comercializacion debido a sus

caracteristicas nutritivas para el consumo humano y su bajo costo de produccion (31).

2.2.3. Taxonomia de la tilapia roja.

La clasificaciéon taxondmica se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la tilapia roja

Taxonomia de la tilapia roja

Reino Animal

Phylum Cordata

Grupo Craniana (Vertebrata)
Superclase Piscis

Clase Osteichtys

Orden Perciformes

Familia Cichlidae

Género Oreochromis

Fuente: (33).
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Figura 1. Espécimen de tilapia roja (34)

2.2.4. Tilapia roja en Ecuador.

Aunque no se conoce con exactitud la fecha de ingreso de la tilapia en Ecuador se calcula
que probablemente fue introducida en el 1965, desde Colombia a Santo Domingo, fue
introducida por agricultores privados de Brasil. Se sabe que la tilapia se establecio en el
rio Chone, que se encuentra en la provincia de Manabi (35). El cultivo del hibrido rojo
de tilapia dorada o negra, representa un gran potencial para continuar diversificando la
acuicultura en el Ecuador. La produccion de la tilapia para venta en los grandes mercados
de los Estados Unidos de Norteamérica se estd promoviendo por determinadas empresas
ecuatorianas y en el futuro este cultivo tendera a convertirse en un gran potencial
significativo para la economia de nuestro pais. En los mercados foraneos la aceptacion de
la tilapia es una realidad, en tal virtud ha motivado estudios y andlisis de cultivo y
produccion (36).

2.2.5. Zonas de cultivo de tilapia roja en el Ecuador.

En Ecuador la zona de cultivo y de mayor desarrollo de la tilapia se encuentra a lo largo de
toda la costa ecuatoriana, especialmente en la provincia de Los Rios, Guayas, El Oro,
Manabi, Esmeraldas (37). Los principales centros y granjas de cultivo estan ubicados
predominantemente en la zona de Taura y la peninsula de Santa Elena provincia de Guayas;
Puerto Lopez, Machalilla, Bahia y Chone, San Vicente, Jama y Pedernales en la provincia
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de Manabi, Puerto Bolivar, Machala y en las Islas del Archipiélago de Jambeli en la
provincia de El Oro. Asi mismo, en la provincia de Esmeraldas se estan explotando
importantes zonas de cultivo de tilapia, como son las zonas de la Tola, Muisne, San Lorenzo,
Atacamas, Camarones. En menor escala, se estan implementando diversas granjas de cultivo
de tilapia en los cantones de Babahoyo, Vinces y Pueblo viejo en la provincia de Los Rios,
zonas de cultivo que en un periodo cercano tendran enorme importancia en la produccién de

tilapia en el Ecuador (36).

2.2.6. Empresas ecuatorianas que exportan tilapia roja.

En el afio 2000, Ecuador desplazé a Costa Rica y se convirtié en un importante abastecedor
de filetes frescos a Estados Unidos. Las empresas ecuatorianas que se dedican a la

comercializacion del producto hacia Estados Unidos y la Union Europea son:

e Aquamar

e Empacadora Nacional (ENACA)
e Industria Pesquera Santa Priscila
e ElRosario S.A (38).

2.2.7. La acuicultura.

Gonzalez Martin (39), menciona que la acuicultura es el cultivo de organismos acuéticos
tanto en zonas costeras como del interior que implica intervenciones en el proceso de cria
para aumentar la produccién. Actualmente, la acuicultura es el sector de mas rapido
crecimiento para produccion de alimentos, representado casi el 50 por ciento

de la produccién de alimentos del mundo.

2.2.8. Morfologia del género Oreochromis.

A cada lado de la cabeza, la tilapia presenta un solo orificio nasal que sirve simultaneamente
como entrada y salida de la cavidad nasal. ElI cuerpo es generalmente comprimido y

discoidal, es decir, raramente alargado. La boca es frecuentemente ancha y bordeada por los
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labios gruesos; las mandibulas presentan dientes conicos Yy, en algunas ocasiones dientes
incisivos. Para su locomocion posee aletas pares e impares; las aletas pares son las pectorales
y las ventrales mientras que las aletas impares la constituyen las dorsales, caudal y anal. La
parte anterior de la aleta dorsal y anal es corta, consta de varias espinas; la aleta dorsal se

dispone en forma de cresta. La aleta caudal es redonda y trunca (40).

2.2.9. Higado en tilapias.

En la tilapia el higado se localiza en la region media y anterior de la cavidad abdominal, se
divide en lobulos que se relacionan con el intestino a lo largo de la cavidad. Esta glandula
estd constituida por un estroma y parénquima. El estroma corresponde al tejido de sosten,
como la cépsula que recubre, protege e individualiza al 6rgano. Desde la capsula parten
tabiques hacia el interior, en el cual se encuentra un reticulo de tejido conectivo laxo que
sostiene al parénquima (41). El parénquima esta representado por dos componentes
anatomicos: el hepatico y el pancreatico. EI componente hepéatico corresponde a una
glandula mixta compuesta por los hepatocitos (funcion endocrina) y a un sistema de
conductos que drena la bilis (funcion exocrina). Los hepatocitos son células poliédricas,
grandes con un nacleo redondo con un nucléolo caracteristico. Estas células forman cordones
0 acumulos organizados al lado de la sinusoide constituido por endotelio y ldmina basal.
Asociados a la estructura de la sinusoide se encuentran macréfagos (células de Kupfer)
pertenecientes al sistema reticulo endotelial y constituyen la primera linea de defensa del
higado (13).

La membrana celular del hepatocito, en sus superficies laterales se evagina formando
microvellosidades que se proyectan hacia un espacio ubicado entre el hepatocito y la
sinusoide, denominado espacio perisinuidal (de Disse), en el cual son absorvidas, moléculas
que difunden desde el plasma sanguineo de la sinusoide, cuyo flujo proviene de la vena
portal y de la arteria hepatica. Asi mismo las sustancias metabolizadas por el hepatocito
difunden hacia el espacio de Disse y de éste hacia la sinusoide, drenado por la vena central,
la cual se ubica en el centro de cada lobulillo; éstas se anastomosan formando la vena

hepatica que lleva la sangre a la circulacién general (13).
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2.2.10. Histologia de 6rganos dianas.

La histologia constituye una herramienta sensible y especifica mediante la cual se pueden
apreciar alteraciones en los tejidos. Los drganos que reaccionan a ese toxico son érganos
diana. Algunos dérganos, mas que otros, también podrian ser muy susceptibles a cambios
inducidos por factores abidticos como la temperatura. Entre los érganos a considerar para
las evaluaciones histoldgicas, tanto en vertebrados como en invertebrados acuaticos, estan
las branquias, el higado y el rifion: las branquias debido a que son los 6rganos directamente
expuestos y los méas susceptibles a las variaciones ambientales; el higado, dada a la
importancia que tiene en los procesos metabdlicos , y los rifiones, porque ademas de su
funcién fisiologica de excrecion, también actia como 6rgano hematopoyético de los peces
(12).

2.2.11. Histologia hepatica.

La histopatologia hepatica como biomarcador tiene una amplia aplicacion, la presencia de
lesiones inflamatorias, toxicohepaticas, preneoplésicas, y neoplésicas, se han convertido en
una valiosa herramienta integrativa en programas de monitoreo ambiental (13). Un higado
sano es, normalmente, de color rojo oscuro, aunque en los peces herbivoros puede aparecer
de color marrén (42). El higado en los peces realiza funciones que los mamiferos hacen por
separado con el higado y el pancreas. El higado en los peces realiza funciones tanto hepaticas
como pancredticas; es el érgano metabolizador por excelencia de todas las sustancias que le
Ilegan por via sanguinea, por lo cual, este érgano sirve como referente histoldgico para el
andlisis del dafio tisular causado por sustancias contaminantes del medio ambiente como

pesticidas, metales pesados y otros.
2.2.12. Indice hepatosomatico.

El indice hepatosomatico es la proporcion del peso del higado con respecto al peso corporal
total, la cual se utiliza para medir las reservas de energia de un animal, especialmente de los
peces (43).
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Esta variable se usa con mayor frecuencia en la evaluacion de peces bajo condiciones de
cultivo, debido a que por causas de estrés la misma tiende a aumentar. El crecimiento del
componente hepatico (higado) puede deberse a la hiperplasia o hipertrofia como respuesta
adaptativa de desintoxicarse de compuestos extrafios o por procesos patolégicos. Por el
contrario, algunas fuentes de contaminacion, efectos de baja digestion y deficiencia
alimentaria (nutrientes), pueden conllevar a la reduccién del indice hepatosomatico. Otro
factor que puede influir sobre esta, son las altas infestaciones parasitarias, las cuales
ocasionan que los peces disminuyan la ingesta de alimento, lo que conlleva a una reduccion
del indice hepatosomatico, ya que el higado funciona como fuente de almacenamiento y

transferencia de proteinas y lipidos (44).

2.2.13. Reproduccion.

El proceso de reproduccion de la especie Oreochromis sp comienza con la excavacion de
nidos, realizadas por los machos, a menos de 1 m de profundidad de los cuerpos de agua
donde habitan. La hembra desova 2 huevos por gramo de peso corporal y luego de la
fertilizacion de la puesta por el macho, los escoge e incuba en la boca hasta su nacimiento.
Las larvas al nacer quedan en la cavidad bucal hasta la reabsorcion de su vesicula vitelina y
buscan, a menudo, refugio durante varios dias hasta después de inflar su vejiga natatoria. La
madurez sexual se alcanza a temprana edad, cuando su talla corporal es pequefia. Los
estanques en el tépico por sus condiciones permiten a los peces presentar la madurez sexual
alos 5 meses con peso aproximado de 150 g aunque en condiciones de alimentacion limitada,
pueden reproducirse a pesos tan bajos como 20 a 30 g (38).

2.2.14. Sistemas de produccion.

Los sistemas de produccién de tilapia varian desde sencillos a muy complejos; los sistemas
de manejo sencillos se caracterizan por poco control sobre la calidad del agua, el valor
nutricional del alimento y por producciones bajas. Los sistemas de cultivo tradicionales son:

extensivo, semi-intensivo e intensivo (45).
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2.2.14.1. Cultivo Extensivo.

Se caracteriza por un grado minimo de modificacion del medio ambiente, existiendo muy
poco control sobre, calidad y cantidad del agua, de los insumos agregados para estimular,
suplementar o reponer la cadena alimenticia. El estanque tiene un sistema de drenaje, no hay
control completo sobre el abastecimiento del agua; la densidad de siembra varia, pero
comlnmente emplea cantidades menores a 10 peces / m?; la productividad natural que es la
base de la cadena alimenticia de la nutricion del pez, es estimulada s6lo por los nutrientes
contenidos en el agua que se usa para llenar el estanque o proveniente del suelo (45).

2.2.14.2. Cultivo semi-intensivo.

En este tipo de cultivo se encuentran en produccion 5 ha (con un potencial de 5 000 ha) que
producen anualmente 45,5 5 ton, con un rendimiento de 0.5 kg/m?/afio. La densidad de
siembra es de 4 peces/m?, realizandose el monocultivo de tilapia. No se emplea recambio de
agua y se suministra alimento concentrado 2 veces al dia, obteniéndose un factor de

conversion de 1,78. El periodo de cultivo es de 180 dias y la supervivencia del 97% (46).

2.2.14.3. Cultivo intensivo.

En estos sistemas se ha hecho una modificacion sustantiva sobre el medio ambiente, con
control completo sobre el agua, especies sembradas y cosechadas, mayor control sobre la
calidad de agua (ya sea a traves de aireacion o con recambios diarios) y todo nutriente
necesario para el crecimiento que proviene del suministro de un alimento completo. Las
densidades de siembra de los peces se encuentran generalmente en un rango mayor a 25

peces/m? (47).

2.2.14.4. Cultivo super-intensivo.

El cultivo super intensivo se desarrolla en estanques de concreto o de geomembrana de 100
a 500 m3, densidades entre 15 a 20 ejemplares por m2, recambios de agua de 700%, la
produccion es de 500 TM/Ha/afio, la conversion alimenticia es de 2,2 a 1 y con una aireacion
de 8 HP/1000 m? (48).
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2.2.15. Requerimientos para el cultivo de tilapia roja.

Entre los factores ambientales mas importantes se destaca: la temperatura, oxigeno disuelto,
pH y transparencia del agua de los estanques y amoniaco, las cuales influyen en los aspectos
productivos y reproductivos de estos peces; es por esto que se debe mantener los rangos

Optimos que se describiran a continuacion para el desarrollo normal de la tilapia roja (29).

2.2.15.1. Temperatura.

Para el cultivo de tilapia roja es necesaria una temperatura que fluctte entre 28 a 32°C. Los
cambios de temperatura afectan directamente la tasa metabdlica, mientras mayor sea la

temperatura, mayor sera la tasa metabdlica aumentando el consumo de oxigeno (49).

2.2.15.2. Oxigeno disuelto.

El rango requerido de oxigeno disuelto esta por encima de los 4,5 mg/L. Por este motivo si

se presentaren rangos menores de oxigeno se verian las siguientes consecuencias:

e 0,0-0,3 (Los peces pequefios sobreviven en cortos periodos).
e 0,3-2,0 (Letal en exposiciones prolongadas).
e 3,0-4,0 (Los peces sobreviven, pero crecen lentamente).

e >45 (Rango deseable para el crecimiento del pez) (29).

2.2.153. pH.

El cultivo requiere un pH dentro del estanque promedio de 7,5 para que favorezca el
desarrollo de la productividad natural del estanque; mientras mas estable permanezca el pH,
mejores condiciones se propiciaran para la productividad natural misma que constituye una

fuente importante de alimento en estanques (50).
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2.2.15.4. Transparencia del agua.

Se recomienda hacer recambios de agua que puede ser continuo o bajando el nivel del agua
entre 30 y 40 cm para reponerla con agua nueva, se debe obtener un color verde claro en el
agua (29).

2.2.15.5. Amoniaco.

Se trata de un producto de desecho, que proviene de la excrecion nitrogenada de los propios
peces en cultivo o también de la descomposicion de desechos organicos existentes dentro
del sistema. EI amoniaco y los nitritos son toxicos para los peces, pudiendo producir la
muerte directamente segun las concentraciones registradas. En concentraciones no letales
afecta la respuesta en crecimiento de los peces e influye sobre la incidencia de enfermedades.
La concentracidn del amoniaco se eleva durante el cultivo a medida que este transcurre, por
lo que el productor debera estar atento a su evolucion. Conviene realizar mediciones
semanales cuando se trata de cultivos intensivos donde el nivel de ofrecimiento de alimento
externo es alto y en los cultivos abiertos, con registros de tipo periddico. Los registros de
pH y amoniaco en los estanques deben realizarse hacia fines de la tarde debido a que ambas

variables aumentan a lo largo del dia, cuando el cultivo se efectla a cielo abierto (51).

2.2.16. Habitos alimenticios de la tilapia roja.

La tilapia es un pez omnivoro, es decir, que se alimenta de todo lo que encuentra en el agua
que le sirva de alimento como: algas microscopicas, insectos, frutas, y otra amplia gama de
alimentos naturales, pero, ademas se adapta facilmente al consumo de alimento concentrado,
lo que facilita ain méas su cultivo consiguiendo altas producciones en un corto plazo y

excelentes rendimientos en carne de pescado (52).
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2.2.17. Alimentacion en alevines y juveniles de tilapia roja.

Usualmente, la fase de alevinos en tilapia, comienza cuando estos alcanzan peso entre 0,2 —
1,0 g y termina con un peso promedio de 8,0 g. Cuando inicia la fase de alevinaje, la
alimentacién se complementa con produccién de plancton en la columna de agua
(fertilizacion organica) mas concentrado que incluye harina de pescado (35% proteina cruda)
con una frecuencia de alimentacion de 7 a 8 veces al dia. Las tasas de alimentacion estan en
el rango de 30% de la biomasa al inicio hasta un 10% al final de la fase de alevinaje. Algunos
productores tailandeses de tilapia en la primera fase de crecimiento (larval); alimentan con
una fina harina de pescado (60% proteina cruda) para abastecer necesidades nutritivas e
iniciar la alimentacion. El inicio de la alimentacion, antes de absorbido el saco vitelino,

parece beneficioso para las tilapias en su fase inicial de produccion (53).

2.2.18. Determinacién de la racion alimenticia en la tilapia roja.

La alimentacion de las larvas de tilapia roja, en sus primeros dias de vida, esta garantizada
por los nutrientes contenidos en el saco vitelino. Una vez la larva absorbe del 60 al 75% del
saco vitelino, esta presenta mayor actividad y por lo tanto, se debe comenzar a suministrar

el alimento.

En el primer mes, se administra alimento para tilapia que contiene un nivel de proteina del
45%. Luego, durante 15 dias, se aplica el 40% de proteinas. Otros 30 dias se aplica el 35%
de proteinas; mientras otros 45 dias se suministra el 32% de proteinas y el 28% en el engorde
final. La cantidad de alimento a proporcionar, se calcula realizando muestreos de siembra
cada 14 dias. Para ello se pesa un 1% de la siembra total. Se verifica el crecimiento logrado
por dia y el factor de conversion alimenticia y asi determinar el costo de produccién (54).

2.2.19. Quitosano.

El quitosano es la forma N-desacetilada de la quitina, es una modificacién de la quitina y
posee mejores propiedades de reactividad y solubilidad. Se obtiene al sustituir los grupos

acetamido de esta por grupos amino, al tratar la quitina con alcalis fuertes. Se ha descrito
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como un polimero catiénico lineal, biodegradable, de alto peso molecular, de facil aplicacion

y ambientalmente amigable (55).

El quitosano es un poliaminosacarido producido por la N-desacetilacion de la quitina, este
material exhibe propiedades fisicoquimicas Unicas; es biocompatibible, no toxico, y ademas
es biodegradable, lo que ha generado un interés potencial para su uso en recubrimientos
comestibles. Ademas de estas propiedades los filmes de quitosano actuan como de barrera
al oxigeno y poseen actividad bactericida y fungicida contra algunos patdgenos de frutos.
Sin embargo, por su caracter hidrofilico, el quitosano requiere la presencia de aditivos para
generar o incrementar su hidrofobicidad, al tiempo en que se busca mejorar sus propiedades

mecanicas(56).

2.2.20. Historia del quitosano.

El quitosano fue descubierto en 1859 por C. Rouget al tratar la quitina con hidréxido potasico
obtuvo un compuesto similar a la quitina pero soluble en acidos organicos. Otra diferencia
notable a simple vista fue que este nuevo compuesto se tornaba de color violeta en soluciones
diluidas de ioduro y &cido, mientras la quitina era verde. C. Rouget llamo a este nuevo
compuesto “quitina modificada”. No obstante, el nombre de este compuesto fue dado por
Hoppe-Seiler en 1894 quien lo llamo por primera vez “Chitosan” (Quitosano en castellano).
Una vez se confirmé que se habia descubierto un nuevo compuesto, las primeras
investigaciones acerca del quitosano fueron encaminadas en encontrar la manera de
extraerlo, asi como, sus potenciales aplicaciones. Fue en 1930 cuando se encontré su
presencia en el exoesqueleto de crustaceos y no fue hasta 1950 cuando se descubrié que
también estaba presente junto a la quitina en las paredes de ciertos hongos. Es por ello, que
las aplicaciones del quitosano, asi como su produccion a nivel industrial es algo muy reciente

y novedoso (57).
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2.2.21. Métodos de obtencion del quitosano.

Se han desarrollado varios procedimientos para la obtencion de quitosano en los Gltimos
afios. EI método mas utilizado es la reaccion de conversion de quitina en este polisacarido
natural principalmente por N-desacetilacion alcalina. Dicho proceso se realiza mediante el
tratamiento directo de la quitina con una solucion concentrada de hidréxido de sodio o
potasio (40-50 %) a una temperatura de 100 °C o mas, con hidrolisis de la mayoria o todos

los grupos acetilos del polimero (58).

Otro de los procedimientos de obtencién de este polimero, es también la desacetilacién de
la quitina, pero mediante el uso de reactivos &cidos; sin embargo, este método puede
provocar la hidrélisis del polisacarido y traer como consecuencia, bajos rendimientos del
producto final (quitosano). Por esta razon, los métodos alcalinos son los procesos

comunmente empleados para la desacetilacion de la quitina (59).

2.2.22. Aplicaciones del quitosano.

Las aplicaciones del quitosano son muy amplias, existiendo sectores en los que su utilizacién
es habitual y conocida, y otros en los que constituye actualmente una interesante via de
investigacion. A continuacion, se muestran algunas de las aplicaciones de este biopolimero
(Tabla 2) (60).

Tabla 2. Aplicaciones del quitosano.

Campo Aplicacion

Alimentos Antioxidante, suplemento dietético (fuente de fibra), reductor
de colesterol, prebidtico, conservantes, estabilizante vy
espesante, recubrimiento de proteccion fungistatico vy
antibacteriano, antitumoral, hemostatico y anticoagulante,
bacteriostatico, sistema de liberacion de drogas

Agricultura Mecanismo defensivo en plantas, estimulante del crecimiento,
recubrimiento de semillas, sistema de liberacion de fertilizantes

Cosmeéticos Humectante, tonificante, gelificante para cremas y lociones

Tratamientos de agua  Floculante, eliminacion de iones metélicos, reductor de olores,

remocion de tintes y colorantes
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Fuente: (61).

2.2.23. Propiedades fisicoquimicas.

2.2.23.1. Peso molecular y viscosidad.

Exhibe una amplia gama de viscosidades en los medios acidos diluidos que dependen
principalmente de su peso molecular, el cual es méas reducido en comparacion a la quitina.
Ademas, debido a su alta viscosidad, que se asemeja a la de las gomas naturales, el quitosano

puede emplearse como espesante, estabilizante o agente de dispersion (62).

2.2.23.2. Grado de desacetilacion.

Permite diferenciar el quitosano de la quitina y determina las propiedades quimicas, fisicas
y bioldgicas del quitosano, este parametro refleja el balance entre las unidades repetitivas 2-
Acetilamina-2desoxi-D-(+)-Glucopiranosa 'y el  2-amino-2desoxi-D-Glucopiranosa,
normalmente el quitosano comercial tiene un grado de desacetilacion del 70 al 90% y en
algunas aplicaciones biomédicas se utiliza con un grado de desacetilaciéon mayor al 95%
(63).

2.2.23.3. Solubilidad.

El quitosano es normalmente soluble a un pH menor de 6 y los factores que se deben tener
en cuenta cuando se solubiliza son, el grado de desacetilacién y la distribucion de los grupos
acetilos y aminos a lo largo de la cadena. EI mejor solvente para solubilizar el quitosano es
el acido férmico, el mas utilizado es el acido acético, también es soluble en acido clorhidrico,

acido nitrico y acido citrico, es insoluble en acido sulfarico y fosforico (63).
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2.2.23.4. Toxicidad.

El quitosano es considerado no toxico y como un polimero biologicamente compatible con
los seres vivos. Se ha establecido que este polisacarido no puede ser digerido por los
humanos, por lo que se considera como una fibra con cero calorias. El quitosano ha sido
aprobado en aplicaciones dietarias en Japdn, Italia y Finlandia, este tiene un efecto en los
acidos biliares usados por el cuerpo para emulsificar contenidos insolubles como lipidos y
colesterol en el estomago, previniendo su flujo a través de la mucosa intestinal y

precipitandolos en el intestino delgado (63).

2.2.24. Quitosano en la alimentacién de tilapias.

Se ha documentado que el quitosano promueve el sistema inmune en los peces, protegiendo
de esta forma a los peces en cultivo contras las enfermedades bacterianas. No obstante,
algunos estudios también han documentado que el quitosano afecta negativamente el
crecimiento de la tilapia, lo cual podria estar asociado con la absorcion de nutrientes y el
tamafio de las particulas de quitosano. Mediante el uso de la nanotecnologia,
las nanoparticulas de quitosano se producen para su uso como transportes de medicamentos
que los liberan de forma controlada. Las nanoparticulas de quitosano exhiben actividades
bioldgicas mas intensas. Diversos investigadores han reportado que las nanoparticulas de

quitosano incrementan el rendimiento en crecimiento y la calidad de carne de la tilapia (64).

2.2.25. Investigaciones relacionadas.

» Abdel (10), realizé un experimento, el cual consistio en alimentar tilapias del Nilo con
nanoparticulas de quitosano a niveles de 0,0 y 1,0 g/kg en la dieta durante tres semanas
y después fueron desafiados con diferentes bacterias patogénicas via una inyeccion
intraperitoneal. Los resultados mostraron que los peces alimentados con una dieta
enriquecida con nanoparticulas de quitosano mostraron menos mortalidad con todas las
cepas bacterianas. El investigador concluyo que la dieta con nanoparticulas de quitosano
protege a la tilapia del Nilo eficientemente contra las infecciones por A. hydrophila, A.
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sobria, y Streptococcus agalactiae, con un relativo alto nivel de proteccion de 93.3%
(10).

Palma et al (65), realizaron la descripcidn histologica de los principales 6rganos blanco
de contaminantes ambientales en Percichthys trucha, y se describieron
macroscopicamente las branquias, el higado y el rifidn, concluyendo que cada branquia
se compone de cuatro arcos con dos filamentos. El higado esta encapsulado con tejido
pancredtico interpuesto. Los lobulos hepaticos no estan bien delimitados, pero se
identifican las areas portales. Las trabéculas estan formadas por dos placas de hepatocitos
con una cara sinusoidal para absorcion y otra biliar para excrecion. El rifidn tiene
nefronas bien desarrolladas. Estos resultados sirven de referencia para determinar
biomarcadores histopatoldégicos de contaminacién acudatica, herramienta util vy
econdmica para el monitoreo bioldgico (65).

Gen et al. y Lin et al. (66) afiadieron 6 y 2 g de quitosano por kg de dieta en cobia
(Rachycentron canadum) y carpa (Cyprinus carpio koi) respectivamente y observaron
un aumento en pardmetros del sistema inmune innato; la actividad de la lisozima, la
actividad fagocitica, y el estallido respiratorio. a las ocho semanas de haber iniciado su
alimentacion en ambas especies. Lin por su parte, adicionaron quitosano al 2% en la
dieta de juveniles de carpa koi (Cyprinus carpio koi) y observaron después de 8 semanas
un aumento significativo en el porcentaje de peso ganado (149.7+£1.54%) comparado con
el obtenido en la dieta control (129.4+1.58%) (66).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion y metodologia.

La primera fase consistio en la captura de los juveniles de tilapia roja, lo cual se realiz6 en
el Laboratorio de Acuicultura, de la Facultad de Ciencias Pecuarias, del Campus “La Maria”
de la UTEQ, localizada en el kilémetro 7 /, de la via Quevedo - EI Empalme, canton
Mocache, provincia de Los Rios, cuya ubicacion geogréafica es de 1° 3* 18’ de latitud sur y
79°25° 24”’ de longitud oeste, a una altura de 77,60 metros sobre el nivel del mar. La segunda
fase se realizd en el Centro Nacional de Investigaciones Marinas (CENAIM) anexado a la

ESPOL, ubicado en Santa Elena, en la parroquia de San Pedro de Manglar alto.

3.1.1. Condiciones climaticas.

En la tabla 3, se detallan las condiciones climaticas del Campus “La Maria” de la UTEQ),

lugar donde se encuentra ubicado el Laboratorio de Acuicultura.

Tabla 3. Condiciones meteorolégicas del Campus “La Maria”

Datos meteoroldgicos Valores promedios
Temperatura (°C) 24,2
Humedad relativa (%) 77,4
Precipitacion (mm anual) 1537
Heliofania (horas luz afio) 823
Zona ecoldgica Bosque humedo-tropical (bh-T)

Fuente: (67).

3.2. Tipo de investigacion.

Se basé en una investigacion de laboratorio, se trabajo bajo condiciones controladas donde
se determin0 el efecto del quitosano en la alimentacion sobre los componentes hepéaticos en
juveniles de tilapia roja. La investigacion pertenece a la linea (a): Agricultura, silvicultura y
produccion animal, sublinea (3): Desarrollo de sistemas de produccion que promuevan el

uso eficiente de los recursos genéticos.
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3.3. Método de investigacion.

Los métodos de investigacion que se aplicaron son los siguientes:

3.3.1. Método comparativo.

El método comparativo permiti6 analizar el efecto de los distintos porcentajes de inclusion
quitosano en la dieta de juveniles de tilapia roja sobre componentes hepaticos por medio de

técnicas histoldgicas.

3.3.2. Método de observacion.

El método de la observacion permitio descifrar el comportamiento que existe con el efecto
del quitosano en cada tratamiento sobre morfoestructuras hepaticas por medio de técnicas

histoldgicas en especimenes de tilapia roja.

3.3.3. Método experimental.

El método experimental se utilizd bajo condiciones controladas para dar resultados
confiables sobre las variables a estudiar, aplicando un analisis de varianza y la prueba de
TUKEY (p< 0,05).

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

Primarias:

La informacion primaria se obtuvo mediante la realizacion del experimento, donde los

resultados de los distintos analisis brindaran la informacion requerida, para asi determinar el

desempefio de los distintos tratamientos.
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Secundarias:

Las fuentes secundarias corresponden a la informacion que permitio la realizacion de la

parte tedrica de la investigacion, los cuales fueron: articulos cientificos, libros, tesis

doctorales, de postgrado y de grado, boletines técnicos, sitios web, entre otros.

3.5. Disefio de la investigacion.

Se aplicd un disefio completamente al Azar (DCA), conformado por 4 tratamientos (dosis

de quitosano en dieta) y tres repeticiones (tanques de cultivo) con 15 juveniles/ tanque. El

esquema del andlisis de la varianza se presentara en la tabla 4:

Tabla 4. Esquema del ANOVA.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-12) 3

Error Experimental t(r-1) 8
Total (txr)-1 11

Fuente: (68).

Para este experimento se empled un modelo matematico cuyo esquema es el siguiente:

Ecuacioén 1

Yij=pn+ Ti+ Eijk (68).

Donde:

Yij= Total de una observacion.
p= Media de la poblacion.
Ti= Efecto del tratamiento.

Eij= Efecto aleatorio (Error experimental).
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3.6. Instrumentos de investigacion.

3.6.1. Formulacién, preparacion 'y bromatologia de dietas

experimentales.

En la presente investigacion las dietas se formularon utilizando software LINDO Systems,
Inc. IL, USA. Las dietas se formularon en base a los requerimiento para la especies y
prepararon siguiendo los procedimientos de otros estudios. Todos los ingredientes se
tamizaron con una malla de 250 um, se pesaron con una balanza digital y cada dieta se
preparé mezclando todos los macro ingredientes en una licuadora industrial hasta obtener
una mezcla homogénea, los micro ingredientes y los aceites también se mezclaron
individualmente antes de agregarlos a la mezcla de los macro ingredientes. Durante este paso
se afadio el 30% de su peso en agua. Ver en tabla 5 los ingredientes de las dietas
experimentales. La alimentacion fue pasada por un molino de carne que produce granulos
de 2 mm para realizar los pellets. El producto obtenido se sec6 durante 8 horas a 45 °C en
una estufa. Los granulos secos se envasaron en bolsas de plastico herméticas y fueron

almacenadas en refrigerador a -4 °C hasta cada uso (69).

A los ingredientes y dietas se realizd andlisis bromatoldgico, se determind el contenido de
humedad a través de la utilizacion de estufa, secando a 105°C cada dieta. Para la obtencion
de ceniza cada muestra fue incinerada a 550°C colocada en Mufla. La grasa se evallo
mediante la técnica de extraccion Soxhlet, las grasas de la muestra fueron extraidas con éter

de petroleo y evaluadas como porcentaje del peso después de evaporar el solvente (69).

Para determinar el contenido de proteina fue por el método de Kjeldahl mismo que evalud
el contenido de nitrégeno total en la muestra, después de ser digerida con &cido sulfirico en
presencia de un catalizador de mercurio o selenio. La fibra se obtuvo por el método de
Weende, después de ser digerida con soluciones de acido sulfdrico e hidroxido de sodio y
calcinado el residuo, la diferencia de pesos después de la calcinacion nos indica la cantidad

de fibra presente.

El extracto libre de nitrégeno al ser una categoria del sistema Weende se obtuvo por

diferencia; ELN = 100 - (ceniza + extracto etéreo + proteina + fibra) (62). La determinacion
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de energia se obtuvo al comprimir una muestra para formar una pastilla fue colocada en una
capsula pequefia de cuarzo, la capsula con la muestra se coloca en la bomba calorimétrica
automatica donde se produce la combustion, en este proceso se produce un cambio de
temperatura convirtiendo la sefial en Kcal/Kg, el calorimetro mide las cantidades de calor

liberadas por el alimento (70). Ver en tabla 5 la composicién bromatologia de las dietas.

Tabla 5. Formulacioén y composicién quimica de dietas experimentales con diferentes niveles de
inclusion de quitosano.

Niveles de Quitosano en Dietas

Ingredientes 0 1 3 3)
Harina de pescado? 46.50 46.50 46.50 47.00
Pasta de soya* 28.00 28.00 28.00 28.00
Harina de trigo! 13.90 13.90 13.40 11.90
Harina de maiz! 4.00 3.00 1.50 0.50
Quitosano® 0.00 1.00 3.00 5.00
Aceite vegetal® 1.00 1.00 1.00 1.00
Aceite de pescado® 1.50 1.50 1.50 1.50
Alginato de sodio® 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezclas minerales? 1.00 1.00 1.00 1.00
Premezclas vitaminicas® 2.00 2.00 2.00 2.00
Vitamina C! 0.10 0.10 0.10 0.10
Composicion proximal real (% Materia Seca)

Materia seca (%0) 94.68 93.77 94.28 93.99
Ceniza (%) 8.20 9.30 10.22 9.80
Grasa (%0) 7.15 7.24 7.84 8.02
Proteina (%) 32.07 32.22 32.30 32.17
Fibra (%) 5.63 5.86 6.18 6.81
E.LN. (%)* 46.95 45.38 43.46 43.20
Energia Bruta (kJ/g)* 18.38 18.18 18.11 18.10

1Supermaxi: Quevedo.2 Comercial “El Gordillo” - Santo Domingo de los Tsachilas. ® Santa Elena * Valencia (Avicola) ® China ® México.
¥ E.L.N.N: (Extracto libre de nitrégeno) = 100 — (% de protefna cruda + % grasa cruda + % ceniza + % fibra). *Calculado usando factores
23.4 kdlg, 39.2 kl/g, 17.2 ki/g de proteina, grasas y carbohidratos, respectivamente (70).

3.6.2. Condiciones de cultivo de los peces.

Todos los tanques eran sifonados todas las mafianas antes de alimentarlos para desechar las

heces y alimentos sobrantes y el 20% de agua se reemplazaba. Los alevines inicialmente
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fueron alimentados a una tasa del 5% de la biomasa dia™* dividido en dos raciones a las 9:00
horas y a las 17:00 horas,

Se realizé el control de los parametros fisico-quimicos del agua cada 15 dias, la temperatura
se midi6 con un termémetro de mercurio, se mantuvo temperaturas entre 25.0 y 26.0 °C, el
pH y los pardmetros quimicos del agua se determind mediante la utilizacion del kit
colorimétrico (Saltwater Master Test Kit) manteniendo un pH de 7.8, amonio desde 0.05 a
0.08 mg L%, nitritos de 0.50 — 1.0 mg L™y nitratos de 20 — 40 mg L™ mientras que el oxigeno

disuelto se evalu6 con un medidor de oxigeno dando un rango entre de 4.06 a 5.0 mg L.

3.6.3. Obtencion de muestras hepaticas.

Una vez finalizado el periodo de cultivo, se sacrificaron los juveniles de tilapia roja con
inyeccion de solucién de Davidson. Luego se disectaron con bisturi haciendo un corte ventral
con el fin de obtener el 6rgano hepatico, los cuales se pesaron y se colocaron en frasco
esterilizado con la solucion de Davidson para realizar el endurecimiento, durante un lapso
de 24 horas. Luego de ese tiempo, se cambid la solucion por alcohol al 70%, de esta manera

se trasladaron al CENAIM, para continuar con el procedimiento histoldgico.

3.6.4. Histoldgica por tincion Hematoxilina y Eosina (H&E)

Los pasos en el protocolo de la técnica son: Fijacion, deshidratacion, aclaramiento e
imbibicion, inclusion de tejido en parafina, corte con micrétomo 5 um y fijacion de tejido
en placa, para finalmente tefiir con H&E (53). Para esto, se procesaron las placas siguiendo

la metodologia:

3.6.4.1. Fijacion

El proceso de fijacion preserva los tejidos deteniendo la autolisis y a la vez permite que los
tejidos permanezcan sin cambios apreciables luego de subsecuentes tratamientos. La
fijacion se hizo inmediatamente después de obtenidos los higados ya que cualquier demora

seca el tejido y acelera la autolisis.
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Las muestras se fijaron en solucion Davidson al 10% por 24 horas, debidamente

etiquetados o rotulados para ser colocados en el autotecnichon.

3.6.4.2. Deshidratacién y aclaracion

¢t Deshidratacion

Para remover toda el agua de las muestras (tejidos), se tiene el siguiente recorrido:

1. Alcohol 70% 1 hora
2. Alcohol 80% 1 hora
3. Alcohol 90% 1 hora
4. Alcohol 95% 1 hora
5. Alcohol 100% 1 hora
6. Alcohol 100% 1 hora
Aclaracion:
1. EnXilolpurol  1hora
2. EnXilolpuro Il 1 hora

3.6.4.3. Inclusion

Las muestras procedentes del xilol Il se sumergieron en recipientes con parafina, este
proceso de sumergir el tejido en una sustancia firme tal como la parafina es el medio de
inclusion mas utilizado con mas frecuencia. Una vez incluidos los tejidos en la parafina |
se llevd la muestra a la estufa a una temperatura de 60° C por espacio de 1 hora se
trasladaron a la parafina I, también a temperatura de 60° C por espacio de 1 hora para luego

proceder al blogueo de las muestras.

3.6.4.4. Corte

Una vez extraidos los tejidos de la parafina, se procedio a la orientacion e inclusion de
tejidos en los moldes (placas de Leukart) con parafina diluida (caliente), para la orientacién

de la muestra se usaron pinzas.
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Los bloques formados fueron llevados a refrigeracion por espacio de 1 hora, para endurecer
la parafina lo cual favorece con el corte de las muestras, se procede al corte mediante el

microtomo deslizante.

El corte de las muestras nos permitio obtener “las cintas" de las mismas. Estas cintas
mediante pinzas se colocaron en un flotador de tejidos (que contiene agua caliente: Bafio
Maria 50°C). El Bafio Maria extiende los cortes histoldgicos (evitar la presencia de arrugas
y aire atrapado); una vez bien extendidos los cortes, estos se colocaron en las laminas

portaobjetos recubiertas con albumina de Mayer (que favorece la adhesion de los cortes).

3.6.4.5. Coloracién con Hematoxilina - Eosina

Para tefiir los cortes histologicos adheridos en los portaobjetos se siguid los siguientes

pasos:

Empezamos colocando las laminas en el portaobjetos en el xilol (xilol 1) por 15 minutos
para eliminar la parafina de los cortes; luego se paso al otro recipiente con xilol (xilol II)
para completar la eliminacion de la parafina. Después de las laminas se trasladaron a los

alcoholes de una bateria de hidratacion:

Alcohol 100% 1 minuto
Alcohol 100% 1 minuto
Alcohol 95% 1 minuto
Alcohol 90% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto
Alcohol 70% 1 minuto

Agua corriente, 1 minuto

N o o b~ w Dd e

Luego se procedid a la coloracién siguiendo los siguientes pasos:

1. Hematoxilina de Mayer, 5 minutos

2. Agua corriente, 10 minutos
3. Agua destilada, 1 minuto

4. Eosina, 20 segundos
5. Alcohol 70% 1 minuto
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6. Alcohol 80%
7. Alcohol 90%
8.

9. Alcohol 100%

Alcohol 95%

10. Alcohol 100%

1minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Finalmente se procedio al montaje (final de los cortes tefiidos) usando unas gotas de

balsamo de Canada y laminillas cubreobjetos. Se dejo secar el balsamo para luego hacer

las evaluaciones correspondientes y etiquetar las laminas.

3.6.4.6. Observacion y fotodigitalizacion.

Una vez realizados los cortes histoldgicos, fijados en placay tefiidos con la técnica de H&E,

se procedio a realizar su observacion utilizando un microscopio con el objetivo de 40X, y

se seleccionaron las mejores imagenes, se fotodigitalizarén y se tomaron las medidas

utilizando el software Scion Image de libre distribucion.

3.6.5. Variables Evaluadas

e Indice hepatosomatico (IH).

e |H (%) = 100 * (peso del higado / peso corporal) (71).

e Area total del hepatocito.

Area del hepatocito (4 m*) = 1 x r’(72).

e Diametro hepatocito (HD).

HD (# m) = media — HD mas + HD menos

Ecuacién 2

Ecuacioén 3

Ecuacion 4.

(72).
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Donde:

Volumen total del hepatocito (VH).

Ecuacion 5
VH(¢m®) = 4/37xR°(R = HA x 1°)(72)
Area del nucleo del hepatocito (NA).
Ecuacion 6.
AN (gum’) =71 x r’ (72)
Diametro del nucleo del hepatocito (ND).
Ecuacion 7.
ND (# m) = media — ND mas + ND menos (64)
Volumen del Nucleo del hepatocito (NV).
Ecuacion 8.
NV(um’) = 4/371R° (R = An x 7 °)(64).
Area citoplasma del hepatocito (CA).
Ecuacion 9.
CA(#m*) = media— (HA — NA) (64)
Volumen del citoplasma del hepatocito (CV).
Ecuacion 10.
CV(um®) = 4/37R* (R = CA x 7°)(64)
Relacion area citoplasmatica y area nuclear del hepatocito (HR).
Ecuacién 11.

HR (¢ m*) = media (CA / NA) (64)

CA= Area del citoplasma.

NA=Area nuclear.

Area de Sinusoide (AS).
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Ecuacion 12.

AS(um?) =1 x r* (72)

e Diametro del sinusoide.

Ecuacion 13.

SD (# m?) = media — media 3 en 3 sinusoides(64).

3.7. Tratamiento de los datos.

El andlisis estadistico de los resultados se presenté como medias y desviacion estandar (SD).
Las pruebas de Kolmogoron — Smirnov (P. < 0.05) y Bartlett (P < 0,05) fueron aplicados
previo al andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se observaron valores significativos de F,
se utilizo la prueba de rango mdltiple de Tukey para comparar las diferencias entre las
medias, en P< 0,05.Se aplicé el software libre. Todos los datos porcentuales fueron
transformados en arcoseno antes que los estadisticos. En la siguiente tabla se muestra la

descripcidon de los tratamientos en estudio.

Tabla 6. Descripcion de los tratamientos

Juveniles de Total de
Quitosano en  Repeticiones (Tanques L . juveniles de
Trat . . tilapia roja / . -
dieta (%) Experimentales) L tilapia roja
Repeticion UE T .
ratamiento
T1 0 3 15 45
T2 1 3 15 45
T3 3 3 15 45
T4 5 3 15 45
Total 180

UE: Unidades Experimentales
Elaborado: Autor.

3.8. Recursos humanos y materiales.

Talento humano que contribuyo a la realizacién del presente proyecto de investigacion:
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e Director del proyecto de investigacion Dr. Yuniel Méndez Martinez.

e Estudiante y autor del proyecto de investigacion Pedro Daniel Mendoza Carranza.
e Técnico del CENAIM Nancy Rodriguez.

3.8.1. Materiales y equipos.

3.8.1.1. Materiales y equipos de oficina.

e Boligrafo

e Camara digital de alta resolucién
e Ordenador

e Hojas A4

e Impresora

e Libreta de apuntes

3.8.1.2. Materiales y equipos de laboratorio.

e Juveniles de tilapia roja
e Balanza analitica

e Alcohol

e Hematoxilina y Eosina

e Solucién de Davidson

e Botas

e (Guantes

e Cofia

e Bandejas de acero inoxidable
e Red

e Jeringas

e Mascarilla

e Bisturi

e Pinzas

o Paletas
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e Microscopio

e Frascos esterilizados

e Micrétomo

e Hematoxilina & Eosina
e Porta objeto

e Cubre Objeto

e Quitosano

e Alimento peletizado

e Bafio Maria

e Parafina

3.8.1.3. Ingredientes y alimentos.

e Harina de trigo

e Harina de pescado.

e Harina de maiz.

o Pasta de soya.

e Aceite de pescado.

e Aceite vegetal.

e Vitamina C.

e Premezcla mineral.

e Premezcla vitaminica.
e Alginato de sodio.

e Quitosano.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Indice hepatosomatico.

Segun el analisis de varianza no existié diferencia estadistica (P = 0,4514) entre los
tratamientos (Grafico 1). El mayor indice hepatosomético (IHS) se present6 en el T2 (1%
de quitosano en la dieta) con 2,25%. EI menor valor en (IHS) se registr6 en el T3 (1% de
quitosano en la dieta) con el 1,84% ver (grafico 1.). Lo cual fue similar a los resultados de
Abd El-Naby et al. (64) al trabajar con 0,1 ,3 y 5% de nanoparticulas de quitosano en dieta,
no presento diferencias estadisticas para la variable indice hepatosomatico en la especie
Oreochromis niloticus, ellos hacen mencién a que la adiccion de quitosano a la dieta ayudo
aumentar los niveles de lipidos crudos en todo el cuerpo por lo tanto aumento el contenido
de reservas energéticas. ElI presente estudio supero los resultados publicados por Rocha,
Pascuas y Pianeta (73), al estudiar las respuestas hepaticas al estrés de tilapias juveniles en
jaulasy libres en el embalse de Betania, obtuvo un mayor indice hepatosomatico (IHS) en

estado cautivo en un rango de 0,32 a 1,65 IHS.

Naiel et al,(74) al estudiar las propiedades de la nanoparticulas de quitosano y vitamina C
contra la toxicidad de imidacloprid (IMID) en tilapias, encontraron el mayor indice
hepatosomatico lo registraron en el tratamiento de control con un (IHS) de 3,41%, seguido
del tratamiento con inclusion de quitosano (5g/kg™) y vitamina C (500mg/Kg™) con valores
de 2,95%, encontrando que la inclusién de quitosano y vitamina C ayuda a reducir los efectos

de toxicidad y mejora el crecimiento y rendimiento.

Ty

T1 T2 T3 T4

NN i A
N A O 0 W
1 1 1 )

PP ==
N A OO
1 1 1 1

Indice hepatosomatico (IHS)
N

-

Tratamientos

Griéfico 1. indice hepatosomatico en tilapias juveniles con adiccion de quitosano a la dieta.
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4.2. Hepatocitos.

Segun el analisis de varianza en las variables areas de hepatocitos, didmetro de hepatocitos
y volumen de hepatocitos; se encontraron diferencias estadisticas (P=0,05) los mayores
promedios los registro el T4 (5% de quitosano en la dieta) difiriendo en area (P=0,0162),
didmetro (P=0,0169) y volumen de hepatocitos (P=0,0138), del T1 (control 0% de quitosano
en ladieta) y T2 (1% de quitosano en la dieta) el T3 (3% de quitosano en la dieta) no registro

diferencias estadistica entre los tratamientos.

Figura 2.Corte transversal de higado en juveniles de tilapia roja expuestos a diferentes niveles de
quitosano en dieta. Se observan hepatocitos (H) con nucleos bien definidos conteniendo nucléolos.
Células de Kupffer (CK). Sinusoide hepatico (SH).

En nuestro trabajo no se encontrd dafio hepéatico (Figura 2.) por causa de la inclusion de
quitosano en dieta. Ferguson et al. (75), al evaluar la hepatitis sincitial de tilapia cultivada
Oreochromis niloticus, basandose en la observacion de una micrografia electronica de un
hepatocito en mal estado sefialan que no presenta un diametro del todo redondo y se

observan alteraciones en incluso necrosis en los hepatocitos, mencionando que esto se debe
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a una consecuencia de no haber sido sometido a alimentacion con etilo testosterona en la

vida temprana.

Park et al. (76), al estudiar el quitosano galactosilado (GC), como matriz extracelular
sintética para la union de hepatocitos, obtuvo un mayor anclaje de los hepatocitos, siendo
una respuesta favorable en cuanto a la supervivencia de los hepatocitos; lo cual permite
optimizar las funciones celulares, incluida la secrecion de albumina y eliminacion de
amoniaco, los autores indican que con adiccion de (CG) se visualiz6 mayores tamafios en
los hepatocitos, ademas afiaden que el quitosano tiene un alto potencial sintético para la

ingenieria de los tejidos hepaticos.

Con respecto a las variables area del citoplasma, volumen del citoplasma, relaciéon de
hepatocitos area citoplasma/ area nuclear, mostré diferencia estadistica, donde los valores
mas alto se presentaron en el T4 (5% de quitosano en la dieta) difiriendo en area (P=0,0150),
volumen(P=0,0134) y en la relacion hepatocitos area citoplasma/ area nuclear con
(P=0,0242), para los tratamientos T1y T2 el T3 no presento diferencia (P=0,05) entre los
tratamientos; en las variables relacionadas al tamafio del nicleo de los hepatocitos, como
area del nucleo, didmetro del nacleo, y volumen del nucleo; el T4 presento los mayores
promedios difiriendo en area (P=0,0364), diametro (P=0,0355) y volumen del nucleo
(P=0,0395) del T2 (1% de quitosano en la dieta ).

Zandinelo et al. (77), al trabajar con un filtro a base de espuma de quitosano con el fin de
mantener la calidad del agua para el cultivo de tilapia del Nilo, concluyo que el quitosano

no afecto el rendimiento zootécnico, ni la histologia hepaticay branquial.

En cambio Sharifinasab et al. (78), en su estudio sobre la vitamina C y el quitosano como
mitigadores del efecto toxico del Parraquat en algunos parametros bioquimicos en
hepatocitos de carpa comun; después de la exposicion a Parraquat se les suplemento
quitosano y vitamina C, lo que ayudo a la reduccion de malondialdehido y aumento la
capacidad antioxidante total, dando como resultado que la vitamina C y el quitosano tiene

un efecto sinérgico y se pueden usar como hepaprotectores.
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En otros estudios como el de Marcon et al. (79), al estudiar la  histologia e histometrica
de Astyanax Bimaculatus sometidos a diferentes dosis de insecticida organofosforados,
encontraron que los peces expuestos a plaguicida presentaron en el 6rgano diana (higado)
menor tamano del citoplasma, también se observaron alteraciones, tales como hiperotrofia

citoplasmatica y nuclear.

Mientras Guzman et al. (80), en su investigacion efectos de la depuracion histoldgica y sus
cambio en tilapia (Oreochromis niloticus) después de la exposicién a Cilindrospermopsina;
encontraron que la toxicidad que esta tiene esta cianobacteria, pudo aumentar hasta en un
30% el didmetro normal del nucleo de los hepatocitos, causando perdida de la estructura

normal.

No obstante Marchand et al. (81), al evaluar los cambios hepatoldgicos de 6rganos diana en
ecosistemas hipereutroficos en dos especies de agua dulce Clarias gariepinus y Oreochromis
mossambicus; se pudieron estimar altercaciones hepatoldgicas en todos los 6rganos diana
de las dos especies; se observo perdida de la estructura hepatica, hipertrofia de hepatocitos
y nucleos , inflamacion, necrosis hepatocelular, los autores aportan que se han reportado
resultado similares en estudio preliminares al trabajar con microcistina que es una
hepatotoxina. Asi mismo Saravpreet, Kuldeep y Jasjit (82), al investigar alteraciones
histologicas hepaticas inducidas por metales pesados en Labeo rohita, se sufrieron graves
dafios como degeneracion citoplasmatica, degeneracion de nacleos también infiltracion de
leucocitos en sinusoides, alteracion de hepatocitos, vacoulizacion de los hepatocitos, estos
efectos dafiinos, no precisamente son causado directamente por los metales pesados, sino

gue es una respuesta de las sustancias toxicas en el cuerpo del pez.
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Tabla 7.Parametros de los hepatocitos de tilapia juvenil con inclusién de distintos porcentaje de quitosano en la dieta.

Medias en cada columna con una letra en comdn no son significativamente diferentes, segiin Tukey (p>0.05).

Quitosano en Dieta

. cVv F P>0.05
Hepatocitos
Testigo 0% 1% 3% 5%
(T1) (T2) (T3) (T4)
area de(L‘fnpj)‘toc'tos 66,17+1,77b 62,68+6,38b 70,75+2,48ab 83,55+10,33a 8,84 638  0,0162
diametro (d:r'nr)‘epatoc'to 8,07+0,18b 8,79+0,45h 9,29+0,18ab 10,120,634 4,38 629 00169
volumen (‘Ler:;;patoc'tos 414,56+16,92b 391,35459,02b 475,51+22,88ab 608,16+111,66a 13,7 6,77  0,0138
Area d?LfT:E;’p'asma 57,07+1,84b 54,59+5 96b 62,20+2,32ab 74.24+9,75a 9,52 656  0,0150
volumen (i?n%')t"p'asma 393,67+17,02b 373,83+57,68b 456,40+22 36ab 586,46+109,65a 14,03 6,84 0,134
Relacion de
hepatacitos area 6,56+0,39b 6,49+0,38b 6,93+0,15ab 7,64+0,3% 5,62 549  0,0242
citoplasma/ area
nuclear (um?)
area del ntcleo (um?) 9,09+0,50ab 8,09+0,41b 8,55+0,17ab 9,31+0,50a 5,06 4,65 0,0364
didmetro nacleo (um) 3,39+0,09ab 3,19+0,08b 3,28+0,03ab 3,43+0,11a 2,54 4,70 0,0355
volumen del nacleo 54 g9, 784 17,52+1,34b 19,12+0,53ab 21,70+2,02a 7.7 45 0,0395

(um?®)
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4.3. Sinusoides.

En el andlisis de varianza para la variable didmetro de sinusoides y area del sinusoide mostrd
diferencia estadistica (P=0.05), el mayor promedio lo presento el T4 (5% de quitosano en la
dieta) con 6,78 pm y 38,23 um? respectivamente difiriendo en area (P=0.0264) vy en
diametro con (P=0,0264) del T1 (control 0% de quitosano en la dieta) ver (Grafico 2y 3).

7 ab
ab

Diamentro de sinisoides (um)
S

T2

Tratamientos

Graéfico 2. Diametro de sinusoides de tilapia juvenil con inclusion de distintos
porcentaje de quitosano en la dieta

Cérdenas et al. (83), en su estudio sobre los cambios histolégicos en el higado y bazo de la
carpa comun frente a Pseudomonas aeruginosa, alimentado con quitosano dietético y
antibidtico ciprofloxacina, encontraron que el higado en el grupo tratado con antibi6tico
sufrié estrechamieniento de los sinusoides, hinchazén de los hepatocitos; en el grupo de
control de quitosano 90 dias después presento un higado normal, no obstante después de
haberlo sometido a la bacteria presento vacuolacion, células inflamatorias y hemorragia, sin
embargo al comparar el quitosano y el antibiotico, se concluyd que tanto el higado como el
bazo tratado con quitosano revelaron menos alteraciones en comparacion al tratamiento con

antibiotico y el control.

Omogbai y Ikenebomeh (84), al estudiar la toxicidad subcronica de un quitosano obtenido

de la quitina del cangrejo (Callinectes sapidus). La toxicidad se evaludé mediante parametros



quimicos sanguineos y hepatoldgicos en ratas albinas. Al realizar la histopatologia hepatica
en ratas albinas no revelo ningun dafio que pudiera atribuirse a la alimentacion con
quitosano. En todos los niveles de quitosano utilizados los sinusoides no sufrieron ninguna

alteracion y se reportaron células hepéaticas normales con ndcleos vy, citoplasma normal.

Mmaditshaba y Ngonidzashe (85) , sefiala que lo sinusoides de tilapia en forma normal, no
son dilatados, no hay pleomorfismos de los nicleos, ni desorden del cordon hepatico ni

hinchazén celular.

Castro et al. (86), en su estudio histoquimico de dietas suplementadas con zinc es pez dorado
obtuvo, como resultado que los hepatocitos ubicados entre los sinusoides contenian
eritrocitos en la superficie luminal del endotelio sinusoide y cambios en la estructura normal
del higado, el corddén hepético estuvo de forma poligonal , los hepatocitos tuvieron necrosis
focal que produjo rompimiento de la membrana de los hepatocitos, desintegracion completa
de los componentes celulares, también se mostré ausencia de nucleos por acumulacion de
lipidos, concluyéndose que el zinc altera la morfologia del higado cuando se incluye con

ingredientes vegetales en pez dorado.
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Gréfico 3. Area de sinusoides de tilapia juvenil con inclusion de distintos
porcentaje de quitosano en la dieta.



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

En el indice hepatosomatico no existio diferencia estadistica, determinandose que el
quitosano mantiene un buen contenido de reservas energéticas, es decir no afecta el
rendimiento de los juveniles de tilapia roja, el mayor valor los presento el T2 (1% de

quitosano en la dieta) con 2,25.

En los hepatocitos del higado se encontr6 diferencia significativa en los pardmetro
estudiados, donde el T4 (5% de quitosano en la dieta) destaco estadisticamente de
los demaés tratamientos, sin embargo no se registro ninguna alteracién en la histologia
hepatosomatica, debido a que el quitosano no provoco una reaccion por toxicidad en

ninguno de los niveles evaluados.

Tanto para el didmetro y area del sinusoide se encontraron diferencia significativa,
donde el T4 (5% de quitosano en la dieta) mostro mejor respuesta con 6,78um y
38,23 um? respectivamente, estos valores homogéneos indica una estructura normal

de los sinusoides.
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5.2. Recomendaciones.

e Se recomienda estudiar el efecto del quitosano sobre otros tejidos u Grganos en

tilapia.

e Hacer otros estudios con biopolimeros como los betaglucanos

e Evaluar el quitosano en condiciones adversas, como metales pesado, parraquat en

los juveniles de tilapia
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CAPITULO VI
ANEXOS



Anexo 1.Andlisis de varianza de la variable indice hepatosomatico.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 0,27 3 0,97 0,97 <0.4514
Error 0,73 8 *
Total 1 11

Anexo 2. Analisis de varianza del area de los hepatocitos pum2.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 74,99 3 24,93 6,38 <0.0162
Error 31,34 8 3,91 *x
Total 10,63 11

Anexo 3. Analisis de varianza del diametro de los hepatocitos pum.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 3,12 3 1,04 6,29 <0.0169
Error 1,32 8 0,17 *x
Total 4,44 11

Anexo 4. Andlisis de varianza del volumen de los hepatocitos pum?3.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 85,06 3 28,35 6,77 <0.0138
Error 33,52 8 41,90 *x
Total 11,85 11

Anexo 5. Analisis de varianza area del citoplasm pum2.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 68,67 3 22,89 6,56 <0.0150
Error 27,89 8 3,48 wx
Total 96,56 11

Anexo 6. Analisis de varianza del volumen del citoplasma pm3.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 82,83 3 27,61 6,84 <0.0134
Error 32,27 8 40,34 **
Total 11,51 11
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Anexo 7. Relacién de hepatocitos area citoplasma/ area nuclear (um?).

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 2,48 3 0,83 5,49 <0.0242
Error 1,21 8 0,15 e
Total 3,69 11

Anexo 8. Andlisis de varianza del area del nucleo de los hepatocitos (um?).

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 2,75 3 0,92 4,65 <0.0364
Error 1,57 8 0,20 kel
Total 4,32 11

Anexo 9. Andlisis de varianza diametro del nucleo pum.

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 0,10 3 0,03 4,7 <0.0355
Error 0,06 8 0,01 wx
Total 0,16 11

Anexo 10.Analisis de varianza del volumen del ntcleo pm?3

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 31,46 3 10,49 4,5 <0.0395
Error 18,64 8 2,33 el
Total 50,10 11

Anexo 11. Analisis de varianza area del sinusoide pm?

F.V. SC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 30,02 3 10,00 5,30 <0.0264
Error 15,09 8 1,88 faled
Total 45,11 11

Anexo 12. Didmetro de sinusoide pm.

F.V. sC Gl CM F. cal. p-valor
Tratamiento 2,15 3 0,72 4,22 <0.0459
Error 1,36 8 0,17 wx
Total 3,51 11
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Anexo 13. indice hepatosomatico.

Tratamientos (IHS) SD
T1 2,03 0,45
T2 2,25 0,29
T3 1,84 0,23
T4 1,97 0,17

Anexo 14.sinusoides a nivel hepatico.

i 0, 0,
Tsistt(;g;)m()) g)ndlz 1% de quitosano 3% de quitosano uitc?sfngeen la CVv F P>
q dieta en la dieta en la dieta q dieta 0.05
T1 T2 T3 T4
5,78+0,20b 5,79+0,47ab 6,38+0,37ab 6,78+0,53a 6,670 4,22 0,046

25,63+1,52b 28,26+4,55ab 34,66+4,82ab 38,23+5,40 a 13,700 5,30 0,026

Anexo 15.Actividades realizadas durante la investigacion.

a. Recoleccion de alevines. b. Alevines
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C. Rotulacién de los tanques. d. Instalacién de bombas de oxigeno.

e. Almacenamiento de las dietas f. Clasificacién de las dietas.
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K. Extraccion de los higados. |. Pesaje del higado.
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