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RESUMEN

Cadena Anguiano, Lilia. Evaluacion de los efectos colaterales del azul de
metileno en dosis terapéuticas en tilapia hibrida (Qreochromis sp.) (Bajoc la
supervisién de: Ana Aurd Angulo y Graciela G.Tapia P.).

Con el proposito de conocer las posibles lesiones producidas por azul de metileno
en distintos érganos de Tilapias tratadas, se utilizardn 32 Tilapias (Qreochromis
sp.} con un peso promedio de 5.5 g, distribuidas en 4 lotes de 8 peces cada una:
3 experimentales y un testigo. E! bioensayo durd 8 semanas, durante las cuales
los peces fueron ubicados en 4 peceras con capacidad de 40 | cada una,
provistas de agua declorada por el método quimico de adicion de tiosulfato de
sodio y oxigenada mediante 2 bombas de aire de 115 voltios cada una. Los peces
de los lotes experimentales fueron tratados una vez al dia, con 3 m! de una
solucién al 1% de azul de metileno por cada 10 | de agua, haciendo un total de 12
ml, los 3 primeros dias de cada semana, al dia siguiente de fa dltima aplicacion se
sacrificd por desmedulacion un pez de todos los lotes incluyendo el lote contral,
se realizé |a necropsia y se fijaron los érganos en formol buferado al 10% para su
procesamiento por inclusion en parafina y tincién de hematoxilina y eosina. Los
resultados histopatoidgicos fueron: edema intestinal en el lote 1; endosomas en
higado en el lote 4, degeneracidn hialina y necrosis renal en los lotes 1 y 3, que
presentaron diferencias estadisticamente significativas cuando se analizé por la
Prueba exacta de Fisher, ademas de otras lesiones no alribuidas al tratamiento
como respuesta inflamatoria a pardsitos en encéfalo e intestino, hubo una elevada
mortalidad en la segunda semana del tratamiento en los lotes 1 y 3 ocasionada

por el tratamiento,



INTRODUCCION
Antecedentes
Acuacultura es el término usado para definir todas las actividades cuya obijetivo
son la produccion, crecimiento y comercializacion de organismos acuaticos.
animales o vegetales, de aguas dulcas, salobres o saladas. 7+21
La acuacultura representa la contraparte acudlica de la agricultura, y aunque es
una novedad para la mayoria de las nacicnes ha asumido gran importancia, tiene
raices muy remotas, ha existide aproximadamente desde el afo 500 A.C.
posiblemente surgid en forma casual, cuando el hombre se dio cuenta de qua
podia conservar excedentes de la pesca y ademas, engordar los peces que habia
caplurado vivos, para reservarlos en épocas de escasez. 8, 11, 15,21, 26, 38, 39
Su importancia radica en que es una actividad que puede contribuir a eliminar el
espectro del hambre, pues tiene el potencial de producir grandes cantidades de
alimento rico en proteinas y de bajo costo. 6.7, 8
Este potencial es de gran importancia para paises subdesarrollados o en vias de
desarrollo como el nuestro, debido a que la poblacion aumenta vertiginosamente
y conjuntamente sus necesidades alimentarias presentes y futuras, aunado a la
dificultad per ampliar los recursos agricolas y ganaderos, razones por las cuales
se dabera de explotar al méximo los recursos acuicolas como una alternativa para
conseguir abastecer estas nacesidades. 1, 19, 21, 24, 25, 26, 27, 32, 33, 38
El propdsito central de la acuacultura es el producir organismos acuaticos para
alimento, también participa en |a creacién de fusntes de empleo, diversificando y
promoviendo el desarrello de la economia regional con un impacto econdmico en
la economia nacional, contribuyendo al producto interno bruto (PIB) y en el

equilibrio del comercio exterior, reduciendo el déficit nacional, cumpliendo la



finalidad de caracler social, al producir utilidades y no solo medios de
subsistencia, para tratar de aumentar el nivel de vida de la poblacién. Desde el
punto de vista ecologico participa en la proteccion del entorno, conservando los
espacios naturales, previniendo la erosion de los suelos, y manteniendo la
diversificacidn de las especies, rehabilitando zonas abandonadas y condenadas a
cierta degradacidon ambiental, puss permite el aprovechamiento de zonas que por
alguna razén no son aptas para la ganaderia o agricultura, asi se producen
organismos acudticos como peces necesarios para la repoblacién arificial por
pesca abusiva, contaminacién de las aguas, migraciones, etc., incrementando asi
el alractivo natural de las zonas y se cullivan ademas especies comerciales para
usarse como animales de laboratorios, pesca deportiva, peces de omato, etc. 21,
26,27,32,33

México posee una ubicacién geografica privilegiada, cuenta con una gran
diversidad de climas que lo favorecen para el cultivo de diferentes especies de
organismos acudticos, como potencial acuicola, cuenta con 1.3 millones de
hectdreas de aguas de embalses continentales, 1.6 millones de hectareas de
aguas costeras protegidas y 745 mil hectéreas de tiarras aptas para la expiotacién
acuicola. 9, 16

Los sistemas de produccion acuicola se clasifican en extensivos, semiintensivos e
intensivos, segun el tipo de instalaciones, de la alimentacion que se proporcione
ya sea en forma artificial o aprovechando los recursos naturales de! espejo de
agua, y dependiendo de! volumen de produccién, por ejemplo: una explotacion
extensiva tiende a retirar de las aguas una cantidad de peces correspondiente a
la produccién natural y una explotacidn intensiva busca producir la cantidad

maxima de peces en el minimo de agua. 6, 15, 20, 21, 27, 34



En sistemas de cultivo extensivos por lo regular pasan desapercibidas las
infecciones patdgenas debido a que practicamente los peces se encuentran en un
ecosistemna donde se mantiene un equilibrio mas o menos natural, ¢laro que si
aumenta la densidad de poblacion, las enfermedades pueden observarse, aunque
hay que reconocer que las enfermedades también pueden transmitirse por otros
peces, aves o invertebrados silvestres. 2, 6, 16, 21,27, 28

En sistemas de cultivo intensivos se practica una numerosa siembra piscicola en
los estanques, propiciando un estrecho contacto entre individuos y generando
condiciones favorables para la propagacion de enfermedades. 2. 15, 27

Los problemas sanitarios dependeran de la complejidad de 3 tipos de factores:
L.os rejativos al medio, al agente patogeno y al huésped, cuando el balance entre
uno o varios de estos factores se altera por alguna razon, puede aparecer la
enfermedad. Los factores de! medio ambiente podemos también Ilamarios
estresantes y clasificarlos en 2 grupos segun su naturaleza: los estresantes
fisicos (transporte, manejo, mantenimiento de peces en jaulas, etc.) y los
estresantes quimicos (abatimiento de oxigeno, cambios de pH, aumento en la
cantidad de materia orgdnica, etc.) los cuales pueden alterar la resistencia a
enfermedades de los peces. Los factores principales correspondientes al agente
patdgenc son virulencia y dosis efectiva, 1. 4. 16, 21, 22, 28

Las enfermedades pueden ser de origen infeccioso, como son las ocasionadas
por vifus, bacterias, hongos, protozoarios, helmintos, artropodos, etc. y de origen
no infeccioso como son las de! tipo genatico, nutricional o funcional. 2. 3, 6, 22, 27
Las enfermedades de los peces pueden ocasionar serios dafios econémicos por
la muerte, adelgazamiento, disminucién del peso, y deterioro de la calidad de la

came, en lo que respecta a salud publica pueden ser transmisores de



enfermedades si actiran como portadores o albergando fases infectivas. 15, 22.
27

El conocer las causas que producen las enfermedades permite tomar las medidas
de prevencién. diagnastico y control de las mismas, para disminuir las perdidas
por mortalidad, asi como evitar la introduccion de nuevas enfermedades y evitar ia
dispersién de enfermedades ya diagnosticadas. 2. 3. 27

Una vez establecida una enfermedad es necesario aplicar medidas terapéuticas a
pesar de {as numerosas dificultades que esto representa. Las medidas
terapeuticas incluyen aplicacion de sustancias gquimicas, antibidticos vy
manipulacion del medic ambiente acuatico utilizando métodos fisicos, quimicos o
biolégicos y su objetivo principal es la erradicacion o control de los agentes
patégenos. La quimioterapia es aplicable debido a que en acasiones es |a tnica
altemnativa para controlar una enfermedad dada ia sobrepoblacidn, las
condiciones desfavarables del agua, |2 mala calidad del alimento administrado,
etc., esta medida presenta variaciones considerables dependiendo de la calidad
del agua (temperatura, oxigeno, pH,), la edad, especie del pez, la vegetacion, el
tipo de estanque o reservorio, efc., y si no se tiene un amplio conocimiento del
método a utifizar como terapia, esta puede ser mas letal que la misma
enfermedad, por lo que es importante conocer |a causa de la enfermedad y tratar
de corregirla, pues en ocasiones se puede agravar la situacién al tratar de
eliminar al agente patoégeno, puede deteriorar la calidad del agua pues el
fratamiento puede ocasionar cambios en la temperatura, oxigeno disuelto,
alcalinidad, etc, afectando indirectamente la salud del pez. 2. 3. 27

En la quimioterapia es importanie; elegir un tratamiento especifico para el agente

infeccioso, evitar compuestos que inhiban la produccién de moco, si el moco es



destruido queda desprotegido contra invasiones secundarias de oportunistas o
hasta contra reinfecciones, los animales enfermos nunca deben fratarse
directamente en el acuario, o0 estanque pues algunos compuestos
quimioterapeuticos inhiben la nitrificacién, por eso se deben tener tanques de
tratamiento, en el caso de tratar alguna enfermedad bacteriana con antibitticos,
se debe tener en cuenta que las bacterias tienen una gran capacidad para
desarrollar resistencia contra éstos, de esta forma, la primera vez que se aplica el
antibidtico puede obtenerse un resultado excelente, pero a siguiente vez que se
deses aplicar es muy probable que ya no tenga el mismo efecto. 23,27

La tolerancia de los compuestos quimicos varia de acuerdo con la especie, y debe
ser determinado previamente antes de aplicar las substancias quimicas. 2, 3, 27
En el presente trabajo se utilizo a la Tilapia (Oreochromis sp.), como modelo
animal, por ser una especie de consumo humano, con gran importancia desde el
punto de vista zootécnico para tomarse en consideracién, se mencionan todas

sus caracteristicas y ventajas a continuacion:



Clasificacién taxonémica de la Tilapia

Subreino: Vertebrata
Phylum: Chordata (Poseen médula espinal)
Subphylum: Craniata (Poseen créneo)
Superclase; Gnathostomata (Presentan mandibula)
Serie; Pisces '
Clase: Osteichthyes {Prasentan huesocs)
Subglase: Actinopterygii {Poseen rayos en las aletas)
Suborden: Teleostei (Poseen esquelsto perfecto)
Orden: Perciformes
Suborden: Percodei
Familia: Cichlidaa
Géneros: Tilapia

Sarotheradon

Dreochromis
Especies: Tilapia zillii

Tilapia rendali

Oreochromis hornomum

Orepchromis mossambicus

QOreochromis piloticus
Sarotheredon aureus



Actuaimente se ha aceptado dividir al grupo conocido como Tilapia en 3 géneros
atendiendo a su origen, morfologia, héabitos alimenticios y reproductivos: Tilapia
sp., Sarotherodon sp., Oreochramis sp. 1 2, 3, 6, 16,21, 22,28

Tilapia sp.: Sus hébitos alimenticios son generalmente herbivoros, la incubacion

de los huevaos y la proteccidn de los alevines se realiza sobre el sustrato del
fonda. 1. 2. 3. 6, 16,21, 22, 28

Sarotherodon sp.. Sus habitos alimenticios tienden a ser planctéfagos, la
incubacién de los huevos y la proteccidn de los alevines la efectia el macho en

su cavidad bucal, en algunas especies la efectuan ambos sexos, 1. 2. 3, 6, 16, 21,
22,28

QOregchromis sp.: Sus hébitos alimenticios tienden a ser omnivoros, la incubacién
de los huevos y Ia proteccién ds los alevines la efectia la hambra en su cavidad

bucal, migrando hacia un &rea mas prategida. 1. 2, 3, 6, 16, 21, 22, 28

Nombre comiin. Tilapia, Mojarra, Mojarra Africana. 1. 2, 3,6, 16, 21,22, 28

Los restos fésiles mas antiguos de la Titapia [Oreochromis sp.) se encontraron en
Africa oriental de donde as ariginaria y datan de hace unos 18 millones de afos
La Tilapia fue introducida a nuestro pals en 1964 par la Direccion General de
Pesca por conducto del entonces Instituto Nacional de Investigaciones Bioldgico
Pesqueras (hoy Instituto Nacional de la Pesca) en el Proyecto de instalacién de fa
primera estacion piscicola de especies tropicales en México, en la presa Miguel

Aleman de Temascal, Oax., para desarroiiar la adaptacion, cultivo y propagacion



de ciclidos que incluyeron tres especies de Tilapias africanas. importadas

procedentes de Auburn, Alabama, E.U.A.,: Oreochromis pilotica, Oreochromis

mossambica, Tilapia melanepleura y posteriormente tres especies de mojarras
nativas del sureste del pals. Una vez adaptadas y habiéndose logrado cuitivarlas
se introdujeron en forma intensiva en otros embalses del tropico mexicano, es asi

como en la actualidad se distribuyen casi en la totalidad del territorio nacional, *.
2,3.6.16,21,22. 28



Caracteristicas Fisicas

La Tilapia tiene aletas dorsales que tienen de 23 a 31 espinas y rayos. La nariz

esta formada por un solo orificio nasal a cada lado de la cabeza que sirve
simultaneamente como entrada y salida de la cavidad nasal, tiene un nostrilo en
tada lado. Ei cuerpo es corpulento, comprimido de cola corta y grugsa: en
muchas especies, |a cabeza del macho es invariablemente mas grande que la de
la hembra; algunas veces con la edad y el desarrolio se presentan en el|macho
tejidos grasos en la regidn anterior y dorsal de la cabeza (Dimorfismo sexu:
La boca es proctractiil, generalmente ancha, a menudo bordeada por| labios
hinchados; Presentan dientes canicos biclspides o tricuspides en las mandibulas
superior e inferior, también se presentan dientes faringeos en ia garganja que
forman parte del mecanisma de alimentacién y por medio del cual tragan su
alimento; los dientes faringeos varian en numero de especie a especie y proveen,

en algunos casos, un caracter Util para la identificacion de las mismas. Pugden o

no presentar un puente carnoso que se encuentra en el maxilar inferior, |en la
parte media, debajo del labio.
Presentan membranas unidas por § 0 6 branquidstegos y un nilimero variable de
branquiespinas, segun las diferentes especies. La parte anterior de las aletas
dorsal y anal es corta siempre y consta de una espina y de radios suaves &n su
parte terminal, que en los machos suelen estar fuertemente pigmentados. Laaleta
caudal estd redondeada, truncada, o mas raramente escotada, segun la especie.

Tiena una linea lateral interrfumpida y se presenta generalmente dividida er dos
partes: la porcion superior se extiende desde el opérculo hasta ios Gltimos radics
de {a aleta dorsal, mientras que la porcidn inferior aparece por debajo de donde

termina ia linea lateral superior hasta el final de la aleta caudal. Presentan

0



escamas de tipo cicloide cuya parte expuesta es suave al tacto. El numero de
vértebras aumenta con la edad y pueden ser de B a 40.

Sus coloraciones son parduscas. verdes olivdceas y también hay rojas. con
manchas en el cuerpo, incluyendo las aletas con manchitas azules. Puede tener
manchas negras en la aleta dorsal. atras y en la base de ia aleta caudal. La talla

de las Tilapias alcanza hasta 24 cm. 1. 2, 3,6, 16,21, 22, 28

Requerimientos Ecoldgicos

La Tilapia ha colonizado habitats diversos como: arroyos, rios anchos, y
profundos o con rapidos, lagos profundos, lagos pantanoscs, lagunas dulces,
salobres o saladas, alcalinas, estuarios y lagunas costeras e incluso habitats
marinos, todos estos habitats representan un gran rango de variaciones de
distintos parametros fisicos, quimicos y bioldgicos (profundidad, corrientes de

agua, turbidez, temperatura, pH, salinidad, oxigeno, gases disueltos, flora y fauna,
etc.). 1.2, 3,6, 16, 21,22, 28

Temperatura. La Tilapia es un pez de aguas calientes tropicales, €l rango aptimo
de temperatura para su desarrollo es de 25 a 30 C., con un limite de @ a 13 C, si
la temperatura disminuye a menos de los 15 C. dejan de alimentarse y de
reproducirse ya que esta se lleva a cabo a los 20 C, con un rango éptimo de 26 a

28 C, sus limites supericres oscilan entre los 37 ylos 42 C. 1. 2. 3. 6, 16, 21, 22,
28

n



Salinidad. Es una especie de agua dulce, pero tienen la capacidad de adaptarse
a vivir en aguas salobres y ailgunas incluso en agua de mar. a las especies con
esta capacidad se les llama eurihalinas. pero también varian sus actividades
fisiolégicas y reproductivas dependiendo de la salinidad. aunque hay especies de
Tilapia que son mas resislentes a la salinidad que otras. es importante reconocer
que a concentraciones muy altas (30 a 40 ppm) Si crecen pero no se feproducen

por el hecho de que los huevos no resisten la presion osmotica que genera ia
alta salinidad. 1. 2. 3.6, 16,21, 22,28

Oxigeno Disuelto, Soportan bajas concentraciones de oxigeno disuelto por la
capacidad de su sangre de saturarse de oxigeno, y por reducir su consumo de
oxigeno, pero si disminuye la concentracion de oxigenc de 3 mgfl, su metabolismo
se vuelve anaerdbico, aunque puede soportar bajas concentraciones de oxigeno
reduce el consumo de alimentos y a su vez disminuye su tasa de crecimiento y de
reproduccion, por eso es importante mantener una concentracion optima de
oxigeno disuelto de 5 mg/l y evitar la sobre fertilizacion de los estanques, para no
causar una descomposicién organica excesiva, conservando una buena calidad

del agua, o bien agregar sistemas de aireacion. 1 2, 3, 6, 16, 21,22, 28

Bioxido de Carbone. Es necesario que los niveles de Bidxido de carbono no
rebasen las 30 ppm., ya que a niveles de 50 a 100 ppm provocan estres, y si se

prolonga puede provocar la muerte, ya que actiia como depresivo respiratorio. 1.
2.3.6,16,21,22. 28



pH o potencial de hidrégeno. El rango optimo del pH oscila entre 6.5 y 8.5 siendo
el ideal de 7.5, si hay variaciones por abajo o por arriba de lo normal pueden

afectar el metabolismo del pez, y también ia productividad del estanque. 12386
18, 21, 22, 28

Alcalinidad y Dureza, La alcalinidad y ia dureza del agua afectan directamente el
metabolismo del pez, reduciendo su crecimiento y reproduccion Una alcalinidad
superior a 175 mg CaCog/l afecta las branquias de los peces, la alcalinidad de 75
mg CaCoazll es considerada como la adecuada, una alcalinidad inferior a 5 mg
CaCoafl genera un ambiente pobre para la productividad del estanque, una
alcalinidad elevada ocasiona una tension osmotica elevada, produciendo anoxia y

tension térmica en los peces. 1, 2, 3. 6, 16, 21, 22,28

Turbidez. Las intensas lluvias ocasionan escurrimientos y arrastre de materiales
terrigenos, los que aumentan considerablemente la turbidez de rios, arroyos,
lagunas y otros embalses. La turbidez se debe a que los materiales, terrigenos
forman suspensiones coloidales, pero también puede ser provocada por una
excasiva densidad de fitoplancton (algas microscépicas flotantes). La importancia
de este parametro esta muy relacionada con 1a temperatura , ya que habiendo
una buena penetracion de los rayos Solares, el agua tendrd un calentamiento
uniforme en el estangue, 1o que traerd consigo, una 6ptima productividad natural
del estanque y una buena actividad reproductiva, ademas de evitar que se dafien
las branquias de los peces provocandose lesiones e infecciones, por exceso de

parliculas suspendidas en el agua. 1.2, 3.6, 16, 21,22, 28



Substancias Toxicas, La tilapia en comparacion con otros peces es relativamente
tolerante a diversas substancias toxicas, bien sean orgdnicas o inorganicas,
naturales o artificiales que afectan a los peces ya sea a través del medio acuatico
o del alimento, Las substancias toxicas pueden ser excretadas incluso por los
mismos peces (amoniaco), hasta la sobresaturacion de gases (O, CO9, HoS |
etc.; toxinas producidas por el fitoplancton, (Prymnesium} o por otras plantas
(Acacias), anoxia por exceso de fitoplancton (algas azul-verdes), aflatoxinas
producidas por hongos, metales pesados, insecticidas y otros pesticidas
organoclorados (DDT, Endrin, Aldrin), fertilizantes detergentes, tinturas, etc.
realmente no se ha determinado Iz tolerancia de la tilapia a {as distintas

substancias {dxicas, por lo que es importante mantener las aguas libres de
contaminantes. 1. 2, 3,6, 16, 21, 22,28

Pardmetros Fisicoquimicos para la éptima reproduccién de la Tilapia:

Parametros Rango aptimo Rango no aceptable
Temperatura C 24a29 <22y >32
Oxigeno disuelto mg/ >5 <3
CO» ppm/l <30 >50
Salinidad ppm <20 >de 20
pH 8.5-7-8.5 <de 6.5y >de 85
Amonio _ppm/l <0.1 >0.1
Nitritos_mg/l <486 5
Clave: > = mayor

< = menor



Ventajas de su cultivo

1.- Se adaptan facilmente a las condiciones de cultivo tanto extensivo como
intensivo, resisten al manejo y al confinamiento.

2.- Tienen gran resistencia fisica. son tolerantes a diversas infecciones y
enfermedades asi como a subsiancias téxicas, son resistenles a cambios
ambientales pero sin olvidar los rangos optimos para sus diferentes actividades
fisioldgicas, aunque no es comin que se enfermen, aun cuando no se les
proporcionan las condiciones optimas para su desarrollo.

3.- Su crecimiento es rapido

4.- Sus habitos alimenticios pueden basarse en la produccion natural de los
cuerpos de agua, plantas, detritus, organismos pequefios, y en alimentacién
artificial vegetal o animal.

5.- Tienen una elevada preductividad por su tolerancia a desarrollarse en
condiciones de alta densidad pues su conversidn alimenticia de 1:1.5, es decir
que por 1 kg de alimento que consume, produce 1.5 kg de carne.

6.- Tienen un alto indice de fecundidad, las hembras producen una gran cantidad
de huevos, sin embargo su precacidad y prolificidad representan un problema
pues en el caso de no controlarse adecuadamente su actividad reproductiva,
puede conducir al llamado "enanismo” de la poblacion.

7.- No requiere de instalaciones costosas.

8.- La calidad de su carne es excelente pues s de textura firme, color blanco y no

posee huesos intermusculares, por lo que &5 un pescado altamente apstecible. 1
2,3,6, 16 21, 22,28



£l medicamento que se probé fue azul de Metileno, la inquietud de probarlo, es
por que se utiliza abundantemente en acuarios y granjas piscicolas, para tratar
enfermedades principalmente de tipo micético, ademas se encontro informacién
de que podia ocasionar lesiones por lo que aumento la inquietud por probarlo, a
continuacion se mencionan sus caracteristicas farmacologicas, aplicaciones y su
toxicidad:

Arul de Metileno

Cloruro de Fenazetonium 3,7 bis Dimetilamino Amonio

Cie H1g CI N3 S (3 H20) Peso molecular: 320 Peso catiénico: 285

En ta Figura 1 se muestra la estructura quimica del azul de metilenc. 23, 37

Caracteres. Cristales verde oscuro o polvo cristalino con brillo parecido al del
bronce, soluble en agua y alcohol, algurios autores también mencionan que en

forma sélida presenta un color rojo castafio pero en solucién et color es azul. 23,
37

Sinonimia. Azul-B Metileno, Metiltionina, Cloruro de Metiltionina y Urolene Azul.
10, 22

Origen y Quimica

Para que una sustancia sea coloranté es necesario que en su estructura quimica
existan dos grupos a) croméforo, que imparte al compuesto la propiedad de ser
coloreado -cromdgeno-, pero no basta para ser colorante pues no posee afinidad
para fibras y tejidos, y el color puede eliminarse por medios mecanicos -lavado-;

b) el grupo auxocromo, que imparte a la sustancia la propiedad de tefir, fijandose

16



en las fibras y tejidos.

El azul de metileno o cloruro de metiltionina -cloruro de tetrametiltionina- es un
colorante basico o catiénico de origen sintético del grupo de 1a tionina, su grupo
cromdforo es la indamina y se usa como cloruro.

Esta sustancia se reduce facilmente dando la forma incolora denominada
teucoderivado o leucoazul de metileno, que puede ser reoxidado -pérdida de
hidrégeno- con facilidad por lo tanto el azul de metileno y su leucoderivado

constituyen un sistema de oxidorreduccion, 5. 10, 13, 17, 18, 20, 23, 35, 36, 37,
40, 41

Farmacodinamia

1.- Accion antiséptica: Es un antiséptico débil no es bactericida sino en raras
circunstancias, siendo mas bien bacteriostatico, en una época se usd como
antiséptico urinario, en medicina humana, pero su accion es demasiado débil para
ser de utilidad, usado como colorante y como indicador; se emplaa también en
hombre y animales como antidoto en intoxicacién por cianuro, nitritos,
sulfonamidas, o&xido nitrico, imidazol, amoniaco, etc, (todos venenos
metahemoglobinizantes), en el tratamiento de metahemoglobinemia. Se utiliza
como desinfectante en redes o materiales para la piscicultura, y como terapéutico,
puede utilizarse en barios individuales o adicionarse en el estanque aunque su
efecto puede incrementarse dia a dia, se ha utilizado como tintura antifunga! de
uso externo, ademas en el tratamiento en enfermedades micdticas y por
ectoparasitos como:

Ambyphyra sp.

Branquiomicosis por el hongo Brachyomyces sanquinis



Chilodonella sp.

Costiasis por protozoarios flagelados del genero Costia

Criptobiasis, flagelado del genero Cryptobia

Cryplocarijon sp.

Dactylogyrus anchaoratus

Biplozoon paradoxum

Enfermedad del terciopelo o polvo dorado por Glenodium y Oodinium
Epistylis sp.

Ich por el ciliado Ichtyophthirius multififis

Infecciones por hongos en combinaciones con otros

infecciones por esporozoarios

Saprolegnia por hongos del genero Saprolegnia y Achlya

Trematodos como Cleidodiscus, Gyrodactylus

Como medicina paliativa en todos los casos de enfermedades de las branquias,
donde los peces sufren de la dificultad por respirar, ya que el azul de melileno
incrementa la capacidad respiratoria dei pez, puede ser usado como un donante
substituto de oxigeno, es absorbido a través de la piel, independientemente de la
condicién de [as branguias, puede presentarse que ia inyeccidn con azul de
metileno produce un incremento significante de la hemoglobina contenida en la
sangre con ia consiguiente mejorfa de casos severos de anemia, aungue en 4
ppm. es toxico para fas plantas y se ha observado una prolongada permanengia
del azul en el agua. 5, 10, 13, 17, 18, 20, 21, 23, 27, 35, 36, 37, 40, 41

2.~ Mecanismo de accidn: La accion antiséptica esta en relacién con las
propiedades tintoriales y que dicha accion se debe a la combinacion de dichas

sustancias, en este caso colorantes basicos, con constituyentes Acidos de Ja



célula bacteriana esc.enciales para la vida, como los grupos acidos de los acidos
nucleicos.

Accion local: El azul de metileno es poco irritante local,

En sangre: Debido a que el azul de metileno constituye un sislema de
oxidorreduccion, tiene la propiedad de transformar la metahemoglobina en
hemoglobina -transformacion de hierro férrico a ferroso- y esta accion se
aprovecha para el tratamiento de la metahemoglobinemia.

El mecanismo de accidn es el que sigue: La enzima metahemoglobinareductasa,
a través de su coenzima NADPH o nicotinamidadeninadinucledtido reducido,
reduce el azul de metileno en su leucoderivado, que répidamente reduce la
metahemoglobina -en forma no enzimética- a hemoglobina -comprobado in vitro-,
5,10,13,17,18, 20,21, 23, 27, 35, 36, 37, 40, 41

En la Figura 2 se muetra la reaccion de oxido-reduccién quimica del azul del

metileno

Farmacocinética
Se absorbe mas bien en el tracto digestivo haciendolo bien por via parenteral. se
distribuye por todos los tejidos donde rapidamente es reducido a su leucoderivado

incoloro y se excreta principalmente en i@ orina en forma coloreada y
principaimente no coloreada, 5, 10, 13, 17, 18, 20, 21, 23, 27, 35, 36, 37, 40, 41

Toxicidad
En humanos, en cierto grado es poco téxico, pero sin embargo es capaz de
producir trastornos gastrointestinales y nerviosos,

1) Las manifestaciones gastrointestinales, que se observan por ingestin



consisten en nauseas, vomitos y diarrea. (irritacion gastrointestinal).

2) Los trastornos nerviosos, que se producen por la administracién de azul de
metileno a dosis elevadas en humanos, son inquistud, sensacién de opresion,
cefalea y auin disnea. De todos modos, no son trastornos graves y ceden por la
general espontdneamente.

Se han probado los efectos del uso de agentes antibaclerianos y parasiticidas
sobre la nitrificacibn a niveles terapéuticos, de algunos agentes usados
comunmente comoe antibaclerianos y parasiticidas como formailina, verde
malaquita, nifurpirinol, furanace, eritromicina, clorotetraciclina, azul de metileno y
sulfanilamida, y el azul de metileno parecio ser el mas toxico de las substancias
aue se prabaron, debido a que inhibe la nitrificacion, que es una oxidacion
biolégica del amoniace a nitrito y nitrato, que se realiza por organismos
autotréficos (bacterias), las nitrosomas oxidan el amoniaco a nitrito y nitrobacter
oxida de nitrito a nitrato. 10. 20

El amoniaco es el mas toxico seguido por el nitrito, el nitrato es el menos toxico,
aunque su presencia en concentraciones altas por periodos prolongados puede
tener efectos que han sido pasados por alto. El amoniaco es el mas tdxico de los
nitrdgenos orgénicos en aguas de acuario, es originado en el estanque, por la
mineralizacion de la materia orgénica, por bacterias y como un producto del
metabolismo de nitrégeno por la mayoria de los animales acudticos. Con base en
lo antes expuesto, se pretende probar que el Azu! de Metileno puede ser toxico,

dada la utilizacién tan profusa en especies icticas, 10. 20

Dosis

Dosis: 3 ml. de una solucién al 1% por 10 lts. de agua. ¥
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HIPOTESIS

El Azul de Metileno produce lesiones histolégicas en algunos drganos de la
Tilapia hibrida (Oreochromis sp.) cuando se usa a dosis terapéuticas.

21



OBJETIVOS

Observar y evaluar las fesiones producidas en: aparato digestivo, higado, rifién,
encéfalo, y ojo, cuando se utiliza el Azul de Metileno a dosis terapéuticas en

Tilapia hibrida (Orecchromis sp).



MATERIAL Y METODOS

Localizacion
El trabajo se llevo a cabo en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

en el Departamento de Produccién Acuicola.

Material Biolégico

Se utilizaron 32 Tilapias (Qreochromis sp.). traidas del centro piscicola de
Zacatepec, Morelos., el peso vivo promedio fue de B g, se sortearon para
determinar la ubicacién de cada lote, manteniendose en 4 lotes de 8 animales

cada uno.

Alimento
El alimento que se proporciond fue administrado considerando el 2.5 % de su
peso, se les administré una dieta balanceada y adecuada especialmente para la
edad de los organismos del ensayo, la cual consta de:

170 g de harina de pescado.

150 g de harina de carne.

460 gde sorgo,

180 gdeP. soya.

40  gdegirasol.

5 g de vitaminas.

.5 g de minerales,
haciendo el total, de! cual se administraba s6lo una vez al dia y de acuerdo con el

peso de la biomasa.



Método

Se prepararon |las peceras para cada lote, se utifizaron 4 peceras de 40 its., se
marcd el limite de agua, se dejo oxigenar con los aereadores por 24 horas antes
de trastadar a los peces por primera vez, se utilizaron 2 bombas de aire de 115
voltios cada una, para alcanzar una concentracion minima de 5 ppm. de oxigeno a
través de 4 mangueras plasticas para la conduccidn del aire por medio de 4
piedras difusoras.

Se capturé a los peces con una red y se tomo el peso por cada lote, para

distribuirtas lo mas homogéneamente posible, quedando de a siguiente manera:

L1 39.29¢
L2: 41.90g
L3  4117g
L4: 4354¢g

Con un termémetro sumergible, se tomé la temperatura del agua, para compararla
con la de la pecera donde estaban originalmente, en caso de haber tenido una
gran variable de temperatura, se ponia a los peces en bolsas de pléstico, flotando
en \a pecera para temperaturizarios, en este caso la temperatura promedio fue de
20 C en ambas peceras.

Se hizo un sorteo para asignar los tratamientos a las peceras.

8o agregaba con una jeringa de 20 mi, el azul de Metileno en sofucion al 1%
aplicando 3 ml/10 | de agua, haciendo un total de 12 m} para ia pecera con
capacidad de 40 |, aplicando los 3 primeros dias de cada semana, se cambiaba el
agua cada 7 dias (sin lavar la pecera), con un sifon de plastico, tratando de
eliminar la mayer parte de materia orgénica, el agua de cambio se decloraba, por

método guimico con la adicién de 30 gotas de tiosulfato de sodio al 30%, por cada
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10 | de agua, se lavaba la pecera perfectamente, sin utilizar detergente cada 15
dias, y se decloraba de la manera antes mencionada. Al dia siguiente de 1a Ciima
aplicacion del azu! de Metileno, se sacrificaba un pez, cortando a nive! dei
opérculo para desmedular. se le abria una ventana con las tijeras de diseccion
para exponer los organos de la cavidad abdominal, para fijarlos en una solucién
de formol al 10%, se dejaban 3 dias aproximadamente y después se evisceraban,
se obtenian los organos, se clasificaban y se mandaban a incluir en parafina y
tefiir con Hematoxilina y Eosina en el Departamento de Histologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Los drganos que fueron muestreados por
cada pez fueron: aparato digestivo, encéfalo, gonadas, higado, ojo v rifdén. El
tratamiento se llevo a cabo durante B semanas, sacrificando un pez cada semana,

hasta finalizar el ensayo.

Ensayo Experimental

Lote 1 y 3 se les aplicaban 12 mi de azul de metileno al 1% a cada lote y se
lavaba perfectamente la pecera cada 15 dias.

Lote 2 era el grupo control, no se aplicaba ningun tratamiento y se lavaba cada 15
dias.

Lote 4 se le aplicaba 12 mi de azul de metileno al 1% y se lavaba perfectamente

la pecera cada 7 dias.
Anilisis Estadistico

Para comparar la frecuencia de lesiones de los diferentes lotes contra el lote 2

(control), se utilizd la Prueba exacta de Fisher para cada lesién

25



RESULTADOS
En los cuadros 1, 2, 3 y 4, se describen las lesiones en cada lote, por érgano y
por cada semana de tratamiento.
El cuadro 5 muestra la mortalidad observada en los diferentes lotes.
También se observaron incidentalmente aigunos pardsitos en intestino en los
lotes 2, 3y 4 (Figuras 3, 4, 5) y en encefalo (Figura 11) .
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P 0.05) en las

siguientes lesiones y lotes:

Edema en intestino. Lote 1.
Endosomas en higado. Lote 4.
Degeneracion hialina en rifidn. Lote 1.
Lote 3.
Necrosis renal. Lote 1.
Lote 3.

En los lotes tratados (lote 1 y [ote 3) comenzaban a morir los peces a parir de la
2% semana ademas de que los peces sobrevivientes manifestaban problemas para
respirar al boquear y el ambiente tenia un olor nauseabundo razén por la cual, en

el lote 4 se cambiaron practicas sanitarias.



DISCUSION
Se presento una elevada mortalidad io cual puede atribuirse al efecto del azul de
metileno sobre el medio acuatico, ya que inhibe la oxidacién bioldgica del
amoniaco. en los lotes tratados y en el lote control solo murié un pez lo cual pudo
deberse a efectos del confinamiento. 10, 12
Cuando en un sistema intensivo o en un acuario la dieta es rica en proteina se
produce un nive! alto de amoniace como subproducto principal nitrogenado de la
excrecién, de tal forma que cuando se reciclan las aguas sin otro tratamiento mas
que la oxigenacion se puede {legar a un nivel alto de amoniaco. 3
La exposicidén a concentraciones subletales o letales de amoniaco, causan dafio a
branquias, degeneracion celular, hemorragias intemas en érganos, cangestion en
sinusoides hepaticos, anemia irreversible, etc. 30
La acumulacion del amoniaco o de sustancias quimicas irritantes lesionan las
branquias alterando Ia respiracion y la osmorregulacion, dafiando el intercambio
respiratorio y generando un crecimiento bacteriano. Ey
Ademas el amoniaco es una sustancia metahemoglobinizante, lo cual ocasiona
que ilegue menos oxigeno a las células y por lo tanto los peces mueren. 14
El azul de metileno, por si mismo es una sustancia gus asi como puede utilizarse
en casos de metahemoglobinemia, por su sistema de oxidoreduccion, asi como
reduce la metahemoglobina a hemoglobina, puede a la vez oxidar la hemoglobina
a metahemoglobina y como se expiico anteriormente los peces mueren pcz-r
anoxia, también puede provocar hemolisis, afectando al sistema nervioso central,
y es capaz de producir trastornos gastrointestinales y nerviosos, moderadas dosis
elevan la temperatura, la accion es central y resulta de un incremento de!

metabolismo gaseoso y decremento de glicageno hepatico. 17. 18, 23, 36, 40



1Y APARATO DIGESTIVO

El edema en intestinc en el lote 1 indica un efecto irritativo del azut de metileno,
de tipo agude, posiblemente éste efecto se hubiera abservado en el lote 3 pero la
alta mortalidad observada la 2° semana en esté, impidid su evaluacién; en el lote
4 hubo una modificacion del manejo sanitario de cada 15 dias a cada 7 dias por lo
que éste efecto no se presentd.

La evaluacién de otras lesiones inflamatorias en el intestino como descamacion
epitelial, infiltracion mononuclear y heterofilica en mucosa es dificil dado que se
hallaron parasitos (esporozoarios) (Figura 3) y por otro lado pocos (4 o 5)
heterofilos por campo en submucosa, es considerada como normal en peces,31
aunque estas lesiones son reportadas en humanos como efecto del medicamento.
23

2) ENCEFALO

Las lesionas congestivas de todos los iotes en encéfalo siempre se presentan por
el método eutandsico utilizado, también pueden atribuirse a que el azul de
metileno ocasiona trastornos en sistema nervioso como irritacion. 23

Lg infiltracién mononuclear a nivel subdural es una lesién comun en tilapias
confinadas en acuario ya que los peces al marcar su teritorio y definir su
jerarquia suelen golpearse unos a otros constantemente y por el manejo al que
estan sujetos.

3) HIGADO

En higado la degeneracidn glucogénica y grasa se observé en todos los lotes,
(Figura 6, 7) obedece a un incremento en el consumo de energéticos en relacion
con ef gasto energético de los peces, pues la dieta estd balanceada de acuerdo

con los requerimientos nutricionales de la especie pero a nivel de estanqueria
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donde el gasto energético es mayor por el espacio y la competencia, mientras que
en el acuario no existe.

La presencia de inclusiones proteinicas dado que se observé en los lotes de
mayor tiempo de tratamiento estan implicando sin lugar @ dudas un efecto del
mismo, ya que las particulas del medio son englobadas por los endosomas de las
ceélulas como un proceso homeostatico de proteccién (Figura 8), sobre todo
cuando éstas, son tdxicas o estdn en gran cantidad y en este caso el
medicamento tiende a acumularse por varios dias. El hecho de hallar algunos en
el lote control puede deberse a la presencia de cobre de la tuberia del agua como
se han observado en algunos trabajos experimentales. 7, 10, 11,12, 13,17, 28
4)0J0

Corqidili§: Dado que se prasento en todos los lotes es factible pensar en un
efecte del confinamiento y consecuentemente un aumento en metabolitos toxicos
e imitantes como amoniaco (Figura 8), asi como una posible infeccion por
aumento de bacterias gram negativas {(aunque no se hizo un andlisis
bacteriolégico). 12, 29, 30, 31

5) RINON

Las lesiones de degeneracién hialina y necrosis en rifdn, (Figura 9, 10) se
observaron con mayor intensidad en el tote control por fo que se atribuye esta
lesién al efecto del confinamiento mas que al efecto del tratamiento. 12, 29

Los precipitados proteinicos en rifién tienen Ia misma fundamentacion que en el

higado.
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CUADRO No. |

Lesiones cbservadas en el Lote 1 por érgano y por cada semana de Tratamiento.

SEMANA DIGESTIVO ENCEFALO HIGADO 0Jo RINON
1 Intestino con SCPA, Ligera degeneracion SCPA. Cantenido proteinico en fa
abundante moco con aparents a nivel pariacinar. luz de los tubuios
zona de nfittracién contomeados .
por mononucleares y
heterdfilas en
submycosa, edema
submucose.
intestina con Congastién aguda. | Abundantes inclusionas SCPA. Calcificaciones
2 bastanta moco y protainicas glcbulares en metaslasicas.
edema submucoso. los hepatocitos con
aparente degeneracion
glucogénica, y
degeneracién grasa.
SCPA, SCPA. Presancia da algunas Coroidas con Degeneracion vacuolar de
3 inclusiones proteinicas infiltracién por células epiteliales
globulares en hapatocitos heteréfilos. tubulares.
y aparente dsganeracién
flucogénica.
Estomago con ligsro SCPA, Degeneracion grasa SCPA. Congestion, degeneracién
4 adama submucoso . aparenta. hiafina de tubulos y
necresis.
5 SCPA. SCPA. Aparente degenseracion SCPA. Congestion,deganeracion
glucogénica con vacuolar,pracipitados
inclusiones protefnicas protainicos en la luz,

globulares. (andosamas)

calcificaciones
metastasicas o quiste
parasitario, Gran zona de
necrosis licuefactiva con
zona inflamatoria marginal
vy tej. conjuntivo fibroso.

SCPA = Sin cambios patolagicos aparentes.
NOTA: Sclo hubo 5 semanas de tratamiento porque murieron 3 paces.




CUADRO No. 2 Lesiones observadas en el Lote 2 por érgano y por cada semana de Tratamfento.
SEMANA DIGESTIVO ENCEFALO HIGADO QJO RINON
1 SCPA. SCPA. Muy incipiente SCPA. Ligera degeneracion
degeneracién grasa. hialina de algunas celulas
epiteliales tubulares,
precipitados proteinicos en
la luz tubular.
SCPA. Pequena zona SCPA. SCPA. Calcificaciones
2 subdural de metastdsicas,
infiltracién por degeneracién hialina de
mononuclaares algunas celulas epiteliales
tubulares y necrosis,
precipitados proteinicos en
la uz.
SCPA. Congestién aguda, Aparente denergcion Edema en coroides | Abundante degeneracion
3 esporozoario. glucogénica, almohadilla adiposa hialina y necrosis de!
subcorneal, epitelio tubular.
Prasencia da SCPA. Aparente deganeracién SCPA. Degeneracidn hialina del
4 algunos parasitos en glucogénica con apitelio tubular y necrosis,
Iz luz intestinal. inclusiones proteinicas congestion,
globulares.(endosomas)
5 SCPA. SCPA. Degensracién glucogenica SCPA. Congestién, degeneracién
con inclusionas proteinicas hialina y necrasis.
glebulares. (endosomas)
SCPA. SCPA. SCPA. SCPA. Dageneracion hialina y
6 necrosis y congestion
SCPA. SCPA. SCPA. SCPA. Congastion degeneracion
7 higlina y necrosis.
8 Presencia de SCPA. Degeneracién grasa Marcada coroiditis. Deganeracién hialina y

algunos parasitos an
la luz intestinal.

incipiente y deganeracion
glucogenica.

necrosis, calcificacion
metastasica

SCPA = Sin cambios patologices aparentss,




CUADRO No. 3

Lesiones observadas en el Lote 3 por 6rgano y por cada semana de Tratamiento.

SEMANA DIGESTIVO ENCEFALO HIGADO 0JO RINON
SCPA. SCPA. SCPA. SCPA. SCPA.
1
Edema submucoso § Congestion aguda. Aparante degeneracién } Congestién coroidal Congestionado,
2 en estomago. glucogénica. con infiltrados por calcificaciones
hetardfilos, también | metdstasicas, zonas de
se observan en degeneracion hialina y
tejido conjuntivo necrosis epitelial tubular,
retrobulbar y en edema, degeneracion
nervio optico. vacuolary necrosis.
SCPA. SCPA. Congastlén aguda, Ligeras infiltrados Calcificaciones
3 degenaracion heterofllicos entre metastasicas,
parenquimatosa y deg. retina y coroides. degeneracion hialina del
grasa incipiente. epitelio tubular.
Intestino con SCPA. Aparenta deg. glucogenical Coroiditis aguda. SCPA.
[ 4 85porozoancs y con inglusiones proteinicas
abundante moco,

globul_a[es, (endosomis)

SCPA = Sin cambios patoldgicos aparentes.
NOTA: Solo hubo 4 semanas de tratamiento porque murieron 4 peces.




CUADRO No. 4

Lesiones observadas en sl Lote 4 por érgano y por cada semana de Tratamiento

SEMANA DIGESTIVO ENCEFALO HIGADO 00 RINGN
SCPA. SCPA. Degeneracidn glucogenica | Cornea can infillracion Degeneracion hialina,
1 incluslones proteinicas heterofilica necrosis y congestion.
globulares. {endosomas)
SCPA. Congastion. Degeneracion glucogénica | Infilrado helerofhco en Degeneracitn hiatina,
2 aparents, incluslones conjuntiva necrosis, congestion,
protefnicas globulares.
| {endosomas)
3 SCPA. SCPA. Aparente degeneracion grasa SCPA. Congestién, edema,
inclpiente y degeneracidn caiciicaciones, degeneracion
glucogénica hialina y necrosis.
SCPA. SCPA. Aparania teg C i6n coraldal Congestion, edema y
4 glucogénica, inclusionas marcada. degeneracion hialina.
proteinicas globulares.
{endosomas)
SCPA. SCPA, Degeneracidn SCPA Congestion, edema y
El parengulmatoss y degeneracion vacuolar.
glucogenica, Inclusiones
proteinicas globulares.
{endosomas)
SCPA, SCPA. Degeneracion Coroiditis aguda. Congestidn. degeneracion
6 parenqulmatoss y edema, infiltrados hialina y necrasis.
degeneracién grasa. helerofilicos en nervio
ejido retrobulbar.
SCPA Congestiin aguda. Aparante degenaracién SCPA. Degeneracion hiatina y
7 glucagénica Inclusiones necrosis.
proteinicas globulares.
(er
Quiste de SCPA. Degensracién hialina, SCPA. Calcificaciones metastasicas
8 esporozooario gigante incluslones proteinicas y congestion
en inlesting, ligero globulares. (endesomas)
edema submucoso.

SCPA = Sin cambios patolégices aparentes.

n




CUADRO No. 5

Mortalidad observada en cadz uno de los lotes.

SEMANA LOTE1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4
1
2 2 peces 4 peces
3
4 1pez
5
6 1 pez
7
8

k)




Figura 1
Estructura Quimica del Azul de Metileno
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Azul de Metileno
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Figura 2

Reaccion de Oxido Reduccién de! Azul de Metileno

H

Azul de Metileno Leucoderivado
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Figura 3

Esquisontes de Eimeria en Intestino.
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Figura 4

Esporozooario gigante en intestino.
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Figura

Posibles nematodos o acantocefalos vistos en corte transversal de intestino

Figura 6
A) Degeneracion glucogénica. B) endosomas en higado.
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Figura 7

Degeneracion grasa en higado

Figura 8

Coroiditis, edema. infiltrados heterofilicos en ojo.
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Figura 9

Degeneracion vacuolar del epitelio tubular, necrosis, deg, hialina en rifion.
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Figura 10

Proteina en tubulos, necrosis, deg. hialina en rifien.
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Figura 11

Encefalo con esporozooarios.
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