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RESUMEN

Las practicas de produccion intensiva de tilapia ofrecen condiciones que favorecen
la aparicion de una amplia variedad de patégenos por lo que, se requiere
potencializar la respuesta inmune inespecifica para disminuir la incidencia de
enfermedades. La utilizacion de inmunoestimulantes dietarios de extractos de
algas tales como Ulva clathrata es una opcion promisoria en la prevencion de
enfermedades. En este estudio se elaboro y caracterizd6 quimicamente un extracto
sélido de U. clathrata (EU), macroalga verde producida por acuacultura. Se realizé
el analisis elemental cuantitativo para determinar el contenido de carbono,
hidrégeno, nitrégeno y azufre, Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para la caracterizacion
quimica del EU. El contenido de grupos sulfatos en el EU fue mayor que el
obtenido por otras técnicas. Los polisacaridos presentes son semejantes a los que
componen el ulvan de otras especies de Ulva, lo que se confirmd con la sefial
caracteristica de la ramnosa del 1H-RMN. Los efectos de la administracion oral de
EU sobre la hematologia, inmunologia y crecimiento de tilapia nil6tica
(Oreochromis niloticus) fueron evaluados en un experimento de 90 dias (60 de
tratamiento con extracto+ 30 de suspension). Se incorporaron 3 niveles de
inclusion EU (0.1, 0.5 y 1%) a una dieta comercial, se incluyé un control positivo
(levadura 2%) y un control negativo (0%).Quinientos cuarenta peces (25 + 3g) se
agruparon aleatoriamente en cinco tratamientos con tres réplicas. EI hematocrito
(HTC), hemoglobina (HGB), eritrocitos (RBC) y leucocitos totales (WBC), actividad
fagocitica (AF), proteina total (PROT), globulina (GB) y albumina (AL) se midieron
cada 15 dias. La ganancia de peso, tasa de crecimiento especifico, tasa de
conversién alimenticia, tasa de eficiencia alimenticia y supervivencia se
determinaron al final del experimento. La inclusién de 0.5 y 1% EU presenté el
mayor incremento en WBC a los 30 dias y el mejor IF desde el dia 15, cuyos
niveles mas altos fueron alcanzados a los 45 dias. Estos efectos se mantuvieron
hasta 15 dias posteriores a la suspension dietaria del extracto. EU 0.1%

incrementd la ganancia de peso diario a los 90 dias. Los resultados elucidan el

XV



potencial del extracto de U. clathrata para activar algunos indicadores de la
respuesta inmune innata en tilapia, particularmente bajo las condiciones de

inmunosupresion previstas (manipulacion).
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ABSTRACT

Intensification of aquaculture has led to the development of favorable conditions for
a variety of fish pathogens. Therefore is important to enhance the innate immune
response by the dietary administration of immunostimulants. The use of algae
extract like immunostimulants such as Ulva clathrata is the most promissory
strategies to prevent fish diseases. In the present study, a solid extract of U.
clathrata (EU), a green seaweed produced by aquaculture was elaborated. The
chemical composition of a solid extract was determined by quantitative elemental
analysis (carbon, hydrogen nitrogen and sulfur content were determinated),
infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR) and nuclear magnetic resonance.
The soluble polysaccharides found in the EU are sulphated polysaccharides,
similar to ulvan obtained from other Ulva species and confirmed by the 1H- NMR
spectrum, where the characteristic signal for the rhamnose was present. The
effects of orally administrated EU on hematology, immunology and growth
performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) were evaluated in a 90-days
feeding trial (60 days of treatment+30 days of suspension). EU was incorporated
into the diets at 0.1, 0.5 and 1%, a negative control (0%) and a positive control of
Saccharomyces cerevisiae (LEV 2%) were included. Five hundred and forty fish
(25 % 3g) were randomly distributed into five treatment groups with each of three
replicates. Hematocrit (HTC), hemoglobin (HGB), red blood cells (RBC), white
blood cells (WBC), phagocytic activity (PA), serum total protein (PROT), globulin
(GB) and albumin (AL) were measured every fifteen days. Weight gain (WG),
specific growth rate (SGR), feed efficiency rate (FER), feed conversion ratio (FCR)
and survival rate were determinated at the end of feeding trial. At the day 30 a
significant increase of WBC and Pl was observed in EU 0.5 and 1% and the best
Pl levels were observed in 15 to 45 day. These effects were maintained for 15
days after the suspension of dietary EU. The SGR was significantly increased in
EU 0.1% group after 90 days of feeding trial. These results elucidate the potencial
of U. clathrata extract to activate some innate immune responses in Nile tilapia,
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and particularly under immunodepression related to intensive culturing operations

(crowding, transport, handling, grading).
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1. INTRODUCCION.

1.1. Produccion de Tilapia.

Si bien existen paises con tradicion acuicola ancestral, en el contexto mundial la
acuicultura es un sector productor de alimentos relativamente joven y de rapido
crecimiento. La produccion acuicola mundial se ha incrementado de menos de 1
millon de toneladas por afio en 1950 a 52.5 millones de toneladas en 2008, esta
industria ha crecido a un ritmo tres veces mayor que la produccion de otros
alimentos como la carne (FAO, 2010). Los peces de agua dulce son el grupo que
produce més toneladas por la acuacultura a nivel mundial, lo que se muestra en la

figura 1.

I 54.7% Peces de agua dulce
28,8 millones de toneladas

24.9% Moluscos
12,1 millones de toneladas

I ©.5% Crustaceos
5.0 millones de toneladas
[ ]

6,3%  Peces diddromos
3,3 millones de toneladas

34%  Peces marinos
1,E millznes de toneladas

s 1.2%  Animales acuaticos NIP
0,& millones de toneladas

Figura 1. Produccién acuicola mundial: principales grupos de especies en 2008. Tomada de
FAO 2010.

La Tilapia (incluyendo todas las especies) constituye el segundo grupo mas
importante de peces cultivados, tras las especies de carpa. La produccién mundial
de tilapia se increment6 paulatinamente desde los afios 50’s a los 80’s mientras
que entre los 90’s y principios del 2000, esta produccion se mantuvo estable. Sin
embargo, la produccion mundial de tilapia ha ascendido de 1,5 millones de

toneladas en 2003 a 2,5 millones de toneladas en 2010 (figura 2), con un valor de



venta superior a los 5 mil millones de USD. En ese afio solo China produjo 1.3
millones de toneladas (FAO, 2012).

Produccion mundial de tilapia

3000000 -+
2500000 -
2000000 -
1500000 -

1000000 -

Miles de toneladas

500000 -

0 T T T T I
1950 1960 1970 1980 1990 2000

Afios

Figura 2. Produccién mundial de tilapia desde 1950 al 2009. Tomada de FAO 2009.

En la actualidad el nimero de granjas de tilapia y sus volimenes de produccion en
México se han incrementado hasta alcanzar la cifra de 76,986 toneladas en el
2010 (CONAPESCA, 2012). Sin embargo, la demanda de este recurso acuatico
requiere incrementar estos volimenes de produccion ya que en el mercado
internacional, paises como Estados Unidos, Espafia, Francia y Alemania se han
establecido como principales importadores de este recurso acuatico (Globefish,
FAO, 2012); por otro lado el mercado nacional, se ha mantenido estable. En lo que
respecta a la produccion nacional, los estados de Veracruz, Jalisco, Tamaulipas,
Sinaloa y Nayarit ocupan del 1° al 5° lugar respectivamente como los principales
estados productores de tilapia en México.

La tilapia ha sido considerada mas tolerante que otros peces a condiciones
ambientales desfavorables y otros factores estresantes. Estas cualidades de la
especie ictica han facilitado su cultivo en densidades cada vez mayores y en
sistemas de recirculacién. Bajas densidades de tilapia cultivada en un ambiente
optimo, especificamente de temperatura, permanecen relativamente libre de

enfermedades bacterianas o parasitarias. Sin embargo, las bajas temperaturas,



manejo inadecuado, pobre calidad del agua (oxigeno bajo, alto contenido de
amonio, nitritos o CO,, niveles de pH adversos) o altas densidades acomparfadas
de tasas de alimentacion altas aumentan la susceptibilidad de estos peces a las
infecciones. Se plantea que la disminucion de la temperatura reduce la inmunidad
y compromete la resistencia a las enfermedades, lo cual da lugar a una incidencia

mayor de infecciones (Dominguez et al., 2005).

Los brotes de enfermedades en explotaciones acuicolas se pueden prevenir por
medio de la utilizacion de compuestos que incrementan la resistencia natural de
los peces a patdégenos. A estos compuestos se les conoce como

inmunoestimulantes.

A nivel mundial existe un gran interés por restringir el uso de medicamentos como
antibioticos y otros quimicos para tratar enfermedades en acuicultura, debido a
gque estas sustancias se acumulan en los tejidos el pez (lo cual representa un
riesgo para la salud del consumidor), contaminan el medio ambiente afectando
severamente a otros organismos y su costo es elevado (Cabello, 2006). Por eso,
al mismo tiempo ha aumentado el afan de los investigadores para buscar
compuestos naturales de menor costo, extraidos de plantas terrestres o acudaticas,
que tengan algun efecto sobre la defensa del pez haciéndolo méas resistente a

enfermedades y con esto evitar el uso de antibibticos y sus desventajas.



2. ANTECEDENTES.

2.1. Hematologia y Sistema Inmune de Peces

El analisis hematoldgico constituye una herramienta para evaluar la respuesta
inmune innata, los componentes humorales que se examinan comunmente son
actividad de complemento, actividad de lisozima, proteinas totales, globulinas,
proteinas de fase aguda, citocinas, mientras que los componentes celulares son
los diferentes tipos de leucocitos (Kiron, 2012). Sin embargo, es necesario analizar
otros componentes hematoldgicos pues son indicadores de salud de los
organismos, tales como el porcentaje de hematocrito, los eritrocitos totales, la

hemoglobina y la albimina.

Los eritrocitos o glébulos rojos llevan a cabo importantes funciones de trasporte de
oxigeno y dioxido de carbono. La energia de los eritrocitos es destinada a
mantener la forma celular, la estructura de la membrana, funciones enzimaticas,
reducir hierro para la hemoglobina y otras funciones dirigidas a optimizar la
oxigenacion de los tejidos. Los globulos rojos estan compuestos por 61% agua,
32% proteina (mayormente hemoglobina), 7% carbohidratos y 0.4% lipidos (Olver
et al., 2010).

La evaluaciéon de numero y morfologia de los glébulos rojos es un paso critico
pues puede ser de gran ayuda para la identificaciéon de distintas enfermedades
metabdlicas, indicar dafio oxidativo o ayudar a identificar un proceso patoldgico
(Olver et al., 2010).

La hemoglobina es una molécula compuesta de una proteina de origen ribosomal
denominada globina y otra proteina que contiene porfirina y hierro. Esta molécula
ocupa un rol central en la funcién de los eritrocitos en la union, trasporte y entrega
de oxigeno en los tejidos. La hemoglobina se sintetiza dentro de los eritrocitos en
desarrollo. También forma parte importante en el metabolismo del hierro y cuando
existe deficiencia de hierro el contenido de hemoglobina desciende (Olver et al.,
2010).



El plasma contiene numerosas proteinas que mantienen la homeostasis dentro del
cuerpo y responden a cambios medioambientales. Entre los componentes
plasmaticos estan las proteinas de coagulacion (proteinas hemostéticas),

albuminas e inmunoglobulinas (Brooks, 2010).

El suero sanguineo se obtiene después de la coagulacién de la sangre y las

proteinas totales son de dos tipos: albuminas y globulinas.

La albumina es la proteina de transporte de sustancias hidrofébicas en el plasma
sanguineo. Mientras que las globulinas son un grupo muy amplio de proteinas que

contiene a las inmunoglobulinas (Brooks, 2010).

Los leucocitos o glébulos blancos son las células involucradas en el sistema
inmune, pueden encontrarse en sangre circulante o en tejidos, en ocasiones
forman complejos en los tejidos (centros melanomacréfagos). Los glébulos
blancos se clasifican de acuerdo a su morfologia y se distinguen varios tipos: los

linfocitos, granulocitos y monocitos o macrofagos (Ellis, 1977).

El sistema inmune protege al organismo contra enfermedades por medio de la
identificacion y eliminacion de patdgenos y la supresiébn de tumores. Otro
importante rol del sistema inmune es el de participar en el mantenimiento de la
homeostasis durante el desarrollo y crecimiento de los organismos y después de
un proceso inflamatorio o dafio tisular. Clasicamente el sistema inmune se divide
en dos el especifico o adaptativo y el inespecifico o innato (Whyte, 2007;
Magnadottir, 2010).

En comparacion con el sistema inmune adaptativo en el cual sus células son los
linfocitos y sus moléculas efectoras son las inmunoglobulinas, las células vy
moléculas efectoras del sistema inmune innato es mucho mas diverso y su tiempo
de reaccion es mas rapido pero de corta duracion (Bayne y Gerwick, 2001), lo cual

se muestra en la tabla 1.



Tabla 1. Células y moléculas efectoras del sistema innato y adaptativo de vertebrados
(Bayne y Gerwick, 2001).

Células Células TyB Células citotoxicas (NK),
Monocitos/macréfagos, granulocitos
(predominantemente neutrdéfilos

Tejidos Linfoide Higado, bazo, pronefros

Reguladores Citocinas Citocinas

Componentes Inmunoglobulinas Sistema de complemento, proteinas de

humorales coagulacion, antiproteasas, proteinas de

unibn a metales, lectinas, lisozimas,
péptidos antimicrobianos, opsoninas
Cinética Lento Rapido

Los mecanismos que componen la respuesta inmune inespecifica proveen
proteccion al hospedero evitando la adhesion, invasion o multiplicacion de
patégenos, mediante diferentes tipos de barreras: las fisicas (piel, branquias,
intestino) humorales (el complemento, transferrinas, antiproteasas, hemolisinas,
lisozimas, interferon, proteina C reactiva) y celulares (leucocitos, incluyendo

macréfagos y neutréfilos) ademas del proceso de inflamacion (Secombes, 1996).

Las células fagociticas (macréfagos tisulares, monocitos circulantes y neutrofilos)
desempefian un importantisimo papel en la defensa del organismo, ya que son

capaces de adherirse y destruir particulas extrafias por medio de la fagocitosis.

Los neutrdfilos son la primera linea de defensa contra microrganismos invasores,
trauma tisular o cualquier agente causante de inflamacion. La capacidad de los
neutréfilos para fagocitar y eliminar bacterias depende de la presencia de
numerosos receptores de membrana, la subsecuente activacion de la célula y de

los granulos citoplasméticos (Nabity y Ramaiah, 2010).

Diversos estudios indican que la respuesta inmune en peces depende de la
temperatura al ser organismos poiquilotermos, es decir que es efectiva soélo
cuando la temperatura del agua esta dentro de los limites vitales para cada
especie (Dominguez et al., 2005). Sin embargo el sistema inmune innato ha
demostrado su capacidad de respuesta después de la administracion de

inmunoestimulantes aun cuando la temperatura ambiental no es la 6ptima para la



especie (Bagni et al., 2005). Es por eso que algunos autores coinciden en que su
sistema de defensa mas efectivo contra antigenos es el innato o inespecifico, sin

embargo, el sistema inmune inespecifico carece de memoria (Bayne, 2001).

Es por esto que la tendencia actual en la acuicultura es promover la homeostasis y
resistencia a enfermedades mediante la administracion profilactica de
inmunoestimulantes, particularmente bajo condiciones de inmunodepresion
(condiciones medioambientales desfavorables para la especie, manipulacion,
trasporte, o época reproductiva). La accion de los inmunoestimulantes se basa en
la modulacion de uno o varios componentes del sistema inmune inespecifico al
momento de expresar la respuesta inmune. Y su uso no deberia tener algun efecto

negativo sobre otros parametros hematol6gicos.

2.2. Inmunoestimulantes.

Un inmunoestimulante puede definirse como un “compuesto natural que modula el
sistema inmune aumentando la resistencia del hospedero contra las
enfermedades que en la mayoria de los casos, son causados por patdgenos”
(Bricknell y Dalmo, 2005).

El término inmunoestimulante incluye una amplia variedad de sustancias que
activan el sistema inmune a través proteinas receptoras de reconocimiento y por
consecuencia aumentan la resistencia a enfermedades (Magnadottir, 2010). Los
inmunoestimulantes pueden dividirse en varios grupos dependiendo de su origen

en la tabla 2 se muestran algunos ejemplos.

Tabla 2. Clasificacién de inmunoestimulantes segun su origen.

Origen Fuente Ejemplo
Bacteriano Peptidoglicanos,
lipopolisacaridos. (Balcazar,
et al. 2007)
Natural Extractos vegetales/ algas Alginato, Kelp, spirulina,
laminarian.
Suplementos Nucleétidos, Carotenoides,
vitamina A, E, D.
Sintético Levamisol, Ergosan ®, Aquabio 1®




Existen distintas ventajas del uso de inmunoestimulantes sobre otros

quimioterapéuticos en peces (Bricknell & Dalmo 2005). A continuacion se

mencionan las principales:

Son baratos y faciles de administrar a los peces.

Representan menor riesgo en salud publica, ya que su aplicacién
profilactica puede disminuir el uso de antibioticos en los peces.

Se pueden administrar durante épocas en que la aparicion de
enfermedades es conocida o predecible, por ejemplo época de
reproduccion, manipulacion, transporte.

Promueve supervivencia y resistencia de los organismos al estrés o a las
enfermedades.

No se ha reportado la formacion de resistencia de patégenos a los
inmunoestimulantes.

No representan riesgo para el medio ambiente.

Los inmunoestimulantes son utilizados también como adyuvantes en

formulaciones de vacunas con muy buena respuesta de anticuerpos.

A la fecha se conocen una gran variedad de inmunoestimulantes utilizados en

diferentes especies de tilapia, en la tabla 3 se muestran algunos ejemplos.



Tabla 3. Inmunoestimulantes administrados en tilapia, via, dosis, tiempo

efecto en el sistema inmune.

Especie

Imunoestimulante

Via-Dosis —
tiempo de
exposicion

Incremento en la
respuesta inmune

de exposicion y

Referencia

Orechromis sp. Aquabio 1 Oral inmersién Lectinas, actividad Martinez et
de larvas-0.01g de lisozima 'y al.,2006
L- 7 dias antiproteasas
Hibridos Vitaminas Macréfagos in Viabilidad celular y Hung et
Oreochromis antioxidantes (A,C  vitro- vitaminas actividad de al.,2007a
y E) y minerales 100ug mLy lisozima.
(Se, Zn,Cu, Mn y minerales 40-
Fe) 80ug mL-dosis
Unica
Hibridos Vitaminas Oral-0.1, 0.3y Proliferacion de Hung et
Oreochromis antioxidantes (A,C 0.5% para macréfagos al.,2007b
y E) y minerales vitaminas y dependiente de la
(Se, Zn,Cu, Mn y 0.015% para dosis, actividad de
Fe) minerales-120 lisozima,
dias fagocitosis,
superdxido
intracelular
Oreochromis Extracto de Oral-0.25 ppt- Leucocitos totalesy  Aly et al., 2008
niloticus Echinacea 168 dias actividad de
pupurea lisozimay
resistencia a
Pseudomonas
fluorences
O. niloticus Boro y Extractos Oral-0.05-0.1%- Estallido Ardé et al.,
en polvo de 30 dias respiratorio, 2008
plantas chinas actividad fagocitica,
(Astragalus lisozima plasmatica,
membranaceus y proteina total e
Lonicera japonica) inmunoglobulina.
O. niloticus Vitamina A Oral- 1000UI Leucocitos totalesy  Guo et al., 2010
Kg-70 dias actividad del
complemento
resistencia a
Aeromona.
hydrophila.
O. niloticus Inulina y vitamina Oral-0.5y Adherencia de Ibrahem et
C 0.05%- 30 dias  neutrdfilos, estallido al.,2010
respiratorio y
actividad de
lisozimay
resistencia a
Aeromona.
hydrophila
Oreochromis Extracto acuoso Inyeccién-4-8ug Estallido Wu et al.,2010

mossambicus

caliente de hojas
de un arbol (Toona
sinensis)

g-dosis Unica

respiratorio,
actividad fagocitica
y de la lisozima,
resistencia a A.
hydrophila




Existen diferentes vias de administracion de los inmunoestimulantes por
inmersion, por inyeccion y oral en el alimento. Cada una de las vias tiene sus
ventajas sobre las demas. Por ejemplo, la oral resulta la més practica cuando se
administra inmunoestimulantes en el alimento a peces juveniles o adultos, dado el
tamafo de los peces y el manejo que implicaria administrar el inmunoestimulante

por inyeccion (Galindo-Villegas y Hosokawa, 2004).

La absorcion y velocidad del efecto de los inmunoestimulantes también depende
de la via de administracion, en ese sentido, la via por inyeccidén presenta ventajas
sobre la via por inmersion u oral. Sin embargo se debe tener en cuenta que todas
las vias de administracion son utiles, pues depende del tipo de inmunoestimulante

que se quiera administrar y el propésito (Galindo-Villegas y Hosokawa, 2004).

Los inmunoestimulantes administrados via oral en el alimento son también
conocidos como inmunoestimulantes dietarios, se incluyen en un porcentaje de la
racion alimenticia de los peces y se administran por periodos relativamente largos
(15, 30 o mas dias), debido a que su absorcién es variable y consecuentemente

su efecto (Galindo-Villegas y Hosokawa, 2004).

En lo que respecta a la duracion del efecto de inmunoestimulantes se conocen
algunos reportes que coinciden en que algunos indicadores de
inmunoestimulacién vuelven a niveles del control hasta 30 dias después de la
suspensién del inmunoestimulante dietario (Bagni et al., 2005). Esto se debe a que
la respuesta inmune innata es inmediata pero no prolongada ya que el efecto se
pierde una vez que el compuesto inmunoestimulante se elimina del cuerpo del pez
(Bayne y Gerwick, 2001).

Otros efectos deseables en la administracion de inmunoestimulantes dietarios es
que como promotores de la salud del organismo, proveen mejor crecimiento,
supervivencia y ganancia de peso, es decir que su uso en peces se refleje en
mejores indicadores de productividad: mejor consumo de alimento, mejor ganancia
de peso, eficiencia alimenticia, tasa de conversion alimenticia, tasa de crecimiento

especifico.
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El consumo del alimento aparente es un indicador de la aceptabilidad del

inmunoestimulante dietario.
La ganancia de peso se calcula como sigue:

GP= Peso final-Peso inicial
Férmula (1)

La eficiencia alimenticia aparente o tasa de eficiencia alimenticia (TEA), por otro
lado determina la cantidad del alimento asimilada por un animal con relacion a la
consumida, es decir, el alimento que se transform6 en peso corporal. Y cuya

férmula es la siguiente:

TEA (%)= (GP / alimento total consumido) x 100

Donde GP es la ganancia de peso
Férmula (2)
Otro indicador que se utiliza para ver la cantidad de alimento requerido para crear

una unidad de biomasa es el factor de conversibn o Tasa de Conversion
Alimenticia (TCA).

TCA= alimento administrado (peso seco)/ peso ganado (peso humedo)

Formula (3)

Mientras que la tasa de crecimiento especifico indica la ganancia de peso en

relacion a los dias trascurridos de alimentacion con el inmunoestimulante dietario.

TCE (%/dia)= [(In Peso final- In Peso inicial)/niumero de dias] x100

Donde In es logaritmo natural

Férmula (4)

2.3. Saccharomyces cerevisiae en Tilapia

La levadura del pan, Saccharomyces cerevisiae es un micro organismo unicelular,
cuya composicion es ampliamente conocida fenotipica y genotipicamente (Hatwell,
1974; Ho et al., 2002)
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La célula completa de la levadura y extractos de ella han sido utilizados con éxito
como inmunoestimulantes (Siwicki et al., 1994; Anderson et al., 1995; Ortufio et
al., 2002; Abdel-Tawwab et al.,, 2008; Andrews, 2009) y como promotores de
crecimiento en diferentes especies de peces incluyendo a la tilapia (Oliva-Teles y
Goncaves, 2001; Ortufio et al., 2002; Lara-Flores et al., 2003; Li, 2003, 2004,
2005; Reque, 2010; Tukmechi, 2011). En la tabla 4 se muestran reportes de
levadura o extractos de ella usados en la dieta de tilapia, asi como su nivel de
inclusion, el incremento en la respuesta inmune y mejoras en los indicadores de
crecimiento.

Tabla 4 Levadura Saccharomyces cerevisiae o0 extractos de ella como inmunoestimulantes

dietarios en tilapia, inclusién, tiempo de exposicién, incremento en la respuesta inmune y
mejoras en indicadores del crecimiento. N.D. No determinado en el estudio.

Inclusion-
tiempo de
exposicion

Mejoras en
indicadores del
crecimiento

Incremento en
respuestainmune

Parte de

o Referencia
S.cerevisiae

Especie

Proteina total, Mejor ganancia
O.niloticus Célula 10 y 20%- gl_obulln_a, de peso, TCA y Hassan,
’ completa 112 dias resistencia a TC£E 2007
A.hydropila
Mejor ganancia
Proteina total y de peso, TCE,
globulina, actividad supervivencia,
bactericida 'y Consumo de
. resistencia a alimento, TCA, Abdel-
O.niloticus cg:rﬁlulga Oéz gig?- A.hydropila ademés tasa de eficiencia  Tawwab et
P incremento de de proteina, al., 2008
eritrocitos, utilizacién de
hemoglobina, proteina 'y
hematocrito. utilizacion de
energia.
Transformacion
linfocitaria, actividad
fagocitica,
0. niloticus B-gété?ﬁgo Y 01% y 1%- Leucocitos totales, N.D El-Boshy et
’ completa 21 dias actividad bactericida T al., 2010
del suero 6xido
nitrico y resistencia
a A.hydropila.
Aumento de
Célula Ieuc_ocitos totales,
O niloticus completa y 2%y 0,.3%- ngor respu_esta N.D Reque et al.,
pared celular 70 dias |nflam§torla, T 2010
migracion de
leucocitos
Aumento de
leucocitos totales, Sahany
O.niloticus B-1,3/1,6 0.5y 0.1%- linfocitos y N.D Duman
’ glucano 14 dias monocitos, aumento T !
1 ,2010
de actividad
fagocitica
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De acuerdo a los antecedentes revisados sobre el uso de levadura en dietas de
tilapia, se puede concluir que la inclusion de la célula completa en porcentaje
superior al 1% es beneficiosa, ya que se observan efectos positivos tanto en
indicadores de inmunoestimulacion como de crecimiento para la especie.

2.4. Extractos de Plantas como Inmunoestimulantes en Tilapia

La busqueda de métodos para la prevencion de enfermedades ha
encontrado en la herbolaria una estrategia prometedora para evitar que los

peces se enfermen.

Se han elaborado algunos extractos de plantas que incrementan los mecanismos
de defensa inespecifico (nimero de leucocitos, lisozima sérica, actividad
fagocitica, proteina sérica, globulinas, respuesta inflamatoria) y la resistencia
natural de la tilapia frente a algunos patdgenos. Estos extractos se han
administrado via intraperitoneal a nivel experimental y via oral a escala piloto
(Gioacchini et al., 2008). En la tabla 5 se muestran los resultados del efecto
dietario de extractos de plantas en tilapia sobre los principales indicadores de

respuesta inmune para diferentes periodos de inclusién.

Adicionalmente a las plantas terrestres, las algas despiertan gran interés por ser
una fuente natural de compuestos con actividad biolégica que pueden utilizarse

como ingredientes funcionales en dietas.

Las algas son organismos fotosintéticos con estructuras reproductivas simples.
Este grupo estd compuesto por un total de 25 a 30,000 especies, con una gran
variedad de formas y tamafios, microalgas (algas unicelulares) y macroalgas
(multicelulares). Algunas de ellas viven en condiciones ambientales cambiantes e
incluso extremas por lo que son organismos que deben adaptarse para sobrevivir,
debido a ello producen metabolitos que no se encuentran en otras plantas y que

son bioactivos (Plaza et al., 2008).
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Tabla 5. Extractos de plantas con actividad inmunoestimulante administrados a tilapia via
oral, porcentaje de inclusién en la dieta, tiempo de exposiciéon e incremento de los
indicadores de respuesta inmune.

Inclusiéon en dieta
Incremento en respuesta

. Referencia
inmune

Especie Extracto

—tiempo de
exposicion

Producto elaborado Fagocitosis, lisozima
con Astragalus 9 ’ y

0.1,0.5, 1% - 30 Yin et al.,

O.niloticus radix y Scutellari dias acuwdad_de e_stallldo 2006
radix respiratorio.
Producto acuoso
elaborado con Fagocitosis, lisozima, Yuan et al
O.niloticus Astragalus 0.1% - 30 dias anticuerpos y resistencia a 2007 v
membranaceuss y Aeromona hydrophila.
Lonicera japonica
Actividad de lisozima,
produccién de oxigeno
©. Ieci):frzcz;(;jl? ta 0.1 al%-21di reactivo y Christybapita
mossambicus 9 P Lald- 1as mieloperoxidasa, et al., 2007
alba) resistencia a A.
hydrophila.
Transformacion
linfocitaria, actividad
Extracto de fagocitica, recuento de
O. niloticus Laminaria japénica 0.1% - 21 dias linfocitos, actividad El-Boshy et
(Laminarfan) bacter_luda’d(_al suero, al., 2010
oxido nitrico y
resistencia a A.
hydrophila
Lisozima, complemento,
Extracto de semilla meloperoxidasa y
0. en cloroformo de 0.01,0.1,1% - 21 especies de oxigeno y Kirubakaran

mossambicus Nyctanthes dias nitrégeno reactivo. etal., 2010
arbortristis Resistencia a A.
hydrophila.
Extracto de L. Fagocitosis, actividad de Mohamed y
O. niloticus japonica y 0.5, 1% - 21 dias lisozima y resistencia a A. Abasali
Ganoderma lucidum Hydrophila. 2010a, 2010b
Extracto acuoso de Lisozima, fagocitosis y Rattanachaiku
0. niloti Andrographis 0.5,1,1.5% - 30 actividad del estallido nsopon y
. niloticus - ; . . ; )
paniculata dias respiratorio. Resistenciaa  Phumkhachor
S. agalactie n, 2009.
Extracto de
0. Cynodon . L Harikrishnan
mossambicus  dactylon y Zingiber 1% - 45 dias Fagocitosis y lisozima etal., 2011
officinale
Extracto de o ) Harikrish
O. niloticus Cratoxylum 0.5a1.5% - 45 dias FagQC|to§|s, e.stall'ldo aririshnan
formosum respiratorio y lisozima etal, 2011

Las principales actividades bioldgicas que se han descrito para algunas algas

incluyen las anticoagulantes (Ciancia et al., 2010), anti-hiperlipidémicas (Pengzhan
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et al.,, 2003), antivirales, antitumorales (Hiroishy et al., 2001) y antioxidantes
(Sathivel et al., 2008).

Se han aislado otros componentes de las macroalgas que tienen actividad
inmunoestimulante. El B-glucano obtenido de Laminaria hyperborean incrementa
la actividad de macroéfagos in vitro de salmoén; los alginatos, presentes en algas
pardas, inyectados via intraperitoneal a trucha incrementan la actividad fagocitica,
estallido respiratorio y expresion de citocinas en leucocitos periféricos (Peddie et
al., 2002). Los polisacaridos de las macroalgas pueden también incrementar la
resistencia de los peces a enfermedades, ya que carpas inyectadas via
intraperitoneal con carragenina obtenido de Chondrus ocellatus (alga roja)
mostraron mayor resistencia a las bacterias Edwarsiella tarda y Aeromonas

hydrophilla.

Se ha estudiado la composicion de la pared celular de algunas algas y en distintos
trabajos se identificaron algunas sustancias incluidos los extractos de
polisacaridos como los responsables de la bioactividad de las algas,
especificamente de su capacidad para estimular el sistema inmune (Costa, 2010).

En la tabla 6 se muestran resultados de algunos estudios.

Castro y colaboradores en 2004 publicaron un trabajo sobre estimulacién de
macrofagos de rodaballo utilizando un extracto hidrosoluble de diferentes especies
de algas verdes del género Ulva y Enteromorpha, dos afios mas tarde, los mismos
autores reportaron las propiedades de los polisacaridos responsables de modular
la funcion de los macrofagos del rodaballo en otro estudio in vitro (Castro et al.,
2006). Como éste, varios trabajos han mostrado evidencia de que los
polisacéaridos responsables de modular la respuesta inmune son el ulvan, el 4cido
urénico, la xilosa, la ramnosa y otros polisacaridos acidos sulfatados (Leiro et al.,
2007)
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Tabla 6. Polisacaridos extraidos de macroalgas e incremento en la respuesta inmune.

Polisacarido Incremento en la respuesta inmune Referencia

Alginato de sodio

Aumenta la migracién linfocitaria y la
actividad  fagocitica ademas de
resistencia en rodaballos infectados con
Vibrio anguillarum

Skjermo et al., 1995

Laminaran y B-glucano Laminaria

hyperborea

Inmunomoduladores en macrofagos de
salmon (Salmo salar)

Dalmo y Seljelid, 1995

Carragenina Algas rojas

Incremento de actividad fagocitaria y
resistencia contra bacterias después de
haber sido inyectada via intraperitoneal
en la carpa (Cyprinus carpio)

Fujiki et al., 1997

Acido alginico (Ergosan ®)
Extraido de Laminaria digitata y

Ascophyllum nodosum

Aumenta la produccion de neutrdfilos,
fagocitosis expresion de interleucinas y
estallido respiratorio en trucha arcoiris

Peddie et al., 2002

Actividad del complemento, lisozima
sérica en lubina (Dicentarchus labrax)

Bagni, et al., 2005

Aumenta la expresion de citocinas (IL-
1B, IL-8 y TNFa2) en Trucha arcoiris
(Onchorhynchus mykiss).

Gioacchini, et al.,
2008.

Recuento de linfocitos en esturién
beluga (Huso huso).

Jalali et al., 20009.

Aumento en conteo de linfocitos en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Heidarieh, y Reza
2012.

Aumento de leucocitos, lisozima,
proteasa, actividad antibacterial del
mucus cutaneo, ademas mejor tasa de
crecimiento especifico y tasa de
conversion alimenticia después de 45
dias en trucha arcoiris.

Sheikzadeh et al.,
2012

2.5. Ulva clathrata.

Ulva clathrata (antes conocida como Enteromorpha clathrata, ver Hayden et al.,

2003) o Ao-nori, es una macroalga verde de la familia Ulvaceae de distribucion

mundial.
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Actualmente, esta macroalga verde es producida en Sinaloa, México por la
empresa Aonori Aquafarms Incorporated con tecnologia patentada en co-cultivo
con camaron blanco (Moll, 2004 y Moll et al., 2006).

Existen varios estudios que describen las caracteristicas quimicas de otras
especies de Ulva provenientes de poblaciones naturales, zonas costeras y
lagunas en todo ellos la composicion es diferente de acuerdo a la distribucion
geografica, la época del afio y la calidad del agua (temperatura, salinidad,
disponibilidad de nutrientes) (Yaich et al., 2011). Sin embargo, Pefia-Rodriguez y
colaboradores en 2011 reportaron las caracteristicas quimicas de esta especie

producida en co-cultivo con camaron; se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Composiciéon quimica de U. clathrata en co-cultivo con camarén blanco.

( Nutiete __ Contenido |
Proteina cruda 20-26%
Sacaridos:
Rhamnosa 36-40%
Acidos urénicos 27-29%
Xilosa 10-13%
Glucosa 10-16%

41%
Fibra dietaria

Acidos grasos saturados 51%
Acidos grasos polinsaturados 13%
Carotenoides 169mg/kg de peso seco
Minerales:
Ca 19 g/kg
Fe 4.2 g/kg
Cu 14 mg/Kg
Zn 17mg/kg
As 9 mg /kg

Por otro lado, Hernandez-Garibay y colaboradores en 2011 aislaron vy
caracterizaron los polisacaridos de U. clathrata producida en co-cultivo con
camaron blanco; los autores encontraron que los polisacaridos solubles presentes
en esta especie son polisacéaridos sulfatados, y son los mismos disacaridos que
forman parte del ulvan. Estos disacaridos son representados por modelos

tridimensionales en la figura 3.
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Figura 3. Disacaridos sulfatados que conforman el ulvan:
C H [ ] o [} s Na

El ulvan es el nombre con el que se conoce al conjunto de polisacaridos obtenidos
de macro algas verdes del genero Ulva (Ray, 1995). Esta constituido
principalmente por secuencias de disacaridos, rhamnosa sulfatada y &cido
glucurénico, acido idurénico o xilosa (Quemener et al., 1997). Los disacaridos que
mas se repiten en la composicion del ulvan son acidos aldobiurénicos designados
como tipo Ay tipo B: acido ulvanobiurdnico 3-sulfato (A3s) y acido ulvanobiurdnico
3-sulfato (B3s) respectivamente; y las ulvanobiosas de tipo U3s y U2’s3s (Lahaye,
2001).
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3. JUSTIFICACION

El empleo de antibidticos u otros quimioterapéuticos, para el tratamiento de
enfermedades, presenta desventajas ya que, ademas de su elevado costo,
implican ciertos riesgos pues crean resistencia en patdégenos, riesgos para el
consumidor y contaminan en medio ambiente. Ademas, para el caso de los que
son inyectados o administrados oralmente, requieren de un tiempo de retiro lo que
restringe la comercializacion del producto para consumo humano (Jacobs y
Chenia, 2007).

Las practicas de produccion intensiva de tilapia ofrecen condiciones que favorecen
la aparicion de una amplia variedad de patégenos es por esto, que se requiere
potencializar la respuesta inmune inespecifica asi como promover la homeostasis
en los organismos juveniles de manera profilactica para disminuir la incidencia de

enfermedades.

Actualmente se considera que el manejo integral de organismos, instalaciones y
practicas de produccion permiten la prevencion de enfermedades, siendo esto
mas rentable que el uso de medicamentos para su control (Hakalahti-Sirén et al.,
2008). Por lo cual, la utilizaciébn de inmunoestimulantes dietarios es una opcién

promisoria en la prevencion de enfermedades.

A pesar de que existe informacién sobre la actividad inmunoestimulante de
extracto de ulva, los reportes son de estudios in vitro y en los estudios in vivo se
administra por inyeccion intraperitoneal. Existe un producto comercial (Ergosan®)
a base de algas que se administra en el alimento sin embargo es elaborado con
algas pardas. No se conocen reportes de administracion de extracto de Ulva
clathrata en el alimento, no obstante es una macroalga producida por acuacultura
en México, se destina principalmente a la elaboracién de sushi o como ingrediente
en dietas. Su uso como ingrediente en dietas no representa riesgo alguno para la

salud (Pefia-Rodriguez et al, 2011) y se ha demostrado que contiene sustancias
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bioactivas (Hernandez-Garibay et al, 2011) que pueden tener un efecto modulador

en la respuesta del sistema inmune de los organismos.

4. HIPOTESIS.

La adicion de extracto de Ulva clathrata en la dieta de tilapia modificara los

parametros hematoldgicos, aumentara la respuesta inmunoldgica y el crecimiento.

5. OBJETIVOS.

5.1. General

Evaluar el efecto inmunoestimulante del extracto de Ulva clathrata adicionado en
la dieta de tilapia (Oreochromis niloticus).

5.2. Particulares

Elaborar y analizar la composicién quimica del extracto de Ulva clathrata.
Adicionar el extracto de ulva a la dieta comercial para tilapia

Analizar la respuesta hematoldgica de O. niloticus alimentada con diferentes
niveles de inclusion del extracto de ulva en la dieta.

Evaluar los diferentes niveles de inclusion del extracto sobre la respuesta del
sistema inmune.

Evaluar el tiempo de duracion del efecto hematolégico y/o inmunolégico del
extracto.

Evaluar la eficiencia del extracto de ulva en el crecimiento de la tilapia.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Elaboracion del Extracto de Ulva clathrata.

Ocho kilogramos de ulva deshidratada procedente de la empresa Aonori
Aquafarms Inc. (antes: Sinaloa Seafields International), fueron pulverizados con un
molino eléctrico (Rosk amp champion Mod.2975) hasta obtener un tamafio de
particula de 250um en la planta de alimentos del Centro de Investigacién en
Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) Unidad Mazatlan en Acuicultura y Manejo
Ambiental (Mazatlan, Sinaloa, México). El extracto se elaboré de acuerdo a la
metodologia de Hernandez-Garibay et al (2011) que consiste en realizar una
extraccion acida y precipitar los polisacéridos con alcohol, con una modificacion
sobre la forma de obtener el extracto en peso seco. La metodologia completa se

describe en el anexo 1.

6.2. Aclimatacion de los Peces.

Se compraron 540 juveniles de Oreochromis. niloticus de 25+3g de peso
(promedio z*desviacion estandar) de la empresa Maricultura del Pacifico,
provenientes del mismo lote de reproductores de la linea comercial Tecnopez. Los
peces se trasladaron al Area de Bioensayos del Laboratorio de Parasitologia del
CIAD. Se mantuvieron en tanques de 400L con aeracién constante, por un periodo
de 10 dias el cual se denomina periodo de aclimatacion, durante el cual se les
administré alimento comercial para tilapia (Purina®, 35% proteina cruda y 9%
lipidos) dos veces al dia a saciedad aparente. Se midieron los parametros de
oxigeno, temperatura y pH diariamente.

6.3. Tratamientos a Evaluar.

Se evaluaron como inmunoestimulantes: la levadura (Saccharomyces cerevisiae)
y el extracto de ulva (Ulva clathrata). La levadura (Levaduras y avios Azteca S.A.
de C.V.) se utiliz6 como control positivo al 2% de inclusion en la dieta acorde a lo

reportado por Reque et al. (2010) como el optimo efecto inmunoestimulante en O.
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niloticus. La levadura se compré en el supermercado y se adicioné a la dieta como

se describe en péarrafos subsecuentes.

Se evaluaron cinco tratamientos compuestos por la dieta basal (Purina® de 35%
de proteina cruda y 9% de lipidos) a los que se les adicioné el extracto de ulva en
tres diferentes concentraciones (EU): EU 0.1%, EU 0.5%, EU 1%. El porcentaje de
levadura (LEV) optimo (2%) como el control positivo y el control negativo sin
inmunoestimulante (C). La dieta basal se pulverizé utilizando un molino eléctrico
de martillos (Roskamp, Waterloo, 1.A.), se mezclé con una batidora (Holbat,), se
adiciond la levadura o extracto de ulva y se formaron pellets de tamafio uniforme
(1.5 mm) con ayuda de un molino de carne (Torrey M22R2). Los pellets se
secaron en desecador de aire forzado a 40°C por 12 horas, se empacaron en
bolsas de plastico y se mantuvieron a 3°C hasta su uso.

6.4. Disefio Experimental.

6.4.1. Experimento de Inmunoestimulacion.

Se lavaron y desinfectaron las instalaciones y equipos de la sala de bioensayo

como se describe en el anexo 2.

Se distribuyeron 540 peces, 36 peces por tanque, en 5 tratamientos por triplicado,
lo cuales se distribuyeron aleatoriamente. El sistema de tanques utilizado fue de
circulacién cerrada con recambios del 20% de volumen total de cada tanque cada
tercer dia. Consistid en 15 tanques de 400 L y un reservorio de agua, como lo
muestra la figura 1. El agua se obtuvo de la red municipal y se decloré por medio
de aireacion dentro de un reservorio por 24 horas posteriormente fue bombeada a
los tanques. La aireacion en el sistema se mantuvo permanente y se realiz6 un

recambio del 20% del volumen total de agua en todos los tanques cada 48 horas.

El oxigeno disuelto y temperatura fueron medidos diariamente mientras que el pH
se midié cada semana. Y el amonio se determiné a las 72 horas sin remplazo de
agua para asegurar que bajo este manejo del sistema, los niveles se mantuvieran

por debajo de los limites maximos para la especie.
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Durante el experimento se aliment6 a los peces dos veces al dia (9:00 y 15:00
horas) a saciedad aparente por un periodo de 60 dias con las dietas
experimentales luego se suspendi6 la administracion de los inmunoestimulante y

se continu6 administrando la dieta C (0%) por otros 30 dias.

/&
®

Figura 4. Esquema del sistema experimental de inmunoestimulacién. Eu 0.1, Tratamiento
Extracto Ulva 0.1%; Eu 0.5, tratamiento Extracto ulva 0.5%; Eu 1, Tratamiento extracto ulva
1%; L, tratamiento levadura; C, control; R, reservorio; y EBBomba.
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6.5. Toma de Muestras.

6.5.1. Quimica del Extracto.

Una vez elaborado el extracto se enviaron muestras a la Unidad de servicios
Académicos a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica en la Universidad
Nacional Autonoma de México, en donde se le realizaron: Andlisis elemental
cuantitativo de la harina de ulva y el extracto para efectos de comparacion, se
determind el contenido de Carbono, Hidrégeno, Nitrogenos y Azufre;
Espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) de la harina de
ulva y al extracto; y Resonancia Magnética Nuclear del extracto (RMN).
Adicionalmente se calcularon los modelos tridimensionales de los polisacaridos

contenidos en el extracto.
6.5.2. Experimento de Inmunoestimulacién.

Se eligieron al azar seis peces por tratamiento cada 15 dias durante el periodo de
experimentacion. Dichos organismos no se alimentaron durante 24 horas previas
al muestreo. Se manipularon con cuidado, evitando estresar a los organismos y se

anestesiaron con 2-fenoxyetanol (Sigma, St.louis, MO, EUA) a dosis de 0.5mL/L.

Una vez anestesiados los peces, se obtuvieron muestras sanguineas por medio
de puncion de la vena caudal para lo que se utilizaron jeringas de 1mL sin
anticoagulante (Teruno México, DF, México) Posteriormente los peces se pesaron
y midieron, individualmente. La sangre extraida se deposité en dos tubos; uno con
EDTA como anticoagulante (Microvette EDTA tripotassium salt, Germany) que fue
utilizado para el recuento de leucocitos totales (WBC), el recuento de eritrocitos
totales (RBC), la determinacion de la hemoglobina (HGB) y actividad fagocitica
(AF). Mientras que en el otro tubo, sin anticoagulante, se depositd la sangre
destinada para la determinacibn de hematocrito (HCT), el cual se realizd
inmediatamente después de tomada la muestra de sangre. El resto de la sangre
se dejo coagular, posteriormente se centrifugd y se obtuvo el suero, el cual se
almacend a -20°C para posteriormente analizar la concentracion de las proteinas
totales (PROT), las albuminas (AL) y las globulinas (GB).
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6.6. Variables a Medir.

6.6.1. Quimica del Extracto.

EL analisis elemental cuantitativo se realiz6 en un equipo Fisons Instruments
Modelo EA1108 (CHNS-O), se utilizé estandar de cistina. Los espectros del
Infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin Elmer FTIR modelo 1605,
en el intervalo de 4000 a 400 cm™, utilizando pastillas de bromuro de potasio. Los
modelos tridimensionales calculados de las moléculas contenidas en el extracto,
se generaron por medio del programa Hyperchem 8.0, el cual calcul6 y optimizé la
geometria de las formulas. Posteriormente se utilizé el programa Mercury 2.4 para

modelar las formulas a partir de sus féormulas empiricas.

Por otro lado, los espectros de RMN de 'H, se realizaron en un espectrémetro
Bruker 300. El disolvente utilizado fue D,0.

6.6.2. Hematologia y Sistema Inmune.

Para el recuento de eritrocitos y leucocitos totales se utilizé el diluyente propuesto
por Natt-Herrick (1952) y cuya técnica de preparacion se describe a detalle en el

Anexo 3.

Los recuentos celulares se realizaron en una camara de Neubauer como se

muestra en la figura 3, la técnica completa se describe a detalle en el anexo 3.

;_; — Do - ,ii_,,

I
Figura 5. Camara de Neubauer. Zonas rojas recuento de eritrocitos y zonas azules
recuento de leucocitos.
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Los recuentos totales se obtienen con las siguientes formulas:

Eritrocitos Totales= NUmero de eritrocitos / 2 X 200

0.02 Férmula (5)
Leucocitos Totales= NuUmero de Leucocitos X 200
3 Foérmula (6)

Los resultados se reportan como células por milimetro ctbico (células mm®)

El hematocrito se realizO con tubos capilares heparinizados los cuales se
colocaron por 10 minutos en una centrifuga de micro-hematocrito (SOL-BAT P600,
México, DF, México) por ultimo el paquete celular se medié con un lector de

hematocrito (SOL-BAT) y se reporté como porcentaje.

La hemoglobina de los glébulos rojos se analizé por el método colorimétrico de la
cianometahemoglobina (con reactivo Mex Lab.) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y para medir la concentracién se utilizé un espectofotometro (UV-1800,

Shimadzu) auna longitud de onda de 540nm, el resultado se reporté en g.dL™.

La proteina total sérica y albumina se determinaron por colorimetria basada en
Biuret y se utilizé el Kit de prueba de la marca Mex Lab, se siguieron las
indicaciones del fabricante. Para medir la concentracion se utilizd un
espectofotébmetro (UV-1800, Shimadzu) a una longitud de onda de 545 y 620 nm,
respectivamente, La globulina se obtuvo por sustraccién de la albumina de la

proteina total sérica, los resultados se reportaron en g.dL™.

La actividad fagocitica fue determinada por medio de la técnica de fagocitosis
usando microesferas de latex y los resultados fueron expresados en porcentaje.

La técnica completa se describe en el anexo 4.

6.6.3. Crecimiento.

26



Los peces de cada tratamiento fueron pesados y medidos cada dos semanas para
determinar la ganancia de peso (o0 tasa de eficiencia alimenticia, TEA), tasa de
crecimiento especifico (TCE) y tasa de conversion alimenticia (TCA); al final del
experimento se determind la ganancia de peso (GP) y consumo de alimento. Para

lo cual se aplicaron las siguientes formulas:

TEA (%)= (Peso final-Peso inicial/alimento total consumido) x 100
TCE (%/dia)= [(In Peso final- In Peso inicial)/numero de dias] x100
TCA= alimento administrado (peso seco)/ peso ganado (peso humedo)
GP= Peso final-Peso inicial

6.7. Andlisis Estadistico.

Una vez determinados los promedios de las variables a medir, se realizé un
andlisis estadistico inferencial con el fin de hacer una comparacién entre ellos y
las inclusiones de inmunoestimulante, para determinar si existen diferencias
significativas entre los promedios y si estas diferencias existieron, se determind
cuales fueron, por medio de analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para

determinar las diferencias entre los tratamientos y los dias del experimento.

Se probé la normalidad y homocedasticidad de varianzas; cuando la
homocedasticidad de las varianzas no pudo demostrarse y dada la naturaleza de
los datos; se realizé un analisis de varianza mediante un ANOVA no paramétrico
de Kruskal-Wallis. El contraste de hipotesis de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis,
1952) es la alternativa no paramétrica del método ANOVA, es decir; sirve para
contrastar la hipdtesis de que muestras cuantitativas han sido obtenidas de la
misma poblacion aunque su distribucién no sea normal (Montgomery, 2001). En el
caso de rechazar Ho de que k muestras han sido obtenidas de la misma poblacion,
se aplico una prueba de comparacion multiple para determinar especificamente
las diferencias significativas entre cada uno de los promedios. Se aplico la prueba

de Duncan o prueba de rango multiple de Duncan (1955).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Elaboracion del extracto de Ulva clathrata

El rendimiento del extracto de U. chlatrata liofilizado fue del 12%, el cual se
encuentra dentro del intervalo reportado por Hernandez-Garibay et al. (2011) para
el extracto de la misma especie de alga (7.5-14.8%) secado al calor. La
liofilizacién es una técnica de secado en frio que sirve para deshidratar sin causar
dafio a los materiales biologicos y resulta en productos de mayor calidad, ya que

al no emplear calor se evitan pérdidas nutricionales y organolépticas del producto.

7.2 Quimica del Extracto

7.2.1 Analisis Elemental Cuantitativo

El andlisis elemental cuantitativo es esencial para caracterizar los compuestos

organicos.

Los porcentajes calculados de peso de cada elemento en la molécula representan
valores teéricos que se derivan de la composicion quimica de la harina de U.
clathrata, mientras que los porcentajes observados se obtuvieron mediante el

andlisis elemental de la muestra.

Los resultados del andlisis elemental cuantitativo de la harina de U. clathrata se
muestran en la tabla 8.

Tabla 8 Analisis elemental cuantitativo de harina de U. clathrata: valores calculados y
valores observados

Porcentaje de peso Porcentaje de peso
Elemento en la molécula en la molécula
(calculado) (observado)
C 26.01 25.999
H 5.026 4.86
N 2.99 2.695
S 4.568 4.567
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El porcentaje de peso del Carbono e Hidrégeno refleja el contenido de
polisacaridos estructurales tales como la celulosa y polisacéridos solubles en
harina de ulva. Esto concuerda con los valores altos de celulosa y polisacaridos
reportados por Pefia-Hernandez et al. (2011); los cuales determinaron mediante el
andlisis proximal de harina de U.clathrata, que la fibra dietaria total esta entre
37.6-43.6% de peso seco, los polisacéridos insolubles 16.6-20.8% vy los
polisacaridos solubles (azucares totales) 17.35-31.11%. Mientras que el contenido
de proteina de la harina es de 20% de peso seco, esto explica la proporcion de la

intervencion del nitrégeno en la muestra analizada.

El ulvan representa un rendimiento del 7-29% del peso seco de harina de ulva y
considerando que este grupo de polisacaridos contiene azufre en proporcién del
16-23% (Lahaye & Robic, 2007), entonces el contenido de azufre en peso seco de
alga puede ser de 1-7% (Pefia-Rodriguez et al., 2011), lo cual indica la presencia

de este elemento en la harina determinado por el analisis elemental (Tabla 8).

Los resultados de la composicion quimica, se muestran en la tabla 9.

Tabla 9 Andlisis elemental del extracto de U. clathrata: valores calculados y valores
observados.

Porcentaje de peso ' Porcentaje de peso
Elemento en la molécula en la molécula
(calculados) (observado)
H 3.88 3.783
N 0.98 0.895
S 5.62 8.691

Los porcentajes calculados de peso en la molécula representan el peso de cada
elemento en la sustancia, estos valores se obtuvieron de la estructura de los
principales disacaridos encontrados en el ulvan, este grupo de disacaridos
contienen &cidos urénicos (4cido glucurénico y acido idurinico) los cuales se
forman con sulfato ulvanobiouronico tipo A (A3s) y tipo B (B3s), ambos han sido
descritos por Lahaye (2001) El ulvan ha sido aislado de otras especies de Ulva (U.
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rigida, U. lactuca, U. pertusa, U. rotundata) (Ray y Lahaye 1995; Pengzhan et al.,
2003; Castro et al., 2006; Sathivel et al.,2008; Robic et al., 2009). Los porcentajes
de peso observados de cada elemento en la molécula fueron obtenidos del
andlisis elemental de la muestra de extracto de U. clathrata.

Se observa de manera general, que el contenido de carbono es mucho menor en
la muestra de extracto (tabla 9) en comparacién con la harina de U. clathrata (tabla
8), esto se debe al proceso de extraccion, por medio del cual se elimind la
celulosa, otros carbohidratos estructurales y fibra dietaria insoluble de la harina.

El contenido de Carbono, Hidrégeno y Nitrégeno de la muestra de extracto
coincide con el contenido calculado del ulvan, lo cual indica que se obtuvieron las
especies de polisacaridos reportados por Lahaye (2001) con un alto grado de
pureza. Mientras que el porcentaje observado de intervencion del azufre en la
muestra de extracto de U. clathrata es superior al calculado, lo que sugiere que la
liofilizacion aplicada en la técnica de elaboracion de extracto pudo haber evitado la

perdida de grupos sulfato en el extracto obtenido.

7.2.2 Espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Una técnica utilizada para la caracterizacion quimica de sustancias es la

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

La FTIR se basa en las vibraciones moleculares que se llevan a cabo cuando se
incide una frecuencia del espectro electromagnético en la zona del infarrojo a una
muestra. De esta manera, se pueden medir las vibraciones u oscilaciones de
atomos unidos mediante un enlace quimico. Estas vibraciones determinan
interacciones entre los atomos (donacién y recepcion de protones o electrones),
estas interacciones inter o intramoleculares son extremadamente importantes en
el comportamiento y propiedades de las macromoléculas bioldgicas, pues sus
conformaciones y actividad bioquimica son determinadas por dichas interacciones
(Nakamoto, 1986).
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En la figura 5 se muestra el resultado de la FTIR de harina de U. clathrata y del
extracto; donde el espectro de la harina (a) presenta una banda robusta con una
frecuencia de vibracién 3,238 cm™ que corresponde a los grupos carboxilos, los
enlaces carbono-carbono del anillo del polisacarido, asi como a los enlaces
nitrogeno-hidrogeno de la aminas presentes en los animoéacidos de las proteinas
(Silvertein, 1991). Adicionalmente se encuentra una banda en 1,634 cm™
especifico para los grupos carboxilo presentes, ademas se observa una banda
ancha caracteristica de los grupos sulfato en 1,084 cm™. Siendo estas bandas las
mMAas importantes y representativas para la identificacion de los polisacéaridos en la

muestra.
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Figura 6. FTIR de la Harina de U. clathrata (a) y Extracto de U. clathrata (b)
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El espectro del extracto de U. clathrata (b), muestra ciertas similitudes con los que
se han descrito para otras especies de Ulva (Castro et al., 2006; Robic et al.,
2009a) en los que también se presentan bandas en 1,650 y 1,400 °™', asignadas
a grupos carboxilos (Silvertein, 1991), una banda intensa en 1,260 " indicando
la presencia de sulfato y dos pequefias bandas en 850 y 790°™ que se han

observadas tipicamente en ulvan.

Se muestra en 1134 y 1099 cm™ una banda desdoblada del grupo sulfato, el cual
se aprecia mejor debido a su pureza ya que se eliminan compuestos que
interfieren en las interacciones y las vibraciones de este grupo. Adicionalmente se
observa que la banda de los carboxilos se desdobla y desplaza a una frecuencia
de vibracion de 1729 y 1623 cm™, debido a la eliminacién de celulosa y
polisacaridos estructurales que contenian otro tipo de carboxilos los cuales
también participaban en las vibraciones que se observaban en el espectro FTIR de
la harina. Lo anterior corresponde a lo encontrado por Hernandez-Garibay et al.

(2011); quien observé bandas de grupo carboxilo en 1646cm™.

Castro et al. (2006) asigné una banda en 850cm™ a los sulfatos contenidos en el
ulvan, mediante un experimento de desulfatacion y resulfatacién del polisacéarido
aislado de Ulva rigida. Lo que concuerda con la banda observada en 847cm™ del
FTIR realizado al extracto de U.clathrata en este estudio (b). Por otro lado, Robic
et al. (2009a); reportaron la existencia de una banda fuerte en 1055 ™! presente
en el ulvan de U. rotundata y que esta asociada a la vibracion del enlace C-O de la
ramnosa y acido glucurénico, sin embargo en la muestra de extracto analizada,
esta banda se encuentra traslapada por la vibracion del enlace del grupo sulfato,

gue es mas fuerte (Silverstein, 1991).

En 598cm™ se observa una banda de intensidad media que pertenece a una
vibracién & del enlace de S-O-Na (Nakamoto, 1986), este grupo funcional esta
presente en la formula quimica de los principales disacaridos que forman el ulvan,

los &cidos ulvanobiurdnicos y ulvanobiosas (Lahaye, 2001).
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Basado en los hallazgos en el FTIR del extracto de U.clathrata se puede concluir
que se logré aislar de la harina, polisacéridos similares al ulvan reportado en otras

especies de ulva.

7.2.3 Modelos Tridimensionales de los Disacaridos Obtenidos en el Extracto.

A continuacion se muestran los modelos tridimensionales generados de los
disacaridos presentes en el extracto, estos modelos representan las férmulas

empiricas descritas por Lahaye (2001).
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Tabla 10 Modelos tridimensionales de los disacaridos contenidos en el extracto.

Disacarido Nimero de atomos
monosacarido

por

(2)

Carbono ., Hidrégeno | |Oxigeno .Azufre .y Sodio -

34




Tabla 10 quelos tridimensionales de los disacaridos contenidos en el extracto.
(CONTINUACION)

Disacarido Numero de &tomos por
monosacarido

U2’s3s

)

Carbono - Hidrégeno | DOxigeno .Azufre Sodio -

Estos modelos muestran que la estructura del monosacarido 1 de todos los
polisacaridos es la misma. No asi para las estructuras del polisacarido 2 en los

que las principales diferencias observadas son:
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»= La posicion del O (16) en el anillo que se encuentra en posicion orto al
oxigeno puente del disacarido y que muestra que los anillos (2) del A3s y
B3s son isbmeros Opticos.

» La presencia de un grupo acido en el C (22) en el anillo de A3s y B3s,
ausente en el anillo 2 de los U3s y U2’s3s.

» La presencia del grupo sulfato en C18 del U2’'s3s, ausente en el U3s, lo
cual puede explicar la presencia de la banda intensa en 1,260 cm™ vy la
banda en 847 cm™ del FTIR de extracto.

= La unién del anillo (1) y (2) de los monosacéaridos por el O (8) puede

explicar la sefial de 1055 cm™ del grupo carboxilo.

Las diferencias que se observan en la estructura de cada uno de los disacéridos,
son importantes porque al tener diferente naturaleza magnética es posible
identificarlas mediante técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN). Los
modelos de las estructuras presentes en el extracto obtenido son de gran apoyo

para la asignacion y entendimiento de las sefiales de RMN.

7.2.4 Resonancia Magnética Nuclear del Extracto (RMN)

Adicionalmente a los analisis explicados previamente, se realizo la espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La RMN permite determinar las
estructuras de los compuestos organicos, pero desde los nucleos atémicos de los

elementos que conforman estas moléculas.

Lo que se muestra en el espectro de RMN son los desplazamientos quimicos de
los nucleos atémicos. En la medida que ellos estan relacionados o interactian

mediante algun tipo de enlace, los desplazamientos quimicos seran diferentes.

En la tabla 11 se presentan los desplazamientos quimicos de cada uno de los
protones de los cuatro disacaridos encontrados en el extracto. En la columna
central se presenta la region con la multiplicidad correspondiente a la que se
encuentran cada uno de los protones dependiendo de su naturaleza magnética,
mientras que en la columna derecha se muestran los desplazamientos quimicos
gue aparecen en el espectro de RMN (Figura 6).
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Tabla 11 Resultados de Resonancia Magnética Nuclear del extracto de U. clathrata.

H ppm (tedrico) ppm
(encontrado)
2 3.3-4° 3.2-4.2"
3 3.3-4" 3.2-4.2"
4 4-6" 5.20
5 3.3-4° 3.2-4.2"
6,21 3.3-4° 3.2-4.2"
7 0.7-1.3° 1.1
17 4-6° 3.2-4.2"
18 3.3-4" 3.2-4.2
19,20 3.3-4° 3.2-4.2"
10,27,28 1-6° |
17 4-6° 4.2
18 3.3-4" 3.2-4.2"
19,20 3.3-4" 3.2-4.2"
21 3.3-4° 3.2-4.2"
27,28 1-6° |
24 10-12° |
17 3.3-4° 3.2-4.2"
18,19 3.3-4" 3.2-4.2"
20 3.3-4° 3.2-4.2"
21 3.3-47 3.2-4.2
24,25 1-6° |
17 3.3-4" 3.2-4.2"
18 4-6' 5.20
19 3.3-4" 3.2-4.2"
20 3.3-4° 3.2-4.2"
21 3.3-4° 3.2-4.2"
29 1-6° |

S=singulete, D= doblete, T=triplete, C= cuadruplete, Q= quintuplete, M= multiplete.
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Figura 7. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear del Extracto de U. clathrata

En la tabla se observa que casi todos los protones aparecen en la misma region y
que experimentalmente solo se observa un multiplete en el espectro (figura 6).
Esto se debe a que los protones que aparecen en esa region tienen fuertes
acoplamientos entre ellos, ademas que la rigidez y la naturaleza de los

sustituyentes propicia a que la relajacion spin-red sea mas lenta por lo que las
sefales se vuelven mas anchas.

Los protones de los grupos alcohol en los disacaridos no se observan debido a
gue se intercambian por los deuterios del agua deuterada utilizada como diluyente
en la técnica. El protén acido no se observa debido a la poca solubilidad que
presenta el extracto en agua deuterada que imposibilitd su deteccion en el equipo

(5 mg en 0.6 mL de D,0). El metilo del fragmento a-L-ramosil se observa en 1.10
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ppm (H7), que es muy cercano al reportado por Robic et al. (2009) (1.26 ppm).
Dichos autores también reportan el proton unido al sustituyente sulfato de la a—
ramnosa en un desplazamiento quimico de 5.36 ppm, mientras que en el espectro
obtenido se encuentra en 5.20. Las diferencias se pueden deber a las diferencias
del equipo, sin embargo aparecen en las regiones correspondientes a la
naturaleza magnética del proton estudiado. Como se habia mencionado con
anterioridad, el fragmento ramnosa se encuentra sin cambios en los cuatro
diferentes disacaridos, por lo que las sefiales del proton metilo y el protén unido al
carbono que tiene como sustituyente al sulfato, se encuentran con relativa mayor

intensidad, ya que la intensidad también esta en relacién con la concentracion.
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7.3. Experimento de Inmunoestimulacion.

7.3.1 Parametros de Calidad de Agua.

Los promedios y desviacion estandar de los parametros de calidad de agua se
muestran en la tabla 12, donde se observa que a lo largo del periodo experimental
se mantuvieron dentro del intervalo de valores Optimos para la especie. Los
valores de temperatura que van desde los 22 a 30°C son optimas para lograr un
buen crecimiento y bajas mortalidades. El valor del oxigeno disuelto debe ser
mayor a 3 mg.L™?, el pH de 6.5 a 8, mientras que el amonio es t6xico, y depende
del pH y la temperatura del agua, los niveles de tolerancia para la tilapia se

encuentran en el intervalo de 0.6 a 2.0 ppm (Soderberg, 2006).

Tabla 12 Parametros de calidad de agua durante el experimento.

Parametro (x +d.e.)
| Temperatura(®’C) ~ 25.5+3.02
Oxigeno disuelto (mg.L™) 6.89+.56
pH 7.19+0.22

Con el fin de conocer las condiciones de amonio presentes en el sistema
experimental después de 48 horas sin recambio de agua y alimentando los peces
2 veces al dia; se determinaron los niveles de amonio los cuales se mantuvieron

por debajo de 0.202 mg.L™ bajo estas condiciones.

7.3.2. Hematologia y Sistema Inmune.

Hematocrito (HTC).

En la figura 8 se muestran los resultados del porcentaje del HTC durante todo el
periodo experimental, la flecha negra indica la suspension de administracion del
inmunoestimulante dietario.
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Figura 8. Porcentaje de hematocrito de O. niloticus alimentada con diferentes niveles de
extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspensién de
administracion de inmunoestimulante dietario.

En el porcentaje de HTC no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, los porcentajes de HTC de todos los tratamientos en el
dia 30 fueron significativamente mayores al resto de los dias del experimento pues

el promedio fue de 38% comparado con 32-34% del resto de los dias (P<0.05).

Los porcentajes de HTC durante el periodo 0-45 dias del experimento coinciden
con los reportados por Sado et al. (2008) para tilapia nilética del mismo peso,
edad, temperatura del agua y alimentada con dieta para tilapia. En general, para
todos los tratamientos, el porcentaje de HTC se mantuvo por arriba de 30 en casi
todo el experimento excepto el dia 90. Los valores arriba de 30 y hasta 40% se
encuentran dentro del intervalo normal reportado para la especie por diferentes

autores (Bittencourt, 2003; Hahn-von-hessberg, y Grajales-Quintero, 2011) y estos
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valores han sido considerados indicadores de buena salud de los organismos (Aly
et al., 2008).

Algunos estudios sugieren, que la disminucién en el porcentaje de HTC puede
estar relacionada al estrés debido a la falta o cambio de alimento (Yue y Zhou
2008; Affonso et al., 2002). Lo cual puede explicar lo encontrado en los dia 60 y 90
en el presente trabajo, ya que a partir de la suspensioén de la administracion de
inmunoestimulante en la dieta, los valores de todos los tratamientos disminuyeron
y al dia 90 todos los tratamientos menos el control estuvieron por debajo del 30%
de HTC vy fueron significativamente diferentes (P<0.05). Lo que podria

interpretarse como una etapa de adaptacion al alimento sin inmunoestimulante.
Hemoglobina (HGB).

La concentracién de la hemoglobina en la sangre se mantuvo por arriba de 7g.dL™
lo cual es indicador de buena salud de los organismos y coincide con los valores
reportados por Tran-Duy (2008); Sahan y Duman (2008); Bittencourt et al. (2003) y
Hahn-von-hessberg y Grajales-Quintero (2011) para la misma especie de pez y

condiciones similares de cultivo.
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Figura 9. Concentracion de la hemoglobina de O. niloticus alimentada con diferentes niveles
de extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de
administracién de inmunoestimulante dietario.

La concentracion de HGB no mostré diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos, ni durante los dias de experimento (P<0.05). Lo que indica que la
inclusion de extracto de U.clathrata en el alimento de tilapia no causa efectos
adversos en la salud (figura 9), esto coincide con lo reportado por Jalali et al.
(2009) tras la inclusion dietaria de Ergosan del 0.2, 0.4 y 0.6% en el esturidon

beluga.
Eritrocitos Totales (RBC).

En la figura 10 se muestran los valores de RBC los cuales, en todos los
tratamientos y dias se mantuvieron dentro de los valores de 1.4 y 1.9 x10° células

mm?, estos valores han sido reportados con anterioridad para la misma especie y
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bajo las misma condiciones de calidad de agua por Rado et al. (2008); Tran-Duy,

(2008) y Hahn-Von-Hessberg y Grajales-Quintero (2011).
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Figura 10. Eritrocitos totales de O. niloticus alimentada con diferentes niveles de extracto de
U.clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspensién de administracion de
inmunoestimulante dietario.

Existen estudios que indican que algunos inmunoestimulantes en dosis altas
pueden disminuir el nimero de eritrocitos, sin embargo se ha sugerido que se trata
de un efecto de sobredosis (Jeney et al.,, 1997; Verhlac et al., 1998 y Abd El-
Rhman et al.,, 2009). Por otro lado, también se ha reportado que los
inmunoestimulantes dietarios pueden aumentar los RBC, casi siempre esto se
interpreta como indicador de salud de los peces (Sahan y Duman 2008). Sin
embargo, en el presente estudio no se observaron diferencias significativas en los

valores de RBC entre los tratamientos (P<0.05).
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Se observd que el recuento de RBC en todos los tratamientos fue
significativamente mayor en el dia 30 con respecto a los dias 60, 75 y 90 (P<0.05).
La tendencia de los valores de RBC del control se mantuvo relativamente estable
después del dia 60, contrario a la tendencia a disminuir en el dia 90 en los
tratamientos EU 0.1, 0.5, 1% y L2%. Estos recuentos bajos de RBC fueron
observados previamente por Affonso et al. (2002) y por Yue y Zhou (2008),
quienes sugirieron que ésta es una respuesta fisioldgica de estrés producida por el

cambio de alimento, privacion o toxicidad del mismo.
Leucocitos Totales (WBC).

En la figura 11 se muestra el recuento de los WBC de los cinco tratamientos

durante el periodo experimental.
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Figura 11. Leucocitos totales de O. niloticus alimentada con diferentes niveles de extracto
de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de administracion de
inmunoestimulante dietario.

(*) Denotan diferencias significativas entre los dias y tratamientos.
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El nimero de WBC en los tratamientos EU 0.1%, EU 0.5%, EU 1% y L 2% fue
significativamente mayor al control en el dia 30. Al dia 45 los tratamientos con
extracto de ulva (EU 0.1%, 0.5 y 1%) el numero de leucocitos fue mas alto
comparado al L 2% y al control. Esta diferencia se mantuvo durante los dias 60 y
75, mientras que al dia 90 no se registraron diferencias significativas entre los

tratamientos (P<0.05).

El recuento de WBC del tratamiento control no tuvo diferencias significativas
durante el periodo experimental (P<0.05) y se mantuvo entre 17,000 y 22,000
células.mm? lo cual concuerda con lo que se ha reportado para O.niloticus sanos
mantenidos en condiciones de cultivo similares a las del presente estudio
(Ghiraldelli et al., 2006; Guo et al., 2010; Hahn-von-hessberg y Grajales-Quintero
2011).

El recuento de WBC es considerado un indicador del estado de salud de los
organismos debido a su importancia en el sistema inmune innato y adaptativo
(Roberts 1978). Los leucocitos estan involucrados en la regulacién inmunolégica
del organismo, incrementan en nimero como respuesta de defensa del cuerpo
durante periodos de estrés (Santhakumar, Balaji y Ramudu 1999; Das, Ayyap- pan
y Jena 2006; Del Rio-Zaragoza et al., 2008). Diversos estudios han demostrado
gue algunos inmunoestimulantes promueven la leucopoyesis y que los
tratamientos con mejor respuesta inmune tienen mayor recuento de WBC
(Choudhary, et al. 2005; Jha, et al. 2007; Andrews et al 2009).

El recuento de WBC en el tratamiento L 2% en el dia 30, fué significativamente
mayor con respecto al control (P<0.05), lo cual fue observado en la misma especie
a partir del dia 21 de alimentacion con 1% de S.cerevisiae por El-Boshy et al.
(2010). Esto puede atribuirse a que la levadura contiene en su pared celular
compuestos como los polimeros de glucosa (también conocidos como glucanos),
manoproteinas (polimeros de manosa unidos a péptidos) y quitina. Segun Cabib et
al. (1982), la célula de la levadura contiene 7.7% de glucano crudo y 1% de
quitina. Y estos compuestos han demostrado su capacidad para aumentar el

recuento de leucocitos en tilapia nilética (EI-Boshy et al.,2010 ; Sahan y Duman
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2010) y otras especies de peces (Li y Gatlin 2004 y 2003), sin embargo los efectos
fisiolégicos que ocasiona en los organismos la levadura S. cerevisiae o algun
componente de su célula, no se observan por periodos largos aunque se
mantenga su administracion dietaria (Velhac et al., 1996; 1998; Bagni et al., 2005;
Misra et al.,2006). Esto concuerda con lo observado en este estudio, pues al dia
45 ya no se observaron diferencias significativas entre los recuentos de WBC del
tratamiento L 2% y del control (P<0.05).

El recuento de WBC mostro diferencias significativas entre los tratamiento de EU y
entre los dias de experimento pues al dia 30 el recuento de WBC de los
tratamientos EU 0.5 y 1% fueron significativamente mayores al tratamiento EU
0.1%. A diferencia del dia 45 cuando los tratamientos EU 1% y 0.1% fueron
significativamente mayores al EU 0.5%; aunque para el dia 60 no hubo diferencias

significativas entre los 3 diferentes tratamientos (P<0.05).

Al dia 75, solo EU 0.1% y EU 1% fueron significativamente mayores al resto de los
tratamientos y finalmente al dia 90 no se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos incluyendo al L 2% y al control (P<0.05).

El incremento de WBC en los tratamientos del EU se atribuye a los compuestos
sulfatados presentes en el extracto, los cuales son reconocidos por un receptor de
membrana de los leucocitos (Castro et al., 2006). Cuando los polisacéaridos se
unen al receptor de membrana, la célula se vuelve mas activa y al mismo tiempo
secreta citoquinas que estimulan la formacion de nuevos leucocitos (Fujiki et al.,
2000; Peddie et al., 2002; Castro et al, 2006).

Actividad Fagocitica (AF).

La fagocitosis es indicador de la respuesta inmune (Nabity y Ramaiah 2010); en la
figura 12 se muestran los resultados de la fagocitosis de los cinco tratamientos

registrado a lo largo del periodo experimental.

47



Fagocitosis

40
I Control
I EU 0.1%
* [ EU 0.5%
[ EU1%
30 1 2%
e\o/ *
* *
Q *
©
£ 201 *
w *
(] * * *
5 * * *
o
*| L« *
10 A
0
15 30 45 60 75 90
Dias T
S

Figura 12. Actividad fagocitica de O. niloticus alimentada con diferentes niveles de extracto
de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de administracion de
inmunoestimulante dietario.

(*) Denotan diferencias significativas entre los tratamientos.

La fagocitosis observada en el tratamiento control se mantuvo entre el 4y 8% y no
se observaron diferencias significativas entre los dias del periodo experimental
(P<0.05). Estos porcentajes fueron observados con anterioridad (observacion
propia en estudios preliminares) en organismos Oreochromis sp. sanos Yy
mantenidos en condiciones de cultivo similares a las del presente estudio. El-
Boshy et al (2010) report6 una fagocitosis entre 16 y 18% para O. niloticus sanos y
8% para organismos inmunodeprimidos, sin embargo las condiciones de cultivo

reportadas son diferentes a las que se mantuvieron en el presente estudio.

En el presente trabajo la fagocitosis que presenté el tratamiento L 2% fue

significativamente diferente al control desde el dia 15 hasta el dia 75 y finalmente
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al dia 90 no se observaron diferencias significativas entre L 2% y control. Este
aumento en la actividad fagocitaria, se corrobora al ya observado por otros autores
cuando se administré levadura o algin componente de esta célula en la dieta
(Sakai et al., 2001; Sahan y Duman, 2010).

Por otro lado, la fagocitosis de los tratamientos que contienen extracto de U.
clathrata mostraron diferencias significativas con respecto al control desde el dia
30 hasta el dia 60 (P<0.05); aunque cada uno tuvo diferentes porcentajes. Sin
embargo, al dia 90 del experimento ningun tratamiento EU mostro diferencias

significativas con respecto al control 6 a L 2%.

En lo que respecta la fagocitosis de EU 1% fue significativamente diferente al
control desde el dia 15, tuvo su nivel méas alto el dia 45 y disminuy0 el dia 60, esta
disminucién se acentu6 con la suspension de EU, al dia 75 no se observaron

diferencias significativas entre EU 1% y el control (P<0.05).

La fagocitosis de EU 0.5% y de EU 0.1% fueron significativamente diferentes al
control desde el dia 15, tuvieron su nivel mas alto el dia 30 y al dia 60 aunque
bajaron el porcentaje de fagocitosis, fueron significativamente mayores al control.
Quince dias después de la suspension de la administracion de EU en la dieta (dia
75), no se observaron diferencias significativas entre EU 0.5%, EU 0.1% vy el
control (P<0.05).

El aumento en la actividad fagocitica mostrado en este estudio fue reportado
previamente por Castro et al. (2004) quien mediante un estudio in vitro observé
que los extractos acuosos de Ulva rigida y Enteromorpha sp. podian estimular a

los monocitos y granulocitos de rodaballo.

Estudios in vitro demostraron que la capacidad de estimulacién de los fagocitos
depende de la presencia de grupos sulfato en la estructura quimica del extracto de
Ulva rigida (Castro et al., 2006) El ulvan puede modular la actividad de
macrofagos de murino (roedores de laboratorio) y la presencia de los grupos
sulfato en la molécula parece ser necesaria para lograr tal efecto (Leiro et al.,

2007). En el presente estudio los resultados en la fagocitosis parecen
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corresponderse con los polisacéaridos sulfatados detectados en el extracto de U.

clathrata elaborado.

Ergosan ® es un producto comercial que contiene 1% de &cido alginico extraido
de Laminaria digitata y Ascophyllum nodosum (algas pardas); se ha demostrado
su capacidad de aumentar la actividad fagocitica tras su inyeccion intraperitoneal
en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Peddie et al., 2002). Adicionalmente,
tras la inyeccion intraperitoneal de alginato de sodio y carragenina (extraidos de
algas rojas) en el mero manchado (Epinephelus coicoides) se observdé aumento
del indice fagocitario (Cheng et al., 2007). De igual modo, la administracién
dietaria de 0.1 y 0.2% de alginato de sodio mostrd incrementar la fagicitosis en
Epinephelus fuscoguttatus (Chiu et al., 2008). Sin embargo, la relacion de este
efecto con la composicion del alginato, la carragenina o al acido alginico no es

muy clara ya que no poseen grupos sulfatados en su estructura quimica.
Proteina Total (PROT).

La concentracion de la proteina total sérica de los diferentes tratamientos a lo

largo de los 90 dias de experimento se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Concentracion de la proteina sérica de O. niloticus alimentada con diferentes
niveles de extracto de U.clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de
administracién de inmunoestimulante dietario.

La concentracion de la proteina total sérica de todos los tratamientos se mantuvo
entre 1.8 y 4 g.dL™ estos resultados concuerdan con los publicados previamente y
se encuentran dentro de los intervalos de organismos de la misma especie
mantenidos en condiciones de cultivo similares a las del presente trabajo (Hasan
2007)

El incremento en los niveles de proteina total sérica, albumina y globulina ha sido
asociado con una respuesta inmune fuerte (Wiegertjes et al., 1996; Dina et al.,
2007; Jha et al., 2007). Sin embargo, el contenido de proteina total sérica,
globulina (figura 14) y albumina (figura 15) del presente estudio no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos ni entre los dias experimentales
(P<0.05) estos resultados fueron observados por Bagni et al. (2005) quienes

administraron Macrogard (que contiene 0.1% de B-glucano derivado de la pared
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celular de S. cerevisiae) y Ergosan por ciclos de 60 dias (15 dias de
administracion y 45 de suspensién). Los resultados revelaron que las proteinas
totales séricas no variaron significativamente entre los tratamientos ni a lo largo

del periodo.
Globulina (GB).

El contenido de globulina sérica de los diferentes tratamientos a lo largo de los 90

dias de experimento se muestra en la figura 14.

Globulina
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Figura 14. Concentracion de globulina sérica de O. niloticus alimentada con diferentes
niveles de extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de
administracién de inmunoestimulante dietario.

La concentracion de Gb de todos los tratamientos se mantuvo entre 0.5y 2.7 g.dL"
1y se encuentran dentro de los intervalos para tilapias de la misma especie en

condiciones de cultivo similares a las del presente estudio (Hasan, 2007).
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Las y-globulinas son una fraccion de las globulinas y representan la fuente de casi
todas la proteinas inmunolégicamente activas de la sangre, la presencia de mayor
contenido de GB indica mayor resistencia a patégenos siempre que se combinen
con conteos altos de WBC y de la fagocitosis (Andrews et al., 2009). Sin embargo,
los resultados de concentracion sérica de Gb no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos ni entre los dias del periodo experimental
(P<0.05) esto podria deberse a que no se realiz6 una infeccion experimental a los

peces.
Albumina (AL).

En la figura 15 se muestra el contenido de albumina sérica de los diferentes
tratamientos a lo largo del periodo experimental (P<0.05). La concentracion de AL
no mostré diferencias significativas entre los tratamientos ni entre los dias del

experimento.
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Figura 15 Concentracién de albimina sérica de O. niloticus alimentada con diferentes
niveles de extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae). La S indica la suspension de
administracién de inmunoestimulante dietario.
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7.3.3. Duracion del Efecto Hematoldgico y/o Inmunoldgico.

Los tratamientos con extracto de U. clathrata registraron los conteos mas altos de
WBC al dia 30. En la figura 11, se observa una tendencia a disminuir de los WBC
a partir del dia 45, la cual se acentla con la suspension de la administracion del
extracto. Sin embargo al dia 75 todavia es posible observar el efecto del EU y de
la L en los valores altos de los WBC ya que aun son significativamente diferentes
al control. Por otro lado, el nivel mas alto de la fagocitosis de los tratamientos EU

fue diferente y segun el porcentaje de inclusion en la dieta (figura 12).

La inclusion de 0.5y 1% del extracto de U. clathrata en la dieta de juveniles de O.
niloticus mostré el mayor incremento en el nimero de leucocitos totales a los 30
dias y la mejor actividad fagocitica se observo desde el dia 15 sus niveles mas
altos fueron alcanzados a los 45 dias. Estos efectos se mantuvieron hasta 15 dias

posteriores a la suspension dietaria del extracto.

Castro et al. (2004) detectaron mediante un estudio in vitro que la exposicion
prolongada al extracto de ulva no satura ni desgasta a los fagocitos de rodaballo,
es decir que estas células siguen estimuladas después de una exposicion de 6
horas al extracto hidrosoluble de diferentes especies de macroalgas verdes. Sin
embargo los resultados de WBC y fagocitosis, presentados en las figuras 11y 12
respectivamente, muestran que a pesar de la administracion continua de EU
durante 60 dias, la respuesta fisioldgica no se mantiene en los niveles mas altos
durante todo el periodo. Este efecto puede deberse a que el sistema inmune del
pez se desensibiliza al inmunoestimulante y se pierde la respuesta inmune

paulatinamente (Bricknell y Dalmo, 2005).

7.3.4. Crecimiento.

Crecimiento y Ganancia de Peso.

La tabla 13 muestra algunos indicadores de crecimiento (peso final y ganancia de

peso) de tilapia nilética al final del experimento
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Aunque existen estudios previos que indican que la inclusién de levadura (o algun
componente de su célula) o acido alginico en la dieta, aumentd significativamente
la ganancia de peso de diferentes especies de peces como el esturion belga
(Huso huso) (Jalali et al., 2009; Heidarieh et al., 2011) la lubina rayada (Morone
chrysopsxM. saxatilis) (Li y Gatlin 2003, 2004 y 2005) y la tilapia (O. niloticus)
(Hasan, 2007; Abdel-Tawwab et al., 2008). En la tabla 13 se puede observar que
el peso final individual y la ganancia de peso registradas en el presente estudio no
tuvieron diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). Sin embargo, la
administracion dietaria de acido alginico a tilapia nil6tica (Merrifield et al., 2011) y
de acido alginico o B-glucano de levadura a robalo (Bagni et al., 2005) revelaron
resultados semejantes a los observados en tilapia nilotica en esta investigacion.

Tabla 13. Peso individual inicial, final y ganancia de peso individual de tilapia nildtica
alimentada con diferentes niveles de extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae).

Ganancia de

Peso individual Peso individual -
_ - _ peso individual
Tratamiento inicial (g) final (g) @)
(xxd.e.) (xxd.e.) .
(x xd.e.)

C 24.34+3.45% 75.82+15.80° 52.39+6.81°
EUO0.1% 25.71+1.88? 84.20+3.62° 58.49+4.72 ¢
EU0.5% 24.33+0.45? 81.03+1.54° 56.70+8.45 ¢

EU1% 24.50+0.222 83.89+6.93" 59.39+6.88
L 2% 24.58+0.392 86.92+2.83° 62.34+2.43°¢

Consumo de Alimento y Supervivencia.

En la tabla 14 se muestran los resultados de consumo de alimento total y
supervivencia de tilapia nilética en relacion al tratamiento experimental. Los
resultados de consumo de alimento no presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos, lo que es de suma importancia cuando se adicionan ingredientes
nuevos a las dietas pues indica que el alimento fue igualmente aceptado por los

organismos con o sin aditivo (extracto de ulva o levadura).
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La supervivencia fue alta en todos los tratamientos. Sin embargo, la supervivencia
para L 2% resultd de 88.89% significativamente diferente al resto de los
tratamientos incluyendo al control (P<0.5). Abdel-Tawwab et al. (2008) reportaron
gue la supervivencia parece disminuir con la inclusién de levadura por un periodo
de 12 semanas, sin embargo en su estudio no mostro diferencias significativas
entre el periodo de administracién y la supervivencia. Este resultado puede
atribuirse al periodo prolongado de exposicion a S. cerevisiae. La exposicion de
peces a inmunoestimulantes dietarios en dosis altas o por periodos largo de
tiempo pueden ser inmunosupresores en incluso colapsar al organismo hasta

causar la muerte (Gannam & Schrock, 1999).

Tabla 14. Consumo total de alimento y supervivencia acumulada de tilapia nilGtica

alimentada con diferentes niveles de extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae).

Consumo individual de

Supervivencia

Tratamiento alimento (Q)
acumulada (%)
(xxd.e.)

C 44.98+2.52% 98.152

EU 0.1% 48.13+0.79% 96.08 2
EU 0.5% 47.00+6.50° 96.32
EU 1% 46.37+1.3° 93.522

L 2% 45.42+0.99° 88.89°

Conversion Alimenticia, Crecimiento Especifico y Eficiencia Alimenticia.

La tasa de crecimiento especifico (TCE), tasa de conversion alimenticia (TCA) y la
tasa de eficiencia alimenticia (TEA) son indicadores de crecimiento que se utilizan
comunmente en tilapia y otras especies (Bagni et al., 2005; Abdeltawwab et al.,
2008; Abd EI-Rhman et al., 2009; Andrews et al., 2009).
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Indicadores de crecimiento
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Figura 16. Tasa de Conversién Alimenticia y de Crecimiento Especifico de O. niloticus
alimentada con diferentes niveles de extracto y levadura (S. cerevisiae).

(*) Muestran diferencias significativas.

Los resultados de la TCA y la TCE se muestran en la figura 16, mientras que los
de la TEA se muestran en la figura 17. La TCA no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos, mientras que la TCE del tratamiento EU 0.1% fue
significativamente diferente al resto de los tratamientos incluyendo al control
(P<0.05).

El aumento en la TCE indica aumento de ganancia de peso por dia; este resultado
habia sido reportado para O. niloticus (Hasan, 2007) y otras especies (Jalali et al.,
2009; Heidarieh et al., 2012) tras la administracion de Ergosan. Sin embargo,
Merrifield et al. (2011) no observé diferencias significativas en la TCE de tilapia
nilética tras 60 dias de administracion dietaria de 0.5% de acido alginico (Ergosan
®), este resultado puede ser explicado por el tamafio de la muestra pues se basé

en las mediciones de 3 peces.

57



En contraste con los resultados del presente estudio, Abdel-Tawwab et al. (2009) y
Hasan (2007) reportaron que la inclusibon de S. cerevisiae incrementd el
crecimiento de tilapia nilética y modificod todos los indicadores (TCA, TCE y TEA)

con respecto al control.

Indicador de crecimiento
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I EU 0.1%
60 1 =3 EU0.5%
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L 2%
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20 4

10 A
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Figura 17. Tasa de Eficiencia Alimenticia de O. niloticus alimentada con diferentes niveles de
extracto de U. clathrata y levadura (S. cerevisiae).

La TEA, de manera similar que la TCA, no mostro diferencias significativas entre
los tratamientos experimentales (P<0.05), lo cual concuerda con lo reportado por
Merrifield et al. (2011). Contrario a esto, Leonhardt et al. (2011) observaron mejor
TCA y TEA en tilapia nilética alimentada con Ergosan 0.5%; sin embargo las
condiciones de desarrollo del estudio no son comparables pues fue realizado en

jaulas flotantes.

Se incremento la ganancia en peso diaria de los juveniles de tilapia a los 90 dias
de adicionarle U.clathrata al 0.1% de la racion alimenticia diaria. Sin embargo, los

resultados en los indicadores de crecimiento reportados en estudios previos
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sugiere que la variacion de estos indicadores en tilapia depende del tiempo de

duracion del experimento entre otros factores (Hasan, 2007).
Notas del Periodo Experimental.

La tabla 14 muestra el porcentaje de supervivencia acumulada durante los 90 dias
del periodo experimental. Aunque el numero de peces muertos no fue alto (10
peces) se encontro diferencia significativa entre el porcentaje de supervivencia
acumulada para L2% con relacion a todos los tratamientos incluido el control. Los

peces moribundos detectados fueron retirados de los tanques para su necropsia.

También se encontraron cuatro y siete peces moribundos en los tratamientos EU
1% y EU 0.1%, cuya necropsia se presenta a continuacion. Cabe resaltar que en
las necropsias de los peces de los demas tratamientos resultaron SCPA (Sin

Cambio Patolégico Aparente).

Hallazgos a la necropsia.

Figura 18. Hallazgos a la necropsia. a) Tumefaccion y hemorragia del tracto intestinal de
los peces con EU 0.1%, b) Tracto gastrointestinal de los peces control, ¢) Tracto
gastrointestinal hemorragico de los peces con EU 0.1%, d) Tracto gastrointestinal de los
peces control.

En la figura 18(a) se observa la evidente tumefaccion en tracto gastrointestinal al
incidir en la cavidad corporal. Al disectar el estbmago e intestino se observé
enteritis hemorragica anterior que no afectaba al estomago (figura 18 c). El cual
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tenia contenido estomacal (pellets de alimento), lo cual indica que a pesar de la

lesion tan grave (figura 18(c)) los animales seguian consumiendo alimento.

Durante la necropsia se tomaron muestras del tejido para su estudio

histopatolégico, cuyos resultados se presentan en la figura 19.

A C
B D I

Figura 19. Corte histolégico de intestino anterior (tinciéon HE). A intestino normal con
definicién clara de serosa (S), muscular transversal (MT), muscular longitudinal (ML),
submucosa (SB) y epitelio (E) (400X).B acercamiento a epitelio de intestino normal. C
intestino lesionado (600X). D acercamiento a la mucosa de intestino lesionado. E
acercamiento a muscular y serosa de intestino lesionado (600X).
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La figura 19 C muestra la poca distincion de capas histologicas, se observan los
capilares sanguineos llenos y ausencia de células definidas. La figura 19D
muestra licuefaccion de las células epiteliales, pérdida total de arquitectura
histolégica, no se observan el epitelio cilindrico simple. Finalmente la figura 19E
muestra la restos de miocitos sin embargo la pérdida de células también es
evidente. De acuerdo a los hallazgos en el estudio histopatologico existe limitada
distincion de capas histoldgicas y pérdida total de arquitectura tisular, destruccién

de células y el diagnostico es compatible a necrosis.

Los resultados obtenidos muestran una reaccion individual al tratamiento EU 0.1%
y EU 1% considerando los porcentajes tan bajos de mortalidad de 3.6 y 6.8%
respetivamente. Otros autores han reportado que dentro de la misma especie se
registran diferencias en el metabolismo de sustancias que explican variaciones en
las reacciones individuales a medicamentos, en este caso podria deberse a los

inmunoestimulantes (OMS, 1966)
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6. CONCLUSIONES

La técnica de elaboracion del extracto de U. clathrata tuvo buen rendimiento en

gramos producidos con relacién a los gramos de harina.

Se extrajeron polisacéridos semejantes al ulvan cuya purificacion y concentracion

fue mejor a la reportada por otros autores.

Los porcentajes de inclusién evaluados modularon la produccién de leucocitos y
su funcion, reflejado en el aumento del nimero de leucocitos totales y la actividad
fagocitica, efecto que se mantuvo hasta 15 dias después de la suspension dietaria

del extracto.

No se observaron efectos adversos en el crecimiento, palatabilidad y la
supervivencia con la inclusion del extracto de U. clathrata a 0.1, 0.5 y 1%en la

dieta de tilapia.

Los resultados elucidan el potencial del extracto de U.clathrata para activar
algunos indicadores de la respuesta inmune innata en tilapia y particularmente
bajo condiciones de inmunosupresion previstas en las granjas acuicolas como son
el transporte, desdobles, biometrias, cambio de temperatura, manejo de

reproductores.
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7. RECOMENDACIONES

En estudios de Inmunoestimulacién, el enfrentamiento de los peces
inmunoestimulados a patégenos es comprobatorio. Por lo que se recomienda
desafiar a tilapias inmunoestimuladas con el extracto de Ulva clathrata a un

patdgeno especifico o a factores de estrés para corroborar la resistencia conferida.

Se recomienda evaluar el efecto dietario del extracto de U. clathrata a escala piloto
en diferentes sistemas de cultivo de tilapia durante un ciclo productivo con el
propdsito de estudiar el crecimiento, supervivencia y resistencia al estrés de los

peces.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo 1: Elaboracion del Extracto de U. clathrata

Materiales Reactivos Equipo

Harina de ulva Sol. HCI 0.2N Centrifuga (Megafuge 16

Filtros Waltman No.2 | Etanol 96% thermo scientific

(8um) heraeus)

Tierra de diatomeas Plancha (Jenway 1000)
Bomba de vacio
Liofilizadora

Principio.

Extraccion de polisacaridos hidrosolubles sulfatados de la pared celular de Ulva
clathrata utilizando un medio &cido. De acuerdo con Hernandez-Garibay et al
(2011), este medio presenta mayor rendimiento de polisacaridos por gramo de
harina, sin embargo la metodologia aqui presentada tiene modificaciones en la

manera de obtencion del extracto en peso seco realizada por liofilizacion.
Procedimiento.

Extraer mezclando harina de ulva (tamafio de particula 20um max.) en solucién de
HCI 0.2 N por 2 horas a 60°C (en proporcién 1:10p/v). Como se muestra en la

figura 22.

Centrifugar la mezcla 2000rpm 20 min, obtener el sobrenadante y separar el tejido

de la planta.

Re-extraer el tejido de la planta en solucion de HCL 0.2N por 60 min.
Centrifugar 2000rpm 20, obtener el sobrenadante.

Mezclar los dos extractos.

Filtrar al vacio con filtro Waltman No.2 (8um) y tierra de diatomeas.
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Precipitar adicionando 3 volimenes de etanol al 96%,
Centrifugar para recuperar el precipitado.

Enjuagar el solido 2 veces con 15ml de Etanol al 70% por 30 min cada una,

extraer el etanol después de cada vez.
Enjuagar 2 veces con etanol 96%, extraer el etanol después de cada vez.

Congelar por al menos 48hrs y liofilizar hasta obtener peso constante. Se obtuvo

un extracto como lo muestra la figura 20.

Figura 20. Extracto sélido de U.

clathrata.
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11.2. Anexo 2: Desinfeccién de Tanques Experimentales.

Materiales

Reactivos

Equipo

Jerga
Vaso con graduacion
Agua.

Virkons ® Bayer

Principio.

Asegurar que los tanques estaran libres de patdgenos, mediante la desinfeccion,

una vez que se lavaron cuidadosamente los tanques y otros materiales de la sala

de bioensayos.

Procedimiento.

Mezclar en el vaso con graduacion 1.3 g. de Virkons ® en 300 ml de agua limpia

para aplicar en tanque de 400Lts.

Aplicar la mezcla con la jerga en las paredes y el fondo del tanque hasta empapar.

Dejar actuar el desinfectante por 20 minutos.

Enjuagar.
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11.3 Anexo 3: Recuento de Eritrocitos (RBC) y Leucocitos Totales (WBC).

Materiales Reactivos Equipo
Muestra de sangre fresca | Solucion Natt-Herrick. Camara de Neu-bahuer o
con anticoagulante. hemocitdbmetro
Micropipeta Para preparar solucion de | (Marienfeld-Superior).
Puntas para pipeta de | Natt-Herrick:
capacidad mayor de Microscopio (Olympus
20pL. (estériles). NaCl 3.88 g | CX31)
Frascos con tapa de |NaSO, 2.50 g
capacidad mayor a 5 mL. | Na;HPO4 1.74 g
(estériles). KH2PO4 0.25 g
Pipeta de vidrio de | Formalina 37% 7.50 ml
capacidad mayor de 5mL. | Methil Violeta 0.10 ¢
(estéril). Papel filtro Whatman

No.2

Agua destilada

Principio.

Se utiliza este método directo de conteo celular que permite la distincion de
eritrocitos y de leucocitos, dada la tincion de diferentes tonos de azul que brinda el
violeta de metilo.

Procedimiento.
Colocar 4 mL de la solucion de Natt-Herrick en un frasco con tapa.

Tomar de la sangre con la micropipeta y punta 20 pL. Mezclar en el frasco con la
Solucién Natt-Herrick enjuagar la punta con la solucion hasta remover la sangre.

Agitar lentamente el frasco 5 veces.
Dejar reposar 5 minutos

Tomar la muestra con la micropipeta y desechar las primeras gotas de la solucion

para posteriormente cargar la camara de Neu-bahuer.
Esperar 3 minutos y contar en el microscopio al objetivo de 40X.

Contar primero las zonas de eritrocitos luego las zonas de leucocitos siguiendo el

orden de izquierda a derecha y visceversa como lo muestra la imagen...
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Figura 21. Orden propuesto para el recuento de células en las celdas de

hemocitémetro.

Procedimiento para la preparacion de 1L de la Solucion Natt-Herrick’s (1952)
Mezclar las sales en el orden indicado previamente dentro de un matraz.

Colocar la formalina

Colocar 500 mL de agua destilada, agitar hasta mezclar completamente las sales.
Colocar el metil violeta, mezclar.

Aforar a 1L.

Dejar reposar la solucién 12 horas.

Filtrar la solucién con papel Whatman No.2.

Conservar la soluciéon a 4°C dentro de un frasco ambar.
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11.4. Anexo 4: Prueba de Fagocitosis
Materiales Reactivos Equipo
Muestra de sangre fresca | Solucién salina | Incubadora (Felisa)
con anticoagulante. balanceada con fosfato, | Microscopio compuesto
Portaobjetos pH 7.0-7.4 (PBS) (Olympus BX51 TRF
Cubreobjetos Olympus Co. Tokio,
Aceite de inmersién Microesferas de latex Japon)
Resina (Cytoseal 60 | (cuentas fluorescentes de

viscosidad baja)

amina-poliestireno 2.0
Hm)

Metanol

Colorante Giemsa
(Giemsa modificado de
Sigma-Aldrich)

Tiosulfato de sodio 0.1 N
Agua destilada

Principio.

Determinacion de la actividad fagociticamediante la evaluacién microscépica del

porcentaje de células que han fagocitado particulas de latex, después de la

incubacion y la tincién de células sanguineas.

Procedimiento.

Agitar vigorosamente las microesferas y mezclar 0.3 ml en 10ml de PBS en un

frasco de vidrio (evitar recipientes de plastico ya que las microesferas pueden

adherirse a las superficies del frasco).

Mezclar 100 uL de sangre fresca heparinizada con 50 yL de la suspension de

microesferas.

Incubar durante 2 horas a 37°C, agitar ocasionalmente

Depositar una gota de sangre sobre un portaobjetos,

Hacer un frotis sobre el portaobjetos:
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Poner el lado de otro portaobjetos en contacto con la gota formando un angulo de

45°, deslizar para formar una pelicula.

C—

Figura 22.Realizacién de un frotis sanguineo.

Dejar secar al aire.

Adicionar unas gotas de metanol para fijar.

Dejar secar al aire.

Cubrir la totalidad de la pelicula con colorante Giemsa y dejar actuar por 5
minutos.

Agregar 10 gotas de tiosulfato de sodio y dejar actuar por 5 minutos.

Lavar con unas gotas de agua destilada.

Dejar secar al aire.

Colocar 5 gotas de resina Yy colocar cubreobjetos
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11.4.1. Porcentaje de la fagocitosis.

Observar en el microscopio compuesto con el objetivo de 40X y 60X para
identificar la zona ideal del frotis, evitar contar en zonas con cumulos de células
(células amontonadas) o residuos de colorante, elegir la zona del cuerpo del frotis

y observar con el objetivo de100X con aceite de inmersion.

Recorrer el frotis como se muestra en la ilustraciéon, 100 campos de cada frotis o
hasta contar 100 leucocitos (neutréfilos o0 monocitos).

—>

Figura 23. Identificacion de secciones de un frotis
sanguineo

El porcentaje de fagocitosis se define como el numero de polimorfonucleares que
fagocitaron o que presentan fagosoma(s) con las microesferas de latex y

adherencia de las mismas (figura 23), sobre el nimero total de polimorfonucleares.

Figura 24. Imagenes de fagocitos con microesferas fagocitadas o adheridas (marcadas
con M) 84



