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Resumen

Con el objeto de evaluar el efecto de dos fuentes de lipidos de origen animal y vegetal en el rendimiento produc-
tivo y la presentacion de higado graso en alevinos de tilapia hibrida (Oreochromis spp), se utilizaron seis dietas
con aceite de pescado y aceite de soya como fuente de lipidos, con niveles de inclusion del 5%, 9% y 13% de
cada uno, durante un periodo de 60 dias. Se determinaron parametros de rendimiento productivo e indices cor-
porales (indice hepatosomatico-IHS, indice viscerosomético-1VS). Adicionalmente se realiz6 evaluacion histopa-
tolégica del higado con tinciones diferenciales para lipidos y carbohidratos. Se observé un aumento significativo
de peso (p<0.05) en los tratamientos con niveles de inclusion del 5%, 9% y 13% de aceite de soya respecto de
los tratamientos con aceite de pescado con niveles de inclusion del 9% y 13%. Con la fuente de lipidos de origen
vegetal se observé disminucion significativa (p<0.05) en el IHS para el tratamiento con un nivel de inclusion
del 13%, con respecto a los tratamientos con un nivel de inclusién del 5 y 9% de la fuente de lipidos de origen
animal. El IVS no presentd diferencias significativas entre tratamientos. La severidad de la infiltracion grasa en
el higado fue menor en los tratamientos del 5%, 9% y 13% de aceite de soya. De acuerdo a los resultados ob-
servados, puede inferirse que el aceite de soya, rico en &cidos grasos poliinsaturados n-6, mejora el rendimiento
productivo y disminuye la incidencia de lipidosis hepatica en las tilapias hibridas en comparacion con el aceite
de pescado, fuente de lipidos ricas en acidos grasos n-3 y poliinsaturados de cadena larga.

Palabras clave: Lipidosis hepética, Tilapia, Acidos grasos, metabolismo de lipidos.

Abstract

With the aim to evaluate the effect of animal and vegetable lipids on productive performance and develop-
ment of fatty liver in fingerlings of hybrid tilapia (Oreochromis spp), six diets whit fish oil and soy bean oil as
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source of lipids were performed. The lipid levels were 5, 9 and 13% of each source, and the feeding period
was 60 days. Values of productive performance parameters, hepatosomatic index-HIS and viscerosomatic in-
dex-IVS were determined. Additionally, liver histopathologic evaluation was performed with differential stains
for lipids and carbohydrates. Weight increase of fish fed with 5, 9 and 13% of soy bean oil was observed as
compared with those fed with 5 and 9% of fish oil. Soy bean oil at 13% in diets reduced the HSI of fish as
compared with those fed with 5 and 9%. No differences were observed among treatments concerning SVI.
The severity of fat infiltration was lower in fish fed diets with 5, 9 and 13% of soy bean oil. The present set of
data allows to inferring that dietary soy bean oil, a n-6 polyunsaturated fatty acids rich nutrient, improves the
productive performance and decreases the incidence of hepatic lipidosis of hybrid tilapias as compared with
fish oil, a n-3 polyunsaturated fatty acids and long chain polyunsaturated fatty acids rich nutrient.

Keywords: hepatic lipidosis, Tilapia, Free fatty acids, lipid metabolism.

Resumo

Com fins de avaliar o efeito de duas fontes lipidicas, uma de origem animal e outra vegetal, sobre o desem-
penho produtivo e o desenvolvimento de figado gordo em alevinos de tilapia hibrida (Oreochromis spp),
foram utilizadas seis dietas com 6leo de peixe e 6leo de soja como fonte de lipideos. Os niveis de inclusao
foram 5, 9 e 13% de cada um, e a alimentagdo ocorreu em um periodo de 60 dias. Foram determinados os
parametros de rendimento produtivo, indices corporais (indice hepatossomatico-IHS, indice viscerosomatico
indice-1VS). A avaliagdo histopatolégica do figado foi realizada utilizando-se coloragées diferenciais para lipi-
dios e carboidratos. Observou-se um aumento de peso significativo (p <0,05) nos peixes tratados com niveis
de inclusdo de 5, 9 e 13% de 6leo de soja na dieta em relagdo aos tratamentos com inclusdo de 9 e 13% de
6leo de peixe. Os peixes alimentados com 13% de 6leo de soja apresentaram decréscimo significativo (p
<0,05) no IHS quando comparados com peixes tratados com niveis de inclusdo de 5 a 9% de farinha de peixe;
o IVS ndo foi diferente entre os tratamentos. A gravidade da infiltragdo de gordura no figado foi menor para
o tratamento com 5, 9 e 13% de 6leo de soja, em comparagdo com os tratamentos contendo 5, 9 e 13% de
6leo de peixe. Do conjunto de dados apresentados, pode-se inferir que o 6leo de soja, rico em acidos graxos
poli-insaturados n-6, aumenta a produtividade e reduz a incidéncia de lipidios no figado de tilapias hibridas
quando comparado ao 6leo de peixe, uma fonte rica em acidos graxos n-3 e poli-insaturados de cadeia longa.

Palavras chave: Figado gordo, Tildpia, acidos graxos, metabolismo lipidico

Introduccién

Estimar los requerimientos nutricionales de las especies
cultivadas con el propésito de mejorar su rendimiento
productivo, disminuir la presentacion de enfermeda-
des e incrementar el margen de ganancia econémica
han sido varios de los principales retos de la acuicul-
tura (Oliva-Teles, 2012). Adicionalmente, la creciente
industrializacion y tecnificacion de los procesos pro-
ductivos en acuicultura, cada vez mas intensivos y a
gran escala, ha generado un incremento de patologias
en diferentes especies de peces (Roberts, 2012). Las
enfermedades relacionadas con la nutriciéon ocupan
una parte importante de aquellas que afectan en ge-
neral a los peces y en este caso las tilapias. Dentro de
dichas alteraciones nutricionales estan las que generan
lesiones degenerativas de diversos érganos (Iregui et
al., 2004, Hardy R, 2012). Las observaciones de cam-
po y trabajos preliminares realizados en Colombia han

demostrado el incremento de patologias hepaticas en
tilapias, donde aquellas relacionadas con alteraciones
de tipo higado graso se han venido convirtiendo en
un problema preocupante y poco caracterizado en
la produccién nacional (Iregui et al.,, 2004, Rondén-
-Barragan y Eslava-Mocha, 2009). Miuiltiples factores
se han relacionado con el desarrollo de este tipo de
alteraciones, dentro de los cuales pueden mencionar-
se: 1) deficiencias nutricionales a causa de dietas que
no suplen los requerimientos especificos para la es-
pecie. 2) Alteraciones del alimento suministrado aso-
ciadas a grasas oxidadas y peroxidacion lipidica. 3)
Uso indiscriminado de farmacos y sustancias toxicas.
4) Periodos prolongados de hipoxia (Wolf and Wolfe,
2005, Hardy R, 2012, Iregui et al., 2004, Spisni et al.,
1998, Boorman et al., 1997). Asi, Rey, (2002), en un
estudio histopatolégico de enfermedades de tilapia,
reporta una prevalencia del 78.5% de vacuolizacién
hepatica. Alli se observa un aumento en la severidad
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de estas lesiones con la edad de los peces, pero sin
caracterizar si estas vacuolizaciones corresponden a
lipidos. Del mismo modo, Rondén-Barragan y Esla-
va-Mocha, (2009) reportan un 84% de prevalencia de
cambios degenerativos compatibles con higado graso
en tilapias en producciones semi-intensivas, aun cuan-
do no evidenciaban ningln signo de enfermedad en
los departamentos del Huila, Meta y Casanare. Dentro
de los problemas asociados a nutricién inadecuada se
encuentran las alteraciones del metabolismo de los li-
pidos, debido en gran medida, a una suplementacion
inadecuada de los perfiles de 4cidos grasos requeridos
para cada especie de pez (Tocher, 2003, Sargent et al.,
1989, Glencross, 2009).

Esta bien establecido que los peces requieren varios
acidos grasos poliinsaturados esenciales para el cre-
cimiento y desarrollo normal, incluyendo la reproduc-
cion. Entre los mas relevantes se encuentran el acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), acido eicosapen-
taenoico (EPA, 20:5n-3), acido araquidonico (ARA,
20:4n-6), acido linolenico (LNA 18:3n-3) y linoleico
(LOA, 18:2n-6) (Glencross, 2009, Tocher, 2003). Los
requerimientos de estos lipidos son diferentes entre
peces de agua dulce y marinos (Glencross, 2009, To-
cher, 2003). Teniendo en cuenta lo anteriormente ex-
puesto se plantea que, aunque es frecuente encontrar
cambios degenerativos en los animales que alcanzan
un peso 6ptimo para el mercado, no se sabe con cer-
teza cual es la relacion de los diversos factores que
intervienen en la generacion de dichas alteraciones y
la predisposicion al padecimiento de otras enferme-
dades. Se propuso evaluar la influencia de dos fuen-
tes diferentes de lipidos con diversos porcentajes de
inclusion en la dieta sobre el rendimiento productivo
y la presentacion de higado graso en tilapias hibridas
(Oreochromis spp).

Materiales y métodos
Peces

Se utilizaron 396 alevinos de tilapia roja (Oreochro-
mis spp) con un peso de 5.96x1.09 gr, obtenidos de
un productor local y transferidos al laboratorio de ali-
mentacion de peces del Instituto de Acuicultura de la
Universidad de los Llanos para aclimatacion. Después
de este periodo, los peces fueron distribuidos aleato-
riamente y en igual nimero, en 18 tanques circulares
de 500 litros con aireadores individuales en un sistema
de recirculacién cerrado. Permanecieron 15 dias en el
nuevo sistema antes del periodo experimental de ali-
mentacion. La temperatura del agua fue 27+1,5 °Cy el
oxigeno disuelto oscil6 entre 5.5 y 6 mg/L.

Dietas experimentales

Se suministraron 6 dietas semipurificadas isoprotéicas
(32% PB) con 3 porcentajes de lipidos (5, 9 y 13%),
utilizando aceite de pescado o aceite de soya (Sigma-
-Aldrich,St. Louis, MO,USA) (Tabla 1). Todos los ingre-
dientes fueron mezclados, humedecidos y finalmente
procesados en micro-extrusora (Extrutec®, Riberdo
Preto-Brasil), mantenidos en refrigeracion durante todo
el periodo experimental. Se hizo analisis bromatologi-
co de cada una de las dietas experimentales aplicando
la metodologia descrita por la Asociacion Oficial de
Analisis Quimicos AOAC, (1995). El perfil de acidos
grasos de cada una de las dietas fue realizado en la
Universidad Nacional de Colombia-Laboratorio de
Toxicologia Animal y se determiné por cromatografia
de gases con ionizacién de llama (Shimadzu GC-209).
Cada una de las 6 dietas experimentales fue suminis-

Tabla 1. Composicién proximal de las dietas experimentales.

DIETA

AP5 AP9 AP13 AS5 AS9 AS13
Ingredientes (% MS)
Caseina @ 34,8 34,8 34,8 34,8 34,8 34,8
Gelatina 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
Dextrina ® 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Alfa celulosa 12,5 8,5 - 12,5 8,5 -
Aceite de pescado 50 90 17,5 - - B
Aceite de soya - - - 50 90 17,5
Mezcla vitaminas 02 02 02 02 02 02

Mezcla macromineral®© 40 40 40 40 40 40
Mezcla micromineral@ 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Acido ascérbico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Composicion proximal

Materia seca (%) 68,4 68,9 68,3 70 72,5 79,4
Proteina bruta (%) 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0 32,0
Energia Kcal/Kg 4513 4711 4847 4671 4817 4835
Cenizas (%) 3,4 3,2 3,1 3,1 3,2 3,2
Lipidos (%) 5,0 8,4 12,2 4,9 9,0 13,1

(a) Composicion: M.S 930, PB 843, lipidos 06; cenizas 36.6. AAE:
Arg 34.0, His 25.9, lle 50.0, Leu 84.6, Lys 81.1 Met 26.7, Phe
45.2, Thr38.1, Trp 12.1, Val 67.1. AANE: Asp 73.3 Glu 200, Ser
56.7, Pro 60.0, Gly 23.3, Ala 36.7, Tyr 46.0, cis03.1(g kg"' PB).
NRC 1993.

(b) Composicién: M.S 910, PB 940,2, lipidos 22,9; cenizas 36.6.
AAE: Arg 69.7, His 07.1, lle 13.8, Leu 27.4, Lys 35.5, Met 07.3,
Phe 17.1, Thr 18.1, Trp 00.1, Val 20.9. AANE: Ac. Asp 60.0,
Glu 114, Ser 10, Pro 20.5, Gly 63.5, Ala 25.5, Tyr 01.2, Cys
00.3(g kg PB). NRC 1993

(c) VitaminaRovimix® Lab. Roche S.A: Vit. A 8x10° Ul; Vit. D,
1.8x10° UL, Vit. E 66,66 g, Vit. B, 6,66 g, Vit. B, 13.33 g, Vit.
B, 6.66 g, Acido Pantoténico 33.33 g, Biotina 533.3 mg, Acido
Folico 2.66 g, Acido Ascorbico 400.0 g, Acido Nicotinico 100.0
g, Vit. B,, 20.0 mg, Vit. K,6.66 g, filercsp. 1.0 kg)

(d) Mineral mix® Lab. Roche S.A. 0.5 (Composiciéon para 100 g:
Mg 1.0, Zn 16.0, Fe 4.0, Cu 1.0, 1 0.5, Se 0.05, Co 0.01;
macro-minerales: 40,2 (composiciéon para 100 g mezcla :
Ca(H,PO,) 13. 6 g; Ca Lactato 34.85 g; 2MgSO,.7 H,0O, 13.2 g;
KH,PO, 24 g; NaCl 4.5 g; AICI, 0.015 g, CMC 9.835 g).
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trada a tres grupos replicados que contenfan 20 peces
cada uno. Se suministraron las dietas dos veces al dia
(08:00h y 18:00h) durante 60 dias, registrando el con-
sumo de alimento diariamente.

Muestreo

Al Comenzar el ensayo se muestrearon 36 peces para
la evaluacion de los parametros iniciales. Al finalizar
el periodo experimental se registré el peso de todos
los peces y se tomaron 10 peces por réplica para eva-
luacion de los pardametros finales. Para histopatologia
del higado se tomaron cinco animales de cada réplica.
Tanto al inicio como al final se determinaron valores
de peso, indice hepatosomatico y viscerosomatico.
Se realiz6 evaluacion de patologia macroscépica del
higado e histopatolégica. Los peces se anestesiaron
con una solucion de Eugenol: etanol 1:10 a una do-
sis de 100 mg/L. Se pesaron con una balanza analitica
(Ohaus Traveler, Parsippany,USA). Posteriormente, se
sacrificaron los peces mediante seccion de la medu-
la. Se realiz6 diseccion del higado y de las visceras.
Se evalu6 patologia macroscépica del higado vy se re-
gistré su peso para indices corporales. Para el anélisis
microscopico, se tomo la mitad del higado de cada
pez muestreado, se fij6 en formalina buferada al 10%
y se realiz6 procesamiento histolégico de rutina. Se
realizaron cortes de 3 a 5 pm de grosor y se tifieron
con hematoxilina y eosina. Adicionalmente, se realiza-
ron tinciones diferenciales para carbohidratos (Acido
Peryodico de Shiff) y lipidos (Rojo Oleoso).Para esta
Gltima se realizaron cortes congelados de los higados
fijados en formalina, siguiendo la metodologia pro-
puesta por Luna (1968). La evaluacién histopatologica
se realizé con un microscopio Nikon ECLIPSE 80i (Ni-
kon Corporation, Japan).

Cilculo de indices y pardmetros productivos
Los indices corporales se calcularon segin la féormula:

Indice hepatosomatico = 100*(peso del higado/
peso corporal)

Indice viscerosomatico = 100*(peso de las visceras/
peso corporal)

Para la evaluacion del rendimiento productivo se utili-
zaron los siguientes parametros:

Ganancia de peso (GP) = (Peso final — Peso inicial)/
peso inicial (g)

Incremento de peso (%) = (peso final-peso inicial)/
(peso inicial)x100

Tasa de conversion
alimenticia (FCR)

Materia Seca ofrecida (g)/
Ganancia de Peso (g)

Tasa de crecimiento
especifico (SGR %)

100*[Ln (peso final (g))
= —Ln(peso inicial (g)l/
tiempo (dias)

Evaluacion de las alteraciones patoldgicas

Macroscépicamente se evalué la coloracion del higa-
do y su tamafio con respecto a la cavidad cel6mica, es-
tableciéndose 4 grados de severidad segtn los siguien-
tes criterios: Grado 1(Higado normal): Se observa una
coloracion roja oscura a caoba sin aumento de tamano
dentro de la cavidad celomica. Grado 2 (Leve): Colo-
racion amarilla translucida con aumento leve de ta-
mano. Grado 3 (Moderado): Coloracién palida, con
aumento moderado del tamafio del higado y mdltiples
arborizaciones. Grado 4 (Severo): Coloracion palida
intensa con aumento severo de tamano.

Las lesiones hepaticas microscopicas se caracterizaron
segln el grado de severidad de la lesion, obedecien-
do a los siguientes criterios establecidos por Wolf and
Wolfe, (2005) y Boorman et al., (1997): Grado 0 (sin
infiltracion aparente): Se observa una célula hepatica
con su contorno visible, nicleo central, con algunas
vacuolas pequenas intracitoplasmaticas que no afec-
tan la forma de la célula ni desplazan el nicleo. Grado
1 (multifocal leve): Se observan mdltiples focos de he-
patocitos con un contorno visible, nicleo ligeramente
desplazado a la periferia y vacuolas intracitoplasmati-
cas evidentes de tamano homogéneo que no distorsio-
nan la arquitectura celular. Grado 2 (multifocal mo-
derada): Se observan mudiltiples focos de hepatocitos
con contorno visible, ntcleo desplazado a la periferia
y mdltiples vacuolas intracitoplasmaticas de tamafio
homogéneo que no distorsionan la arquitectura celu-
lar. Grado 3 (multifocal severa): Mdltiples focos de
hepatocitos que pierden el contorno celular, ndcleo
severamente desplazado a la periferia o imperceptible
y vacuolas intracitoplasmaticas que coalescen hasta
formar un citoplasma homogéneo que distorsionan to-
talmente la arquitectura celular. Grado 4 (generaliza-
da leve): Se observan vacuolizaciones en toda el area
examinada del érgano, con hepatocitos de contorno
visible, nucleo ligeramente desplazado a la periferia y
vacuolas intracitoplasmaticas evidentes de tamano ho-
mogéneo que no distorsionan la arquitectura celular.
Grado 5 (Generalizada moderada): Se observan va-
cuolizaciones en toda el area examinada del 6rgano,
con hepatocitos con contorno visible, ntcleo despla-
zado a la periferia y multiples vacuolas intracitoplas-
maticas de tamafio homogéneo que no distorsionan la
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arquitectura celular. Grado 6 (Generalizado severo):
Se observan vacuolizaciones en toda el drea examina-
da del 6rgano, con hepatocitos que pierden el contor-
no celular, nicleo evidentemente desplazado a la pe-
riferia o imperceptible y vacuolas intracitoplasmaticas
que coalescen hasta formar un citoplasma homogéneo
que distorsionan totalmente la arquitectura celular.

Andlisis estadfistico

Los resultados obtenidos en variables de desempefio
productivo e indices corporales se evaluaron aplican-
do un analisis de varianza ANOVA de una via. Se uti-
lizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Levene para
evaluar homogeneidad de varianzas, y adicionalmen-
te se utilizo la prueba de Tukey-Kramer para evaluar
diferencias significativas entre tratamientos. En estas
evaluaciones se utilizo el programa SAS, version 8.05
y GraphPad Prism 5.03. Las lesiones halladas al exa-
men de necropsia y en histopatologia fueron descritas
y expresadas en grados de severidad de la lesion, y
evaluadas mediante el test de Kruskal-Wallis.

Resultados
Pardmetros productivos e indices corporales

Se observé una mayor ganancia de peso, crecimiento y
eficiencia alimenticia en los animales alimentados con
las dietas que contenian aceite de soya respecto a las
gue contenian aceite de pescado, con diferencias esta-

disticamente significativas (P<0,05). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los por-
centajes de inclusion de lipidos para cada fuente utiliza-
da. Los resultados de parametros productivos se mues-
tran en la Tabla 2 y Figura 1. El indice hepatosomatico
de los peces alimentados con la dieta que contenia
aceite de soya en un porcentaje de inclusion del 13%
mostré disminucion significativa (p<0,05) con respecto
a los peces alimentados con las dietas que contenian 5,
9y 13% de aceite de pescado (Tabla3). El indice visce-
rosomatico no arrojé diferencias significativas (p>0,05)
en ninguno de los porcentajes de inclusion evaluados
de los aceites en todos los peces (Tabla 3).

Perfil de dcidos grasos de las fuentes de lipidos
evaluadas

La composicion de acidos grasos de las fuentes de li-
pidos evaluadas se muestra en la Tabla 5. En general,
las dietas que contenian aceite de pescado presentaron
un mayor porcentaje de acidos grasos n-3 (23,12%)
comparado con las dietas que contenian aceite de
soya (7,05%). Por el contrario, las dietas que conte-
nian aceite de soya presentaban un mayor porcentaje
de acidos grasos n-6 (53,47 %) comparado con las die-
tas que contenian aceite de pescado (5,07%).

Patologia macroscdpica y microscopica
Macroscépicamente, las caracteristicas morfologicas

observadas fueron principalmente cambios de colora-
cion en el higado, variando desde un amarillo palido,

Tabla 2. Pardmetros productivos evaluados en tilapias alimentadas durante 60 dias con dietas que contenian aceite de soya y de
pescado como fuente de lipidos en diferentes tasas o niveles de inclusién.

Parametros productivos

Valores medios INICIO 5%AP 9%AP 13%AP 5%AS 9%AS 13%AS
Peso individual inicial 5,96x1,09?
Peso individual final 30,61 £9,93b¢  21,74+4,82° 25,6+7,10° 39,91 +12,76% 37,22 +10,474 38,07 +12,73¢
Ganancia peso (gr/pez) 23,5+7,0° 17,6+3,5" 19,5 +1,4> 33,8+8,2¢ 30,9+3,7¢ 32,1+7,4¢
Incremento peso % 393,8+117,7° 262+21,7° 327+£24,1%b 566+137,9¢ 519+62,2¢ 538+124¢
Tasa especifica de
crecimiento (SGR) 3,17+0,66°4 2,54+0,45" 2,84+0,580 3,67+0,74¢ 3,570,654 3,58+0,74*<4
Tasa de conversion
alimenticia (FCR) 0,98+0,423bc 1,21+0,38% 1,25+0,67%> 1,15+0,79b¢ 1,01+0,66¢ 0,95+0,53¢

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

Tabla 3. indices corporales evaluados en tilapias alimentadas durante 60 dfas con dietas que contenfan aceite de soya y de pescado
como fuente de lipidos en diferentes tasas o niveles de inclusién. IHS: indice Hepatosomatico, IVS: indice viscerosomatico.

Indices corporales
indice INICIO 5%AP 9%AP 13%AP 5%AS 9%AS 13%AS
IHS 2,533+0,7292P¢ 3,216+1,425> 3,291+ 1,199 2" 3,122+0,9705* 2,491*+ 0,6804 2,456+ 0,9293<> 1,99+ 00,8997
IvVS 8,504 1,09 8,186+1,912 8,386 +2,34 2> 8,939 x2,422b 9,973 +2,312b 9,613 +1,582P 9,488 +2,09 b

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

Rendimiento productivo e higado graso en tilapia hibrida (Oreochromis spp): Influencia de dos fuentes de lipidos 187



A)
PESO

o
a
o
4
a

Tratamiento

GANANCIA DE PESO

-
L
J

Tasa conversion alimenticia

E)
SGR
2 4 :
.5 .
'E a ab
o
=4
(1]
2
£
@
Q‘ 1
(3]
®
= o =
oo o\o
Re S
$ ¥

Tratamiento

Figura 1. Pardmetros de desempefio productivo en tilapias alimentadas con dietas que contenfan aceite de
soya y de pescado como fuentes de lipidos en diferentes porcentajes durante 60 dias. A) Peso final e inicial, B)
Ganancia de peso, C) Incremento, D) Tasa de conversién alimenticia (FCR), E) Tasa de crecimiento especifica

(SCR).Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

con arborizaciones que abarcaban todo el parénqui-
ma hepatico, hasta un color blanquecino intenso, con
aumento del tamafio del higado en peces alimenta-
dos, ya sea con aceite de pescado o con aceite de soya
(Figura 3). Se observé un grado de lesiéon macroscopi-
ca de menor severidad (p<0.05) en los peces tratados
con 9y 13% de aceite de soya, presentando un grado
1y 2 de lesion, en promedio, mientras que los trata-

mientos del 5y 9% de aceite de pescado presentaban
grados de lesion entre 3 y 4. (Tabla 4 y Figura 2). Mi-
croscopicamente, la degeneracion vacuolar hepatica
fue significativamente menor (p<0,05) en los peces
alimentados con las dietas que contenian 5,9y 13%
de aceite de soya con respecto a los peces alimenta-
dos con dietas que contenian 9 y 13% de aceite de
pescado. Los animales que fueron alimentados con

188

ORINOQUIA - Universidad de los Llanos - Villavicencio, Meta, Colombia. Vol. 17 - No 2 - Afio 2013



Lesiones Hepaticas Macroscépicas Lesiones Hepaticas Microscépicas
4- 6-
= - =
1] ab o
=] ab = .
Ej - % . E - ab
5 : 8 : o =
[=] . [=] :
o - =
o : o :
® : / ® :
. . 7 .
ole o\e ols <o o\e <Q & =] =]
s 3 % ) 3 ¥ ¥
& @ S RE R L
Tratamiento Tratamiento

Figura 2. Lesiones hepdticas macroscépicas y microscépicas de tilapias alimentadas durante 60 dfas con dietas que

contenfan aceite de soya y de pescado en diferentes porcentajes de inclusién como fuente de lipidos. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Tabla 4. Promedio del grado de lesién macroscdpica y microscépica en el higado de tilapias alimentadas durante 60 dias con dietas
que contenian aceite de soya y de pescado con diferentes niveles de inclusién.

Lesiones Hepaticas

5%AP 9%AP 13%AP 5%AS 9%AS 13%AS
Lesiones macroscépicas 3,07+0,53° 2,76%0,76%¢ 2,57+0,85*" 2,40+0,84* 2,13+0,74b¢ 1,92+0,85"
Lesiones Microscopicas 4.2+ 2,112¢ 4.7 £1,922 4.1 1,99 2.1 +2,06"¢ 2.8 +2,192b 2.2+ 1,93b¢

Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.05)

.;;‘\Hv: |

Figura 3. Patrones morfoldgicos de lesién macroscépica en el higado de tilapias alimentadas con dietas con diferentes
fuentes de lipidos. A) Higado de coloracién y tamafio normal (Grado 1); B) Higado con cambio de coloracién hacia
un amarillo palido con leve aumento de tamarfio. (Grado 2) C) Higado moderadamente aumentado de tamafio y
evidente patrén arborescente generalizado en el parénquima hepético (Grado 3). D) Aumento severo del tamafio del
higado (hepatomegalia) y cambio de coloracion difusa hacia un tono blanquecino (Grado 4).
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Figura 4. Patrones morfoldgicos de lesién (degeneracién vacuolar) a nivel microscépico, en el higado de
tilapias alimentadas con dietas con diferentes fuentes y porcentajes de inclusién de lipidos. A) Higado
de tilapia aparentemente normal, nétese las células con un citoplasma homogéneo, eosinéfilo y nicleo
central (asterisco) (40X). B) acercamiento de los hepatocitos normales del higado de tilapia (100X). C)
Degeneracién vacuolar leve a moderada. Se observan focos de células vacuoladas con citoplasma claro con
leve desplazamiento del nticleo seguido de una zona de transicion de hepatocitos aparentemente normales
(40X). D) acercamiento en donde se observa claramente la vacuolizacién del citoplasma de los hepatocitos
sin deformar el contorno celular y desplazamiento leve del nicleo y algunos hepatocitos con citoplasma
granular homogéneo aparentemente normal (100X). E) Degeneracién vacuolar severa. Se observa una severa
vacuolizacién del citoplasma, desplazamiento del nticleo hacia la periferia y distorsién del contorno de los
hepatocitos (40X). F) En algunos casos las vacuolas coalescen unas con otras y forman grandes agregados de
restos del citoplasma celular de varias células (100x). (Tincién con HyE)
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aceite de pescado, en todos los niveles de inclusion,
presentaron un grado de severidad de lesion de 4.3
en promedio, correspondiendo a vacuolizaciones en
toda el area examinada del 6rgano, con hepatocitos
de contorno visible, nicleo ligeramente desplazado a
la periferia y vacuolas intracitoplasméticas evidentes
de tamafo homogéneo que no distorsionan la arqui-
tectura celular. Los animales que fueron alimentados
con aceite de soya, en todos los niveles de inclusion,
presentaron un grado de severidad de lesion de 2.3 en
promedio, correspondiendo a miltiples focos de he-
patocitos con contorno visible, nicleo desplazado a
la periferia y multiples vacuolas intracitoplasmaticas
de tamafo homogéneo que no distorsionan la arqui-
tectura celular (Tabla 4 y Figura 2). Con las tinciones
diferenciales se encontré vacuolizaciones que conte-
nian material correspondiente a carbohidratos (posi-
blemente glucégeno) y lipidos. Para los carbohidratos

se evidenci6 en los grados menores de severidad para
los dos tratamientos, una distribucién granular muy
fina que se organizaba en medialunas en la periferia
de los hepatocitos, si se compara con los grados de
severidad mas altos donde la deformacion de la cé-
lula era evidente, con formacion de aglomerados de
carbohidratos a manera de cristales refringentes que,
en ocasiones, coalescian con cristales adyacentes (Fi-
gura 5 Ay B). En la tincion de Red Oil para lipidos
se evidenciaron multiples gotas lipidicas de diversos
tamanos, dentro y fuera de los hepatocitos, variando
en nimero y tamafo de acuerdo a la severidad de
las lesiones. Las gotas lipidicas fueron menos y mas
pequenas en las lesiones de grado 1 a 2. En los grados
de severidad 5 y 6 se evidenciaron mayor cantidad de
gotas lipidicas de gran tamafo que en muchos casos
coalescian y formaban una gran vacuola que alcanza-
ba a copar toda la célula (Figura 5 Cy D).

Figura 5. Tincién diferencial para carbohidratos (Acido peryodico de shiff PAS) y lipidos (Red Oil O) donde
se demuestra la presencia tanto de carbohidratos como de lipidos dentro de los hepatocitos. A) Distribucién
normal del glucdgeno dentro de los hepatocitos con miiltiples vacuolas lipidicas (Tincién de PAS 40X).
B) Vacuolizacién severa de los hepatocitos con formacién de aglomerados de glucégeno intracelulares y
deformacién severa del contorno celular (Tincién de PAS 40X). C) Mdiltiples gotas lipidicas de pequefio
tamafio dentro de los hepatocitos (tincién con Red Oil O 40X). D) Mdltiples gotas lipidicas de gran tamarfio
que coalescen en varios casos y deforman el contorno celular (tincién con Red Oil O 40X)
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Discusién
Pardmetros productivos

Segun el anélisis por cromatografia de gases realizado
en este caso, el contenido de acido linoléico y lino-
[énico en la dieta que contenia aceite de pescado era
mucho menor comparado con la dieta que contenia
aceite de soya y la proporcién n-6/n-3 fue mayor en las
dietas que contenian aceite de soya. Los autores no co-
nocen el requerimiento de acido linolénico (C18:3n-3)
para tilapias. Sin embargo, se ha determinado que este
es necesario para un 6ptimo crecimiento junto con el
linoléico (C18:2n-6) (Lim et al., 2011, Al-Souti et al.,
2012). El menor porcentaje de acido linoleico en las
dietas con aceite de pescado puede explicar el menor
rendimiento productivo observado, comparado con
las dietas que contenian aceite de soya Sin embargo,
estos porcentajes estan dentro de los requerimientos
necesarios para la especie. Lo anterior indica que hay
otros factores involucrados.

Por otro lado, el porcentaje de inclusion de lipidos
parece no influir en el rendimiento productivo como
se demuestra en este trabajo, teniendo en cuenta que
estan dentro del rango aceptable y se suplen los re-
querimientos minimos de acidos grasos para la especie
como ha sido establecido por (Kanazawa et al., 1980).
Los acidos linoléico (18:2 n-6) y linolénico (18:2 n-3)
son esenciales para el crecimiento de los peces de
agua dulce, teniendo un mayor efecto el acido linoléi-
co, como lo han reportado (Kanazawa et al., 1980,
Takeuchi et al., 1983, Lim et al., 2011, Olsen et al.,
1990). Por otro lado, (Kanazawa et al., 1980, Takeuchi
etal., 1983, Aguiar et al., 2007) han reportado que un
nivel excesivo de 18:3n-3 0 5% de aceite de higado
de pescado (pollock Pollachius virens) alto en 20:5n-3
0 22:6 n-3 en dietas que son muy deficientes en n-6
pueden llevar a disminucién del crecimiento. Aguiar
et al., (2007) encontraron que se puede incrementar
marcadamente la cantidad de EPA y DHA en el higado
de la tilapia nilética alimentada con aceite de cano-
la como fuente de lipidos, incrementando la cantidad
de acido linolenico (18:3n-3). Ello indica una sintesis
endoégena a partir de precursores como acido linole-
ico y linolenico. Por otra parte, Huang et al., (1998)
reportan un mayor crecimiento en tilapias hibridas al-
imentadas con aceite de pescado, si se compara con
el de soya utilizando un porcentaje de inclusion del
8%. Esto indica que no solo el acido linoléico (18:2
n-6) sino también el linolénico (18:2 n-3), acido doco-
sahexaenoico (DHA) y acido eicosapentaenoico (EPA)
son requeridos para un 6ptimo crecimiento (Tocher,
2003, Huang et al., 1998, Olsen et al., 1990), en con-
traste con los resultados obtenidos en este trabajo.

Ademas de lo anterior, Al-Souti et al.,(2012) reportan
que la ganancia de peso disminuia en tilapias hibridas
alimentadas con aceite de maiz (rico en acido linolei-
co) y de pescado, a medida que se aumentaba el por-
centaje de inclusion de aceite de pescado, mostrando
asi hallazgos similares a los encontrados en este tra-
bajo. (Olsen et al., 1990, Huang et al., 1998) reportan
que las tilapias son capaces de utilizar acido linoléi-
co como substrato para elongacién de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, mas que el linoleni-
co. El-Husseiny et al., (2010) encontraron que la FCR
y el rendimiento mejoré significativamente cuando
se alimentaron tilapias del Nilo con aceite de soya
como fuente de lipidos. Adicionalmente, observaron
que se aumenta el porcentaje de supervivencia cuan-
do se incrementa la concentraciéon de &cido linole-
ico 18:2 n-6 en la dieta, debido a la conversion de
este acido graso a acido araquidénico, que cumple
un papel importante en la resistencia al estrés y en la
respuesta inmune. Las tilapias, como otros peces de
aguas célidas, estan mas inclinadas a requerir may-
ores cantidades de &cidos grasos n-6, comparado con
n-3 para un mayor crecimiento, respaldado por el
hecho de que altos niveles de n-3 PUFA disminuyen
su crecimiento. Hay evidencias de mayor actividad
de desaturacion cuando las tilapias son alimentadas
con aceites de origen vegetal y de la conversion de
acidos grasos de cadena corta y saturados a acidos
grasos de cadena larga insaturados (El-Husseiny et
al., 2010, Teoh et al., 2011, Huang et al., 1998). Adi-
cionalmente, es evidente una conversién enddgena
para satisfacer requerimientos basales, basada en el
hecho de que se observan mayores concentraciones
de araquidonico en la carcasa cuando se aumentan
los niveles de linoléico en la dieta, mientras que los
niveles de EPA, DHA vy linolénico se incrementan
cuando se aumentan los niveles de linolénico en la
dieta (Teoh et al., 2011). A pesar de un exceso de lin-
oleico, altos niveles de linolenico, pueden disminuir
la conversién de linoleico a araquidénico debido,
posiblemente, a la competencia entre linolenico y
linoleico, ya que los dos son substratos para la mis-
ma enzima D6 desaturasa (El-Husseiny et al., 2010).
El-Husseiny et al., (2010) concluyen que el uso de
una tasa n6/n3 apropiada en la dieta es mas impor-
tante para las tilapias que el uso de niveles absolu-
tos de estos acidos grasos. Asi se indica que una tasa
LA/LNA menor de 13 es recomendada para alevinos
de tilapia. Esto soporta lo encontrado en este traba-
jo, en donde no se observaron diferencias estadisti-
cas significativas en los parametros productivos para
los porcentajes de inclusion en el aceite de soya. Su
tasa n6/n3 estaba dentro del limite del 13% y con los
porcentajes de inclusion evaluados se cumplian los
requerimientos necesarios para la especie.
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Adicionalmente esto, explica por qué el aceite de soya
es mejor que otros aceites vegetales para la nutricion
de estos peces. Lim et al., (2011) proponen que los
carbohidratos digestibles pueden ser usados para re-
emplazar los lipidos dietarios como fuente de energia
si los requerimientos de acidos grasos esenciales son
suplidos en tilapias, disminuyendo el uso de aceites de
origen animal.

En los peces alimentados con aceite de pescado (Ze-
brafish y tilapia nilética) se disminuye la actividad A 6
desaturasa, mientras que en los animales alimentados
con dietas que contenian aceite vegetal rico en 18:3n-
3 se incrementa la actividad desaturasa (El-Husseiny et
al., 2010). En este incremento, el factor primario esta
dado por la reduccién en la inhibicién por producto,
dada en gran medida por la considerable reduccién de
n-3 HUFAS en las dietas que contenian aceite vege-
tal, mas que la provision de mayor cantidad de PUFAS
como sustrato por primera vez (Tocher et al., 2001a).
La tasa de conversion de C:18 PUFAS a PUFAS de ca-
dena larga (C:20 y C:22) parece estar influenciada por
el nivel de estos preformados en la dieta y en los teji-
dos del pez.

La presencia de altas concentraciones de C:20 vy
C:22 preformados vy las tasas de conversion de C:18
PUFA a derivados de cadena larga es menor. Lo
anterior indica que las enzimas para la conversion
estan presentes, pero son inhibidas por las altas con-
centraciones de PUFAS de cadena larga. De este
modo, esto puede disminuir el efecto ahorrador de
proteina que los lipidos presentan, ya que no son us-
ados como substrato selectivo para la B-oxidacion,
utilizdndose proteina y tejido muscular para produ-
cir energia. Por lo tanto, se disminuye el rendimien-
to productivo (Tocher et al., 2001a, Al-Souti et al.,
2012). Adicionalmente, Teoh et al., (2011) encon-
traron que las tilapias rojas (hibridas) favorecen la
B-oxidacion de 18:2n-6 y 18:3n3 cuando son ali-
mentadas con aceites vegetales. Por esto disminuyen
la acumulacién de lipidos en higado y optimizan el
rendimiento productivo ejerciendo un efecto ahor-
rador de proteina. Por lo anterior, puede explicarse
la menor ganancia de peso de los animales que
fueron sometidos a la dieta con aceite de pescado,
las cuales presentaron un alto contenido de PUFAS
de cadena larga. Por otro lado, Asdari et al., (2011)
encontraron que Pangasius hypophthalmus presen-
tan un mejor rendimiento productivo cuando son
alimentados con aceite de soya y aceite de palma
crudo, comparado con aceite de pescado y de lina-
za. En este estudio no se observaron diferencias sig-
nificativas en el IHS, entre las diferentes fuentes de
lipidos utilizadas.

Lesiones hepdticas

Las alteraciones hepaticas observadas pueden expli-
carse con base a los diferentes perfiles de acidos grasos
que tienen cada una de las fuentes de lipidos utiliza-
das (Tabla 5). Para los tratamientos con dietas que con-
tenfan aceite de pescado se encontré6 mayor proporcién
de acidos grasos n-3 que de n-6, siendo estos en gran
medida acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

Se ha encontrado que altas concentraciones de PUFAS
de cadena larga inhiben las elongasas y desaturasas en
los peces de agua dulce y también ensalmones, lim-
itando la formacién de PUFAS endégenos y su incor-
poracion a las membranas celulares Eso genera como
consecuencia la acumulacién de los PUFAS proveni-
entes de la dieta (Tocher et al., 2001a, Sargent et al.,
1989, Al-Souti et al., 2012).

El acido docosahexaenoico (DHA) 22:6 n-3 actia de
menor manera como substrato para la B-oxidacién mi-
tocondrial, comparado con el 4cido linoléico 18:2 n-6 y
el acido oléico 18:1 n-9 en células musculares y hepéati-
cas de tilapias (Szabo et al., 2011). Esto promueve la
acumulacién de PUFAS de cadena larga en higado, y
de triglicéridos y fosfolipidos en los tejidos en general
(Sargent et al., 1989, Bandarra et al., 2011). Aunado a lo
anterior, se ha reportado una disminucion de la sintesis
de VLDL por el higado en dietas altas en PUFAS de ca-
dena larga, DHA y EPA, en salmones y truchas (Tocher
et al., 2001b, Szabo et al., 2011). De esta manera se
impide la exportacion de lipidos desde el higado a la
sangre, y otros tejidos para su utilizacion.

También se ha propuesto que el efecto oxidativo ejer-
cido por altas concentraciones de PUFAS n-3 en el
higado, puede conducir a una lipidosis causada prin-
cipalmente por peroxidacion lipidica, oxidacion de
las lipoproteinas y alteracion de la exportacion de tri-
glicéridos y otros lipidos desde las células hepéticas a
la sangre y otros tejidos (Szabo et al., 2011, Gang et
al., 2006). Aunque las dietas utilizadas por nosotros per-
manecieron refrigeradas durante todo el periodo exper-
imental, disminuyendo la probabilidad de formacion de
peroxidos lipidicos, no fue posible descartar su presen-
cia en las dietas suministradas como factor influyente en
la presentacion de lipidosis hepética.

Se ha propuesto que hay una gran sintesis y deposicion
de triglicéridos en vacuolas cuando los lipidos de la die-
ta o la cantidad de energia exceden la capacidad de las
células hepaticas para oxidar los acidos grasos, o cuan-
do la sintesis de proteina esta alterada o impedida. Asf
se conlleva al higado graso (Caballero et al., 2004). En
este trabajo, las dietas suministradas cumplian los re-
querimientos de proteina y energia para la especie.
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Los porcentajes de lipidos no estaban por fuera de los
rangos requeridos, siendo poco probable un desequi-
librio de energia el que condujera a la lipidosis, mas
que una alteracion en los requerimientos de acidos gra-
sos esenciales y sus concentraciones, en las diferentes
fuentes de lipidos. Las alteraciones encontradas en la
distribucion del glucégeno en los hepatocitos han sido
reportadas en peces sometidos a periodos prolongados
de estrés y a diversas hepatotoxinas (Wolf and Wolfe,
2005). En este trabajo se observé una aglomeracion de
glucdgeno principalmente en aquellos tratamientos en
donde se observaron mayores grados de degeneracion
y vacuolizacién de hepatocitos. Sin embargo, no hay
evidencias que soporten un aumento de la cantidad de
glucégeno dentro de las células hepaticas. Tampoco si,
por el contrario, estos conglomerados de carbohidra-
tos son formados a partir de la ruptura y deformacion
de las células hepaticas con la posterior agregacion y
formacion del glucégeno de varias células, al ser nor-
mal la cantidad de glucégeno intracelular.

Esta bien definido que el aceite de pescado como fuente
de lipidos es fundamental para peces marinos y que su
remplazo total por fuentes de origen vegetal conlleva
a alteraciones metabdlicas y lesiones hepéticas (Cabal-
lero et al., 2004, Caballero et al., 1999, Spisni et al.,
1998, Gang et al., 2006). Por otro lado, los estudios que
describen la relacion entre las fuentes de lipidos, los
perfiles de &cidos grasos y la relacion con la present-
acion de alteraciones hepaticas son escasos en peces de
agua dulce (Sales y Glencross, 2011) y nulos en tilapias.
Como se demuestra en este trabajo, la presentacion y la
severidad de alteraciones hepaticas de tipo degenerati-
vo aumentan con el uso de aceite de pescado, compara-
do con el aceite de soya. Esto indica que su uso no es
adecuado en la alimentacioén de tilapias y la pertinencia
de evaluar estos efectos en otros peces de agua dulce.

Conclusiones

El aceite de soya en las tilapias hibridas (Oreochromis
spp), es utilizado mas eficientemente que el aceite de
pescado como fuente de lipidos. Los perfiles de 4ci-
dos grasos son diferentes, tanto para el aceite de soya
como para el aceite de pescado. De esta manera, las
fuentes de lipidos de origen vegetal, como el aceite de
soya, ricas en acido linoleico y en menor medida aci-
do linolenico, inciden sobre el rendimiento productivo
positivamente y disminuyen la presentacion de higado
graso. Por otra parte, las fuentes de lipidos de origen
animal, altas en PUFAS de cadena larga como el aceite
de pescado, principalmente dcido docosahexaenoico
(DHA) y eicosapentaenoico (EPA), influyen de una
manera negativa en el rendimiento productivo, y au-

Tabla 5. Perfil de 4cidos grasos en las dietas evaluadas.

Porcentaje de acidos grasos en las dietas evaluadas

Pufas AP 5% AP 9% AP 13% AS 5% AS 9% AS 13%

C8:0 026 0,05 003 001 003 004
C10:0 0,61 0,13 01 004 006 0,03
C12:0 0,75 027 024 005 005 003
C14:0 11,21 10,29 10,58 0,28 0,26 0,45
C15:0 1,06 087 089 004 004 0,05
C16:0 27,39 22,86 23,32 11,2 11,18 11,31
C16:1 10,95 12,07 12,34 0,17 0,21 0,5
C17:0 0,74 0,65 0,67 0,11 01 0,12
C17:1 1,01 1,36 016 005 005 0,05
C18:0 54 42 423 41 405 4,03
C18:1n-9t 0,21 0,08 008 007 006 0,06
C18:1n-9¢ 9,72 8,36 8,16 19,85 19,84 19,45
C18:1n-7 3,73 3,77 3,77 236 242 246
C18:2n-6¢ 715 3,57 3,29 5357 53,59 52,62
C20:0 0,27 023 022 028 028 028
C18:3n-6 0,21 0,3 03 019 0,19 0,2
C20:1 0,83 1,04 1,07 037 034 043
C18:3n-3 135 1,53 1,6 6,8 6,58 6,81
C20:2 1,38 2,22 222 005 003 002
C22:0 018 0,13 0,13 029 029 0,36
C20:3n-6 o1 015 0,15 0,02 0,02 0,02
C22:1n-9 0,15 0,18 0,17 002 002 0,03
C20:3n-3 02 026 0,26 0 0 0,02
C23:0 0,52 0,86 1,02 0 0 003
C20:5n.3 6,85 11,76 11,94 0,03 01 032
C22:5n-3 12 214 214 001 0,12 0,04
C22:6n-3 6,58 10,66 10,91 0,03 007 0,23
Total 100 100 100 100 100 100
PUFAS 25,02 32,6 32,82 60,69 60,71 60,29
MUFAS 26,59 26,86 25,75 22,89 22,94 22,99
SFAS 48,4 40,54 41,43 16,41 1635 16,73
n-3 16,18 26,36 26,83 686 688 7,42
n-6 746 4,02 3,74 5378 53,8 52,84
n6/n3 046 0,15 014 7,84 7,82 7,12

mentan la presentacion de higado graso. Se destaca
que si bien hay diferencias entre las dos fuentes de lipi-
dos, entre los porcentajes de inclusion evaluados no se
observaron estas diferencias. Lo anterior indica que los
niveles menores de inclusién (5%) son igualmente efi-
cientes que los niveles mayores de inclusion (9 y 13%),
siempre y cuando los requerimientos de &cidos grasos
esenciales sean suplidos en la dieta.
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