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Resumen

La acuacultura proporciona productos carnicos con alto valor nutricional y produce 173
millones de toneladas de alimentos en todo el mundo cada afo. Sin embargo, la
industria no esta exenta a desafios especificos, incluidos los relacionados con el
monitoreo epidemiologico de las cargas parasitarias y el uso de agentes terapéuticos.
En este contexto, se analizaron 134 muestras de tilapia y 11 muestras de agua
recolectadas en 10 sitios de muestreo en el Estado de Hidalgo; se identificaron un total
de 6910 parasitos con una prevalencia global de 57,46%; Trichodina spp. y Apiosoma
spp. mostraron la abundancia (35 y 29) e intensidad (241 y 66) mayor,
respectivamente. Las cargas parasitarias por protozoarios mostraron una correlacion
positiva con la concentracion de CaCOs, mientras que las cargas parasitarias por
monogeneos mostraron una correlacion positiva con la presencia de NO2 y NHs".
Como estrategia de control, se caracterizaron 6 tratamientos de perlas obtenidas por
gelificacion ionica, elaboradas con diferentes concentraciones de alginato de sodio-
gelatina, para el encapsulado de extracto de jamaica como marcador biologico; el
tratamiento T2 (2.5% alginato y 1.5% gelatina) mostré el mejor balance de atributos;
valores mas altos de balance RAV (13.83 + 2.52), circularidad (0.81 * 0.05), flotabilidad
(48 segundos) y una eficiencia de encapsulacién del 95.47%. Esta formulacion del
material pared, se utilizé para el encapsulado de 2.5%, 5% y 10% de harina de ajo. La
caracterizacion optica por FT-IR en las mezclas poliméricas evidencio la presencia de
grupos S=0 (991.47 cm™) y grupos S-S (707.45 cm) presentes en la alicina como
molécula de interés. Cuando el porcentaje de ajo en polvo agregado fue mayor, las

capsulas mostraron mayor tendencia al color oscuro (64,78 + 4,43 balance RAV) y



acidez (pH 5,11), asi como indice de hinchamiento menor (194,36%) y CRA (0,30 g
H20). La evaluacion de antioxidantes mostré que el tratamiento con polvo de ajo al
10% tuvo el mejor efecto; FRAP y ABTS* fueron 40,19 pumol ET/g y 16,04 umol ET/g,
respectivamente. La cuantificacién de azufre organico mostré una tasa de liberacion in
vitro de 24,64% (mgE del organoazufrado aliina). Finalmente las cépsulas fueron
administradas a un modelo in vivo de tilapia, donde se registré hasta el 95.80 + 1.69%
de aceptacion, y una probabilidad de sobrevivencia del 100% ante una ingesta de 0.1y
0.2 g de capsula, el andlisis morfométrico de cdpsulas recuperadas a nivel intestinal
mostré la degradacion de las mismas en el tracto digestivo de las tilapias, asi mismo se
logré una dosificacion de hasta 23.85 + 0.73 mgE de aliina en plasma sanguineo, sin
derivar desordenes hematicos en los peces y con un efecto positivo que permitio
erradicar hasta el 100% de prevalencias en parasitos como Trichodina spp.. En
contraste se observo aumento de la proteina (21.0.2%) en la composicién proximal de
los filetes obtenidos al administrar harina de ajo encapsulado a los peces. Las capsulas
mostraron buenas propiedades técnicas como estrategia de administracién oral en
acuacultura. Por lo que otros estudios se sugieren para la evaluacibn de estos

vehiculos en la cadena de produccién de carnicos acuicolas.

1.- Introduccién

La carne de pescado es una importante fuente alimentaria a nivel mundial (Okoye et
al., 2014), su consumo aporta a la dieta proteina altamente digerible y acidos grasos
que aportan beneficios a la salud (Arifio et al., 2012; Baldissera et al., 2020); su
consumo se ha asociado a la disminucion de incidencia de diabetes tipo 2 (Zhang et al.,
2019), como promotores del desarrollo cerebral y del higado en etapa lactante y
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disminucién del riesgo de enfermedades cardiovasculares, trastornos inflamatorios
(Fatel et al., 2021) y tumores (Solomando et al., 2020). A nivel mundial se obtienen
cerca de 173 millones de t de pescado, de esta produccion destaca la tilapia como un
producto que se obtiene por métodos de pesca y de acuacultura (Savaya et al., 2020) y
que ademas muestra caracteristicas de resistencia ambiental y contra patdgenos
(Fajer-Avila et al., 2017). La industria proyecta un aumento en su produccion de 6
millones de t reportadas en 2020 a 7.3 millones de t en 2030 (Abdel-Latif et al., 2020).
En algunos estados de México este producto representa hasta el 91% del pescado
obtenido para la venta (Dominguez-May et al., 2020) y es un producto que se consume
regularmente a pie de granja en platillos regionales como el ceviche (Lango-Reynoso,
2011). No obstante, la buena proyeccion de la industria de la tilapia, la especie cuenta
con retos particulares por atender, entre ellos, la vigilancia epidemiolégica y el control
de las cargas parasitarias de tipo zoonético (Bao et al., 2019). La naturaleza de las
especies acuicolas (Ananda-Raja & Jithendran, 2015) y las caracteristicas del
desarrollo de las infecciones parasitarias en el ser humano parecen dificultar aspectos
de monitoreo, diagndstico y tratamiento de los patégenos (Franssen et al., 2019). Por lo
anterior resulta importante aplicar un monitoreo constante de la contaminacion
biolégica de origen en los productos como la tilapia; en este contexto se estima que
cerca de 18 y 20 millones de personas pueden estar cursando una infeccién por
trematodos y cestodos respectivamente (Chi et al., 2008; Wiriya et al., 2013), pero que
ademas son 500 millones de personas las que se encuentran en riesgo a nivel mundial
(Lima dos Santos & Howgate, 2011). Estos agentes parasitarios se transmiten al ser

humano mediante el consumo de carne cruda de pescado infectado (Wang et al., 2017)



y son responsables de afecciones particulares, que van desde cuadros diarreicos hasta
casos crénicos que derivan en colangiocarcinoma (Wang et al., 2018a; Wiriya et al.,
2013). Los agentes etioldgicos que se han descrito en la tilapia de consumo incluyen
reporte para: trematodos, nematodos y cestodos en infecciones por helmintos (Diaz-
Camacho et al.,, 2002; Lobna et al.,, 2010; Scholz et al., 2018), protozoarios como
Crypstosporidium spp. y Giardia spp. (Ghoneim et al., 2012; Koinari et al., 2013), e
incluso reportes para la amiba Vermamoeba spp.. Las cargas parasitarias presentes en
el ambiente presentan un potencial de dispersion debido a caracteristicas como la
globalizacion de habitos culinarios (Vicente-Pardo, 2016), los altos niveles de productos
en el mercado actual (Arafa et al., 2019) y la actividad migratoria y de turismo (Herman,
2009). Factores que se suman a los mecanismos naturales de dispersion (hospederos
finales como aves icti6fagas) (Scholz & Salgado-Maldonado, 2000). Debido a la
importancia socioeconémica de la tilapia y el riesgo parasitario que puede significar su
consumo, surgen estrategias, como la encapsulacién por gelificacion iénica como un
mecanismo de control parasitario en las ciencias veterinarias (Ponce-Nogues, 2020).
Estas capsulas se forman a partir del uso del alginato de sodio como material pared
(Ching et al.,, 2017), en donde el caracter polianiénico de la molécula permite la
interaccion entre los grupos carboxilo del &cido gulurénico y los iones divalentes de
calcio para formar geles irreversibles, que permiten la formacion de encapsulados de
compuestos de interés (Han et al., 2019). Su uso en la acuacultura se ha reportado
para mejorar aspectos de nutricion (Rodriguez et al., 2018) y de sanidad de peces
como la tilapia (Pinpimai et al., 2015; Pirarat et al., 2015). Sin embargo, su uso no se ha

documentado para la encapsulacion y administracion oral de antihelminticos, por ello el



presente trabajo pretende desarrollar un estudio epidemiolégico para determinar las
especies parasitarias de tipo zoondtico asociadas a la cadena de produccion de tilapia
en el Estado de Hidalgo. Esta informacion epidemiolégica permitird encapsular el
tratamiento antihelmintico adecuado, la caracterizacion de las capsulas y su
administracion experimental en organismos de Oreochormis niloticus, en basqueda de
coadyuvar en el desarrollo de una estrategia de control de uso especifico en la

acuacultura de tilapia.



2.- Marco teérico

2.1- Obtencidon de alimentos acuicolas

El pescado tiene un impacto notable en la vida de individuos y comunidades en
todo el mundo, principalmente como fuente de proteina animal esencial y
asequible (Okoye et al., 2014). La industria de alimentos acuicolas es considerada
una de las de mayor proyeccion a nivel mundial, con un crecimiento considerable
en las dltimas décadas (Gjedrem et al., 2012). La obtencion de productos pasé6 de
98 millones de t en 1990 a 173 millones en 2017, en esta produccién el mayor
aporte proviene del continente asiatico; China, India e Indonesia, ocupan en ese
orden los primeros lugares en produccion a nivel mundial (FAO, 2019). Este
crecimiento permite a la pesca y acuacultura representar un sector que contribuye
a la seguridad alimentaria, la creacion de empleos y a la activacion econémica
alrededor del mundo (Adugna et al., 2020; Chibwana et al., 2020). Solo en China
se desempefian 5 millones de acuicultores y cerca de 9.4 millones de pescadores
(Huang & He, 2019), aunque se estima que 100 millones de personas a nivel
mundial son dependientes econdmicos de estas dos actividades (Gonzéalez-Razo

et al., 2017).

2.1.1.-Acuacultura

Para la obtencién de carne de pescado por métodos de acuacultura, se utilizan
sistemas de recirculacion (reutilizacion del agua), sistemas de flujo, cultivo en

jaulas y sistemas muy variados de estanqueria. El nivel de inversion,



infraestructura e insumos implementados permiten clasificar a los sistemas para la
acuacultura en rasticos, semi intensivos, intensivos y slper intensivos
(Fitzsimmons, 2000; Ortega & Valladares, 2015). Estos modelos presentan una
tendencia global a la progresion de sistemas extensivos a intensivos (Ghamkhar et

al., 2021).

Los sistemas de estanqueria estaticos son los mas recurrentes, en Estados
Unidos de Norteamérica representan cerca del 65% de la practica de la
acuacultura, y cuentan con la variante de corriente rapida o “raceway” con
recambios de agua mas veloces (Dauda et al., 2019). En Egipto y Nigeria, la
mayor parte de la produccion (80%) proviene de pequefias fincas privadas que
practican acuacultura semi-intensiva en estanques de hormigén, complementadas
con sistemas de invernadero (Kaleem & Bio Singou Sabi, 2020). En México la
acuacultura se define como el “conjunto de actividades dirigidas a la reproduccién
controlada, pre engorda y engorda de especies de la fauna y flora realizadas en
instalaciones ubicadas en aguas dulces, marinas o salobres, por medio de
técnicas de cria o cultivo, que sean susceptibles de explotacion comercial,

ornamental o recreativa” (DOF, 2007).

2.1.2.- Pesca

Una de las variantes mas recurrente en aguas continentales, es la practica de la
acuacultura de almacenamiento en embalses, este sistema incluye la siembra de

crias en presas, lagos y lagunas, de forma similar que en la acuacultura. Pero con



la captura de peces bajo criterios de ordenamiento pesquero (Fitzsimmons, 2000).
En este contexto la ordenacién pesquera se refiere al conjunto de regulaciones
legales, sociales, econdmicas y politicas, que permiten la gestion de la pesca en
un tiempo y area geografica definida (Huang & He, 2019). Los productos de la
pesca a nivel mundial se obtienen y distribuyen principalmente a partir del
continente asiatico, donde China, Indonesia e India ocupan los tres primeros
lugares en el rubro (FAO, 2019). En China la actividad destaca por la captura de
1050 especies de peces de agua dulce, por medio de diversos métodos de
captura que incluyen: pesca de arrastre, red de arrastre para pesca de cerco, red
de estiba, red de inmersion, cubierta red, red cuadrada, pesca con palangre,
pesca con cafia y pesca en jaula (Huang & He, 2019). La pesca en aguas
interiores, al igual que otras modalidades en practica en México, se define por ley
como; “el acto de extraer, capturar o recolectar, por cualquier método o

procedimiento, especies biolégicas o elementos biogénicos, cuyo medio de vida

total, parcial o temporal, sea el agua” (DOF, 2007).

2.2.-Panorama en México

La actividad acuicola en México representa una fuente alimentaria que ademas
suma caracteristicas socioeconémicas como creacion de empleos directos e
indirectos, desarrollo de pequefias y medianas empresas y generacion de
servicios complementarios como el turismo (Huerta-Mata & Valenzuela-Oyadener,

2019). A nivel nacional se reportd para 2018 una produccion neta de 2.1 millones



de t de alimentos acuicolas y pesqueros, con un aumento de 400,000 mil t en los

altimos 5 afios (Figura 1) (SIAP, 2020).
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Figura 1.- Historico de produccion nacional en México para el periodo 14-18, Fuente: SIAP.
Las especies que destacan en la produccién pesquera son; la sardina y la
anchoveta con 587 mil y 152 mil t, mientras que en la acuacultura destacan; el
camarén y la mojarra, con 230 mil y 168 mil t de producto reportado solo para
2018, con variaciones anuales desde 2014 (SIAP, 2020) (Figura 2). La obtencion
de alimentos en la acuacultura continental se complementa con el cultivo de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), bagre (Ictalurus punctatus) y carpa (Cyprinus
carpio) (Platas-Rosado et al., 2017). Sin embargo, el aporte de estas especies es
menor a 70,000 t anuales (SIAP, 2020). Para el desarrollo de acuacultura de estas
especies en Meéxico, se realiza la importacion de organismos o variedades de
peces que han sido seleccionados y probados para su produccion en otros paises

(Davila-Camacho et al., 2019).
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Figura 2.- Historico de produccién nacional por especie obtenidas de acuacultura y pesca, se consideran

los altimos 5 afios de reporte disponibles por el SIAP.

2.3.- Panorama en el Estado de Hidalgo

El Estado de Hidalgo cuenta con recursos hidricos que permiten la practica de la
acuacultura y pesca. Cuenta con las cuencas hidrolégicas Panuco y Tuxpan-
Nautla, y 42 fuentes hidricas entre las que destacan; El rio Amajac, rio Meztitlan,
rio Tula y la presa Ingeniero Fernando Hiriart Balderrama como las de mayor
extensién/volumen (INEGI, 2017). En la entidad existen 610 unidades de
produccion registradas, donde se realiza la engorda de las especies; carpa comun
variedad espejo (Cyprinus carpio specularis), barrigona (Cyprinus carpio
rubrofruscus), herbivora (Ctenopharyngodon idellus), cabezona (Aristichtys nobilis)
y plateada (Hypophthalmichthys molitrix), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), tilapia azul (Oreochromis aureus) y tilapia

mossambica (Oreochromis mossambicus) (Velasco-Amaro et al., 2015).
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Hidalgo report6é para 2018 un total de 8,645 t de productos acuicolas, la mitad de
esta produccién sustentada por el producto tilapia (4,456 t), con un valor de
mercado cercano a los 132 millones de pesos. La produccion se complementa en
orden descendente con el aporte de los productos carpa (3,951), trucha (214 t) y
bagre (15 t) (SIAP, 2020). Este potencial de produccion ha colocado a la actividad
acuicola Hidalguense en segundo lugar a nivel nacional, entre los estados sin

litoral (Velasco-Amaro et al., 2012).

2.4.- Latilapia

El nombre tilapia deriva de la palabra pez en el dialecto bushman africano, y hace
referencia a los peces de agua dulce pertenecientes a la familia Cichlidae, se han
descrito aproximadamente 70 especies de tilapia, agrupadas en tres géneros
principales; Oreochromis spp., Sarotherodon spp. y Tilapia spp., entre ellos
destaca el género Oreochromis con 32 especies descritas (El-Sayed, 2020). Es un
pez con distribucién en aguas tropicales, de alimentacion omnivora, presentan un
cuerpo comprimido de manera lateral, cubierto por escamas cicloides de color
grisdceo y en los lados laterales en color rosado (Figura 3). La especie
Oreochromis niloticus fue introducida a México en 1978 proveniente de Panama
(Morales-Serna et al.,, 2018a). En México encuentra condiciones climaticas

adecuadas para su establecimiento (CONABIO, 2014; El-Sayed, 2020).
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Figura 3.- Ejemplar macho ciclido perteneciente al género Oreochromis spp.. Fuente: CONABIO, 2014
Es una especie que cuenta con excelentes caracteristicas para su explotacion,
presenta facil reproduccion y alta adaptabilidad a cambios de ambientes,
alimentos y parametros de calidad del agua (Vega et al., 2010). Destaca por su
alto rendimiento de conversion alimenticia y de energia en proteina (Gjedrem et
al., 2012). Se cataloga como un pez resistente a enfermedades y a condiciones
desfavorables en la calidad del agua como temperaturas bajas, oxigenacién baja,
pH desfavorable, alto contenido de amonio, nitritos y CO2 (Fajer-Avila et al.,
2017); no obstante, su mejor rendimiento se logra con temperaturas entre 27-30°C

y disponibilidad de oxigeno entre 5-23 mg/L (Makori et al., 2017).

La tilapia es un pez que se obtiene de la pesca y de la acuacultura, es la segunda
especie mas cultivada en el mundo solo detras de los ciprinidos y representa un
aporte de 6 millones de t por afio a nivel mundial. Su produccién ha crecido en los
altimos 20 afios, con una tasa de 10% anual (Savaya et al., 2020) y prevé alcanzar
un aporte de 7.3 millones de t para 2030 (Abdel-Latif et al., 2020). Estos peces de
origen africano representan hasta un 65% de la produccion acuicola en Egipto
(Kaleem & Bio Singou Sabi, 2020). Mientras que en México la especie representa
hasta el 91% de la produccion nacional, donde su venta es principalmente en

presentaciones de eviscerado o vivo (86.5%) (Dominguez-May et al., 2020).

12



Los estados de mayor aporte en la produccién son; Veracruz, Michoacan, Sinaloa,
Tabasco y Jalisco (61.1% en conjunto) y es la cuarta especie de mayor
importancia pesquera en México (Gonzélez-Razo et al., 2017). La carne de tilapia
obtenida se consume de forma heterogénea en el area restaurantera y a pie de
granja, es una materia prima que se utiliza en una amplia variedad de platillos
regionales entre ellos el ceviche (Lango-Reynoso, 2011), este platillo incluye en su
elaboracion carne cruda de tilapia que es marinada en una base de jugo de limén

(Leroy et al., 2017).

2.4.1.- Sistemas de produccién

El cultivo de tilapia es posible en diferentes sistemas de produccioén, incluyendo
estanques rusticos de talud, estanques de concreto y cultivos en jaulas que
pueden estar situados en cuerpos de agua I6ticos de rivera o lénticos como presas
(Platas-Rosado et al., 2017). Estos organismos se producen en diferentes niveles
de intensidad en los sistemas de produccion; desde los mas rudimentarios
(extensivos) hasta las granjas tecnificadas (intensivos y super-intensivos) (Kaleem
& Bio Singou Sabi, 2020; Vega et al., 2010). En México el uso de tecnologias en el
sector acuicola todavia es limitado, y un alto porcentaje de las 4,623 granjas de
tilapia que operan en el pais son predominantemente extensivas y semi intensivas
(Betanzo-Torres et al., 2019). Por ejemplo, en el Estado de México (centro del
pais), el cultivo de tilapia es predominante en sistemas semi-intensivos (Gonzalez-

Razo et al., 2017).
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Al sureste del pais, en Yucatan, las granjas extensivas permiten cultivos de 950 a
4500 peces por tanque. Ademas, en la misma zona existen granjas semi-
intensivas que permiten un cultivo de hasta 11,000 peces por estanque
(Dominguez-May et al., 2020). No obstante, paulatinamente se han incorporado
tecnologias para intensificar la produccion de tilapia, entre ellas el uso de sistemas
de recirculacion (RAS por sus siglas en inglés “Recirculatory Aquaculture
System”), acuaponia (policultivo con hortalizas) y biofloc’s (consorcios bacterianos
en estanqueria). Sistemas que atienden perspectivas de sustentabilidad y de
equilibrio ecoldgico (Ornelas-Luna et al., 2017). En los estados de Veracruz,
Yucatan, Chiapas, Jalisco y Sinaloa se ha documentado un incremento de hasta el
44% en la produccién, mediante el uso de sistema biofloc (Betanzo-Torres et al.,
2019). Estas tecnologias permiten aumentar la obtencion de recursos alimenticios

carnicos.

2.4.2.- Valor nutricio de la carne de tilapia

El valor nutricional de la carne de tilapia es competitivo frente a otras carnes de
consumo (Gjedrem et al., 2012). Los peces teledsteos como la tilapia son el grupo
de peces de mayor aprovechamiento en la industria alimentaria. El rendimiento de
la canal en estos productos es cercano al 70%, con mayor porcién de tejido
muscular comestible debido a su composicién baja de tejido 6seo, graso y
conectivo (Arifio et al., 2012). Es un alimento de percepcion saludable en el
mercado (Ljubojevic et al., 2015) que aporta principalmente acidos grasos
poliinsaturados (Omega-3) y proteina a la dieta de poblaciones extensas a nivel
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mundial (Adedeje et al.,, 2012). La composicion proximal de la carne de tilapia
cuenta con una humedad del 80.17%, 13.66% de proteina cruda, 0.54% de grasas

y 1.36% de cenizas (Olopade et al., 2016)

2.4.2.1.- Lipidos

El perfil de acidos grasos en la carne de tilapia incluye, altos niveles de acido cis-
9-octadecenoico (acido oleico (C18:2n6cis); 39.40 g/kg), acido palmitico (C16:0;
29.64 g/kg) y acido cis-9,12-octadecadienoico (acido linoleico (C18:2n6 cis); 13.07
g/kg), ademas de un importante aporte de acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexenoico (DHA (C22:6); 0.94 g/kg) y de 17 acidos grasos mas (Baldissera
et al., 2020; Duarte et al., 2021). La ingesta diaria recomendada de &acidos grasos
eicosapentaenoico (EPA, C20: w -3) y docosahexaenoico (DHA, C22: w-3) en la
dieta, es de aproximadamente 0.25 — 0.5 g por persona por dia, estos
componentes en la dieta promueven el desarrollo cerebral y del higado en etapa
lactante y disminuye el riesgo de enfermedades cardiovasculares, trastornos

inflamatorios y tumores (Solomando et al., 2020).

La ingesta de acidos grasos de cadena larga a partir del consumo de tilapia y otros
peces, se recomienda debido a la dificultad de sintesis metabdlica de estas grasas
(20:5n-3 y 22:6n-3) en el ser humano (Gbadamosi & Lupatsch, 2018). En Japdn la
ingesta de pescado y de grasas poliinsaturadas w-3 se han asociado con bajos
niveles de metilacion del ADN (gen ABCA1). Condicion que mejora los resultados

cardiometabolicos en personas con curso de enfermedades cardiovasculares y
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cancer (Fujii et al., 2021). Asi mismo, en China, se documenté la asociacion del
consumo de acidos grasos poliinsaturadas w-3 con un riesgo menor de desarrollo
de diabetes tipo 2. Cuando la dieta fue baja 0 moderada en consumo de pescado,
se reporté mayor probabilidad de presentar la patologia (entre 54 y 69%) (Zhang
et al.,, 2019). Ademas, los w-3PUFA pueden actuar como moduladores de los
mecanismos antiinflamatorios (velocidad de sedimentacion globular (VSG),
proteina C reactiva, DAS28-CRP, adiponectina e IL-6), en enfermedades como
artritis reumatoide (Fatel et al., 2021) y en patologias como la enfermedad crénica
de obstruccion pulmonar (EPOC), aunque la asociacién de consumo Yy riesgo en
EPOC, se describié con una significancia marginal (razén de probabilidades (OR)

1.22) (Fulton et al., 2019).

Debido a los beneficios a la salud asociados a la ingesta de &cidos grasos
poliinsaturados, diferentes investigaciones promueven mejoras de zootecnia en el
cultivo de tilapia, direccionadas a obtener mayores niveles de estos compuestos
en la carne. Por ejemplo; en el manejo de los sistemas de oxigenacion, debido a
gue los procesos de hipoxia han demostrado disminuir el contenido de w-3PUFA
(Lv et al., 2021), mientras el control de la alcalinidad del agua reditia en mayores
niveles contenidos de acidos grasos EPA y DHA en la carne de tilapia (Cheng et
al., 2020). Ademas, la adiciobn de componentes en la dieta como aceite de
pescado (Duarte et al., 2021), aceite de camelina (Camelina sativa) (Toyes-Vargas
et al., 2020), nanoesferas de nerolidol (Baldissera et al., 2020) y algas

(Nannochloropsis salina) (Gbadamosi & Lupatsch, 2018), se han utilizado para
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mejorar la sintesis y contenido de acidos grasos poliinsaturados en la carne de

tilapia, al tiempo que mejoran otras facetas en la salud de los organismos.

2.4.2.2.- Proteinas

El pescado y otros alimentos acuicolas son una excelente fuente de proteina,
aportan cerca de 22 g/100 g, alrededor de una tercera parte de la ingesta diaria
recomendada. Esta proteina es rica en aminoacidos esenciales (lisina, metionina y
treonina), y de facil digestion para personas de diferentes grupos etarios (Arifio et
al., 2012). En la carne de tilapia los aminoacidos de mayor presencia son glicina,
alanina y acido glutamico con 459.8, 252.7 y 145.2 mg/kg respectivamente. La
composicién ademas incluye 14 aminoacidos mas; Asp, Lys, Ser, Pro, Thr, Arg,
Leu, Met, Val, Tyr, lle, Phe e His (Cheng et al., 2020). Pese al buen perfil de
proteina, la carne de tilapia y otros peces, presenta problemas en el almacén, ya
gue cuentan con un musculo facil de degradar. Por ello, se recomienda la cosecha
de algunas tallas especificas (665 + 85 g) que han mostrado tendencia menor a la
protedlisis, debido a una expresion menor de caltaspainas (CAST) (Morais et al.,

2020).

2.4.2.3.- Otros componentes

Comparado con otras carnes de obtencion en granja la carne de pescado cuenta
con un mejor perfil de micronutrientes como fosforo, selenio y hierro (Baldissera et

al., 2020) y una aportacion de calcio, yodo y zinc. Esta carne presenta un aporte
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de vitaminas D, A y B (Morais et al., 2020). Entre las que destaca el aporte de
vitaminas B6 y B12 a un nivel similar que en la carne magra de mamiferos (Arifio

et al., 2012).

2.4.2.4.- Consumo de pescadoltilapia

Impulsado por las caracteristicas nutricias, los niveles de consumo de pescado
muestran tendencias positivas, similares a la tasa de crecimiento observada en la
produccion; la ingesta a nivel mundial se duplicé de la década de los 60°s al 2011
(de 9.9 a 18.8 kg por persona) (Gonzalez-Razo et al., 2017). En el mercado, la
carne de pescado representa hasta el 15% de la proteina de origen animal en la
dieta humana a nivel mundial. Entre los principales consumidores destacan areas
y paises con mayor tradiciéon culinaria en la ingesta de pescado; por ejemplo,
paises del mediterraneo donde se reporta un consumo per capita superior a los 50
gl al dia (Arifio et al., 2012), o en Africa donde destaca Nigeria, ahi se ha
documentado un consumo que alcanza las 3.2 millones de t al afio (Kaleem & Bio

Singou Sabi, 2020).

En México el consumo per capita de pescado se encuentra en 14.7 kg/afio,
ligeramente inferior que el promedio mundial y superior al valor reportado para
Ameérica Latina (10.5 kg/afio) entre este consumo, la tilapia representa el 21% de
la ingesta (3.08 kg/afno), este valor casi se triplico en el periodo de 2012 a 2018
(Martinez-Cordero et al., 2021); sin embargo, pese a la buena proyeccion de la

industria alimentaria, actualmente existen retos particulares que atender, entre
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ellos la vigilancia epidemioldgica de las enfermedades parasitarias con potencial

de afeccion al ser humano (Bao et al., 2019; Franssen et al., 2019).

2.5.- Zoonosis parasitarias transmitidas por los alimentos

Las infecciones denominadas como enfermedades zoondticas se refieren a las
patologias de ocurrencia clinica humana, que son transmitidas de un huésped
animal (vertebrado, molusco, artropodo) a un vertebrado como el ser humano
(Mills et al., 2010). En la epidemiologia de estos agentes etiologicos los alimentos
pueden participar como vectores de transmision; por ejemplo, para
Cryptosporidium parvum (leche), Toxoplasma gondii (leche, carne de puerco, res,
oveja y de caseria), Spirometra spp. (carne de rana y serpiente) y Trichinella spp.
(carne de puerco y de caceria) (Franssen et al., 2019). Estos alimentos albergan
estadios parasitarios viables, como larvas de helmintos o colonias de trofozoitos vy,
son fuente de infecciones que provienen de animales que son parte del ciclo de

vida de los parasitos.

En la obtencion de alimentos acuicolas los parasitos son un componente natural
presentes en diferentes ambientes, incluso la mayoria de las especies que
parasitan a los peces no representan un peligro directo para el ser humano
(Adams et al.,, 1997). Sin embargo, también existe una amplia diversidad de
parasitos de tipo zoonotico reportados para especies de peces, los de mayor
ocurrencia son los helmintos del género Anisakis spp., especialmente las especies

Anisakis simplex y Anisakis pseudoterranova. Ademas, se han reportado cestodos
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del género Diphyllobothrium spp. y trematodos de las familias Heterophyidae,
Opisthorchiidae y Nanophyetidae (Adams et al., 1997; Franssen et al., 2019). La
mayoria de los organismos parasitarios de tipo zoonéticos asociados al consumo
de pescado, tienen ciclos de vida con multiples hospedadores (Fang et al., 2018),
entre los que se encuentran un solo hospedador definitivo y uno o mas
hospedadores intermediarios, que se catalogan como primarios, secundarios y

paraténicos (Chibwana et al., 2020; Hung et al., 2015).

2.6.- Zoonosis parasitarias asociadas al consumo de “Tilapia”

La participacion de los peces en la transmision de parasitos al ser humano se ha
documentado con anterioridad, debido a su funcibn como hospederos
intermediarios de tipo secundario (Jones, 2015; Lima dos Santos & Howgate,
2011; Okoye et al., 2014). A nivel mundial se han descrito cerca de 70 especies de
tilapia, varias de ellas susceptibles de explotacién y consumo (El-Sayed, 2020),
asi mismo se han documentado un numero considerable de infecciones
parasitarias transmitidas por la tilapia, que pueden significar un riesgo de
ocurrencia de casos clinicos humanos (Dao et al., 2017; Fleming et al., 2011;
Lobna et al., 2010; Onyedineke et al.,, 2010; Wiriya et al., 2013). Las cargas
parasitarias en los productos carnicos estropean su calidad y la posibilidad de
comercializacién. Ademas, el hecho de que la tilapia actie como transmisor de
pardsitos, plantea una problematica de salud publica (Adugna et al., 2020;
Chibwana et al., 2020). A continuacion, se describen los principales grupos
taxondmicos que se han reportado infectando canales de tilapia.
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2.6.1.- Trematodos

2.6.1.1.-Agente etioldgico

Los trematodos pertenecen al grupo taxonémico de los platelmintos invertebrados
gue se caracterizan por ser acelomados, protostomados vy triblasticos (Negrete &
Damborenea, 2017). Estos organismos se encuentran de vida libre y como
pardsitos. Los trematodos incluyen especies zoonoéticas. La mayoria de ellos con
ciclos de vida complejos que involucran varios hospedadores (Fang et al., 2018).
Su ciclo de vida comienza con un organismo adulto monoico que oviponen huevos
gue se dispersan en el agua, de ahi emerge la primera larva, llamada miracidio,
esta larva busca a su primer hospedador intermediario (molusco), donde se
desarrolla en esporoquiste, este a su vez en redias y finalmente en cercarias. Las
cercarias pueden nadar y dispersarse hasta encontrar a su segundo hospedador
intermediario (como el pez) (Zhao-Rong et al., 2005). En el musculo esquelético
del segundo hospedador intermediario, las cercarias enquistan en metacercarias,
rodeadas de una pared de quitina que la protege. El pez infectado por
metacercaria es ingerido crudo por el hospedador definitivo, las metacercarias se
liberan de la capsula y se establecen en alguna de las visceras del sistema
digestivo, dependiendo del ciclo de vida del trematodo, para convertirse en

gusanos adultos y reiniciar el ciclo (Burton et al., 2019) (Figura 4).
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Figura 4.- Ciclo de vida del trematodo heterofidico Heterophyes heterophyes. Fuente: Adecuacion a
partir de (CDC, 2021a).

2.6.1.2.- Infeccidn en tilapias

Las infecciones por metacercarias de trematodos en tilapia se han reportado en
una amplia diversidad de sistemas de cultivo y captura, y representan el grupo de
helmintos de abundancia y diversidad mayor asociados al riesgo de zoonosis en la
carne de tilapia; se ha documentado ocurrencia de metacercarias de los
trematodos hepaticos Opisthorchis felineus, Opisthorchis viverrini y Clonorchis
sinensis en tilapias de los géneros Oreochromis spp. y Tilapia spp. (Naegel, 1990;
Petney et al., 2013; Wang et al., 2018a; Williams et al., 2020; Zhao-Rong et al.,

2005).
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En embalses con practica de captura de la provincia de Binh Dinh en Vietnam se
ha registrado una prevalencia de 18.8% de metacercarias de Opisthorchis viverrini
en tilapias jovenes de la especie Oreochromis niloticus (Dao et al., 2017). En una
presa en Zimbabwe se registré la presencia de metacercarias de Clinostomum
spp. con una prevalencia 62.8% en Oreochromis mossambicus (Mutengu et al.,
2018). En el lago Agulu en Nigeria, la prevalencia en Tilapia zilli de metacercarias
de Clinostomum tilapiae fue de 1.54%, este estudio, mostré prevalencia mayor en
peces hembras (1.1%) que en peces machos (0.9%) y ocurrencia mayor en el mes
de mayo (Okoye et al., 2014). Por otro lado, en agua loticas, en el rio Nigeria se
registré una prevalencia de metacercarias del 50% de Clinostomum spp. en Tilapia
zillii (Onyedineke et al., 2010). Incluso los cuerpos de agua artificiales son
susceptibles de monitoreo, Pinto y colaboradores en 2014 reportaron
metacercarias de Centrocestus formosanus (31.3%) en Oreochromis niloticus en

un lago artificial recreativo en Belo Horizonte, Brasil.

Resultado de las relaciones ecolégicas en el medio silvestre, se han reportado
multiparasitismos en poblaciones de tilapia por las especies de trematodos;
Heterophyes heterophyes, Heterophyes aequalis, Pygidiopsis genata, Haplorchis
pumilio, Haplorchis yokogawai, Phagicola ascolonga y Stictodora tridactyla, en
organismos de tilapia nil6tica y Tilapia zillii en el lago Manzala y Rio Nilo en Egipto,
con prevalencias de hasta 64.9% (Elsheikha & Elshazly, 2008a, 2008b; Hegazi &
Abo-elkheir, 2014). Aunado a lo anterior, en el canal de agua dulce de Ismailia, se
reporté en Tilapia zilli una prevalencia de 47.4%, 21.4% y 3.64% para los

trematodos Haplorchis yokogawi, Pygidiopsis genata y Phagicola ascolonga,
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respectivamente (lbrahim & Soliman, 2010). Esto denota cierta resistencia de los
peces a las cargas parasitarias y un riesgo mayor en la ingesta de estos

productos.

En las instalaciones acuicolas con produccién de tilapia también existen
antecedentes de infecciones por trematodos zoonoéticos. En China en estanques
de mono y policultivo en la provincia de Guangdong, se registré una prevalencia
de 1.5% para metacercarias de las familias de trematodos Heterophyidae y
Echinostomatidae parasitando Oreochromis niloticus (Kang et al., 2013). En
Vietnam se describid una prevalencia de 32% y 24% de metacercarias de
Haplorchis pumilio y Haplorchis taichui en Oreochromis niloticus colectadas en
estanques de produccion asociados al cultivo de arroz y en estanques familiares
(Madsen et al., 2015; Van Phan et al., 2010). Ademas, Haplorchis pumilio se ha
descrito afectando estanques de engorda (12.5%) y de crias (entre 2.5 y 11.8%)
de Oreochromis niloticus (Thien et al., 2009), en estas ultimas en co-infeccién con
metacercarias de Centrocestus formosanus (Chi et al., 2008), trematodo que
también se ha asociado a piscifactorias de alevines de tilapia en Costa Rica

(Cortés et al., 2010).

En practicas de acuacultura riberefia como en los denominados whédos en Benin
Africa, se registré la ocurrencia de metacercarias del género Clinostomum spp. en
Oreochromis niloticus con una prevalencia de 6.17%, la infeccién se localizé en
diferentes 6rganos como piel, branquias, intestino y cavidad oral (Sédogbo et al.,

2019), esta misma relacién Clinostomum spp.- Oreochromis spp. se describié con
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una prevalencia de 22% en cuatro unidades de produccién ubicadas en Uganda

(Walakira et al., 2014).

2.6.2.- Nematodos

2.6.2.1.- Agente etiolégico

Los nematodos son helmintos invertebrados pseudocelomados, se han descrito
mas de 25,000 especies, entre los que se encuentran gusanos de vida libre y
parasitos. (Molnar et al., 2006). En los nematodos se puede encontrar diferentes
estrategias para dar continuidad a su ciclo de vida. En las especies que incluyen a
la tilapia como hospedero; un organismo adulto dioicos (la hembra) alojado en el
intestino del hospedador definitivo ovipone, los huevos son liberados con las
heces y larvan en el ambiente (L1) (Diaz-Camacho et al., 2002). Posteriormente,
un copépodo crustaceo (p. ejem. Cyclops spp.) actia como hospedero primario y
permite a la fase L1 desarrollar a L2; los hospedadores intermediarios
secundarios, como la tilapia, resultan infectados, cuando se alimentan de los
pequefios crustaceos que albergan a la larva de segundo estadio (L2). En el
musculo esquelético de la tilapia se desarrolla la larva de tercer estadio (L3) (Leroy
et al., 2017; Martinez-Cruz et al., 1989; McCarthy & Moore, 2000). Finalmente, el
consumo de la carne cruda de pescado puede ser el vector de infeccion en el ser

humano (Figura 5) (Carrique-Mas & Bryant, 2013).
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Figura 5.- Ciclo de vida del nematodo Gnathostoma spinigerum. Fuente: Tomado de (CDC, 2021b).

2.6.2.2.- Infeccidn en tilapias

Aunque en menor medida que para trematodos zoonGticos, muestras de tilapia en
cuerpos de agua lenticos y loticos, han mostrado prevalencias para nematodos
con potencial zoonético. Ejemplares de Oreochromis niloticus, Tilapia galilaeae y
Tilapia zillii presentaron larvas del nematodo Contracaecum spp., los peces se
colectaron del lago Nasser en Egipto y en el lago Turkana en Kenia, con una
prevalencia de 35.6, 0.14 y 18.2%, respectivamente; los parasitos se encontraron
alojados en la cavidad corporal y en el higado (Motamedi et al., 2019; Otachi et al.,
2015). Ademas, en la presa Nyumba ya Mungu en Tanzania se describié en
muestras de Oreochromis amphimelas cargas parasitarias de Coentracaecum
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spp.. El estudio ademas mostré6 prevalencia mayor en machos (46.7%) que en
hembras (33.3%) (Chibwana et al., 2020). De igual modo en Africa se ha descrito
la parasitosis concomitante de Contracaecum spp. (5.48-27.39%,) y los
trematodos Heterophyes spp. y Clinostomum spp. afectando tilapias de las
especies Oreochromis leucostictus, Tilapia zillii y Oreochromis niloticus. Los peces
fueron colectados en el lago Naivasha en Kenia y en la reserva Koka en Etiopia

(Gulelat et al., 2013; Otachi et al., 2014b).

En México, se ha documentado la ocurrencia del género Gnathostoma spp. en
Oreochromis spp. (Diaz-Camacho et al., 2002). En la presa Temascal en Oaxaca,
larvas de la especie Gnathostoma binucleatum fueron recuperadas de 3 especies
de tilapia (Oreochromis aureus, Oreochromis mossambicus y Oreochromis
niloticus), con prevalencias de 1.2, 1.7 y 2.1%, respectivamente (Salgado-
Maldonado et al., 2005). Sumado a lo anterior, se han descrito parasitosis por
Gnathostoma spp. en peces de Oreochromis mossambicus (26%) y Oreochromis
niloticus (7%), colectados en diferentes cuerpos de agua en los Estados de
Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Tabasco y Veracruz

(Lebén-Regagnon et al., 2005).

Por otra parte, en casos relacionados a piscifactorias se ha descrito una
prevalencia del 10% para el nematodo Contracaecum spp. en Oreochromis
niloticus en estanques de produccion en Egipto (Mahmoud et al., 2016). Este
nematodo también fue identificado en granjas de cria de Oreochromis niloticus en
la zona de Gojam en Etiopia, con una prevalencia de 58.8% y con infeccién

concomitante con el trematodo Clinostomum spp. (32.4%). En estos casos las
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crias con cargas parasitarias representan un riesgo potencial de dispersion hacia
las granjas circundantes (Adugna et al., 2020; Cortés et al., 2010; Thien et al.,

2009).

2.6.3.- Cestodos
2.6.3.1.- Agente etiolégico

Los cestodos agrupan a cerca de 4,000 especies, la mayoria con ciclos biolégicos
complejos que involucran varios hospedadores, en los que se alojan como
endoparasitos y ectoparasitos. Presentan el cuerpo en forma de cinta constituido
de una serie de segmentos llamados proglétidos. En general, el ciclo de vida inicia
con el gusano adulto monoico que libera proglétidos con las heces del hospedero
final (Machado-Pinto & Laborne, 2016). Los proglétidos contienen huevos que se
diseminan en el ambiente donde se desarrolla una larva ciliada llamada coracidio,
esta larva infecta a un crustaceo copépodo (1ler hospedero) donde se desarrolla la
larva procercoide (Lima dos Santos & Howgate, 2011). Los peces (2do hospedero)
se parasitan al ingerir a los crustaceos infectados, en el masculo del pez se forma
la larva plerocercoide y finalmente el ser humano adquiere la parasitosis al ingerir
carne cruda de pescado infectada con larvas plerocercoides, permitiendo el

desarrollo a estadio adulto y reiniciar el ciclo (Saari et al., 2019) (Figura 6).
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Figura 6.- Ciclo de vida de las tenias de la familia Diphyllobothriidae. Fuente: Modificado a partir de
(CDC, 2019).

2.6.3.2.- Infeccidn en tilapias

Los estudios de tilapias parasitadas por cestodos zoondéticos todavia son escasos;
sin embargo, se ha podido aislar ejemplares del cestodo Schyzocotyle
acheilognathi (syn. Bothriocephalus acheilognathi) de los peces Oreochromis
aureus, Oreochromis niloticus y Oreochromis mossambicus colectados de dos
zonas de rivera en México (Pérez-Ponce et al., 2018). Recientemente se
document6 que el pez ciclido Ptychochromis cf. Inornatus nativo de la isla de
Madagascar, mostré infeccién natural por el cestodo Schyzocotyle acheilognathi,
un cestodo con potencial zoonético que puede establecerse hasta en 200

especies de peces de agua dulce; sin embargo, en este estudio, no se
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recuperaron ejemplares de Schyzocotyle acheilognathi de la tilapia Oreochromis

niloticus (Scholz et al., 2018).

2.6.4.- Protozoarios

2.6.4.1.- Agente etiolégico

Los protozoarios son organismos microscopicos que pueden ser de vida libre o de
naturaleza parasitaria, son habitantes de ambientes himedos y acuaticos (agua
dulce y salada) que tienen la capacidad de infectar al ser humano. En general, los
protozoarios tienen dos estados de desarrollo; trofozoitos (metabolismo activo) y
quistes (estructura de dispersion) (Brooke & Melvin, 1964). En la transmision de
protozoarios, como Cryptosporidium molnari, el agua es la principal fuente de
infeccion; sin embargo, el rol de los invertebrados como reservorios es
determinante para que la infeccion en los humanos pueda generarse (Alvarez-
Pellitero & Sitja-Bobadilla, 2002). La especie de crustaceo Artemia franciscana, se
ha reportado como vehiculo para la transmisién de Cryptosporidium spp. y Giardia
spp. (Ryan & Caccio, 2013). Ademas, la dispersion se lleva a cabo por foresis, por
ejemplo, por contacto con los peces o por contaminacion cruzada de los alimentos
con aguas no tratadas (Fayer, 2010; Ghoneim et al., 2012; Milanez et al., 2017). El
ser humano puede infectarse al ingerir carne de pescado contaminada y por

contacto con los ambientes en que se desarrollan los peces.
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2.6.4.2.- Infeccion en tilapias

Milanez y colaboradores en 2017 reportaron infeccion por Vermamoeba
vermiformis en las branquias e intestinos de Oreochromis niloticus, las muestras
se obtuvieron del lago Taal en Filipinas y presentaron una prevalencia entre el 24
y 25%. Cabe sefialar que los trofozoitos de V. vermiformis se documentan como
agentes etioloégicos de problemas oculares en el ser humano (Milanez et al.,
2017). En précticas acuicolas de tilapia en Egipto se identificé infeccion por
Giardia duodenalis en peces Oreochromis niloticus (2.1%), el mismo estudio
registro prevalencia de 4.5% para muestras colectadas en el Rio Nilo (Ghoneim et
al., 2012). En otro estudio en estanques de Papua Nueva Guinea se aisl6 el
protozoario Cryptosporidium parvum sub-tipos 11aA14G2R1 y 11aA19G4R1 a partir
de muestra de tilapias (2.4%), el mismo estudio no mostré prevalencias en peces
de vida libre (Koinari et al., 2013). La infeccion por protozoarios en el ser humano
esta asociada al consumo de agua contaminada, su ocurrencia indica calidad baja

del agua en los sistemas de produccion y captura.

2.7.- Mecanismos de dispersion parasitaria

Evidentemente existe un riesgo de zoonosis parasitaria asociado al consumo de
tilapia, la dispersion de estos agentes etiolégicos es clave, para afectar al ser
humano, de manera recurrente estos organismos se propagan mediante vehiculos
de transmision como; el ser humano, la fauna nociva, alimentos crudos, el agua

contaminada, tierra e incluso el aire (Bao et al., 2019; Betson et al., 2020; Nadler
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et al., 2005; Saltos Sol6rzano et al., 2018). Especialmente las acciones del hombre
como; la urbanizacion, intensificacion de produccién alimentaria, la modernizacion
de los mercados y los cambios en los hébitos alimenticios, exponen a las
poblaciones al contacto con cargas parasitarias no habituales, entre ellas de
helmintos y protozoarios de tipo zoondético (Carriqgue-Mas & Bryant, 2013; Pinheiro
et al, 2019). Mecanismos antropocéntricos y naturales son clave en la

introduccién y colonizacion de especies parasitarias en nuevas areas geograficas.

2.7.1.- Antropocéntricos

2.7.1.1.- Globalizacion de los habitos culinarios

La carne de pescado se ha posicionado en el mercado como sustituto de carnes
de res, puerco, e incluso de pollo, ya que el consumidor demanda carne baja en
grasas como parte de nuevas tendencias en los estilos de vida (Virginia et al.,
2018). Desafortunadamente, el consumo de carne cruda de pescado es parte de
la tendencia gastronomica, los platillos que la incluyen pueden influir en la
adquisicién y dispersion de parésitos zoonéticos (Scholz & Kuchta, 2016); debido
a que la mayoria de los casos de infecciébn en humanos se relacionan al consumo
de platillos que incluyen carne cruda en su elaboraciéon (Adams et al., 1997; Wang
et al., 2017). Alimentos como sushi o sashimi exponen al ser humano (Chi et al.,
2009) a afecciones particulares causadas por trematodos, cestodos y nematodos
adquiridos por el consumo de la tilapia (Wang et al., 2017). En Pera se documenté
la transmision de los trematodos Centrocestus formosanus y Haplorchis pumilio

asociados al consumo de ceviche (Pulido-Murillo et al., 2018). Mientras que
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Vicente-Pardo en 2016 reporta que las Larvas L3 del género Anisakis spp. se han
relacionado con el consumo de carne cruda de peces o cefalépodos en platillos
como sushi, sashimi, ceviche, gravlax, lomi-lomi, e incluso en pescados bajo

conservas en escabeche, vinagre, desecado y ahumados.

2.7.1.2.- Mercadeo de alimentos acuicolas

La globalizacién del comercio ha influido en el comportamiento epidemiolégico de
las cargas parasitarias de tipo zoondtico (Scholz & Kuchta, 2016). Por ejemplo, los
nematodos Anisakis simplex s.s. y A. pegreffi, se han reportado en arenque
ahumado y caballa congelada, productos para consumo en Egipto. En andlisis
molecular (ITS-1, 5.8S e ITS-2) los parasitos mostraron relacion filogenética con
parasitos de China, Noruega y Holanda, paises desde donde se importaba la
carne de pescado (Arafa et al., 2019). Incluso en la adquisiciébn de productos
acuicolas pueden existir malas practicas de comercio, Williams y colaboradores en
2020 reportaron, recurrencia en la falsificaciéon de carne de pargo (pez para la
elaboracion de sushi) por carne de tilapia. Las muestras de tilapia en el estudio
presentaron infeccion por tres especies de parasitos zoonéticos: Gnathostoma
spp., Cryptosporidium parvum y Dibothriocephalus latus (sin. Diphyllobothrium
latum). Respecto al control de parasitos en los alimentos, instancias como FAO-
WHO (Codex Alimentarius) y la Unidon Europea (regulacion EC no 853/2004)
establecen la aplicacién de congelado en productos acuicolas y de la pesca como
medida de prevencion (Lima dos Santos & Howgate, 2011). Sin embargo, el riesgo
de infeccion es latente ante el nivel de flujo en el mercado actual.
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2.7.1.3.- Importacion/exportacion de organismos

Las tilapias han sido introducidas en aproximadamente 90 paises en todo el
mundo, inicialmente con fines de acuacultura, sin embargo, en muchos casos han
colonizado cuerpos de agua como rios, lagos, arroyos y presas, situacion que
representa ventajas y desventajas en diferentes aspectos socioecondmicos y
ambientales (Gu et al., 2019). Entre las problematicas, se ha asociado la
disminucién de los recursos pesqueros con la introduccion de especies exoticas
(Espinosa-Lemus et al., 2009). Conjuntamente la dispersién parasitaria parece
potenciarse con la importacion de organismos con finalidad zootécnica. En
México, la introduccion de ciclidos (Macpherson, 2005; Martinez-Cruz et al., 1989;
McCarthy & Moore, 2000; Ogata et al.,, 1998) y gaster6podos (Melanoides
tuberculata) en la presa Miguel Aleman, parecen haber sido los detonantes de un
brote de gnathostomiasis en la poblacion durante la década de los 70°s (Scholz &

Salgado-Maldonado, 2000).

Otros estudios sugieren la co-introduccion de parasitos junto con ciprinidos
importados desde Asia. En la laguna de Meztitlan en Hidalgo (México), embalse
con pesca y consumo de ciprinidos y Oreochromis niloticus, se ha identificado la
presencia de metacercarias de Clinostomum complanatum, de larvas del
nematodo anisakido Contracaecum spp. y de larvas del cestodo Bothriocephalus
acheilognathi (Monks et al., 2005). Mientras que la identificaciébn del cestodo
Schyzocotyle acheilognathi, se ha logrado en tilapias de éareas geograficas
aisladas como las islas de Hawdi, Puerto Rico, Cuba y Sri Lanka, esta especie fue
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identificada por primera vez en Japon en cultivos de carpa (Acheilognathus
rombeus) (Scholz et al., 2018). Ademas, este parasito se ha documentado en
regiones continentales de México, donde coexisten ciclidos y ciprinidos (Pérez-
Ponce et al., 2018). Estos estudios denotan una relaciéon entre la movilizacion de

organismos Yy la dispersion de cargas parasitarias.

2.7.1.4.- Actividad migratoria

Las migraciones humanas, incluida la movilidad temporal como el turismo (Chai &
Jung, 2017), conforman un mecanismo de dispersion de agentes parasitarios y de
otros agentes infecciosos (Scholz & Kuchta, 2016; Secretaria de Salud, 2020). Por
ejemplo, en Corea se han identificado humanos portadores de Heterophyes
heterophyes y H. dispar; los pacientes reportaron haber viajado con anterioridad a
Sudén, un area de alto endemismos de estos parasitos (Chai & Jung, 2017). En un
caso similar, el hospital de enfermedades tropicales de Londres reportd en 2009, 2
casos de Gnatostomiasis. La encuesta epidemiolégica mostr6 que ambos
pacientes, habian viajado a Botswana y consumieron platillos que incluian carne
cruda en su preparacion, el diagnéstico permitié identificar a Gnathostoma

spinigerum como el agente etiolégico (Herman, 2009).

2.7.2.- Naturales

Los hospederos finales silvestres de los parasitos, participan de manera activa en

la propagaciéon de estos agentes etioldgicos a diferentes escalas espaciales; entre
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ellos las aves silvestres y especialmente las de conductas migratorias pueden
representar un vector de larga distancia para una amplia diversidad de
microorganismos (Tsiodras et al., 2008). En las infecciones zoondticas en las que
participan las tilapias, se han identificado como hospederos finales a varias aves
piscivoras: Ardeola grayii y Bubulcus ibis, relacionadas al ciclo de vida de
Haplorchis pumilio (Umadevi & Madhavi, 2006), la aninga africana (Anhinga rufa)
al de Clinostomum spp. (Mutengu et al., 2018) y la garza (Butorides striatus) con
Centrocestus formosanus (Scholz & Salgado-Maldonado, 2000). En pardsitos
nematodos, las aves garceta (Egretta alba), gran garza (E. alba), pelicano
americano blanco (Pelecanus erythrorhynchos), gran garza azul (Ardea herodias),
garza blanca (E. thula), cormoran neotropical (Phalacrocorax olivaceous), pelicano
pardo (P. occidentalis) han presentado infeccibn por Gnathostoma spp. (Diaz-

Camacho et al., 2002; Mosqueda-Cabrera et al., 2009).

Incluso otros grupos taxondmicos de habitos icti6fagos intervienen en los ciclos de
transmision parasitaria; a este respecto poblaciones de tortugas (Kinosternon
integrum) y sapos (Rana zweifeli) se han relacionado a cargas parasitarias de
nematodos del género Gnathostoma spp. (Mosqueda-Cabrera et al., 2009).
Ademas, algunos anfibios (Lithobates megapoda y Ambystoma dumerilii) y
serpientes (Thamnophis melanogaster) se han asociado al cestodo Schyzocotyle
acheilognathi (syn. Bothriocephalus acheilognathi) (Pérez-Ponce et al., 2018).
Estas relaciones ecolégicas evidencian el potencial de dispersion que estos

parasitos mantienen en la red trofica.
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2.8.- Distribucion geogréfica de los agentes etiolégicos

Las caracteristicas de los hospederos naturales y las acciones antropocéntricas a
las que son sometidos influyen en la distribucion parasitaria. Actualmente Asia
cuenta con varios paises de alto endemismo, quiz& influenciados por sus habitos
culinarios que incluyen el consumo de carne cruda. Vietham, China, Tailandia,
Laos, Filipinas e India, cuentan con reportes de parasitos trematodos asociados a
la tilapia como: Opisthorchis spp. (Dao et al.,, 2017), Clonorchis spp. (Thi et al.,
2010; Van De et al., 2012; Wang et al., 2017), Haplorchis spp. (Hop et al., 2007),
Heterophyes spp. (Kang et al., 2013), Stellantchasmus spp. (Wiriya et al., 2013),
Echinostoma spp. (Tangtrongchitr & Monzon, 1991), Procerovum spp. (Hung et al.,
2015), y Centrocestus spp. (Chi et al., 2008). En menor medida se han reportado
otros grupos taxonomicos en el continente; en Irdn se identific6 el nematodo
Contracaecum spp. (Motamedi et al.,, 2019), en Nueva Guinea el protozoario
Cryptosporidium parvum subtypes [1aA14G2R1 y 11aA19G4R1 (Koinari et al., 2013)

y en Filipinas la ameba Vermamoeba vermiformis (Milanez et al., 2017).

El continente africano se destaca por la biodiversidad parasitaria en muestras de
tilapia, solo en Egipto se ha documentado la presencia de los trematodos;
Ascocotyle (Phagicola) ascolonga, Haplorchis pumilio, Haplorchis yokogawali,
Heterophyes aequalis, Heterophyes heterophyes, Phagicola ascolonga,
Pygidiopsis genata y Stictodora tridactyla (Elsheikha & Elshazly, 2008a, 2008b;
Hegazi & Abo-elkheir, 2014; Ibrahim & Soliman, 2010; Lobna et al., 2010). Asi
mismo en otros paises de alta actividad acuicola como; Nigeria, Kenia, Zimbabwe,
Etiopia, Benin y Uganda, se ha documentado la presencia de metacercarias de
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Clinostomum spp. (Adugna et al., 2020; Echi et al., 2009b; Echi et al., 2009a;
Mutengu et al., 2018; Okoye et al., 2014; Onyedineke et al., 2010; Sedogbo et al.,
2019; Walakira et al., 2014), Centrocestus spp. (Mahmoud et al., 2016) y
Heterophyes spp. (Ojwala et al., 2018; Otachi et al., 2015). Ademas, los reportes
se complementan con la presencia del nematodo Contracaecum spp. en Kenia,
Tanzania y Etiopia (Adugna et al., 2020; Chibwana et al., 2020; Gulelat et al.,
2013; Otachi et al.,, 2015; Otachi et al.,, 2014a; Yimer, 2000), y el cestodo

Schyzocotyle acheilognathi en Madagascar (Scholz & Kuchta, 2016).

En Europa la diversidad de parasitos es menor, no obstante, se cuenta con
antecedentes de los trematodos Clonorchis sinensis, Heterophyes heterophyes,
Heterophyes dispar, Haplorchis taichui y Haplorchis pumilio, junto con el nematodo
Gnathostoma spp. en paises como Grecia, Italia, Turquia, Francia (Chai, 2014;
Chai & Jung, 2017, 2020), Esparfia (Chai & Jung, 2020; Hung et al., 2013), Rusia
(Wang et al., 2018a), Ucrania (Hegazi & Abo-elkheir, 2014), Alemania, Reino

Unido, Suiza y Bélgica (Leroy et al., 2017).

En América, los estudios han mostrado la ocurrencia de parasitos por el consumo
de platillos de origen asiatico (Castellanos-Garzon et al., 2019). Los esfuerzos de
muestreo se han aplicado en Venezuela para Haplorchis pumilio (Diaz et al., 2008)
y en Brasil, Costa Rica y Estados Unidos para Centrocestus formosanus (Cortés et
al., 2010; Fleming et al., 2011; Pinto et al., 2018). En este contexto, en México
todavia es poca la informacion respecto a la distribucion de parasitos zoondéticos
asociados al consumo de tilapia, sin embargo, en la cuenca del rio Papaloapan en

los estados de Veracruz, Oaxaca y Puebla, se describieron 39 familias de
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helmintos parasitando a 35 especies de peces; entre estos el trematodo
Centrocestus formosanus se aislé de 16 peces hospedadores, incluidas dos
especies de ciclidos (Cichlasoma fenestratuma y Cichlasoma urophthalmus)

(Salgado-Maldonado et al., 2005).

En otro estudio realizado en el Estado de Chiapas; se documentaron 72 especies
de helmintos identificados en un total de 54 especies de peces de agua dulce
entre ellas 10 ciclidos, los trematodos Clinostomum spp. se aislaron de ciclidos del
género Vieja spp.. en el mismo estudio las especies Ascocotyle (Ascocotyle)
tenuicollis y Ascocotyle (Leighia) nunezae se recuperaron del ciclido Thorichthys
meeki y Centrocestus formosanus de Astatherops robertsoni y Vieja synspila
ambos ciclidos de habitos silvestres (Salgado-Maldonado et al., 2011).
Finalmente, Anisakis spp. se ha documentado en riveras de Campeche, Chiapas,
Jalisco, Michoacan y Tabasco, parasitando al pez ciclido Cichlasoma
urophthalmus a nivel de gonadas, corazén, intestinos, rifién, higado, mesenterio, y

estbmago (Garrido-Olvera et al., 2006).

2.9.- Afecciones en salud publica

El ser humano se encuentra cada vez mas expuesto a agentes patdégenos, se
estima que el 50% de 1500 enfermedades infecciosas que afectan al ser humano
tiene un origen zoonotico (Shapiro, 2017). Entre estos patdgenos los parasitos
también representan un problema de salud publica, solo en 2010, se reportaron

91.1 millones de casos de infeccidbn de origen parasitario y 51,909 decesos
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asociados a estas infecciones a nivel mundial. Ademas, se estima que un 48% de
estos casos son de origen alimentario (Franssen et al., 2019). Entre los riesgos
asociados a la tilapia, los protozoarios pueden ser una importante causa de
infeccion intestinal y de eventos de diarrea en el ser humano, al afio se registran
alrededor 500,000 muertes por enfermedades diarreicas, que afectan

principalmente a nifios menores de 5 afos (Burgess et al., 2017).

Asi mismo, los helmintos que han sido reportados en peces pueden ser causantes
de hasta 18 millones de infeccidbn solo en Asia (lbrahim & Soliman, 2010;
Mahmoud et al., 2016; Wiriya et al., 2013), conjuntamente cerca de 20 millones de
personas podrian estar infectadas por cestodos. Sin embargo, se calcula que 500
millones de personas se encuentran en riesgo de parasitosis a nivel mundial.
Como referencia Europa proyecta una tasa de infeccion de 3.8 casos por cada
100,000 habitantes, para infecciones por nematodos (Chi et al., 2008; Lima dos
Santos & Howgate, 2011), mientras que en México se reportaron 39.81 casos por
cada 100.000 habitantes solo para ascariasis en 2015 (Gutiérrez-Jiménez et al.,
2019). En este contexto, México es un pais con alta poblacion y extension
territorial, cuenta con una alta actividad migratoria y rapido crecimiento poblacional
(Secretaria de Salud, 2020; Shamsi, 2019). Ademas, en el pais existen
poblaciones susceptibles de infecciones gastrointestinales, debido a condiciones
de desnutricion (Gutiérrez-Jiménez et al., 2019). Estos factores en conjunto o de
manera aislada pueden generar sinergia para el desarrollo de infecciones en el ser

humano.
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2.10.- Ocurrencia de casos clinicos en humanos

El curso de la enfermedad infecciosa por parasitos puede ser muy variable en el
ser humano; la manifestacion clinica va desde subclinica hasta polisintomatica,
donde el grado de severidad es dependiente de diversos factores como la carga
parasitaria, el estado inmunolégico del hospedador y la exposicién previa al
agente etiologico (Chai, 2014). Los trematodos hepéticos pueden presentar
periodos largos de latencia, con afecciones graves en estado crénico. Opisthorchis
verrini y Clonorchis sinensis pueden desarrollar afeccion hepética, pancreatitis,
colangitis, coledocolitiasis y colangiocarcinoma (Dao et al., 2017; Hung et al.,
2015; Wang et al., 2018a), incluso Opisthorchis viverrini se cataloga como agente
carcindgeno (Dao et al., 2017; Tesana et al., 2014) y Clonorchis sinensis como
carcinégeno de clase | por la Agencia Internacional para la Investigacion del
Céancer (Wang et al.,, 2018a). También se ha documentado que el trematodo

Opisthorchis felineus, puede ser el causante de cirrosis hepatica (Naegel, 1990).

Ademas, los organismos del género Clinostomum spp. causan dafio al ser
humano en la faringe, la region aritenoidea, pared orofaringea y banda linfatica
lateral, causando malestar en la garganta, dolor al ingerir alimentos, flema
sanguinolenta y fiebre (Acosta et al., 2016). Los sintomas se diagnostican como
faringitis, laringitis o el sindrome de halzoun (Echi et al., 2009b; Fang et al., 2018;
Wang et al., 2017; Williams et al., 2020). Por otro lado, los trematodos intestinales
(Heterophyidae y Echinostomatidae) pueden causar diferentes grados de necrosis
focal e inflamacion de la mucosa intestinal, infecciones graves pueden causar
eosinofilia, dolor abdominal, diarrea severa, anemia y anorexia (Petney &
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Taraschewski, 2011; Wiriya et al., 2013). Asi mismo, los huevos heterofidicos
pueden transferirse a través de torrente sanguineo a sitios ectopicos inusuales
(Hegazi & Abo-elkheir, 2014), produciendo granuloma eosinofilico en corazon,
cerebro y columna vertebral (Elsheikha & Elshazly, 2008a, 2008b; Hop et al.,
2007; Kang et al., 2013). La infeccibn por Heterophyes heterophyes puede
manifestarse con dolor abdominal leve a moderado, diarrea, letargia, anorexia y
pérdida de peso, ademas, puede presentar parasitismo erratico extraintestinal en

organos como corazon, cerebro y médula espinal (Chai, 2014).

Ante una infeccién por el nematodo Gnathostoma spp. el cuadro clinico incluye
malestar abdominal intermitente, movilidad corporal del dolor, hinchazén de bazo,
prurito, abultamiento subcutaneo e hinchazon en las areas cutaneas afectadas,
ademas se presenta movilidad de larva (larva migrans). De forma regular los
pacientes presentan cuadros de eosinofilia (mayor a 0.4 x 109 células/L) (Diaz-
Camacho et al., 2002; Herman, 2009; Martinez-Cruz et al., 1989). Conjuntamente
puede desencadenar enfermedad visceral, hepatica, pulmonar, gastrointestinal, y
con menor frecuencia urogenital (Carod-Artal et al.,, 2017; McCarthy & Moore,
2000). En los casos mas graves hay afeccion cerebral y ocular que puede inducir
al paciente a radiculomielitis con paraplejia, mieloradiculoencefalitis, y hemorragia

subaracnoidea o cerebral (Leroy et al., 2017).

Ademas, los parasitos protozoarios Cryptosporidium spp. y Giardia spp. son
agentes etiolégicos de cuadros diarreicos polisintométicos que se manifiestan con
distension abdominal, vomito, fiebre y pérdida de peso (Ghoneim et al., 2012;

Koinari et al., 2013; Ryan & Caccid, 2013; Slapeta, 2013; Squire & Ryan, 2017).
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Por otro lado, la amiba Vermamoeba vermiformis puede ser agente causal de
patologias oculares como la queratitis, enfermedad que afecta principalmente a la
poblacion que labora en la acuacultura y pesca. Ademds, este patdgeno es
portador simbibtico de otros microorganismos de importancia sanitaria como
Legionella spp., Mycobacterium spp. y el virus Faustovirus spp. (Milanez et al.,

2017).

2.11.- Diagndstico parasitologico

Uno de los retos méas importantes a los que se enfrentan las poblaciones respecto
a las infecciones parasitarias es el diagnostico. Caracteristicas como baja
ocurrencia de brotes, diseminaciones lentas y la tendencia a la cronicidad,
dificultan la atencion de la enfermedad (Franssen et al., 2019). Sin embargo, por la
importancia en salud publica de algunas enfermedades, se continla con
investigacion para la mejora de las herramientas de diagndstico, incluyendo
inmunoensayos, enfoque molecular, prote6mica, espectrometria de masas, entre
otros (Ndao, 2009). Estas herramientas buscan complementar los métodos
clasicos de diagnéstico, y pueden clasificarse como macroscopicas,
microscopicas, histolégicas, microbioldgicas, inmunolégicas y moleculares. Su
aplicacion es diferencial de acuerdo con la taxonomia del parasito que se busca
diagnosticar, y atienden desde un diagnostico presuntivo hasta el aislamiento e
identificacion del agente etioldgico (Sitja-Bobadilla & Oidtmann, 2017). Para la
determinacién parasitaria de las zoonosis que afectan a la tilapia, el diagndstico
puede dirigirse a los diferentes hospedadores intermediarios.
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2.11.1.- Hospederos primarios

El estudio de las cargas parasitarias en los hospederos primarios no es una tarea
recurrente, sin embargo, organismos gasterépodos como Melanoides tuberculata
(Cortés et al., 2010; Dzikowski et al., 2003; Hung et al., 2013; Petney et al., 2013;
Pinto et al., 2014; Zhao-Rong et al., 2005), Pirenella conica (Chai, 2014; Chai &
Jung, 2017; Hung et al., 2013) y copépodos del género Cyclops spp. se han
identificado como hospederos en el ciclo de vida de algunos parasitos transmitidos
por el consumo de tilapia (Leroy et al.,, 2017). El diagndstico en moluscos
gasterépodos, incluye su aislamiento en frascos transparentes con agua, en ellos
se observa la expulsibn del parasito en estadio de cercarias que seran
diferenciadas por su morfologia y por métodos moleculares; por ejemplo, la
determinacién de Opisthorchis viverrini se logra mediante la amplificacion del gen

COl (Dao et al., 2017).

2.11.2.- Hospederos secundarios

Para muestras de tilapias y otros peces en los que se sospechan cargas de
parasitos zoonoticos, el diagnéstico es posible mediante biopsia de branquias,
citologia de piel, examinacion fecal y necropsia general realizada inmediatamente
después del deceso (6-8 horas maximo) (Scott & Govett, 2009). Para la
observacion de ectoparasitos por microscopia (40x- 100x) se realiza con un

raspado sobre la piel en direccion craneal-caudal, sobre las aletas y branquias, la
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examinacion de branquias se complementa con microscopia estereoscopica. La
recuperacion de endoparasitos requiere la diseccion de o6rganos diana como
higado, bazo, tracto digestivo y la cavidad visceral (Mjakakhamis & Sagweorina,
2017). Para la recuperaciéon de metacercarias de trematodos enquistadas, la carne
seccionada se observa entre dos placas de vidrio a contraluz, utilizando una
fuente luminosa de 100 w (Diaz-Camacho et al., 2002). Las muestras se procesan
por digestion artificial con pepsina, y el material resultante es filtrado y lavado con
solucién salina fisioldgica al 0.85% para poder realizar el aislamiento (Elsheikha &

Elshazly, 2008a, 2008Db).

2.11.3.- Hospederos definitivos y accidentales

En el diagndstico de helmintos en hospederos finales silvestres, es importante la
localizacion anatémica. Ejemplares de trematodos, nematodos y cestodos, se
recuperan regularmente del sistema digestivo de aves, el prolapso cloacal puede
ser signologia de infeccion. Los huevos se aislan a partir de excretas y los adultos
a partir de estudios post-mortem (Atkinson et al., 2009). En pacientes como el ser
humano, se requiere de técnicas de diagndstico no invasivas; por ejemplo, la
concentracion por flotacion, este procedimiento coproparasitoscopico, permite la
identificacion de huevos de helmintos a partir de muestras de excretas, donde los
huevos con una gravedad especifica mayor a 1,18g/mL flotan inmersos en una
suspension saturada de cloruro de sodio (Kapel et al.,, 2009). A menudo el
diagnéstico final para nematodos se basa en epidemiologia clinica, quimica
sanguinea (hipereosinofilia y prueba seroldgica positiva) y aislamiento de larvas en
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biopsias de piel, aunque esta raramente se realizan (Clément-Rigolet et al., 2004;
Leroy et al., 2017). La recuperacion de los diferentes estadios parasitarios requiere
de su deposicion en solucion de etanol al 70% (Marques & Cabral, 2007) para su
posterior caracterizacion morfométrica e identificacibn mediante claves

taxondmicas (Sepulveda & Kinsella, 2013).

2.12.- Tratamientos en la acuacultura

Ante los problemas de salud publica y debido al aumento en la intensidad de
cultivo de tilapia y al brote de enfermedades, los peces se encuentran cada vez
mas expuestos al uso de farmacos (Han et al., 2020). Un escenario poco favorable
debido a que la medicacion en poblaciones de tilapias es un area naciente en la
acuacultura y todavia mas en la pesca. Incluso en la practica acuicola se ha
reportado el uso de medicamentos 0 compuestos antiparasitarios que estan
disefiados para otros grupos de organismos como aves o mamiferos (Lieke et al.,
2019). No obstante, cada vez se desarrollan mas alternativas de administracion
antiparasitaria en los organismos acuaticos que cursan patologias. Estos
tratamientos y su via de administracion obedecen a las caracteristicas

morfologicas y fisiolégicas de los organismos acuaticos.
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2.12.1.- Sistema digestivo en peces teledsteos

2.12.1.1.- Anatomia

El sistema digestivo y sus parametros fisiolégicos juegan un papel importante en
absorcion de los farmacos administrados en los peces; las tilapias son organismos
monogastricos (Dauda et al., 2019) que cuentan con un sistema digestivo, similar
al de los mamiferos, el eséfago desemboca en el estbmago, lugar donde transita
el alimento para llegar posteriormente al intestino (Polk et al., 1994). Los habitos
alimenticios de la tilapia corresponden a una dieta omnivora (Awaad et al., 2014),
en la cual suelen ingerir pequefos invertebrados y microalgas. Asi mismo, los
peces teledsteos (peces 6seos) como la tilapia, cuentan con labios que ayudan a
la captura del alimento. En la cavidad oral cuentan con el 6rgano epibranquial (de
funcidén respiratoria) y valvulas que suelen estar provistas de papilas gustativas. La
lengua es inmovil y posee un soporte esquelético y de tejido conectivo, poseen
faringe y una valvula faringea. El es6fago se describe como un tubo digestivo de

epitelio columnar estriado (Kapoor et al., 1976).

El estbmago de la tilapia nilotica estd compuesto por diferentes tanicas: mucosa,
submucosa, muscularis y serosa. La tunica mucosa consta de una serie de
pliegues longitudinales altos que se proyectan al lumen. La superficie de la
mucosa tiene apariencia de mosaico. Las células epiteliales superficiales se
caracterizan por la presencia de vacuolas yuxtanucleares y microvellosidades. En
la mucosa hay presencia de fosas gastricas (foveolas) que segregan mucinas
neutras y acidas. La capa muscular consta de dos o tres capas compuestas

enteramente por células de musculo liso (Osman & Caceci, 1991). El intestino de
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las tilapias adultas de la especie Oreochromis niloticus presenta una longitud total
entre 294-451 cm, se conforma por 5 regiones denominadas bucle hepatico,
bobina principal proximal, asa géastrica, bobina distal mayor y segmento terminal,
estas regiones se posicionan en la cavidad toracica del pez en forma de espiral

descendente (centripetas) y ascendente (centrifugas) (Smith et al., 2000).

2.12.1.2.- Factores bioldgicos asociados a la administracion de compuestos

antiparasitarios en peces

El pH del estbmago en los peces fluctla en intervalos de 1.5 a 6, su variacién es
dependiente de factores como los estados de ayuno y alimentacion, el tipo de
alimento ingerido y la etapa de digestién en que se encuentra el organismo (Polk
et al., 1994). Ademas, la temperatura juega un papel importante en la digestion, a
temperatura menor disminuye la reaccion de ingesta en los peces, la temperatura
promedio en teledsteos para su correcta alimentacion ronda los 17-20°C, mientras
en la tilapia es 6ptima entre 27-30°C (Kapoor et al., 1976). A nivel estomacal los
componentes del tejido conectivo tanto de la lamina propia de la mucosa como de
la tanica submucosa contienen células inmunocompetentes, particularmente
linfocitos, macroéfagos, granulocitos y mastocitos (Osman & Caceci, 1991). La
seccion del intestino es el lugar donde se lleva a cabo la absorcion de nutrientes;
ademas, regula el equilibrio i6nico e hidrico y funciona como barrera contra

patdgenos invasores (Tran Ngoc, 2017).

El transporte de sustancias a través del epitelio intestinal se logra mediante

diferentes mecanismos, que ocurren en los enterocitos; para moléculas que siguen
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su gradiente electroquimico, sin carga y solubles en lipidos actla el transporte por
difusion simple. Cuando se trata de moléculas mas grandes, con carga y solubles
en agua actia el sistema de transporte por difusion facilitada, conjuntamente
cuando las moléculas van contra gradiente electroquimico se activa el transporte
activo primario, mientras que el transporte activo secundario utiliza la energia
generada por el gradiente electroquimico de otra sustancia (Sundell et al., 2017).
La absorcién de elemento como azucares y aminoacidos, se da por este ultimo
tipo de transporte, y es dependiente de la energia proporcionada de manera
secundaria por el gradiente de Na* y bombas de Na* (Na‘/K*-ATPasas) que

atraviesan la membrana basolateral (Collie & Ferraris, 1995).

Las enzimas digestivas en los peces, se secretan al lumen a través de la mucosa
gastrica, ciego pilérico, pancreas, y la mucosa intestinal para la hidrdlisis de
proteinas, péptidos, carbohidratos y grasas. En principio el estdmago genera HCl y
la mucosa gastrica proteasas de actividad a pH bajos, el jugo pancreatico contiene
principalmente tripsina de actividad en medio alcalino, ademas, contiene amilasa,
maltasa y lipasa, mientras que el ciego pilorico y el intestino medio generan una
variedad de enzimas que digieren proteinas, carbohidratos y grasas que son

activas a un pH neutro o ligeramente alcalino (Kapoor et al., 1976).

2.12.2.- Sistema respiratorio en peces teledsteos

2.12.2.1.- Anatomia

Los peces son organismos acuaticos que utilizan el oxigeno disuelto en el agua

para su respiracion, y son dependientes de su disponibilidad para la activacion
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metabdlica, que les permite llevar a cabo diferentes funciones vitales (Job, 1969).
Las branquias son los 6rganos encargados de realizar el intercambio gaseoso (O2-
COy), la estructura consta de un arco branquial de estructura 6sea que recubre la
arteria aferente (encargada de retorno de la sangre). Del arco branquial ramifican
vasos sanguineos y los filamentos branquiales, las puntas culminan en estructuras
denominadas lamelas que son estructuras digitiformes, cubiertas por un epitelio
plano simple (epitelio lamelar). En las branquias se encuentran células calciformes
secretoras de mucina, que forman la mucosa que actia como capa mecanica de
proteccion (Torres et al., 2010). Ademas, el revestimiento bucal y la faringe de
algunos teledsteos estd ricamente vascularizado como apoyo en la funcién del

intercambio aéreo de gases (Kapoor et al., 1976).

2.12.2.2.- Mecanismos biolégicos asociados con la administracion de

compuestos antiparasitarios en peces

Para poder realizar el intercambio gaseoso en los peces, los capilares ubicados en
las lamelas cuentan con un endotelio y un epitelio lamelar que en conjunto forman
una barrera hemodindmica, que expone a los eritrocitos lo mas cerca del medio
acuatico. Conjuntamente en la base de las lamelas y en el epitelio opercular, las
tilapias cuentan con célula osmorreguladoras de cloro, las que secretan NaCl a
través de un gradiente electroquimico producido por la accion de una ATPasa
Na'/K*, este gradiente participa en el balance acido base y en procesos de
aclimatacion cuando los peces cambian de ambiente (Torres et al., 2010).

Caracteristicas como el tamafio del pez, salinidad, temperatura y presion de
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oxigeno influyen en la tasa respiratoria; oscilando entre 5 a 40 mL/h para

organismos de entre 5 a 80 g en la especie Tilapia mossambica (Job, 1969).

2.13.- Administracion de tratamientos antiparasitarios en peces

La gama de agentes antiparasitarios disponibles para su uso en la acuacultura son
administrados por diferentes vias: oral, intraperitoneal y respiratoria, esta ultima se
aplica de manera regular por medio de bafios de inmersion, el procedimiento
requiere de la disolucion del farmaco en pequefias porciones de agua o
directamente en el estanque, su accién permite eliminar a los parasitos y todas
sus estadios presentes y la duracion del bafio es dependiente de la velocidad del
recambio de agua con que cuenta el sistema (Prieto, 2004). Esta terapéutica se ha
utiizado para la administracion de antibioticos en la tilapia, por ejemplo,
ciprofloxacina (Okoroafor et al., 2017) y oxitetraciclina (Julinta et al.,, 2017),
conjuntamente es una via de administracion para antihelminticos y otros

compuestos antiparasitarios (Athanasopoulou et al., 2009; Thing et al., 2016).

Por otro lado, la administracion de farmacos por via oral es una alternativa menos
recurrente; sin embargo, se ha reportado la administracion oral de compuestos
quimioterapéuticos como la ivermectina y sulfonamidas en peces (Athanasopoulou
et al., 2009). Ademas, un antihelmintico como el praziquantel se ha administrado a
poblaciones de tilapia por via oral, en este procedimiento el farmaco es adherido al
alimento comercial para poder dispensar a los peces (El-Banna et al., 2008). El

albendazol es otro antihelmintico que se ha incorporado al alimento para su
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administracion oral, incluso adherido con una base de gelatina para evitar su
desprendimiento (Shaikh et al., 2003). En los tratamientos tradicionales el farmaco
presenta contacto con el agua de estanqueria, por lo que podria generar efectos

no deseados en el sistema de produccién (Athanasopoulou et al., 2009).

Finalmente, la via intraperitoneal, es la aplicacion de un farmaco por medio de una
inyeccion en la region dorsal del pez (Dunn et al., 1990). Las inyecciones pueden
administrarse también por via intramuscular, aunque su uso es considerado
impractico en algunos casos y se ha utilizado histéricamente en organismos de
alto valor genético o de mercado (Inglis, 2000). Entre las diversas vias de
administracion la via oral cuenta con algunas ventajas como una administracion
gue no genera estrés en las poblaciones, puede cubrir un alto nimero de

organismos y no genera costos laborales extras (Polk et al., 1994).

2.14.- Agentes gquimioterapéuticos utilizados en la produccion de tilapia

Conforme han evolucionado los procesos y sistemas de produccién acuicola, se
han utilizado diferentes compuestos quimioterapéuticos en el tratamiento de
cargas parasitarias, por ejemplo, compuestos inorganicos como cianuro,
permanganato de potasio, cal viva y pellets de fosfina. Algunos con un alto riesgo
de toxicidad para el usuario (Baird, 1994) y para el medio ambiente (Dauda et al.,
2019). Estos tratamientos son aplicados por bafio de inmersion o via oral (Tabla 1)

y se enfocan en el control de ectoparasitos, monogeneos, isépodos, copépodos y
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protozoarios como; Ambiphria ameiuri, Costia spp., Chilodonella spp., Epistylis

spp., Trichodina spp. e Ichthyophthirius spp. (Athanasopoulou et al., 2009).

Tabla 1.- Uso de sustancias quimioterapéuticas para el tratamiento de cargas

parasitarias en la acuacultura.

Grupo Biolégico Componente Via de administracion Dosis/Concentraciones

Objetivo

Isopodos y Ivermectina Oral 0.05 mg/kg en dos dosis

copepodos Emamectina Oral 50 pg/ kg/ semana
Tefrubenzuron Oral 10 mg/ kg/ semana
Organofosfatos Bafio de Inmersion 0.15 ppm/20 min
Dicloros Bafio de Inmersidn 0.5 ppm/30 min
Azametifos Bafio de Inmersién 0.01 ppm/1 hora

Monogeneos y

otros helmintos

Protozoarios

endoparasitos

Protozoarios
externos

Oodinium spp.

Piretrinas y Piretroides

Peréxido de Hidrégeno

Cloramina-T
Deltametrin

Levamisol

Ivermectina
Formalina
Organofosfatos
Amprolium
Quinina
Salinomicina
Sulfonamidas
Toltrazuril
Fumagilina
TNP-470
Formalina
Reduccién de Sal

Sulfato de Cobre

Bafio de Inmersién

Bano de Inmersion

Bano de Inmersion
Bafio de Inmersidn

Bafo de Inmersion

Bafio de Inmersién
Bafio de Inmersidn
Bafio de Inmersién
Oral

Bafio de Inmersién
Oral

Oral

Bafio de Inmersién
Bafio de Inmersién
Bafio de Inmersién
Bafio de Inmersién
Bafio de Inmersién

Bafio de Inmersion

0.1 ppm/1 hora

1500 ppm/ 30 min

2.5-10 ppm/ 1 hora
0.01 ppm/30 min

2 ppm/24 horas

0.05 mg/kg en dos dosis
200 ppm/1 hora

0.15 ppm/ 20 min

190 g/t biomasa

30 ppm/1 hora por 3 semanas
30 mg/kg de biomasa
5-10 ppm/4 horas

25 mg/kg por 10 dias

3 mg/kg/ 8 semanas
0.1-1 mg/kg/ 4 semanas
200 ppm/1 hora

0.75 ppm/2 semanas

Fuente: Athanasopoulou et al., 2009.
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2.14.1.- Antihelminticos

En el mercado farmacéutico existen diferentes compuestos utilizados para el
control y erradicacion de parasitos helmintos, estos pueden clasificarse de
acuerdo a la clase quimica a la que pertenecen; los mas relevantes son
piperazinas, benzimidazoles, imidazotiazoles, tetrahidropirimidinas, isoquinolinas y
salicilanilidas (Vardanyan & Hruby, 2016). Sin embargo, para el tratamiento de
cargas parasitarias helminticas en peces, los profesionales tienden al uso de
estrategias alternas en la medicina veterinaria, debido a la baja disponibilidad de
farmacos especificos para organismos acuaticos con una autorizacion de
comercializaciéon legal (Bader et al., 2019). Instancias como la Organizacién de
Uso Responsable de Medicamentos en la Agricultura (RUMA) de Gran Bretafa
cataloga inexistentes los tratamientos contra tenias en los cultivos acuicolas

(Ruma, 2010).

2.14.1.1.- Administracion de Antihelminticos en peces

No obstante, algunos farmacos como el albendazol se han documentado en su
administracion oral en especies de importancia comercial como; trucha
(Oncorhynchus mykiss), tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis
mossambicus) y salmén (Salmo salar). Desafortunadamente, la cinética en la
tilapia muestra evidencia de la presencia de albendazol y otros metabolitos
(metabolitos albendazol sulfoxido, albendazol sulfona y albendazol aminosulfona)
a las 24 horas de la administracion (Shaikh et al.,, 2003). En Brasil la

administracion oral de albendazol (10 mg kg?) en tilapias, mostré concentraciones
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de metabolitos de hasta 637 ng g* a las 12 horas post administracién (Portela et
al., 2020). Mientras que el praziquantel cuenta con antecedentes en la acuacultura
contra parasitos intestinales de la especie Atractolytocestus huronensis. (ElI-Banna
et al., 2008). Y contra infecciones de los monogeneos Tagia ecuadori y
Neobenedenia melleni en el pez globo diana (Sphoeroides annulatus), aunque su
uso fue en combinacién con ivermectina, pirantel y fenbendazol (Adecto ®)
(Morales-Serna et al., 2018b). Ademas, el praziquantel se ha utilizado para el
control de cargas parasitarias en infecciones por; Dactylogyrus spp. Yy
Gyrodactylus spp., aunque su aplicacién fue por medio de bafios de inmersién

(Bader et al., 2019).

Por otro lado, en paises como Estados Unidos se encuentra aprobado el uso de
praziquantel en la acuacultura, siempre que el farmaco esté preparado y aprobado
para otras especies de vertebrados en la categoria animal (Bader et al., 2019). Sin
embargo, es bien sabido que los procesos de farmacocinética (absorcion,
metabolismo, distribucién y excrecién de farmacos) y farmacodinamia, suelen ser
distintos entre diferentes grupos taxonOmicos en tratamiento, ademas, las
diferencias pueden encontrarse entre individuos de diferentes sexos, habitos
alimenticios, peso, condicidon corporal, entre otros. El panorama plantea que la
extrapolacion en la medicacion entre especies es irracional y que es conveniente
conocer la farmacologia de los medicamentos para cada especie (Ruiz, 2001).
Ante este panorama el uso de tratamientos alternativos surge como una estrategia
recurrente y que presenta un area de oportunidad de explorar en el cultivo de

tilapia y otras especies.
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2.15.- Tratamientos alternativos

Pese a la eficiencia reportada para algunos farmacos en su uso en el cultivo de
tilapia (Rairat et al., 2020; Shaikh et al., 2003), se han reportado poblaciones de
parasitos protozoarios con importancia en salud publica como Plasmodium,
Leishmania y Trypanosoma, que presentan resistencia a artemisinina,
antimoniales pentavalentes y pentamidina (Capela & Moreira, 2019). Ante esta
situacién una alternativa viable es el uso de compuestos naturales; en este rubro
se ha reportado el uso de limoneno ante larvas de Anisakis spp. este terpeno a
una concentracion de 5% en solucion salina fue capaz de afectar la movilidad de
los parasitos desde las 8 horas de exposicion (Giarratana et al., 2015). Ademas,
se han reportado la evaluacion in vitro de extractos de plantas como Perilla
frutecens (5%), Zingiber officinale (5% y 2,5%), Wasabia japonica (5% y 2,5%) y
Allium sativum (5%), estudio que report6 la inmovilizacion de larvas L3 a 24 horas
de exposicién con el uso de (62,5 pg/mL) y [6]-gingerol (250 pg/mL) (Ormefio,
2017). Asi mismo, extractos directos de ajo y cebolla se han utilizado en el
tratamiento de afecciones sanitarias en la acuacultura (CAHSAC datos sin
publicar); el efecto de los bulbos se ha reportado contra el parasitismo del
copépodo Lernantropus kroyeri, en lobina (Dicentrarchus labrax), los autores
reportan mortandad de los parasitos en el desafio de extracto de ajo y cebolla al
100% (Yavuzcan et al.,, 2019). Ademas, se ha reportado el uso de ajo para el
control de infecciones parasitarias por Opalina ranarum, O. dimidicita, Balantidium
entozoon, Entamoeba histolytica, Trypanosoma, Leishmania, Leptomonas, y

Crithidia (Morck, 2015). Mientras que el uso de cebolla se encuentra reportado
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para el tratamiento principalmente de parasitos crustaceos externos (Assefa &
Abunna, 2018). De acuerdo con lo anterior el uso de componentes botanicos se

reporta como una buena alternativa para el control de parasitosis.

2.16.- Uso del ajo en la acuacultura

El ajo (Allium sativum) es una planta que presenta amplias propiedades biolégicas
ante su consumo, se ha reportado con funcidén antitromboticas, antimicrobiales,
anticancerigenas, antioxidantes, para el fortalecimiento del sistema inmune (Kim et
al., 2016; Kinalski & Norefia, 2019). En peces, la adicién de ajo en el alimento de
la tilapia se ha reportado como un elemento promotor de crecimiento. A una
concentracion de 1%, las tilapias mostraron mejor crecimiento diario y conteos de
elementos sanguineos mayores como eritrocitos (1.74 x 10% células/mm3) y
hemoglobina (6.04 g/100 mL) (Setijaningsih et al., 2021). Ademas, el uso de ajo a
40 g/kg alimento, permite la disminucién de coliformes en agua, musculo e
intestinos en las tilapias, con efecto similar como el observado para cloranfenicol,

en busqueda de la obtencion de productos inocuos (Shalaby et al., 2006).

2.17.- Capacidad antiparasitaria del ajo

Los bulbos de ajo, asi como otras fracciones vegetales, han reportado capacidad
antiparasitaria (Millet et al., 2011; Valenzuela-Gutiérrez et al., 2021), esto debido a
qgue, entre las diferentes moléculas bioactivas presentes en los bulbos de ajo, se
encuentra la alicina, molécula que se produce a partir del dafio tisular donde el
aminoacido no proteinogénico aliina (S-alilcisteina sulfoxido) es su precursor, por

medio de una reaccion catalizada por la enzima alinasa (Borlinghaus et al., 2014).
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Este componente ha permitido el uso de ajo como antiparasitario en la
acuacultura, un ejemplo de ello es contra larvas Ls de Anisakis spp., un parasito
zoonotico que infecta a los peces como hospedero intermediario (Kasuya et al.,
1988; Ormefio, 2017). Ademas, su uso se ha reportado contra Lernantropus
kroyeri, un parasito copépodo que infecta poblaciones de lobina (Dicentrarchus
labrax) (Yavuzcan et al., 2019) y contra los protozoarios Trypanosoma spp. Y
Leshmania spp. patdgenos de interés en salud publica (Krstin et al., 2018). Entre
estos protozoarios Trypanosoma spp. se ha reportado parasitando peces de vida
silvestre y de acuacultura como tilapias de la especie Oreochromis niloticus
(Barbetta et al., 2018). La capacidad antihelmintica asociada al ajo se atribuye
principalmente a los metabolitos secundarios que contienen azufre como la alicina
(Krstin et al., 2018). En particular la alicina presenta la capacidad antihelmintica al
asociarse e inhibir la funcion de los compuestos de bajo peso molecular que
contienen grupos tiol, como el glutatién; molécula encargada del equilibrio redox
en el medio intracelular, ademés, esta molécula inhibe algunas proteinas con
funciones vitales que contienen cisteina en su estructura, la inhibicion de estas
moléculas, induce a los parasitos a una movilidad baja o nula y una baja
energética que deriva en una eventual muerte (Borlinghaus et al., 2014; Krstin et

al., 2018; Nikoo et al., 2011).

2.18.- Metabolizacion del ajo

Entre un 2-3% de los bulbos de ajos corresponden a compuestos

organosulfurados, entre los que se encuentra la alicina, donde su molécula
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precursora es la de mayor presencia porcentual en las muestras vegetales
(Arellano-Buendia et al., 2021), esta molécula se degrada en diferentes
metabolitos antes de llegar a higado, en donde se aloja solo en altas
concentraciones (Kemper, 1991), de la alicina se deriva la presencia de disulfuro
de dialilo, que se ha demostrado en su administracion oral que deriva en la
presencia de alil mercaptano, sulfuro de metilo de alilo (AMS), sulfoxido de metilo
de alilo (AMSO) y sulfona de metilo de alilo (AMSO2) (Figura 7), entre estas
moléculas solo las dltimas dos han mostrado una excrecion significativa en orina
(Germain et al., 2002). Los efectos de citotoxicidad se pueden revertir mediante el
uso de B-mercaptoethanol, molécula que induce la formacién de puentes disulfuro
con las moléculas de alicina y algunos de sus metabolitos, sin embargo, en
parasitos como Trypanosoma spp. Yy Leishmania spp., solo se cuenta con una
molécula analoga al glutation (tripanotiona), por lo que el efecto antiparasitario del

ajo se potencia en estos microorganismos (Krstin et al., 2018)
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Figura 7.- Metabolizacidn de la aliina del ajo hasta la sulfona de metilo de alilo para su excrecion ante
la ingesta en humanos. Fuente: Modificado a partir de (Scheffler et al., 2018).
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2.19.- Encapsulados

Como se ha mencionado con anterioridad la administracion de tratamientos en la
acuacultura cuenta con retos particulares, ante este panorama la encapsulacion
surge como una estrategia que ha permitido mejorar procesos de medicacién oral
en las ciencias veterinarias (Ponce-Nogues, 2020), la innovacion en los sistemas
de encapsulacion tiene una amplia aplicacién en la farmacéutica y en las
tecnologias alimentarias (Vemmer & Patel, 2013). Estas estructuras permiten
proteger los compuestos de interés ante la degradacion por condiciones
ambientales como la humedad o calor (Gibbs et al., 1999) y, se han utilizado como
vehiculos orales de compuestos quimioterapéuticos en la produccion animal, para
estimular la ingesta de compuestos con mal sabor, evitar la reactividad con las
matrices alimentarias, asi como coadyuvar en la correcta dosificacion y

biodisponibilidad (Ponce-Nogues, 2020).

Los encapsulados se obtienen a partir del revestimiento de una sustancia de
interés mediante el uso de un material pared, el tamafio que presentan permite
clasificarlos en nanocapsulas (menor a 200 nm), microcapsulas (de 0.2 um a 0.5
pum) y macrocapsulas (mayores a 0.5 um) (Abd El Kader & Abu Hashish, 2020). La
eleccion del material pared es un punto clave, su eleccibn depende en gran
medida del ingrediente activo a encapsular y de las caracteristicas que se buscan
en el producto final, como su viabilidad de digestion por parte de los peces
omnivoros como la tilapia (Kapoor et al., 1976). En la formulacion de las capsulas
es recurrente el uso de diferentes combinaciones de materiales de revestimiento
(Ozturk & Temiz, 2018); de manera recurrente se utilizan carbohidratos, gomas,
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lipidos y proteinas como almidon, maltodextrinas, goma guar, alginatos,
diacilgliceroles, ceras, gluten, caseinas y gelatina entre otros (Poornima & Sinthya,

2017).

Los productos obtenidos ademas pueden presentar variacion en su estructura
como unidades irregulares, tipo depdsito o matriz, de pared multiple o con
multiples ndcleos (Oztirk & Temiz, 2018). Esta amplia gama de productos es
posible gracias a las diferentes técnicas de encapsulacién que se encuentran
disponibles. Actualmente, los encapsulados se pueden obtener por diferentes
metodologias: por procesos fisicos (secado por aspersion, enfriamiento por
pulverizacién, liofilizacién, extrusion y co-cristalizacion), fisicoquimicos
(evaporacion de solvente, liposomas, coacervacion simple y por complejo) vy
quimicos (polimerizacion interfacial e inclusion molecular) (Abd ElI Kader & Abu
Hashish, 2020; Nedovi et al., 2011). Entre los encapsulados de tipo quimicos
resalta la encapsulacion ionica por el tamafio de las capsulas obtenidas como una

opcion para su uso en la acuacultura (Rodriguez et al., 2018).

2.19.1.- Encapsulacion por gelificacién ionica

Entre los mecanismos de encapsulacién destaca la gelificacidén i6nica por su uso
en el desarrollo de productos farmaceéuticos y por la obtencion de perlas mayores
a 1 mm de diametro (Ching et al., 2017; Dong et al., 2006). La formacion de las
perlas implica una interacciéon de un polimero i6nico como el quitosano y alginato

con un ion de carga opuesta, los productos obtenidos son hidrofilicos y pueden
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presentar hinchamiento ante su exposicion con fluidos biolégicos; algunos
estudios han mostrado resistencia de las cdpsulas ante condiciones de simulacion
gastrica (Timilsena et al., 2020). La produccion de las capsulas puede ser por
método de extrusion o de emulsién, en el primer caso una solucion de alginato que
contiene el componente bioactivo, se deja caer en forma de gotas por un aguja o
boquilla en una solucién de cloruro calcio (Figura 8), mientras que en el método
por emulsién se agrega solucion de cloruro de calcio en una solucién de emulsion
gue contiene alginato de sodio, el agente bioactivo y un aceite vegetal (Celli et al.,

2015).

Encapsulador

Boquilla

Formacidn de enlaces
de afuera hacia adentro

Figura 8.- Proceso de formacion de cipsulas a partir de solucion de alginato de sodio y la interaccion

i6nica con solucidn de cloruro de calcio, modificada a partir de (Vemmer & Patel, 2013).
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2.19.2.- Alginato de sodio como material pared

El alginato es utilizado como material pared en la formacién de capsulas por
gelificacion idnica, este polimero resulta atractivo para su aplicacion biologica
debido a que es biocompatible, no presenta toxicidad, es biodegradable y
relativamente barato (Ching et al., 2017). Adema4s, los alginatos presentes en
algas pardas han mostrado efecto positivo en la estimulacion de respuesta inmune
en salmonidos, su administracion via intraperitoneal en trucha arcoiris aumenté la
actividad fagocitica, estallido respiratorio y expresion de citocinas en leucocitos
periféricos (Fajer-Avila et al., 2017). Este polisacarido se puede encontrar de
manera natural formando sales de lo cationes Ca?*, Mg?* y Na*; su estructura
consta de un arreglo lineal polimérico (acido alginico), constituido por unidades de
acido a-L-gulurénico y acido B-D-manurénico, unidos por enlace 1-4. La
proporcién de estos componentes determina las caracteristicas del polimero en la
formacién de cépsulas y es variable de acuerdo a la fuente de obtencion del

alginato (Avendafo-Romero et al., 2013; Celli et al., 2015).

2.19.3.- Polimerizacion del alginato de sodio

La formacion de gel en la produccion de las capsulas esta asociada con las
caracteristicas estructurales del alginato, el compuesto cuenta con bloques
homopoliméricos de acido a-L-gulurénico G (-GGG-) y de acido B-D-manurdnico M
(-MMM-) y heteropoliméricos que combinan ambos monémeros GM (-GMGM-), en

el copolimero lineal y las secciones homopoliméricas de acido gulurénico se unen
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cooperativamente con iones de calcio para formar una estructura de gel
tridimensional, conocida como modelo de caja de huevos (Figura 9) (Han et al.,
2019). El polimero debe su propiedad polianionica a los grupos carboxilo a lo largo
de la cadena, por tanto, el contenido de acido gulurénico confiere al gel
caracteristicas de flexibilidad o rigidez (Avendafio-Romero et al., 2013; Reddy &

Reddy, 2010).
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Figura 9.- Formacién de gel por medio de los enlaces de grupo anidnico carboxilico del &cido

gulurénico y iones calcio obtenido de Kim, 2021.
El alginato cuenta con la capacidad de formar estructuras poliméricas (hidrogeles),
en conjunto con otras moléculas para obtener materiales pared; la combinacion
alginato-gelatina ha mostrado una buena compatibilidad molecular (Urruela-
Barrios et al., 2019). Estudios por infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)
mostraron una asociacion por la formacion de puentes de hidrégeno entre los
grupos N-H y O-H de la gelatina y el alginato respectivamente (Dong et al., 2006);
su combinacién en una matriz proporciona polimeros hidrofilicos reticulados que
pueden hincharse sin disolverse al contacto con el agua. El uso de gelatina en la

formacion de gel de alginato funciona formando enlaces covalentes cruzados, que
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permiten conservar las propiedades mecanicas del gel ante el posible flujo de los

iones fuera de la matriz polimérica (Aroguz et al., 2014).

2.20.- Capsulas en la produccién de alimentos acuicolas

El uso de vehiculos orales a base de alginatos en organismos acuaticos todavia
es limitado y no se cuenta con su uso a nivel comercial; no obstante, esta
estrategia de administracion y liberacion de compuestos se ha documentado de
forma experimental; por ejemplo, en aspectos de nutricion se formularon capsulas
semipermeables de quitosano-alginato para la administracion de proteina digerible
(albumina) en peces (Polk et al., 1994). Ademas, las capsulas se utilizan para
producir alimentos inertes de reemplazo, con respecto a ello se han utilizado
microcapsulas de gelatina y acacia con medidas de 200 um de didmetro para el
suministro de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en larvas de ostras en cultivo
(Planas et al., 1990). Su uso también se reporta en aspectos de sanidad acuicola
(Dunn et al.,, 1990), en el bagre de canal se administraron microcapsulas de
alginato/quitosano que contenian proteina rSrr para la inmunizacién ante
infecciones por Streptococcus iniae, los peces mostraron la activacion de
lisozimas séricas en sangre a las 8 semanas post administraciéon (Wang et al.,

2018D).

En la produccion de tilapia los encapsulados de alginatos se han utilizado para
atender aspectos de nutricion y sanidad; en peces de la especie Oreochromis
niloticus se han administrado extracto de proteasas enzimaticas obtenidas del

camaron Pleoticus muelleri, el tratamiento aumentdé en un 27% la actividad de
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proteasas en los organismos (Rodriguez et al., 2018). En esta especie de pez,
también se han administrado probioticos encapsulados, entre ellos Lactobacillus
rhamnosus y Saccharomyces cerevisiae, los tratamientos lograron un conteo de
células viables mayor para las bacterias y lograron disminuir la mortalidad de las
tilapias en desafios de infeccién por Streptococcus agalactiae en ambos casos
(Pinpimai et al., 2015; Pirarat et al., 2015). Estos vehiculos incluyeron en la
formulacion del material pared elementos como alginato bentonita, suero de leche
y quitosano, mostrando la compatibilidad del alginato de sodio con otras moléculas
(Rodriguez et al., 2018; Wang et al., 2018b). Finalmente, para la administracion de
antihelminticos Shaikh y colaboradores en 2003 reportaron la administracién de
albendazol en tilapias mediante el uso de una base de gelatina para adherir el
farmaco al alimento; sin embargo, no se han encontrado reportes para la
administracion de compuestos antihelminticos utilizando cpsulas de alginato

como vehiculos orales.

2.21.- Marco legal

2.21.1.- Normatividad en la inocuidad acuicola

Actualmente en México existen Normas Oficiales que enmarcan los lineamientos
para el desarrollo de la acuacultura y la pesca en el territorio nacional, la Ley
General de Pesca y Acuacultura Sustentables (LGPAS) (DOF, 2007) es la de
mayor relevancia, en ella se expresa que los procesos de certificacion en
inocuidad y sanidad corren a cargo del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA) (SENASICA, 2008). La certificacion en

inocuidad acuicola es evaluada y en su caso otorgada a los puntos de produccion
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denominados “Unidades de Producciéon Acuicolas”, en concordancia con diversas
Normas Oficiales Mexicanas, entre ellas; la Norma Oficial Mexicana NOM-251-
SSA1-2009, que indica la aplicacién de practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios (DOF, 2009b) esta norma enlista
las caracteristicas organolépticas que debe de cumplir la carne de pescado
considerada como materia prima; sin embargo, las condicionantes de rechazo solo
incluye una descripcion cualitativa, dejando de lado la evaluacion de

microorganismos entre ellos los de tipo parasitario (Tabla 2).

Tabla 2.- Caracterizacién de los productos de la pesca referente al control de materias
primas.

Atributo Aceptacion Rechazo

Color Agallas rojo brillante Gris o verde en agallas

Apariencia Agallas himedas, ojos saltones, limpios, Agallas secas, ojos hundidos vy
transparentes y brillantes opacos con bordes rojos.

Textura Firme Flacida

Olor Caracteristico Agrio, putrefacto o amoniacal

Fuente: NOM-251-SSA1-2009
Por otro lado, la legislacion establece en la NOM-242-SSA1-2009 que la presencia
de cargas parasitarias son motivo de rechazo comercial, sin embargo, los
pardsitos enlistados por norma corresponden solo a dos géneros; Gnathostoma
spp. para peces de agua dulce y Paragonimus spp. (Tabla 3) para crustaceos
(Chai & Jung, 2019). Esta norma indica que ante la sospecha de presencia de
parasitos se debe aplicar un tratamiento de congelacién (-18°C/24 hr) y un
examen visual entre laminillas de acrilico a contraluz con una fuente luminosa de

1500 lux (DOF, 2009a).
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Finalmente, el control y erradicacion de enfermedades parasitarias a nivel
poblacional exige la aplicacion de grandes esfuerzos econémicos y logisticos
(Kilpatrick & Randolph, 2012). En México, uno de los componentes
gubernamentales implementados como estrategia de control es “la guia de
operacion para la implementacion de las actividades integradas para la
desparasitacién”. Esta guia se enfoca en la desparasitacion de estratos
vulnerables de la poblacion pre-escolar y escolar (WHO, 2015). No obstante, los
reportes indican que las parasitosis transmitidas por peces afectan en mayor
medida a personas de estratos etarios en vida adulta y al personal que labora en
actividades de pesca y acuacultura (Hung et al., 2015; Lobna et al., 2010; Milanez

et al., 2017).

Tabla 3.- Especificaciones de los niveles maximos tolerables en los productos acuicolas
denominados como frescos.

Contaminante Especificacion Especie -Producto Limite maximo
Bioldgico Parasitos del género Gnathostoma y Pescado Ausente
parasitario Paragonimus (Sélo en peces de agua

dulce o salobre)

Parasitos con cdpsula >3 mm de Pescado 2/kg de unidad de
didmetro muestra
Parasitos no encapsulados > 10 mm  Pescado 1/kg de unidad de
de longitud muestra

Fuente: NOM-242-SSA1-2009.

2.21.2.- Normatividad en la sanidad acuicola

La LGPAS, delega la vigilancia epidemioldgica de patdgenos y la certificacion
sanitaria en organismos acuaticos al SENASICA (DOF, 2007); la evaluacion de los

procesos de certificacion, deriva en el otorgamiento de la documentacién legal que
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avalan a las unidades de produccion con el Certificado de Sanidad Acuicola para
Instalaciones en las que se Realizan Actividades Acuicolas, y/o Movilizacién de
especies acuicolas vivas, sus productos y subproductos (SENASICA, 2021). La
obtencién de esta distincion se logra en concordancia con normatividad que
incluye EIl sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SIVE), fundamentado en
la NOM-046-Z00-1995, para el monitoreo y reporte de enfermedades y plagas
epizootioldgicas (DOF, 1995). Conjuntamente en 2018 se public6 en México el
‘“ACUERDO mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos
las enfermedades y plagas exoticas y endémicas de notificacién obligatoria de los
animales terrestres y acuaticos”, este acuerdo se establece en concordancia con
las disposiciones de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), con el
objetivo de apoyar los esfuerzos para evitar la introduccion y propagacion de
patébgenos en los animales terrestres, acuaticos y, en su caso de enfermedades
zoonGticas a las personas. Desafortunadamente, entre los casos de notificacién
obligatoria en la tilapia no se incluyen patdégenos de caracter parasitario, para
estos peces son de notificacion obligatoria casos detectados para virus de la
tilapia del lago (Orthomyxovirus) e infeccion por Francisella noatunensis (DOF,

2018).

Los procesos de certificacion en inocuidad y sanidad de organismos acuaticos en
México presentan areas de oportunidad en la investigacion de la epidemiologia de
cargas parasitarias. El riesgo documentado de parasitosis transmitidas por
organismos ciclidos como la tilapia y las caracteristicas que propician su

dispersién, sugieren continuar con su monitoreo. Por todo lo anterior, el presente
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trabajo de investigacion busca contribuir en el estudio de las cargas parasitarias
en las canales de pescado, asociadas a una especie de alto valor socioeconémico
como la tilapia, ademés de coadyuvar en el desarrollo de una estrategia de
administracion oral de compuestos antiparasitarios para peces, para su posible

aplicacion en el periodo prepatogénico de estas afecciones en el ser humano.

3.- Planteamiento del problema

Actualmente existe una basta produccion y captura de productos acuicolas a nivel
mundial, entre ellos destaca la carne de tilapia; desafortunadamente, el riesgo que
corre el ser humano de adquirir parasitosis zoonaéticas ante el consumo de tilapia
es latente. Se estima que cerca de 500 millones de personas estan en riesgo de
sufrir una infeccion parasitaria, mientras que en 2010 se registraron 51,909
defunciones atribuidas a estas infecciones a nivel mundial. En la carne de tilapia
se han documentado cargas parasitarias de caracter zoondético; hasta quince
especies de trematodos de afeccidon intestinal y hepética, cuatro especies de
nematodos (géneros Contracaecum spp. y Gnathostoma spp.), un cestodo
(Schyzocotyle acheilognathi), dos protozoarios (Cryptosporidium parvum y Giardia
duodenalis) y una ameba (Vermamoeba vermiformis). El desarrollo patogénico de
estas infecciones en el ser humano deriva en sinologia que va desde
polisintomatica subclinica con dolor abdominal, vémito y diarrea, hasta procesos
de colangiocarcinoma causado por las duelas hepaticas. Estas infecciones
presentan dificultades del diagndstico, tratamiento y eliminacién del agente
etiologico. Ademas, son de progresion lenta, provocando una tasa baja de

cumplimiento terapéutico. Ante este panorama, la industria demanda el desarrollo
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de estrategias de prevencion y monitoreo de agentes zoono6ticos, conjuntamente
con la realizacion de investigaciones respecto a la eficiencia y efectos de los

compuestos quimioterapéuticos utilizados en organismos acuéticos.

4 .- Justificacion

México es un pais de alta produccion y consumo de carne de pescado (2.1
millones de t/afo), entre las especies de consumo destaca la carne de tilapia, que
aporta hasta el 91% de los productos obtenidos por cultivo. En el Estado de
Hidalgo se cuenta con 610 unidades de produccion y captura acuicola, cerca del
80% destinadas a la obtencion de tilapia, su distribucion corresponde
principalmente a las zonas del Valle del Mezquital, Sierra Otomi-Tepehua,
Huasteca Hidalguense y Sierra alta. En el estado se produjeron 4,456 t de carne
de tilapia en 2018, con un valor de mercado cercano a los 132 millones de pesos
denotando la importancia socioeconémica de la especie. La carne de este pez se
consume de manera regular en presentacién en fresco a pie de granja, en una
amplia variedad de platillos regionales como el ceviche, por lo que el producto no
es sometido a procesos de coccién o de congelacion de manera recurrente. Esta
situacién y otras caracteristicas antropocéntricas podrian colocar a la tilapia como
hospedero y transmisor de cargas parasitarias de tipo zoondtico.
Desafortunadamente, en el Estado de Hidalgo y otras regiones geograficas del
pais no se cuenta con programas de vigilancia epidemioldgica para estos agentes
etiologicos. ElI monitoreo de los patdégenos permite conocer la diversidad y el
comportamiento de las enfermedades parasitarias, conjuntamente la
determinacion parasitaria permite enfocar esfuerzos de investigacion para el
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desarrollo de estrategias preventivas de aplicacion en salud publica. Por otro lado,
los procesos de medicacion para el tratamiento de cargas parasitarias en peces
cuentan con diferentes retos particulares; entre ellos el control de la dosificacion,
el uso de sustancias altamente oxidantes, la mezcla de tratamientos en el agua de
cultivo, la contaminaciéon y el efecto indeseado de los farmacos en otros
organismos en el medio silvestre, entre otros. Ante estas dificultades el uso de
capsulas obtenidas por gelificacion i6nica (alginato de sodio), resultan en una
estrategia alterna para la mejora de los procesos de administraciébn oral de
compuestos antihelminticos. El alginato de sodio como material pared cuenta con
caracteristicas destacadas como inocuidad en su ingesta, alta compatibilidad con
otras moléculas para la formacion del material pared, es biodegradable y
relativamente barato. Por todo lo anterior, el presente estudio busca colaborar en
la identificacion de agentes parasitarios en las canales de tilapia obtenida en
puntos de venta en el Estado de Hidalgo, y coadyuvar en el desarrollo de una
estrategia de intervencion mediante la administracion oral de compuestos en la

cadena de produccién de tilapia, que coadyuve en un impacto ambiental menor.

5.- Hipo6tesis

El desarrollo y caracterizacion de una capsula polimérica a base alginato de sodio
puede mejorar los procesos de administracion oral de compuestos antiparasitarios
en organismos de Oreochromis sp., respecto a la aplicacion de tratamientos

tradicionales contra parasitos comunes en las poblaciones en cultivo.
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6.- Objetivos

6.1.- General

Realizar la evaluacion del perfil parasitario en canales de tilapia cultivadas en el
Valle del Mezquital, Hidalgo, para contar con bases para el desarrollo de un

vehiculo oral, para administracion de compuestos antihelminticos.

6.2.- Especificos

1.- Determinar las cargas parasitarias en canales de tilapia mediante identificacion
por métodos taxondmicos para el reconocimiento de la fauna parasitaria asociada

al consumo de tilapia en granjas del Estado de Hidalgo.

2.- Evaluar la correlacion entre las cargas parasitarias y la calidad del agua, por
meétodos estadisticos, para identificar parametros que permitan el manejo de las

cargas parasitarias.

3.- Disefiar una cépsula polimérica elaborada por gelificacion iénica como vehiculo
de compuestos antiparasitarios para Oreochromis sp., como una estrategia de

control de las cargas parasitarias.

4.- Caracterizar la administracibn oral de compuestos antiparasitarios
encapsulados, mediante desafio in vivo en Oreochromis sp. para evaluar la

viabilidad del vehiculo polimérico desarrollado.
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7.- Materiales y métodos

7.1.- Area de estudio

El estudio se desarroll6 en la entidad federativa del Estado de Hidalgo, uno de los
estados de extension territorial menor en México. Este se encuentra en la zona
centro del pais y colinda en la parte sur con la CDMX, caracteristica que impulsa
el desarrollo de actividades econdmicas y el uso de bienes ambientales en su
territorio, la zona sur es la region econdmicamente mas estable en la entidad
(OECD, 2019). Hidalgo cuenta con 84 municipios, entre ellos la divisidn geopolitica
clasifica a los municipios de Pachuca de Soto (Capital), Tulancingo de Bravo,
Mineral de la Reforma y Huejutla de Reyes con los niveles de poblacién mas altos
con 277, 161, 150 y 129 mil pobladores, respectivamente (INEGI, 2017). El clima
es predominante templado subhumedo con lluvias en verano en un 31.42% de su
territorialidad, seguido de un clima semiseco templado en un 29.65% de la
territorialidad (Comision Nacional Forestal, 2014). La temperatura minima anual es
de 13.1°C. Conjuntamente el Estado de Hidalgo cuenta con recursos hidricos que
permiten el desarrollo de actividades de acuacultura y pesca; 24 rios, 11 presas, 4
arroyos, 3 lagunas, cuerpos de agua que corresponden a las cuencas hidrologicas
Panuco y Tuxpan-Nautla (Figura 10) (INEGI, 2017). El estado centra su actividad
acuicola en la region denominada Valle del Mezquital, una zona de actividad
agricola intensa (Pérez Diaz et al., 2018) Ademas, su cercania con la Ciudad de
México coloca a la regién en estatus de vulnerabilidad ante la contaminacion por

actividades antropocéntricas (Chamizo-Checa et al., 2020).
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SIMBOLOGIA

Corriente superficial

[ ] Cuenca hidrolbgica
Cuerpo de agua

REGIONES HIDROLOGICAS
Il Norte de Veracruz
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1:1,200,000

Figura 10.- Distribucion geografica de los recursos hidricos en el Estado de Hidalgo, la regién azul
marino representa la cuenca Tuxpan-Nautla; tomado del Inventario Estatal Forestal y de Suelos
Hidalgo 2014 (Comisién Nacional Forestal, 2014).

7.1.1.- Puntos de muestreo

Los puntos de venta se seleccionaron con apoyo de informacién proporcionada
por el Comité Acuicola Hidalguense de Sanidad A.C., organismo oficial en
sanidad, inocuidad y vigilancia epidemiolégica acuicola en el Estado de Hidalgo
(DOF, 2007). Se identifico el universo muestral a partir de un total de 362 unidades
de produccion acuicola distribuidas en 59 municipios. A partir de este universo se
seleccionaron los puntos de muestreo por medio de un muestreo intencional, de
acuerdo con antecedentes sanitarios de ocurrencia de parasitos zoonéticos (Otzen

& Manterola, 2017). El tamafio de muestra se determind en 11 puntos de venta,
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mismos que en conjunto con el Comité Acuicola Estatal, se codificaron y

distribuyeron como se observa en la tabla 4.

Tabla 4.- Caracterizacion de los puntos de muestreo para la obtencion de muestras de
tilapia en el Estado de Hidalgo.

ID Municipio Latitud Longitud No. Pesog Tallacm Estadio del
Peces pez
G1Ix Ixmiquilpan 20.425037 -99.16348 34 0.80+£0.25 3.80+0.46 Cria
G2Hu Ixmiquilpan 20.232929 -98.561080 10 171.32+22.34 20.77+1.31 Juvenil
G3Ix Ixmiquilpan 20.423151 -99.165259 10 251.47 +£31.30 24.52 +0.64 Juvenil
G4lx Ixmiquilpan 20.424129 -99.164666 10 46.89 +21.34 13.77 £2.40 Juvenil
G5Ch Chilcuautla 20.305693 -99.228399 10 278.25+61.58  24.28+1.22 Juvenil
G6Ix Ixmiquilpan 20.418005 -99.170325 10 19.58 +10.59 10.46+1.94 Juvenil
G7Te Tezontepec de Aldama 20.186341 -99.253102 10 152.54+66.36  20.22+1.39 Juvenil
G8Te Tezontepec de Aldama 20.192473 -99.285839 10 135.36 +42.81 19.25+2.18 Juvenil
G9Te Tezontepec de Aldama 20.182211 -99.304982 10 96.08 + 30.64 14.89 +3.20 Juvenil
G9.1Te  Tezontepec de Aldama 20.18237 -99.304968 10 1.18+0.11 3.71+0.49 Cria
G10Pr Progreso de Obregoén 20.273165 -99.185246 10 132.81+33.31 17.45+1.61 Juvenil
Totales 134 96.13 £ 98.83 13.60 £7.95

Nota: las muestras se obtuvieron por oportunidad de pesca con ayuda de los productores locales.
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7.2.- Toma de muestras

7.2.1.- Tilapias

Los peces se obtuvieron de lotes de engorda para consumo local, la colecta de
tilapias se llevd a cabo de manera aleatoria y por conveniencia, de acuerdo a la
oportunidad de pesca. La colecta la llevaron a cabo pescadores locales, quienes
llevaron el proceso de acuerdo a sus usos Yy costumbres. Los peces vivos se
trasladaron en bolsas plasticas de 60x90 cm con agua y con inyeccion de oxigeno
a una saturacion >5 mg L (Muthiah, 2014). Los peces se mantuvieron a
temperatura ambiente (22 + 2°C) hasta su procesamiento en el laboratorio de
parasitologia del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo. La eutanasia se llevé a cabo por puncion craneal y cada
individuo fue pesado y medido para la busqueda de ectoparasitos (Scott & Govett,

2009) y endoparasitos (Amaechi, 2015).

7.2.2.- Toma de muestras y analisis del agua de cultivo

Se colectaron 200 mL de agua de estanqueria por triplicado en cada punto de
colecta de tilapias. Las muestras se depositaron en frascos de vidrio a temperatura
ambiente (22 + 2°C) hasta su andlisis en el laboratorio de parasitologia del
Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo. El pH del agua y la concentracién de nitritos (mg Lt NO2"), nitratos (mg L-
1 'NOz7), amonio (mg L NHs4*), CO2 (mg L* COz2), dureza (mg L' CaCOs) y
alcalinidad se obtuvieron mediante un kit colorimétrico Hanna® (Hannapro, S.A. de
C.V. ©2020, CDMX, México) por determinacion colorimétrica (Wanja et al., 2020),

los codigos de los productos que conforman el kit fueron HI98107 (pH), HI3873
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(nitritos), HI3874 (nitratos), HI3824 (amonio), HI3818 (CO2), HI3812 (Dureza) y
HI3811 (Alcalinidad) Hanna®. Se siguieron los instructivos del fabricante para la

obtencion de los parametros.

7.3.- Analisis parasitologico

7.3.1.- Necropsia para la observacién y recuperacion de parasitos

Los organismos se sacrificaron por puncién craneal. La necropsia se realizé de
manera inmediata posterior al deceso de los organismos de acuerdo con lo
descrito por Scott y Govett en 2009; para las observaciones de ectoparasitos se
realizd un barrido con cubreobjetos en la piel en direccion craneal-caudal y un pool
de raspado de aletas para cada region lateral del pez, ademas, se realiz6 un
raspado para el primer arco branquial izquierdo. Los raspados se hidrataron con
agua destilada en un portaobjetos, para montarlos en frotis. Las observaciones se
realizaron de 40x a 100x en un microscopio LEICA DM500. Posteriormente se
extrajeron las branquias y se separaron las lamelas desde la base del arco
branquial y estas fueron examinadas por microscopia estereoscopica con un
equipo ECOLINE BY MATIC (Scott & Govett, 2009). Para la observacion de
endoparasitos se revisaron los 6rganos diana y la cavidad visceral de los
organismos (higado, bazo y tracto digestivo de boca a ano) mediante diseccién
desde el ano hasta la mandibula inferior con un par de tijeras de diseccién. Los
organos se colocaron en una placa de Petri y se bafiaron con solucion de cloruro
de sodio 9 g/L para la recuperacion de parasitos. Las visceras y el contenido
intestinal se observaron por microscopia 6ptica de campo claro (Amaechi, 2015).

La recuperacion de helmintos digestivos se realizé de acuerdo a la metodologia
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descrita por Justine y colaboradores en 2012; mediante la extraccién de los
organos de la cavidad abdominal y la apertura longitudinal del sistema digestivo,
estos se colocaron en solucién salina (NaCl al 9%), las muestras se agitaron hasta
homogeneizar, enseguida se decantaron en solucion salina tantas veces como fue
necesario hasta limpiar el contenido, para finalmente fijar inmediatamente los
parasitos en una solucion salina casi hirviendo. Se obtuvieron fotografias con una
camara acoplada a un microscopio WF10x Zeigen (nopCommerceCopyright©
2022 Zeigen Microscopios, CDMX, México), para posteriormente ser procesadas
mediante software de uso libre ImageJ 64-bit Java 1.8.0 (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Los protozoarios y monogeneos recuperados fueron
depositados de etanol al 95% y mantenidos a 22°C (Justine et al.,, 2012). La

identificacion taxondmica se realiz6 mediante el uso de claves estandar.

7.3.2.- Determinacién de indices ecoldgicos y de biodiversidad

A partir de la determinacién parasitaria se calcularon los indices ecoldgicos y de
biodiversidad, de acuerdo con lo reportado por Bautista-Hernandez vy
colaboradores en 2013. Los indices ecoldgicos describen el comportamiento
epidemioldgico de la infeccion en la poblacion de peces. La descripcién incluyé el
calculo de prevalencia como el porcentaje de peces infectados a partir de una
muestra analizada, la abundancia como el numero de helmintos por pez
examinado * desviacion estandar, e intensidad media como el promedio de

helmintos por pez infectado (Ecuacién a, b y c).
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no. peces infectados

Prevalencia =
no. de peces muestreados

Ecuacion a. Célculo de la prevalencia de infeccién sobre la poblacién muestral de peces

no. parasitos

Abundancia =
no. de peces muesireados

Ecuacién b. Calculo de la abundancia parasitaria sobre la poblacién muestral de peces

no. parasitos

Intensidad =
no. de peces infectados

Ecuacion c. Intensidad de la infeccion parasitaria sobre la poblacidn en que se registra cargas
parasitarias

Por otro lado, los indices de biodiversidad describen aspectos de riqueza bioldgica
en las areas de estudio. La determinacidon de especies permitié calcular el indice
de Simpson (ecuacién d) como una medida de diversidad parasitaria; y finalmente
el indice de Berger-Parker (ecuaciéon e) como una medida de la dominancia

numeérica (Bautista-Hernandez et al., 2019; Moreno, 2001).

Ds = _ET]I{:’HI—].}
T TN -D

Ecuacion d. Célculo del indice de Simpson para determinar la diversidad de especies en una
comunidad. Donde; ni= nimero de individuos para la iesima especie, N= el nimero total de individuos
de la comunidad bajo estudio.

d N
Ni'ﬂﬂ.t’

Ecuacion e. Calculo del indice de Berger-Parker para determinar la dominancia de una especie en una
comunidad. Donde; N= al numero total de individuos de la comunidad bajo estudio y Nmax= nimero
total de individuos de la especie con mayor ndmero de individuos dentro de la comunidad.
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7.3.3.- Andlisis de la correlaciéon de la calidad del agua y las cargas
parasitarias

La influencia de la calidad del agua en las infecciones parasitarias se analizé
mediante la prueba de correlacion de Pearson usando el software de uso libre
RSstudio (Boston, MA, USES). EIl indice calculado por correlacibn de Pearson
arroja un valor entre -1 a 1, donde un indice de O indica que no hay relacion entre
las variables, 1 indica una alta similitud, mientras que los valores cercanos a -1
indican poca relacion donde una serie de datos aumenta, mientras la otra
disminuye. Para el calculo del indice se procesaron dos series de datos
emparejados, y se obtuvieron a partir de la suma de los productos de las
diferencias, entre la suma de los productos de las diferencias al cuadrado
aplicando la ecuacion f), donde x y y representa las series de datos comparadas

(Berman, 2018).

EE’:l(xe — i) (}’i - ¥)

[
VI, (x;— %) JIr, (v, — 3)?

Ecuacion f. Calculo del indice de correlacion de Pearson para variables emparejadas

7.4.- Caracterizacion de las cdpsulas con extracto acuoso de Hibiscus
sabdariffa

7.4.1.- Obtencién de extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa

Se trabajo con calices de Hibiscus sabdariffa deshidratada que fue adquirida en el
mercado municipal de Tulancingo de Bravo, Hidalgo. 50 gramos (g) de calices se

colocaron en 950 mililitros (mL) de agua destilada, en un vaso de precipitado de
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1000 mL; la mezcla se llevd a ebullicibn plena durante 15 minutos (min),
posteriormente el liquido se filtr6 para separar los calices, el extracto acuoso se
coloco un vaso de precipitado y se dejé enfriar a temperatura ambiente (22 + 2°C),
durante 15 min. El extracto fue preparado el mismo dia en el que se realiz6 la
elaboracion de las cdpsulas, 20 min antes de ser encapsulado (Salinas-Moreno et

al., 2012).

7.4.2.- Preparacion de las capsulas de alginato de sodio gelatina con extracto
acuoso de Hibiscus sabdariffa

Se prepararon 6 tratamientos de perlas, junto con sus respectivos controles,
constituidos de 2 soluciones para la formacion del material pared (Tabla 5). En una
solucién, denominada solucién A, se agregaron los sélidos en la base porcentual
indicada para cada tratamiento en un vaso de precipitado de 500 mL,
posteriormente se agregaron 300 mL de extracto de Hibiscus sabdariffa, los
elementos fueron mezclados con ayuda de un procesador de alimentos Hamilton
Beach® (modelo 59765) hasta homogenizar los componentes, esta formulacion
fue la mezcla para la formacion de las perlas tipo matriz. Para la elaboracién de la
solucién B, se agregaron los sélidos en la base porcentual indicada para cada
tratamiento en un vaso de precipitado de 500 mL, posteriormente se agregaron
300 mL de agua destilada, la solucion se homogenizé con ayuda del procesador,
esta formulacién constituyd la mezcla para la cobertura de solucion A formando
entre ambas estructuras perlas de tipo multi-pared (Gibbs et al., 1999). Para
realizar el proceso de encapsulacion, se empleo la técnica de gelificacion ionica,

con base a la metodologia de Pinpimai y colaboradores (2015) con
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modificaciones. Las soluciones encapsulantes se mantuvieron a bafio Maria a

45°C para evitar su solidificacion; la solucion A se carg6 en una jeringa de 20 mL

provista de una aguja 18Gx1/2” (NIPRO, México), posteriormente la punta de la

aguja cargada fue sumergida en la solucion B, y se realizé la descarga de una

gota de la solucion A embebida en la solucién B, una vez formadas las perlas,

fueron colocadas en una solucién cationica de CaClz al 10% para su solidificacion

durante un tiempo de 30 min a 4°C. Las capsulas fueron filtradas de la solucion

catibnica para su colecta y lavadas con agua destilada dejandose secar a

temperatura ambiente (22°C) durante 72 horas.

Una vez secas fueron

resguardadas en frascos &mbar a temperatura ambiente hasta su caracterizacion.

Tabla 5.- Descripcién de las formulaciones para la obtencion de las soluciones ay b,

que conforman el material pared en las capsulas de alginato de sodio (Drogueria
Cosmopolita®)-gelatina (grado alimenticio).

Id

T1
T2
T3

T4
5
T6

C1

C2
Cc3

o
C5
C6

. . Solucién A Solucién B
Predominancia p
% Alg % Gel Extracto* % Alg % Gel Extracto
. . 2 1 + 2 1 -
A'g'”at(‘;/‘:)e sodio 2.5 15 + 25 15 -
3 2 3 2 -
1 2 + 1 2 -
Gelatina (PG) 1.5 2.5 + 1.5 2.5 -
2 3 + 2 3 -
Alginato de sodio
(PA) 2 1 - 2 1 -
2.5 1.5 - 2.5 1.5 -
3 2 - 3 2 -
Gelatina (PG) 1 2 - 1 2 -
1.5 2.5 - 1.5 2.5 -
2 3 - 2 3 -

*Extracto acuoso de calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa)
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7.4.3.- Determinacién de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron por el procedimiento Folin-Ciocalteu con
algunas modificaciones de acuerdo de lo reportado por Aceval-Arriola y col en
2016. 1 mL de muestra se colocé en tubos de vidrio de 4 mL, previamente
cubiertos por papel aluminio para evitar el contacto de la luz con la muestra, de
esta muestra se tomaron alicuotas de 100 pL por triplicado y se colocaron en un
tubo de vidrio de 4 mL. A cada muestra se agregaron 600 puL de agua destilada y
150 pL de solucién doblemente diluida de Folin-Ciocalteu (dilucion en agua), se
dejaron 5 min de reaccion, posteriormente se agregaron 750 uL de solucion de
carbonato de sodio al 2%, se dejo reaccionar durante 15 min. Finalmente, se midié
la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 750 nm con ayuda de un
espectrofotometro Genova 2251. La curva de calibracién se preparé con acido
galico (dilucién en agua) (y=0.0367 x=0.1679 r°=0.99). La determinaciéon de
fenoles totales se realiz6 para el extracto utilizado, los residuales de la
encapsulacién y en los medios de desafio de las cépsulas. Los resultados se
expresaron en mg EAG mL* (mg equivalentes de acido galico por mL de muestra)

y % de fenoles liberados.

7.4.4.- Caracterizacion fisicoguimica

Color: Para la obtencion de los parametros de color se utilizé el software de uso
libre ImageJ 64-bit Java 1.8.0 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Se tomaron 10 micrografias por tratamiento de capsulas y 10 micrografias para
cada control. Las fotografias se tomaron con una camara amzoom® acoplada a un

microscopio estereoscopico a 2x a una distancia constante de 19.5 cm entre la
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lente y las capsulas. Los parametros de color se obtuvieron mediante la
metodologia descrita por Harting en 2013, se obtuvieron 20 réplicas para los
valores de intensidad ponderada, balace RAV, rojos, azules y verde, mediante la

distribucién de las intensidades de pixeles en la imagen por histograma.

pH: Los valores de pH se obtuvieron por triplicado mediante el uso de un
potenciometro Hanna® modelo HI 98107, se tomaron 3 g de muestra para cada
tratamiento y los controles, y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL,
se agregaron 27 mL de agua destilada y se mantuvieron en agitacion durante 5

min para posteriormente capturar los valores.

aw: La evaluacion de la actividad de agua (aw) en las cépsulas, se obtuvo por
triplicado, siguiendo la metodologia de Aguirre-Calvo y Santagapita (2016)

mediante el uso del equipo AquaLab S3TE a temperatura ambiente (22 £ 2°C).

Capacidad de retencion de agua (CRA): Para esta prueba se siguié la
metodologia reportada por Abbasiliasi y colaboradores (2019) con algunas
modificaciones. Se pesaron 2 gr de muestra y se colocaron en tubos Falcon® de
15 mL, a los que se les coloc6 4 mL de agua destilada. Las muestras se
mantuvieron 1 hora a temperatura ambiente con agitacion cada 20 min,
posteriormente se llevaron a centrifugacion a 2800g por 20 min, finalmente el agua
se decantd y las capsulas fueron pesadas nuevamente, los resultados se

expresan como g de agua retenidos por gramo de muestra.

Capacidad de hinchamiento: La capacidad de hinchamiento se midié de acuerdo

a lo reportado por Fadlan y colaboradores (2020) con modificaciones. Se tomaron
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40 cipsulas de cada tratamiento y 40 capsulas de los controles, estas fueron
pesadas con ayuda de una bascula OHAUS PA214C, posteriormente se colocaron
en un vaso de precipitados de 50 mL, se adicionaron 30 mL de agua destilada y se
mantuvieron en agitacion constante a temperatura ambiente (22 + 2°C) durante 72
h. Finalizado el tiempo de exposicion se decanté el agua destilada, las perlas
fueron pesadas nuevamente. Los resultados se expresaron como % de peso

ganado por la retencion de agua.

7.4.5.- Caracterizacion morfométrica

La caracterizacibn morfométrica se realizé con ayuda del software de uso libre
ImageJ 64-bit Java 1.8.0 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Se
tomaron 10 micrografias por tratamiento de cdpsulas y 10 micrografias para cada
control. Las fotografias se tomaron con una camara amzoom® acoplada a un
microscopio estereoscopico a 2X a una distancia constante de 19.5 cm entre la
lente y las cépsulas. Las imagenes se procesaron por medio de un analisis de
particulas de acuerdo a lo reportado por Cuervas-Mons y colaboradores (2019).
Para ello se realiz6 la conversion de pixeles a mm para cada imagen procesada,
después se convirtieron a escala de grises de 8 bits y posteriormente a imagenes
binarias (blanco y negro), finalmente se realiz6 el analisis de particulas para la
obtencion de los parametros area, perimetro, circularidad, diametro de feret,

aspecto de radio y redondez, los resultados se analizaron en mm.
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7.4.6.- Flotabilidad

La flotabilidad de las capsulas se determiné de acuerdo a lo descrito por Orire y
Sadiku (2015) con algunas modificaciones. Se tomaron 10 capsulas de cada
tratamiento y se colocaron en un vaso de precipitados con 250 mL de agua
destilada. El tiempo de flotabilidad se midié por cronémetro por unidad de capsula,
con ayuda de video y de crondmetro, la duracion del monitoreo tuvo un corte a 1
min y otro a los 60 min, para el primer corte se obtuvo la media de flotabilidad en
segundos, mientras que en el segundo corte se obtuvo el % de capsulas que se

mantuvieron en flotacién después de 60 min.

7.4.7.- Liberacién de fenoles en desafio en agua

Se tomaron nueve muestras de 0.75 g para cada tratamiento de capsulas
cargadas con extracto de jamaica, y se colocaron en tubos de ensayo de 50 mL,
en cada tubo se adicionaron 30 mL de agua y se llevaron un bafio de agitacion
SW22 Julabo (Equipar México D.F.), a una temperatura de 22°C y movimientos
programados a 60 mpm (movimientos por minuto), las muestras se analizaron en
una cinética de liberacion de 72 horas a las horas 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48,y 72,
tomando las alicuotas (100 pL por triplicado) correspondientes para la
determinacién de fenoles totales en el medio de desafio (agua) (Aceval-Arriola et

al., 2016).
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7.4.8.- Liberacién de fenoles en prueba de simulacion géstrica

Las capsulas deberan pasar a través del estbmago de la tilapia para llegar al
intestino, donde se desarrollara absorcion del antihelmintico. La integridad y
diferencia de pesos de las capsulas se evalué ante un desafio con solucion
extracapsular &cida simulando las condiciones estomacales. El estudio de la
liberacion de fenoles in vitro se realizé a una temperatura de 25°C, con una
agitacion constante de 60 mpm en un bafio de agitacion SW22 Julabo (Equipar
México D.F.), se pesaron 12 muestras de 0.75 g por tratamiento de capsulas
cargadas con extracto de jamaica y se colocaron en tubos de ensayo de 50 mL, en
cada tubo se adicionaron 30 mL de solucién digestora para la simulacion gastrica
de acuerdo a lo reportado por Wong y colaboradores (2021) con algunas
modificaciones. Para la preparacion de fluido de simulacion gastrica se utilizaron 2
g de NaCl, 3.2 g de pepsinay 7 mL de HCI 12 M para la obtencién de 1 litro de
fluido. La mezcla de los componentes se realiz6 una hora antes del desafio de las
capsulas. El pH se ajusté para realizar la prueba a valores de 2.6, 3.6 y 4.6. Se
analizaron 4 muestras por tratamiento, las cuales se colocaron en cada nivel de
pH en el bafio de agitacion y cada hora durante cuatro horas se tomaron muestras

del fluido gastrico para evaluar la liberacién de fenoles (100 uL por triplicado).
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7.5.- Caracterizacion de las cdpsulas con harina de ajo (Alluim sativum) (Lote
19020 Alday®) como agente antihelmintico

7.5.1.- Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los grupos funcionales se evaluaron para 4 tratamientos de harina de ajo, asi
como para las soluciones poliméricas de alginato de sodio (ALG), gelatina (GEL) y
ajo (ALL). Las muestras fueron analizadas por medio de FT-IR. Los espectros de
FT-IR se obtuvieron por medio de un espectrometro FT-IR (Cary 630, Agilent
Technologies 194 Inc. USA) equipado con un solo accesorio ATR de diamante de
rebote, La region del FT-IR utilizada para la lectura fue de 4000 a 650 cm™. Los
espectros se recopilaron mediante la adicién conjunta de 32 escaneos sobre la
muestra a una resolucion de 4 cm™. Los datos se procesaron y graficaron con
ayuda de Microsoft® Excel® 2019 MSO (version 2208 compilacion

16.0.15601.20148) de 64 bits (Morales-Martinez et al., 2018).

7.5.2.- Preparacion de las capsulas de alginato de sodio gelatina con harina
de Allium sativum

Se prepararon 3 tratamientos de perlas y un control, las capsulas se constituyeron
en el material pared con 2.5% de alginato de sodio y 1.5% de gelatina para la
preparacién de 400 mL de solucién encapsulante, se prepararon tres soluciones
con un agregado porcentual de 2.5, 5y 10% de harina de ajo (Allium sativum), los
elementos fueron mezclados con ayuda de un procesador de alimentos Hamilton
Beach® (modelo 59765) hasta homogenizar los componentes, esta formulacion
fue la mezcla para la formacion de las perlas tipo matriz. Para la elaboraciéon de la

solucion B, se agregaron 2.5% de alginato de sodio y 1.5% de gelatina para la
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preparacion de 400 mL de solucion polimérica, la mezcla se homogenizé con
ayuda del procesador; esta formulacion constituyé la mezcla para la cobertura de
solucién A formando entre ambas estructuras perlas de tipo multi-pared (Gibbs et
al., 1999). Las capsulas se obtuvieron por gelificacion iénica, con base a la
metodologia de Pinpimai y colaboradores (2015) con modificaciones de acuerdo a

lo descrito en el apartado 7.4.2. de este trabajo.

7.5.3.- Caracterizacion fisicoquimica

Se obtuvieron pardmetros de color con base a la metodologia descrita por Harting
(2013); valores de pH (Amiri et al., 2017), aw de acuerdo a lo realizado por Aguirre-
Calvo & Santagapita (2016), asi como la obtencién de parametros de capacidad
de retencion de agua (CRA) (Abbasiliasi et al., 2019) y capacidad de hinchamiento

(Fadlan et al., 2020) de acuerdo a lo descrito en el numeral 7.4.4.

7.5.4.- Caracterizacion morfométrica

Los parametros para la descripcion morfométrica se obtuvieron mediante el
software ImageJ 64-bit Java 1.8.0 (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) de uso libre, por medio de un andlisis de particulas de acuerdo a lo
reportado por Cuervas-Mons y colaboradores (2019). Como se especifica en el

apartado 7.4.5.
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7.5.5.- Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se midi6 en la harina de ajo, asi como en los tres
tratamientos de capsulas con harina de ajo (2.5, 5y 10%) y el tratamiento control.
El perfil de capacidad antioxidante se obtuvo mediante las pruebas de FRAP
(2,4,6-tri(2- pyridyl)-1,3,5-triazine), ABTS™* (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico]-sal de diamonio) y DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), de acuerdo
a metodologia de Xiao y colaboradores (2020), con algunas modificaciones. Se
pesaron muestras de 0.01 g y se colocaron en tubos Falcon® de 15 mL estos se
homogenizaron y de esta se tomaron alicuotas para las diferentes pruebas (400uL
para FRAP; 50uL para ABTS* y DPPH’); para FRAP las lecturas de absorbancia
se tomaron a 593 nm, para ABTS* a 732 nm y para DPPH" a 517 nm, por medio
de un espectrofotbmetro Genova 2251. Para la conversion de la absorbancia se
elabord una curva de calibracién con Trolox a una concentraciéon entre 0.2-0.8

mg/mL. Finalmente, los resultados se expresaron como pmol TEAQ de muestra.

7.5.6.- Liberacién de mgE de aliina por simulacion géastrica

La liberacién de aliina in vitro se realizdé a una temperatura de 25°C y un pH de
2.6, con una agitacién constante de 60 movimientos por minuto (mpm) en un bafio
de agitacion SW22 Julabo (Equipar México D.F.), se pesaron tres muestras por
tratamiento de capsulas (3 g cada una), incluyendo el control y se colocaron en
tubos de ensayo de 50 mL, en cada tubo se adicionaron 30 mL de solucién
digestora para la simulacion gastrica de acuerdo a lo reportado por Wong y
colaboradores (2021) con modificaciones. Para la preparacion de fluido de
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simulacion géstrica se utilizaron 2 g de NaCl, 3.2 g de pepsinay 7 mL de HCI 12 M
para la obtencion de 1 litro de fluido. La mezcla de los componentes se realiz6 una
hora antes del desafio de las cdpsulas. Finalmente se tomaron alicuotas de 500
UL para la cuantificacion de aliina a las horas 1, 2, 3 y 4 de desafio. La
determinacion de equivalentes de aliina se realiz6 en la harina de ajo, los
residuales de la encapsulacion y en los medios de desafio de las capsulas, los
resultados se expresaron en mgE aliina mL™%, g y % de mgE aliina liberados para
poder expresar la eficiencia de encapsulacion (ecuacién g), la concentracion de

compuesto encapsulado (ecuacion h) y la liberacion de fenoles (ecuacion i).

(mgE Aliina g~ de harina — mgE Aliina mL™* del residual) « 100

Eficiencia % (EE%) = — = -
f ) ! mgE Aliina g~ *de harina

Ecuacién g.-Indica el calculo de la eficiencia de encapsulado

e . _ { mgE Alilna mL ? d&l extracee)(mL de extracte utilized o) (EE%)
Concentracicn (CE mgE Alina g ~4) = — ———————
: ( E E ) g de capsulas obtenidos

Ecuacion h.- Indica el calculo de la concentracion del compuesto aliina como molecula encapsulada
sobre gramo de capsulas obtenidas

(CE-mgEAlilna mL ! enalicuotas del desa fio)+100
CE

Liberacitn % (LA%) =

Ecuacion i.- Indica el calculo de la liberacion porcentual del compuesto de interés (aliina), en los
desafios en agua y simulacion gastrica a los que se sometieron las capsulas.

7.5.7.- Ensayo de concentracion de aliina con 4 mercaptopiridina (4-MP)

La concentracién de aliina se cuantific6 en muestras de fluido de simulacién
gastrica los valores se obtuvieron de acuerdo a la metodologia reportada por

Miron y colaboradores en 2002. Alicuotas de 500 pL se incubaron a temperatura
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ambiente en 1.0 mL de 4-MP (10* M) disuelta en fosfato de sodio a 50 mM,
ajustada a un pH de 7.2 con EDTA a 2 mM (Buffer A). Las muestras se incubaron
durante 30 min y se realizaron las lecturas por medio de un espectrofotometro
Genova 2251 a una absorbancia de 324 nm. Se realizé una curva de calibracion
con un estandar de aliina a 0.015 mg/mL bajo las mismas condiciones que para
las muestras (y=0.0008 x=0.1041 r?>=0.99). Los resultados se expresaron como
mgE de aliina/mL de muestra, y se utilizaron para calcular la liberaciéon de
organoazufrados expresados como % de liberacién en la prueba de simulacién

gastrica.

7.6.- Modelo in vivo con Oreochromis spp.

7.6.1.- Insumos biolégicos

Las capsulas evaluadas en el modelo in vivo corresponden a las descritas en su
elaboracion en el punto 7.5.2. del presente trabajo, con ello se contaron con
capsulas multi-pared con una composicion de 2.5% alginato y 1.5% gelatina, con 4
tratamientos: controlo, y agregados con 2.5%, 5% y 10% de harina de ajo. Para la
realizacion de las pruebas in vivo se obtuvo un total de 168 peces de una unidad
de produccion de crias localizada en Cafiada Chica, Ixmiquilpan, Hidalgo
(20°25730.801” N y 99°9°49.572” O), con un peso medio de 3 + 1.5 g los peces se
trasladaron en bolsas plasticas de 60x90 cm con inyeccién de oxigeno a una
saturacion de >5 mg L%, 30 peces se analizaron para determinacion de
ectoparasitos (Scott & Govett, 2009) y endoparasitos (Amaechi, 2015) y se
llevaron a engorda hasta alcanzar 52.3 + 9.3 g, mediante administracion con

alimento Nutripec de Purina® desarrollo con 40% de proteina y con célculo de
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alimentacion mediante biometria. Una vez alcanzada esta talla los peces fueron
separados por grupos para las diferentes pruebas, el manejo de los organismos se
efectué bajo la aprobacion del comité de ética de la Universidad Autbnoma del
Estado de Hidalgo (ldentificacion del dictamen: Comiteei.icsa 4/2021, Hidalgo,

México).
7.6.2.- Grupos para prueba de palatabilidad e inocuidad de las capsulas

Para la prueba de palatabilidad e inocuidad de ingesta se colocaron 4 grupos de
12 peces en peceras de 20 litros, los grupos correspondieron a un control (solo
alimento Nutripec de Purina® desarrollo con 40% de proteina) y tres dosificaciones
de capsulas sin harina de ajo 0.1, 0.2 y 0.3 g /pez (baja, media y alta) (Wang et al.,

2018b).

7.6.3.- Grupos para prueba de ingesta de las capsulas

Para la prueba de ingesta se colocaron 6 grupos de 15 peces en tinas de 120 [, los
grupos correspondieron a Tina 1; Capsula control, Tina 2; Capsula con 2.5% de
harina de ajo, Tina 3; Capsula con 5% de harina de ajo, Tina 4; C4psula con 10%
de harina de ajo, Tina 5; Alimento con 10% de harina de ajo adherido, Tina 6;
Control 2 solo alimento. En todas las pruebas, los ejemplares tuvieron 15 dias de
aclimatacion en grupo, se alimentaron de acuerdo a calculo por biometria y se
mantuvieron en un sistema de oxigenaciéon a >5 mg L' y una temperatura del
agua entre 25 a 28 °C (Pirarat et al., 2015). En los contenedores se aplicé un
recambio de agua del 50% cada 24 horas (Rodriguez et al., 2018). Para la

administracion oral de los tratamientos los peces se acondicionaron con 24 horas
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de ayuno para el vaciado intestinal e incentivar la ingesta de las capsulas (Trentin-
Corral et al., 2018). Las cépsulas y el alimento (Nutripec de Purina® desarrollo con
40% de proteina) fueron administrados por voleo ajustando las dosis de ingesta de

acuerdo con el célculo por biometria, como se especifica en la tabla 6.

Tabla 6.- Datos de identificacion por grupo experimental para la dosificacion oral de
aliina en el modelo in vivo de Oreochromis spp.

Tina 1 2 3 4 5 6
Tratamiento Ctrl 2.50% 5% 10% Adhe Alim
mgE Alliin/g capsula 0 2.48 5.24 10.28 10.28 0

No. de peces por tratamiento 15 15 15 15 15 15
Meso medio de los peces (g) 49.36 50.92 49.44 46.66 71 46.42
Biomasa por tina (g) 740.4 763.8 741.6 699.9 1065 696.3
Alimento por biomasa (g) 29.61 30.55 29.66 27.99 42.6 27.852
Alimento por racién (5 raciones) 5.92 6.11 5.93 5.59 8.52 5.57
50% ajuste de alimento 2.96 3.05 2.96 2.79 4.26 2.78
Aliina por dia (mgkE alliina) 0 15.17 31.13 57.60 87.66 0
Dosis de tratamiento (mgE alliina) 0 106.22 217.92 403.26 613.63 O
Dosis total por pez (mgk alliina) 0 7.08 14.52 26.88 40.90 0

Nota: todos los calculos de alimentacion se realizaron al 4% de la biomasa de acuerdo a tablas estandar de
alimentacidn para tilapia. 2 dosis de alimento fueron sustituidas por tratamiento en las tinas 2, 3, 4y 5. El
complemento de la alimentacion se mantuvo de acuerdo a biometria con Nutripec de Purina® desarrollo con 40% de
proteina.

7.6.4.- Prueba de palatabilidad

El test de palatabilidad se desarroll6 acorde a lo descrito por Trentin-Corral y
colaboradores en 2018 con modificaciones. cuatro grupos de 12 peces en peceras
de 20 litros, al control no se administré capsula, mientras que a los tres grupos
restantes se administré una dosis baja (0.1g/pez o 63 capsulas por pecera, media
(0.2 g/lpez o 123 capsulas por pecera) y alta (0.3 g/pez o 195 capsulas por

pecera). Los peces se monitorearon durante 8 horas, recuperando y contando las

95



capsulas a las horas 2, 4 y 8. La tasa de ingesta se reportd en numero de

capsulas y en porcentaje de ingestion de alimento.

7.6.5.- Andlisis de particulas de capsulas post ingesta

De cada grupo establecido para la prueba de inocuidad, se sacrificé 1 pez cada
hora post tratamiento en las horas 1, 2, 3y 4, se realizé la inspeccién visual y por
microscopio estereoscopico del contenido intestinal (Acosta-Pérez et al., 2022), de
cada pez se recuperaron tres capsulas ingeridas (Rodriguez et al., 2018), a estas
capsulas se les realiz6 determinacion morfométrica de acuerdo a lo reportado por
Ponce Nogues en 2020. EI andlisis morfométrico se realiz6 mediante el
procesamiento de fotografias en formato jpg. por identificacion automatizada de
los contornos de las particulas y andlisis de particulas mediante el uso del
software de uso libre ImageJ del National Institutes of Health, USA en su versién
1.5e. (Cuervas-Mons et al., 2019). Los parametros seleccionados para su
cuantificacion fueron é&rea, perimetro, didmetro de Feret y circularidad de las

particulas. El procesamiento de las imagenes se describe en la figura 11.

Figura 11.- El proceso de imagen se realizo a partir de la siguiente ruta abrir->escalamiento de
imagenes->conversion de las imagenes a 8 bits?>->ajuste de brillo y contraste3->analisis de particulas por
ImageJ software®.
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7.6.6.- Andlisis de sobrevivencia

Posterior a la prueba de palatabilidad y de recuperacion de capsulas, se
conservaron 8 peces por pecera, para su seguimiento durante 14 dias, esto para
evaluar la inocuidad de las capsulas en las tres dosificaciones otorgadas (baja,
media y alta) (Ellison et al., 2018). El efecto de los tratamientos se midié por
andlisis de Cox-Mantel en un analisis de sobrevivencia, a partir de la ecuacion j
(Sawyer, 2005), elaborado por medio del software de uso libre R (Boston, MA,

USES).

"
d; Ny
41 =Zwi(di1_ :,,J_: )

i=

Ecuacion j.- Donde (i) 0 =to<t1 <tz < ti <... < tr son los distintos tiempos a los que se han observado las
muertes (datos no sensurados), (ii) dies el nUmero total de muertes observadas (no censurados) al
tiempo ti en todas las muestras, (iii) Ni es el set total en riesgo al tiempo ti, (iv) wi> 0 es un peso
arbitrario que es asigando como 1 en la prueba de Cox-Mantel.

7.6.7.- Cuantificacion de aliina en sangre de Oreochromis spp.

Seis grupos de 15 peces se colocaron en seis tinas de 120 | cada una los
tratamientos fueron administrados via oral de acuerdo a lo reportado por Wang y
colaboradores (2018b), con algunas modificaciones, el tratamiento se aplico por
un total de 7 dias, y las mediciones de mgE de aliina en sangre se aplicaron en los
dias 1, 7, 14 y 21 post tratamiento. De cada grupo experimental se tomaron 3
peces a los dias sefialados para obtener muestras de sangre, este procedimiento
se realizé mediante una puncién en aleta caudal con una jeringa de 1 mL y aguja
de 23 G, introduciendo la aguja a una distancia media entre las bases anteriores

de las aletas pectorales (Alaye-Rahy & Morales-Palacios, 2013). Las muestras se

97



depositaron en tubos microtainer de 500 ul con EDTA K2, posteriormente se
transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL, los tubos se llevaron a centrifuga a
2000 x g durante 15 min para la obtencion de plasma sanguineo. Alicuotas de 500
ul de plasma se utilizaron para cuantificar la concentracidén de aliina de acuerdo a
la metodologia reportada por Miron y colaboradores (2002). Las alicuotas se
incubaron a temperatura ambiente en 1.0 mL de 4 mercaptopiridina (4-MP) (10
M) disuelta en fosfato de sodio a 50 mM, ajustada a un pH de 7.2 con EDTA a 2
mM (Buffer A). Las muestras se incubaron durante 30 min y se realizaron las
lecturas por medio de un espectrofotdmetro Genova 2251 a una absorbancia de
324 nm. Se realizé una curva de calibracion con un estandar de aliina a 0.015
mg/mL bajo las mismas condiciones que para las muestras (y=0.0008 x=0.1041
r’=0.99). Los resultados se expresaron como mgE de aliina/mL de muestra, y se
utilizaron para calcular la presencia de organoazufrados post tratamiento en

sangre de las tilapias.

7.6.8.- Efecto de las capsulas en la comunidad parasitaria de Oreochromis
spp.

Se colectaron 30 peces (Oreochromis sp.) en produccién de engorda de una
granja ubicada en el municipio de Chilcuautla, Hidalgo. 20° 18' 21.8988, -99° 13'
42.297", los peces se acondicionaron para su traslado, con un peso medio de
116.8 = 28.7 g los peces se trasladaron en bolsas plasticas de 60x90 cm con
inyeccion de oxigeno a una saturaciéon de >5 mg L?, los peces trasladados se

dividieron en tres grupos de 10 peces cada uno, donde el primer grupo de 10
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peces se analizdé para determinacion de ectoparasitos (Scott & Govett, 2009) y
endoparasitos (Amaechi, 2015), para la obtencién de los hallazgos iniciales
(prevalencias) de la carga parasitaria de origen. Los dos grupos restantes se
colocaron en tinas de 120 L, en los contenedores se aplicé un recambio de agua
del 50% cada 24 horas (Rodriguez et al., 2018). Para la administracion oral de los
tratamientos los peces se acondicionaron con 24 horas de ayuno para el vaciado
intestinal e incentivar la ingesta de las cpsulas (Trentin-Corral et al., 2018).
Posteriormente se administraron capsulas con 5% de harina de ajo realizadas bajo
la metodologia de Gibbs y colaboradores y Pinpimai y colaboradores, con la
dosificacion ajustada a la biomasa de los peces experimentales, donde se calculd
una ingesta de 10.16 g de capsulas al dia y una correspondencia de 53.31 mgE de
aliina para cada 10 peces. Los grupos fueron complementados con alimento
comercial (Nutripec de Purina® desarrollo con 40% de proteina), para completar el
alimento diario calculado por biometria. El tratamiento de capsulas 5% se aplicé
durante 7 dias, al dia 4 de tratamiento se realiz6 el muestreo parasitoldgico
correspondiente con el grupo 2, y al dia 8 post tratamiento se realiz6 el muestreo
parasitolégico con el grupo 3. Los resultados se expresan como prevalencias

presentes en cada grupo de peces.

7.6.9.- Monitoreo post tratamiento en los peces

Como parte del seguimiento post tratamiento, se evaluaron los conteos
sanguineos de leucocitos, eritrocitos, hematocrito y hemoglobina de los peces,

después de 21 dias post tratamiento de acuerdo a lo reportado por Setijaningsih y
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colaboradores (2021), tres muestras de sangre de 500 ul se colectaron de tres
peces de cada tina de acuerdo a lo descrito por Alaye-Rahy y Morales-Palacios
(2013), las muestras se procesaron por método de impedancia y microscopia en el
laboratorio clinico BioGeneTicks®, del mismo modo se evaluaron los pardmetros
de crecimiento post tratamiento, los parametros calculados fueron los
correspondientes a las ecuaciones k, | y m, los peces se alimentaron de acuerdo a
biometria ajustada durante 21 dias, hasta obtener los pardmetros biométricos
finales, de acuerdo a lo reportado para la especie Oreochromis niloticus (Yazici et
al., 2022; Zafra et al., 2019). Finalmente, las canales obtenidas después de los 21
dias post tratamiento fueron analizados para obtener los parametros de su
composicion proximal por medio de los métodos de la AOAC (AOAC, 2015):
Proteina; Método Oficial de Andlisis de AOAC (2002) subcapitulo 33.2.11A0AC
(2002), Grasa: Método Oficial de Andlisis de AOAC (2002) subcapitulo 920.39
(AOAC, 2002), Cenizas: Método Oficial de Analisis de AOAC (2002) subcapitulo
4.1.1017a (AOAC, 2002) y Humedad: Método Oficial de Andlisis de AOAC (2002)

subcapitulo 4.1.0317a. Secado por estufa (AOAC, 2002).

Alimento otorgado a la poblacion de peces

Factor de conversion alimenticia = — - -
Biomasa ganada por un tiempo determinado

Ecuacién k. Calculo de la del factor de conversion alimenticia como un parametro de aprovechamiento
del recurso alimenticio

Biomasa ganada por la poblacién

Peso ganado por pez =
g porp No.de peces en un tiempo definido
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Ecuacion I. Calculo del peso ganado por pez como un parametro que indica monitoreo en los tiempos
de cultivo

Biomasa ganada
XING. de peces de la pblacion

Peso ganado por pez por dia = -
g porpezp Dins de monitoreo

Ecuacion m. Calculo del peso ganado por pez por dia, como un parametro de monitoreo del ritmo de
crecimiento

7.8.- Andlisis de datos-estadisticos

Se realiz6 el calculo de indices, y la obtencién de datos por triplicado o superior
(hasta 15); los datos se sometieron a prueba de normalidad Anderson-Darling,
cuando los datos fueron susceptibles se aplic6 normalizacion de los mismo por
puntuacion tipificada (X-u/o), la inferencia se realiz6 mediante ANOVA, con una
confiabilidad del 95% y un error alfa de 0.05, la comparacién de medias (Tukey) se
realizd para las variables con efecto de tratamiento significativo, con el uso de
Rstudio (Boston, MA, USES). Mientras que para las pruebas de matriz de
correlacion de Pearson se utilizd el estadistico descrito en la ecuacion f del
presente trabajo en la seccién 7.3.3., del mismo modo para el analisis de
sobrevivencia de Cox-Mantel, se utiliz6 el estadistico correspondiente a la
ecuacion j que se desglosa en la seccion 7.6.6., en ambos casos el estadistico se

realizd mediante el software de uso libre Rstudio (Boston, MA, USES).
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8.- Resultados y discusiones

8.1.-Evaluacion de las cargas parasitarias en canales de tilapia en el Valle del
Mezquital, Hidalgo, México.

8.1.1.- Prevalencias parasitarias

Los peces muestreados presentaron un peso promedio de 96.13 £ 98.83 g y una
talla de 13.60 = 7.95 cm, la poblacién muestral presentd una prevalencia global del
57.46% para cargas parasitarias, similar a lo reportado por Wanderson y
colaboradores (2012) quienes reportaron 64.2% de prevalencias parasitarias, en
este estudio 77 peces de 134 se encontraron infectados con al menos un género
parasitario. Se recuperaron un total de 6, 910 parasitos en las tilapias, estos
correspondieron a 11 géneros que se enlistan en la tabla 7, entre ellos el
monogeneo Dactylogyrus sp. fue el méas prevalente con 42.54% de peces
infectados, prevalencia superior a lo reportado en paises de mayor cultura de
produccion acuicola como La India, donde se ha reportado 26% de prevalencia
para infeccidbn por monogeneos en tilapia de cultivo (Sathish et al., 2021). El
protozoario Trichodina sp. fue el segundo parasito de prevalencia mayor en el
estudio (32.09%), la infeccién por Trichodina sp. en tilapia de cultivo es un riesgo
sanitario constante ya que se ha reportado de manera recurrente con afecciones
gue van de 37.5 a 96.3% de prevalencia (Kolia et al., 2021; Mitiku et al., 2018;
Zago et al., 2014). Los peces presentaron cargas parasitarias por 5 protozoarios
mas entre los que se incluyen; Tetrahymena sp. (4.48%), Scyphydia sp. (0.75%),
Costia sp. (1.49%), Apiosoma sp. (8.96%) y Chilodonella sp. (2.24%) (Figura 12).
Asi mismo, se aislaron parasitos de 3 géneros mas de monogeneos entre los que

se encontraron; Dawestrema sp. (8.21%), Gyrodactylus sp. (10.45%) vy
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Cichlidogyrus sp. (2.99%) (Figura 13). Ademas, se recuperaron parasitos del
género de dinoflagelados Oodinium sp. con una prevalencia de 1.49%, estos
indices sugieren una carga parasitaria mayor que los reportados para algunos
estudios en peces de vida libre (Manbe et al., 2020). Entre las cargas parasitarias
el género Trichodina sp. presenté ocurrencia en los 11 puntos de muestreo,
mientras que parasitos del género Cichlidogyrus sp. y Scyphydia sp. se aislaron en
un solo punto, entre ellos Scyphydia sp. presentd la prevalencia menor en el

estudio (0.75%).
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(e) ()

Figura 12.- Parésitos protozoarios identificados en las muestras de tilapia de cultivo en el Valle del
Mezquital, a) Apiosoma sp recuperado de branquias y aletas, b) Chilodonella sp. se asilaron a partir de
branquias y aletas, se observa junto a un ejemplar de Apisoma sp. c) Costia sp. los ejemplares de
aislaron de branquia y aletas. d) Trichodina sp. recuperadas de las branquias. e) Scyphydia sp. se
aislaron de branquia. f) Tetrahymena sp.ejemplares recuperados de branquia.
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Figura 13.- Parasitos monogeneos identificados en las muestras de tilapia de cultivo en el Valle del
Mezquital, a) Cichlidogyrus sp. b) Dactylogyrus sp. ¢) Dawestrema sp. d) Gyrodactylus sp. y el
dinoglagelado ) Oodinium sp.. Las cargas parasitarias correspondientes a estos géneros fueron
observadas en la region anatémica branquial en las tilapias de cultivo.
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Tabla 7.- Prevalencias de las cargas parasitarias que afectan a la tilapia de cultivo, determinacion parasitaria a partir de
sistemas de produccion acuicola del Estado de Hidalgo.

Punto de muestreo / No. de peces muestreados Prevalencia o
- lobal + DS* IC 95%
Género parasitario 9 -
G1/34 G2/10 G3/10 G4/10 G5/10 G6/10 G7/10 G8/10 G9/10 G9.1/10 G10/10
Protozoarios Prevalencia (No. de peces infectados)
Trichodina sp. 5.88 10.00 10.00 40.00 100.00 50.00 20.00 40.00 30.00 100.00 10.00 32.09+34.07 30.10-34.08
@ @ @ (O] (10) () @ 4 (3 (10) (€]
Tetrahymena sp. - - - 40.00 - - - - - 20.00 - 4.48 £ 12.93 3.72-5.23
4 &)
Scyphydia sp. - - - - 10.00 - - - - - - 0.75+3.01 0.57-0.92
(€]
Costia sp. - - - - 10.00 - - - - 10.00 - 149+ 4.04 1.26-1.73
(€] (€]
Apiosoma sp. - - - - - - - - 10.00 100.00 10.00 8.96 +29.81 7.22-10.69
@ (10 @
Chilodonella sp. - - - - - - 10.00 - - 20.00 - 2.24 £ 6.46 1.86-2.62
(€] @
Monogéneos
Dactylogyrus sp. 38.24 20.00 20.00 60.00 100.00 50.00 10.00 - 80.00 50.00 50.00 4254 +30.11  40.78-44.29
(13) @ @ (6) (10) ) 1) (® () ()
Dawestrema sp. - - - - - - - 10.00 50.00 50.00 - 8.21+20 7.04-9.37
@ () ()
Gyrodactylus sp 11.76 - - 10.00 - - - - 30.00 60.00 - 10.45+18.8 9.34-11.55
4 (€] (3 (6)
Cichlidogyrus sp. - - - - - - - - - 40.00 - 2.99 +12.06 2.28-3.69
4
Dinoflagelado
Oodinium sp. - - - - 10.00 - - - - 10.00 - 149 +£4.04 1.26-1.73
(1) 1)
Totales 57.46 + 23.81 56.07-58-85

*Prevalencias calculadas como indice de la infeccidn, a partir de nimero de infectados/ nimero de muestreados por 100, mientras que los intervalos de confianza se
calcularon mediante Excel con la funcion inetrvalo.confianza.norm, utilizando un error alfa de 0.5 y la desviacion estandar por género parasitario.
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8.1.2.- Biodiversidad parasitaria

En la cuenta parasitaria los puntos de muestreo G9.1 y G5 mostraron la presencia
parasitaria mayor con 4 325 y 1 954 parasitos presentes en las tilapias
muestreadas, solo estas dos granjas representaron un 90.86% de los parasitos
recuperados en el estudio, mientras que la riqueza parasitaria en Oreochromis sp.
(2-10) fue similar a lo reportado previamente en Oreochromis niloticus en Kenia
(11) (Adamba et al., 2020) (Tabla 8). La biodiversidad parasitaria en Oreochromis
sp. en las diferentes localidades de muestreo evidencié un indice de Simpson
global de 0.55, valor inferior a lo reportado en ambientes de pesca (Turkana en
Kenia) para Tilapia zilli (0.88) (Otachi et al., 2015). No obstante, entre las
localidades se observaron valores superiores a la media, el punto G2 present6 un
indice de Simpson de 0.76, seguido del punto G3 con un indice de 0.58, en
contraparte los puntos G6 y G8 representaron los puntos de diversidad biolégica
parasitaria menor con indices de Simpson de 0.05 y 0.02 respectivamente, los
valores de biodiversidad bajos que presentaron estos puntos pueden estar
asociados a la presencia de la especie dominante (Blahoua Kassi et al., 2019), ya
gue la dominancia de estos puntos fue alta con 0.97 y 0.98 en ambos casos
asignada a Trichodina sp.. Asi mismo, se calculé el indice de dominancia
parasitaria global donde nuevamente Trichodina sp. fue el género dominante con
un indice de Berger -Parker de 0.55, ademds, fue el género dominante de 5
puntos de muestreo con indices entre 0.75 y 0.98. Conjuntamente, el género
Dactylogyrus sp. fue dominante en la comunidad parasitaria de las tilapias en 5
puntos de muestreo, para este género los indices de Berger-Parker mostraron
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valores entre 0.53 y 0.91 (Tabla 8), la dominancia de estos géneros en la
comunidad parasitaria fue superior a lo reportado por Blahoua Kassi y
colaboradores (2019) para monogeneos en el ciclido teledsteo Tylochromis jentinki
(entre 0.21 y 0.44), lo que evidencia un equilibrio poblacional bajo entre las cargas
parasitarias. Finalmente, en el punto G9.1 Apisoma sp. fue predominante sobre 9
géneros parasitarios presentes en la muestra, el indice de dominancia que
presentd fue de 0.66 (Tabla 8). Los indices de diversidad parasitaria pueden ser
indicadores de la estructura la poblacion de los peces hospederos (Marinho et al.,
2013; Morris et al., 2019), asi mismo, se ha reportado que las variaciones de la
comunidad parasitaria que afecta a los peces pueden ser atribuidas a las
variaciones en la prevalencia y abundancia de los taxones dominantes (Villalba-

Vasquez et al., 2018).
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Tabla 8.- Diversidad parasitaria por punto de muestreo, se indica el indice de Simpson y la especie dominante por calculo de
indice de Berger-Parker.

indice de Simpson** o
Indice de Berger-Parker**

sy Nodeparisios MU po g 2L .
N{N—1) d= m

Gl 39 3 0.58 0.53 (Dactylogyrus sp.)
G2 45 2 0.76 0.86 (Trichodina sp.)
G3 12 2 0.59 0.75 (Dactylogyrus sp.)
G4 38 3 0.53 0.55 (Dactylogyrus sp.)
G5 1,954 6 0.07 0.95 (Trichodina sp.)
G6 306 2 0.05 0.97 (Trichodina sp.)
G7 8 3 0.46 0.75 (Trichodina sp.)
G8 77 2 0.02 0.98 (Trichodina sp.)
G9 83 5 0.49 0.68 (Dactylogyrus sp.)
Go.1 4, 325 10 0.46 0.66 (Apiosoma sp.)
G10 23 3 0.16 0.91 (Dactylogyrus sp.)

Totales 6,910 11 0.55 0.51 (Trichodina sp.)

*Indica el nimero de géneros parasitarios identificados en las muestras de tilapia correspondientes a los diferentes puntos de muestreo. **Los indices calculados arrojan
valor entre 0 y 1 donde a mayor valor existe mayor diversidad y mayor dominancia para Simpson y Berger-Parker, respectivamente.
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8.1.3.- Indices ecoldgicos de las parasitosis

Para la caracterizacion de la afeccién parasitaria se calcularon los indices
ecolégicos de abundancia e intensidad, la abundancia calculada muestra
caracteristicas de la infeccibn en la poblacibn muestreada, los 11 géneros
recuperados de la tilapia se agruparon en 3 niveles de afeccion (Figura 14a), estos
valores evidenciaron a los protozoarios Trichodina sp. (26.62) y Apisoma sp.
(21.64) como los parasitos de abundancia alta en este estudio, en la clasificacion
de abundancia media se agruparon Dactylogyrus sp. con 1.71 y Chilodonella sp.
con 0.88, mientras que los 7 géneros restantes conformaron un grupo de
abundancia baja con pardmetros entre 0.02 a 0.18, los valores fueron contrarios a
lo reportado previamente en granjas de tilapia en Yucatan, México, donde la
abundancia en monogenos (Cichlidogyrus sclerosus 73.84) fue superior a las
presentes por protozoarios (1.22-12.04) (Paredes-Trujillo et al., 2016). Del mismo
modo, se calcularon los indices de intensidad, este indice caracteriza la afeccion
parasitaria en la poblaciéon infectada (Akoll et al., 2012), los valores obtenidos
colocaron a las cargas parasitarias en tres niveles de afeccion, entre los parasitos
detectados, los géneros Apiosoma sp. (241.66) y Trichodina sp. (82.97) fueron las
infecciones de intensidad alta, la intensidad que present6 Trichodina sp. fue similar
a lo reportado en tilapias de cultivo en jaula en Brasil (96.4 + 33.8) (Zago et al.,
2014). Por otro lado, en el nivel de intensidad media se encontraron a las cargas
parasitarias de Chilodonella sp. (39.66), mientras que los 8 géneros restantes se
clasificaron como infecciones de intensidad baja, los valores de intensidad en este

grupo fueron desde 1.5 para el dinoflagelado Oodinimun sp. hasta 7 para el
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protozoario Scyphydia sp. (Figura 14b). La alta intensidad que mostré Apiosoma
sp. sugiere una infeccion de tipo emergente en la zona de estudio, mientras que
las parasitosis recurrentes por Trichodina sp. presentaron intensidad menor dado
que se ha reportado que la tilapia de Nilo puede mostrar resistencia contra
infecciones reincidentes ante otros parasitos como Gyrodactylus cichlidarum, esto
atribuido a la respuesta del sistema inmune adaptativo en los peces (Zhi et al.,

2020).
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Figura 14.- Gréficos de globo para los indices ecoldgicos de abundancia (a) e intensidad (b), calculada
para cada género parasitario recuperado de muestras de tilapia de cultivo.
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8.1.4.- Pardmetros de calidad del agua

La calidad del agua fue evaluada en los 10 puntos de muestreo, la media (+ la
desviacion estandar) de los parametros fisicoquimicos se encuentran en la tabla 9.
Los valores de pH se encontraron en el intervalo de 6.46-7.46, entre las diferentes
localidades el punto G1 mostro el valor inferior para este parametro (P<0.001),
estos valores se encuentran cercanos a los reportados en estanques de concreto
para el cultivo de crias de tilapia en Costa Rica (6.60) (Arguedas et al., 2017), las
mediciones de los compuestos nitrogenados en el agua de cultivo mostraron que
los niveles de nitritos (NO2-N mg L?) se encontraron entre 0-1 con valores
superiores (P<0.001) en las granjas correspondientes a los puntos de G6 a G10,
las concentraciones de nitratos (NOs-N mg L) presentaron valores de 0 a 33.33,
para este parametro la granja G6 fue estadisticamente superior que los demas
puntos de colecta (P<0.0001). Asi mismo la concentracion de amonio (NHsz-N mg
L-1) arrojo valores de 0.50 a 2.50 con la granja G1 con la concentracién mayor de
este compuesto (P<0.0001), las 11 muestras evidenciaron niveles de compuestos
nitrogenados por encima de las recomendaciones para el cultivo de tilapia <0.1,
con énfasis en las concentraciones de amonio (Yusni & Rambe, 2019). Las
concentraciones de COz2, evidenciaron una calidad del agua pobre en la granja G6
(590 * 121.24) seguida de las granjas G9 y G6 con una concentracion de CO:2 de
290 + 17.32 y 160 £ 17.32 respectivamente, este parametro puede sugerir que las
poblaciones de tilapia se encuentran en densidades altas para su cultivo (Sharmin
et al., 2020). Finalmente, las concentraciones de carbonatos de calcio mostraron
gue la tilapia se cultiva de manera predominante en aguas denominadas duras
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con valores de CaCOs mg L de hasta 511 + 7.54, mientras que los valores de
alcalinidad del agua fueron de hasta 507 + 27.49. Los valores de dureza fueron
similares a los reportados por Cavalcante y colaboradores (2014) en tilapias (58-
529), mientras que la alcalinidad fue inferior respecto al mismo estudio previo (53-
104), no obstante, el agua de las granjas del Valle del Mezquital mantuvo una
proporcién cercana 1/1 entre estos parametros, favoreciendo el cultivo y el

crecimiento de los organismos.
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Tabla 9.- Parametros de calidad del agua relacionados al cultivo de tilapia, las muestras de agua analizadas corresponden a los
puntos de muestreo en los que se obtuvieron muestras de tilapia para el anélisis parasitol6gico®.

Parametros de calidad del agua

Muestra

G1lEHMP
G2EHMP
G3EHMP
G4EHMP
GS5EHMP
G6EHMP
G7EHMP
G8EHMP
G9EHMP
G9.1EHMP
G10EHMP

pH

6.46 + 0.05°
7.03 £ 0.15%
6.90 +0.10¢
7.03 + 0-50%
7.10 % 0.10P<
7.46 0.05°
6.96 + 0.05%
7.03 £ 0.05¢
7.30£0.10%
7.16 + 0.05°
7.26 + 0.05°*

NO,-N mg L?
0.20 + 3.4e-17'
0.00 + 0%

0.20 + 3.4e-17"
0.00 + 0}
0.20 + 3.4e-178
1.00 £ 0¢
1.00 + 0¢
1.00 £ 0°
1.00 + 0P
1.00 £ 0°
1.00 + 0

NOs-N mg L?
13.33 £5.77%
0.00 + 0¢
20.00 + 0%
10.00 + Q"¢
10.00 + Q"¢
33.33+11.54°
13.33 £ 5.77%
16.66 + 5.77°
10.00 + Q¢
13.33 £5.77%
13.33 £5.77%

NHs-N mg L
2.50 + 02
0.50 + 0¢
1.00 + 0
0.50 + 0¢
0.66 +0.28¢
2.16 +0.28%
1.50 + 0.50%¢
2.00 + 0%
1.50 + 0%
2.33+0.28°
1.16 +0.28

CaCO3; mglL?
307 £9.16%
46 +1.73¢8
273 +34.59¢
275+ 18.33¢
191 + 6.92f
197 + 4.58"
379 + 15.39¢
428 +4.58°
517 +9.16°
511 + 7.54°
345 + 3,00«

CO; mgl?
32+1.73¢
160 + 17.32¢
79 + 4,58«
650 + 17.32°
0+0¢
590 + 121.24°
46 + 3.46¢
41 +3.46¢4
290 +17.32°
60 + 3.00¢
60 + 3.00¢

Alcalinidad
Fenolftaleina
250+17.32°2

0+0P
0+0P
0+0P
15 + o°
0+0P
0+0P
0+0P
0+0°
0+0°
0+0°

Alcalinidad
Total
361 + 4.58¢«

65+ 1.73¢8
317 +4.58¢
330 + 3.00%
370 +17.32¢
255 + 30.44f
507 +27.49°
378 +3.00
369 + 6.00
416 +4.58°
469 + 4.58?

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones  desviacién estandar, superindices diferentes por columna indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre
las muestras. Los puntos de muestreo refieren a granjas acuicolas de produccion de tilapia que se localizan en el Estado de Hidalgo.
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8.1.5.- Correlaciones en el sistema parasito-hospedero-ambiente

Se analizaron los indices de correlacion entre las prevalencias parasitarias y los
pardmetros fisicoquimicos de la calidad del agua mediante una matriz de
correlacion de Pearson. Para el andlisis de las prevalencias por protozoarios se
observo que los géneros Chilodonella sp. y Apisoma sp. presentaron indices de
correlacion positiva con las concentraciones de nitritos, amonio, dureza y
alcalinidad en la calidad del agua con valores entre 0.33 a 0.39 donde destaca la
correlacion de Apiosoma sp. con la concentracion de carbonatos de calcio (0.57),
la prevalencia de protozoarios ciliados se ha asociado previamente con la
concentracion de compuestos nitrogenados en tilapias de Alejandria en Egipto
(Ashmawy et al., 2018), el género Tetrahymena sp. presenté una fuerte relacion
con los parametros de calidad del agua, por ejemplo mostré un indice de 0.55 en
su asociacion con los niveles de CO2. Ademas, entre los parametros de calidad
del agua también se observaron asociaciones como las que correlacionan a los
compuestos nitrogenados entre si, con indices de 0.27 a 0.49. Mientras que para
el dinoflagelado Oodinium sp. los indices de correlaciéon con los parametros de
calidad del agua fueron bajos, no obstante, su prevalencia mostré correlacion
mayor (0.12) con los valores de pH del agua. Por otro lado, las prevalencias
parasitarias de los géneros Costia sp., Oodinium sp. y Trichodina sp. presentan
indices de correlacion positivos entre sus poblaciones con indices de hasta 0.92.
entre ellos el indice de correlacion mas elevado lo presento la relacion del género

Costia sp. y Odimium sp. respecto a la presencia de Trichodina sp. (Figura 15).
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Figura 15.- Matriz de correlacion de Pearson entre las prevalencias que presenta cada género de
protozoarios determinado en las tilapias de cultivo y las caracteristicas de calidad del agua presentes en
los puntos de muestreo. Valores entre -1 a 1 donde los valores positivos evidencian una correlacion
positiva.

Por otro lado, el analisis de correlaciones para prevalencias de monogeneos,
evidencié indices de asociacion positiva entre los géneros Dawestrema sp.,
Cichlidogyrus sp. y Gyrodactylus sp. con los niveles de dureza del agua (CaCOs
mg L), con valores de 0.83, 0.51 y 0.58 respectivamente, estos géneros ademas
mostraron correlacion con las concentraciones de nitritos (NO2-N mg L) y amonio
(NH3-N mg L1), los valores se obtuvieron entre 0.33 y 0.55 (Figura 16).
Anteriormente se ha reportado la correlacibn de cargas parasitarias por

Amirthalingamia macracantha, Clinostomum sp., Contracaecum sp., Tylodelphys

sp., Argulus sp. y Neascus sp. con las concentraciones de compuestos
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nitrogenados, esta correlacion puede deberse a que estos compuestos deterioran
la calidad del agua y predisponen a los peces a infecciones parasitarias (Adamba
et al., 2020), conjuntamente Dawestrema sp. y Cichlidogyrus sp. mostraron indices
de correlacion con el pH de 0.361 y 0.120 respectivamente, similar a lo reportado
por Ojwala y colaboradores (2018) en Kenia donde las infecciones por Lernea sp.
y Trichodina sp. mostraron correlacion positiva con el valor de pH. Finalmente, el
género de monogeneos Gyrodactylus sp. presentd los indices mas elevados de
correlacién con otras cargas parasitarias dentro del estudio con indices de 0.73 y
0.74 en su asociacion con Dawestrema sp. y Cichlidogyrus sp., anteriormente se
ha reportado la asociacion entre monogeneos que parasitan peces ciclidos (Cichla
monoculus), como es el caso entre Gussevia tucunarense y Gussevia arilla con
coeficiente de correlacion de Spearman de hasta 0.69, lo que sugiere que no

existe una competencia entre estas especies (Oliveira et al., 2019) (Figura 16).
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Figura 16.- Matriz de correlacion de Pearson entre las prevalencias que presenta cada género de
monogeneos determinado en las tilapias de cultivo y las caracteristicas de calidad del agua presentes en
los puntos de muestreo. Valores entre -1 a 1 donde los valores positivos evidencian una correlacion
positiva.

8.2.-Elaboracién y caracterizacién de capsulas de alginato de sodio-gelatina
con extracto de Jamaica (Hibiscus sabdariffa).

8.2.1.- Eficienciay capacidad de encapsulacién

Se obtuvieron seis tratamientos de cépsulas cargadas con extracto acuosos de
jamaica (Hibiscus sabdariffa) (Figura 17), las capsulas difirieron entre si por la
concentracion de alginato de sodio y gelatina utilizados para la conformacion del
material pared, elementos que se han reportado anteriormente para la
encapsulacion de compuestos de interés en la industria alimentaria (Poornima &
Sinthya, 2017), y que ademas, su mezcla permite una buena polimerizacion en la

solucion encapsulante (Urruela-Barrios et al., 2019). Asi mismo, se elaboraron las
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capsulas control (Figura 18) correspondientes a cada tratamiento. El contenido de
fenoles totales en el extracto de Jamaica utilizado fue de 18.69 mg EAG mL*. Las
capsulas predominantes de alginato mostraron una capacidad de encapsulaciéon
mayor (Figura 19); entre 423.3- 521.5 mg EAG mL, mientras que en este rubro el
tratamiento T5 presentd la capacidad de encapsulacion menor con 153.11. La
mayor presencia de alginato de sodio en el material pared puede propiciar un
namero de enlaces idnicos mayor en la reacciébn entre los grupos carboxilo
terminales de las cadenas de &acido a-L-gulurdnico y los iones calcio, propiciando
una mejor formaciébn de gel y por ende aumentando la capacidad de

encapsulamiento (Avendafio-Romero et al., 2013).

Figura 17.- Las capsulas generadas a partir de diferentes tratamientos para la formacion del material
de la pared se observan en a) T1; 2% alginato-1%o gelatina, en b) T2; 2,5% alginato-1,5% gelatina, en
c) T3 3% alginato-2% gelatina, en d) T4; 2% gelatina-1% alginato, en e) T5; 2,5% gelatina- 1,5%
alginato y en f) T6; 3% gelatina-2%o alginato.
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Figura 18.- Las capsulas control generadas a partir de diferentes tratamientos para la formacion del
material de la pared se observan en a) T1; 2% alginato-1% gelatina, en b) T2; 2,5% alginato-1,5%
gelatina, en c) T3 3% alginato-2% gelatina, en d) T4; 2% gelatina-1% alginato, en e) T5; 2,5%
gelatina- 1,5% alginato y en f) T6; 3% gelatina-2% alginato.

En la caracterizacion de las céapsulas la eficiencia de encapsulacion se encontro
entre 83.26% y 96.09%, valores similares a los reportados por Aceval-Arriola y
colaboradores (2016), donde obtuvieron hasta 97.7% en la eficiencia de
encapsulado de extractos de estevia (Stevia rebaudiana) en perlas de alginato.
Los tratamientos con mayor concentracion de alginato (T1, T2 y T3) mostraron una
eficiencia de encapsulado mayor (P=<0.001) (94.75%-96.09%), en comparacion
con los tratamientos predominantes en gelatina (T4, T5 y T6), que mostraron
porcentajes de encapsulacién de 83.73%, 86.60% y 92.74% respectivamente
(Figura 20). La eficiencia del encapsulado es dependiente de las diferencias de
concentracion de las moléculas hidrofilicas presentes en las perlas y el medio
circundante que le rodea, lo que provoca una difusién de las moléculas y eficiencia
de encapsulado menor (Stojanovic et al., 2012). En este estudio la estrategia para

mantener una eficiencia de encapsulado mayor, fue el uso de una capsula tipo
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matriz embebida en una segunda capa de solucién encapsulante, formando en

conjunto una cdpsula multi-pared (Gibbs et al., 1999).
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Figura 19.- Capacidad de encapsulacién mostrada por los 6 tratamientos de material pares a base de
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Figura 20.- Eficiencia de encapsulacion presente en los 6 tratamientos y controles del sistema alginato
de sodio-gelatina como material de pared. ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey,
superindices diferentes indican significancia estadistica (p<0.05).

122



8.2.2.- Caracteristicas fisicoquimicas (Color, pH, aw, HWC y capacidad de
hinchamiento)

Las capsulas cargadas con extracto, mostraron diferencias en los parametros de
color (P=<0.001) respecto a los controles. En general, las c4psulas cargadas con
extracto mostraron valores menores para la intensidad ponderada (12.70 = 2.20 -
57.05 + 10.38), balance RAV (12.60 + 2.16 - 51.29 + 9.32), y valores de rojo (12.42
+2.21-77.03 £10.81), verde (12.95 + 2.20 - 53.39 + 11.40) y azul (12.51 £ 2.20 -
23.44 + 7.71) (Tabla 10). Los valores de color en las cdpsulas cargadas pueden
estar asociados a la luminosidad baja (L*= 2.1-7.4) y valores de a y b (<10) que
presentan los extractos de jamaica (Salinas-Moreno et al.,, 2012). La
encapsulacion de extracto permitio la obtencion de perlas mas obscuras, una
caracteristica favorable en la aceptacion del alimento y el desarrollo de peces
como la tilapia (El-Sayed et al., 2013). Por otro lado, en los tratamientos
predominantes de alginato se observd que a mayor concentracion de solidos
agregados se obtuvieron cépsulas mas claras; sin embargo, no se observaron
diferencias significativas (Tabla 10), mientras que para las capsulas
predominantes de gelatina el comportamiento fue inverso. En todo el bloque el
tratamiento T4 mostrd los valores mas altos para intensidad (57.05 = 10.38),
balance (51.29 £ 9.32), y color rojo (77.03 £ 10.81), verde (53.39 £+ 11.40) y azul
(23.44 = 7.71), sin embargo, estos parametros pueden asociarse a su eficiencia
baja de encapsulacién (83.26%) y a la menor presencia de extracto que esto

significa.
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Los valores de pH evidenciaron dos grupos estadisticos (p=<0.001); las capsulas
cargadas se encontraron con un pH acido cercano a 3, mientras que las capsulas
control se encontraron con un pH 4cido con tendencia a 5 (Tabla 10). La presencia
del extracto puede inducir la disminucion en los valores de pH en las capsulas
cargadas, ya que se ha reportado que este cuenta con una acidez entre 2.01 y
3.74 (Fasoyiro, 2014), debido a la presencia de acidos organicos como el
hidroxicitrico e hibisco (Zheoat et al., 2019). Entre los tratamientos se observo que,
a mayor agregacion de alginato de sodio, el pH fue inferior, mientras que a mayor
agregacion de gelatina el pH fue superior, la presencia de los componentes
heteropoliméricos de acido B-D-manurénico y a-L-gulurénico pueden ser la base
de la tendencia a la acidez a mayor agregacion de alginato (Aroguz et al., 2014),
mientras que los valores con tendencia a la neutralidad ante la presencia de la
gelatina se deben a que esta molécula pueden presentar valores de pH mas
alcalinos, hasta 10.87, aunque se ha reportado que el valor es dependiente de
método de extraccién (Hao et al., 2009). En todos los casos, el pH de las capsulas
cargadas de extracto puede direccionar su uso en la acuacultura; se podria sugerir
gue las capsulas de pH cercano a 3 puedan otorgarse después de un periodo de
ayuno ya que el pH estomacal de los teleGsteos en este punto puede ser de hasta

1.5 (Polk et al., 1994).

La actividad de agua (aw) en las capsulas mostro valores entre 0.64 y 0.69. Los
tratamientos predominantes de alginato mostraron los niveles menores (P=<0.001)
de la prueba, con valores cercanos a 0.64, mientras que los tratamientos

predominantes de gelatina y las capsulas control, conformaron un segundo grupo
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estadistico con valores cercanos a 0.69. (Tabla 10), valores similares a los
reportados para microcapsulas de alginato (<0.6) elaboradas por Otalora y
colaboradores (2018). Si bien, lo ideal es contar con aw inferior a 0.6 para evitar la
contaminacion microbioldgica en las capsulas (Barbosa-Céanovas et al., 2007), se
acepta que se necesita cierta cantidad de agua para que se produzcan reacciones
enziméaticas, ya que el agua proporciona a las enzimas cierta flexibilidad para que
el sitio activo sea accesible para el sustrato (Coleman et al., 2009), lo que puede

favorecer la digestibilidad de las capsulas al ser ingeridas por los peces.

Los componentes como el alginato de sodio cuentan con la capacidad de formar
estructuras en red tridimensionales (modelo de caja de huevo) y presentan una
capacidad de retencion de agua alta (Avendafio-Romero et al., 2013; Kenawy et
al., 2019), las capsulas en este trabajo de la red polimérica alginato-gelatina,
mostraron una capacidad de retencion de agua (CRA) de entre 0.25 + 0.0003 y
0.59 + 0.0001 para las capsulas cargadas con fenoles, mientras que los controles
mostraron valores entre 0.20 + 0.0006 y 0.68 + 0.0001 (Tabla 10), en ambos casos
se observé que a mayor agregacion de solidos en el material pared, la CRA
aumento6. Estudios por FT-IR mostraron una asociacion por la formacion de
puentes de hidrégeno entre los grupos N-H y O-H de la gelatina y el alginato
respectivamente, combinacion polimérica de tipo hidrofilica, que permite a mayor

agregacion mayor retencion del agua (Aroguz et al., 2014)

Ante la naturaleza hidrofilica de las capsulas de alginato, el control de la
capacidad de hinchamiento o el desarrollo de propiedades anti hinchamiento

pueden ser determinantes en la obtencién de cépsulas poliméricas (Yu et al.,
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2019), para su administracion oral en animales como los peces; debido a la
ocurrencia de enfermedades no infecciosas como obstruccién intestinal o
constipacion por ingesta de alimentos no adecuados (Sharma et al., 2012). En el
presente estudio las capsulas de alginato-gelatina presentaron una capacidad de
hinchamiento de entre 133.01% y 165.27% para las capsulas cargadas de
extracto, mientras que los controles presentaron valores entre 117.51% y 254.77%
(Tabla 10). Al igual que en la capacidad de retencidon de agua, al aumentar los
sélidos en el material pared, aumentaron los valores de hinchamiento, estos
valores se encuentran en el intervalo de lo reportado por Wong y colaboradores
(2021) en las capsulas de una polimerizacién de alginato-quitosano (85%), Sin
embargo, en el mismo estudio se reporté hasta ~593%, evidenciando que las
capsulas de este estudio mostraron estabilidad ante la prueba de hinchamiento

mayor.
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Tabla 10.- Pardmetros fisicoquimicos para los diferentes tratamientos de capsulas con extracto acuoso de jamaica (Hibiscus
sabdariffa)®.

Tratamiento

T1
C1
T2
Cc2
T3

C3

T4
C4
TS
C5
T6

C6

Color
Intensidad Balance R-A-V Rojo Verde Azul
ponderada
12.70 + 2.20¢ 12.60 + 2.16® 12.42 +2.21¢ 12.95+2.20° 1251 +2.20¢

175.55 + 9.35%
13.90 + 2.54¢
170.95 + 15.193b
13.73 +3.19¢

177.85 + 20.982

57.05 + 10.38¢
163.17 £ 11.17°¢
50.02 + 23.49¢
173.17 + 13.372b
18.45+ 4.63°

156.66 + 18.79°¢

174.58 + 9.552
13.83 + 2.52¢
169.72 + 14.632°
13.66 + 3.19¢

172.77 £ 20.493°

51.29 +9.32d
160.83 + 11.06°°
45.41 + 19.92¢
169.73 £13.13%
18.85 +4.81°

153.65 +18.57°¢

175.25 £ 9.172

13.64 + 2.59¢

170.33 + 15.193° 173.78 + 15.19% 164.72 + 15.013°

13.62 £ 3.11¢

178.06 + 21.032

77.03 £ 10.814

177.83 £9.50% 170.00 + 12.222

14.15 + 2.50¢

13.86 + 3.24¢

181.38 + 21.342 159.87 + 19.452%°

53.39 + 11.40¢

13.70 £ 2.48¢

13.49 + 3.23¢

23.44 +7.714

pH

3.26 £ 0.11
5.46 + 0.05°
3.03 £ 0.05¢
5.20 £ 0.10¢
2.93 £ 0.059

5.03 + 0.05¢

3.56 £ 0.05¢

162.29 + 10.54"¢ 165.16 + 11.54°¢ 155,29 + 11.57°° 5.63 + 0.05%°

74.96 +29.17¢

173.16 + 13.073 175.62 + 13.71 160.42 + 12.822

25.67 £9.03¢

156.98 + 18.29¢

43.57 +24.119

15.07 £ 4.75¢

159.25 + 19.07¢

17.70 £ 7.52¢

15.33 + 4.95¢

144.61 + 19.09¢

3.66 + 0.05¢
5.70 £ 0.10°
3.66 + 0.11¢

5.96 + 0.052

aw

0.644 + 0.0005¢%
0.688 + 0.0005°
0.646 + 0.0010¢
0.688 + 0.0005°
0.646 + 0.0005¢

0.642 + 0.0015¢

0.687 + 0.0005%°
0.688 + 0.0015°
0.686 + 0.0005%°
0.691 + 0.00152
0.685 + 0.0010°¢

0.688 + 0.0010°

CRA

0.25 + 0.0003¢
0.50 + 0.00005¢
0.34 £ 0.0001!
0.20 £ 0.0006!
0.35 + 0.0004!

0.55 + 0.0003¢

0.53 £ 0.0005¢
0.39 £ 0.0029"
0.58 + 0.0002¢
0.68 + 0.00012
0.59 + 0.0001°

0.52 + 0.0005f

Capacidad de
Hinchamiento
(%)

136.64
144.52
145.77
141.37

133.01

254.77

165.11
145.97
148.07
141.48
165.27

117.51

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones * desviacion estandar, diferentes superindices por columna indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)
entre las muestras mediante ANOVA de una via y comparacién de medias Tukey. Los tratamientos corresponden a; T1 (2% alginato-1% gelatina), T2 (2,5% alginato-1,5%
gelatina), T3 (3% alginato-2% gelatina), T4 (2% gelatina-1% alginato), T5 (2,5% gelatina- 1,5% alginato) y T6 (3% gelatina-2% alginato). La capacidad de hinchamiento se
expresa en porcentaje del peso después de 72 horas de exposicion al agua. La capacidad de retencion de agua (CRA) expresa g de H20 retenido por gramo de muestra
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8.2.3.-Caracteristicas morfométricas

La distribucién de tamafo de particula mostré que a mayor agregacion de soélidos
en el material pared, los tamafos de las capsulas fueron mayores (Figura 21), se
observaron diferencias estadisticas (P=<0.001), en donde T1 y C4 presentaron el
tamafio menor con 6.58 + 1.25y 4.97 + 1.08 mm?, mientras que T3y T6 fueron los
de tamafio mayor con 8.23 + 1.49 y 6.64 + 1.18 (Tabla 11). Los cambios en la
morfometria de las capsulas probablemente se encuentran relacionados a la
agregacion del segundo biopolimero (gelatina), anteriormente se ha reportado que
una agregacion de gelatina de hasta el 50% mejora las propiedades mecanicas de
la polimerizacion con alginato (Dong et al., 2006). Los valores de area fueron
similares a los reportados por Aguirre-Calvo y Santagapita (2016), quienes
registraron valores cercanos a 5 mm?, para capsulas de alginato, el mismo estudio
mostré que ante la agregacion de otros biopolimeros como azucares, pectinas,
goma guar y arabiga, el tamafio, diametro de Feret y perimetro, disminuyeron,
mientras que la circularidad aumento, permitiendo la obtenciéon de capsulas mas
redondas. Del mismo modo, en nuestro estudio, se observé que la agregacion de
gelatina con menor presencia de alginato (T4), formé las capsulas con area menor
(4.97 + 1.08 mm?), perimetro (9.61 + 1.15) y diametro de Feret (2.82 + 0.27), sin
embargo, el tratamiento T3 con 3% de alginato y 2% de gelatina mostré con 1.91 +
0.36 el aspecto de radio mayor, mientras que la circularidad y redondez mayor la
presentaron el T2 (0.81 £ 0.05) y T5 (0.87 = 0.08) respectivamente. Una
caracteristica de suma importancia en la disolucion de las capsulas y en la

liberacion de las moléculas de interés a administrar (Jambhekar & Breen, 2013).
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Resultados similares a los reportados por Ponce Noguez (2020) quien obtuvo
circularidad y redondez mayor en capsulas de alginato al agregar goma xantana
(0.80 + 0.02 y 0.83 = 0.03). Asi mismo, de acuerdo a tablas de alimentacion
comerciales, las capsulas obtenidas en este estudio pueden suministrase a peces
de entre 100 y 400 g, ya que la granulometria sugerida para estos peces es

cercana a 3 mm de diametro (Philipps, 2010).
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Figura 21.- Distribucion de tamafio de particula, los valores se registraron entre 2,21 mm?y 11,28 mm?,
los tratamientos con mayor concentracién de alginato en su composicion (T1, T2 y T3) presentaron
tamafios mayores. Superindices diferentes indican significancia estadistica (P<0.05), analisis mediante
ANOVA de una via y comparacién de medias Tukey.
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Tabla 11.- Caracteristicas morfométricas de las capsulas de extracto acuoso de jamaica (Hibiscus sabdariffa)®.

Tratamiento pzl::'(t)i.cﬂfas Area Perimetro Circularidad Dla:‘::;: de As'::l;tiz de Redondez
T1 71 6.58 + 1.25< 10.50 + 1.51°f 0.75 +0.10% 3.33 +£0.53% 1.21+0.21% 0.84 +0.11%
c1 55 4.70 +0.668 11.03 + 1.92¢% 0.53 £0.208 2.70+0.13¢ 1.14 £ 0.10° 0.87 +0.07°
T2 72 7.04 £1.22° 10.44 + 1.14°f 0.81 £0.05° 3.38 +0.44% 1.20 + 0.14%° 0.84 +0.08%
C2 30 6.12 + 1.24¢cde 12.43 + 3.06" 0.55 +0.20% 3.16 + 0.46" 1.13+£0.12° 0.89 +0.08°
T3 59 8.23 +1.49° 12.90 + 1.91% 0.63 + 0.09%f 4.81+0.85° 1.91+0.36° 0.53 +0.09¢
c3 23 5.39 + 1.43¢°f% 11.06 + 1.82%% 0.58 + 0.19¢%e 3.03 £ 0.49¢¢e 1.38 £ 0.96" 0.85+0.21%
T4 83 4.97 +1.08% 9.61+1.15% 0.68 +0.12% 2.82+0.27° 1.20+0.16 0.84 +0.10%
c4 27 3.59 +0.68" 8.86 * 1.44¢ 0.60 +0.16%f8 2.36+0.17 1.13 £0.07° 0.88 £ 0.05°
T5 64 6.08 + 0.93¢ 10.91 + 1.60% 0.66 +0.12¢¢ 3.10 +0.28¢ 1.15+0.11° 0.87 +0.08°
C5 26 5.80 +0.78%f 11.90 + 2.31°¢ 0.56 + 0.20¢% 3.00 +£0.29% 1.10 £ 0.10° 0.90 +0.05°
T6 69 6.64 +1.18° 10.69 + 1.36% 0.73 £ 0.08" 3.45 1 0.49° 1.25 +0.16 0.80 +0.10°
c6 22 6.99 + 1.85 14.19 + 3.69° 0.50 +0.208 3.26 + 0.56°¢ 1.11 +0.10° 0.90 + 0.07°

1Los datos muestras la media de las repeticiones + la desviacion estandar, diferentes superindices por columna indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (P=<0.05), mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey. Los tratamientos corresponden a; T1 (2% alginato-1% gelatina), T2 (2,5% alginato-1,5%

gelatina), T3 (3% alginato-2% gelatina), T4 (2% gelatina-1% alginato), T5 (2,5% gelatina- 1,5% alginato) y T6 (3% gelatina-2% alginato).
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8.2.4.- Flotacion de las capsulas

Los alimentos que son otorgados a los peces en el cultivo de tilapia presentan de
manera regular flotabilidad otorgada por la porosidad y por la maquila de los
mismos por procesos de extrudido (Orire & Salihu, 2020). En este estudio las
capsulas cargadas presentaron una media de flotacion entre 42 a 47.9 segundos
para los tratamientos predominantes de alginato (PA) y de 0.1 a 6.3 segundos en
las capsulas con material pared predominante en gelatina (PG), los tratamientos
mostraron diferencias significativas (P=<0.001 Figura 22a), lo que permite sugerir
que los tratamientos predominantes de alginato son mejores en este rubro.
Ademas, en la prueba a 1 hora, los tratamientos PG no conservaron flotabilidad en
ningun tratamiento, mientras que, en los PA, la flotabilidad fue de 60%, 40% y 20%
para T1l, T2 y T3 respectivamente (Figura 22b). Resultados inferiores a los
reportados por Orire y Sadiku (2015), quienes evidenciaron una flotabilidad de
alimentos alternos adicionados con polvo de hornear de hasta el 70% en una

prueba de 1 hora.
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Figura 22.- Parametros de flotabilidad; a) la flotabilidad promedio en segundos por tratamiento,
diferentes superindices por eje indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) por
ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey. b) el porcentaje de cipsulas que flotaron después
de 1 hora de exposicion.

8.2.5.- Liberacion de fenoles en agua

El desafio de las capsulas en agua, simula las condiciones de su administracion
en la estanqueria de cultivo; los resultados se observan en la figura 23, donde se
expresa el porcentaje de liberaciéon de fenoles en una cinética de 72 horas; los
tratamientos PG mostraron la liberacion porcentual mayor (P=<0.001), con valores
por encima del 80% después de la hora 4, ademas, el tratamiento 6 a la hora 8
mostro el porcentaje de liberacion mayor de la prueba con el 98.46%, en contraste
los tratamientos PA alcanzaron su liberacién mayor después de la hora 6 y ningln
tratamiento supero el 80% de liberacion, siendo el tratamiento 1 a las 24 horas el
de liberaciobn mayor con 76.86%. Diferentes particulas de uso en la acuacultura

como el alimento suministrado son susceptibles de lixiviacibn de componentes,
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hundimiento, desintegracion (Adekunle et al., 2012). Por ello, la liberacion baja de
compuestos fendlicos en tiempos prolongados puede evidenciar a algunos
tratamientos como vehiculos que minimicen la merma y contaminacion del agua
por lixiviacion de compuestos. La estabilidad de los compuestos en las capsulas
PA se bebe en gran medida a que su combinacion en una matriz proporciona
polimeros hidrofilicos reticulados que pueden hincharse sin disolverse al contacto
con el agua, ademas, el uso de gelatina en la formacion de gel de alginato,
funciona formando enlaces covalentes cruzados, que permiten conservar las
propiedades mecanicas del gel ante el posible flujo de los iones fuera de la matriz

polimérica (Aroguz et al., 2014). Evitando la perdida de estructura y la liberacién

de fenoles.
Horas de desafio
02468 12 24 48 72

Liberacion

= 20
W 20 - 40
B a0 - &0
W 50 - 80
[ | = 80

Tratamiento

L] 10 20 30 40 50 a0 70
Liberacion porcentual

Figura 23.- Cinética de liberacidn de fenoles en desafio en agua. Diferentes indices indican significancia
estadistica (P=<0.05) mediante un ANOVA anidado y una comparacion de medias Tukey.
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8.2.6.- Liberacion de fenoles por simulacion géastrica

La polimerizacion alginato-gelatina puede disminuir los tamafios de poro y sitios
endebles para la digestion enzimética del gel formado (Urruela-Barrios et al.,
2019). Por lo anterior las cpsulas con extracto de jamaica, se desafiaron a
digestion enzimatica por pepsina in vitro a tres diferentes niveles de pH, los
resultados se observan en las Figuras 24 a, b y c. La tendencia indicé liberacién
mayor a tiempos de exposicion mayores en todos los blogues experimentales. Sin
embargo, de forma similar que en el desafio en agua los tratamientos PG
mostraron liberacién mayor de fenoles, 98.58% para el T4 a pH 2.6, 98.85% para
T5apH 3.6y 92.39 para T5 A pH 4.6. La liberacion de fenoles mayor se registro a
un pH de 2.6 valor cercano a el pH estomacal en los peces posterior a un periodo
de ayuno (Polk et al., 1994). Donde la liberacion menor fue de 19.21% para T3 a
las 2 horas de desafio. Mientras que a pH 3.6 se presentaron los niveles de
liberacion menores donde el T3 a la hora 3 fue el de liberacién menor con 9.06%.
Anteriormente se ha reportado que a un pH de 2 la capacidad de hinchamiento
aumenta en los sistemas poliméricos de alginato de sodio (polimerizacién con poli
vinil-alcohol) (Shivakumara & Demappa, 2019), situacion que puede promover la
solubilidad de la cdpsula y la liberacion de los compuestos de interés. Del mismo
modo la temperatura juega un rol importante; por encima de 30°C se ha reportado
un efecto en el aumento de la capacidad de hinchamiento en hidrogeles de
alginato de sodio-poli vinil alcohol. El desafio en este estudio fue a 25°C

(Temperatura media de cultivo) (Makori et al.,, 2017; Shivakumara & Demappa,
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2019). Por lo que su uso en estanques con temperaturas mas altas puede

potenciar la liberacion de los compuestos en la digestion.
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Figura 24.- Cinética de liberacidn de fenoles por simulacién gastrica con pepsina; en a) pH 2.6, en b)
pH 3.6 y ¢) pH 4.6, los valores corresponden al porcentaje de liberacion para cada tratamiento de
capsula. Superindices diferentes indican significancia estadistica (p<0.05) por ANOVA anidado y

comparacion de medias Tukey.
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8.3.- Elaboracién y caracterizacién de capsulas de alginato de sodio-gelatina
con harina de ajo (Allium sativum)

8.3.1.- Caracterizacion Optica de la harina de ajo por FT-IR

La identificacion de grupos funcionales en el polvo de ajo se realizo por FT-IR, los
espectros correspondientes a los 4 tratamientos evaluados se observan en la
figura 25, se puede observar que la estructura de los espectros es igual para los
tratamientos hidratado, no hidratado e industrial, mientras que el tratamiento
comercial mostro algunas diferencias. El primer pico del espectro muestra al grupo
alilo CH=CH: que se localiz6 entre 3265.14 y 3209.23 cm, la amina primaria de la
alitna (N-H) se localizé a una longitud de onda entre 849.83 y 816.28 cm™, este es
indicio de la presencia de la aliina como un precursor de la sintesis de la alicina
(Borlinghaus et al., 2014; Figueroa-Lopez et al.,, 2014), los grupos sulfoxidos
(S=0) se localizaron entre 1013.83 y 991.47 cm™, en conjunto con los grupos
disulfuro (S-S) que se localizaron en el pico correspondiente a 707.45 cm,
evidencian la presencia de los compuestos organoazufrados aliina y alicina (Tasci
et al., 2016), complementados por la presencia de enlaces disulfuro caracteristicos
de la molécula de alicina (Coates, 1971; Figueroa-LOpez et al.,, 2014), esta
molécula es de interés para el encapsulado debido a que la alicina
(dialiltiosulfinato) es el compuesto bioactivo de mayor presencia en el triturado de
los bulbos de ajo, representa alrededor del 70% de los tiosulfinatos totales (Miron
et al., 2002). Estos grupos funcionales se identificaron en las tres muestras de
polvo de ajo (hidratado, no hidratado e industrial). Mientras que, para la muestra
denominada comercial, se observaron picos para los grupos amino (NH2)

correspondientes a la alifna a una longitud de onda entre 2922.23 y 2851.41 cm,
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indicios de que esta molécula sigue presente en la muestra aun cuando el ajo ha

sido procesado para la obtencion de una harina, esto puede deberse a la

inhibicién de la alinasa por el método de procesamiento (Farias-Campomanes et

al., 2014).

C=0 Carbonilo
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gt 636-30-1625.11 1 304 02-1390.29
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Figura 25.- FT-IR de muestras de harina de ajo, los tratamientos hidratado y no hidratado se
obtuvieron de fuentes botanicas en el laboratorio, mientras que el tratamiento comercial e industrial se

obtuvieron de proveedores comerciales.

Del mismo modo se obtuvieron los espectros para tres soluciones poliméricas, en

la figura 26 se observa lo correspondiente para la solucién de alginato de sodio

(ALG), la solucion de alginato de sodio y gelatina (ALG+GEL), asi como la

solucion de alginato de sodio, gelatina y polvo de ajo (ALG+GEL+ALL). Los

espectros evidenciaron la extension de los grupos hidroxilo a una longitud de onda

entre 3400 y 3200 cm?, las sales i6nicas del carboxilato se observaron en un pico

de vibracién y extension entre 1649 y 1460 cm™, el pico correspondiente a la
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presencia del hidroxilo (O-H), resulta mas estrecha en ALG+GEL y ALG+GEL+ALL
en relacién al tratamiento ALG, esta diferencia sugiere la participacion de grupos
hidroxilo y carboxilato del alginato con el ion calcio para formar una estructura
quelante evidenciando la disminucion del numero de enlaces de hidrégeno, del
mismo modo, existe un estrechamiento del pico de la sal i6nica del carboxilato en
el alginato, esto derivado de la sustitucion del sodio en el alginato por iones de
calcio en la formacion del gel (Daemi & Barikani, 2012), las aminas de tipo |
correspondientes a la gelatina se evidenciaron con la vibracién y extension de los
grupos carbonilo y nitrilo a una longitud de onda de 1653 cm™ en las dos
soluciones que contenian gelatina en su formulacion (Dong et al., 2006), los
grupos carboxilo terminales (-COO) caracteristicos del alginato de sodio se
observaron con una extensién simétrica a una longitud de onda de 1409 cm, en
una longitud de onda entre 1107 a 935 cm se observa la extension por vibracion
de los grupos piranosil, correspondientes a la estructura del alginato de sodio, su
presencia se observa en las tres soluciones, de este modo los elementos OH,
COOH y NH2, presentes en la gelatina estdn intimamente ligados al grado de
entrecruzamiento con los grupos OH presentes en los grupos piranosil del alginato
de sodio (Dong et al., 2006; Reyes-Ortega et al., 2012). Finalmente, se observa a
una longitud de onda de entre 849.83 y 816.28 el pico correspondiente a la amina
primaria de la aliina (N-H), este pico se encuentra de forma exclusiva en el
espectro correspondiente al tratamiento (ALG+GEL+ALL), que cuenta con la
harina de ajo en su formulacion, denotando la presencia de compuestos

organoazufrados (Figueroa-Lopez et al., 2014; Tasci et al., 2016).
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Figura 26.- FT-IR de las soluciones poliméricas para elaborar las cipsulas, ALG: Solucién de alginato
de sodio, ALG+GEL; Solucién de gelatina y alginato de sodio y ALG+GEL+ALL; Solucién de alginato
de sodio, gelatina y Allium sativum.

8.3.2.- Encapsulado de la harina de ajo

A partir de estas soluciones poliméricas se elaboraron 4 tratamientos de capsulas
con una concentracion de alginato de sodio de 2.5% y 1.5% de gelatina en el
material pared, la figura 27 muestra las fotografias correspondientes al control (a)
y las cdpsulas cargadas con 2.5, 5y 10% de harina de ajo en la formulacion (b, cy
d). La eficiencia de encapsulado fue de 88.15 = 0.37, 91.26 + 0.17 y 93.15 +
0.45% respectivamente para las capsulas cargadas con harina de ajo, similar a lo
reportado por Kairam y colaboradores (2020) para extracto de oleoso de ajo (hasta
92%). La concentracion de organoazufrados en la harina de ajo encapsulado fue
de 77.72 mgE de aliina/g de muestra, el aumento gradual de harina de ajo en las

capsulas mostré6 aumento en la concentracion de compuestos organoazufrados
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con 2.48, 5.24 y 10.28 mgE de aliina/g de capsulas para los tratamientos con 2.5,
5y 10% de agregado, la presencia de estos compuestos puede relacionarse a un
potencial antihelmintico que se ha reportado desde 2.2 mg de aliina como
tratamiento alternativo contra el nematodo Ascaridia galli en pollos (Velkers et al.,

2011).

b C

Figura 27.-Cépsulas de Allium sativum, el material pared consta de 2,5% de alginato de sodio y 1,5% de
gelatina. a) Ctrl; testigo, b) T2.5%, ¢) T5% y d) T10%, la base porcentual indica el porcentaje
agregado de harina de ajo.

d

8.3.3.- Caracterizacion fisicoquimica

Los valores de color (intensidad, balance y RGB) en las capsulas cargadas con
harina de ajo fueron superiores (P<0.05) respecto a los descritos para el control
externo donde se utiliz6 alimento comercial para ciclidos, del mismo modo los
valores de los tratamientos con harina de ajo presentaron valores inferiores de
acuerdo a lo descrito en el tratamiento de capsula control (Tabla 12), se observo
gue a mayor agregado porcentual de harina de ajo los valores disminuyeron con
tendencia a color café obscuro, la cipsula control mostré valores de 171.73 *
14.46 y 170.45 + 13.63 para intensidad y balance, asi mismo presenté valores de

171.15 + 14.44, 174.65 + 14.35, 165.24 = 13.70 para rojos, verdes y azules
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respectivamente, los tratamientos cargados con harina de ajo presentaron valores
de 76.55 = 4.81 a 106.23 + 5.36 para intensidad; 64.78 + 4.43 a 94.36 + 4.87 para
balance, ademas, presentaron tendencia al color rojo mayor, parametros que
puede inducir la ingesta por parte de peces como la tilapia, ya que se ha reportado
que estos peces mantienen la predileccidon de particulas de alimento cuando estas
son més oscuras (El-Sayed et al., 2013), el desarrollo de color café obscuro en las
capsulas podria asociarse a procesos de caramelizacion por reaccion de Maillard,
donde moléculas como los tiosulfinatos tienden a desarrollar coloraciones cafés en
su reaccion a altas temperaturas (Kinalski & Norefia, 2019). Por otro lado, el
control externo presentd valores de 48.92 + 3.96 y 44.26 + 3.61 para intensidad y
balance, asi como valores de 60.41 + 4.58, 47.78 + 4.03 y 24.59 + 2.53 para rojos,
verdes y azules respectivamente. Los valores de pH evidenciaron una tendencia a
la neutralidad por parte de los tratamientos control tanto de cpsula como de
alimento comercial, con valores de 7.5000 * 0.06 y 7.5500 + 0.05
respectivamente, por otro lado, los tratamientos cargados con harina de ajo
mostraron una tendencia a la disminucién del pH (P= 0.0001) a mayor agregacion
de ajo, con valores de 6.6500 + 0.12, 5.8500 + 0.58 y 5.1167 + 0.07 para el
agregado de 2.5. 5y 10% de harina de ajo respectivamente, la presencia de acido
B-D-manurénico y a-L-gulurénico en el alginato pueden relacionarse a esta
tendencia en el comportamiento del pH (Aroguz et al., 2014), mientras que
componentes en el ajo como los acidos organicos B-resorcilico, acido galico, acido
protocatequiico (Shang et al., 2019), pueden inducir una baja de pH ante un mayor
porcentaje de agregacion. La actividad de agua (aw) evidencio que el alimento

como control presentd menores valores (0.6280 + 0.0000) respecto a las capsulas
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tanto la de tipo control (0.7760 £ 0.0100) como las cargadas con harina de ajo
(entre 0.7410 = 0.0030 y 0.7793 + 0.0020), donde el tratamiento con 5% de harina
de ajo encapsulada, mostré los valores mas bajos con 0.7410 + 0.0030, de forma
contrastante los valores resultaron inferiores a lo reportado por Aguirre-Calvo y
Santagapita (2016), quienes elaboraron capsulas de alginato de sodio en
combinacion con trealosa y quitosano con aw de hasta 0.983 + 0.002, el nivel de aw
en las capsulas es un parametro importante ya que a niveles cercanos y por
debajo de <0.6 inhiben la contaminacién microbiolégica en el almacenamiento
(Barbosa-Cénovas et al., 2007), no obstante, la aw de agua como la que presentan
las cdpsulas de este estudio también puede jugar un papel importante como medio
acuoso para que se produzcan reacciones enzimaticas durante la digestion de las
mismas (Coleman et al., 2009). En cuanto a la capacidad de hinchamiento de las
capsulas se observdo que las de tipo control presentaron capacidad de
hinchamiento mayor con un valor de 264.58%, mientras que las capsulas
cargadas con harina de ajo mostraron una tendencia a disminuir sus valores
conforme se aumenté el agregado de ajo, con valores de 237.75, 233.66 y
194.36% para el agregado de 2.5, 5y 10% respectivamente (Tabla 12). Ademas,
se podria sugerir que los valores fueron bajos ya que de forma natural el alginato
de sodio cuenta con la capacidad de formar estructuras en red tridimensionales
que presentan una alta capacidad de retencion de agua y de hinchamiento
(Avendafno-Romero et al., 2013; Kenawy et al., 2019), que pueden presentar una
hinchazén de hasta 593% (Wong et al., 2021). Sin embargo, los bajos valores de
CRA y de hinchamiento en este estudio denotan el desarrollo de propiedades anti

hinchamiento en las capsulas poliméricas (Yu et al., 2019), como una estrategia
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para la administracion oral en peces debido a que la ingesta de alimentos no
adecuados en los peces puede ser causales de obstruccion intestinal,
constipacioén e inclusive derivar en la mortandad de organismos en cultivo (Sharma

et al., 2012).
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Tabla 12.- Parametros fisicoquimicos de las capsulas con diferente concentracion de harina de ajo (Allium sativum)?®.

Color Capacidad de Capacidad de
Tratamiento pH aw retencion de hinchamiento
Intensidad
ntensida Balance R-V-A Rojo Verde Azul agua (g) (%)
ponderada

Alimento 48.92+3.96% 44.26+3.61¢Y 60.41+4.58¢ 47.78+4.03¢ 24.59+2.53¢ 7.5500 +0.05° 0.6280 + 0.0000° 2.56 + 0.03? 418.15%
Ctrl 171.73 £+ 14.46°170.45 + 13.637 171.15 + 14.44° 174.65 + 14.35% 165.24 + 13.70% 7.5000 + 0.06* 0.7760 + 0.0100° 0.36 + 0.03¢ 264.58°

2.50% 106.23 +5.36° 94.36 +4.87° 119.51 +5.67° 109.70 +5.70° 53.87 +4.31° 6.6500 + 0.12 0.7790 + 0.0030° 0.30 + 0.008° 237.75¢

5% 81.43+4.14° 69.44+3.80° 96.10+4.45° 84.31+4.48° 27.89+3.96° 5.8500 +0.58° 0.7410 + 0.0030° 0.33 + 0.008° 233.66¢
10% 76.55+4.81° 64.78+4.43° 91.19+4.61° 79.25+5.31°¢ 23.91+3.83° 5.1167 +0.07¢ 0.7793 +0.0020* 0.45 £ 0.02° 194.36¢
p-valor 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones * desviacion estandar, diferentes superindices por columna indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)
entre las muestras mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey. La capacidad de hinchamiento se expresa en porcentaje del peso después de 72 horas de
exposicion al agua. La capacidad de retencion de agua (CRA) expresa g de H,0 retenidos por gramo de muestra.
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8.3.4.- Morfométricos

El andlisis de particulas evidencié valores de referencia en la evaluacién del
control externo (alimento comercial), que mostré valores de 35.43 £+ 4.028 de area,
24.73 £ 1.90 de perimetro y 0.91 = 0.04 para redondez, las capsulas con
agregados porcentuales de haria de ajo, mostraron valores inferiores, con areas
entre 23.80 + 3.37 y 30.82 + 4.57, perimetros de 20.44 + 1.99 a 25.76 + 2.98 y
entre 0.57 + 0.05 a 0.73 + 0.06 para redondez. Anteriormente se ha publicado que
la adicion de un segundo polimero en la formacién de capsulas de alginato de
sodio, pueden inducir en la disminucién del tamafio de las particulas obtenidas
(Aguirre-Calvo & Santagapita, 2016), no obstante, en este estudio a mayor adicion
de harina de ajo se propici6 un aumento de tamafio en las capsulas obtenidas,
esto puede deberse a la presencia de un nimero de enlaces de tipo puente de
hidrogeno mayor, entre los grupos hidroxilo presentes en el alginato de sodio y los
grupos amino presentes en la gelatina (Dong et al., 2006), mismos que refuerzan
la estructura en red tridimensional de la capsula permitiendo una retencién de los
componentes de la harina de ajo mayor, caracteristicas que derivan en la
obtencién de cdpsulas de tamafio mayor. Entre los tratamientos con harina de ajo,
el tratamiento con 5% mostro la circularidad (0.71 + 0.06) y redondez (0.73 £ 0.06)
mayor, en contraste, el tratamiento de capsula control fueron las de tamafio menor
con un area media de 6.12 + 1.24, ademas, presento los valores de circularidad
menores en este estudio con un valor de 0.55 + 0.20 (Tabla 13), parametros de
relevancia debido a que la esfericidad de las particulas obtenidas resulta

determinante para la liberacién de los compuestos de interés ya que a valores de
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circularidad y redondez mayores se espera una dindmica homogénea de
liberacion (Jambhekar & Breen, 2013). El tamafio de las cdpsulas con harina de
ajo sugiere su administracién en peces de entre 100 a 400 g de peso, dado que la
granulometria alcanza tamafios similares al alimento comercial (2.5 mm de

diametro) (Philipps, 2010).
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Tabla 13.- Parametros morfométricos de las capsulas con diferente concentracion de harina de ajo (Allium sativum)?.,

Tratamiento Area (mm?) Perimetro (mm) Circularidad Diametro de Feret Aspecto de Radio Redondez
(Indice 0-1) (mm) (mm) (indice0-1)

Alimento para pez 35.43 +4.028° 24.73 £ 1.90% 0.72 £0.04° 7.56 + 0.55° 1.08 + 0.05°¢ 0.91 £ 0.04°
Ctrl 6.12 £ 1.24¢ 12.43 +3.09¢ 0.55 +£0.20°¢ 3.16 + 0.46¢ 1.13+0.12° 0.89 £ 0.08°
2.50% 27.91 £5.01° 24.04 +3.52° 0.61 +0.08° 7.46 +0.89° 1.37+0.11° 0.73 +£0.05°
5% 23.80 +3.37¢ 20.44 £ 1.99°¢ 0.71 £ 0.06? 6.79£0.72°¢ 1.37+0.12° 0.73 +£0.06°
10% 30.82+4.57° 25.76 £ 2.98° 0.59 +0.07* 8.77 £0.722 1.76 £ 0.16° 0.57 £ 0.05¢
P-valor 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones * desviacion estandar, diferentes superindices por columna indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey (P < 0,05).
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8.3.5.- Actividad antioxidante

El ajo (Allium sativum) se encuentra entre las fuentes vegetales para obtencion de
compuestos antioxidantes (Abdel-Hakim et al., 2010; Ahmadniaye Motlagh et al., 2021),
en este estudio el perfil de actividad antioxidante mostr6é una actividad alta en la prueba
FRAP para la harina de ajo con un valor de 140.74 umol ET/g, en la misma prueba las
capsulas mostraron valores de actividad menores. En la capsula control se observo una
actividad de 14.41 umol ET/g, mientras que las capsulas cargadas con harina de ajo
evidenciaron una tendencia a aumentar su capacidad antioxidante conforme se
aumenté el agregado porcentual de harina de ajo, con valores que fueron de 18.25
pmol ET/g a 40.19 umol ET/g (Figura 28), valores similares a los reportados por Rasul
Suleria y colaboradores (2012), quienes obtuvieron una capacidad antioxidante en
extractos de ajo con metanol (32.66 + 0.72) y agua (19.90 + 0.50) para FRAP, la
actividad antioxidante observada puede relacionarse principalmente a la presencia de
flavonoides, fenoles y moléculas como S-alilcisteina en el bulbo de ajo (Hussain et al.,
2021). Conjuntamente, las muestras se evaluaron en su capacidad antioxidante frente
al radical ABTS*, donde la harina de ajo mostré valores de 9.87 umol ET/g, ante este
radical la capsula control arrojo un valor de actividad de 7.83 umol ET/g, mientras que
los tratamientos de capsulas cargadas con harina de ajo presentaron valores
superiores, con 18.25, 23.41 y 40.19 umol ET/g para las cdpsulas con 2.5, 5y 10% de
harina de ajo, la tendencia observada fue un aumento de la actividad antioxidante
conforme se aumentd el agregado de harina de ajo (Figura 29), tanto compuestos
fendlicos como los grupos sulfhidrilo del ajo son compuestos probablemente

involucrados en la capacidad antioxidante contra el radical ABTS* (Khan et al., 2016).
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Finalmente, las muestras se evaluaron en su actividad antioxidante ante el radicar
DPPH', sin embargo, no se observo actividad respecto a esta prueba. Anteriormente se
ha reportado que diferentes extractos de ajo pueden presentar la capacidad para
reducir diferentes cationes, de este modo los compuestos que tienen potencial de
inhibicién para ABTS™, podrian no tener actividad frente al radical DPPH" (Khalid et al.,
2014). En el caso de la harina de ajo, esta cuenta con una fraccion lipofilica que
contiene varios fitoquimicos que contiene azufre (sulfano) situacién que influye en la
afinidad por la inhibicién del radical ABTS* en este trabajo (Abiko et al., 2021; Kuskoski

et al., 2005).
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Figura 28.-Capacidad antioxidante por FRAP presente en una harina de ajo como control, la capsula control
y los tres tratamientos de capsulas de Allium sativum. Superindices diferentes indican significancia estadistica
(P<0.05) mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey.
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Figura 29.-Capacidad antioxidante por ABTS* presente en una harina de ajo como control, la capsula
control y los tres tratamientos de cdpsulas de Allium sativum. Superindices diferentes indican significancia
estadistica (P<0.05) mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey.

8.3.6.- Liberacion de mgE de aliina por simulacién géastrica

Se desafiaron las capsulas cargadas con harina de ajo y las capsulas control a una
simulacién gastrica con pepsina, la tendencia general fue una liberacién de compuestos
organoazufrados mayor a un tiempo de desafio mayor, con una liberacion maxima del
24.64% de mgE aliina/mL para el tratamiento con agregado porcentual del 2.5% de
harina de ajo, esto a las 4 horas de desafio, de acuerdo a la figura 30 el tratamiento
con 5% de agregado de harina de ajo mostr6 una liberacion entre el 10y el 15% a las 4
horas de desafio, el uso de la polimerizacion alginato de sodio-gelatina en la formacién
de la capsulas puede generar puntos de accidn enzimatica por parte de proteasas

como la pepsina (Stanforth et al., 2022), simulando la digestién gastrica de las capsulas
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que pudieran efectuar peces teledsteos de habitos omnivoros o carnivoros (Njiru, 1998;
Rivera Vasconcelos et al., 2018), en general la liberacion fue inferior a la reportada por
Kairam y colaboradores (2020), quienes obtuvieron el 61.36% de liberacion de aceite
de ajo en cipsulas de alginato de sodio en un modelo in vitro. Asi mismo, los
tratamientos control y las cdpsulas con un agregado de 10% mostraron las liberaciones
menores con 0% durante todo el desafio para la capsula control y con 0% de liberacién
para la capsula con 10% de ajo hasta las primeras 3 horas de desafio. La liberacion de
compuestos organoazufrados a partir de las cdpsulas puede asociarse al valor de pH
utilizado (2.6), acides en donde los sistemas de alginato de sodio presentan su maxima
capacidad de hinchamiento, permitiendo el ingreso de la solucion de simulacion
gastrica y la degradacion de las moléculas de gelatina (Shivakumara & Demappa,
2019), del mismo modo los valores bajos de liberaciébn de organoazufrados pueden
fundamentarse en la unién de éstas moléculas con los grupos tiol de la cisteina
presente en las moléculas de gelatina (Nikoo et al., 2011), incluso puede existir enlace
con otras proteinas presentes en la harina de ajo, ya que se ha reportado que los
organoazufrados como la alicina del ajo pueden asociarse hasta con 332 proteinas por
medio de una S-tioalilacion, situacion que puede disminuir su deteccion en la prueba de

reaccion con 4 mercaptopiridina (Gruhlke et al., 2019).
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Figura 30.- Liberacion porcentual de mgE de aliina encapsulada, el desafio se realizd por simulacién géstrica
(pH 2.6) con pepsina. Superindices diferentes indican significancia estadistica (P<0.05) entre los tratamientos
mediante ANOVA anidado y comparacion de medias Tukey.

8.4.- Evaluacion in vivo con Oreochromis spp. de la administracion oral de
capsulas de harina de ajo

8.4.1.-Condiciones experimentales

Los peces analizados mostraron una prevalencia parasitaria baja (26.66%), con
presencia de 3 géneros parasitarios que son recurrentes en las poblaciones de Tilapia:
Trichodina spp., Dactylogyrus spp. y Gyrodactylus spp. (Acosta-Pérez et al., 2022), los
peces fueron tratados con sal de grano (Garcia-Magafia et al., 2019) para su posterior
asignacion de grupos experimentales. Los procesos de aclimatacion, alimentaciéon y
mantenimiento de los peces experimentales forman parte de los elementos de alta
prioridad en el desarrollo de un modelo in vivo con peces conocidos como tilapias
(Galeana-Lépez et al.,, 2020; Leite et al.,, 2021; Yazici et al., 2022), las cargas

parasitarias identificadas en los peces utilizados en este estudio fueron bajas y
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permitieron su asignacion en grupos después de la aplicacion de un tratamiento
profilactico con sal de grano de acuerdo a lo descrito por Garcia-Magafia y

colaboradores en 2019.

8.4.2.-Palatabilidad de las c4psulas

Las tilapias mostraron una ingesta de las capsulas que fue en aumento, conforme se
suministr6 una cantidad de capsulas mayor (Tabla 14), la pecera control (solo
alimento), mostré una ingesta mayor de los pellets de alimento, consumiendo hasta 194
pellets en 4 horas, lo que representd el 100% de las piezas administradas, en
contraparte, la administracion de los tratamientos de capsula evidencié que las
dosificaciones baja y media presentaron porcentajes de consumo mayores con 96.82 y
96.74 respectivamente, finalmente la dosificacion alta, presentd el porcentaje menor de
ingesta con 93.84%. Los peces utilizados en la prueba de palatabilidad mostraron
ingesta de capsulas mayor conforme se aumento la disponibilidad de las mismas en las
peceras experimentales, anteriormente se ha descrito que caracteristicas como el
tamafio del pellet o el color de los mismo en los alimentos, pueden influir en su
aceptacion y cantidad de ingesta por los peces (El-Sayed et al., 2013; Ramos-Judez &
Duncan, 2022). En general, los grupos que consumieron capsulas, mostraron una
media de consumo del 95.80 + 1.69%, mientras que la media de consumo por pez fue
de 10.08 £ 5.08 capsulas después de 8 horas de monitoreo, donde el consumo menor
se presentd en la pecera 1 con dosificacién baja, peces suministrados con un total de
63 capsulas. Se ha reportado que la frecuencia de alimentacion, presenta mejores

resultados en las tilapias que son alimentadas bajo calculo que cuando la
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administracion de alimento se da ad libitum (Daudpota et al., 2016; Pouomogne &
Omredane, 2001), por lo que se podria sugerir que la aceptacion de las capsulas con
harina de ajo de nuestro estudio es altamente dependiente de las caracteristicas de la
administracion oral. Asi mismo la buena aceptacion (hasta 95.80 + 1.69) puede estar
impulsada por la condicion de omnivoros que presentan los ejemplares de tilapia

(Munguti et al., 2022).

Tabla 14.- Monitoreo de aceptacion de las capsulas de alginato de sodio-gelatina, a
diferentes concentraciones de dosificacion?.

Capsulas
No. de Capsulas No. Capsulas consumidas Porcentaje de consumo* consumidas
pecera (g8) Capsulas por pez**
(Dosificacién)  /pecera otorgadas 2h ah 8h 2h 4h sh
1 (0 g/pez) 0 194 181 194 194 93.29 100 100 16.16
2 (0.1 g/pez) 1.2 63 46 55 61 73.01 87.30 96.82 5.08
3 (0.2 g/pez) 2.4 123 53 96 119 43.08 78.04 96.74 9.91
4 (0.3 g/pez) 3.6 195 82 151 183 42.05 77.43 93.84 15.25
Media 24%+1.2 127 + 60.33+ 100.66* 121+ 5271 % 80.92 + 95.80 + 10.08 £
66.09 19.08 48.16 61.02 17.58 5.52 1.69 5.08

1El consumo porcentual se calculé en relacion a las capsulas otorgadas de manera inicial. **El consumo por pez se calculé
dividiendo el nimero de capsulas consumidas entre los 12 peces que conformaron cada grupo. Horas=h. El grupo control
dosificacion 0 g, se aliment6 con una dosificacion 0.2 g /pez con alimento Nutripec de Purina® desarrollo con 40% de
proteina.

8.4.3.-Inocuidad de las cépsulas y analisis de sobrevivencia

El andlisis de sobrevivencia (Figura 31), mostré significancia estadistica entre los
grupos comparados (P= 0.0478), ademds, evidencid6 que los peces control (solo
alimento), y los peces con dosificacién alta (0.3 g/pez), presentaron menos probabilidad
de sobrevivencia al formar parte de estos grupos, siendo el grupo de dosificacion alta,
el que presentdé mortalidad mayor, iniciando con decesos en el dia 7 post tratamiento

este grupo incluso presenta menos del 50% de probabilidad de sobrevivencia al dia 13
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del monitoreo, situacién contrastante debido a que los componentes administrados via
oral a las tilapias en este estudio se consideran inocuos y de caracter alimenticio
(Ching et al., 2017; Poornima & Sinthya, 2017), asi mismo, la harina de ajo, el alginato
y la gelatina cuentan con antecedentes de administracion oral en peces, aunque no se
ha evaluado la formacion del sistema polimérico como un vehiculo oral en tilapias
(Fajer-Avila et al., 2017; Planas et al., 1990; Setijaningsih et al., 2021). Ante esta serie
de resultados, se puede considerar la posibilidad de desarrollar problemas mecénicos
como obstruccion intestinal o constipacién por ingesta de alimentos no adecuados
(Sharma et al., 2012), donde ademas hay que considerar que la inocuidad de las
capsulas puede estar relacionada a su capacidad de albergar y desarrollar poblaciones
de microorganismos con caracteristicas patdégenas sobre los peces (Wang et al.,
2018b), por lo que la administracion de estas cipsulas u otros componentes extrafios
en la dieta de las tilapias tendra que aplicarse con discrecion y bajo andlisis detallado
de los requerimientos poblacionales. Por otro lado, el grupo control comenzé con
decesos al dia 3 del monitoreo, aunque en este caso, la probabilidad de sobrevivencia
no fue inferior al 50% en toda la fase experimental, por su parte, los grupos con las
dosificaciones baja (0.1 g/pez) y media (0.2 g/pez), no evidenciaron decesos durante el
monitoreo post ingesta, los presentes resultados indican que a dosis mayor de ingesta
los peces presentan probabilidad de sobrevivencia menor. Situacion similar a otras
intervenciones en la dieta que se han desarrollado en tilapias del género Oreochromis
sp. como lo reportado por Trullas y colaboradores en 2022, donde registraron una
probabilidad mayor de sobrevivencia (92%) en los grupos de peces cuando se adiciono

a su dieta la planta Helianthus tuberosus como un prebiético.
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Figura 31.- Analisis de Cox-Mantel, expresa la probabilidad de sobrevivencia en los grupos de peces (n=8)
post ingesta de c4psulas, los grupos se indujeron a una ingesta baja (0.1 g/pez), media (0.2 g/pez) y alta (0.3
g/pez). El estadistico corresponde a lo descrito en la ecuacion j de la seccion 7.6.6. El grupo control
dosificacion 0 g, se alimenté con una dosificacién 0.2 g /pez con alimento Nutripec de Purina® desarrollo con
40% de proteina.

8.4.4.-Andlisis morfométrico de capsulas recuperadas post-ingesta

Las capsulas recuperadas a nivel intestinal, presentaron disminucién del area de la
particula, con significancia estadistica a la hora 1 de la ingesta (P=0.0001), a esa hora
las capsulas presentaron los valores mayores (18.22 + 2.90), del mismo modo los
parametros de perimetro y diametro de Feret, evidenciaron que las céapsulas
recuperadas a la hora 1 posterior a la ingesta, presentaron los valores mayores con
17.76 + 246 y 6.22 + 1.48, respectivamente para estos parametros, denotando una

degradacion de las capsulas conforme pasaron las dos primeras horas, sin embargo, a
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las horas 3 y 4, no se observo significancia en la disminucion de los valores (Tabla 15),
estos resultados evidencian el efecto causado por las condiciones acidas a nivel
estomacal e intestinal de la tilapia que puede fluctuar en un pH de 1.5 a 6, esta
fluctuacién es dependiente del contenido y estatus de ayuno que presenten los peces
(Polk et al., 1994), lo que se suma a el movimiento peristaltico intestinal y derivan en la
pérdida de la integridad de las capsulas, esta tendencia se ha reportado anteriormente
al administrar capsulas de alginato en el género Oreochromis spp. (Rodriguez et al.,
2018), donde ademas se observl la degradacion de las cépsulas en el desafio
gastrointestinal en otras especies de interés zootécnico, como los rumiantes (Ponce-
Nogues, 2020). Finalmente, el pardmetro de circularidad, colocé a las cépsulas de la
hora 1 como las de circularidad menor, esto debido a que las cdpsulas presentaron
forma de gota en su manufactura, sin embargo, el parametro mostrd valores con un
maximo a las horas 2 y 3 con 0.84 + 0.02 y 0.84 + 0.03 respectivamente, para
finalmente, disminuir la circularidad a la hora 4 (0.80 + 0.01), debido a que las capsulas
comenzaron a deformarse por la degradacion. La degradacién paulatina que
evidenciaron los resultados puede asociarse con la polimerizacion de los componentes
(alginato de sodio-gelatina), misma que permite la obtencion de cdpsulas por el método
de gelificacién ionica, donde la presencia de grupos OH, COOH y NH2 de la gelatina
estan intimamente racionados con el grado de entrecruzamiento con los grupos OH
presentes en los grupos piranosil del alginato de sodio (Dong et al., 2006; Reyes-
Ortega et al., 2012), este entrecruzamiento confiere resistencia a las perlas formadas, y
al mismo tiempo provee al sistema de sitios endebles para la accion de actividad

enzimatica por parte de proteasas como la pepsina, enzima que actuan en la digestion
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de la gelatina una vez que los peces han ingerido las capsulas (Stanforth et al., 2022),
estas caracteristicas evidencian la posibilidad de digestion de las cdpsulas, asi como la
liberacion y disponibilidad de los compuestos de interés en la regidén gastro intestinal de

los peces (Tran Ngoc, 2017).

Tabla 15.- Parametros morfométricos de las capsulas recuperadas a nivel intestinal de las
tilapias en desafio (ingesta oral del vehiculo de alginato de sodio-gelatina).

H?ras post Area Perimetro Didmetro de Circularidad
ingesta Feret
1 18.22 + 2.90° 17.76 £ 2.46° 6.22 +1.48° 0.70 + 0.06°
2 10.55+1.12° 12.55 +0.54° 4,18 +0.33° 0.84 +0.02°
3 9.61+0.45° 12.00 + 0.51° 3.98 +£0.25° 0.84 £ 0.03°
4 9.77 £0.21° 12.35+0.22° 4.09 +0.03° 0.80+0.01°
P- valor 0.0001 0.002 0.021 0.006

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones * desviacion estandar, diferentes superindices por columna indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey. Horas=h.

8.4.5.-Aliina en sangre de los peces

Las muestras de sangre evidenciaron al dia 1 de lectura, que el tratamiento de
capsulas con 5% de harina de ajo, permiti6 mayor presencia de compuestos
organoazufrados en plasma sanguineo con hasta 23.85 + 0.73 mgE de aliina
(P=0.0001) (Figura 32), en este dia el resto de tratamientos con adicion de harina de
ajo, no presentaron significancia entre ellos (P>0.05), con valores de 17.86 + 0.31,

19.05 £ 0.35 y 18.69 + 0.24 mgE de aliina para la adicion de 2.5%, 10% y 10%
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adherido en el alimento respectivamente, la presencia de estos compuestos puede
relacionarse a un potencial antihelmintico que se ha reportado en 2.2 mg de aliina
como tratamiento alternativo contra el nematodo Ascaridia galli en pollos (Velkers et al.,
2011). Mientras que las muestras de plasma sanguineo para la capsula control (Ctrl) y
con solo administracion de alimento, evidenciaron los menores valores con 1.37 + 0.21
y 1.65 £ 0.45 respectivamente. EI comportamiento de la presencia de mgE de aliina en
plasma se mantuvo similar durante los dias 7 y 14. Al dia 21. La administracién de ajo
ha mostrado efectos antiparasitarios contra larvas Lz de Anisakis spp., un parasito
zoonGtico que se encuentra parasitando entre otros peces a los salménidos de
consumo humano (Kasuya et al., 1988; Ormefio, 2017). Ademas, se ha reportado
efecto contra el copepodo Lernantropus kroyeri, un parasito que infecta poblaciones de
lobina (Dicentrarchus labrax), cuando los parasitos fueron desafiados al jugo de ajo
(Yavuzcan et al., 2019) del mismo modo, el uso de ajo presenta actividad antihelmintica
contra los protozoarios Trypanosoma spp. Yy Leshmania spp. que mantienen
importancia en la salud publica en diferentes areas geograficas alrededor del mundo
(Krstin et al.,, 2018). Entre estos parasitos destaca Trypanosoma spp. un
microorganismo de alto impacto en las poblaciones humanas que ha sido descrito en
peces de la especie Oreochromis niloticus (Barbetta et al., 2018). Al finalizar las
observaciones se obtuvieron los valores menores de mgE de aliina en plasma en todos
los grupos bajo tratamiento, con un valor final de 4.51 + 0.31, 6.09 + 0.73,7.85+0.35y
8.95 + 0.24 mgE de aliina para los grupos 2.5%, 5%, 10% y Adhe, respectivamente.
Los niveles de [mgE de aliina] en plasma de los peces en nuestro estudio, denota la

ingesta de compuestos organoazufrados como la alicina, misma que deriva en la
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presencia de diferentes metabolitos antes de llegar a higado donde suele acumularse
alcanzado concentraciones mayores (Kemper, 1991), de la metabolizacion de la alicina
se derivan compuestos como el disulfuro de dialilo, alil mercaptano, sulfuro de metilo de
alilo, sulféxido de metilo de alilo y sulfona de metilo de alilo, finalmente entre los
compuestos derivados, solo los dos ultimos han reportado una excrecion significativa
en orina (Germain et al., 2002). Por lo que 21 dias de monitoreo sugieren que los

componentes organoazufrados contindan siendo excretados por los peces.
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Figura 32.- [mgE aliina] en plasma sanguineo, presente en los grupos de peces bajo tratamiento. Cada barra
indica la media de 3 repeticiones £ DS (n=3 peces). Superindices diferentes en las barras indican significancia
estadistica (P<0.05), mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey.
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8.4.6.-Effecto del tratamiento sobre poblaciones parasitarias de Oreochromis spp.

El efecto de los tratamientos con cdpsulas de harina de ajo se avalué sobre el indice de
prevalencias en las comunidades parasitarias de Oreochromis spp. (Figura 33). Donde
se identificaron en el muestreo inicial cargas parasitarias para 5 géneros parasitarios:
dos protozoarios (Trichodina spp. y Costia spp.) y tres monogeneos (Dactylogyrus spp.,
Gyrodactylus spp. y Dawestrema spp.), al dia 4 se observdé que Dawestrema spp.
presentdé un efecto positivo con prevalencias iniciales de 20% vy finales de 0%. No
obstante, en este estudio el resto de parasitos presentaron ocurrencia todavia en el
segundo muestreo (dia 4). Por otro lado, se observd que para el dia 8, Trichodina spp.
y Costia spp. presentaron 0% de prevalencia al finalizar el tratamiento, cuando
presentaron 100% y 40% de prevalencia inicial, resultados similares a los reportados
por Giarratana y colaboradores donde alcanzaron 100 % de inactivacion del nematodo
Anisakis spp. a las 24 horas de exposicion con 5% de limoneno en solucion salina, sin
embargo, en ese caso el estudio se realiz6é in vitro. En contraste, los monogeneos
Dactylogyrus spp. y Gyrodactylus spp. mantuvieron una prevalencia final del 20%,
destacando el caso de Dactylogyrus spp. que contaba con una prevalencia inicial del
100% y que presentd 20% de prevalencia final. Anteriormente se han desafiado
parasitos de peces al ser expuestos a jugo de ajo (hasta 100% de jugo de ajo), donde
el copépodo Lernantropus kroyeri parasito de la lobina (Dicentrarchus labrax), mostré
100% de inmovilizacion y muerte al ser expuesta 5 min a jugo de ajo una vez que estas
fueron desprendidas de los peces (Yavuzcan et al., 2019). Cabe resaltar que, existen
pocos estudios del efecto del ajo en las comunidades parasitarias en peces, y resulta

importante continuar con su estudio debido al potencial antiparasitario que se ha
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reportado el para control de infecciones parasitarias causadas por ejemplo por Opalina
ranarum, O. dimidicita, Balantidium entozoon, Entamoeba histolytica, Trypanosoma,
Leishmania, Leptomonas, y Crithidia (Morck, 2015). Se ha reportado que la capacidad
antihelmintica del ajo se atribuye a compuestos organoazufrados como la alicina que
puede asociarse e inhibir la funcién de moléculas que cuentan con grupos tiol, situacion
que afecta el equilibrio redox en el medio intracelular, esta funcién antihelmintica
induce a los parasitos la inhibicion de la movilidad y una baja energética que provoca la
mortandad en la poblaciones y comunidades parasitarias (Borlinghaus et al., 2014;

Krstin et al., 2018; Nikoo et al., 2011).
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Figura 33.- Prevalencia parasitaria monitoreada ante la aplicacién de tratamiento con cdpsulas T5%. La
composicion de este tratamiento incluy6 5% de harina de ajo y como material pared 2.5% alginato de sodio y
1.5% gelatina. n=10 peces por muestreo.
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8.5.- Evaluacion post tratamiento de las poblaciones de Oreochromis spp.
8.5.1.- Evaluacion de parametros hematicos

Ante la presencia de diferentes metabolitos derivados del consumo del ajo es
importante dar seguimiento a los efectos benéficos que puedan causar en las
poblaciones de peces experimentales (Kim et al., 2016; Kinalski & Norefa, 2019). Asi
mismo los pardmetros hematicos son utiles para proporcionar informacién referente a la
salud y el estado fisiolégico de los peces, asi como de las condiciones de alimentacion
y la calidad del agua (Fazio et al., 2013). No obstante, las muestras de sangre
analizadas al dia 21 post tratamiento, no mostraron significancia entre los grupos
experimentales después de la ingesta de capsulas con harina de ajo, en ninguno de los
parametros heméticos cuantificados (leucocitos, eritrocitos, hematocrito y hemoglobina)
(Tabla 16), esta situacion evidencié que no existe un efecto adverso en el perfil
hematico de los organismos después de la ingesta de los tratamientos. Sin embargo,
se pudo observar un aumento de leucocitos en los tratamientos de capsulas con 2.5%
(2.16 = 1.10) y 5% (2.42 + 0.49) de harina de ajo, respecto al control (2.09 £ 0.22),
mientras que al adicionar hasta 10% de harina de ajo y en el tratamiento de harina de
ajo adherida al alimento, los valores de leucocitos disminuyeron a 1.27 £ 0.34y 1.56 +
0.28 respectivamente, estas células son protagonistas por que actian en la
segregacion de citoquinas y otros mediadores inflamatorios en la respuesta inflamatoria
en los peces (Lieschke & Trede, 2022). En relacion a los eritrocitos estos presentaron
valores mayores en los tratamientos de capsula control (1.74 £ 0.51) y en los peces en
los que se administré solo alimento (1.83 + 0.88), mientras que, en los tratamientos
adicionados con harina de ajo, los valores disminuyeron entre 1.71 + 0.83 (10%) y 1.28

+ 0.37 (2.5%), la determinacion de eritrocitos, puede ser una herramienta util en la
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determinacién de anemia en los peces, debido a que son las células de mayor
presencia en sangre, y ademas son determinantes para mantener los niveles de
hemoglobina (Daneshvar et al., 2012; Fazio, 2019). EI comportamiento de los eritrocitos
fue una tendencia que se mantuvo para los pardmetros de hematocrito en los peces,
mientras que para los valores de hemoglobina los peces a los que se administrd solo
alimento (Alim), presentaron los valores mayores (10.90 = 0.52), mientras que en todos
los tratamientos con cépsulas control y adicionados con harina de ajo, los valores
fueron inferiores, con un minimo de 9.83 + 2.47 (2.5%). Estos resultados obtenidos son
similares a los reportados por Daneshvar y colaboradores en 2012, donde registraron
valores de 24.3 £ 0.9 a 58.0 £ 1.0 para hematocrito, mientras que los niveles de
hemoglobina que obtuvieron son menores (maximo de 8.2 + 0.5) que en nuestro
estudio, estos pardametros fueron determinados en diferentes ciclidos incluyendo a
Oreochromis niloticus (24.3 = 0.9). Cabe destacar que los niveles de hemoglobina en
sangre, se han asociado nivel de resistencia de los peces debido a su relacion con la
capacidad de oxigenacion en sangre, y por ende en el mantenimiento de las tasas
metabdlicas (Setijaningsih et al., 2021). Los resultados obtenidos, nos permiten sugerir
que no existen afectos adversos, en el perfil hemético de los peces que fueron
sometidos a tratamiento. Aunque se recomienda realizar més estudios para conocer

posibles efectos de citotoxicidad en los organismos expuestos (Krstin et al., 2018).
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Tabla 16.- Parametros hematicos determinados en las tilapias bajo tratamiento con

administracién oral de harina de ajo por medio de capsulas de alginato de sodio-gelatina®.

Tratamiento  Leucocitos Eritrocitos Hematocrito Hemoglobina
Ctrl 2.09 £0.22° 1.74 £ 0.51° 41.67 +£5.13° 10.76 £ 0.70°
2.5% 2.16+1.10° 1.28 £0.37° 39.67 £ 17.24° 9.83 +2.47°
5% 2.42 £ 0.49° 1.42 £0.41° 31.33+1.52° 10.40 + 0.45°
10% 1.27 £ 0.34° 1.71+0.83? 33.33+9.24° 10.30+1.48°
Adhe 1.56 £ 0.28° 1.36 £ 0.62° 41.33 +10.69° 10.80 + 0.26°
Alim 2.12 +1.05° 1.83 +0.88° 43.67 +£10.12° 10.90 + 0.52°
P valor 0.369 0.85 0.626 0.895

1Los datos muestran las medias de tres repeticiones * desviacion estandar (n=3 peces), diferentes superindices por columna
indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey.

8.5.2.- Indices de crecimiento

Los parametros de crecimiento (Figura 34) mostraron que el grupo Ctrl (capsula vacia)
y el grupo de peces administrada solo con alimento, presentaron los valores mas altos
de factor de conversion alimenticia (FCA ) con 9.22 y 2.33 respectivamente, mientras
qgue los peces que fueron administrados con cépsulas con harina de ajo, presentaron
un valor de FCA intermedio 1.80 (5%), 1.67 (10%) y 1.38 (2.5%), finalmente, los peces
a los que se administr6 harina de ajo adherida al alimento (Adhe), evidenciaron el
menor y mejor FCA con 0.57. Valores similares a los reportados por Ogunji y Wirth
guienes modificaron la fuente proteica adicionada a la dieta de las tilapias
(Oreochromis niloticus), y lograron alcanzar un FCA de hasta 1.11 al adicionar harina
de sangre en la dieta. Asi mismo, cuando los peces ingirieron via oral las capsulas con
harina de ajo, presentaron valores de FCA mejores que los reportados por Falaye y

Jauncey en 1999, quienes registraron valores minimos de 3.7 ante la adicion de
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cascara de cacao. Por otro lado, los valores de peso ganado por el pez, y peso ganado
por pez por dia, evidenciaron una relacion con los valores de FCA, donde todos los
tratamientos en que se administré harina de ajo por medio de capsulas, fueron
superiores en peso ganado por pez por dia (entre 0.41 g y 0.52 g), respecto a los
controles (Ctrl; 0.11 g y Alim; 0.29 g), situacién similar a lo observado para el peso
ganado por pez durante el periodo de observacion, donde los tratamientos con
administracion oral de harina de ajo por medio de cdpsulas presentaron valores entre
8.62 g y 10.88 g, valores superiores respecto a los controles (Ctrl; 2.34 g y Alim; 6.06
g), el crecimiento diario reportado por los peces que consumieron harina de ajo por
medio de las cdpsulas de alginato, fueron superiores a los descritos por Setijaningsih y
colaboradores (2021), quienes obtuvieron un valor maximo de 0.42, cuando
adicionaron 1% de ajo en el alimento de las tilapias, no obstante, estos valores no
superaron a los del presente trabajo al adicionar harina de ajo adherida al alimento del

pez.
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Figura 34.- Pardmetros de crecimiento en los diferentes grupos experimentales de tilapia, FCA=factor de
conversion alimenticia que presentaron las poblaciones experimentales (n=15 peces). El monitoreo fue de 21
dias post tratamiento.

8.5.3.- Composicién proximal de la canal

Finalmente, las muestras de carne de pescado mostraron en su composicion proximal
gue los peces administrados con 5% y 10% de harina de ajo, presentaron contenido de
humedad menor (P=0.0001) con 76.83 + 0.02 y 77.87 £ 0.02 respectivamente, en
contraparte estas mismas muestras presentaron valores mayores de contenido proteico
con 21.02 £ 0.01 y 20.07 £ 0.01, superior a todos los tratamientos (P=0.0001), donde
los valores inferiores los presentaron los controles, tanto la capsula control (18.93 +
0.01) como los peces administrados solo con alimento (19.23 + 0.01) (Figura 35). Lo
anterior resulta importante debido a que el pescado proporciona proteina de alto valor
bioldgico a la dieta de poblaciones extensas a nivel mundial (Adedeje et al., 2012). Esta

proteina contiene aminoacidos esenciales (lisina, metionina y treonina), de digestiéon
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alta en personas de diferentes grupos etarios (Arifio et al., 2012). La carne de tilapia
cuenta con presencia de aminoacidos como la glicina, alanina y acido glutdmico con
459.8, 252.7 y 145.2 mg/kg y ademas incluye 14 amino&cidos mas Asp, Lys, Ser, Pro,
Thr, Arg, Leu, Met, Val, Tyr, lle, Phe e His (Cheng et al., 2020). Por otro lado, para el
parametro de extracto etéreo, los tratamientos 2.5% y Adhe, mostraron los valores
menores con 0.89 + 0.005 y 0.94 + 0.01, ademdas, se observé que tanto los
tratamientos administrados con harina de ajo como con las cdpsulas vacias mostraron
valores menores de grasa (entre 0.89 + 0.005 y 1.24 + 0.005) respecto a la
alimentacion tradicional (Alim; 1.45 + 0.01). Asi mismo, para el contenido porcentual de
cenizas los tratamientos con 5% y 10% de harina de ajo, presentaron valor menor
(P=0.0001) con 1.07 £ 0.017 y 1.02 + 0.005 respectivamente. Sin embargo, en este
rubro el tratamiento Adhe fue el de composicién proximal de cenizas mayor con 1.30 +
0.005, denotado que la administracién de harina de ajo, puede estar relacionada a la
mejora de la composicion proximal de las canales de Oreochromis spp. en produccion.
Los valores descritos en el presente trabajo, mejoran los valores de humedad
presentes en la carne de tilapia ya que se ha reportado un contenido de hasta 81.11%
(Olopade et al.,, 2016) mientras que las tilapias de este estudio mostraron valores
maximos de 78.71 + 0.02%, misma situacioén para el contenido proteico, ya que se ha
reportado que la carne de tilapia puede contener cerca del 13.66% (Olopade et al.,
2016), mientras que en este trabajo se obtuvieron valores de hasta 21.02 + 0.01%
cuando se administraron capsulas de alginato con 5% de harina de ajo. De este modo,

se podria sugerir que el uso de vehiculos orales a base de polimeros (alginato-
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gelatina), pueden ademas generar mejoras en la calidad nutricia de los productos

acuicolas bajo tratamiento.
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Figura 35.- Descripcion de la composicion proximal de filetes de pescado (%). Los pardmetros expresan la
media de 3 repeticiones + DS (n= 3 peces). Superindices diferentes indican significancia estadistica (P<0.05)
mediante ANOVA de una via y comparacion de medias Tukey.

9.- Conclusiones

Las tilapias (Oreochromis spp.) de cultivo presentaron infeccion por siete géneros de
protozoarios y cuatro de monogeneos, sus indices ecoldgicos y los parametros de
calidad del agua sugieren que el manejo de la materia organica y de los carbonatos de
calcio pueden significar areas de mejora en los sistemas de produccion de tilapia
respecto a la dinamica de las infecciones parasitarias. Ante este escenario, las
capsulas de alginato de sodio-gelatina representan una alternativa de control

parasitario, donde la formulacion de capsulas multipared con 2.5% de alginato y 1.5%
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de gelatina mostraron menores valores en los parametros de color, un pH més &cido,
una aw Y CRA menor. Asi como mejores caracteristicas de flotabilidad y mejor
estabilidad de liberacion de fenoles en el desafio en agua. Lo que permitié su uso para
el encapsulado de harina de Allium sativum como una fuente botanica con capacidad
antihelmintica, estas capsulas evidenciaron una compatibilidad de polimerizacion y
presencia de grupos funcionales con potencial antihelmintico por FT-IR, conjuntamente
las capsulas mostraron una tendencia a color café, propiedades anti hinchamiento,
capacidad antioxidante y un buen perfii morfométrico, de forma especifica el
tratamiento con 5% de harina de ajo presento el mejor perfil para su uso en un modelo
de tilapia (Oreochromis sp.). Finalmente, el modelo in vivo mostré una aceptacion alta
del tratamiento oral con las capsulas. Los peces mantuvieron una alta probabilidad de
sobrevivencia ante la ingesta. Ademas, las cépsulas presentaron degradacion del
sistema polimérico ante la ingesta y liberacion de compuestos que reflejaron una [mgE
de aliina] en plasma, el tratamiento pudo disminuir prevalencias de cargas parasitarias
causadas por Trichodina spp. y Costia spp.. En adhesion los peces bajo tratamiento no
presentaron desordenes hematicos (p=>0.05) y se lograron parametros de crecimiento
competitivos y una mejora en la composicion porcentual de proteina en las canales
obtenidas. El potencial de las capsulas como vehiculos orales sugieren continuar su
estudio en la administracion de diversos compuestos de interés en los sistemas de

produccion de tilapia y otros peces de alto valor de mercado.
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