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RESUMEN. Se evalud el efecto de inhibidores naturales y sintéticos de la enzima aromatasa sobre el
crecimiento, supervivencia y masculinizacidn en crias de tilapia del Nilo. Cinco flavonoides: crisina (CRl), 7-
hidroxiflavona (7-HF), apigenina (NA), naringenina (NAR) y 7-metoxiflavona (7-MF) a 1 000, 1 500 y 2 000
mg kg; un compuesto no esteroideo: letrozol (LT) a 50, 100 y 200 mg kg™ y dos esteroides sintéticos:
exemestano (EXE) a 1000, 1500y 2 000 mg kg'y 17 a-metiltestosterona (MT) a 60 mg kg™ (C+) y un control
negativo libre de compuestos (C-). Cada tratamiento se realizé por triplicado con n = 30 peces por réplica
(0.012 + 0.01 g) en tanques cilindricos (6 L) con flujo continuo a 28°C. Los grupos 7-HF a 1 000 y 2 000 mg
kg presentaron el crecimiento especifico significativamente mayor (16.08 + 0.63% y 8.38 + 2.11%,
respectivamente). La supervivencia fue de 100%, excepto: 7-HF 2000 mg kg™, NA 1 500 mg kg, 7-MF a 1
500 mg kg y EXE 1500y 2 000 mg kg, con 80 y 90%. El porcentaje de machos en MT, EXE y LT fue 100%,
pero los tratamientos con flavonoides fueron muy variables, pero incrementando de un 57% de machos en
el C-, de 71 a 86%, para CRI 2000, 7-HI 1 500, y todos los niveles de inclusién de los tratamientos 7-MET, NA
y NAR. Se espera continuar la evaluacion para establecer la concentracién de inhibidores naturales que sea
mas cercana a 100% de machos.

Palabras clave: Flavonoides, compuestos no esteroideos, esteroides sintéticos, masculinizacion, tilapia del
Nilo.

ABSTRACT. The effect of natural and synthetic aromatase enzyme inhibitors on growth, survival, and
masculinization in Nile tilapia offspring was evaluated. Five flavonoids: chrysin (CRI), 7-hydroxyflavone (7-
HF), apigenin (NA), naringenin (NAR), and 7-methoxyflavone (7-MF) at 1 000, 1 500, and 2 000 mg kg; a
non-steroidal compound: letrozole (LT) at 50, 100, and 200 mg kg'%; and two synthetic steroids: exemestane
(EXE) at 1 000, 1 500, and 2 000 mg kg™, and 17 a-methyltestosterone (MT) at 60 mg kg™ (C+), with a
negative control free of compounds (C-). Each treatment was conducted in triplicate with n = 30 fish per
replicate (0.012 £ 0.01 g) in cylindrical tanks (6 L) with continuous flow at 28°C. The 7-HF groups at 1 000
and 2 000 mg kg* showed significantly higher specific growth (16.08 + 0.63% and 8.38 + 2.11%, respectively).
Survival was 100%, except for 7-HF 2,000 mg kg*, NA 1,500 mg kg, 7-MF at 1 500 mg kg, and EXE at 1 500
and 2 000 mg kg, with 80 and 90%. The percentage of males in MT, EXE, and LT was 100%, but the flavonoid
treatments varied, increasing from 57% males in C- to 71 to 86% for CRI 2 000, 7-HI 1 500, and all inclusion
levels of 7-MET, NA, and NAR treatments. Further evaluation is expected to establish the concentration of
natural inhibitors closer to 100% males.

Keywords: Flavonoids, masculinization, Nile tilapia, nonsteroidal compounds, synthetic steroids.
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INTRODUCCION

La tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, es una de las especies con mayor produccién en
el mundo ya que posee varios atributos favorables para su cultivo, como son: rdpido crecimiento,
tolerancia a una amplia gama de condiciones ambientales, resistencia a estrés y enfermedades,
aceptacion de dietas comerciales inmediatamente después de la absorcién del saco vitelino, entre
otras (El-Sayed 2006). No obstante, bajo condiciones de cautiverio, las tilapias maduran
sexualmente a tamanos mas pequeiios de lo que lo hacen en el medio natural. Se ha reportado en
cultivo que, O. niloticus alcanza la madurez sexual alrededor de los 30-50 g de peso (De Graaf et
al. 1999, El-Sayed et al. 2003), en comparacién de los 150-250 g a los que alcanzan la primera
madurez en condiciones naturales (Ponzoni et al. 2011). Esta precocidad sexual observada en
cautiverio puede provocar a la reproduccién descontrolada que traeria como consecuencia el
sobrepoblamiento y el estancamiento del crecimiento de estos peces, particularmente en las
hembras (El-Sayed 2006), por esto, actualmente se ha puesto mucho énfasis en el cultivo de
poblaciones monosexo, siendo necesario que por lo menos el 95% de los organismos en cultivos
sean machos fenotipicos (Omeje et al. 2020).

La obtencion de poblaciones monosexo puede lograrse mediante varias técnicas: a) el
sexado manual de los juveniles, b) la hibridacién, c) la manipulacion de cromosomas, d) la
manipulacion ambiental y e) la aplicacion de esteroides sexuales (Pandian y Varadaraj 1987, Budd
et al. 2015). Los esteroides actian como agentes de reversién sexual para la feminizacién
(estrégenos) o la masculinizacién (andrégenos) de los individuos (Gale et al. 1999). Asi mismo,
dichos esteroides han sido administrados de dos maneras, ya sea por medio de aspersion en el
alimento o por inmersién de las larvas en soluciones que contienen dichos esteroides (Pandian y
Sheela 1995, Donaldson y Devlin 1996, Wassermann y Bertolla-Afonso 2003), siendo la primera
estrategia la que predomina en su uso en practicamente la mayoria de los centros de produccién
de alevines masculinizados de tilapia del Nilo.

No obstante, debido a las estrictas regulaciones internacionales sobre el uso y consumo de
productos que contengan quimicos sintéticos y hormonas, actualmente se estan buscando
alternativas mas aceptables para el consumo de peces que han pasado por un proceso de reversiéon
sexual (Chakraborti et al. 2014, Gabriel et al. 2015, Gabriel 2019). En ese sentido, se ha demostrado
gue varios compuestos contenidos en vegetales, conocidos como fitoquimicos, pueden tener
diversos efectos benéficos para los peces en cultivo, ya que pueden promover el crecimiento y el
consumo de alimento, incrementan la respuesta inmune, actian como agentes anti-estrés y
promueven ciertas propiedades antimicrobianas (Arts y Hollman 2003, Citarasu 2010, Chakraborty
y Hancz 2011, Chakraborty et al. 2014). Asi mismo, también se ha demostrado que varios
fitoquimicos son estructuralmente similares a los esteroides sexuales (fitoestréogenos vy
fitoandrégenos), por lo que pueden ejercer ciertos efectos sobre la modulacién enddcrinay por lo
tanto pueden también ser utilizados como inhibidores de la aromatasa, misma que consiste en
evitar la produccién enddgena de estrégenos al bloquear la transformacidon enzimatica de la
testosterona a estradiol (Rodriguez-Montes de Oca et al. 2014) de forma similar a compuestos
esteroideos sintéticos (Alaniz-Gonzalez et al. 2014), o como antagonistas de los receptores de
estrogenos dentro de las células, los cuales incluyen ciertos flavonoides, isoflavonoides,
antocianinas y saponinas (Gabriel 2019). Existen datos relevantes respecto a la actividad in-vitro
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de la capacidad de inhibicidn de la biosintesis de estrégenos (Jeong et al. 1999, Ohno et al. 2014),
siendo necesario validar dicha informacion a niveles de inclusion mayores a los ya evaluados en
experiencias previas de investigacion (Rodriguez-Montes de Oca et al. 2014), tanto en eficiencia
de masculinizacién como su efecto en crecimiento y supervivencia.

Aunque existen varios autores que destacan algunos resultados relevantes en cuanto al uso
de productos de origen vegetal y sus extractos como fuentes de compuestos naturales para lograr
el efecto de masculinizacion (Woken y Orose 2021, Abaho et al. 2022), incluyendo el uso de
semillas de papaya Carica papaya (Omeje et al. 2018, Omeje et al. 2020), extractos de hoja y raiz
del pino Pinus kesiya (Roque et al. 2018), el abrojo de flor amarilla Tribulus terrestris (Sadek et al.
2020, Zaki et al. 2021) y extractos de semillas de Mucuma pruriens y raiz de Asparagus racemosus
(Mukherjee et al. 2018); sin embargo es importante destacar que aunque se han logrado valores
en el orden de 60 a 85% de eficiencia de masculinizacion; hay varios factores a considerar, tales
como la falta de la estandarizacién en los protocolos de extraccidn, dosis dptimas y los mecanismos
de accién de la mezcla de compuestos activos (Abaho et al. 2022). Por lo que continuar con la
exploracién de compuestos debidamente identificados de forma individual, parece ser una mejor
opcién para continuar con esta linea de investigacién. Con base en lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue comparar el efecto de la suplementacion en el alimento de flavonoides y de
compuestos no esteroideos y de esteroides sintéticos sobre el crecimiento, la supervivencia y la
eficiencia de masculinizacién en crias de tilapia del Nilo, O. niloticus, mantenidas en un sistema de
recirculacion.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se adquirieron huevos fecundados de tilapia del Nilo, O. niloticus de una granja comercial,
los cuales fueron incubadas a 27 °C en jarras tipo McDonald de 10 L de capacidad; hasta la eclosién
de las larvas y absorcidén del saco vitelino. Una vez listas las crias para iniciar la alimentacién
exogena, fueron trasladadas a un sistema de recirculacién, equipado con un termostato (Finnex®)
para mantener la temperatura (27 £ 1 °C). Se manejé un fotoperiodo de 14 horas luz, el cual fue
controlado con un interruptor automatico (TimeTork 1101P®).

Se evaluaron ocho inhibidores de la aromatasa, los cuales fueron aplicados por aspersion
en el alimento de acuerdo con el siguiente disefio experimental. Cinco flavonoides: crisina (CRI) 7-
hidroxiflavona (7-Hl), apigenina (API), naringenina (NA), 7-metoxiflavona (7-MF) incluidos a 1 000,
1 500 y 2 000 mg kg de alimento comercial seleccionados en funcién de su alta eficiencia de
inhibicién de aromatasa in-vitro (Jeong et al. 1999); un compuesto no esteroideo: letrozol (LT)
incluido a 50, 100 y 200 mg kg™ de alimento comercial y dos esteroides sintéticos: exemestano
(EXE) incluido a 1 000, 1 500 y 2 000 mg kg de alimento comercial y 17 a-metiltestosterona (MT)
a 60 mg kgt como control positivo y un control negativo (C-) sin inhibidores de la aromatasa o
esteroides sintéticos, repitiendo el protocolo de un experimento previo realizado en nuestras
instalaciones para estos tres ultimos tratamientos (Alaniz-Gonzalez et al. 2014). Cada tratamiento
experimental se realizo por triplicado y cada réplica estuvo conformada por 30 organismos (0.012
1 0.01 g) que fueron puestos en recipientes cilindricos de polietileno de alta densidad (HDPE) de 6
L de capacidad con flujo y aireacion constante, a 27 + 1°C con un calentador de 1 000 w, en un
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sistema de recirculaciéon equipado con filtracién por cartucho a 50 micras y carboén activado,
[dmpara de luz UV (40 w) y filtro biolégico, equipado con una bomba periférica de % hp, con un
flujo aproximado de 100-150 ml min™ (36 recambios por dia en cada recipiente) y una tasa de
reposicion de agua del 7 al 10% por dia en todo el sistema en el tanque de rebombeo, previo a la
filtracidon. Lo anterior con la finalidad de estandarizar condiciones de manejo de los peces y
garantizar una eficiente remocién de los compuestos originales y sus derivados previo al regreso
del agua a las unidades de cultivo; ademas de mantener niveles de oxigeno disuelto constantes
(4.2 £ 1.3 mg L' y de nitrégeno amoniacal total por debajo de 0.8 + 0.3 mg L%).

Previo a su inclusion en el alimento, se prepararon soluciones madre de cada uno de los
productos utilizados; Para los tratamientos con CRI, 7-HF, NA, NAR y 7-MF, se prepararon
soluciones de 50 mg mL* diluidas en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma ©), los otros productos fueron
disueltos en alcohol etilico y se obtuvieron las siguientes concentraciones: LT 2 mg mL™?, EXE 3 mg
mL? y MT 1 mg mL™. Todas las soluciones fueron puestas en frascos dmbar para impedir su
oxidacion por el efecto de la luz y se mantuvieron en refrigeracién (4°C) hasta su empleo.

La cantidad correspondiente de cada inhibidor de la aromatasa, de acuerdo con lo expuesto
en el disefio experimental, fue diluido en 20 mL de alcohol etilico y se mezclé con 50 g de alimento;
en el caso del control negativo, solo se agregd el alcohol etilico. Una vez hecha la mezcla, el
alimento fue almacenado por 24 horas en condiciones de obscuridad y a temperatura ambiente
para permitir la evaporacién del alcohol.

Alimentacion

La alimentacién fue suministrada en dos etapas. En la primera etapa se utilizé alimento
comercial con una formulacion de proteina del 51 y 11% de lipidos (Otohime B1®) al cual se le
incluyeron los inhibidores de la aromatasa naturales y sintéticos. Este alimento fue suministrado
diariamente durante 28 dias, por un periodo de ocho horas cada dia, ajustando las raciones
alimenticias del 20% de la biomasa por los primeros 8 dias, 15% del dia 9 al dia 18 y el 10% hasta
el dia 28 (Alaniz-Gonzalez et al. 2014).

En la segunda etapa se utilizd un alimento comercial con 57% de proteinas y 15% de lipidos
(Skretting®), al cual no se le adiciond ninguno de los tratamientos. Este alimento fue suministrado
a saciedad 6 veces al dia por 14 dias solo con el propdsito de que los organismos alcanzaran el
tamafio suficiente para poder realizar la determinacién sexual (2 cm longitud total como minimo).

Al final de cada etapa de alimentacidn, los organismos de cada tratamiento fueron
anestesiados con 2-fenoxietanol (Sigma-Aldrich®) a una dilucién de 0.5 mL L y se registro el peso
(g) con el empleo de una balanza analitica, con lo cual se estimé la tasa especifica de crecimiento
(TEC %) de las crias de la siguiente manera:

In Peso final (g) — In Peso inicial (g)
TEC (%) = 1
¢ (%) Tiempo (dias) 00

Tiempo (dias) en la primera etapa = 28, Tiempo (dias) en la segunda etapa = 14
Al final del experimento (segunda etapa de alimentacién), se realizd el conteo total de
individuos por tratamiento y se estimo la supervivencia de la siguiente forma:
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) . No. final de pece — No. inicial de peces
Supervivencia (%) = [ Tiempo (dias) ] 100

Determinacion del sexo

Al final de la segunda etapa de alimentacion, se procedid a verificar el sexo de los
organismos mediante la técnica descrita por Guerrero y Shelton (1974). Para ello, todos los peces
de cada tratamiento fueron sacrificados mediante shock térmico. Se procedié a la extraccion de
las génadas mediante una incision en la parte ventral de los organismos y se colocaron en
portaobjetos para posteriormente tefirlos con aceto-carmin al 30%; posteriormente el sexo se
determiné mediante la observacion de las preparaciones en un microscopio compuesto (Marca
Motic® Modelo B3-series) a un nivel de magnificacion de 100x equipado con una camara digital
Moticam 2500° y las imagenes fueron procesadas mediante el software Image ProPlus 5.0 (Figura
1).

a) Testiculo 45 dias E b) Ovario 4 dias

Figura 1. Visualizacion de las muestras de gdénadas de los organismos experimentales para
determinacion de las proporciones de machos y hembras por tratamiento (1 a 1.5 g peso promedio
individual, 2 a 3 cm longitud total), post 45 dias de inicio de la alimentacion con los tratamientos de
andrégenos e inhibidores naturales y sintéticos de la aromatasa. Lado derecho: izquierdo, lado
derecho ovario con foliculos claramente visibles.

Andlisis estadistico

Previo al analisis estadistico de los resultados, la tasa especifica de crecimiento y los
porcentajes de supervivencia, fueron transformados mediante el arco-seno de la raiz cuadrada;
posteriormente se verificd la normalidad y homocedasticidad de los datos mediante pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Bartlett, respectivamente. Para la evaluacion del crecimiento y la
supervivencia se realizé un analisis de varianza de una via con pruebas de comparacion de Tuckey
para verificar diferencias significativas entre tratamientos. Las posibles diferencias de los
porcentajes de masculinizacion se compararon con la prueba de tablas de contingencia de chi-
cuadrada, usando el control negativo C- como referencia de forma individual contra cada uno de
los tratamientos experimentales y el control positivo (C+). Todas las pruebas estadisticas se
llevaron a cabo con un nivel de significancia de P < 0.05. Los analisis estadisticos y las graficas y se
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realizaron con la ayuda del software SigmaPlot v. 11.0 para Windows y las tablas de contingencia
en Minitab ver 16 para Windows.

RESULTADOS

Crecimiento especifico (%)

Durante la primera etapa de alimentacion, los peces a los que se les aplicé 7-HF a 1000y 2
000 mg kg* de alimento, fueron las que presentaron el crecimiento especifico significativamente
mas alto (P < 0.05), con 16.08 £ 0.63% y 8.38 + 2.11%, respectivamente; mientras que los peces a
las que se les aplicd CRI a 1500 mg kg* de alimento, presentaron el crecimiento mas bajo con 10.52
+2.10% (Tabla 1).

Tabla 1. Promedio * desviacién estandar de la tasa especifica de crecimiento (TEC,
% dial) en crias de O. niloticus. Letras distintas en las columnas representan
diferencias significativas (P < 0.05).

TEC (% dia™)

Tratamiento Primera etapa (28 dias) Segunda etapa (14 dias)
Control - 11.99 + 1.21b¢ 5.77 +3.17¢
CRI 1000 11.16 + 1.16 bede 8.60 +2.80%°
CRI 1500 10.52+2.10¢ 8.43 +2.482P
CRI 2000 10.89 + 1.53 bede 8.22 +3.402b¢
7-HI 1000 16.08 £ 0.63? 8.38+2.112
7-HI 1500 11.44 + 1.25bcde 8.39+2.342b
7-HI 2000 15.96 + 0.69° 8.72+2.60%°
NA 1000 11.47 + 1.04 bede 8.48 +2.782P
NA 1500 11.64 + 1.51 bcde 9.21+2.732
NA 2000 11.26 +1.215cde 8.69 + 2,962
NAR 1000 11.39 + 0.97 ede 8.46 +2.432P
NAR 1500 11.83 + 1.45bcd 7.78 £ 2.6620¢
NAR 2000 11.50 + 1.09 bede 8.29+2.512b

7-MET 1000 11.08 + 1.45bcde 8.77 £2.442P

7-MET 1500 11.24 + 1.49b5¢4de 8.73+2.432b
7-MET 2000 10.70 £ 1.43bcde 9.01+2.472
LT 100 11.59 + 1.02 bede 8.34+2.10%°
LT 150 10.65 + 1.85¢9¢ 9.35+3.132
LT 200 11.36 + 0.74 bede 9.34+2.09°
EXE 1000 11.51 + 1.38bcde 8.07 £ 3.502b¢
EXE 1500 10.76 £ 1.64 <de 7.35+3.84bcd
EXE 2000 10.81 +1.87¢4¢ 8.58 + 4.472b
Control + 12.15+1.23" 6.70 + 2.49¢4

CRI: crisina, 7-HI: 7-hidroxiflavona, NA: apigenina, NAR: naringenina, 7-MET: 7-
metoxiflavona, LT: letrozol, EXE: exemestano y Control +: 17-a-metiltestosterona.
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Para la segunda etapa de alimentacidn, los peces a las que se les suministré Letrozol en el
alimento a razén de 150 y 200 mg kg y APl a razdn de 1500 mg kg2, fueron las que presentaron
los crecimientos especificos mas altos (9.35 + 3.13%, 9.34 + 2.09% y 9.21 + 2.73%,
respectivamente), mientras que los peces del grupo control negativo, fueron las que presentaron
el crecimiento especifico significativamente (P < 0.05) mds bajo (5.77 £ 3.17%) (Tabla 1).

Supervivencia (%)

Con respecto a la supervivencia al final de la segunda etapa de alimentacién (previo al
sexado), se pudo observar que en la mayoria de los tratamientos se presentaron porcentajes
promedios cercanos al 100%, no obstante, en cinco tratamientos: 7-HF a 2 000 mg kg, APl a 1 500
mg kg, 7-MF a 1 500 mg kg? y EXE a 1 500 y 2 000 mg kg, los porcentajes promedios de
supervivencia registrados estuvieron entre el 80 y 90%, siendo estos, los porcentajes
significativamente mas bajos (P < 0.05) durante el experimento (Figura 2).
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Inhibidores de arom atasa

Figura 2. Promedio + desviacién estandar de la supervivencia (%) de crias de O. niloticus,
tratadas con diferentes inhibidores de la aromatasa. CRI: crisina, 7-HI: 7-hidroxiflavona,
NA: apigenina, NAR: naringenina, 7-MET: 7-metoxiflavona, EXE: exemestano incluidas a
1000, 1500 y 2000 mg kg™ de alimento, LT: letrozol incluido a 100, 150 y 200 mg kg-1 de
alimento, Control +: 17-a-metiltestosterona incluido a 60 mg kg™ de alimento. Letras
distintas en las columnas representan diferencias significativas (P < 0.05).

Masculinizacién (%)

En la evaluacion del porcentaje de masculinizacién de los organismos experimentales, se
pudo observar que los tratamientos en los cuales se incluyeron inhibidores sintéticos de la
aromatasa (EXE y LT) en el alimento, independientemente del nivel de inclusién, alcanzaron un
100% de eficiencia, al igual que el control positivo (C+) con 17-alfa metiltestosterona (x* p=0.0000),
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mientras que los porcentajes obtenidos en los tratamientos donde se incluyeron los flavonoides,
fueron muy variables; sin embargo, el andlisis estadistico usando tablas de contingencia de chi-
cuadrada, establecié que los tratamientos CRI 2000, 7-HI 1500, NA 2000 vy los tres niveles de
inclusion de NAR y 7-MET presentaron valores de masculinizacion significativamente mayores que
el C- en un intervalo de 70 a 87 % (Tabla 2) comparados contra el control negativo que presentd
un 56.6% de machos genéticos (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de machos en crias de tilapia del Nilo O. niloticus por tratamiento y nivel de inclusion.
Simbolo (*) en % de machos en cada tratamiento indican diferencias significativas con respecto al
porcentaje de machos del control negativo C- (P < 0.05).

Tratamientos No. No. % Valor
machos hembras Masculinizacién dep (3
C- 51 39 57

Controles
C+ 90 0 100* 0.0000
CRI1000 62 28 69 0.089
CRI1500 48 42 53 0.634
CRI2000 65 25 72%* 0.029
7-H11000 63 27 70 0.063
7-HI11500 68 22 75% 0.007
7-HI12000 42 48 47 0.179
NA1000 59 31 65 0.221

Inhibidores
naturales NA1500 45 45 50 0.370
(Flavonoides)

NA2000 64 26 71* 0.044
NAR1000 71 19 79* 0.001
NAR1500 78 12 87* 0.0001
NAR2000 76 14 84* 0.0001
7-MET1000 71 19 79* 0.044
7-MET1500 64 26 71%* 0.044
7-MET2000 66 24 73* 0.044
EXE1000 90 0 100* 0.0000
EXE1500 90 0 100* 0.0000
Inhibidores EXE2000 90 0 100* 0.0000
sintéticos LT100 90 0 100* 0.0000
LT150 90 0 100* 0.0000
LT200 30 0 100* 0.0000

CRI: crisina, 7-HI: 7-hidroxiflavona, NA: apigenina, NAR: naringenina, 7-MET: 7-metoxiflavona, LT:
letrozol, EXE: exemestano y Control +: 17-a-metiltestosterona.
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DISCUSION

Se describen los efectos observados derivados de la administraciéon de diversos
fitoquimicos y su accién in vivo en crias sexualmente indiferenciadas de tilapia del Nilo y su
administracién en la dieta a diferentes concentraciones y la respuesta observada en eficiencia de
masculinizacién, crecimiento y supervivencia. Cinco de los inhibidores no esteroideos empleados
en este trabajo, por su naturaleza quimica, se clasifican dentro del grupo de sustancias conocidas
como flavonoides: la crisina (5-7 dihidroxiflavona), la apigenina (4',5,7-trihidroxiflavona), la
naringenina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil) ciroman-4-ona) y la 7-metoxiflavona se encuentran de
manera natural en diversos productos naturales tanto de origen animal como vegetal (Astudillo et
al. 2000, Zanoli et al. 2000, Valkama et al. 2004, Zhao et al. 2008, Rubio et al. 2011), y considerando
gue el 7-hidroxiflavona (7-hidroxi-2-fenil-4-benzopirona) es un flavonoide sintético (Yahiaoui et al.
2008, Panche et al. 2016). Varios estudios en medicina humana han demostrado que los
flavonoides son potentes inhibidores de la aromatasa, ya que no permiten que se realice la
conversidn de androgenos a estrégenos y ello ha contribuido al tratamiento de enfermedades tales
como el cdncer de mama (Nijveldt et al. 2001, Pouget et al. 2002, Kumar y Pandei 2013).

Debido a que la mayoria de los flavonoides se pueden obtener a partir de productos
naturales, principalmente a partir de extractos vegetales (Chakraborty et al. 2014), en los ultimos
afos se han realizado varios trabajos en los que se ha evaluado el potencial de estos extractos
como agentes de reversion sexual en peces teledsteos. Por ejemplo, Gabriel et al (2015), Woken y
Orose (2021) y Abaho et al (2022) presentan revisiones acerca del uso de extractos herbales para
el control de la reproduccion en organismos del género Oreochromis sp. Dichos autores reportan
gue los extractos obtenidos a partir de Basella alba, Quillaja saponaria, Trigonella foenum-
graecum, Glycine max, Azadiracha indica, Moringa oleifera, Papaya carica, Mucuna pruriens y
Tribulus terrestris, administrados de manera oral por medio de la dieta, favorecen una mayor
proporciéon de machos, sin llegar a los niveles de eficiencia de la hormona sintética MT. En otro
estudio, Mukherjee et al (2018) en una revision del tema, reportan porcentajes de masculinizacién
de crias de tilapia por arriba del 90% cuando se aplican extractos de semillas de M. pruriens y
extractos de raiz de Asparagus racemosus en las dietas; es importante mencionar que en ambos
trabajos no fue posible identificar el o los compuestos bioactivos que ejercen dicho efecto; razén
por la cual es importante continuar con la evaluacién de fitoquimicos debidamente identificados y
la dosis-respuesta de cada uno; ademas de que el método de extraccién (acuoso, etanol, metanol
o combinado) presenta resultados muy variables que requieren estandarizarse para cada fuente
vegetal (Abaho et al. 2022).

En el presente trabajo, los porcentajes de masculinizacién obtenidos mediante la aplicacién
de flavonoides fueron inferiores a lo reportado por los autores arriba mencionados; solo los
tratamientos en el que se incluyé CRI 1500 mg kg™ y NAR 2000 mg kg™ de alimento, registraron
porcentajes de masculinizacion por arriba de 80%. No obstante, Rodriguez-Montes de Oca et al
(2014) reporté porcentajes de masculinizacidon de alevines de tilapia inferiores al 40% cuando
aplicé crisina a una concentraciéon de 500 mg kg™ de alimento, utilizando crias de tilapia del Nilo
100% hembras genéticas, por lo que, en perspectiva, el margen de incremento de machos
fenotipicos en ambos casos oscila entre 30 y 40%. Estos resultados dan la pauta para proponer
tentativamente este flavonoide como uno de los de mayor potencial para lograr los objetivos
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planteados. Sin embargo, a pesar de que se obtuvo un alto porcentaje de masculinizacion y un
100% de supervivencia con el tratamiento de crisina a 1500 mg kg™, y a pesar de que en varios
estudios se ha mencionado que la aplicacidn tanto de extractos herbales como de flavonoides no
afecta la supervivencia de los organismos (Ugonna et al. 2015, Ghosal y Chakraborty 2017), se ha
demostrado in vitro que los flavonoides hidroxilados, especialmente la crisina y la apigenina
pueden tener efectos téxicos que llegan a inhibir la sintesis de ADN en ciertas lineas celulares
hepaticas de trucha arcoiris, Onconrhynchus mykiss, ain a muy bajas concentraciones como 2 uM
(Tsuji y Walle 2008). Por lo que es recomendable continuar estableciendo diferentes pardmetros
de respuestas bioldgicas en los peces a los cuales se les administra y descartar efectos a largo plazo,
ya sea en rendimiento productivo o desempeiio reproductivo.

Dentro de los resultados mas relevantes de este trabajo, esta el hecho de poder establecer
la repetibilidad de los resultados observados con el uso de inhibidores de aromatasa de origen
sintético, dado que tal como se habia reportado en un trabajo anterior (Alaniz-Gonzalez et al.
2014), en ambos casos se obtuvieron resultados de 100% de efectividad en los porcentajes de
masculinizacién, sin efectos negativos en crecimiento o supervivencia. El letrozol (4,4'-(1,2,4-
triazol-1-ylmetil) dibenzonitrile) es también un producto no esteroideo, pero que no se encuentra
dentro del grupo de los flavonoides y que también ha sido sefialado como un agente potencial para
la inhibicién de la aromatasa (Simpson 2003). En este trabajo, se obtuvieron porcentajes de
masculinizaciéon del 100% cuando se aplicé letrozol a 50, 100 y 200 mg kg de alimento, con
porcentajes de supervivencia entre el 80 y 100%; no obstante, Gao et al (2010) reportaron
resultados inferiores al aplicar este mismo compuesto para la reversion sexual en la mojarra de
branquias azules, Lepomis macrochirus, con porcentajes de masculinizacién ente el 60 y 70% al
incluir el letrozol a 50, 150, 250 y 500 mg kg™ de alimento, con porcentajes de supervivencia entre
40-45%. Por su parte, Das et al (2012), reportaron porcentajes de masculinizacion del 100% cuando
aplicaron letrozol a 200 mg kg de alimento para crias de O. mossambicus, con porcentajes de
supervivencia por arriba del 90%. Al respecto, Betancur-Lépez et al (2014) obtuvieron porcentajes
de masculinizacion cercanos al 100% con una supervivencia de alrededor del 70% cuando
incluyeron el letrozol a 100 mg kg en dietas para alevines de tilapia roja, Oreochromis sp. Con
base en lo anterior se asume que el letrozol aplicado al alimento en dosis entre 100 y 200 mg kg™
es muy efectivo, especies del género Oreochromis sp.

En esta investigacién, también se emplearon esteroides sintéticos como el exemestano (6-
metilideneandrosta-1,4-diene-3,17-dione), que estd relacionado estructuralmente con Ia
androstenediona (4-androstene-3,17-dione), la cual es producida por las glandulas suprarrenales
y las génadas de los vertebrados (Simpson 2003). Se observaron porcentajes de masculinizacién
del 100% como los observados al aplicar letrozol y 17a-metiltestosterona, aunque la supervivencia
fue de alrededor del 80%. Estos resultados son similares a los reportados por Betancur-Lépez et al
(2014), quienes observaron porcentajes de masculinizacion muy cercanos al 100% cuando
incluyeron exemestano a 100 mg kg! de alimento en tilapia roja, aunque con porcentajes de
supervivencia por debajo del 80%. Es importante mencionar, que los resultados presentados en
este trabajo para ambos inhibidores sintéticos de la aromatasa son consistentes con los resultados
presentados en un trabajo previo (Alaniz-Gonzalez et al. 2014), donde se utilizaron los mismos
valores de inclusién, ya que en ambos casos los resultados fueron idénticos en cuanto a la eficiencia
de masculinizacidn y la supervivencia de los organismos experimentales.
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Finalmente, el 17a-metiltestosterona, ha sido el esteroide sintético mas utilizado en el
proceso de masculinizacidon en peces (Gabriel et al. 2015). En este trabajo se aplicé este esteroide
a 60 mg kg?! de alimento, observdndose un 100% de masculinizacién con una supervivencia
cercana también al 100%. Betancur-Lopez et al. (2014) aplicé este andrégeno a la misma
concentracion en tilapia roja, con porcentajes de masculinizacién del 94%, pero con una
supervivencia de alrededor del 60%. Asimismo, Al-Hakim et al. (2012), reportan la que esta
hormona a la misma dosis produce porcentajes de masculinizacion mas altos (97-98%) en tilapia
del Nilo, O. niloticus y en hibridos de O. mossambicus x O. niloticus, con porcentajes de
supervivencia superiores al 95%.

CONCLUSIONES

La aplicacién de flavonoides naturales y sintéticos favorece la produccidon de poblaciones
masculinizadas de tilapia del Nilo, aunque, los productos sintéticos esteroideos (exemestano y
17a-metiltestosterona) y no esteroideos (letrozol) son mucho mds efectivos cuando se aplican a
los alevines por medio de la dieta. Existe la posibilidad de que no se den todos los pasos necesarios
para facilitar la absorcién de tales compuestos debido al grado de desarrollo del tracto digestivo
en peces que aun se encuentran sexualmente indiferenciados. Para que los flavonoides sean una
alternativa viable al uso de hormonas sintéticas para la produccidn de poblaciones masculinizadas
de tilapia del Nilo y otras especies, son necesarios mas estudios encaminados a conocer en qué
medida tales flavonoides pueden ser absorbidos y metabolizados por los organismos en esta etapa
de desarrollo y con ello ajustar y probar diferentes concentraciones y métodos de aplicacion. Aun
asi, consideramos que los resultados obtenidos justifican continuar con esta linea de investigacion
para eventualmente establecer la forma quimica y concentraciéon adecuada para lograr altos
porcentajes de crias monosexo, reduciendo la utilizacién de analogos sintéticos de hormonas
esteroides sexuales y fomentar el uso de productos naturales para lograr la produccién de tilapias
con las caracteristicas requeridas por la industria acuicola.
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