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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinaipfess histopatoldgicas en algunos
tejidos de alevines de paich&rgpaima gigak Se colectaron 30 peces aparentemente
normales de estadio juvenil en una piscigranjaad&dtacion Experimental IVITA-
Pucallpa, Ucayali (Pert); tomandose muestras de pigsculo esquelético, rifion,
higado, intestino, y branquias para su estudioopédblogico. Los hallazgos
histopatolégicos en las branquias fueron hiperalai® los filamentos branquiales,
fusion y congestion de lamelas (30/30), respecterte ; en la piel fueron hiperplasia
de las células mucosas (30/30), necrosis del tejuitelial (23/30), infiltrado de células
inflamatorias (20/30), infiltrado de estructurasteaianas (30/30) e incremento de las
células melanoforas en degranulacion (30/30); erifiéh se observé degeneracion
hidropica tubular (30/30), necrosis tubular (3)/3fecrosis glomerular (28/30),
congestion (30/30), presencia de centro melanorfegoé (30/30) e infiltrados de
estructuras bacterianas (30/30) en todo el paréraquen el intestino se observo
desprendimiento de la mucosa intestinal (30/30)perplasia de las células mucosas
(15/30) ; en el masculo esquelético se observoosecmuscular (30/30), hiperemia
(30/30), merontes uninucleados y en divisiérividlerosporidium sp (30/30), infiltrado
de células inflamatorias (29/30) y bacterianas 3@/ necrosis muscular (30/30),
separacion de las fibras musculares (30/30); elmigeldo encontramos presencia de
necrosis (30/30), infiltracion de células inflantée y bacterianas (30/30), congestién
(30/30) y presencia de centro melanomacréfago8Ql%n todo el parénquima. Se
concluye, segun el estudio, que las lesiones éraxtas en los diferentes 6rganos de
alevinos de paiche (Arapaima gigas), estuviertaci@nadas a una mala calidad del
agua, asi como a causas infecciosas asociadast@sagdeacterianof\éromonas spy
parasitarios Nlicrosporidium s y no infecciosas, sugerentes de ser de origen

nutricional.

Palabras Clave:Arapaima gigaspaiche, lesiones histopatoldgicas,



ABSTRACT

The aim of this study was to determine histopathickl lesions in some tissues
fingerlings paicheArapaima gigak Thirty apparently normal stage juvenile fish eer
collected from a fish farm Experimental Station TA-Pucallpa, Ucayali (Peru); taking
skin samples, skeletal muscle, kidney, liver, imtesand gills for histopathological
study. The histopathological findings in the gi¥e&re hyperplasia of gill filaments,
merger and congestion lamellae (30/30), respegtigéin were hyperplasia of mucous
cells (30/30), necrosis of epithelial tissue (23/30flammatory cell infiltrate (20/30),
infiltrate bacterial structures (30/30) and incezhsthe melanophore cells in
degranulation (30/30); in the kidney was observediular hydropic degeneration
(30/30), tubular necrosis (30/30), glomerular nerso(28/30), congestion (30/30),
presence of melanomacrophage center (30/30) aitttlatefs bacterial structures (30/30)
throughout the parenchyma; in the intestine waemesl: detachment of the intestinal
mucosa (30/30) and hyperplasia of mucous cells3@5/in skeletal muscle was
observed: muscular necrosis (30/30), hyperemia3@@0/meronts uninucleados and
division of Microsporidium sp(30/30), inflammatory cell infiltrate (29/30) ahdcterial
(30/30), muscle necrosis (30/30), separation ofntiuscle fibers (30/30); found in the
liver: presence of necrosis (30/30), and bactenéltration of inflammatory cells
(30/30), congestion (30/30) and presence of melacoophage center (15/30)
throughout the parenchyma. We conclude, the stadgd that the lesions found in the
different organs of fingerlings paichér@paima gigay were related to poor water
quality and infectious causes associated with batteathogensAeromonas sp And

parasitic Microsporidium sf; and noninfectious, being suggestive of nutriloorigin.

Keywords: Arapaima gigaspaiche, histopathological lessons.
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l. INTRODUCCION

La pesca en la Amazonia Peruana se concentramasde 20 especies, no obstante
su rica diversidad que se aproxima a casi 1000cespeEsta orientacion genera mayor
presion de pesca sobre especies de mayor demandd mercado, ocasionando
sobreexplotacion de los recursos, a limites querhaeligrar su propia sobrevivencia.
Esta es la situacion del paichfegpaima giga} el pez de agua dulce de mayor tamafio
en la Amazonia (Padillet al, 2003).

En la busqueda de alternativas productivas, epecisse presenta como una buena
opcién para la piscicultura, y con grandes persgectpara desarrollar el sector
pesquero, debido a la calidad y rendimiento de awe; (57%), asi como por su
productividad que se aproxima a las 10 toneladasectarea por afio (Padi al,
2003).

Con los avances en la técnica del cultivo, se pdetictar la aparicion, y con mayor
frecuencia, de agentes patdgenos que pueden aééctarmal desarrollo de los peces
cultivados, disminuyendo la produccién y ocasiomepérdidas econémicas (Dezeh
al., 2004).

El éxito en el cultivo de peces, radica en la pmei@n, tratamiento y control de
cuadros patoldgicos, afortunadamente en el culdigopeces amazonicos son poco

frecuentes estos cuadros; en todo caso, guardaechsstrelacion con aspectos



fundamentales como son la calidad de agua y all@statricional del pez (Gonzélez y
Heredia, 1998).

Entre las principales enfermedades que han sidotegfas en paiche, Araug al.
(2009), menciona la alta prevalencia de monogémnkebsyéneroDawestrema spy
protozoarios del génerbrichodina sp, seguidos polchthyobodo spy nematodos; en
su estudio realizado en un cultivo semintensivalé®ines de paiche en la amazonia
central de Brasil. En este estudio también menciana mayor prevalencia e intensidad
de Trichodina sp, seguido por parasitos monogéneos en la pid.dgigas mientras
gue en las branquias se observa lo contrario. E\atlet al (2007), reporta una alta
prevalencia (100%) de parasitos monogéneos ennakevide paiche en cultivos

experimentales del Centro de Investigaciones dstQaocha en Loreto.

Estudios relacionados a las alteraciones histajigit@s en paichéAfapaima gigay
no han sido descritas hasta el momento en el pai®ucallpa predominantemente, se
han realizado estudios histopatoldgicos en la garaiColossoma macropomynuno
de ellos evaluando las lesiones histopatolégicas rgalizando un aislamiento

bacteriologico (Ramos, 2007).

En el presente estudio, se caracterizan las kesioistolégicas mas frecuentes en las

muestras de alevines de paiche de culthragaima gigas



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Descripcion del paicheArapaima giga3.
2.1.1 Aspectos generales

Los peces se agrupan en cuatro clases de vertsbrimfieriores: Agnatha,
Placodermi, Condrichthyes y Osteichthyes (Tele&3tdmos teledsteos son peces con
esqueleto 6seo, que en la actualidad forman la ngarte de los animales marinos. En
la actualidad, muchos de ellos han migrado a agludses, y representan casi la
totalidad de los peces. Hay aproximadamente 20e606cies de teledsteos. Difieren en
sus habitos, asi como en la alimentacion, ya qggenak ingieren particulas vegetales
microscopicas, y otros son carnivoros que se atemede zooplancton y otros peces
(Noga, 2000).

El orden Osteoglossiformes al que pertenf@paima gigasesté integrado por un
grupo de peces teledsteos que aparecié en eldarasperior, hace 165 millones de

afos. (Parker, 1987).

De las 20,800 especies de peces que existen erieri@ tlos del orden
Osteoglossiformes constituyen 6 de las 409 familiésde los 3867 géneros y 206 de

todas las especies. (Campo, 2013).



La clasificacion taxondmica del paiche, segun Me&lfi2003, es:
Reino:Animalia

Phylum:Chordata

Subphylum:Vertebrata

Clase:Actinopterygii

Orden:Osteoglossiformes

SubordenOsteoglossoidei

Familia: Osteoglossidae

GéneroArapaima

EspecieArapaima gigas

2.1.2 Caracteristicas anatdmicas
2.1.2.1 Morfologia

El paiche es uno de los mayores peces de agua tlalg@ndo a tener hasta 3 m de
longitud total y un promedio de 200 kg de pesd {@ampo, 2013]Figura 1A).

La cabeza del paiche es pequefia con relacion atpaueorrespondiendo
aproximadamente al 10% del peso total. Posee S5&plale diferentes tamafios,
distribuidas en la superficie de la cabeza, cadadenestas placas tiene de 6 a 8 poros
en su borde posterior, por donde sale por presida,mucosidad blanquecina que los
nativos de la selva la consideran como la lechegoense alimentan las pequefias crias,
ya que se les ve nadando, en cardumen, siempig adeita cabeza de un adulto (Rebaza
et al, 1999).



Figura 1A. Paiche adulto Arapaima gigas.

Tiene cuerpo alargado con seccién circular y elgadp revestido de grandes y
gruesas escamas cicloideas; las aletas pectosties separadas de las ventrales, en

tanto que la dorsal y anal se encuentran cerca aleta caudal (Guerra, 2002).

El color del paiche es negro cuando estan en esiad y de alevinos, y castafio
claro, del octavo al noveno mes de e@@aigura 1B). La cabeza es parda y el dorso
negruzco; las escamas abdominales, en la mitadrpstlel cuerpo, son ribeteadas de
rojo oscuro; las aletas ventrales en los adultcseeg@@ manchas negras y amarillas,
dispuestas en forma de ondas, irregulares; lagsal@brsal, anal y caudal tienen
manchas claras (Lima, 1999). Durante el periodoreggoduccion, los ejemplares

machos tienen una acentuada coloracion oscura eggian dorsal (Rebazet al,

1999).

Figura 1B. Alevines de paicheArapaima gigas.



2.1.2.2 Sistema respiratorio

Anatomicamente el paiche presenta un sistema bignque muestra un grado
relativo de atrofia que las hace insuficientes drastecer de oxigeno a la gran masa
corporal (Rebazaet al, 1999). La vejiga natatoria presenta numerosaBétulas
semejando un pulmon y funciona como 6rgano respicaprincipal. La modificacion
sufrida por la vejiga consiste en que las parattesrias de este 6rgano han desarrollado
un abundante tejido vascular que contribuye a atansn superficie y que sirve para el
intercambio de gases entre el aire y la sangreilaimte por los capilares, tal como
ocurre en los pulmones. La capacidad de la vejgg,muy grande pues ocupa
totalmente la parte dorsal de la cavidad abdomioamunicAndose con la parte

posterior de la garganta, saliendo frente a lagg(bturtado, 1997).

Un paiche adulto permanece sumergido maximo 40 twsnesto lo hace cuando es
perseguido, pero normalmente sale a la superfitignar aire a intervalos de 10 a 15
minutos. Los paiches jovenes realizan esta activilan mas frecuencia, habiéndose
constatado que los alevinos de 2,5 cm, salen @pkerficie cada 2 a 3 segundos; los de
5 cm, cada 6 a 8 segundos y los de 8 a 10 cm, iapadamente cada minutos (Guerra,
2002).

2.1.2.3 Sistema digestivo

La boca es superior, grande y oblicua, provistandehos dientes relativamente
pequefios y mas o menos iguales entre si. La leegpdabien desarrollada y tiene la
notoria particularidad de poseer un hueso interclmatado y ligeramente arqueado
llamado hioides, cuya longitud oscila entre 10 yc2@timetros; esta recubierta por una
infinidad de pequefios conos esmaltados, muy resesteLa boca posee dos placas
Oseas laterales que funcionan como verdaderosedieios cuales detienen a la presa,
matandolas antes de la deglucién. El tubo digeg#&/aorto, como en todos los peces
carnivoros (Rebaz al.,1999).



El higado, como sucede en los demas vertebradosigsea en el embrién como una
evaginacion del intestino durante el desarrolléésie. La porcion anterior da lugar al
higado propiamente dicho, mientras que la postenimina la vesicula biliar y sus
conductos. Algunos peces holosteos y otros tele$stenen mas de dos l6bulos
hepaticos, pero solamente dos conductos hepatisescgmunican al higado con el

conducto cistico que, a su vez, va a terminawvadécula biliar. (Lagleet al, 1984).

Ademas del papel que juega en la digestion, edoig@mbién sirve como un érgano
de almacenamiento de grasas y carbohidratos. Méle tdesempefia importantes
funciones en la destruccion de las células dergrsay la bioquimica sanguinea, y en
otras funciones metabdlicas como la produccionrda y compuestos relacionados con
la excrecion del nitrdgeno. Los tiburones y losgsedseos difieren mucho por las
cantidades relativas de acidos grasos no saturguescontienen los aceites de sus
higados (Lagleet al, 1984).

2.1.2.4 Sistema renal

Los sistemas excretores renales y reproductorés estrechamente relacionados en
los peces. Los rifiones en los peces estan disguestaimero par y en forma de
estructuras longitudinales que se adosan arrida davidad del cuerpo, hacia el lado
ventral de la columna vertebral y la aorta dorpagécisamente hacia el exterior del
peritoneo. Son comunmente de color café rojizo.aQ#ibn drena al exterior a través
de un conducto, que puede unirse caudalmente esolenconducto o en un seno
alargado. (Lagleet al 1984).

Se conocen dos tipos anatémicos basicos de rifipnoméfrico y el mesonéfrico. En
el tipo pronéfrico los embudos anteriores llevaeaamente de la cavidad del cuerpo
al conducto pronéfrico por medio de los tubulosngfdcos. En el tipo mesonéfrico
faltan los embudos que se abren en la cavidad aeipo, pero en su lugar hay
ramificaciones del conducto mesonéfrico, los tibut@sonéfricos, que tienen cada uno

su extremo alargado y ciego (Lagédral, 1984).



2.1.2.5 Sistema reproductor

Tanto machos como hembras del paiche presentasalm@gonada desarrollada que
es la del lado izquierdo. Durante el periodo deadyccion, el testiculo es alargado y
casi cilindrico, adherido fuertemente al peritonen, toda su longitud mediante un
ligamento. La parte media del testiculo es masagdruesa. La parte cefélica es mas
angosta y termina en una punta redondeada, mienieat parte caudal es mas gruesa.
Un paiche macho de 1,86 m de longitud presentaxapadamente, un testiculo de 260
mm de longitud (Fontenele, 1948).

La constitucion anatomica del ovario es foliar,guédta a las hojas de un libro,
soldadas por los bordes y fijos los 6vulos al @s&roEl ovario se localiza en los dos
tercios de la cavidad abdominal; en la parte méelidado izquierdo. El peso del ovario
en hembras con promedio de dos metros de longitardia de 495 a 1.300 g. En el
estado de celo las hembras tienen el ovario caadev petrdleo intenso. El nimero
promedio de 6vulos de una hembra de paiche dem 88 longitud y 62 kg de peso es
de 180.000, de los cuales solo el 25% presentannagdn total y estan en condiciones

de ser liberados para su fecundacion (Fontened&)19
2.1.3 Distribucion geogréfica

El paiche se encuentra en toda la cuenca del Armagzgntambién otros rios
comprendidos desde Guyana hasta Bahia en el BEsil Perl se encuentra en las
cuencas bajas de los rios Napo, Putumayo, Mar&fastaza y Ucayali, con abundancia

en la Reserva Nacional Pacaya Samiria. (Aldral, 1999).
2.1.4 Héabitos alimenticios

De acuerdo con Rebaet al (1999) el paiche es un pez carnivoro, que seealizn
basicamente de pequefios peces en proporcion d&08ade su peso vivo, cuando
joven, y 6% cuando es adulto. Puede alcanzar H#stey. durante el primer afio de

vida.



A. gigascaptura su presa mediante una fuerte succiénatoda, produciendo un
chasquido y brusco movimiento de la cabeza, acoagmafinuchas veces, de un
coletazo. Las formaciones éseas de la boca, indigen el paiche tritura la presa
matandola antes de tragarla (Hurtado, 1997); cangrdn mayoria de peces de agua
dulce, procura alimentarse en el atardecer o aregnéarante el dia cuando el calor es
intenso, se mete debajo de la vegetacion acuatidausca de cualquier sombra para
huir de los fuertes rayos solares, manteniéndosetoqen el fondo del agua,

emergiendo algunas veces para respirar (Guer®2)20

Hurtado (1997), reporta los contenidos estomacdées1 individuos capturados
entre enero y diciembre de 1997 en Puerto NarifingZonas). El nimero promedio de
presas por estobmago fue de 6 con un peso medi6,8ay3y tallas entre 6 y 20 cm. Los
grupos alimenticios mas importantes fueron en ordenocurrencia, los siguientes:
peces (80,4% en nimero y 81,05% en peso) repressmpaincipalmente por caracidos,
ciclidos y curimatidos; crustaceos (9,7%) materejetal (6,06%) y otros (3,86%). El
hecho de la aparicibn de material vegetal, en #inesgyo y en los opérculos puede
explicarse por el hecho que Arapaima gigas cajsusgpresas por succion, arrastrando
con ellas agua (que luego elimina por la abertyparcular), restos vegetales y
minerales. Segun el autor, el paiche es un depoedady activo el cual busca su
alimento a través de toda la columna de agua; t&epdemas que no existen diferencias
en la composicién de los contenidos estomacales emichos y hembras (Rebasta
al., 1999).

2.1.5 Reproduccion

El paiche se reproduce cuando tiene aproximadanmief@ m. Los reproductores
pierden el interés por comer, la cabeza se vuedgean al igual que el dorso y la aleta
dorsal, los flancos de las aletas, vientre y regidmdal toman coloracion rojiza
semejante al color del achiote. El dorso negroaea pamuflar las larvas y alevinos que
son oscuros, cuando las crias no necesitan demséccion tornan su dorso a castafio
(Campo, 2013).

El A. gigases una especie heterosexual, no presenta casticterisexuales externas
para distinguir el macho de la hembra. La fertdida es externa. El ovario y el

testiculo terminan en un orificio hacia el exter{@ampo, 2013).



2. 2 Histologia de los principales 6rganos de loslédsteos
2.2.1 Piel

La piel es delgada (Tyagi y Shukla, 2002). Constdak capas (epidermis y dermis),
ademas de una capa hipodérmica subcutanea. Sdmth (ED00) la epidermis de los
peces consta de un epitelio plano estratificad@umeratinizado. El nimero de capas
celulares puede variar de dos en las larvas hastaodmas en los adultos. En las
especies pelégicas, la epidermis es frecuentemeigegruesa en las areas dorsales del
cuerpo, mientras que las especies bentonicasdareqis presenta mayor grosor en las
superficies que cubren la parte ventral. En gerarabidermis de los peces presenta
diferentes tipos de células como células epitaiadatre las cuales se encuentran
regularmente células mucosas, células clava de taarafio, células sensoriales
(botones gustativos, neuromastos), fibras nervifGeazzle, 1976; Ottensen y Olafsen,
1997; Elliott, 2000; Webb, 2000, Stome¢ al., 1995). La dermis esta compuesta por
tejido conjuntivo denso o fibroso; posee algungsasade células de pigmento en la
parte marginal entre la epidermis y la capa subeatdhipodermis), las cuales dan el
color a los peces, macréfagos y mastocitos (Elli2@00; Souzaet al, 2003; Le
Guellec, 2004). La hipodermis separa la parte matede la dermis del musculo
subyacente (Le Guellec, 2004), es considerada ecoracariante del tejido conjuntivo,
especializado en el almacenamiento de lipidos, scwé&lulas principales son los
adipocitos, que se encuentran en una malla deotepdjuntivo reticular, en el cual es

posible observar capilares sanguineos.



2.2.2 Musculo esquelético

La musculatura lateral es un tipico ejemplo del culgs estriado en teledsteos,
consistiendo en capas de fibras musculares digsuastimbos lados del cuerpo desde la
cabeza hacia la cola. El tejido conectivo se hditpuesto entre el tejido muscular
formando mioseptos. Los peces poseen dos tiposhes flocomotoras dispuestas en
capas: Fibras rojas o lentas y fibras blancas idagptambién existe una capa de fibras
intermedias (Altringham y Ellerby, 1999; Ellerl®t al, 2000; Rescart al, 2001;
Kiesslinget al, 2006). Las fibras estan compuestas de sarcoglasiufibrillas, ndcleo
y sarcolema. El nucleo esta siempre ubicado al dedearcolema, puede haber mas de
un nacleo en una fibra muscular. Las fibras rojate @ontraccion lenta son altamente
vascularizadas, alta cantidad de mitocondrias,sgigédicas y reservas de glucégeno.
También alta concentracion de mioglobina y citoa@emA diferencia de éstas, las
fiboras blancas o de contraccion rapida con bajaidath de mitocondrias, gotas
lipidicas, glucégeno y mioglobina; son de pobrecutaizacién (Hibiyaet al, 1982;
Kiesslinget al, 2006).

2.2.3 Branquias

Estan formadas en la mayoria de los teleGsteosyadro a cinco arcos branquiales,
ubicados a cada lado de la faringe, en el bordéepos de cada arco branquial se
proyectan los filamentos branquiales o laminillasprias, las cuales para aumentar la
superficie respiratoria presentan laminillas seeuiad dispuestas en la parte superior e
inferior de cada filamento (Amlacher, 1961; EIi981).

La superficie de las branquias esté cubierta coepitelio simple plano, presentando
tres tipos de células: células pavimentosas, uronmimero de células del cloro, éstas
ultimas de forma redondeadas o poligonales, atédgfcon numerosas mitocondrias y
ubicandose en el extremo proximal de las laminilasundarias, y células mucosas

dispuestas en las laminillas y en el epitelio ba¥ambién se describen las células



pilares, que soportan los multiples capilares itisilos en las laminillas secundarias
(Hibiya et al, 1982; Evanst al, 1999; Evanset al, 2005).

2.2.4 Higado

Histolégicamente las paredes de los conductosrédligstan revestidas por un
epitelio cubico simple, soportado por una capaeflda conectivo y fibras musculares
(Hibiya et al, 1982; Vicentiniet al, 2005), se ha observado la presencia de
melanomacréfagos alrededor de canaliculos bilisaggrias y venas; asi mismo la
ausencia de células de Kupffer (E#isal, 1981; Rochat al, 1994).

2.2.5 Rifi6n

La porcion anterior del rifion denominada cabezaeeotejido hematopoyético,
linfoide y endocrino; y la parte posterior denondaacuerpo posee tejido excretor
rodeado de tejido hematopoyético y linfoide (Reinestsel, 2001; Meyeat al, 2002).

El tejido intersticial ubicado en la parte antenorentre los tubulos de la parte
posterior del rifibn estd compuesto por tejido hepwtético, conteniendo gldbulos
rojos en diferentes estados de mitosis, sinusotdgslares, centros melanomacrofagos,

pigmentos de hemosiderina y melanina (Hikgyal, 1982; Meyeet al, 2002).

El corpusculo renal estad formado por el glomérula gapsula de Bowman formada
por una capa parietal de tejido epitelial planopdény una visceral formada por células
con prolongaciones llamadas podocitos, las cuadesdhieren a los capilares del
glomérulo (Hibiyaet al, 1982). El segmento del cuello esta revestidoumar capa de
epitelio columnar simple ciliado, el segmento pnaai se divide en los segmentos | y
II; el primero esta revestido por epitelio columrample ciliado con abundantes
microvellosidades, el nucleo es oval o esféricagde estar ubicado en posicién central
o basal, el segundo segmento es similar al printéferenciandose sélo en un mayor
diametro de los tabulos, lumen estrecho y mayotidath de mitocondrias. El segmento
distal no presenta casi microvellosidades en gelapiel nlcleo es oval o esférico y en
posicién basal, estas caracteristicas se manteméws tibulos colectores (Ellis, 1981;
Hibiya et al, 1982).



2.2.6 Estomago

El estdbmago tiene la porcién cardiaca, el sacoocyelg porcion pildrica. El epitelio
de la mucosa es simple y con pliegues, siendo iteliegsimple cuboidal en la porcion
cardiaca y columnar alto con los pliegues mas mads en las dos ultimas porciones
(Hibiya et al, 1982).

La lamina propia contiene las glandulas gastriagiadas por tejido conectivo
laxo, que se abren en las criptas de los pliegeda thucosa (Elligt al, 1981; Hibiya
et al, 1982).

La mucosa consta de un epitelio, lamina propia gaular de la mucosa. Se pueden
observar los estratos granular y compacto en lmkapropia. La muscular tiene la capa

circular interna y la capa longitudinal externakipa et al, 1982).
2.2.7 Intestino

El intestino consta de mucosa, submucosa, musgulaerosa (Orvay, 1993).
Histologicamente el intestino es un tubo con nus@s@liegues oblicuos que retardan
el paso del alimento y aumentan el area de absod®dnutrientes. El epitelio que
recubre la capa mucosa es simple cilindrico comddmtes células caliciformes. Hacia
la parte posterior hay un incremento moderado eratdidad de células caliciformes
permitiendo diferenciar las dos porciones del iimies la anterior de la posterior
(Atencioet al 2003).

2.3 Sistema inmune de los peces

Los peces poseen un sistema inmune con muchassdeélalas y sustancias
humorales presentes en vertebrados superiorescpentan también con componentes
y funciones especiales, como los centros melandifeayos y la capacidad fagocitica de
los enterocitos por citar solo algunas de ellag difieren profundamente con sus
similares en otras especies y que aun hoy son pente comprendidas. Sumado a

esto, el ambiente acuético y mas, el ambiente isoydtoductivo, es de por si complejo



de manera que las posibilidades de las interaceid@dgicas son enormes y los
procesos dificilmente predecibles (Penagfoal., 2009).

2.3.1 Sistema inmune innato

La primera linea de defensa contra la infeccionosnpeces, asi como en otras
especies, es el sistema inmune innato; éste indayebarreras fisicas como las
superficies mucosas y la piel con un amplio rangosdstancias asociadas como el
moco por citar una sola de ellas, pero tambiénwamgedad de leucocitos (monocitos
/macréfagos, granulocitos y células citotoxicasespecificas) y diversas sustancias
humorales (p.e. lisozima, factores del complemeintierferén, proteina C reactiva,
transferrina, antiproteasas, lecitinas, eicosamsdidee inhiben indiferenciadamente el
crecimiento de microorganismos infecciosos (Daknal, 1997; Heppell y Davis,
2000; Fernandeet al, 2002).

2.3.1.1 Centros melanomacrofagos

Una caracteristica particular del sistema inmunelade peces, es la presencia
principalmente en el bazo, pero también en rifidgado, gbnadas, tiroides y aun timo,
de los denominados centros melanomacréfagos (CMMesiguson, 2006), éstos se
asemejan a los centros germinales del bazo y nedinfoides de los mamiferos, estan
constituidos por macrofagos, células reticularésfoditos y células plasmaticas.
Reciben ese nombre porque dentro de los macréfagesconforman los CMMs se
producen y almacenan pigmentos como la lipofucdaamelanina y la hemosiderina
entre otros (Dalmet al, 1997; Agius y Roberts, 2003; Ferguson, 2006).

2.3.1.2 Células Rodlet

Son células secretorias epiteliales presentes andgs cantidades en la piel,
branquias, intestino, ductos biliares, tubulos lehg bulbo arterioso, y en menor
cantidad o ausentes en sangre, tejido conectivebaey bulbo olfatorio (Reite, 2005;
Ferguson, 2006; Schmachtenberg, 2007). Los pecke®steos son los Unicos

vertebrados que poseen estas células. Son céld¢éadas con un ndcleo excéntrico,



una capsula fibrosa subyacente a la membrana cglfilamentos citoplasmaticos con

forma de flechas que apuntan hacia el apice (Sdtewnerg, 2007).

Aunque todavia algunos autores las consideran zwatms, investigaciones
recientes en multiples especies las incluyen aisttma de defensa de los peces 6seos
(Reite, 2005). Tienen gran habilidad para migrémsaepitelios y aumentar su nimero
principalmente en infestaciones parasitarias y gsos irritantes (Reite, 2005;
Schmachtenberg, 2007).

2.3.1.3 Tejido linfoide asociado a mucosas

A pesar de que en los peces no existen ganglii@gitios, placas de Peyer, ni tejidos
linfoides asociados a mucosas (GALT y MALT) amplene caracterizados en
mamiferos y aves, hay evidencias claras de unrsistemune innato de mucosas desde
los primeros estadios de vida de los peces (Olgfstansen, 1992). Sumado al bajo pH
gastrico y a la accién de las enzimas digestivasladbilis y del moco descritos en
mamiferos, el sistema inmune de mucosas en los jredaye otra serie de propiedades
defensivas como la activacién y aumento en numeemaro de las células de moco
branquiales e intestinales en respuesta casi sseminfecciones bacterianas o irritantes
presentes en el agua (Loderaehl, 2001), la produccion y eliminacién de anticusrpo
en la bilis (St. Louis-Cormieet al, 1984), la migracion de células productoras de
anticuerpos a las mucosas branquial e intestinal L&iis- Cormieret al, 1984;
Davidsonet al, 1993; Linet al, 2000; Fernandeet al, 2002b), la existencia de
poblaciones bacterianas nativas asociadas aliegiédstinal y pilérico que interfieren
con la adhesién y posiblemente con el ingreso deebas patdgenas a los tejidos del
pez (Lodemekt al, 2001; Ringecet al, 2001), y por ultimo, la facultad particular por
parte de los enterocitos de hacer endocitosis diécplas intactas, macromoléculas
(Dalmoet al, 1997), y de bacterias y sus antigenos, tanta flera nativa (Lodemett
al., 2001; Ringoet al, 2001 y 2006) como de patdgenos (Olafsen y Hanke®e;

Lodemelet al, 2001) en todos los segmentos intestinales gadar adultos.
2.3.2 Sistema inmune adquirido

La segunda linea de defensa es la inmunidad adgu&unque los peces no tienen

médula 6sea o nodos linfoides, el timo, el rifiéel pazo asumen este papel (Daleto



al., 1997). La inmunidad adquirida puede ser dividdacelular y humoral, y depende
en gran medida de linfocitos T y B respectivamdfrernandezt al, 2002a; Ruizt
al., 2003a).

Similar a como ocurre en los mamiferos, la inmadiiumoral adquirida en peces
involucra el reconocimiento y unién de antigenobildes circulantes a células B
diferenciadas en células de memoria y células @tsas que responden para producir
y secretar anticuerpos antigeno-especificos. De latdo, la inmunidad adquirida
mediada por células involucra el reconocimiento afgigenos por las células T
expuestos en la superficie de las células presemrsdie antigenos en asociacion con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidddHC), que inducen la
activacioén de linfocitos T citotoxicos (LTC, CD8<glulas T ayudadoras (LTA, CD4+)
secretoras de citoquinas y células supresoras @HeppDavis, 2000; Ruizet al,
2003a). En mamiferos, las células T CD4 y CD8 recen antigenos presentados por el
MHC | y MHC Il respectivamente, pero no es clar@sio es similar en los peces ya
gue no existen reactivos para identificar moléculasio CD4 y CD8 en teledsteos
(Heppell y Davis, 2000; Shao, 2001; Vandenberg4200

2.4 Enfermedades de peces amazonicos

En la practica piscicola, la explotacién intensparmite el manejo de altas
densidades de organismos por unidad de superficieembargo, este manejo favorece
el que con frecuencia se rompa el equilibrio estaldb entre patégenos y huéspedes,
trayendo como consecuencias la aparicion de enflades infecciosas y parasitarias
gue ocasionan diversos problemas, que van destEntmcrecimiento, con reduccion
de la tasa de fertilidad, aunque sin presentar festaciones patoldgicas, hasta la
aparicion de severas epizootias, caracterizadosnpmtalidades elevadas (Scholz,
1999).

Segun Padillaet al (2003) no todos los peces mueren por agentegygraté.
Factores ambientales y carenciales causan tantesiso muertes que las propias
enfermedades; por lo que se requiere tomar megdagntivas, como la referida a la
buena calidad del agua, alimentos sanos, manipaieono y tratamiento oportuno de

enfermedades.



2.4.1 Enfermedades de origen infeccioso
2.4.1.1 Enfermedades bacterianas
2.4.1.1.1Flavobacterium columnare

Todos los peces son susceptibles a alguna formenftgmedad causada por el
género Flavobacterium sp Estos microorganismos son considerados ubicuogl en
medio ambiente acuatico, ocasionando enfermedambess sometidos a algun tipo de
estrés (Shotts y Starliper, 1999).

Es un bacilo aerobio, gram-negativo, que mide @& ancho por 120 mas de
largo, es mavil. Las colonias son pigmentadas (Blmar naranja), variando en forma
dependiendo del aislamiento y medio de crecimi¢Rtohards y Roberts, 1981; Shotts
y Starliper, 1999).

La infeccion porF. columnarese inicia en la boca, aletas y branquias, conmassit
primarios, pero pueden estar comprometidas otraegael cuerpo. El periodo de
incubacién varia con la cepa, estado fisico del pgwr la ruta de exposicion. La
enfermedad se ha reportado usualmente en cultmogernperaturas entre 10 a 30 °C
(Shorts y Starliper, 1999).

Hay un incremento del moco, las branquias preseplacas blanquecinas en la
punta de los filamentos, llevando a una necrosisegéelio, estas lesiones estan
rodeadas de zonas rojizas, pudiéndose volver megsoto que lleva a una bacteriemia
y muerte. En la piel estas lesiones se transfoenaiceras hemorragicas, presentando

un color amarillo o marrén (Richards y Roberts, 1L9Bhotts y Starliper, 1999).



2.4.1.1.2Aeromonas hydrophila

Las Aeromonas spson bacterias ubicuas responsables de un amgtigorde
enfermedades en organismos homeotérmicos y pdiéuiiecos, incluyendo a los
humanos (Kozinkaet al, 2002). Las aeromonas modviles son una de las mas
importantes, destacando entre ellagd@omonas hydrophilda cual es responsable de

la septicemia hemorragica en peces (Paniagab, 1990).

Los brotes de la enfermedad son usualmente asscieoil®d un cambio en las
condiciones medioambientales, factores estresantes una sobrepoblacion de peces,
alta temperatura, repentinos cambios de temperahaaejo inadecuado, bajo oxigeno
disuelto, estado pobre nutricional o infeccionemfdias o por parasitos, contribuyen a

cambios fisioldgicos y aumentan la susceptibilidadfecciones (Aoki, 1999).

La Aeromona hydrophil@s un habitante normal de la microflora del tractestinal
de peces (Ciprian@t al, 1984), es anaerobia facultativa, gram-negatieafama
bacilar, es movil, mide 0.1-8n de diametro y 1-3.5n de longitud, no esporula ni
posee capsula. La temperatura optima de crecimeshide 28°C, pero puede crecer a
37°C. Las colonias en los agares son de una c@arbtanca a rosado palido, redondas
y convexas, con bordes definidos. Son positivas adacciones de citocromo oxidasa y
catalasa (Maclnnest al, 1979).

Esta bacteria es trasmitida via horizontal, estdente en el agua y sedimentos de
los estanques. Puede ser trasmitido por descartgestinales, por lesiones en la piel, y
favorecidas por infecciones de la epidermis ocaslas por parasitos u hongos (Aoki,
1999).

La severidad de la enfermedad depende de diferdattsres, que incluyen la
virulencia de microorganismo, el grado de resisgegenética y condicion fisiologica
del hospedador, asi como al estrés (Cipritrad, 1984; Aoki, 1999).

La enfermedad aguda podria llevar a una septiceyaélleve a la muerte del animal
antes de que presente los signos clinicos. Genemg&nmo hay signos especificos, los
peces afectados presentan lesiones en la piel rqpheyén areas de hemorragias y

necrosis, enrojecimiento y ulceraciones en la me&bftalmia, abdomen distendido,



también otros 6érganos comunmente afectados incllagbranquias, rifiones, higado,
bazo, pancreas y corazon (Cipriatal, 1984; Aoki, 1999; Noga, 2000).

2.4.1.2 Enfermedades parasitarias

Los parésitos juegan un papel importante en laogial de los peces, pudiendo
afectar su comportamiento, salud y distribucion.ndue no todas las especies de
parasitos producen enfermedades, la mayoria inmmplicaa serie de cambios

desfavorables en el hospedador (Rohde, 1993).
2.4.1.2.IMixosporidium sp

Los mixosporidos forman un amplio grupo zoologicoet que existen mas de 1250
especies descritas (Lom y Dykova, 1995). Constituy@ grupo de organismos
mayoritariamente endoparasitos, raramente intricek) que afectan sobre todo a
peces marinos y dulceacuicolas y, en menor prapgrca otros vertebrados
poiquilotermos acuéticos. Ademas, se han sefial@mente en invertebrados (Kudo,
1920; Weidner y Overstreet, 1979; Desseal, 1986; Canningt al, 1996; Okamura
et al, 1996; Andersoet al, 1999, Longshawt al, 1999).

Algunos mixosporidios son responsables de impatamatologias con grandes
pérdidas econdmicas. Por ejemplo, las infeccionesarias especies del génétodoa
Sp. son causantes, tanto en la industria de la acurautomo en la de pesquerias, de
que lotes enteros de peces deban ser desechabimfy dda licuefaccion postmortem
del musculo provocada por los enzimas proteolitaelsmixosporidio, asi como a la
presencia de quistes (Renetral, 1996; Moraret al, 1999).

Los géneroHenneguyasp. y Myxobolus sp son unos de los mas importantes
patdégenos en peces marinos y de agua dulce (Eirad, 2005). En Sudamérica,

Henneguyap es la especie mas comun, con 31 especies (Bataalsa2003).



El ciclo de vida de lodMyxosporeatoma lugar en dos hospederos, existiendo dos
fases: mixospora y actinospora. En la primera akizeela multiplicacion del parasito, y
se desarrolla en vertebrados menores, siendo t&s p@s mas comunes; en la segunda
envuelve un proceso sexual, y se desarrolla enrtebwados, principalmente en
anélidos (Wolf y Markiw, 1984).

La actinoesporas liberadas de los anélidos, ingresael pez por la piel o por el
epitelio branquial, las capsulas polares descasganfilamentos polares, fijandola al
hospedero. Luego las valvulas se abren, y el egla@ma ingresa a través de aberturas
en células epidermales y del epitelio. Posteriotmesiguen las fases intracelulares o
intercelulares previas a la esporogonia, para migego al lugar de desarrollo de la
fase de esporogonia (quiste o plasmodium), el auaiene nulcleos vegetativos, células
esporogoénicas y pericitos; siendo éstas dos Ultireaponsables de la esporogonia,
dividiéndose y formando las diversas estructurasadespora madura. El pericito en
unién con las células esporogonicas son llamadaegparoblastos. Los estadios
plasmodiales pueden ser formas histozoicas (ulscadalos espacios intercelulares,
vasos sanguineos o intracelularmente) y formaszaoiglas (ubicadas en cavidades
organicas) Las mixoesporas contienen generalmentend a cuatro capsulas polares,
uno o dos esporoplasmas y un armazon con dos a&hadas (Noga, 2000; Lom y
Dykov4, 2006). Se cree que las mixoesporas soratilas cuando el pez muere, siendo
ingeridas por invertebrados tales como los anéliimsestos hospederos se realiza la
fase sexual, el esporoplasma de la mixospora inin& merogonia, gametogonia y
esporogonia, para finalmente formar las actinoesp@allert, 2005; Lom y Dykova,
2006).

2.4.1.2.2chthyophthrius multifiliis.

El Ichthyophthrius multifiliises un protozoario ciliado que infecta la piel griquias
de los peces de agua dulce, causando una enferrdedalt importancia econémica
conocida como “lch” o “Enfermedad de la mancha ¢dén Alta morbilidad y
mortalidad se dan en acuarios o0 estanques dondairfeysobrepoblacion de peces
(Maki et al, 2001).

Es conocido como parasito oportunista 0 ectoconeatedategumento y branquias

(Eiras, 1993), e inclusive puede permanecer etaglosen la piel o branquias



alimentandose de las células epiteliales y saegsirextraidas de los capilares
superficiales, provocando en el propio hospedeum recubrimiento de la mucosa
epitelial (Leibovitz, 1980). Van Duijn (1973) codsra que este parasito esta
ampliamente distribuido en Europa y en Norteamaérigsi como en los paises

tropicales y, consecuentemente puede soportas tal@gperaturas.

Ewing et al (1986), mostraron que hay tres periodos en ab ae vida del.
multifiliis: a) inmediatamente después de la invasion del dagsp genera una
mortalidad del 50% de los ciliados, siendo lofomtes los mas afectados y ello parece
estar relacionado con la temperatura; b) despeds salida del teronte del hospedero
y, ¢) durante la reproduccion, el teronte inicia proceso de multiplicacion dando
origen a los tomites que al madurar forman losrtes, listos para penetrar al

hospedero e iniciar un nuevo ciclo.

Ferguson (2006) sefiala que infecciones intensasdepuproducir espongiosis y
erosion de la piel, una mayor infiltracion por méfilos y linfocitos; una hiperplasia
puede estar relacionada con una lisis severa depiliermis y posiblemente una
separacion del tejido dermo epidermal. Ademas, sidera que el pardsito sigue un
crecimiento dentro de la epidermis, luego emergegsta maduracion es numerosa al
mismo tiempo, consecuente ocasiona un dafio a lagpée puede cargar un estrés

osmotico sustancial en el pez
2.4.1.2.3 Monogéneos

Los Monogéneos, representandos por gran cantidadspecies, parasitan tanto
peces marinos como de agua continental, ocasionauitiosas pérdidas econémicas
en los sistemas de produccion piscicola de difesepairtes del mundo (Jones, 2001;
Marcogliese et al., 2001). Representan un serggoigoues afectan a gran variedad de
ciclidos, particularmente especies de tilapia degsatropicales y semitropicales, donde
los parésitos se ven favorecidos por las condisi@mlogicas (Flores-Crespo et al.,
1995; Matrtins et al., 2002).

Son de cuerpo aplanado, boca en forma de ventosh,extremo posterior presentan
un 6rgano adhesivo que pueden presentan ganchee @uathieren al huésped (Soulsby,

1987). Los pardsitos son viviparos u oviparos getieun ciclo biolégico directo, los



huevos suelen ser operculados, con filamentos drosamolos que se adhieren a las

laminillas branquiales (Flores y Flores, 2012).

Los parasitos adultos se localizan principalmentbranquias, piel, aletas, y cavidad
bucal de los peces, donde ovipositan; después gedsta, los adultos mueren vy el
desarrollo de los huevos se produce en el hospédieatmente los huevos daran origen
a las formas larvarias que nadan para buscar worugsped (Soulsby, 1987; Flores y
Flores, 2012).

Los signos de las enfermedades ocasionadas pandosgéneos dependen de la
intensidad de la infeccion. En casos de una caagasjtaria leve no se manifestaran
signos clinicos, aunque habrd una disminucion déetdlidad y un retardo en el
crecimiento, en severas cargas parasitarias haldnarcada pérdida de peso y alta
mortalidad. También los peces parasitados por né@ress presentan necrosis y heridas

sangrantes en tegumento y branquias (Flores y<;126©3).
2.4.1.3 Enfermedades micéticas
2.4.1.3.1Microsporidium sp.

Los microsporidios son un gran conjunto de parasitracelulares Eucariotas que
infectan a una gran variedad de lineas de animaldasive humanos. En el pasado han
sido considerados erroneamente protozoos. Per@ aoor ampliamente reconocidos
como Hongos poco evolucionados por lo que muesianapariencia primitiva (Burri
et al, 2006).

Principalmente afectan el mdsculo de los animaléasyinfecciones pueden estar
asociadas con altas mortalidades, en cultivos sites (Canninget al, 2002). Muchas
especies también infectan severamente otros tejidoklyendo goénadas, tejido
conectivo, corazon, branquias, y las células egiésl del hepatopancreas (Lightner
1996; Karunasagar, 2005).

En general, el ciclo de vida de los microsporidsesdivide en tres fases; la fase
infectiva o fase ambiental, la fase proliferativenerogonica y la fase de esporogonia o
fase de formacion de las esporas. La fase infeatislaye la liberacion de esporas al

ambiente donde encuentran las condiciones para gedainar. Las fases proliferativa



y esporogonia, se desarrollan intracelularmentéagrcélulas infectadas del huésped.
Las esporas contienen un aparato de extrusion ifiaado tubulo polar) que inyecta el
contenido infectivo de la espora dentro de la eétulésped (Garcia, 2002).

Las especies de microsporidios pueden ser distoguyor el tamafio de las esporas
(entre 1y 8 um), el nimero de esporas produciddsyymero de giros del tabulo polar
(Iversenet al, 1987).

2.4.2 Enfermedades de origen no infeccioso
2.4.2.1 Por calidad de agua
2.4.2.1.1 Amoniaco

El amoniaco es producto de la descomposicion dealeria organica que proviene
de la dindmica de los microorganismos en el aglos ynetabolitos del Paiche, siendo
este toxico para la especie. El nivel de amoniatal bs proporcional a la cantidad de
oxigeno disuelto, ya que el espacio que deja lbrexigeno en el agua lo ocupa el
amoniaco. (Nagaset al, 2005)

2.4.2.1.2 Temperatura

Los reproductores dA. gigaspresentan limites de tolerancia térmica relativame
amplios comparados con los alevinos que se debe&tens a una temperatura entre
26°C — 29°C, ya que éstos ultimos son mas suskeptibestrés térmico cuando son
sometidos a bajas temperaturas durante un tiengdongado, pudiendo ocasionar la
muerte (Franco, 2007). Temperaturas menores a 2drf@ortales para los alevinos de

paiche en etapas juveniles (Franco, 2003).
2.4.2.1.3 Oxigeno disuelto

Segun Franco (2003), las bajas concentracionesiderm disuelto no presentan
inconvenientes, para los alevinos (mayores 3,0 denlps paiches, debido a su doble

respiracion, la cual es branquial y pulmonar, sieéstas dos vitales y complementarias.



Segun Rebaza (1999), el rango deseable de oxigemeltd en el agua para cultivo de

paiche es de 5 ppm; Cavero (2003), estableceasge entre 4,5 a 6,0 ppm.

2.4.2.1.4 pH

Las estructuras branquiales de los peces son aitarsensibles a valores extremos
de pH (basicos o acidos), casos en los cualesesergan dafios de las laminillas y en el
tejido que recubre las branquias. En ambienteg@ecidos organicamente, como son
los estanques de piscicultura, se presentan ddibeiqsi notables de pH en el ciclo dia
y noche. En horas de la mafana, suele presentarsst@s ambientes el estrés acido,
gue se manifiesta en los peces, por la excesivendaaion de mucus en el tejido
branquial que interfiere en el intercambio gaseoaasando estrés respiratorio y
desequilibrio de sustancias entre el medio acu#tieo el pez. A valores bajos de pH,
igual o por debajo de 4 y por encima de 11 unidasiegproduce la muerte (Franco,
2005). El pH recomendado para el manejo del palebe estar entre 6,5y 8,0 unidades
(Franco y Palaez, 2007).

2.4.2.2 Por factores nutricionales

Son de importancia en cultivos piscicolas dondeelgsecies son alimentadas con
dietas artificiales, ya que pueden ocasionar ueglesbrio en los nutrientes o poseer

factores contaminantes o téxicos (Cogtal, 2000).

Un exceso de lipidos provoca acumulacion de grasal éhigado, rifién y bazo,
tumefaccion, degeneracion y coloracion amarilledéd higado, anemia, estenosis

intestinal y pérdida de peso, mientras que la céadipidica causa una detencion del



crecimiento, necrosis de las aletas, despigmemtagi@dema cutaneo, degeneracion

hepatica y renal, anemia, alteracion en la nata€adnralet al.,2000).

Un exceso de proteinas, produce un aumento ded gastgético para la excrecién
de nitrogeno, lo que conlleva a una merma del wiecito, mientras que las
deficiencias producen una baja en el sistema intaimiy pérdida del crecimiento
(Cowey y Roberts, 1981; Corrat al, 2000). Un exceso de carbohidratos ocasiona un
incremento del glucogeno hepético, ocasionandordggeion hepatica, degeneracion
pancreocitica, infiltracion grasa en el rifidn, astr del crecimiento, mientras que la
carencia ocasiona reduccion del crecimiento (Cowdyoberts, 1981; Corratt al,
2000). La deficiencia en vitamina C ocasiona retatdl crecimiento, falta de apetito,
alteraciones en la columna espinal, anemia y lietaegi como la deficiencia de acido
félico ocasiona anemia eritrocitica, deficiencia wtamina A ocasiona retardo del

crecimiento y ceguera (Cowey y Roberts, 1981).



Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Relativos a la necropsia
- Pinzas

- Tijera punta roma

- Guantes

- Mechero



- Hoja de Bisturi

- Frasco de plastico para colectar
- Formalina taponada al 10%

- Casetes histolégicos.

- Alcohol 70%

3.1.2 Relativos al proceso histolégico
3.1.2.1 Tincion Hematoxilina & Eosina.
- Alcohol etilico

- Xilol

- Parafina

- Porta objetos

- Cubre objetos

- Hematoxilina

- Eosina

3.1.2.2 Tincion Gram

- Alcohol etilico

- Xilol

- Parafina

- Porta objetos



- Cubre objetos
- Cristal violeta
- lodina

- Safranina

3.1.3 Relativo a los equipos

- Microscopio 6ptico marca Nikon con aumento de, 3@0x, 400x, y 1000x.
- Camara digital marca Nikon.

3.2 Metodologia

3.2.1 Localizacion

El muestreo se realizé en la Estacion ExperimatghlVITA-Pucallpa, ubicada en
el distrito de Campo Verde, provincia de CoroneatiPo, departamento de Ucayali y la
evaluacion histopatologica de las muestras se zéeadin las instalaciones del
Laboratorio de Embriologia, Histologia y Patolodlaterinaria, de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Magle San Marcos.
3.2.2 Especimenes

Treinta alevinos de paiche (Arapaima gigas) de5(%.4.17 cm. de longitud y 0.72
0.06 g de peso promedio) fueron muestreados, pamnasados en el estudio. Los peces
nacieron en estanques de la Estacion ExperimeMidlAl - Pucallpa y fueron
mantenidos por cuatro semanas en tinas de plasiiteapacidad de 17 litros de agua,
albergando hasta un maximo de 40 alevines y postegnte trasladados a tanques de
mayor densidad. Estos fueron alimentados con zaoctin y truchina molida; a una

racion de 75/25 % hasta llegar a una racién de 08tl0respectivamente. Los



especimenes presentaron signos de aislamiento,iasardb coloracion, arqueo del
cuerpo, nado en tirabuzon y apertura del opércelandnera continua Los alevines
seleccionados para el estudio se colectaron al@aente entre la segunda y tercera
semana posterior a su levante. Estos fueron peestecipientes con agua conteniendo
benzocaina 1g/20 L (Rosst al, 2008) donde fueron anestesiados con bafios de
inmersion de 10-15 segundos para evitar el sufritnianimal de acuerdo al Comité de
Etica y Bienestar Animal de la FMV-UNMSM. Postenente se realizo el sacrificio,
mediante la técnica de corte medular con hoja dauibj entre el cerebro y medula
espinal (Roberts y Shepherd 1980, Rosenthal, 2000 o el espécimen fue fijado en

frascos con formalina tamponada al 10%.
3.2.3 Procedimientos
3.2.3.1 Necropsia

Se realiz6 las necropsias segun la técnica deardescrita por Reimschuesseélal,
(1988), la cual consisti6 en realizar un corte agital del pez completo, para
posteriormente colocarlo, en un casete de procesamhistolégico. Finalmente los
casetes fueron depositados en frascos con formalinponada al 10% y almacenados

para su posterior procesamiento.
3.2.3.2 Histopatologia

Las muestras en los frascos con formalina tampomhdd®% fueron procesadas
mediante las técnicas de rutina (inclusién en paatincion con H-E y Gram), las
cuales se detallan en/hexo 1

3.2.4 Andlisis de datos

Las alteraciones histopatoldgicas observadas ertejatos serdn clasificadas en
trastornos inflamatorios, circulatorios, del creie@into, degenerativos, bacterianos y
parasitarios; segun los parametros tomados @uadiro 1. Esta clasificacion, fue para
los siguientes 6rganos vy tejidos: Piel, musculauekdico, branquias, higado, rifién e
intestino. Para el caso de higado se utiliz6Celadro 2, para categorizar la

degeneracion grasa.



GRADO EXTENSION DE LA LESION

I Escasa presencia de lesion, hasta 25% aproximatiadetoda la muestra.
Leve presencia de lesién, por encima de 25% h@8tadproximadamente de toda
la muestra.
Moderada presencia de lesién, por encima de 50% &%6 aproximadamente de
toda la muestra.
Severa presencia de lesion, por encima de 75% b@8% aproximadamente de
toda la muestra.

I: Escaso; ll: Leve; Ill: Moderado; IV: Severo

Cuadro 1. Clasificacidon de los tejidos segun el gdo y severidad por extensién de

la lesion.

Fuente: Reimschuessel et al., 1992.

GRADO SEVERIDAD EXTENSION

Escasa presencia de microvacudle )
Multifocal, hasta 25%

I predominantemente de borde )
aproximadamente de toda la muestra.

definido.

) ) Multifocal, por encima de 25% hasta
Leve presencia de micro y/o )
Il i o aproximadamente 50% de toda la
macrovacudlas de borde definido.
muestra.



) Difuso, por encima de 50% hasta
Moderada presencia de macro y )
[l ) o aproximadamente 75% de toda la
microvacuolas de borde definido.
muestra.

. Difuso, por encima de 75% hasta
Severa presencia de macrovacuolas .
vV _ _aproximadamente 100% de toda la
dentro del citoplasma del hepatocito.
muestra

I: Escaso; Il: Leve; Ill: Moderado; IV: Severo

Cuadro 2. Clasificacion de la Degeneracion Grasa dacuerdo a severidad y

extension de la lesion.

Fuente: Reimschuesset al, 1992 modificado por Rosenthal, 2007.

3.2.5 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultadossiatio histopatologico, se utilizé un
analisis de frecuencia, indicando el porcentajeatta variable con respecto al total de

poblacion analizada.

La frecuencia (F) fue determinada mediante la féamu

Donde (x) representa las lesiones microscépicasméatadas por histopatologia.

Los resultados microscopicos de las lesiones, sefgrado de afeccién por su
extension en los tejidos, se presentaron en uraaede grados que va de 1-4 descrita

anteriormente; con la finalidad de hacer una ewaimamas objetiva.



IV. RESULTADOS

4.1 Piel

Dentro de las alteraciones histologicas en la(@eahkdro 3), se observé hiperplasia

de las células mucosas en un 100 % (30/30), dermaseasa a moderaf&dgura 2A).



Asi mismo, necrosis del tejido epitelial en un677% (23/30) de manera escasa a

moderada, en conjunto con un infiltrado de célinflamatorias y bacterianas en un

66.66 % (20/30) y 100 % (30/30) respectivamerdaebos de una manera escasa a

leve. Ademas se observé incremento de las céluddandforas en degranulacién en un

100 % (30/30) de manera moderada a se\fFegara 2B).

Cuadro 3. Frecuencia de alteraciones histologica®da piel segun tipo de trastorno
y su grado de afeccién en el paichédfapaima giga3.

INFLAMATORIAS
Infiltracion de células
inflamatorias
DEL

CRECIMIENTO
Hiperplasia de célula:
mucosas
DEGENERATIVAS
Necrosis
BACTERIANAS
Infiltracion de
estructuras
bacterianas
OTROS
Melanoforos
incrementados y en
degranulacién

Normal

10/30

0/30

7/30

0/30

0/30

Escaso

10/30

4/30

11/30

13/30

0/30

Leve Moderado Severo

10/30

16/30

10/30

17/30

2/30

0/30

10/30

2/30

0/30

15/30

0/30

0/30

0/30

0/30

13/30

Total

20/30

30/30

23/30

30/30

30/30

%

66.66

100

77.67

100

100






Figura 2A. Corte histolégico de piel déA. gigas(Tincion H&E, 400x). Se observa el
incremento de los meland6foros (flecha roja), infitacién de células inflamatorias

(flecha azul) y necrosis epitelial (flecha verde).




Figura 2B. Corte histolégico de piel déA. gigas(Tincion H&E, 400x). Se observa la

hiperplasia de las células mucosas (flecha roja).



4.2 Musculo esquelético

Dentro de las alteraciones histologicas en musesguelético(Cuadro 4) se
observaron trastornos degenerativos como leve &radd necrosis muscular en un 100
% (30/30). Se observ6 ademas una escasa a lpeemia 100 % (30/3QFigura
3B).

Asi mismo, se observaron estructuras parasitagafiina redondeada y ovalada,
de color basdfilo, con uno o dos nucleos, dentrenyre las fibras musculares,
sugerentes de ser merontes uninucleados y endtivite Microsporidium spl100 %
(30/30), de manera leve a moderada Estos, son tadiesdel ciclo de vida del
Microsporidium sp(Figuras 3A, 3C, 3D) Asi mismo, se observa una escasa a leve
presencia de células inflamatorias 96.66 % (2980)as zonas donde hay mayor
presencia de las esporas, asi como necrosis musgulal tejido afectado, leve a
moderada separacion de las fibras musculares 10QB0#80) y escasa a moderada

presencia de estructuras bacterianas 100 % (3(#&f)ra 3B).

Cuadro 4. Frecuencia de alteraciones histologicasedmusculo esquelético segun

tipo de trastorno y su grado de afeccion en el Pdie (Arapaima giga$.

Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
INFLAMATORIAS
Infilracion de celulas /5, 1930 1530 0/30  0/30  29/30 96.66
inflamatorias
CIRCULATORIAS
Hiperemia 0/30 11/30 19/30 0/30 0/30 30/30 100
DEGENERATIVAS
Necrosis muscular  0/30 7/30 20/30 4/30 0/30 30/30 100
Separacion fibras .5 5130 16/30  14/30 0/30  30/30 100
musculares
BACTERIANAS
Infiltracion de
estructuras 0/30 10/30 14/30 6/30 0/30 30/30 100
bacterianas
PARASITARIAS
Merontes de 0/30  0/30 9/30  21/30 0/30  30/3 100

Microsporidium sg
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Figura 3A. Corte histolégico de musculo deA. gigas (Tincion H&E, 400x). Se
observa la separacién de las fibras musculares (flea roja), asi como la presencia

de merontes deMicrosporidium sp(flecha azul).



Figura 3B. Corte histolégico de musculo deA. gigas (Tincibn H&E, 400x). Se
observa zonas de necrosis (flecha roja), asi coma Iinfiltracion de células

inflamatoria (flecha azul).



&

Figura 3C. Corte histol6gico de musculo dé\. gigas (Tincion H&E, Objetivo de
inmersion 1000x). Se observa la presencia de merest de Microsporidium sp

(Flecha roja)



Figura 3D. Corte histoldégico de musculo dé\. gigas(Tinciéon Gram, Objetivo de
inmersion 1000x). Se observa la presencia de merest de Microsporidium sp

(Flecha roja)



4.5 Branquias

Dentro de las alteraciones histoldgicas en lasduias(Cuadro 5), se observa una
leve a moderada hiperplasia de los filamentos lafes, asi como congestion y fusion
de lamelas en un 100 % (30/30), respectivam@igeiras 4A, 4B)

Cuadro 5. Frecuencia de alteraciones histolégicasedas branquias segun tipo de

trastorno y su grado de afeccién en el paiché\fapaima giga$.

Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
CIRCULATORIOS
_Congestion — — qa5 30 11/30  19/30 0/30  30/30 100
filamento branquial
DEL
CRECIMIENTO
Hiperplasiadel o5, 359 97/30  13/30 0/30  30/30 100
filamento branquial
Fusion de las 0/30  0/30 14/30 16/30 0/30  30/30 100

lamelas



Figura 4A. Corte histologico de branquia deA. gigas (Tincion H&E, 400x). Se
puede apreciar la hiperplasia de los filamentos brequiales (flecha roja), asi como

la fusion de las lamelas (flecha azul).



=

Figura 4B. Corte histoldégico de branquia deA. gigas (Tincion H&E, 400x). Se

puede apreciar la leve a moderada congestion (fleemoja).



4.6 Higado

Dentro de las alteraciones histolégicas en el lig&ladro 6),
degenerativos mas frecuentes fueron escasa a éevesis 100 % (30/30) en todo el
parénquima, asi como escasa a moderada infiltratg@ooélulas inflamatorias 100 %

(30/30) y bacterianas 100% (30/30), en las zonasedeosis. Asi mismo, se observo

congestion

(15/30) en todo el parénquima, ambos de forma ascasoderadgFigura 5).

los trastornos

100 % (30/30), asi como presenciaet¢ro melanomacréfagos 50 %

Cuadro 6. Frecuencia de alteraciones histologicaseld Higado segun tipo de

trastorno y su grado de afeccién en el paiché\fapaima giga$.

Normal
INFLAMATORIAS
Infilt_racién de _células 0/30
inflamatorias
CIRCULATORIAS
Congestién 0/30
DEGENERATIVAS
Necrosis 0/30
BACTERIANAS
Infiltracion de
estructuras 0/30
bacteriane
OTROS
Centros 15/30

melanomacrofagos

Escaso Leve Moderado Severo Total

6/30

3/30

8/30

0/30

7/30

20/30

13/30

22/30

25/30

4/30

4/30

15/30

0/30

5/30

4/30

0/30

2/30

0/30

0/30

0/30

30/30

30/30

30/30

30/30

15/30

100

100

100

100

50



Figura 5. Corte histologico del higado dé\. gigas(Tincién H&E, 400x). Se observa
zonas de congestion (flecha roja), necrosis (flectaul) e infiltracién de células

inflamatorias y bacterianas (flecha verde).



4.7 Rifidn

Dentro de las alteraciones histologicas rengl€siadro 7),

los trastornos

degenerativos mas frecuentes fueron moderada easgegeneracion hidrépica tubular
100 % (30/30), escasa a moderada necrosis tubQ@rod (30/30) y escasa a leve

necrosis glomerular 93.34 % (28/36jgura 6A). Ademas leve a moderada congestion

100 % (30/30), asi como escasa a moderada presEncientro melanomacréfagos 100

% (30/30) y leve a moderado

parénquimgFigura 6B).

infiltrado bacteriab@0 % (30/30) en todo el

Cuadro 7. Frecuencia de alteraciones histolégicasel Rifion segun tipo de

trastorno y su grado de afeccién en el Paichéifapaima gigas.

Normal
CIRCULATORIAS
Congestion 0/30
DEGENERATIVAS
Degeneracion 0/30
hidrépice
Necrosis tubular 0/30

Necrosis glomerular  2/30

BACTERIANAS
Infiltracién de
estructuras 0/30
bacteriane
OTROS

Centros

§ 0/30
melanomacrofagos

Escaso Leve Moderado Severo

3/30

0/30

5/30
24/30

0/30

4/30

15/30 12/30
0/30 19/30
16/30 9/30
4/30 0/30
23/30 7/30
13/30 13/30

0/30

11/30

0/30
0/30

0/30

0/30

Total

30/30

30/30

30/30
28/30

30/30

30/30

%

100

100

100
93.34

100

100



Figura 6A. Corte histolégico de rifion deA. gigas(Tincion H&E, 400x). Se observa
las zonzas de degeneracion hidropica (flecha rojg)necrosis (flecha azul).



Figura 6B. Corte histolégico de rifion deA. gigas(Tincion H&E, 100x). Se observa

los centros melanomacrofagos infiltrados en el panguima renal (flecha roja).



4 .8 Intestino

Dentro de las alteraciones histologicas en el fimes (Cuadro 8), los trastornos
degenerativos mas frecuentes fueron desprendim@mt@ mucosa intestinal 100 %
(30/30), variando desde escaso a moderada pres@aeimas se observd escaso a leve

hiperplasia de las células mucosas 50 % (15/30).

Cuadro 8. Frecuencia de alteraciones histolégicasel Intestino segun tipo de

trastorno y su grado de afeccién en el paiché\fapaima giga$.

Normal Escaso Leve Moderado Severo Total %
DEL
CRECIMIENTO
Hiperplasiade 105, 6130 g/30  0/30 0/30  15/30 50

células mucosas
DEGENERATIVAS

Desprendimiento de

. : 0/30 14/30 11/30 5/30 0/30 30/30 100
la mucosa intestin



V. DISCUSION

Estudios relacionados a las alteraciones histagitas en alevinos de paiche de
cultivo (Arapaima gigay no han sido descritos hasta el momento en el fixiste
escasa bibliografia que evidencie que esta espscgisceptible a diferentes agentes
infecciosos, siendo los parasitos monogéneos, aeb ael génerdrichodina sp e

Ichthyobodo sfos mas comunes.

A nivel de la piel se encontraron lesiones relaaias a un proceso inflamatorio leve
asociado a bacterias gram negativas, con un predestatorio y de regeneracion. Este
tipo de lesiones son similares a las encontradasMohamedet al (2008) en Tilapia
nilotica (Orechromis niloticuy infectadas naturalmente c@éeromonas hydrophily
Pseudomonas fluorescendestos hallazgos se atribuyen a la capacidad at#upcion
de enzimas extracelulares por parte de estas lasctiefecciosas, las cuales tienen

actividades hemoliticas y proteoliticas, siengmr&ado por Austin y Austin, (1987).



Tales enzimas producidas por las bacterias tienesfacto toxico, los cuales juegan
un papel importante en la causa de exudacion, tagia, degeneracion y necrosis de
los tejidos. Dicho efecto sobre las células epites conduce a la irritacion y la
posterior hiperplasia de las células de Malpighi lag células mucosas como
mecanismos de defensa contra los peligros de lamat Ademds, afecta el
revestimiento endotelial de los vasos sanguinetsusaneo, lo cual produce una
infiltracion de los globulos rojos y los leucoatbacia los tejidos circundantes, asi
como también las proteinas del plasma que causanagdongestion y hemorragia en
el sitio de la infeccion. (Mohamest al, 2008)

Aunque las aeromonas moviles reciben mucha notmtiedmo patégenos de peces,
es importante tener en cuenta que estas bacteriaari parte de la microflora intestinal
de los peces sanos (Trestal 1974). Por lo tanto, la presencia de estas bastqror si
mismo, no es indicativo de la enfermedad y, en emmsncia, el estrés se considera a
menudo un factor contribuyente en los brotes dersrddades causadas por estas
bacterias. Estos factores de estrés son comunnasatgiados con los parametros
ambientales vy fisiologicos los cuales son advepra el cultivo intensivo de peces.
Esto se refleja en el experimento realizado enebdgrcanall€talurus punctatuspor
Ventura y Grizzle (1988), quienes indujeron infenes sistémicas a través del raspado
de la piel, entre los bagres, antes de la exposi@ita bacteria. Estos investigadores
mostraron también qué. hydrophilainfecta érganos internos a través del tracto
digestivo o través de la piel no lesionada en adodés de hacinamiento (13,1 g de
pescado / L) y alta temperatura (24 ° C). Talegdcibnes no ocurren cuando se
llevaron a cabo en los bagres a una densidad (82 mescado / L) y una temperatura
(18 ° C) més baja.

Ademas de lo mencionado anteriormente, tambiénbsered en este estudio, un
incremento de las células melanéforas en degreidulay de distribucion difusa, de
manera moderada a severa. Ruane y Komen (2008Jaafigue la coloracién oscura de
la piel de los peces es inducida por hormonas ektoras de melandforos,
generalmente se considera un signo de salud defcpor estar asociado a mortalidad,
baja tasa de crecimiento e incremento de cortis@l esuero sanguineo como indicador

de estrés. Los especimenes muestreados, evidenoiatanosis, lo cual nos indica que



se encontraban en un estado de estrés severolepusible a causa de factores

ambientales o patogénicos.

Vegaet al (2011) en un experimento en truchas de arc@ngenté a un grupo de
individuos al virus de la necrosis pancreatica,ddacomo consecuencia que el 100%
de los peces manifestaron melanosis, concluyérgleséue inducida a causa del estrés

acumulado por la infeccion.

De los hallazgos encontrados en la piel en estediest se sugiere que fueron
causados por una bacteria perteneciente al gé&emmmona sp, debido a que a la
tincion gram se observaron bacterias negativass \idsiones fueron similares a las
mencionadas por otros autores, las cuales pobdbar sido exacerbadas por una
pobre calidad de agua del medio donde los alevenas criados , careciendo de un
sistema de recirculacion., siendo este un faatedipponente para generar un severo
estrés , lo cual conllevaria a una inmunosupresiéta susceptibilidad a posibles

infecciones bacterianas.

A nivel del musculo esquelético, en el total de peses, se observaron estructuras
parasitarias uninucleadas y en division, sugerefgeser merontes ddicrosporidium
sp, habiendo una leve reaccion inflamatoria en lifgréa, acompafados de trastornos
circulatorios, bacterianos y procesos degeneratemos los tejidos periféricos. La
confirmacion del génerblicrosporidium spse comprobd mediante la tincion gram, el
cual segun Noga (2000), presentan afinidad a llara@on gram positiva. Ferguson
(2006), sostiene que la mayoria de los microspxidon estadios inmaduros parecen
producir una leve a nula respuesta inflamatori@iyegalmente, son encontrados como

hallazgos incidentales en el trabajo de rutinardatica.

Segun Ventura y Grizzle (1988), las infeccionedésnicas poAeromona spse
caracterizan por necrosis difusa en varios 6rgamesnos y la presencia de centros
melanomacréfagos. Internamente, el higado y losndd son érganos diana de una
septicemia aguda. Estos 6rganos son aparentenmeantelas por toxinas bacterianas y

pierden su integridad estructural (Huiziregaal. 1979).

La presencia de microsporidios, aun en forma esaas®wderada, como de otros
patégenos, podria deberse a las condiciones deionamabiente, manejo, grado de

infestacion o inmunidad del hospedero (Gonzalesne#ia, 1998).



Sin embargo, Ferguson (2006), afirma también qdec@ones de muasculo con
Microsporidium sp.son responsables de muchas enfermedades sigudiante
econdmicas, debido a que, estos parasitos prodesiemes macroscépicas extensas y

visibles que reducen el valor de los peces.

Lesiones tales, como necrosis muscular y separag#&nas fibras musculares,
halladas en el musculo esquelético de los pecesglacionadas con a la presencia de
esporas ddlicrosporidium sp.se manifestaron en una forma leve a moderadauaung
pueden sugerir probablemente una relacion de lestases con deficiencias en niveles
de Vitamina E en la dieta. Lovedt al. (1984), describio lesiones como severa atrofia y
necrosis de las fibras musculares en el bagremd ¢atalurus punctatusalimentadas
con dietas de niveles bajos detocoferol. Murai y Andrews (1974), también
describieron cambios histologicos pronunciados anfibras musculares y distrofia
muscular en peces de la misma especie alimentanpbajos niveles de vitamina E,
ademas con la carencia de esta vitamina, en dietasltos niveles de &cidos grasos
poliinsaturados, llevan a cambios oxidativos en lgEdos (rancidez), si estan
almacenadas en altas temperaturas y expuestasgahoxatmosférico. No se puede
afirmar algunas de las posibles causas de las\Esiencontradas a nivel muscular en el
presente estudio, para ello es necesario realtrartipo de estudio como analisis del
alimento. Sin embargo, se podria descartar lesiasesiadas a rancidez de las grasas
debido a que no se encontraron ademas lesionesallesis a nivel epitelial del tubo
digestivo, lo cual podria sugerir que las lesiahesecrosis y atrofia muscular estarian

asociadas a deficiencia de vitamina E.

De todo lo anterior, se puede deducir que las nesicencontradas en el musculo
esquelético, se podrian deber al efecto de causdasmrelacionadas a una mala
calidad del agua, e infecciosas asociadas a agbatderianos Yy parasitarios. Todo
esto debido a que el agua usada en las tinas deedeno cuenta con un proceso de
recirculacion, lo cual genera acumulacion de deseatrganicos, favoreciendo un
aumento del estrés, el cual influye en el sistenmaunoldgico y la acumulacion de
bacterias, lo cual conlleva al animal a ser suddept infecciones bacterianas y

parasitarias.



No se descarta que las lesiones musculares obasreados peces de este estudios,
estén también asociadas a problemas nutricionddgsgdo a que en la actualidad no
existe comercialmente alimentos balanceados paradtadios juveniles del paiche,
siendo alimentados con dietas experimentales a tasdimentos de otras especies,
como ocurrié con los especimenes en estudios, Uak< fueron alimentos con una

dieta a base de truchina y zooplancton.

Entre las lesiones encontradas en las branquiaggbservaron en el total de
individuos un proceso regenerativo y circulatoroga (2000), afirma que la
hiperplasia e hipertrofia epitelial son las respageméas comunes ante el dafio branquial,
los que pueden llevar como consecuencia a fusidasdemelas y filamentos. Sostiene
gue las lesiones en branquias tienen un alto goed@specificidad, y pueden ser
originadas por diferentes causas tales como bastgyarasitos o una pobre calidad de

agua.

Las lesiones branquiales asociadas a infestacaresitarias varian segun el agente
causal, el huésped y la intensidad de la invasitithos parasitos, como los crustaceos
Ichthiophthirius multifilisy la gloquidia de los mejillones, son agentes prios pero
muchos otros invaden las lesiones cronicas prodietona irritacion por amoniaco o
por particulas en suspension (Kinkedinal, 1991)

Kinkelin et al, (1991) menciona que contaminantes quimicosamtds, como los
metales pesados y ciertos pesticidas en bajagetaciones u otras sustancias, como
el amoniaco o el dicloro difenil tricloroetano (DPTproducen una hiperplasia del
epitelio branquial que conduce a cambios de praliién durante largos periodos, los
cuales normalmente son imposibles de distinguilodecambios proliferativos que
produce la irritacion ejercida por los cuerposdasien suspensioén. Segun Noga (2000)
la intoxicacidon cronica con amonio se encuentraciada con una hiperplasia e

hipertrofia del epitelio branquial.

En el presente estudio, a nivel de las branquiassen encontraron parasitos, ni

indicios de agentes bacterianos, por lo que lasrles son sugerentes de ser producidas



por una pobre calidad de agua. Esto puede sercaspli debido a posibles fallas en el
manejo de limpieza de las tinas, lo cual se veeaemgulo por la falta de un sistema de

recirculacion.

Los hallazgos a nivel hepético, estuvieron releaitms a procesos degenerativos,
inflamatorios y circulatorios en la totalidad ds lespecimenes, asi como la presencia
de bacterias gram negativas en algunos. Huizatga (1979), nos menciona que el
higado y el riflon son los principales érganos demana infeccion pokeromonas sp
Segun Noga (2000), en septicemias causadadgromona spse observa necrosis del
tejido renal, asi como la presencia de melanidg@aofucsina por la ruptura de los
centros melanomacrofagos. De los hallazgos enawograse sugiere que las lesiones
fueron asociadas a un proceso infeccioso de otigeteriano asociado A&eromonas

sp., corroborada por el tipo de lesiones y las ¢ar@sticas de las bacterias encontradas.

Los hallazgos a nivel renal, fueron en su mayeastérnos degenerativos, de forma
leve a moderada, observados en casi la totalidaldsdespecimenes, y evidencia de
bacterias gram negativas en algunos. Segun Hibiyal (1982) la degeneracion
hidropica antecede a la presentacion de la degdderahialina y la excesiva
acumulacion hialina podria conllevar a la necralgk epitelio, evidenciandose por la

vacuolizacién del citoplasma y la picnosis.

Se ha publicado mucho sobre los cambios patologindes tubulos renales de los
peces, donde se menciona que algunas bacteriagdgitpa pueden tener un efecto
patolégico directo en el tubulo renal, asi misn@ekposicion a metales pesados o
productos quimicos agricolas también puede aféeatactamente el tibulo mediante la
promocién de anomalias metabdlicas. (Hibégaal 1982). Segun Ferguson (2006), la
necrosis inducida por el hexaclorobutadieno (HCBDYyoldfish, provoca degeneracion

hidropica (principalmente en el segmento 2,3 dalil@i proximal).

En la totalidad de los riflones se observarondosras melanomacrofagos, ubicados
proximos y dentro de las células degeneradas ysadas. Estas lesiones pueden estar
relacionadas a la presencia de algun proceso in&xcya que los melanomacrofagos
son células de la respuesta inmunoldgica caratitessde los teledsteos, las cuales

aumentan en numero y medida y se tornan mas oseurgzocesos de infeccion



(Ferguson, 2006).Sin embargo, es posible tambiére @@ aumento de

melanomacréfagos sea debido a la calidad del &giag y Roberts, 2003).

Verjan (2002), reporté en un estudio histopatoldgen un “paco” Pyaractus
brachypomus como una alteracion prevalente, el incremento akntros

melanomacrofagos en el rifién (75.8%) en 263 ansnmalgestreados.

Del trabajo realizado en el presente estudio, seaque las lesiones encontradas
en el rifidn, se deben al efecto de causas mix&siionadas a una mala calidad del
agua. E infecciosas asociadas a bacterias, debiie &l agua usada en las tinas de
alevines no tenia un proceso de recirculacion,quando la acumulacion de desechos

organicos Yy favoreciendo el crecimiento bacteriano

En las lesiones encontradas en el intestino, s#em®sid una leve a moderada
hiperplasia del epitelio, estas lesiones puedesmiucidas por un periodo de ayuno
prolongado o una situacion de estrés, generandas®ics en la permeabilidad
intestinal, este cambio causa un dafio a la muausatinal. (Farhadet al, 2003;
Lambert, 2009). Asi mismo la hiperplasia de losstitos y células mucosas pueden
ser consecuencia de la presencia constante deitpsréa la mucosa (Jubét al,
2007). En este estudio, la hiperplasia de los editess podria ser explicado debido a

que los peces tuvieron una situacion de stresarmmala calidad de agua.



VI. CONCLUSIONES

1. La lesiones encontradas en los diferentes tejidesalkvinos de paiche

(Arapaima gigay estan relacionadas a la mala calidad del agua.

2. Se determinaron lesiones asociadas a causas iogdasade tipo bacteriano y
parasitario. Siendo las bacterias gram negatighscamo los merontes de

Microsporidium sp los més frecuentemente determinados en divéggdss.

3. Se determinaron lesiones asociadas a causas reio¥as, relacionadas a una
degeneracion a nivel muscular, sugerentes de sggadas por un déficit

nutricional.



VIl. RECOMENDACIONES

1. Los centros de crianza de paiche deberian contasistemas de monitoreo que
incluyan una evaluacion histoldgica periddica qaempta identificar diferentes
agentes infecciosos y detectarlos en forma temprpasa asi evitar un

incremento de la infeccion y posibles pérdidasrportalidad.

2. Realizar estudios que permitan ver la asociaciorladelesiones de tipo no

infeccioso con la calidad el agua.

3. Realizar estudios nutricionales, que generen alinsesdecuados para la crianza

intensiva del paiche, en sus diferentes etapasskemlio.
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IX. APENDICE
ANEXO 1: Procesamiento de las muestras.

A. Fijacion de muestras

Inmediatamente de obtenidas las muestras se pevocadi fijar cada una de ellas en
formalina tamponada al 10% para conservar la dsnaienorfolégica y quimica de las

células y tejidos que permite realizar posteriort@éos procedimientos de coloracion

B. Deshidratacion

Se realiza con el objetivo de eliminar el aguaaingr extracelular para lo cual
debemos deshidratarlos sumergiéndolos en liquiddsdieps, avidos de agua. Se

utilizaron alcoholes de distinta concentracién

- Alcohol etilico al 70 por 100 1 hora
- Alcohol etilico al 80 por 100 1 hora
- Alcohol etilico al 95 por 100 1 hora
- Alcohol etilico al 100 por 100 1 hora
- Alcohol etilico al 100 por 100 1 hora
- Alcohol etilico al 100 por 100 1 hora



C. Aclaracion

Este procedimiento permite que el alcohol de Igislde sea reemplazado por un
liquido que disuelva la parafina con la cual eidtejva a ser impregnado vy, tiene la
propiedad de volver trasparente a las muestraa,ghiarse utilizé el xileno continuando

con el siguiente proceso:

- Xileno 1 1 hora
- Xileno 2 1 hora

- Xileno 3 1 hora

D. Inclusién

Este proceso comprende la impregnacion de las mgesbn un medio que llene
todas las cavidades naturales, espacios e intesstitsulares y aun los espacios
intracelulares y, que proporcione la consisteniciad, necesaria para hacer los cortes
bastantes delgados sin provocar distorsion, otnaaje mas es la maniobra de
encerrarlos en un bloque de parafina permitiendmejaa y fijar la muestra al
micrétomo sin dafar la muestra, siendo el métoda garafina el mas simple y el méas

comun que se utilizé para lograr el objetivo sigdie el siguiente proceso:

- Parafina liquida | 1 hora

- Parafina liquida Il 2 horas

Posteriormente cada una de las muestras se catoearel centro de un molde con

parafina liquida, se dej6 reposar en el medio amibasta que se solidifique.

E. Corte de la muestra



Para el corte de las muestras se utilizd el mianétae deslizamiento verificando
gue el micr6tomo este ajustado para el grosor e 56um, se colocé el bloque de

parafina conteniendo la muestra y se comenzé & con impulsos regulares.

Luego se tomaron las lAminas de parafina cortaolaglcmicrotomo conteniendo las
muestras y se hizo flotar en un recipiente de agieanperatura ambiente para quitar el
excedente de parafina, se introdujo al recipiente laminilla, se coloco la muestra en
ella y se levantd suavemente con un movimientooumié y al tocar el borde de la
muestra, esa se adhiri6 a ella y, se dej6 es¢afaminilla con la muestra impregnada a

un angulo de 60 grados aproximadamente duranta dio&o minutos.

F. Secado de los cortes

Una vez los cortes de las muestras se colocarama&mestufa a temperaturas de 37
°C a 40 °C durante toda la noche. El secado pempieedesaparezca toda huella de

agua entre el corte y el portaobjetos.

G. Tincién de cortes

Se utilizé la tincibn mas utilizada en histologiaeges de Hematoxilina - Eosina
(H&E) que son colorantes de contraste. La hemamaxilque permite observar las
estructuras fisicas del nucleo, y la eosina, quenipe distinguir los detalles del

citoplasma de las células.

En primer lugar los cortes se sumergieron en ehgribafio de xileno durante tres
minutos. Se pasaron el segundo bafio de xileno @erndnutos, se dejé escurrir el
exceso de solucion inclinando el soporte y dejandwi contacto con el borde del
recipiente. Luego se llevd al primer bafio de altadtdico absoluto durante dos
minutos. Posteriormente se sumergieron a un baicdaol etilico de 95° durante dos

minutos.

Sucesivamente se sumergieron en alcohol de 70ummra dos minutos. Una vez
realizados los bafios con alcohol se procedié ataidfos cortes sumergiéndolos en un
frasco con agua destilada por uno a dos minutosgd.ge realizo la tincion durante 5
minutos con hematoxilina. Sucesivamente se aclandegyiendo la preparacion tres

veces en alcohol 4cido al 1 por 100. Para finalnenjuagar en agua.



Se colocaron las muestras en carbonato de litio @r 100 por 30 segundos para

azular.
Se enjuagb con agua.
Se procedio a tefiir con Eosina durante 30 segundos.
Se enjuago rapidamente con alcohol al 80 por 100
Se lavé con agua por 30 segundos.

Se procedioé a deshidratar en tres bafios sucestvascdhol etilico absoluto de 20

segundos cada uno.
Se paso por tres bafios de xileno de 15 segundasicad

Finalmente se procedié a montar la preparacionbésamo de Canada y se coloco

una lamina cubreobjetos para conservacion de Iatmaug una mejor observacion.



