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RESUMEN GENERAL

Los peces del género Oreochromis constituyen la segunda produccién mas importante de peces
de agua dulce a nivel mundial, para garantizar la eficiencia de esta produccion es necesario
disponer de herramientas de diagnéstico que permitan evaluar su estado de salud en condiciones
de cultivo. En el presente estudio se propone valorar en Oreochromis aureus (tilapia), el efecto de
estresores bioldgicos, ambientales y fisicos sobre los parametros hematologicos y las proteinas de
estrés, con el fin de emplearlos como bioindicadores de estrés, también se compara el estado
fisiologico de O. aureus on otras especies e hibridos del género. Para ello se determinaron los
indices de referencia para la hemoglobina, hematocrito, eritrocitos y constantes corpusculares de
O. aureus y se identificaron seis tipos de células en sangre periférica: eritrocitos, trombocitos,
monocitos, neutrdfilos, linfocitos maduros y jovenes. Los estresores bioldgicos Corynebacterium
sp. y Aeromonas hydrophila provocan disminucion de la Hemoglobina, Hemoglobina Corpuscular
Media (HCM), la Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), el Volumen
Corpuscular Medio (VCM) y el conteo de eritrocitos y se observd ademas poiquilocitosis. Se
determind que para ambos patégenos los peces mostraron neutrofilia, aumento de los linfocitos
jovenes y disminucion de linfocitos maduros; en ambos casos O. aureus presentd anemia
microcitica hipocrdmica. El anestésico MS 222 provoca incremento del hematécrito a las 2h post-
anestesia que luego disminuye a las 24 horas. El anestésico benzocaina provocd linfocitopenia y
neutrofilia a partir de las 2 horas post-anestesia, pero alcanza valores semejantes al control a las
24 horas. El nitrito en concentraciones de 30 mg/L provoca disminucion del hematocrito, la
hemoglobina, el VCM y la HCM; mientras que la CHCM aumenta. En O. aureus expuestas a
concentraciones subletales de plomo se observd disminucion del contenido de hemoglobina, el
numero de eritrocitos y la CHCM, poiquilocitosis y fragmentacion de eritrocitos; se observo
ademas aumento de linfocitos jovenes y neutréfilos, asi como disminucion de linfocitos maduros y
trombocitopenia. El empleo de altas dosis de verde malaquita provocd, aumento del hematdcrito,
asi como disminucion de la CHCM. En el conteo diferencial de células blancas se hallé aumento
significativo del porcentaje de neutrdfilos. Oreochromis aureus expuestas a Triclorfon presentaron
neutrdfilia, disminucion de los linfocitos maduros y trombocitopenia. La respuesta de la expresion
de las proteinas de estrés Hsp 70 en tilapia O. aureus sometida a estrés fisico, aparece a las 2

horas con un aumento de estas proteinas en higado mientras que la respuesta de los indicadores



hematoldgicos comienzan a las 24 horas. En la comparacion interespecies de tilapia se observo
diferencias significativas entre los parametros hematologicos de las 3 especies estudiadas. O.
hornorum present6 valores menores de todos los indicadores analizados con respecto a O. aureus
con excepcion de la HCM, que fue similar en ambas especies, al compararla con O. niloticus se
encontré que los valores de Hb fueron semejantes, con mayor VCM y valores mas bajos de HCM
y CHCM. El hibrido O. aureus x O. niloticus presentdé mayor valor del Ne y Hb que el parental O.
niloticus, pero menor que O. aureus, mientras que el VCM fue menor que para O. niloticus pero
mayor que en O. aureus. Los valores de HCM y CHCM no difirieron de forma significativa para O.
niloticus y el hibrido O. aureus x O. niloticus, mientras O. aureus present6 los mayores valores de
estos dos indicadores.

Con estos resultados podemos enriquecer la investigacion aplicada y basica, y contribuir a las
necesidades practicas del cultivo con una herramienta que ayude a determinar el estado
fisiolégico Optimo en los peces y con ello mitigar las pérdidas econdémicas por enfermedades o

cambios ambientales.

Palabras claves: Estrés, parametros hematoldgicos, Oreochromis aureus, proteinas de estrés



ABSTRACT

Tilapia, several species and their hybrids of Oreochromis, are the second most important group of
farm raised fish in the world, reason why it is necessary to have diagnosis tools to evaluate its
health state in culture conditions. Since haematological variables can be used to asses the health
state in cultured fishes, a haematological characterization of clinically healthy Oreochromis aureus
was done to established the references indices of this species. Fish were subjected to different
stressed conditions (biological, environmental and physical stressors). The reference indices for
the haemoglobin, haematocrit, and red blood cell count and erythrocytes indexes were determined.
Six types of cells in peripheral blood were identified: mature and young erythrocytes,
thrombocytes, monocytes, neutrophil and lymphocytes. The biological stressors Corynebacterium
sp. and Aeromonas hydrophila caused decrease of the haemoglobin, Mean Corpuscular
Haemoglobin (MCH), Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration (MCHC), Mean Corpuscular
Volume (MCV) and Red Blood Cell Count (RBCC) and poikilocytosis. It was observed that for both
pathogens the fish showed neutrophilia, increase of the young lymphocytes and reduction of
mature lymphocytes. Anesthetic MS 222 caused haematocrit increase and MCHC diminution after
2h post-anesthesia and to the 24 hours was observed haematocrit diminution. Anesthetic
benzocaine caused in O. aureus, lymphocytopenia and neutrophilia. A decrease of the
haemoglobin, erythrocyte counts and haematocrit was observed in fish with nitrite intoxication, but
48h the haematocrit and MCV increased significantly. In O. aureus exposed to sublethal lead
concentrations was observed haemoglobin, RBCC and MCHC diminution; in the white cells it was
observed young lymphocytes and neutrophil increase, as well as mature lymphocytes diminution
and thrombocytopenia. The use of high doses of green malachite caused, haematocrit increase,
as well as MCHC, was observed neutrophilia. Oreochromis aureus exposed to Trichlorphon

presented neutrophilia, mature lymphocytes diminution and thrombocytopenia. The stress proteins



Hsp 70 expression response in O. aureus under physical stress, appears at 2 hours with an
increase of these proteins in liver and hematologicals indicators response begin at 24 hours. In the
comparison of O. aureus with other tilapia species, the values of the haematological indexes
analyzed were significantly different when the three Oreochromis species were analyzed. Hybrid O.
aureus x O.niloticus showed higher erythrocyte and haemoglobin concentration than the parental
O. niloticus but lower concentration than O. aureus, while the average corpuscle value was lower
than that of the O. niloticus and higher than that of O. aureus. The values of the mean corpuscular
haemoglobin and mean corpuscular haemoglobin concentration were not significantly different for
O. niloticus and hybrid O. aureus x O. niloticus, while O. aureus exhibited the highest values in

these two indexes.

With these results we can enrich the applied investigation and basic, and contribute to the practical
necessities of the culture with a tool that helps to determine the optimal physiological state in the

fish and with it to mitigate the economic losses by diseases or environmental changes.

Key words: haematological variables, Oreochromis aureus, stress protein, stress.
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GLOSARIO DE TERMINOS Y DEFINICIONES

Amitosis : Divisibn  celular directa  por
estrangulacion sencilla del nucleo, sin cariocinesis:
la amitosis es una forma atipica de mitosis

Anemia hemolitica: Aquella que presenta un
conjunto de trastornos que provocan la destruccion
eritrocitaria mediante mecanismos muy diversos. La
hemdlisis puede ser intravascular, cuando los
hematies se lisan en la circulacion y su contenido se
libera directamente al plasma, o extravascular, mas
frecuente, cuando los hematies son lisados por los
macrofagos del higado o del bazo.

Anemia microcitica hipocrémica: Anemia que se
caracteriza por la presencia de eritrocitos
anormalmente pequefios. La anemia esta descrita
en un sistema de clasificacion, en funcién del
contenido de hemoglobina de los eritrocitos
(normocrémica o hipocrédmica) y en funcion de las
diferencias de tamafio de éstos (macrocitica,
normocitica o microcitica).

Anemia: Trastorno que se caracteriza por la
disminucién de la concentracién de hemoglobina
por debajo de unos limites que se consideran
normales.

Anorexia: Falta de apetito que origina una negativa
del sujeto a tomar alimentos. Las causas son
numerosas y variadas (todos los factores que
pueden interferir en los mecanismos reguladores del

hambre o del apetito pueden provocarla) y aparece

en enfermedades que afectan a 6rganos y aparatos

diversos

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular
Media: Es la concentracion de hemoglobina

comparado con el hematocrito.

Epizodtico: Sinonimo de epidemia, aplicado a

enfermedades animales

Eritroblastos: formas jévenes recién salidas de los
drganos hematopoyeticos. Se debe a anemias,
hemorragias, o hemdlisis (rotura de hematies) por

diversas causas.

Eritrocitosis: Aumento patoldgico del nimero de
hematies circulantes

Esplenomegalia:Aumento anormal del tamafio del
bazo

Esquitocitos: Aparece cuando los hematies son de
diferentes formas (bastones, media luna, en forma
de casco, con espinas, efc...). Se suele deber a
enfermedades que atacan los hematies como la
anemia hemolitica

Exoftalmia Situacién saliente anormal del globo
ocular

Foérmula de leucocitos o leucocitaria: Mide el
porcentaje presente de cada tipo de leucocitos en el
total de globulos blancos. Al ser un porcentaje al

aumentar un grupo de leucocitos disminuye otro,



aunque en ocasiones solo existe un aumento o
disminucion de un tipo concreto.
Hemoconcentracion Aumento de la concentracidn
de la sangre por disminucion de su contenido
liquido.

Hemoglobina Corpuscular Media: Contenido
promedio de la hemoglobina en cada eritrocito
(Hemoglobina/nimero de hematies). Su valor
normal se expresa en picogramos

Leucopenia : Disminucién de la cifra de leucocitos
en la sangre periférica.

Linfocitosis: elevacion del numero de linfocitos en
la sangre periférica

Linfopenia Disminucion del numero de linfocitos en

la sangre periférica

Neutrofilia:Un aumento del numero de leucocitos
neutrdfilos en la sangre periférica
Neutropenia disminucion del numero de leucocitos

neutréfilos en la sangre periférica

Poiquilocitosis Grado anormal de variacion en la

forma de los eritrocitos sanguineos.

Trombocitopenia: Situacién hematologica anormal

en la que el numero de trombocitos esta disminuido

Volumen Corpuscular Medio: Es una forma de
expresar el tamafio de los eritrocitos, se expresa en

femtolitros por hematie.
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1. INTRODUCCION

La produccion mundial de tilapia, sobrepasa el millon de toneladas métricas, por lo que constituye
la segunda mas importante produccién de peces de agua dulce, después de las carpas (FAO,
2004). Esta especie se caracteriza por su facil reproduccion en condiciones de cautiverio, por su
tolerancia a cambios ambientales, por su rapido crecimiento, resistencia a las enfermedades y por

la calidad y sabor de su carne.

Debido a la creciente demanda de este producto alimenticio, con el fin de incrementar las
ganancias, muchos productores de tilapia han adoptado sistemas intensivos de cultivo. En estos
sistemas se desarrollan estrésores que pueden comprometer el crecimiento y salud de los
animales y predisponerlos a las enfermedades, por lo que el estrés es un problema para las

practicas actuales de la acuicultura ( Subashinge y col. 1996)

Una de las formas que se han adoptado en los Ultimos afios para medir el efecto del estrés, son
los bioindicadores que no son mas que indicadores puntuales y selectos de estrés en todos los
niveles de organizacion bioldgica y pueden evaluar y predecir los efectos de las modificaciones
ambientales antes de que el dafio sea irreversible. Estas alteraciones inducen cambios
estructurales y funcionales que se manifiestan en forma de lesiones al nivel de tejidos, trastornos

en la regulacion hormonal, en la osmoregulacién y en la respuesta inmune ( Romano 1998)

La intensidad del estrés no puede ser medida, sin embargo, las respuestas al estimulo pueden ser
determinadas cuantitativamente y estas mediciones abarcan los cambios en el comportamiento
individual, la respuesta fisioldgica primaria, secundaria y terciaria, y la respuesta celular como

indicadores de estrés y estos han sido estudiados en diferentes especies de peces.



Multiples factores influyen en la respuesta y aunque el grado de la misma puede ser interpretado
como indicador de la magnitud del estrés, las respuestas en sus diferentes niveles dependen
mucho de la capacidad de cada individuo o de una especie en particular.

Dentro de los indicadores de respuesta secundaria se encuentran los parametros hematoldgicos,
que han sido empleados en peces para medir su estado fisioldgico y son utilizados con frecuencia
para valorar la efectividad del control de enfermedades infecciosas, desbalances nutricionales,
efectos toxicos, condiciones andxicas, y otros estresores bioldgicos, fisicos 0 ambientales que se
presentan durante los cultivos (Hrubec y col. , 2000 Aydin y col. , 2000).

Existen investigaciones sobre la respuesta fisiologica al estrés en peces, pero basados
fundamentalmente en la determinacion de un indicador de respuesta primaria, el cortisol y un
indicador clésico de la respuesta secundaria, la glucosa (Vijayan y col 1994, Barton 2002, Barton y
col. 2002, lwama y col. 2004). Los parametros hematologicos, como indicadores de la respuesta al
estrés en peces, han sido menos estudiados a pesar de que pueden ser validados y empleados en
condiciones de campo, lo que puede ser una herramienta Util para el manejo de salud de las
poblaciones de cultivo (Morgan e lwama, 1997).

La respuesta generalizada al estrés a nivel celular, es caracterizada por una familia de proteinas
que han sido nombradas proteinas de choque térmico o proteinas de estrés (Heat shocks proteins
Hsps-- por sus siglas en inglés), son proteinas celulares altamente conservadas y han sido
identificadas en todos los organismos( Feder y Hopffman,1999) y tambien en peces ( lwama y col.
1998). La posible funcion de las Hsps en varios aspectos de la fisiologia de los peces ha sido
revisada por Basu y col. 2002. La méas estudiada de estas proteinas es la Hsp70 y la misma ha
sido identificada en la tilapia (Vijayan y col. 1997)

Al establecer en Oreochromis aureus (tilapia), los indicadores hematolégicos de estrés y la posible

relacion entre éstos, economicos y de facil determinacion en condiciones de campo, con



indicadores celulares de estrés, mas confiables y reproducibles, permitira evaluar a niveles
subclinicos el impacto de los cambios originados por efecto del estrés sobre los peces sometidos
a cultivo y pondremos a disposicion de los acuicultores de tilapia una herramienta econdmica, util
y eficaz para conocer el estado de salud de las poblaciones en cultivo y realizar las operaciones

de manejo sanitario del cultivo de forma segura.



2. ANTECEDENTES.

2.1 Ubicacién taxonémica
Oreochromis aureus Steindachner (1864)
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Actinopterygii; Neopterygii;
Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei; Acanthomorpha;  Acanthopterygii;  Percomorpha;
Perciformes; Labroidei: Cichlidae; Oreochromis

Nombre comun: Tilapia aurea, Tilapia azul.

2.2 Caracteristicas bioldgicas de la especie.
La tilapia es un pez teledsteo originario de Africa, habita la mayor parte de las regiones tropicales
del mundo, donde las condiciones son favorables para su reproduccion y crecimiento. Posee un
tamafio maximo reportado de 45.7 centimetros de largo total (IGFA, 2001); y un peso de 2,010 g.
Habita en ambientes bentopeldgicos, de agua dulce y salobre; a un rango de profundidad
promedio de 5 m.
Posee un total de 14-17 espinas dorsales; de 12-15 rayos dorsales; 3-3 espinas anales; 9-11
rayos anales y 28-31 vértebras. Posee opérculos en 2-3 series horizontales. La papila genital del
macho maduro es conica o con la pestafia bifida estrecha. Los machos maduros asumen un
intenso azul metalico luminoso en la cabeza, un color bermellon en la aleta dorsal y un color rosa
mas intenso en la zona caudal. Las hembras maduras toman un color mas palido en las aletas
dorsales y en la zona caudal adquieren un color anaranjado.
Habita en clima subtropical, en rangos de temperaturas que van de 8° a 30°C (Trewavas, 1983).

Se reproduce en el agua dulce y salobre ( Page y Burr, 1991). Se alimenta de fitoplancton y de



pequefias cantidades de zooplancton. Los juveniles tienen una dieta mas variada que incluye

cantidades grandes de copépodos y cladéceros (de Moor y Bruton, 1988).

2.3 Historia de la dispersion geografica del género Oreochromis
Las tilapias fueron introducidas en América desde su origen africano, a lo largo de los trépicos por
gerentes de las pesquerias, después de la Segunda Guerra Mundial. En muchos casos, se
importaron principalmente para controlar plagas acuéticas y mosquitos y sélo secundariamente
como alimento de consumo humano. Los aspectos genéticos y sus posibles problemas no fueron
considerados debido al pobre desarrollo de la acuacultura en esos momentos. Sin embargo en la
actualidad, la pureza genética y el deterioro de las poblaciones de tilapia se han convertido en una

gran preocupacion tanto para los productores como para los investigadores (Pullin 1988).

Oreochromis mossambicus fue la primera especie en ser ampliamente distribuida, pero no
controlo las plagas acuéticas adecuadamente. En muchos paises, era ignorada como especie de
consumo debido a su cabeza grande, color oscuro, pobre porcentaje de carne, lento crecimiento
asi como por la tendencia a reproducirse en pequefas tallas. Como resultado, la mayoria de las
poblaciones de O. mossambicus no fueron manejadas adecuadamente, escaparon al medio

salvaje y se deterioraron (Castillo, 2003).

A partir de 1980, se considerd que O. mossambicus se habia adaptado al medio natural de las
areas tropicales y se pensaba que habia impactado algunos ecosistemas acuaticos nativos
(Randall 1987), particularmente en el Pacifico tropical (Lobel 1980). Sin embargo, O.
mossambicus contribuy6 positivamente a la nutricién humana en Sri Lanka (Desilva y Senaratne

1988) e Indonesia (Costa-Pierce y col. 1988). Es la unica especie de tilapia disponible en algunos



estados de E.E.U.U. y como especie exdtica ha provocado experiencias negativas en su

introduccién y dispersion.

El deterioro de la especie y el rechazo por los consumidores condujeron a un cambio a nivel
mundial y se comenzo la introduccion con fines de cultivo de O. niloticus (Pullin 1988). Aunque
esta especie es ahora cultivada en muchos paises y algunos acuacultores hicieron un buen
manejo de la misma, es probable que una situacién similar referida a los aspectos genéticos,
también exista para O. niloticus. Los problemas genéticos existen porque las poblaciones
originales se importaron del medio natural de Africa (Eknath y col. 1991; Pullin y col. 1991; Pullin

1988).
2.4 Importancia econémica y Produccién mundial

La produccién mundial acuicola de la tilapia se duplico entre 1986 y 1992 y en la actualidad es
superada solo por las carpas chinas y los salménidos. En 1995, China fue el primer pais productor
de tilapia en el mundo, con 160.000 toneladas métricas por afio, seguido de Filipinas con 63.000
Tm , en la actualidad se le conoce como uno de los peces mas importantes en los paises
latinoamericanos (Costa-Pierce 1997). Por lo menos 75 paises producen tilapia, y la Republica
Popular China es el mayor productor (Engle 1997a).

La produccion acuicola de tilapia y otros ciclidos ha tenido un aumento espectacular, totalizo
aproximadamente 1 265 800 toneladas en el afio 2000. EI comercio internacional, aunque es
limitado, esta creciendo, sobre todo entre los productores centroamericanos (Costa Rica, Ecuador
y Colombia) y los Estados Unidos; asi como entre los productores asiaticos (Taiwan Provincia de
China, Indonesia y Tailandia) y los Estados Unidos y el Jap6n. También hay un comercio mas

modesto entre Jamaica y el Reino Unido ( Helga, 2004).



El mayor exportador, Taiwan provincia de China, suministra al Japon filetes de tilapia de alta
calidad para su mercado de sashimi, asi como tilapia congelada al mercado de los Estados Unidos
(40 000 toneladas en 2001). Taiwan Provincia de China exporta aproximadamente el 70 por ciento
de la produccion interna de tilapia. Tailandia e Indonesia exportan menos de 5 por ciento de su
produccion. Viet Nam ha entrado recientemente en el mercado internacional de la tilapia, y China
export6 12 500 toneladas a los Estados Unidos en 2001. Ahora también Zimbabwe produce filetes
frescos y congelados para el mercado de la Union Europea( Helga, 2004).

En los Estados Unidos, la tilapia es ahora en peso, el tercer producto de la acuicultura mas
importado (56 000 toneladas en 2001), después del camardn y el salmoén. Las importaciones en
los Estados Unidos han crecido rapidamente y se prevé que seguirdn haciéndolo en el futuro. Es
probable que los precios de la tilapia bajen a largo plazo, lo que haria aumentar las exportaciones
a los Estados Unidos, asi como a Europa, que es todavia un mercado subdesarrollado para la
especie (Castillo, 2003).

2.5 Produccion en Latinoamérica y Cuba.

El cultivo de tilapias y su consumo ha ido creciendo aceleradamente en los paises
latinoamericanos, en los Estados Unidos su carne es muy apreciada en todas las presentaciones,
pero especialmente en forma de filete.

En paises latinoamericanos los esquemas de produccién se llevan a cabo bajo el sistema
intensivo. En Costa Rica, la tilapia ocupa los primeros lugares en el rengldn de las exportaciones,
de igual forma en paises centroamericanos como Honduras, este cultivo se acrecienta cada dia
mas. En el afio 2000, México fue el mayor productor de tilapia de latinoamérica, con 102,000 TM
(Fitzsimmons 2001), sin embargo los volimenes de producciéon de tilapia en México han

disminuido.



La produccién de tilapia en paises como Colombia, Ecuador, Peru, Brasil y Venezuela, se hace en
modelos de produccién que van desde extensivo hasta intensivos, pasando por la modalidad de
semiintensivo.

En Per0 y Venezuela se sostiene una fuerte polémica con respecto al impacto ecoldgico que la
especie pueda tener en el ecosistema acuatico de esos paises, se conoce que en la zona de
Tumbes existen proyectos que estan produciendo la tilapia roja para el mercado de los Estados
Unidos(Castillo, 2003).

En el Ecuador la industria de la tilapia toma mayor importancia dia a dia, la crisis en la produccion
del camardn, obligaron a estos tradicionales camaroneros a buscar alternativas que les
permitieran recuperar la rentabilidad, que ya no les permitia obtener la industria del
crustaceo(Castillo, 2003)..

El verdadero auge de la produccion de tilapia en estos paises se generd a partir de los afios 80’s
con el ingreso de la tilapia roja (Oreochromis sp.), con ella se iniciaron las empresas que producen
con criterios de exportacién, con tecnologias de alta densidad y generando un valor agregado al
producto primario, es asi como se inicidé uno de los renglones mas productivos en las economias
primarias de los paises latinoamericanos. (Castillo, 2003).

Cuba fue el tercer productor de tilapia en Latinoamérica en el afio 2002, el destino principal de
esta produccion es el mercado interno. Sin embargo los niveles de produccion han bajado, por lo
que se ha propuesto un plan de desarrollo para los afios 2005 al 2008 (Tabla1) que contempla un

incremento anual de la produccion de semillas ( MIP, 2003).



Tabla 1: Perspectivas de crecimiento de la produccién de tilapia en Cuba hasta el afio 2008.

2004 2005* 2006* 2007* 2008*
Captura total (Ton)
Alevines de Tilapia (MM) 3.2 35 4.2 4.6 5.2
Tilapia 46 42 65 44 45

Esta estrategia de desarrollo pretende también incrementar el nivel de captura en el cultivo
extensivo a partir de un manejo sostenible que tiene como principal objetivo la implementacién la
veda de la tilapia, todas estas acciones contribuiran en el mediano y largo plazo a incrementar las

ventas en el mercado interno y postriormente las exportaciones( MIP, 2003).
2.6 Manejo de la tilapia como especie de cultivo

Es un pez de buen sabor y rapido crecimiento, se puede cultivar en estanques y en jaulas, soporta
altas densidades, resiste condiciones ambientales adversas, tolera bajas concentraciones de
oxigeno, es capaz de utilizar la productividad primaria de los estanques y puede ser manipulado

genéticamente.

Actualmente se cultivan con éxito unas diez especies. Como grupo las tilapias representan uno de
los peces mas ampliamente producidos en el mundo. Las especies mas cultivadas son
Oreochromis aureus, Oreochromis niloticus, Oreochromis mossambicus, asi como varios hibridos
de éstas especies. La menos deseable es Oreochromis mossambicus; tanto Oreochromis aureus
como Oreochromis niloticus, crecen mas rapido y alcanzan mayor tamafio que Oreochromis

mossambicus aunque requieren mayor tamafio para su reproduccion (Alamilla, 2004)



2.7 Habitat
Son especies aptas para el cultivo en zonas tropicales y subtropicales. Debido a su naturaleza
hibrida, se adapta con gran facilidad a ambientes de aguas poco estancadas, estanques, lagunas,
reservorios y en general a medios confinados (Nicovita, 2003).

2.8 Condiciones medioambientales optimas y efecto de su variacion para el cultivo.
Oxigeno: La tilapia es capaz de sobrevivir a niveles bajos de oxigeno disuelto (1,0 mg/L), pero
para mantener un cultivo exitoso de tilapia, los valores de oxigeno disuelto deberian estar por
encima de los 4mg/L, ya que valores menores, reducen el crecimiento e incrementan la
mortalidad. La exposicion prolongada a bajos niveles de oxigeno, disminuye la tasa de
crecimiento, aumenta la conversion alimenticia (relacion alimento consumido/aumento de peso),
provoca inapetencia y letargia, causa enfermedad a nivel de branquias, produce inmunosupresion
aumentando la susceptibilidad a enfermedades y disminuye la capacidad reproductiva (Nicovita,

2003, Alamilla, 2004).

Temperatura: El rango normal de temperatura para Oreochromis aureus es de 18 a 32 °C, sin
embargo para obtener el 6ptimo crecimiento, la tilapia debe cultivarse en el rango de 26 a 30C°.
Los cambios de temperatura afectan directamente la tasa metabolica, mientras mayor sea la
temperatura, mayor tasa metabdlica y por ende, mayor consumo de oxigeno. Las temperaturas
letales en cultivo, se ubican entre los 10-11 °C. Su alimentacion cesa por debajo de los 16-17°C y
las enfermedades o muertes se producen cuando se las maneja por debajo de los 16-17°C. La
reproduccion se inhibe cuando las temperaturas se sitian por debajo de los 20°C. Para su
crecimiento, se necesita entre 29 y 31°C; cuando los peces son alimentados a saciedad, el
crecimiento se manifiesta 3 veces superior que a los 20- 22°C. Cuando la temperatura excede los

37-38°C se producen problemas por estrés. (Nicovita, 2003, Alamilla, 2004).
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pH: El rango optimo esta entre 6.5 a 9.0, ya que valores por encima o por debajo, causan cambios
de comportamiento en los peces, tales como letargia, inapetencia, retardo en el crecimiento y
retraso en la reproduccién. Valores de pH cercanos a 5 producen mortalidad en un periodo de 3 a
5 horas, por fallas respiratorias; ademas, causan pérdidas de pigmentacidn e incremento en la
secrecion de mucus de la piel. Cuando se presentan niveles de pH acidos, se afectan las células
de los arcos branquiales y por ende, disminuyen los procesos de respiracién, causando la muerte
por anoxia (asfixia por falta de oxigeno). EI pH en el agua fluctia en un ciclo diurno,
principalmente influenciada por la concentracién de COy, por la densidad del fitoplancton, la
alcalinidad total y la dureza del agua. El pH para tilapia debe de ser neutro 0 muy cercano a él,
con una dureza normalmente alta para proporcionar una segregacion adecuada del mucus en la
piel. (Nicovita, 2003).

Amonio: Es un producto de la excrecion que se elimina, en forma no ionizada (gaseosa), tanto por
las branquias como por la orina de los peces y por la descomposicion de la materia organica
(degradacion de la materia vegetal y de las proteinas del alimento no consumido). Los valores de
amonio no ionizado deben fluctuar entre 0.0 1 ppm a 0.1 ppm siendo criticos los valores cercanos
a 2 ppm. Los niveles de tolerancia para la tilapia se encuentran en el rango de 0.6 a 2.0 ppm.

El amonio es un elemento tdxico y su toxicidad aumenta cuando la concentracion del oxigeno
disuelto baja y al aumentar la temperatura, lo que incrementa el pH causando mortalidades. La
alta concentracion de amonio en el agua causa bloqueo del metabolismo, dafio en las branquias,
afecta el balance de sales, produce lesiones en drganos internos, inmunosupresion y
susceptibilidad a las enfermedades, reduccién del crecimiento y la sobrevivencia, exoftalmia y
ascitis. (Nicovita, 2003).

Nitritos: pardmetro de vital importancia por su gran toxicidad y por ser un poderoso agente

contaminante. Se generan en el proceso de transformacion del amonio a nitrato. La toxicidad de
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los nitritos depende de la cantidad de cloruros, temperatura y concentracion de oxigeno en el
agua. Se consideran Optima para el cultivo de esta especie en agua dulce la concentracién de
27mg/L (Popma y Masser, 1999).

Didxido de carbono: Es un producto de la actividad bioldgica y metabdlica, su concentracion
depende de la fotosintesis. Debe mantenerse en un nivel inferior a 20 ppm, porque cuando
sobrepasa este valor se presenta letargia e inapetencia (Nicovita, 2003).

2.9 Caracteristicas del cultivo.

Debido a que las formas en que es cultivada una especie acuatica inciden en las condiciones
fisiologicas de la misma y que las diferentes formas de cultivo implican posible estrés, resulta
conveniente conocer las formas en que puede ser cultivada la tilapia. La tilapia puede ser cultivada
en jaulas, raceways, tanques, estanques, lagunas, reservorios o represas, canales de regadio,
etc., siendo los estanques el medio mas comun. Por lo general, este organismo se utiliza para
monocultivo, aunque también se ha utilizado en policultivo especialmente cuando la tilapia es la
especie de importancia secundaria.

Las principales caracteristicas de las tilapias que las hacen animales de eleccién para el cultivo

segun Nicovita (2003),son:

Facil aceptacidon en el mercado, curva de crecimiento rapido, habitos alimenticios adaptados a
dietas suplementarias que aumenten los rendimientos (facilidad de administrar alimentos
balanceados), tolerancia a altas densidades de siembra, tolerancia a condiciones extremas:
resistencia a concentraciones bajas de oxigeno, niveles altos de amonio y valores bajos de pH.

De acuerdo a Nicovita (2003), para la alimentacion de la tilapia en sus diferentes estadios, se debe
considerar los niveles de proteina necesarios para obtener un maximo crecimiento. Puesto que

segun el autor citado antes, el nivel de proteinas requerido para el maximo crecimiento disminuye
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con el incremento del peso del organismo. Ademas en la elaboracion de las dietas para el cultivo
intensivo de tilapia, el contenido de proteina puede llegar a representar méas del 50% del costo
total del alimento. El nivel de proteina requerido para un méaximo crecimiento, estara influenciado
por multiples factores como son:
a. El contenido de energia en la dieta
b. El estado fisiologico del pez (edad, peso y madurez)
c. Factores ambientales (temperatura del agua, salinidad y oxigeno disuelto).
d. La calidad de la proteina (nivel y disponibilidad de amino&cidos esenciales).
e. Tasa de alimentacion.

2.10 Enfermedades y manejo de salud en los cultivos de tilapia (Nicovita, 2003).
Dentro de la tecnologia de cultivo, la sanidad acuicola ocupa un lugar de interés debido a la
necesidad que existe de poner en préactica los procedimientos para prevenir y controlar las
enfermedades que potencialmente limitan la produccion. Es conocido que las enfermedades son
causa de pérdidas econdmicas importantes y son responsables de mortalidades masivas en las

fases de cria de alevines de la tilapia.

En todos los casos los peces no mueren, por causa de agentes patdgenos, sino que también
pueden verse afectados por factores fisicos, quimicos, biolégicos o de manejo. Por lo que con el
fin de evitar la mortalidad o el desarrollo de enfermedades que puedan alcanzar la proporcién de
epidemia, es necesario brindar un medio adecuado, con el objeto de prevenirlas antes de tener

que aplicar tratamientos correctivos.

En algunas ocasiones los organismos pueden presentar comportamientos que pueden alertarnos
sobre algun factor que estd causando tensién o sobre el desarrollo de una infeccion. Dentro de

estos signos anormales se cuentan los siguientes:
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= |etargia y pérdida del apetito.

= Pérdida del equilibrio, nado en espiral o vertical.

= Agrupamiento en la superficie y respiracion agitada.

= Produccion excesiva de mucus, lo que da al pez una apariencia opaca.

= Coloraci6n anormal.

= Erosion en la piel o0 en las aletas.

= Branquias inflamadas, erosionadas o palidas.

= Abdomen inflamado, algunas veces lleno de fluido o sangre, ano inflamado y enrojecido.
= Exoftalmia

Los organismos patdgenos mas frecuentemente diagnosticados en la tilapia son:

Bacterias: Las mas comunes que pudieran presentarse durante el cultivo son las de los géneros
Aeromonas, Pseudomonas, Streptococcus, Corynebacterium, Vibrio, Flexibacter, Cytophaga,
Mycobacterium y Nocardia. Estas bacterias producen enfermedades como septicemias
hemorragicas bacterianas, enfermedad bacteriana del rifién, vibriosis, la enfermedad del

pedunculo caudal, enfermedad bacteriana de las branquias.

Hongos: Los mas importantes estan representados por los géneros Saprolegnia, Ichthyophonus,
Branchiomyces y Dermocystidium, estos organismos son los responsables de enfermedades
fungicas de la piel, branquias, higado, corazon y otros 6rganos que se infectan a través de la
corriente sanguinea. Los hongos pueden causar la muerte por anoxia de gran nimero de huevos,

crias, alevines y adultos.

Ectoparasitos: Los alevines y larvas de tilapia son severamente afectados por parasitos ciliados
como Epistylis, Chilodonella, Costia, Trichodina, Icthyophthirius, Trichophyra y Apiosoma, los que

provocan mortalidades de hasta el 50%. Los monogeneos como Gyrodactilus y Cichlidogyrus los
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cuales provocan ulceras y lesiones, destruyendo tanto aletas como branquias; principalmente en
los alevines y en menor grado en los adultos, debido a su actividad de nutricion y por la accién de

los ganchos y del 6rgano de fijacion.

Los géneros Lernaea y Argulus se encuentran entre los copépodos ectoparasitos mas peligrosos.
Ellos, a través de un 6rgano de fijacion succionan la sangre y ocasionan una pequefia hemorragia
en el area afectada y producen heridas que quedan expuestas a la infeccién por patdgenso

oportunistas, lo que finalmente les puede producir la muerte.

2.11 Estrés en peces

El estrés es definido generalmente como “el estado o condicidn en el que la homeostasis de un
individuo es alterada como resultado de un estimulo externo, llamado estresor”. Los estresores
provocan cambios en el estado fisiolégico del animal y este cambio es interpretado como la
respuesta de estrés (Reddy and Lettherland, 1998).

Los estresores pueden agruparse en 3 grupos: ambientales, fisicos y biologicos (Pickering, 1981,

Wedemeyer y col. 1990).

Estresores ambientales:

Son los mas comunes, incluyen principalmente las condiciones adversas provocadas por cambios
en la composicién quimica del agua. Cambios en los parametros de calidad del agua tales como
oxigeno disuelto, amonio, dureza, pH, contenido de gases o la presion parcial de los mismos, asi
como la temperatura cuando alcanzan valores extremos pueden provocar estrés en los peces.
Altas concentraciones de metales en el agua, tales como cobre, cadmio, hierro y zinc también
pueden causar estrés y muerte en los peces. Contaminantes tales como el arsénico, cloro,

cianuro, fenoles, y bifenoles policlorinados son estresores potentes para todos los salmonidos.
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Otros estresores ambientales potenciales son los insecticidas, herbicidas, fungicidas y foliantes

(lwama'y col, 1997, lwama 2002)

Estresores fisicos:

Son todos aquellos cambios asociados a la manipulacion, confinamiento, transportacion y otras
formas de alteracion fisica. Ejercitar los peces hasta el agotamiento o mantenerlos en una red
fuera del agua por un periodo de tiempo, pueden constituyen los modelos mas comunes para

inducir la respuesta de estrés para estudios fisioldgicos en peces (lwama, 2002).

Estresores bioldgicos:

Son aquellos que se manifiestan como caracteres hereditarios dominantes que pueden
desarrollarse dentro de los tanques experimentales o en ambientes naturales. Los patégenos son

considerados estresores bioldgicos (Iwama, 2002).

Como respuesta a esta variedad de estresores, los peces manifiestan toda una serie de cambios
bioquimicos y fisioldgicos para compensar los cambios que se le imponen y de esta forma

combatir el estrés.
2.12 Respuesta de los peces al estrés.

La respuesta generalizada al estrés en los peces tiene diferentes niveles de organizacion que son

definidos por Iwama y col. (2004), de la siguiente manera:

Cambios en el comportamiento:

Una de las demostraciones inmediatas de un estado de estrés en peces es la respuesta de
cambio del comportamiento. Las actividades tales como alimentacion, evitar la depredacion,
captura de presas, migracion, y preferencia por el habitat son criticas para la supervivencia de un

organismo y de la poblacion, y los cambios en la forma de enfrentar estas actividades, son
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utilizados comunmente como indicadores de la accién de estresores ambientales (Little, 2002).
Dependiendo de la naturaleza y de la magnitud del estresor, los peces pueden necesitar minutos o
semanas para recuperar las condiciones pre-estrés. Los cambios en el comportamiento mas
importantes para la supervivencia del organismo, tienden a requerir menos tiempo para la
recuperacion de los indicadores normales (Schreck y col. 1997).  En su revisién sobre este tema,
Schreck y col. (1997) precisan que la respuesta mas comun, para mitigar la exposicion al estresor,
puede ser evadir el estrés o cambiar el comportamiento. Sin embargo, cuando esto no es posible,
los cambios inducidos que se producen pueden entonces ser nocivos en cuanto a la respuesta del

animal a su ambiente.

Las respuestas relacionados con el cambio de comportamiento y las respuestas fisioldgicas frente
a un estresor estdn muy relacionadas, debido a que la respuesta de adaptacion a un estresor
mediante cambio del comportamiento, puede disminuir la demanda energética en los sistemas

fisiolégicos que deben responder a ella ( lwama y col., 2004)

Respuesta fisioldgica al estrés:

En respuesta al estrés ocurren una serie de cambios bioquimicos Yy fisioldgicos para compensar

los impactos y se clasifican en primarios, secundarios y terciarios.

Respuesta primaria: Es la respuesta inicial que representa la percepcion de un estado de
excitacién y se inicia una respuesta endocrina/neuroendocrina que forma parte de la respuesta
generalizada al estrés en los peces (Gamperl y col. 1994). Esta respuesta incluye la rapida
liberacidn a la circulacion, de hormonas de estrés como las catecolaminas (CATS) y el cortisol.
Las CATS son liberadas por el tejido cromafin de la glandula interrenal situada en el rifion anterior
de los teledsteos y por terminales nerviosos del sistema nervioso simpatico ( Randall y Perry

1992). Balm y col. 1994, plantean que el cortisol es liberado del tejido interrenal, en el rifion
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anterior, como respuesta de algunas hormonas pituitarias, principalmente de la hormona

adrenocorticotropica(ACTH)

Respuesta secundaria: Esta respuesta esta dada por varios efectos bioquimicos y fisiologicos
asociados con el estrés, y mediado por hormonas de estrés que activan procesos metabolicos que
provocan la alteracion de los indicadores hematolégicos y la quimica de la sangre (Vijayan y col.

1994).

Los indicadores de respuesta secundaria al estrés segun Barton e lwama (1991) dividen en 4 tipos

(Tabla2):

Tabla 2. Algunos ejemplos de respuesta secundaria que han sido empleados como indicadores de estrés en peces

METABOLICOS HEMATOLOGICOS HIDROMINERALES ESTRUCTURALES
Glucosa Hematécrito Cloruro plasmético ~ Cantidad y tamafio de las células
Acido lactico Hemoglobina Sodio plasmatico interrenales
Glicdgeno hepético y muscular Eritrocitos Potasio Didmetro nuclear de las células
Carga energética adenilato hepatico y Leucocrito Proteinas interrenales
muscular Leucocitos Osmolaridad. Morfologia del tejido gastrico
Colesterol Linfocitos: Eritrocitos indices 6rgano somaticos
Trombocitos Factor de condicion

Tiempo coagulacion

Respuesta terciaria: Esta respuesta afecta al individuo o a la poblacion de peces. Si los peces son
incapaces de aclimatarse o adaptarse al estrés, los cambios pueden afectar al organismo y esa
exposicion cronica al estrés, dependiendo de la intensidad y duracion del mismo, puede provocar
disminucion del crecimiento y de la resistencia a enfermedades, disminucién de la eficiencia

reproductiva, de la eclosidén, cambios en el comportamiento natatorio y de otras caracteristicas
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inherentes al individuo o a la poblacion. Al nivel de la poblacion, disminuye el reclutamiento y la
productividad puede alterar la abundancia y diversidad de determinada especie en una
comunidad. La susceptibilidad de los peces a diferentes estresores también provoca cambios
genéticos, ya que son diferentes las respuestas al estrés entre las especies y entre diferentes

poblaciones de una misma especie (lwamay col. 2004).

Respuesta celular al estrés:

La respuesta celuar esta caracterizada por una familia de proteinas conocidas como heat shocks
proteins (Hsp). Las Hsp son proteinas celulares altamente conservadas que han sido detectadas
en todos los organismos (Feder and Hoffmann 1999, Iwama y col. 1998). En estudios realizados
en especies tomadas como modelos se identificaron 3 familias: Hsp-90 (85-90 kDa), Hsp70 ( 68-
73 kDa) y un grupo de bajo peso molecular (16-24 kDa). En las células no estresadas hay una
produccidn constitutiva de estas proteinas que son necesarias en el metabolismo de las proteinas
para mantener la homeostasis celular (Fink y Goto, 1998) La Hsp70 tiene la funcion de contribuir
en el mantenimiento de las cadenas polipeptidicas, actuando como chaperonas moleculares y
favorecen la reparacion y degradacion de las proteinas desnaturalizadas. La Hsp-90 actua en la
formacion de varios componentes del citoesqueleto, las enzimas y los receptores de las hormonas
esteroides. Las de bajo peso molecular tienen diversas funciones que son muy especificas para
una especie dada y no se parecen a otras Hsps, estas proteinas no tienen una funcién constitutiva
conocida y son inducidas solamente durante el estrés. De forma colectiva estas proteinas tienen
como importancia basica la division celular y el crecimiento en el proceso celular (lwama 'y col,

2004)
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Basu y col. 2002, explican la funcién que tienen las Hsps en varios aspectos de la fisiologia de los
peces, incluyendo el desarrollo y el envejecimiento, la fisiologia del estrés y la endocrinologia, la

inmunologia, consideraciones ambientales, la aclimatacion y la tolerancia al estrés.

En peces se han realizado diversos estudios sobre el efecto de los cambios bruscos de
temperatura en la expresién de las Hsps, sin embargo cada dia se profundiza mas en los efectos
de estas proteinas en la fisiologia y el rol protectivo de las mismas después de la exposicion de los
peces a estresores ambientales. Forsyth y col. 1997, y Ackerman e lwama 2001 establecieron el
incremento de los niveles de varias Hsps en tejidos de peces expuestos a patdgenos bacterianos.
Duffy y col. 1999 estudiaron la expresién de las proteinas frente a contaminantes ambientales
como los metales pesados, Vijayan y col. 1998 observaron la variaciéon frente a efluentes
industriales y a hidrocarburos aromaticos, Hassanein y col. 1999 estudiaron las Hsp bajo el efecto

de pesticidas en Oreochromis niloticus.

2.13 Los parametros hematoldgicos como indicadores de estrés.
Los cambios en la composicion de la sangre han sido empleados para evaluar las condiciones
clinicas y fisiolégicas de animales y humanos. Los parametros sanguineos tienen la ventaja, de
que las muestras son relativamente faciles de obtener y en determinadas circunstancias no se
requiere del sacrificio de los animales. Sin embargo los indicadores sanguineos difieren de una
especie a otra y dentro de una misma especie pueden ocurrir cambios debido a factores
ambientales. Debido a ello, a pesar de la gran cantidad de especies de peces que existen hay
relativamente poca informacidn sobre la composicidn sanguinea de los mismos. Antes de que los
parametros sanguineos de una especie sean empleados para evaluar sus variaciones fisiolégicas,
tienen que establecerse los indices de referencia y realizar estudios paralelos en poblaciones

impactadas y no impactadas de la misma especie (Leatherland y col. 1998)
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El valor hematocrito, el contenido de hemoglobina, la fragilidad de los eritrocitos y algunos
aspectos relacionados con la coagulaciéon sanguinea, han sido empleados para evaluar la
condicién de salud en los peces. Los cambios en la hemoglobina, nimero de eritrocitos y valor
hematacrito son indicativos de que ha ocurrido una hemodilucion o una hemoconcentracidn debido
a una deficiencia en la capacidad osmoreguladora que realizan los peces después de un estrés
agudo. El aumento del conteo de eritrocitos puede ser ocasionado por una contraccién esplénica o
el aumento de tamafio de los eritrocitos por la accion de la epinefrina para facilitar la transferencia
gaseosa (Nikinmaa, 1990). La disminucién indica anemia o una reduccidén de los eritrocitos
circulantes como resultado de una infeccién ( Cardwell y Smith, 1971)

La presencia de células blancas circulantes, responsables de la produccién de anticuerpos, es un
buen indicador de salud en los peces. La disminuciéon de estas células ocurre comunmente
durante la respuesta al estrés (Houston, 1990). Por ejemplo, la proporcion de células en el conteo
diferencial de leucocitos ha sido empleada para evaluar el efecto de compuestos terapéuticos
como el permanganato de potasio en el bagre del canal Ictalurus punctatus (Darwish y col. 2001)

2.14 Indicadores de estrés y métodos para su evaluacion.

Existe gran variedad de métodos disponibles para evaluar el efecto del estrés en los peces, sin
embargo la posibilidad de realizacion de estos ensayos en peces esta limitada debido por una
parte a lo complejo de estas determinaciones y a la poca cantidad de laboratorios que han
desarrollado estos ensayos (Leatherland 1998) y por otra parte, a que estas técnicas son
apropiadas solo para desarrollarlas en condiciones de laboratorios clinicos o de investigacion,
porque involucra procedimientos relativamente sofisticados y equipos costosos (Adams 1990a,

Wedemeyer y col. 1990, Morgan e lwama, 1997).
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La evaluacion del estrés en los peces fuera del laboratorio es una preocupacion tanto para los
acuicultores como para los biologos. Sin embargo, existen varios métodos de campos descritos
para el monitoreo de variables asociadas con el estrés en los peces que incluyen indicadores
fisiologicos, fisicos y hematoldgicos.

En el caso de los indicadores hematoldgicos, la variacion de las células blancas circulantes en la
sangre pueden ser determinadas por examen microscépico de frotis de sangre fijados (Houston,
1990). Un método que aunque menos preciso, también es util y mas rapido, es la determinacion
del leucocrito o paquete de células blancas obtenidas en un tubo de microhematocrito (Mc Leay y
Gordon,. 1977).

La determinacion de hemoglobina, basada en el método de la cianometahemoglobina es el mas
preciso (Houston, 1990), sin embargo el empleo del hemoglobindmetro para la evaluacion del
contenido de hemoglobina en sangre basado en el método de la oxihemoglobina puede ser tan
exacto como el método basado en ensayos de laboratorio, solo requiere de gran destreza manual
del analista, porque depende de su agudeza y discriminacion visual ( Morgan e lwama, 1997).

El conteo del nimero de eritrocitos puede realizarse por métodos turbidométricos, este método fue
establecido para sangre humana, sin embargo los eritrocitos de peces son mas grandes que los
humanos y ademas son nucleados, por lo que los conteos pueden estar sobrestimados (lwama y
col. 1995). El conteo usando camara de Neubauer es preciso y accesible en condiciones de
campo ( Morgan e lwama, 1997).

El hematdcrito se realiza cominmente en tubos capilares en centrifugas especiales que pueden
ser empleadas en las granjas de cultivo y luego realizar la medicion con lectores especiales o
directamente con una regla (Morgan e lwama, 1997)

La proporcion de células blancas en la sangre (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, trombocitos), se

determina con el examen de frotis sanguineos fijados y coloreados y es este el método mas
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preciso para este tipo de determinacidn, aunque requiere de la preparacion de los analistas,
Wedemeyer y Yasutake (1977),Dogett y col., (1987), Houston (1990) y Rowley (1990)
describieron métodos detallados para el conteo de células.

En una revision realizada por Lewis y col.(1999), indican que las proteinas de estrés pueden ser
determinadas por varios métodos que incluyen western blotting, slot blotting, y métodos para su
deteccion por anticuerpos, para su uso como biomarcadores de contaminacion ambiental. Sagol y
col. (2002), emple6 un método de inmunoperoxidasa streptavidina biotina para detecciéon de
anticuerpos de Hsp en humanos. La técnica de PCR semicuantitativo fue empleada por Zao y col.
(1995), para evaluar la expresiéon del RNAm de las proteinas de estrés (Hsp70) en conejos. En
ratas ha sido empleada la técnica de RT-PCR semicuantitativo para la deteccion del mRNA de
Hsp70 (constitutito e inducible) por Maloyan y col. (1999). La técnica de PCR en tiempo real
también ha sido empleada para la deteccion y cuantificacion de Hsp en peces (Sathiyaa y Vijayan
2003, Sathiyaa, 2001).

Sobre la base de lo descrito anteriormente y teniendo en cuenta la importancia que desde el
punto de vista econdmico tiene el cultivo y desarrollo de la produccion de la tilapia, nos
propusimos profundizar sobre el conocimiento de esta especie y poner en manos de productores y
técnicos dedicados al cultivo una herramienta Util y practica para el manejo del estado de salud de

sus animales y con ello obtener mejores rendimientos de produccion.
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3. HIPOTESIS. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS.

Hipotesis
Las variaciones en los parametros hematologicos que ocurren en la tilapia bajo condiciones de

estrés en cultivo, pueden utilizarse como bioindicadores de cambios originados por estrés.

Objetivo general

Establecer los indicadores hematoldgicos en tilapia que permitan identificar el indice de condicion
de estrés en la especie y su relacion con los agentes causales de este, asi como la relacion de los

mismos con indicadores celulares de estrés.

Objetivos especificos

= Establecer los indices hematoldgicos de referencia para la especie Oreochromis aureus
en condiciones de cultivo.

= Establecer a escala experimental las variaciones hematoldgicas provocadas por
estresores biologicos, ambientales y fisicos.

= Establecer la relacion entre los indicadores hematoldgicos y los indicadores celulares

(Hsp) de estrés
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4. MATERIALES Y METODOS GENERALES.

Animales de ensayo, toma de muestra, analisis hematolégicos. Procesamiento estadistico.
Los peces de la especie Oreochromis aureus fueron obtenidos de un sistema de cultivo semi-
intensivo del centro de Desarrollo en Acuacultura de la Habana, Cuba. Los peces examinados
presentaron una longitud total que oscilé entre 16 - 24 cm y entre 75 - 275 g de peso.

Los peces fueron cultivados bajo condiciones 6ptimas para la especie de oxigeno ( 5-7 mg/L), pH
(5.7-7.1), temperatura (25-27°C) y alimentacion (4% de biomasa diario). Durante los bioensayos se
mantuvieron dichas condiciones. La toma de muestra y los anélisis hematoldgicos fueron
realizados en las instalaciones de investigacion del propio Centro de Desarrollo de Acuacultura en
la Habana, Cuba. Se realizo una cuidadosa manipulacién para minimizar el estrés, para lo cual los
peces fueron capturados con redes y anestesiados en MS-222 a 80 mg/L ( Prieto y col. 1986).

La sangre fue extraida de la arteria caudal con jeringuillas pléasticas con agujas 21G previamente
heparinizadas y fue vertida en tubos plasticos conteniendo heparina a razén de 0,5 mL por cada 3-
4 mL de sangre.

Anélisis hematologicos:

Las variables hematologicas evaluadas fueron: Hemoglobina (Hb), Hematdcrito (Hto), Conteo de
Eritrocitos (No E), Volumen Corpuscular Media (VCM),Hemoglobina Corpuscular Media (HCM),
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM). La concentracion de hemoglobina fue
determinada por el método de la cianometahemoglobina (Blaxhall y Disley, 1973). El hematdcrito
fue determinado como el volumen porcentual de células rojas en un microcapilar después de la
centrifugacion a 5000g por 5 min. El conteo de células rojas (NoE) se realizé manualmente con un
hematocitometro Neubauer usando solucion Hayems como diluyente (Shaperclaus, 1979). EI NoE,

VCM, HCM y el CHCM fueron calculados, segun las siguientes formulas:
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NoE (cel/mm?3) = Numero de eritrocitos contados x 10 000/ mm?3 (el conteo se realiza en camara
Neubauer)

VCM (fl) = Hematocrito x 10 / Recuento de Eritrocitos

HCM (pg) = Hemoglobina (g(dL) /Recuento de Eritrocitos

CHCM(g%) = HB (g/dL)x100/Hematdcrito

Para los estudios morfolégicos, la sangre fue fijlada en metanol absoluto por 5 min y tefiida con
May-Grunwald y Giemsa (Schaeperclaus, 1992). Las muestras fueron observadas al microscopio
biologico con objetivo 100x de aumento y 100 células blancas fueron categorizadas basado en su
morfologia (Dogett y col. 1987, Rowley, 1990). Para dar los rangos de referencia del diametro de
cada célula, se midieron 20 células blancas de cada tipo identificado, en 20 peces diferentes.
Fueron observados 30 campos del microscopio de cada frotis examinado y la frecuencia de
eritrocitos inmaduros y maduros fue registrada (100 x numero de eritrocitos inmaduros o deformes/
numero total de eritrocitos)

Para el estudio citoquimico, los frotis sanguineos fueron sometidos a los siguientes métodos:
Acido Periodico Schiff- PAS (Prophet y col. 1993) para la identificacion de glucégeno y Sudén
Negro B (Lison,1960) para la identificacion de lipidos

Procesamiento estadistico: La mayoria de los parametros evaluados en nuestro estudio no tenian
una distribucion normal ni fue posible su transformacion, por lo que las pruebas estadisticas
empleadas fueron no paramétricas. Se emple6 el analisis de varianza Kruskall-Wallis para P<0.01
para establecer la diferencia entre los pardmetros, con respecto al tiempo de exposicion a los
estresores ensayados y al control, si no se encontré diferencia significativa entre los controles
solo se tomo un grupo de ellos para el andlisis estadistico. Para determinar ladiferencia
significativa se aplicé la prueba de comparacién multiple de Student-Newman-Keuls para P<0.05.

Los resultados fueron expresados en medianas y rangos (25%-75%). Hrubec y col. ( 2000)
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plantean que es incorrecto asumir que estos parametros bioldgicos estan distribuidos

normalmente, por lo tanto los métodos no paramétricos son mas exactos.
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5. DESARROLLO

5.2 Parametros hematoldgicos de referencia para la especie Oreochromis aureus.
Antecedentes

Una de las dificultades en la determinacion del estado de salud de una poblacion de peces es la
falta de referencias confiables de la condicién normal de salud. Por esto muchos fisidlogos de
peces han retomado los estudios de la hematologia, ya que ha probado ser una herramienta de
diagndstico valiosa en la evaluacion de salud humana. Aunque la hematologia de peces continua
ofreciendo el potencial de una herramienta valiosa, el progreso en establecer los rangos normales
de los pardmetros de la sangre ha sido lento y la literatura en esta area es aislada y a menudo

incompleta.

Solo se han establecido para algunos teledsteos, algunos valores normales para un reducido
numero de parametros hematoldgicos, debido a la carencia de las técnicas estandardizadas de
colecta de muestras de sangre y medicion de los pardmetros (Blaxhall, 1972). Los anélisis
hematoldgicos son empleados como indicador para evaluar el estado de salud en los peces con el
fin de detectar los cambios fisiolégicos provocados por contaminantes, patdgenos, cambios
ambientales, etc. ( Blaxhall, 1972, Duthie y Tort, 1985, Morgan y lwama, 1997).

Los estudios hematoldgicos en peces resultan ahora mas utiles, debido al desarrollo creciente en
la piscicultura y al mayor conocimiento de la contaminacion de recursos dulceacuicolas naturales
en las zonas tropicales. Tales estudios se han utilizado generalmente como indicadores eficaces
y sensibles de los cambios fisioldgicos y patolégicos en peces (lwama y col. , 1976; Chekrabarty y

Banerjee, 1988).
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Para poder emplearlos como herramienta de diagnostico es necesario analizar dichos indicadores
en peces saludables y en Optimas condiciones ambientales para establecer los valores de
referencia de la especie.

El objetivo de este trabajo fue establecer los indicadores de referencia hematologicos de
Oreochromis aureus de cultivo.

Materiales y Métodos

Se analizaron 100 peces, las muestras fueron tomadas a razén de 20 peces diarios, en el propio
tanque de cultivo para establecer los indices hematologicos en condiciones controladas de
produccidn. Para la comparacion de los resultados obtenidos los animales se agruparon por
clases de largo total a intervalos de 2 cm y por clases de peso a intervalos de 50g, se empleo en
analsis de varianza de Kruskall-Wallis para P< 0.01.

Para establecer los intervalos de la referencia hematologicos de Oreochromis aureus se siguio la
métodologia propuesta en el afio 1992 por el Comité para los Estandares del Laboratorio Clinico
(NCCLS- siglas en inglés) y segun lo sugerido en estas pautas, los datos se organizaron en
orden ascendente y se eliminaron el 2.5% de los valores inferiores y superiores ( 2.5 y 97.2
percentil respectivamente) cubriendo asi el 95% de los valores centrales. Los valores restantes
proporcionaron el intervalo de la referencia, tomando el valor mas bajo y el mas alto.

Tsang y col. 1998, Hrubec y col. 2000, plantean que establecer valores hematoldgicos de
referencia como + 2 SD de la media son validos solamente cuando los valores hematoldgicos
siguen una distribucion normal y en nuestro caso la mayoria de los indicadores no cumple este
requisito, ni fue posible su transformacién. Las técnicas para determinar correctamente intervalos
de referencia han sido establecidas y las sugerencias para su uso e interpretacién han sido
discutidas ampliamente por el NCCLS(1992). Desgraciadamente, los valores de referencia no se

utilizan de forma rutinaria en la medicina acuicola y el nimero de estudios en los cuales han sido
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determinados para peces, es limitado. La mayoria de valores de la sangre determinados para los

peces han sido publicados y expresados como £ DS de la media.

Resultados

En la Tabla 3 se muestran los resultados parametros hematolégicos normales obtenidos para O.

aureus.

Tabla 3. indices de referencia de parametros hematolégicos para Oreochromis aureus. Mediana, rangos (25%-75%)

Parametro Mediana  Valor minimo  Valor maximo
Hemoglobina (g) 6.2 4.6 8
Hematocrito (%) 26 15 33
Eritrocitos ( 108/mm3)  1.18 0.7 1.72
VCM (fl) 22624 1509 297
HCM (Pg) 544 38.2 86.6
CHCM (g %) 24 15.7 37.2
Monocitos (%) 8 2 13
Linfocitos Jovenes (%) 6.0 1 10
Linfocitos Maduros (%) 17.0 12 25
Trombocitos (%) 66.0 55 74
Neutrofilos (%) 4.0 1 7

No se hallaron diferencias significativas p < 0.01 entre los pardmetros sanguineos con respecto al

peso o largo total de los animales. En relacién con la morfologia de los elementos celulares se

identificaron seis tipos de células: eritrocitos, trombocitos, monocitos, neutrdfilos, linfocitos

maduros y jévenes.
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Fig.1 Frotis de sangre periferica normal de O.
aureus. Tincion May- Grumwald-Giemsa. E-
Eritrocitos, N - neutrdfilo, T- trombocitos, Lm-
Linfocitos maduros. Aumento 1000x

Los eritrocitos son nucleados, de forma eliptica y miden 7.25x 13.05 pum. El nucleo también tiene

forma eliptica, esta localizado en el centro de la célula, es de color purpura con citoplasma

acidofilo (Fig 1- E)

Fig.2 Frotis de sangre periferica normal de O. aureus.
Tincion May-Grumwald-Giemsa. E- Eritrocitos, N-
neutréfilo, T- trombocitos, Lj- Linfocitos jovenes.
Aumento 1000x

Los trombocitos presentaron un diametro de 4.9 x 5.8 um, son elipticos al igual que el nucleo que
se localiza en el centro de la célula, el citoplasma es ligeramente basofilo. Estas células también

se presentan con forma esférica. ( Fig 1- T)
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Las células blancas predominantes son los linfocitos maduros, estas células son pequefias (4.7-
5.2 um), tienen forma irregular, poseen un nucleo redondeado rojo violeta y citoplasma azul ( Fig
1-Lm). Las células jévenes son de mayor tamafio (5.8-6.7 um) con nucleo rojo - violeta y el
citoplasma azul palido( Fig 2-Lj). Los neutréfilos de 9.3- 10.6um de didmetro tienen forma

redondeada y nucleo denso color rojo violeta, el citoplasma es rosado grisaceo ( Fig 1-N).

. 4
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Los monocitos (9.5-10,9 um) tienen forma redondeada con nucleo rojo - violeta generalmente

excéntrico y citoplasma color gris humo (Fig 2- M)

En los hallazgos citoquimicos encontramos que entre todos los tipos celulares analizados, los
neutrdfilos y los monocitos presentan glucogeno en el citoplasma (Fig 3), y se observaron granulos

que indican la presencia de lipidos en el citoplasma de los neutréfilos( Fig.4).
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Fig.4 Frotis de sangre periférica normal de
Oreochromis aureus , tefiida con Sudan Black.
Neutréfilo (a) con granulos lipidicos positivo a Sudan
Black . Aumento 1000x

Discusion

Al establecer los indices de referencia de O. aureus se obtuvo que los valores de hematdcrito y
numero de eritrocitos son mas altos que los registrados como normales para Tilapia aurea en
Israel por Badawi y Said (1971) mientras que el de hemoglobina es mas bajo, lo que se refleja en
los valores de HCM y CHCM. Estos autores establecieron como norma para esta especie: 1.29 x
108 / mm?3 el numero de eritrocitos, 27.5% el hematdcrito y 8.2 mg/L la hemoglobina. Resultados
similares fueron obtenidos al establecer los parametros hematologicos normales del hibrido
Aristhychthys nobilis x Hippophthalmichthys molitrix (Silveira, 1987) bajo condiciones ambientales
anélogas. Pieterse y col. (1981) atribuye variaciones de este tipo al hecho de que se trata de

poblaciones bajo diferentes condiciones de cultivo.

Con relacién a las células blancas, las caracteristicas morfolégicas y de tincidon observadas en
nuestro estudio coinciden con las realizadas para peces por Ivanova (1983) asi como por la que
describe Ezzat y col. (1974) para Tilapia zilli quien también encontré que los linfocitos maduros

eran las células predominantes para esa especie.
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Por otra parte Hrubec y col. (2000), para el hibrido de Oreochromis observaron caracteristicas
morfoldgicas y tintoriales similares. Sin embargo para O. aureus no se observan los eosindfilos y
basdfilos identificados por Ueda y col. 1997 para O. niloticus. Los basofilos y eosindfilos tampoco
fueron identificados en la sangre de la trucha arcoiris (Klontz, 1972), y la trucha marrén ( Blaxhall y
Daisley, 1973).

La citoquimica constituye un complemento indispensable para estudiar la presencia de ciertos
componentes bioquimicos (enzimas o sustancias diversas) en el interior de las células sanguineas
circulantes en sangre periférica. Con el método Sudan Black, para la identificacion de lipidos,
también obtuvieron una reaccion positiva solamente en los neutréfilos de Pleuronectes platessa
(Ellis, 1976), de Oreochromis mossambicus (Doggett y col.1987) y de Halobatrachus didactylus
(Sarasquete y Gutiérrez, 1982) en los neutréfilos y eosinéfilos de Oreochromis niloticus (Ueda y
col. 1997), débil y difusa en linfocitos, monocitos y trombocitos y fuerte en los granulos de los
neutréfilos de Xiphophorus helleri (Schiitt y col. 1997). Fernandez y col. (2001), indican que los
neutréfilos en peces presentan tincion positiva por reacciéon al negro de Sudan. Las reservas
adecuadas de lipidos son necesarias por los organismos para mediar los efectos del estrés (Lee y
col. 1983) y para servir como almacenadores intermediarios de la energia durante periodos de
condiciones ambientales adversas o de falta prolongada de alimentos (Adams y Mclean, 1985)

En relacién con el método PAS, en diversas especies, la morfologia y la positividad al PAS se
asemejan a nuestros resultados. Fernandez y col. (2001) plantean que los monocitos y neutréfilos,
se tifien positivamente por reaccion al PAS tal y como en los neutréfilos y algunos monocitos de
Oreochromis niloticus (Ueda y col., 1997); neutréfilos de Pleuronectes platessa (Ellis, 1976);
Halobatracus didactylus (Sarasquete & Gutiérrez, 1982) y Oreochromis mossambicus (Doggett y

col.1987), La identificacion del glucogeno en las células sanguineas es importante, pues su
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presencia esta intimamente ligada al abastecimiento de energia para la realizacién de la

fagocitosis (Lee y col.1983).

5.2 Variaciones hematoldgicas provocadas por estresores biolégicos, ambientales y fisicos.
5.2.1 Estresores Biologicos: Inoculacion  experimental con patdgenos bacterianos:
Corynebacterium sp., Aeromonas sp

5.2.1.1 Inoculacién experimental con la bacteria Corynebacterium sp.

Antecedentes

Las enfermedades infecto contagiosas han sido un problema para el desarrollo de la acuicultura
a escala mundial; pero no es hasta el surgimiento de los sistemas de cultivo intensivo que se
focaliza la importancia econémica de las pérdidas por este concepto, ya sea en términos de

mortalidad o en costo de los tratamientos.

Dentro de los patdgenos de mayor riesgo epizodtico para el cultivo de la tilapia se encuentra una
bacteria Gram positiva cuyas caracteristicas bioquimicas y culturales permiten considerarlo dentro
del género Corynebacterium sp. Entre los principales signos clinicos que provoca en los animales
afectados estan: anorexia, Ulceras en la piel, exoftalmia, oscurecimiento de la piel, alteraciones en
el movimiento natatorio y esplenomegalia.

Este microorganismo ocasiona mortalidades superiores al 70 % de la poblacion infectada,
mediante el desarrollo del proceso patolégico conocido como Enfermedad Corinebactérica de la
Tilapia, de ahi que nos propusiéramos conocer la influencia de este patdgeno en los indicadores

hematoldgicos de O. aureus de cultivo.
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Materiales y Métodos.

Se inocularon 25 O. aureus ( 5 réplicas de 5 animales cada una) con 0.2 mL de una suspension
bacteriana de Corynebacterium sp, dejandose un control sin inocular y un control inoculado con
solucién salina peptonada esteril ( 0.1% peptona y 1.5% salina) a razén de 0.2 mL/g de peso
corporal. La preparacion del indculo y disefio del experimento se realiz segun Rodriguez y Prieto
(1987) y consisti6 en que una cepa de Corynebacterium sp aislada de un proceso infeccioso
natural en O. aureus, y mantenida en agar sangre humana al 5% se propag6 en este mismo agar
y luego de comprobada sus caracteristicas culturales y bioquimicas, se incubd 24 horas a 36°C, se
cosech6 con salina peptonada estéril 0.1%, luego se lavé dos veces con salina peptonada a 3000
rpm durante 15 minutos. Se resuspendié el pellet en solucion salina peptonada y se ajust6 a una
densidad dptica de 0.30 a 420 nm que correspondié a una carga bacteriana de 0.20 x 10°
UFC/mL .

Se tomaron muestras de sangre a las 24, 48, 72, 96 horas y 20 dias post inoculacién, asi como al

control sin inocular
Resultados

En el ensayo de inoculacion experimental de O. aureus con Corynebacterium sp no se observaron
signos clinicos tipicos de la enfermedad en ninguno de los peces inoculados. No se detectd
mortalidad ni morbilidad en los peces de control no inyectados ni en los inyectados con solucion

salina peptonada.
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Tabla 4. Pardmetros hematologicos (mediana) de O. aureus inoculadas con Corynebacterium sp. de animales de

ensayo y el control y rangos de referencia( 25, 75 percentiles) de la especie

Parametros indice Control 24h 48h 72h 96h 20 dias
referencia
Hemoglobina (g) 4.6-8.0 5,142 5,042 3,500 3,320 3,240 3,180
Hematbcrito (%) 15-33 292 292 272 24b 24p 21b
Eritrocitos ( 108/mm3)  0.7-1.72 1,162 1,152 1,162 1,14a 1,152 1,040
VCM (fl) 150.9-297 242,882 250,752 240,502 206,07 204,800 213,23¢
HCM (Pg) 38-86 44,382 43,742 30,18> 28,966 28,02  30,66°
CHCM (g %) 16-37 17,852 17,342 12,300 13,84>  14,04b 14,940
Monocitos (%) 2-13 7 7 11 11 9 7
Linfocitos Jovenes (%)  1-10 8a 62 8a 120 Qa 170
Linfocitos Maduros (%)  12-25 202 182 110 6° 100 7c
Trombocitos (%) 55-74 63 62 61 60 62 65
Neutrdfilos (%) 1-7 3 2a 100 8o 9o 12v

Se observo (Tabla 4), a partir de las 48 h, una disminucion significativa con respecto al control

(P<0.05) de la hemoglobina, el HCM y CHCM, esta disminucion significativa se observé también

en el VCM, el hematdcrito a las 72 horas post-inoculacion y el conteo de eritrocitos a los 20 dias

post-inoculacion.
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En los frotis se observd aumento de neutréfilos (células fagociticas) desde las 48 horas, de los
linfocitos jovenes a partir de las 48 horas y comenzd una disminucion de linfocitos maduros a las
48 horas y 7.14% de eritrocitos inmaduros, 20% deformes y microcitos y 7% de eritrocitos con
nucleos segmentados. (Fig 5). Estos cambios a partir de las 48 horas en Hb, HCM, CHCM
estuvieron por debajo de los valores de referencia de la especie. Todas estas variaciones nos
indica un proceso de anemia microcitica hipocrémica, que comenzd a las 48 horas de inoculacién

con el patdgeno que afecta sin dudas el estado de salud de los animales de ensayo.
Discusion
Corynebacterium  sp. es una bacteria gram-positiva del género Corynebacterium que ha

provocado mortalidades en los sistemas de cultivo de tilapia en Cuba.

En la inoculacién experimental realizada provocé en los animales una infeccion subclinica, de ahi
que no se detectaran los signos clinicos del proceso infeccioso. De acuerdo al comportamiento de

las constantes corpusculares y los hallazgos detectados en los eritrocitos en los frotis sanguineos,
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podemos ademas clasificar esta anemia como microcitica hipocromica. Nakayasu y col. 2002,
describen también anemia microcitica hipocrémica en Paralichthys olivaceus por la disminucién

del VCM y la anormalidad estructural de los eritrocitos.

Oncorhynchus keta infectados con el Virus de la Necrosis Eritrocitica presentaron disminucion del
numero de eritrocitos, hematdcrito y hemoglobina; y aumento en la fragilidad de los eritrocitos
con respecto al control sin inocular. Los valores hematol6gicos indicaron que los eritrocitos de
estos peces infectados tenian VCM més alto, la CHCM mas baja, y ligeramente mas baja la HCM(
Haney y col. 1992)

Tavares y col. 2004, encontraron cambios significativos con respecto al control en el conteo de
eritrocitos, el VCM, la HCM y la CHCM, en O. niloticus inoculadas experimentalmente con la
bacteria gram positiva Mycobacterium marinum, estos autores tampoco observaron signos clinicos

de la enfermedad.

Barham y col. (1980) y Brenden y Huizinga (1986) también demostraron que los peces infectados
tienen mas eritrocitos inmaduros circulantes que los sanos. La disminucién de los eritrocitos y el
hematacrito de tilapia inoculadas con M. marinum podrian sugerir, un proceso similar al que ocurre
en las aves (Hawkey y col. , 1990), como una tendencia a desarrollar anemia microcitica

hipocromica.

No hay estudios disponibles que permitan comparar las alteraciones del valor de la sangre en O.
aureus infectada experimentalmente con Corynebacterium sp, pero el patréon de cambios en
general, es semejante al observado en otras infecciones bacterianas (Brenden y Huizinga 1986;

Yildiz1998).
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5.2.1.2 Inoculacion experimental con la bacteria Aeromonas hydrophila

Antecedentes

A la enfermedad causada en los peces por Aeromonas hydrophila se le conoce "Septicemia
hemorragica", "Septicemia motil por Aeromonas", "Enfermedad ulcerativa", entre otras. Los
muchos sinénimos de esta enfermedad se relacionan con las lesiones causadas por esta bacteria
que incluye lesiones septicémicas cuando las bacterias o las toxinas bacterianas estan presentes
dentro de 6rganos de los peces o en las ulceras de la piel de los animales afectados.

Aeromonas hydrophila es una bacteria gram-negativa, movil, en forma de bacilo, que se puede
aislar comunmente en los cuerpos de agua dulce y es también un habitante normal del aparato
gastrointestinal de los peces (Huss, 1998). La enfermedad afecta sobre todo peces de agua
dulce tales como bagres, carpas, tilapias y muchas otras especies tropicales u ornamentales.
Dada la alta incidencia de esta enfermedad en los cultivos de tilapia, el objetivo del presente
estudio fue caracterizar los indicadores hematologicos de peces afectados por Aeromonas
hydrophila

Materiales y Métodos

Se inocularon 25 animales (5 réplicas de 5 animales cada una) con 0.2 mL de una suspension
bacteriana de Aeromonas hydrophila, dejandose ademas un control sin inocular y otro que se
inoculd con solucién salina peptona estéril ( 0.1% peptonada y 1.5% salina) a razon de 0/2 mL/g
de peso corporal. El indculo se prepard por siembra de la bacteria aislada de un proceso
patolégico en agar triptona soya (TSA), incubacion por 24 horas a 35°C, se cosech6 con salina
peptonada estéril 0.1% y se lavd 3 veces por centrifugacion a 5000 rpm por 10 minutos con salina

peptona estéril 0.85%, luego se resuspendio el pellet en solucién salina peptona y se ajustd a una
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densidad optica de 0.30 a 420 nm que correspondi6 a una carga bacteriana de 1010 UFC/mL . Se
administro en una dosis de 0.2 mL por g de peso del pez con una concentracion segun la escala
de Mc Farland de 100 bacterias/ mL por via intraperitoneal.

Se tomaron muestras de sangre a las 24, 48, 72, 96 horas y 20 dias post inoculacion y al control
Resultados

En la inoculacion con Aeromonas hydrophila se observé disminucion de la Hb, la HCM y la CHCM
a partir de las 48 h, se observo ademas una disminucion con respecto al control(P<0.05) del
numero de eritrocitos a partir de las 24 horas y se mantuvo hasta los 20 dias post-inoculacion
(Tabla 5).

Se observé un aumento de los linfocitos jovenes con respecto al control (P<0.05) desde las 72
horas de inoculacidén, mientras que el porcentaje de linfocitos maduros disminuyo
significativamente con respecto al control (P<0.05) desde las 48 horas, y aumento de los
neutréfilos con respecto al control (P<0.05) desde las 48 horas de aplicado el indculo bacteriano.
Se apreci6 ademas abundancia de eritrocitos inmaduros y poiquilocitosis. Se observaron valores
fuera de los rangos de referencia de la especie, para la hemoglobina a partir de las 72 horas, la
HCM y CHCM a partir de las 48 horas y para linfocitos maduros y jovenes a partir de las 72 horas

y los neutréfilos desde las 48 horas.
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Tabla 5. Valores ( mediana) de los parametros hematoldgicos de O. aureus inoculadas con Aeromonas hydrophila.
Control sin inocular y rangos de referencia de la especie.

Parametros indice Control 24 h 48h 72h 96h 20 dias
referencia

Hemoglobina (g) 4.6-8.0 5.3a 4.8 5.2a 4.1b 3.3 3.3

Hematacrito (%) 15-33 28.0 29 28 28 27 25

Eritrocitos ( 106/mm3) 0.7-1.72 1.25 1.140 1.15b 0.99¢ 0.98¢ 0.95¢

VCM (fl) 150.9-297 24542 25832  236.82  206.6c 203.5c  211.1b
HCM (Pg) 38-86 42.92 4375 29.8 34.00 32.60 34.70
CHCM (g %) 16-37 17.62 17.032  12.5 13.70 14.1 15.50
Monocitos (%) 2-13 7 7 8 8 9 7
Linfocitos Jovenes (%) 1-10 8a 62 82 120 92 160
Linfocitos Mad. (%) 12-25 202 182 14b B¢ 7c 5e
Trombocitos(%) 55-74 59 67 58 56 57 53
Neutrdfilos (%) 1-7 5a 5a 16° 180 180 190
Discusion

Aeromonas hydrophila es probablemente la especie bacteriana patdgena mas comun en los peces
de agua dulce. Es una bacteria mdvil, gram negativa, habita el medio ambiente acuatico y
patdgeno oportunista que invade los peces estrésados e inmunocomprometidos y provocan las
llamadas septicemias hemorragicas en los organismos acuaticos.

Rehulka ( 2002), encontro en Oncorhynchus mykiss infectados con Aeromonas hydrophila, una
reduccion de los valores de nimero de eritrocitos ( 0.1 a 0.9 x108cel/ml) , hematdcrito( 9 a 28.3%)
y hemoglobina (1.4 a 4.5 g/dl) Waagbo y col. (1998) encontraron en Salmo salar con “Hitra

disease” disminucion de los valores de Hb, NoE y Hto asociados con sintomas de anemia severa.
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Harbell y col. (1979) encontrd los mismos resultados en Oncorhynchus kisutch infectado
experimentalmente con Vibrio anguillarum altamente virulento. También Cardwell y Smith (1971)
encontraron un efecto progresivo en los valores de Hto y Hb en juveniles de salmén chinook con
vibriosis. Para una infeccion severa con Aeromonas en salmén del atlantico, Foda (1973) report6
una disminucion de la Hb y Amend y Smith (1974) reportaron una disminucion del niumero de
eritrocitos, el valor hematécrito y la hemoglobina en truchas arcoiris infectadas con el virus IHN.
Una disminucion de la Hb, Ne y Hto junto a otros signos de anemia fue también descrita por
Hoffmann y Lommel (1984) en casos de la enfermedad proliferativa del rifidn.

Sin embargo Rehulka (2002) no aprecio diferencias significativas entre el control y peces
infectados en cuanto al VCM, la HCM y la CHCM, indicando que la anemia era debido a la pérdida

de sangre por las lesiones en piel.

Brenden and Huizinga (1986) observaron un predominio de neutréfilos en la sangre de Carassius
auratus L., después de 12 h de la inoculacion experimental con Aeromonas hydrophila. Los
neutréfilos, constituyen 4.5 a 18% de los leucocitos de la sangre, con un rango amplio entre las
distintas especies. El citoplasma contiene numerosos granulos, son pobremente fagociticos, en el
sentido que ingieren poco material extrafio, pero poseen la mayoria de las enzimas presentes en
los mamiferos y por lo tanto su rol primario seria la lisis extracelular por secrecién de estas
enzimas y otras sustancias antimicrobianas. Pueden producir severos dafos tisulares por

liberacidn de los radicales libres del oxigeno (Tyzard 1992)

El aumento del nimero de monocitos se explica debido a que son la principal célula fagocitica en
los peces, por su capacidad de ingerir y digerir material extrafio, inerte o antigénico, asi como

restos celulares resultantes de la respuesta inflamatoria u otros procesos degenerativos y al igual
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que los neutrdfilos, también tienen gran capacidad microbicida intra y extracelular ( Fernandez y

col, 2002).

5.2.2 Estresores Ambientales:

5.2.2.1 Efecto de los anestésicos: MS 222, benzocaina

Efecto del MS 222 sobre los indicadores hematolégicos de O. aureus

Antecedentes

La manipulacion a que son sometidos los peces para la toma de muestra puede ocasionarles
alteraciones fisioldgicas que pueden provocar cambios sobre los elementos de la sangre, Wurts
(1995), Munday y Wilson, 1997; Slady y col., 2001; Woody y col. , 2001 plantean que también los
anestésicos pueden causar estrés aunque su uso es benéfico porque controlan la excitabilidad de
los peces. De igual forma son empleados cuando se realizan estudios hematolégicos e
histologicos para evitar alteraciones por sobre excitacion o muerte de los animales (Roberts,
1989). No obstante ese posible estrés puede reducirse, si se emplean anestésicos inocuos a la
especie en dosis y tiempos adecuados.

Para seleccionar correctamente que anestésico usar en los peces, €s necesario conocer las
caracteristicas, propiedades y el uso que se les da a los mismos, ya que su accion depende de
distintos factores.

El MS 222 es probablemente el anestésico de mas amplio uso en los peces. En 1962 fue
identificado como metasulfonato del acido meta-amino benzoico de etil-ester. Es un compuesto
solido, que en solucion al 10% mantiene su estabilidad durante tres dias, pero decrece a un 5%
después de transcurrido 10 dias. Su exposicion a la luz provoca un cambio de color tornandose

amarillo-marron, sin afectar su actividad.
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Se han realizado muchos estudios sobre el efecto de este compuesto sobre la fisiologia de los
peces (Hatting 1977, Cho y Heath, 2000), sin embargo cada anestésico debe ser ensayado en
cada especie antes de su empleo, ya que la respuesta de cada especie ante la concentracion
usada para inducir el estado de anestesia deseado es diferente y la respuesta fisioldgica también

es diferente.

El objetivo de la presente investigacion es valorar el efecto sobre los pardmetros sanguineos
de Oreochromis aureus del anestésico local MS 222.

Materiales y métodos

Se realizaron analisis hematoldgicos a 20 ejemplares de O. aureus, la concentracion de MS 222
empleada fue de 90 ppm; superior a la establecida como Optima para inducir estado de anestesia
en esta especie (80 ppm) por Prieto y col. (1986). Esta sustancia fue disuelta en una pequefa
cantidad de agua y afiadida al tanque antes de colocar los peces.Se tomaron muestras de sangre
durante el periodo de anestesia y para la reuperacion fueron transferidos a recipientes con agua
sin anestésico, en donde se les tomd muestras de sangre a las 2 y 24 horas de recuperacion. El

grupo control fue constituido por peces sin anestesiar.
Resultados

Al emplear el MS 222 (Tabla 6) se observd que hay cambios significativos con respecto al control
(P<0.05) con incremento de hematdcrito y disminucion de la CHCM y aumento de linfocitos
jovenes a las 2h post-anestesia. Sin embargo a las 24 horas se observo una disminucion del

hematdcrito (P<0.05).

45



Tabla 6. Valores ( medianas) de indicadores sanguineos de Oreochromis aureus expuesta a 90 ppm de MS-222.

Comportamiento a las 2 y 24 horas de recuperacién de la anestesia

Parametros sanguineos indices de referencia Control Anestesiados 2h post- anestesia 24 h post-anestesia
Hematécrito % 15-33 32 300 402 3560
Hemoglobina g/dL 4.6-8.0 5.6 5.6 54 5.3
No Eritrocitos 106/mm? 0.7-1.72 14 1.5 1.6 1.7
HCM (pg) 38-86 46.9 44.0 32.9 341
VCM (fL) 150.9-297 242.8 200.2 2294 223.5
CHCM (pg) 16-37 21.4a 22.02 13.41P 15.60
Monocitos (%) 2-13 5 4 5 4
Linfocitos Jovenes (%) 1-10 80 7° 142 152
Linfocitos Maduros (%) 12-25 25 24 25 25
Trombocitos (%) 55-74 59 62 55 55
Neutréfilos (%) 1-7 4 3 4 3

DISCUSION.

El MS 222 es absorbido a través de las branquias y actla sobre el sistema nervioso central y el

sistema cardiovascular. Es metabolizado por el higado, rifiones, sangre y musculo, siendo la

conjugacion y la hidrolisis las principales rutas metabdlicas.

El aumento del valor hematdcrito, en dependencia del aumento de la concentracidn de anestésico,

fue establecido por Soivo y col.1977, que indican que en trucha arco iris este valor aumenta a

partir de los 5 minutos iniciales de anestesia con MS 222 y disminuyen hasta valores normales a

las 4 horas de recuperacion. Como en nuestro estudio, Hatting 1977, también encontré aumento

del hematocrito en peces de agua dulce anestesiados con MS 222.
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Ryan ( 1992) establece que cuando se emplean concentraciones altas, el incremento del valor
hematocrito se debe al aumento del tamafio de los eritrocitos y a medida que esas
concentraciones aumentan, entonces el aumento del hematocrito es provocado por eritrocitosis,
es decir el aumento absoluto de la cantidad de eritrocitos en sangre periférica.

Cho y Heath 2000, compararon el efecto del MS 222 en el hematdcrito y el conteo diferencial de
células blancas de juveniles de Oncorhynchus tshawytscha tratados y no tratados con este
anestésico y encontraron disminucion del valor hematocrito 2 h después de la recuperacion de
anestesia asi como aumento del nimero de trombocitos en los animales tratados.

Las variaciones en el porcentaje relativo de linfocitos en la sangre de los peces es una alteracion
observada cominmente en peces bajo estrés (Sopinska, 1984). El cambio O. aureus observado
en el recuento diferencial de leucocitos es el aumento de los linfocitos jovenes y respecto a esta
alteracion. Vosylienie y Kazlauskiené (1999), refieren que es comun el aumento de células
sanguineas jovenes, en sangre periférica de Carassius auratus después de la exposicién de estos

peces a diferentes estresores.

Efecto de la benzocaina sobre los indicadores hematoldgicos de O. aureus

Antecedentes

La reduccion del metabolismo de los peces, del estimulo visual, del consumo de oxigeno y de la
excrecion del amoniaco son algunas de las ventajas de usar anestésicos en la practica acuicola
(Schreck, 1982; Wurts, 1995). Por otra parte, varios otros estudios precisan los efectos
negativos, o la ineficacia, de usar los anestésicos durante el transporte de algunas especies de

peces (Strange y Schreck, 1978; Robertson y col., 1988).
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La benzocaina y el MS 222 son similares en su accién y estructura quimica, pueden ser
considerados anestésicos de accion local. El empleo de la benzocaina como anestésico de peces
esta bien establecido aunque la respuesta a un anestésico depende de la especie, la edad, el nivel
de fatiga y la condicion de los animales y de factores ambientales, por esta razon es necesaria la
evaluacion de cada anestésico para cada especie.

La benzocaina (aminobenzoato de etilo) se encuentra dentro de la serie de anestésicos locales
poco solubles en agua, es un ester del acido para-aminobenzoico que carece del grupo amino
terciario o secundario terminal. Con el presente trabajo estamos evaluando el efecto de dosis altas
de benzocaina en los parametros hematolégicos de O. aureus

Materiales y métodos

Se realizaron anélisis hematolégicos a 45 ejemplares de O. aureus, la concentracién de
benzocaina probada fue de 100 ppm, superior a la establecida por Rodriguez y col. (1989) como
Optima para inducir estado de anestesia en esta especie (85 ppm). Esta sustancia fue disuelta en
una pequefia cantidad de agua y afiadida al tanque antes de colocar los peces.Se tomaron
muestras de sangre durante el periodo de anestesia y para la reuperacion fueron transferidos a
recipientes con agua sin anestésico, en donde se les tomé muestras de sangre a las 2 y 24 horas
de recuperacion. El grupo control fue constituido por peces sin anestesiar.

Resultados

En O. aureus anestesiadas con benzocaina no se observaron cambios en los parametros
hematoldgicos estudiados (Tabla 7).

El porcentaje relativo de linfocitos maduros disminuy6é (P<0.05) a partir de las 2 horas de
recuperacion de la anestesia. Sin embargo, el porcentaje relativo de neutréfilos aumenté (P<0.05)
también a partir de las 2 horas de recuperacion, tanto con respecto al control como a los indices

de referencia de la especie. También se observaron cambios significativos con respecto al control
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de los linfocitos jovenes que disminuyen (P<0.05) a as 2 horas, pero alcanza los valores del
semejantes al control a las 24 horas, mientras que los trombocitos aumentan a partir de las 2
horas (P<0.05), en le caso de los linfocitos jovenes y trombocitos los cambios de los valores se

mantuvieron dentro de los indices de referencia de la especie.

Tabla 7. Valores ( medianas) de indicadores sanguineos de Oreochromis aureus expuesta a 100 ppm de Benzocaina.
Comportamiento a las 2 y 24 horas de recuperacién de la anestesia. IR- Indices de referencia(rangos)

Parametros sanguineos IR Control Anestesiados 2h post- anestesia 24 h post-anestesia
Hematdcrito % 15-33 24 24.8 26.6 22.8
Hemoglobina g/dL 4.6-8.0 5.56 6.20 5.68 5.20
No Eritrocitos 108/mm3 0.7-1.72 133 1.34 1.20 1.21
HCM (pg) 38-86 42.0 44.3 46.9 42.8
VCM (fL) 150.9-297  180.1 184.8 221.3 187.4
CHCM (pg) 16-37 234 25.6 21.7 234
Monocitos (%) 2-13 5 5 5 6
Linfocitos Jovenes (%) 1-10 62 7a 3v 52
Linfocitos Maduros (%) 12-25 222 24a 9b 8p
Trombocitos (%) 55-74 632 592 68p 66>
Neutrdfilos (%) 1-7 42 5a 14b 150
Discusion

La benzocaina también es ampliamente usada como anestésico de peces y quimicamente es
semejante al MS 222 ya que ambos son derivados del acido para-aminobenzoico.

Muchos estudios han demostrado los efectos contradictorios de los anestésicos dependiendo del
producto empleado, la especie del pez, el equipo de transporte empleado entre otros (Strange y

Schreck, 1978; Tomasso y col., 1980; Mishra y col., 1983; Robertson y col., 1988). Segun
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McDonald y Milligan (1997), el estrés provoca la hemoconcentraciéon en muchos peces de agua
dulce, lo que se observa por el aumento del valor del hematdcrito.

Labeo umbratus mostrd reduccion del hematocrito después del estrés de la captura y del
transporte (Hattingh y Van Pletzen, 1974). Sin embargo, a pesar de la ausencia de diferencias
significativas en el valor hematdcrito, entre los niveles iniciales y los niveles obtenidos en el
muestreo siguiente, leves variaciones fueron observadas durante el periodo de la recuperacién,
que puede ser resultado de la presencia de los mecanismos adaptativos (Wedemeyer, 1997).
Falanghe y col. 2002 no encontraron diferencias significativas en el valor hematocrito de Brycon
cephalus después de anestesiados con benzocaina.

Wedemeyer (1970) realiz6 una comparacién entre benzocaina y MS 222 como anestésicos para
los salménidos y demostrdé que la benzocaina era ligeramente menos dafiina porque inducia
menos cambios metabolicos. Soivio y col. (1977) demostraron pocas diferencias entre los dos
aunque ambos causaron hiperglicemia, en menor grado la benzocaina que el MS 222.

Falanghe y col. 2002 encontraron que después del empleo de benzocaina para el transporte de
Brycon cephalus disminuy6d el numero de linfocitos mientras que aumento el porcentaje de
neutrdfilos, resultados semejantes a los encontrados en nuestro ensayo con O. aureus empleando
el mismo anestésico.

5.2.2.2 Efecto de contaminantes ambientales: nitrito, plomo

Contaminacion experimental con nitrito y su efecto en los parametros sanguineos de O. aureus.

Antecedentes
La presencia de nitrito en el agua ha sido investigada con frecuencia en los ultimos afios, dada las
caracteristicas de este compuesto como contaminante potencial de fuerte accién toxica, de gran

interés en la acuicultura.
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El nitrito es un producto intermedio de la nitrificacidn de amonio que puede alcanzar
concentraciones toxicas en los sistemas acuicolas cuando ocurren desbalances entre las
bacterias nitrificantes (Scarano y col., 1984)

Los limites inferiores de la accion toxica del nitrito en los peces no estan definidos claramente. Las
variaciones en los reportados de toxicidad aguda de éste compuesto son causadas
presumiblemente por las diferencias de especie, talla, por el efecto quimico del agua, asi como por
la proteccion que proporciona el ion cloro (Wedemeyer y Yasutake,1977)

Muchos investigadores han reportado la toxicidad del nitrito en los peces debido a que se difunde
ahcia los eritrocitos donde la hemoglobina se oxida a metahemoglobina con la subsiguiente
reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno y de la afinidad por el oxigeno (Scarano y
Saroglia, 1984; Scarano y col., 1984; Tomasso, 1986). En la mayoria de los casos solo se ha
realizado ésta variacidn de la sangre por ser considerada la mas importante y no se ha
profundizado en otros efectos que pueda causar el nitrito sobre los demas parametros
hematoldgicos.

Por lo anterior, con la presente investigacion nos propusimos conocer la variacién de diferentes
indices hematoldgicos de Oreochromis aureus expuestas a altas concentraciones de nitrito.
Materiales y métodos

Se utilizaron en el ensayo grupos de 6 peces distribuidos en 5 tanques de fibra de vidrio. La
concentracion utilizada fue 30 mg/L NO2 en 4 tanques y se dejo uno como control, la
concentracion apropiada para el cultivo de tilapia en agua dulce es 27mg/L (Popma y Masser,
1999). Para obtener las concentraciones de nitrito deseadas en los tanques experimentales se le
adiciond el nitrito de sodio (Na NO>) y la concentracién obtenida fue confirmada al inicio y final del
experimento por el Método de sulfanilamida naftilendiamina. Se realizaron muestreos de 6 peces a

las 2, 6, 24 y 48 horas. En la exposicion a altas concentraciones de nitrito no hubo mortalidades.
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Resultados

Se observé disminucién del hematécrito ( P<0.05) con respecto al control, desde las 2 horas de
tratamiento (Tabla 8) y de la hemoglobina desde las 24 horas de tratamiento. La CHCM aumenta
con respecto al control (P<0.05) desde las 2 horas de tratamiento. EI VCM disminuye respecto al
control (P<0.05) a partir de las 2 horas de tratamiento, mientras que la HCM disminuye a partir
de las 24 horas. Como se observa en la tabla, los valores de hematdcrito, hemoglobina y del
VCM estaban fuera de los indices de referencia de la especie. No se observaron cambios

significativos en el conteo diferencial de leucocitos.

Tabla 8. Valores medios de los pardmetros sanguineos de Oreochromis aureus contaminados con nitrito segun los
distintos tiempos de exposicion. Valores medios del control e indices de referencia de la especie. Superindices no
coincidentes difieren entre si para P<0.05.

Parametros R Control 2h 6h 24h 48h
Ht (%) 15-33 252 13.20 16° 13.8 17.6¢
Hb (g%) 4.6-8.0 5.342 4,372 5.2 4.2v 4.2v
Eritrocitos(106/mm3) 0.7-1.72 1.05 0.9 1.12 0.9 0.9
CHCM (g%) 16-37 21.63¢ 3242 32.72 30.22 25.3
VCM (fl) 150.9-297 238.12 151.9¢ 148.3¢ 149.4¢ 193.2
HCM (pg) 38-86 5092 52.6a 47 82 45,60 45,90
Monocitos (%) 2-13 5 4 6 4 5
Linfocitos Jovenes (%) 1-10 8 8 8 7 8
Linfocitos Maduros (%) 12-25 23 24 24 23 24
Trombocitos (%) 55-74 60 62 62 61 61
Neutrdfilos (%) 1-7 3 3 3 3 3
Discusion

El nitrito es un producto intermediario en la oxidacion de amonio a nitrato, es mas toxico en peces

de agua dulce que en peces marinos. Los peces dulceacuicolas toman el nitrito a través de las
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branquias lo cual afecta los tejidos y el sistema inmune del organismo. Esta respuesta es similar al
mecanismo de bioacumulacion de los contaminantes, no so6lo en el plasma sino también en
branquias, higado, cerebro, y musculos (Margiocco y col. 1983)

El nitrito es toxico para muchas especies de peces por su efecto en la hemoglobina, sin embargo
la tilapia es mas tolerante a la toxicidad por nitrito que muchas especies de agua dulce, sin
embargo Popma y Masser 1999, refieren que para la tilapia bajo determinadas condiciones, la LC
50 a las 96 h es de 89 mg/L, aunque la concentracién apropiada para el cultivo en agua dulce es 27
mg/L, por otro lado Palachek y Tomasso 1984 plantean una LC50 a las 96 h para Tilapia aurea de
16,2 + 2.3 mg/L. Atwood y col. 2001 establecieron que para la tilapia la tolerancia al nitrito
depende de la talla, ya que en animales de 4.4g de peso la LC50 a las 96h es de 81mg/L
mientras que para animales de 90g la LC50 es de 8 mg/L.

Las concentraciones de nitrito en el agua empleadas en nuestro experiemento, indujeron un
proceso de anemia microcitica en O. aureus, provocada por un trastorno en la sintesis de
hemoglobina debido a la disminucion de oxigeno en la sangre. Cuando el nitrito entra en el flujo
sanguineo, reacciona con la hemoglobina y forma un compuesto llamado metahemoglobina. Este
compuesto reduce la capacidad de la sangre para transportar oxigeno a través del organismo
(Brown y Mc Leay, 1975; Watanabe y Yasutake, 1978; Tomasso, 1986). Desde el punto de vista
toxico la metahemoglobina aparece cuando la hemoglobina es oxidada a una tasa superior a la
capacidad enzimética normal para reducir la hemoglobina.

Contaminacidn experimental con plomo vy su efecto en los parametros sanguineos de O. aureus.

Antecedentes

Los efectos toxicos de metales pesados en peces son multidireccionales, y se manifiestan por los

numerosos cambios en los procesos fisioldgicos y quimicos de sus sistemas corporales (Dimitrova

53



y col., 1994). La toxicidad subletal produce efectos hematolégicos y neuroldgicos (Hodson y col.,
1984). Como se conoce, el plomo causa la destruccion de los eritrocitos maduros y por tanto
inhibicidn de la formacién de hemoglobina. Esto provoca anemia por exposicion a altos niveles de
plomo o eritropoyesis compensatoria cuando la exposicion es ligera (Hodson, 1976; Hodson y col.,
1977; Hodson y col., 1978a, b). Los efectos neurolégicos incluyen el deterioro del
comportamiento, el oscurecimiento de la regiéon caudal (colas negras), y eventuales curvaturas
espinales (Hodson y col., 1978a, 1979, 1980). El plomo puede también afectar el metabolismo de
la glucosa segun lo demostrado por Salmerdn-Flores y col. (1990), quienes divulgaron el
incremento de la concentracion de la glucosa en sangre en Sarotherodum aureus en respuesta a

la exposicion de plomo.
Materiales y métodos

Para evaluar el efecto del plomo en O. aureus 4 grupos de 5 peces cada uno, fueron colocados en
recipientes de fibras de vidrio de 100L de capacidad y expuestos a una concentracion subletal de
15 mg/L de acetato de plomo [Pb (CH3COOQ),]. Khallaf y col 1999, establecen 30 mg/L como dosis
subletal de acetato de plomo para la tilapia. EI contaminante fue diluido y adicionado al agua antes
de colocar los peces en los tanques. Un grupo de 5 animales mantenido en iguales condiciones,
pero sin la adicién de la solucién de plomo fue mantenido como control y muestreado al final del
experimento. Se tomaron muestras de sangre a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion.

Resultados.

Como se observa en la Tabla 9 el contenido de hemoglobina disminuye significativamente con
respecto al control ( P< 0.05) desde las 48h, el nimero de eritrocitos y la CHCM disminuyen

significativamente con respecto al control ( P< 0.05) a partir de las 72 horas.
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Se observo ademas lisis de los eritrocitos, aumento del numero de eritroblastos a partir de las 24

horas, los eritrocitos mostraron esquistocitosis o fragmentacion (Fig.6). En las células blancas se

observo aumento significativo con respecto al control de linfocitos jovenes y neutrofilos, asi como

disminucion significativa con respecto al control ( P< 0.05) de linfocitos maduros y trombocitos.

Tabla 9. Valores (medianas) de los parametros sanguineos de Oreochromis aureus contaminados con plomo segun los distintos
tiempos de exposicion. Valores ( medianas) del control e indices de referencia de la especie. Superindices no coincidentes difieren

entre si para P<0.05.

Parametros R Control 24h 48h 72h 96h
Ht (%) 15-33 19 18 18 19 19
Hb (g%) 4.6-8.0 5.62 4.72 4.5 2.9 2.80
Eritrocitos(106/mm3) 0.7-1.72 1.2 0.92 0.72 0.56° 0.6
CHCM (g%) 16-37 19.72 252 252 15.2b 14.7°
VCM (fl) 150.9-297 2375 211.1 250.0 3214 350.0
HCM (pg) 38-86 46.7 52.2 62.5 55.0 46.0
Monocitos (%) 2-13 5 4 6 5 5
Linfocitos Jévenes (%) 1-10 gb gb 152 14a 152
Linfocitos Maduros (%) 12-25 150 242 20 12 12¢
Trombocitos (%) 55-74 642 58¢ 500 52v 470
Neutréfilos (%) 1-7 6e 6e 11c 21b 23
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Discusion

La toxicidad subletal del plomo produce efectos neurolégicos y hematoldgicos en los peces
(Hodson y col., 1984). En Anguilla anguilla €l plomo causa en el conteo diferencial de células
sanguineas un incremento del numero de linfocitos, pero no se observan cambios en la
concentracion de hemoglobina ni en el conteo de eritrocitos de peces expuestos con respecto al
control (Santos y Hall, 1990).

La disminucién de los niveles de Hb, conteo de eritrocitos y concentracién de hemoglobina
corpuscular media en la sangre, ha sido descrita también por Srivastrava y Agrawal, 1979 para
Colisia fasciatus expuestas a concentraciones subletales de plomo, quien identificd el proceso
como anemia hemolitica ya que observé como en nuestro caso, lisis de los eritrocitos. Mc Donald
y col. (1998) indican que la presencia de esquitocitos o eritrocitos fragmentados en sangre son
comunes en la anemia hemolitica.

Como respuesta a este signo se observé en O. aureus, un aumento de la cantidad de eritrocitos
jovenes a partir de las 24 horas de exposicion al toxico, manteniendo esta caracteristica hasta las
72 horas. Albahary (1972) sefiald que esta reaccidn ocurre en respuesta a la produccion de una
eritropoyesis compensatoria, la cual puede resultar del incremento de la fragilidad o grado de
destruccion de los eritrocitos circulantes.

La disminucién de la hemoglobina y de la CHCM ocurre debido al que el plomo inhibe
parcialmente el proceso enzimatico de la biosintesis del HEM constituyente de la hemoglobina
(Sonnenwirth y Jarret,1983), segun Basley (1999) este metal causa anemia por inhibicion de la

sintesis de hemoglobina.
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El aumento del nimero de neutréfilos y las alteraciones morfoldgicas de las células rojas, son
caracteristicas que se observan asociadas a la anemia hemolitica ( Davidson y Bernard, 1982),

5.2.2.3 Efecto del uso de sobredosis de medicamentos: Verde Malaquitay Triclorfon

Efecto del verde malaquita sobre los indices sanquineos de O. aureus

Antecedentes

El verde malaquita es un colorante organico de amplio uso como ectoparasiticida y fungicida en el
cultivo de peces (Alderman 1985; Fitzpatrick y col. 1995). La literatura relacionada con la toxicidad

y uso de verde malaquita como terapéutico es muy variada.

Algunos autores refieren concentraciones para el tratamiento de huevos y de diferentes especies
de peces a diferentes tiempos de tratamiento que van desde 50ug/L hasta 200 ug/L, sin embargo
para Centrarchidae se refiere una LC-50 de 20 pg/L mientras que para Salmonidae la LC-50 es de
100 pg/L (Van Duijn 1973; Schaeperclaus 1992; Amlacher 1986; Bills y col. 1977). Sin embargo
Molnar (1995) establece concentraciones de 0,5 a 10 mg/l para el tratamiento de ectoparasitos en

Cyprinus carpio.

Esto indica la alta toxicidad de este compuesto para algunas especies, por lo que su uso debe ser
manejado con cuidado, ya que pueden constituir una fuente adicional de estrés para los animales
en cultivo, ademas en la trucha arcoiris ha sido reportado que provoca carcinogenesis,
mutagénesis, fracturas cromosomales, teratogenicidad y reduccion de la fertilidad después de
tratamientos con verde malaquita (Amlacher, 1961; Nelson, 1974; Bills y col., 1977; Schnick y

Meyer, 1978; Meyer y Jorgensen, 1983).
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Dado los efectos de este compuesto terapéutico y profilactico de uso en el cultivo de la tilapia, el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de altas dosis de este compuesto sobre los

indicadores sanguineos de O. aureus.
Materiales y métodos

Se colocaron grupos de 6 animales en tanques de fibra de vidrio, la unidad experimental consisti6
en un control y 5 réplicas. Las concentracién ensayada fue de 1,0 mg/L de Verde Malaquita (p,p-
benzlidenebis- N,N-dymethylanilina). Esta sustancia fue disuelta en una pequefia cantidad de
agua y afadida al tanque antes de colocar los peces. Se tomaron muestras de 6 peces a las 2, 6,
24 y 48 horas de exposicion.

Resultados

Como se observa en la Tabla 10, el empleo de altas dosis de verde malaquita provocd aumento
del hematdcrito, asi como disminucion de la CHCM a partir de las 24 horas de exposicion con

respecto al control( P < 0.05).

Se observé ademas, abundancia de eritroblastos y presencia de eritrocitos triangulares (Fig.7) y
en el conteo diferencial de células blancas se hall6 aumento significativo, con respecto a control

(P=0.05), del porcentaje de neutrdfilos y disminucion de linfocitos maduros y trombocitopenia.
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Tabla 10 Valores (medianas) de los parametros sanguineos de Oreochromis aureus expuestos al verde malaquita en distintos
tiempos. Valores (medianas) del control e indices de referencia de la especie. Superindices no coincidentes difieren entre si para
P<0.05.

Parametros IR Control  2h 6h 24h 48h
Ht (%) 15-33 31a 292 282 37 380
Hb (g%) 4680 56 6.3 6.5 49 5.4
Eritrocitos(108/mm?) 0.7-1.72 14 1.5 1.6 1.6 14
CHCM (g%) 16-37 1938 2202 2192 132>  14.8
VCM (fl) 150.9-297 235.7 2133 1705 2187  269.2
HCM (pg) 38-86 46.6 40.0 412 32 39.2
Monocitos (%) 2-13 7 5 6 7 7
Linfocitos Jévenes (%) 1-10 8 6 8 7 8
Linfocitos Maduros (%) 12-25 202 182 192 14v 12b
Trombocitos (%) 55-74 61a 672 602 560 56P
Neutréfilos (%) 1-7 5a 5a 7ab 16ac 19¢
Py w - vy - Fig. 7. Frotis sanguineo de O. aureus expuesta a verde
"-} ’ ‘ ‘ ® ‘ﬂ « malaquita.  Eritrocitos  triangulares(a).  Tincion
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Discusion
El efecto del verde malaquita sobre los indicadores sanguineos ha sido estudiado para diferentes

especies: reduccion del hematocrito y respuesta anémica ha sido indicada en trucha arcoiris y
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Clarias gariepinus (Tanck y col., 1995; Musa y Omoregie, 1999). H. fossilis mostrd disminucién del
conteo de eritrocitos, de la hemoglobina y del hematécrito con incremento del conteo total de
leucocitos y aumento del tiempo de coagulacion de la sangre después de la exposicion al verde
malaquita (Srivastava y col., 1996). En Cyprinus carpio la exposicion por 6 dias al verde malaquita
provoco disminucion del Hto, del VCM y aumento de la CHCM (Svobodova y col., 1997).

Sin embargo, aumento del hematdcrito, como en nuestro caso, fueron observados en la trucha
arcoiris tratada con verde malaquita (Alderman y Clifton-Hadley, 1993). En Ictalurus punctatus
(bagre del canal) se encontré aumento de los eritrocitos y de la hemoglobina después de 3 dias de
tratamiento, pero con eritrocitosis y leucopenia después de 7 y 21 dias respectivamente. (Grizzle,
1977).

Hvalek y Bulkey, 1980 encontraron neutrofilia en la sangre de trucha arcoiris a partir de las 24

horas, pero ésta disminuia a los 4 dias post-tratamiento.

Efecto del Triclorfon sobre los indices sanguineos de O. aureus

Antecedentes

El triclorfon (&cido dimetilfosfonico, 2,2,2-tricloro-1-hidroxietil éster), también comercializado como
Masoten, (Bayvet), Dylox, (Mobay), o Neguvon, (Bayer) es un pesticida organofosforado de uso
agricola , inhibidor de la acetilcolinesterasa por lo que su uso no esta permitido, a pesar de ello es
empleado ampliamente en la acuicultura por su efectividad para el tratamiento de ectoparasitosis
por trematodos monogeneos, copépodos, etc en peces de cultivo (Kabata 1985; Post 1987;
Dunier y col. 1991; Baticados y Paclibare 1992; Subasinghe 1992; Tonguthai y Chanratchakool
1992).

A pesar del amplio uso que tiene este producto en la acuicultura existe muy poca informacién

sobre el efecto de este compuesto en el estado fisioldgico de los peces, de ahi nuestro interés en
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establecer la accién de este 6rgano fosforado de uso acuicola sobre los parametros sanguineos

de O. aureus.
Materiales y métodos

Se colocaron grupos de 6 animales en tanques de fibra de vidrio, la unidad experimental consisti6
en un control y 5 réplicas. Las concentraciones ensayadas fueron 27,5 mg/L de Triclorfon((2,2,2-
trichloro-1-hydroxyethyl)-phosphonic acid dimethyl ester). Herwig (1979) refiere concentraciones
de 27,5 mg/L como LC 50 a las 96 h. Esta sustancia fue disuelta en una pequefia cantidad de
agua y afadida al tanque antes de colocar los peces. Se tomaron muestras de 6 peces a las 2, 6,
24 y 48 horas de exposicion.

Resultados

El Triclorfon no ocasion6 cambios en la Hb, Hto y NoE ni en las constantes corpusculares,
aunque si se observo diferencia significativa con respecto al control (P<0.05) a partir de las 24h,
con aumento de los neutréfilos, disminucion de los linfocitos maduros y disminucién de los
trombocitos (Fig 8); asi como abundancia de eritroblastos y presencia de eritrocitos triangulares,
amitosis. También se observé la presencia de eosindfilos en sangre periférica( Fig 9) células poco

comunes en esta especie.
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Fig. 8. Variacién de los porcentajes de leucocitos de O.aureus expuestos a Triclorfon ( 27,5 mg/L), a diferentes
tiempos de exposicién

¢

Fig.9 Frotis de sangre periferica de O. aureus
expuestas a Triclorfon. Tincion May-Grunwald-
Giemsa. Eosindfilo (a.) Aumento1000x.
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Siwicki y col. 1990 encontraron leucopenia y disminucion de la capacidad fagocitica de los

Discusion

neutréfilos que Cyprinus carpio, espués de una exposicion con triclorfon. Cossarini-Dunier 'y col.

1990 no encontraron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta humoral y en el
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valor del hematécrito de Cyprinus carpio en respuesta a concentraciones que van desde 10 hasta
20 000 ppm de triclorfon.

La principal respuesta hematoldgica de Cyprinus carpio expuesta a un pesticida organofosforado
(Diazinon) fue la disminucion significativa del nimero de eritrocitos, el valor hematdcrito y la
concentracion de hemoglobina comparados con el grupo control (Svoboda y col., 2001). Anees
(1978) encontrd disminucion de la hemoglobina y el conteo de eritrocitos en Channa punctatus
después de una exposicion aguda a Diazinon.

Otros organofosforados también provocan cambios que evidencian la disminucion de la
hematopoyesis seguido de la induccidén de anemia en los peces. También se observaron cambios
en el perfil de eritrocitos de Clarias batrachus por efecto de una exposiciéon aguda al dichlorvos
(Benarji y Rajendranath 1990), al triclorfon en Piaractus mesopotamicus (Tavares y col. 1999), al
malathion en Cyprinion wabsoni (Khattak y Hafeez 1996), formothion en Heteropneustes fossilis
(Singh y Srivastava 1994) y a la solucion del organosfosforado Ekolux en Oreochromis
mossambicus (Sampath y col. 1993).

Otro tipo de respuesta hematoldgica al efecto de organofosforados es el incremento del Volumen
Corpuscular Medio asociado con el incremento del valor hematdcrito y disminucion de la
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media. Este tipo de respuesta fue observada en
carpa comun después de un efecto agudo de phenitrothion, imidan y dichlorvos (Svobodova 1971,
1975).

Sin embargo, después de 96 h de exposicion al pesticida diazinon los valores de VCM, HCM,
CHCM, en la sangre de la carpa comun regresaron a los valores del control( Svoboda, 2001).

En nuestro caso no se observo este tipo de respuesta de los indices eritrociticos, debido

posiblemente a la concentracién empleada, ya que la misma coincide con la dosis terapéutica
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empleada para esta especie, sin embargo esta concentracién si provoca cambios a nivel de
conteo diferencial de leucocitos en sangre.

Una disminucion significativa del conteo de leucocitos y linfopenia fue observada en la exposicion
de la carpa comun al diazinon ( Svoboda, 2001). La linfopenia fue reportada también por el efecto
del methylparathion en Heteropneustes fossilis por Nath y Banerjee (1996)

Hiruni y Pathiratne 2005 encontraron que Cyprinus carpio expuestas a triclorfon mostraron
leucocitopenia con linfocitopenia, aunque los valores de hematdcrito no variaron con respecto al
control. Estos autores indican que la leucopenia, se mantuvo hasta 7 dias despues de trasladados
los animales a agua sin el medicamento.

Ghosh y Banerjee (1993) reportaron linfopenia aumento de neutréfilos y eosinofilos en
Heteropneustes fossilis después del efecto de dimethoate en la concentracién LC 50 a las 96h. La
disminucién de la inmunidad no especifica puede ocurrir en peces después de una exposicion a
pesticidas organofosforados, debido a la disminucion del conteo de leucocitos, linfopenia y
aumento de los granulocitos (neutréfilos y eosinéfilos)

Muchos investigadores reportan linfopenia y granulocitosis después de la exposicion de peces a
diversos contaminantes (Wlasow 1985; Murad y Houston 1988; Schwaiger y col. 1993; Thakur y
Sahai 1993, Alkahem 1994; Svobodova y col. 1996).

En este trabajo, la disminucién significativa de los linfocitos con respecto al control a partir de las
24h, el aumento de los neutréfilos y la presencia de eosindfilos en sangre periférica es una
evidencia, como fue sefialado por Ghosh y Banerjee (1993), de la disminucion del nivel de

inmunidad inespecifica de los peces después de la exposicion a sustancias toxicas.
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5.2.3 Estresores fisicos.

5.2.3.1 Relacién entre los pardmetros hematoldgicos v las proteinas de estrés (HSP70) en peces

sometidos a manipulacion y exposicion al aire.

Antecedentes

En general, se ha establecido, principalmente en salmdnidos, que la respuesta comun ante
cualquier estresor es la secrecion de catecolaminas y cortisol, seguido por los cambios
secundarios en los metabolitos de la sangre y del tejido, (Barton y Iwama 1991;Wendelaar Bonga
1997), asi como cambios en algunas enzimas claves del metabolismo intermediario (Robertson, y
col. 1987; Morales y col. 1990; Vijayan y col. 1990,1991; Vijayan y Moon 1992; Vijayan y col.
1997). Otras especies de teledsteos estan capacitadas para responder a los estimulos de estrés
de la misma manera, pero debido a la escasez de estudios, esta asuncion no es siempre cierta
(Pankhurst y col. 1992; Vijayan y Moon 1994).

Ademas de las respuestas mas comunes ya mencionadas, las proteinas de estrés (Hsps), son
parte muy importante de los mecanismos defensivos, estan presentes en la respuesta adaptativa a
un diverso campo de condiciones ambientales que causan estrés fisiolégico y se les encuentra
desde arqueobacterias, eubacterias, levaduras, plantas, invertebrados y vertebrados, incluyendo
humanos (Feder y Hoffman, 1999).

Los parametros sanguineos de los peces indican su estado fisiologico y pueden emplearse para
valorar la efectividad del control de enfermedades infecciosas, desbalances nutricionales, cambios
ambientales y ofras situaciones de estrés que se presentan en los cultivos de organismos
acuaticos (Morgan and lwama,1997).

Los estresores fisicos mas comunes en los peces son: manipulacion, confinamiento, transporte, u

otras formas de alteracion fisica. Ademas el estrés fisico de persecucion de los peces hasta el
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cansancio 0 mantenerlos en una red expuestos al aire por un periodo de tiempo ha sido utilizado
como protocolo estandar en el disefio de estudios fisiolégicos.
En el presente estudio nos propusimos establecer la relacion entre los indicadores celulares y
hematoldgicos de estrés mediante un protocolo estandar de estrés fisico.
Materiales y métodos
40 tilapias clinicamente sanas fueron colocadas en tanques experimentales de 90 litros a razon de
10 animales por tanques y fueron expuestas al aire por 30 minutos y manipuladas para la captura,
fueron devueltas a sus respectivos tanques y después se realiz6 la toma de muestras de sangre a
las 2 h, 24 h, 48 h, 72 h y 96 h para analisis hematol6gicos e higado de 6 animales por grupo
experimental alas 2 h, 48 hy 72 h para la determinacion de HSP. Se trabajo ademas con un
grupo de igual cantidad de animales como control.
Para la cuantificacion de la expresion de las Hsp70 se realizd un RT-PCR semicuantitativo
siguiendo el protocolo estandarizado por Marone y col., 2001.
Las muestras de higado fueron colocadas inmediatamente en solucion TRIPURE (Roche
Diagnostics Cat. No 11 667 165 001)para la extraccion del RNA.

Extraccion de RNA.
100 mg de higado de animales estrésados y del control fueron homogenizados durante 20 seg
usando 1mL de TRIPURE en un homogenizador FASTPREP F-120( Bio 101 Thermo Savant).
Una vez homogenizado el tejido, la mezcla se deja reposar por 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se le afiaden 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIPURE agregado,
se agita vigorosamente por 15 segundos y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifuga a 12,000 x g por 15 minutos a 4° C. Se transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo, al
cual se le agrega isopropanol (0.5 ml por ml de TRIPURE), se agita suavemente y se incuba 15

minutos a temperatura ambiente. Se realiza otra centrifugacion a 12,000 x g por 10 minutos a 4° C
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y se descarta el sobrenadante, el pellet es lavado con etanol al 75%, se centrifuga a 7500 x g 5
minutos a 4° C y se descarta el sobrenadante, el pellet se seca a temperatura ambiente,
finalmente el pellet se resuspende en agua DEPC libre de RNAsas (para obtener el agua DEPC,
en 100ml de agua ultra pura, se disuelven 200 ul de dietilpirocarbonato (DEPC) y se agita durante
toda la noche, luego se esteriliza en autoclave por 20 minutos). EI RNA obtenido se conservé en
alicuotas de 20 pL a -20°C.
Tratamiento del RNA con DNAsa |

A los tubos que contenian el RNA se les agrego 5ul de agua DEPC, 6.5l de buffer 10x, 0.5ul de
RNAsin (Promega) y 3.0ul de DNAse | (Invitrogen). Los tubos fueron incubados 30 minutos a
37°C, posteriormente se les afiadid 6.5ul de LiCl 4M; luego se afiadieron 65ul de fenol-cloroformo
y se homogenizo en vortex, para luego centrifugar por 10 minutos a temperatura ambiente. La
interfase fue transferida a un tubo eppendorf estéril, se le agregaron 2.5 volimenes de etanol
absoluto, y se dejo precipitar por 18 horas a -20°C. Se centrifugo a 12000 rpm 15 minutos a 4°C, el
sobrenadante se desecha y al pellet se le agregan 900pl de etanol al 70%, se vuelve a centrifugar
a 12000 rpm 15 minutos a 4°C y se descarta el sobrenadante, al pellet se le agregaron 50ul de
agua DEPC para su resuspension.Se midio la concentracion final de RNA en cada muestra en un
Bio Photometer Eppendorf

Obtencion del cDNA

Luego de la desnaturalizacién de 1 uL RNA de la muestra que equivale a 0.9305 pg/mL con 4L
de H20 miliQ a 95°C por 5 minutos, se paso6 a un bafio de hielo y se procedidé a la obtencién del
cDNA a través del protocolo siguiente: 1uL de la muestra de RNA | se le adiciond 2 L de oligoDT
, 2L de DTT (0.1M), 1 pL de dNTP ( 10 mM), 1 uL de Transcriptasa Reversa( 200 U/uL) y 4
WL de Buffer 5x y 10 L de agua miliQ para un volumen total de reaccién de 20 L. La reaccién se

realizé en un termociclador tipo Gene Amp PCRSystem 2700 Applied Biosystems. La sintesis de
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la cadena de cDNA se realizo de reaccion fueron 25°C-10 min, 42°C- 60 min, 70 °C- 15 min.
Caracterizacion de Hsp70

Para la determinacién de la presencia de Hsp70 en tilapia se emplearon primers (oligonucleotidos)

especificos que amplifican fragmentos de 283 pares de bases (Molina y col. 2002) los cuales

fueron sintetizados por SIGMA-GENOSYS, dichos primers son los siguientes:

Primer Tm Secuencia (5’-3')
H70pf2 59.5 TCTGCAGCTAAAGGTGTAGC
H70pr2 69.4 TTGAAGGGCCAGTGCTTCATG

Para la reaccion de PCR se tomaron 3uL cDNA, 15 uL de agua miliQ, 6 uL de Taq&GO
mastermix (Q Bio Gene) ,3 L de primer forward (H70pf2), 3 uL de primer reverse (H70pr2), para
un volumen total de 30 uL. La amplificacion por PCR fue realizada en un termociclador tipo Gene
Amp PCRSystem 2700 Applied Biosystems, se probaron diferentes ciclos con diferentes Tm para
la estandarizacion de la reaccion de PCR:
e 1 ciclo de 93 °C por 5 min, 30 ciclos 93 °C por 30 seg, 56 °C por 30 seg, 72 °C por 1min
e 35 ciclos 93 °C por 30 seg, (Tm=58 °C y 60 °C) por 30 seg, 72 °C por 1min con una

extensién final de 72°C por 5 min.
El protocolo estandarizado fue: 93 °C por 5 min., 35 ciclos 93 °C por 30 seg, 60 °C por 30 seg, 72
°C por 1min con una extension final de 72°C por 5 min.

Caracterizaciéon de B-actina

Como control interno fue amplificada para cada muestra, la proteina constitutiva -actina y se
emplearon primers especificos de tilapia de 218 bp (Yada et al 2000) los cuales fueron

sintetizados por SIGMA-GENOSYS, dichos primers son los siguientes:
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Primer Tm Secuencia (5’-3')

B -actf1 66.1 CATGAAGTGCGACGTTGACA

B -actr1 66.4 CACATCTGCTGGAAGGTGGA

Para la reaccion de PCR se tomaron 3 pL del cDNA, 15 uL de agua mQ, 6 pL de Tag&GO
mastermix (Q Bio Gene), 3 pL de primer forward (B -actf1), 3 uL de primer reverse (B -actr1), para
un volumen total de 30 pL. La amplificacion por PCR fue realizada en un termociclador Gene Amp
PCRSystem 2700 Applied Biosystems, se probaron protocolos de 30 y 35 ciclos y temperaturas de
anneling: 56°C, 58°C, 57°C y 62°C

El protocolo estandarizado fue: 93 °C por 5 min.,93 °C por 30 seg, 62 °C por 30 seg, 72 °C por
1min con una extension final de 72°C por 5 min.

La identidad de los amplicones empleados fue confirmada por secuenciacion, para lo cual
previamente se purificaron los fragmentos de Hsp70 y B-actina con el kit de purificacion de PCR
QIAquick, siguiendo el protocolo indicado por los fabricantes.

Las imagenes de los geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio fueron visualizadas en un
fotodocumentador UVP BioDoc-It system y la cuantificacion de las bandas fue realizada mediante
el software Quantity One software (Biorad, Hercules, California, USA). Las mediciones de cada
banda se hicieron por triplicado y luego promediadas para el analisis estadistico. La intensidad de

las bandas fue expresada como unidades de intensidad (INT).

Para el analisis estadistico se empled Anova de una via, para establecer la diferencia entre los
grupos experimentales y cuando se encontré diferencia significativa se aplicd la prueba de
comparacién multiple de Student-Newman-Keuls para P<0.05. Los datos fueron expresados como

Media £ DS. Valores de P<0.05, se consideraron estadisticamente significativos.
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Resultados.

El comportamiento de los indices sanguineos en animales sometidos a estrés por manipulacién de
captura y exposicion fuera del agua, pero devueltos a los tanques y analizados en intervalos de
tiempo se muestra en la Tabla 11.

En este caso se observo que los valores de hemoglobina y de HCM disminuyen significativamente
( P<0.05) a partir de las 24 horas y del VCM a partir de las 72 horas. En los frotis sanguineos se
observo deformacion de los eritrocitos( Fig.10) Se observo que a partir de las 24 h los monocitos y
linfocitos disminuyen, mientras que los neutréfilos aumentan, habiendo diferencia significativa

respecto al control.

Tabla 11. Valores ( medianas) de los parametros sanguineos de Oreochromis aureus sometidos a estrés por
exposicion fuera del agua 30 min y analizados a las 2, 24, 48, 72 y 96 horas después de ser devueltos al agua y del
control no estrésado. Superindices no coincidentes difieren entre si para P<0.05

Parametros indices de Control 2h 24h 48h 72h 96h
Referencia
Ht (%) 15-33 28.6 244 25.6 226 23 214
Hb (g%) 4.6-8.0 5282 5.79 4.49p 3.77° 249 2.31b
Eritrocitos(108/mm?) 0.7-1.72 1.01 0.95 1.19 1.09 1.65 1.26
CHCM (g%) 16-37 18.3 24.7 17.9 16.8 114 10.7
VCM (fl) 150.9-297 284.42 266.5 23782 207.0 142.2¢  170.5
HCM (pg) 38-86 52.6a 64.4a 38.80 34.55 15.4¢ 18.3¢
Monocitos (%) 2-13 5a 62 3p 20 2v 3p
Linfocitos Jovenes (%) 1-10 7 8 7 7 7 8
Linfocitos Maduros (%) 12-25 21a 238 150 130 130 150
Trombocitos (%) 55-74 64 62 61 53 56 58
Neutréfilos (%) 1-7 3 3 13¢ 24b 23 150
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Fig 10. Frotis sanguineos de O. aureus después de 24 h de estrésados por manipulacion y exposicién al aire ( A-
Eritrocitos deformes y presencia de neutrdfilos, B-Animales de control). Tincién May-Grunwald- Giemsa. Aumento
1000x

Como se observa en la Fig 11, cada barra muestra las cantidades relativas de mRNA Hsp70
normalizados a B-actina, en los diferentes grupos experimentales. Los niveles de Hsp70 en las
muestras de higado de Oreochromis aureus aumentan significativamente con respecto al control a
las 2h y a las 72 horas después de haber suspendido la exposicion al estresor, con una

disminucién significativa a las 48 h con respecto a las 2h y las 72 h.
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Fig. 11. Andlisis RT-PCR semicuantitativo de Hsp70 en higado de tilapia: animales de control y después de haber sido
sometidos a estrés fisico ( 2h, 48h, 72h) . Valores (mediat desviacion estandar). Arriba las bandas de B-actina y

Hsp70 obtenidas en el gel de agarosa 2%

Discusion

La concentraciéon del hematocrito y de la hemoglobina se han utilizado ampliamente como
indicadores hematoldgicos de la respuesta secundaria al estrés en los peces (Barton y lwama
1991;Wendelaar- Bonga1997). Sin embargo, los datos disponibles con respecto a la influencia de
varios estresores en ambos parametros son variables y parecen ser dependientes de la duracion
del estresor (agudo o crénico).

Tavares — Dias y col. (2001) encontraron disminucion significativa del conteo de eritrocitos, la
hemoglobina y el hematdcrito mientras que el VCM aumentd, después del estrés por manipulacion
y exposicion al aire en Colossoma macropomum (tambaqui),. En estudios similares realizados con
Salmo ftrutta (Pickering y col., 1982) e Ictalurus punctatus (Ellsaesser y Clem, 1986) no se

observaron cambios significativos en el conteo de eritrocitos. Vijayan y Leatherland, 1989 y
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Pulsford y col., 1994 plantean que algunas fuentes de estrés inducen la liberacion de eritrocitos del
bazo.

En nuestro estudio el efecto del estrés fisico sobre los indices eritrociicos esta dado por la
disminucion significactiva de la hemoglobina y del VCM 'y aumento de la HCM a partir de las 24
horas.

En ensayos realizados por Valenzuela y col. 2002, en respuesta al estrés hipdxico, las truchas
reaccionaron con disminucion del consumo de oxigeno e incrementos en el nimero de eritrocitos,
observaron ademés que el VCM y la HCM disminuyeron. Esos autores sugieren que los peces se
adaptan al estrés hipoxico reduciendo el consumo de oxigeno (respuesta oxiconformadora) e
incrementando el nimero de eritrocitos en circulacion.

En la morfologia de los eritrocitos de la sangre de los animales estudiados, se observo
poiquilocitosis, lo que coincide con Harms y col. (1996) que observaron fragmentos de eritrocitos y
anisocitosis en Morone saxatilis sometido a estrés por captura. Montero y col., 1999 describen
aumento en la fragilidad de los eritrocitos en juveniles de Sparus auratus sometidas a estrés por
alta densidad de siembra, todos estos cambios morfolégicos estan asociados con la
poiquilocitosis.

Morales y col. (2005) al evaluar el hematocrito y la hemoglobina, en Dentex dentex L. después de
la manipulacién y exposicion al aire, no encontraron diferencias significativas con respecto a
animales no estresados, por lo que asumieron que D. dentex es tolerante a estos estresores.

En Oncorhynchus tshawytscha W., 5 h después de la manipulacién no se observaron cambios en
el hematocrito (Mazur y lwama 1993); mientras que en Morone saxatilis W, el hematdcrito eran
mas alto durante el estrés de actividad fisica por persecucion, que durante el descanso (Young y
Cech 1994). Un aumento significativo en el hematdcrito fue observado en la trucha arco iris y en la

trucha Salvelinus fontinalis, después de la manipulacion (Benfey y Biron 2000). Varios estudios
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han demostrado que en Pleuronectes platessa, Scophthalmus maximus y trucha, no se producen
cambios en la hemoglobina como consecuencia del estrés por manipulacion (Bourne 1986, Waring
y col. 1996, Benfey y Biron 2000)

Barton y Zitzow (1995) observaron incremento en los linfocitos en Stizostedion vitreum , una hora
después de la manipulacion y linfopenia tres horas después, pero no encontraron cambios
significativos en la cantidad de neutréfilos. Tavares — Dias y col. ( 2001) encontraron aumento de
los neutrofilos y linfocitos, y no observaron cambios en los niveles de monocitos en Colossoma
macropomum (tambaqui), sometidos a estrés por manipulacion de captura y exposicion al aire. En
nuestro estudio se observd aumento de neutréfilos y disminucién de monocitos y linfocitos
maduros

Delaney y Klesius, 2004, evaluaron la respuesta celular al estrés midiendo niveles de la proteina
Hsp70 en los tejidos del rifion, sangre, cerebro, higado, musculo y cerebro de juveniles de
Tilapia nilética, bajo hipoxia durante 48 h. Niveles altos de Hsp70 fueron detectados en sangre,
cerebro, y musculo en los peces expuestos a hipoxia comparado con el control, mientras que no
se observaron diferencias en rifidn e higado.

Maloyan y col. 1999, encontraron una variacion temporal de la Hsp72 en ratas después del estrés
por variacion de temperatura, con disminucion de esta proteina a las 24 horas, aumento a las 48
horas; sin embargo a los 30 dias,esta proteina fue indetectable.

En el presente estudio también se observa una variacion temporal de la Hsp70 en higado, pero la
tendencia general es el aumento de la concentracion de esta proteina con respecto al control.
Welker y col. 2005, estudiaron la respuesta celular del estrés (proteinas de estrés Hsp60 y Hsp70)
por hipoxia en juveniles de Ictalurus punctatus, y no encontraron aumentos significativos, con

respecto al control, de los niveles de expresidn de las proteinas de estrés.
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Luckstadt y col. 2004, estudiaron el efecto de la hipoxia en O. niloticus niloticus y encontraron altos
niveles de Hsp70 en el higado de animales estresados, pero no encontraron diferencias
significativas en los estudios realizados a animales durante las siguientes 8 horas. Currie y col.
(2000), observaron aumento de las Hsp70 en sangre, cerebro, higado y musculo de
Oncorhynchus mykiss bajo estrés por cambio de temperatura.

Aunque no hemos encontrado estudios donde se relacionen los indicadores fisioldgicos
(hematoldgicos) de estrés con la respuesta celular de estrés. De acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente estudio, la respuesta de las proteinas de estrés HSP 70 en tilapia O.
aureus sometida a manipulacion y exposicion al aire, aparece a partir de las 2 horas con un
aumento de estas proteinas en higado mientras la respuesta de los indicadores hematoldgicos
(hemoglobina, CHCM, HCM, VCM y neutrdfilos) comienzan a partir de las 24 horas después, de
que los animales fueron estresados.

De acuerdo a lo sefialado por Iwama y col. (2004), la complejidad de la informacion disponible
hace dificil concluir que las Hsps son indicadores generales de la respuesta al estrés en peces.
Por lo tanto, son necesarias investigaciones adicionales que aclararén la relacién entre las
respuestas celulares y fisiologicas del estrés. De acuerdo a estos autores el nivel de conocimiento
alcanzado sobre la respuesta celular al estrés en peces, imposibilita el uso de Hsps como
indicadores de estrés.

5.3. Comportamiento fisiolégico de O. aureus en relacion con otras especies e hibridos del
género sometidos a cultivo.

Antecedentes

En los dos ltimos decenios, se han aplicado comercialmente, diversas técnicas genéticas como la
domesticacion, la seleccion, el cruzamiento intraespecifico, la hibridacion interespecifica, la

inversion del sexo y el mejoramiento genético y la poliploidia y la transgenesis con el fin de
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mejorar los peces y crustaceos cultivados. Sin embargo, el efecto de estos cambios genéticos
sobre la fisiologia de los peces ha sido poco estudiado.

El andlisis de la sangre periférica de los peces se ha utilizado con fines de diagnéstico para
evaluar su estado fisioldgico y el efecto de sustancias toxicas, determinar la resistencia no
especifica de los progenitores y su descendencia, establecer la calidad del alimento suministrado,
evaluar el efecto de estrés y determinar la variabilidad entre especies (Svobodova y Vysukova,
1991, Langston y col. 2002, Flajshans y Vajcova 2003, Silveira y col. 2004).

Vijayam y Moon, 1994 plantean que en peces, son disimiles las respuestas al estrés entre las
especies asi como entre las diferentes cepas dentro de una misma especie en cuanto a su
tolerancia a cambios ambientales. Leatherland y col. 1998, indica que las caracteristicas de la
sangre difieren entre especies asi como dentro de individuos de una misma especie; por lo que
resulta de interés establecer las diferencias de los indicadores hematoldgicos entre especies
parentales y sus hibridos con el fin de su utilizacion como herramienta de diagnostico en
condiciones de estrés.

Blaxhall 1972 plantea que pueden ocurrir variaciones en los componentes de la sangre debido a
diferencias genéticas. Badawi y Said 1971 compararon la sangre de 4 especies de tilapias y
encontraron diferencias para el contenido de hemoglobina, el conteo de eritrocitos y el valor
hematdcrito. Langstons y col. 2002 encontraron que distintas cepas de Hipoglossus hippoglossus
mostraron diferentes respuestas a cambios de temperatura con respecto al conteo diferencial de
células sanguineas. Parson 1993 al comparar triploides y diploides de Pomoxis annularis

encontré cambios en el nimero de eritrocitos, la hemoglobina y el volumen corpuscular medio.

Balfry y col. 1997 establecieron las variaciones entre algunos pardmetros de la sangre de

diferentes cepas de O. niloticus inoculadas experimentalmente con Vibrio parahaemolyticus.
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Tavares-Diaz y col. 2002 también encontraron cambios en los parametros hematologicos de
Rhamdia quelem con respecto a otras especies del mismo genero. Palikova y col. 1999 evaluaron
las diferencias morfoldgicas de la sangre de tres especies de esturiones.

Son escasos los estudios que se han realizado donde se comparen los parametros de la sangre
entre especies e hibridos del genero Oreochromis por lo que el objetivo del presente trabajo es
comparar las variables hematolégicas de Oreochromis hornorum, Oreochromis aureus, O.
niloticus y el hibrido O. aureus x O. niloticus., lo que contribuira a entender mejor la variacion del
comportamiento de estas especies bajo condiciones de cultivo

Materiales y métodos

Se realizaron anélisis hematoldgicos a 30 animales por grupo de las especies Oreochromis
aureus, O. hornorum y Q. niloticus y los hibridos O. niloticus x O. aureus.

Resultados

Enla Tabla 12 se observan los valores de los indices hematologicos cuando comparamos las tres
especies del genero Oreochromis, Los indicadores analizados en las tres especies fueron

significativamente diferentes (p < 0,05).

Para O. hornorum se encontr6 una disminucion significativa de todos los indicadores sanguineos
analizados con respecto a O. aureus con excepcion de la cantidad de hemoglobina en cada
eritrocito (HCM) que fue similar en ambas especies, al compararla con O. niloticus se encontré
que los valores de Hb fueron semejantes, pero el resto de los indicadores fueron
significativamente diferentes, con mayor tamafio de cada eritrocito (VCM) y valores de HCM y

CHCM menores.
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Tabla 12. Valores de los parametros hematolégicos de las especies O. aureus, O. hornorum. O.niloticus. Valores
(medianas y rangos-25/75 percentil) con diferentes superindices difieren significativamente para P< 0.05

0. aureus 0. hornorum O.niloticus
Hb( g/dL) 3.413(3.1-3.6) 2.952.6-3.1) 2.690(2.5-2.8)
Eritrocitos (106/mm3) 1.522( 1.4-1.5) 1.4(1.3-1.5) 1.30¢(1.2-1.3)
Hematdcrito (%) 22.92(21.2-24.7) 180 (17-20) 21.82¢(20.2-23.0)
VCM (fL) 151.52(150.5-152.5) 143.80(143.6-145.0) 170.8¢(169.0-172.0)
CHCM ( g/dL) 15.12(13.9-15.9) 14.55(13.7-14.7) 13.2¢(12.4-14.0)
HCM ( pg) 22.62(21.3-24.1) 22.32(20.7-24.0) 20.4v(18.5-22.9)

De las especies analizadas, la que mayor volumen corpuscular medio presenta es O. niloticus, con

menor numero de eritrocitos y menor HCM

Como se observa en la Fig 12, el hibrido O. aureus x O. niloticus presenté mayor valor del Ne y
Hb que el parental O. niloticus, pero menor que O. aureus, mientras que el VCM fue menor que
para O. niloticus pero mayor que en O. aureus. Los valores de HCM y CHCM no difirieron de
forma significativa para O. niloticus y el hibrido O. aureus x O. niloticus, mientras O. aureus

presentd los mayores valores de estos dos indicadores.

Discusion

Schreck y col. 2001, establecen que diferentes especies de peces tienen diferentes tolerancia al
estrés, por lo que es importante conocer los cambios que en el @mbito de parametros sanguineos

pueden ocurrir entre especies de un mismo género, asi como en los hibridos que se obtienen

mediante las distintas posibilidades que nos brinda la genética en el campo de la acuicultura.

78



»5 1,60
[}
o
T 1,55
,0
1,50
L °
[ ]
.5 ° 1,45 T
T ° 1,40
07 T 1,35 % T
1,30
5 . L
° 1,25
) ; . : 1,20 . . :
Haematocrit (%) Mean Corpuscular Volume ( fL)
28 180
4 [ ]
2 4 o 175
T [ ]
170 -
24 4 T
165 -
22
160 - N
I .
L 155 -
[ ] [ ]
18 - ° 150 4
16 . . . 145 : . .
Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration( g%) Mean Corpuscular Haemoglobin (pg)
17 26
° [}
16
24 T
[ ] [ )
s T L T
22 4
14 4
13 A
20 4
T I T
[ ]
° O ° 18 1 i
11
[ ]
10 T T T 16 T T T
O. aureus 0. aureus x O.niloticus o
O.niloticus O. aureus 0. aureus x O.niloticus

O.niloticus

Fig 12. Valores de la mediana para P?0.05 ( 25%-75%) de indices hematoldgicos de hibrido y parentales 9



Badawi y Said 1971, al igual que en nuestro caso, encontraron variaciéon en el conteo de
eritrocitos, el contenido de hemoglobina y el valor hematocrito al comparar 4 especies de tilapia.
Estos autores encontraron mayores valores de Hb, Ht y nimero de eritrocitos en Tilapia aurea
que en Tilapia nilotica, 1o que coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio al
comparar estas dos especies. Cnaani y col. 2002 también encontraron diferencias significativas

para el valor hematocrito al comparar O. aureus, O. mossambicus, O. niloticus y O. niloticus roja.

Hussein y col. 1996 reportan para O. niloticus valores semejantes a los obtenidos en nuestro
estudio para el nimero de eritrocitos (1.31) y el valor hematacrito (20%), sin embargo es mayor la

concentracion de Hb (6.0 g/l).

O. aureus presentd valores significativamente mayores de Hb que O. niloticus, con una mayor
cantidad de Hb en cada eritrocito y mayor MCHC, lo que indica que O. aureus tiene mayor
capacidad para el transporte de oxigeno a traves del organismo lo que le proporciona una mayor
posibilidad de adaptarse a cambios ambientales. Este comportamiento fue observado por Glazova

(1976) al establecer caracteristicas sanguineas en diferentes peces tropicales.

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio para el hibrido O. niloticus x O.
aureus con los resultados de Hrubec y col. 2000 al establecer los intervalos de referencia
hematoldgicos para el hibrido (Oreochromis nilotica x O. mossambicus x O. aureus) observamos
que estos autores encontraron mayores valores de hematdcrito ( 27-37%), de hemoglobina (7.0-
9.8 g/dl) del numero de eritrocitos (1.91-2.93 x 10/uL), de la HCM (28.3-42,3 pg), y la CHCM (22-
29 g/dl) solo para el VCM (115-183 fl) los valores hallados para el hibrido de nuestro estudio

estaban dentro del rango de referencia dado para este hibrido por esos autores.
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La combinacion de diversos programas de mejoramiento genético, los métodos tradicionales y la
ingenieria biotecnoldgica y genética probablemente permitira obtener los mejores genotipos para
la acuicultura, por lo que es importante conocer el efecto de estos cambios en la fisiologia de los
peces y el impacto que el estrés puede causarles, lo que contribuird sin dudas al desarrollo de

estrategias de manejo que minimicen el impacto del estrésor.

Los resultados del presente estudio indican la existencia de diferencias entre los indices

hematoldgicos de especies e hibridos del genero Oreochromis.
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6. DISCUSION GENERAL.

En la practica acuicola, la adaptacion del animal a las condiciones de cultivo, representa un
objetivo basico. Esta adaptacion permitird su mantenimiento en cautiverio, asi como su
crecimiento y reproduccion. Los posibles agentes estrésantes que pueden influir en el éxito del
cultivo son multiples y de variado origen: alimentacion deficiente, alta densidad de cultivo, baja
oxigenaciéon del agua, condiciones fisico-quimicas del agua no Ooptima, fotoperiodo y/o

termoperiodo no adecuado, vibraciones y ruidos, contaminantes, etc.

La existencia de un estrés en el cultivo origina las respuestas primarias, secundarias y terciarias
tipicas de una situacion de estrés. Al final, los animales mostraran un retraso o nulo crecimiento
por la existencia de un metabolismo alterado, fallos en la reproducciéon por un mal funcionamiento
del sistema reproductor y una alta susceptibilidad a agentes patdgenos, debido a una disminucién
en el sistema inmunitario. De lo anteriormente expuesto, es ldgico comprender que en la

acuicultura es prioritario eliminar cualquier fuente de estrés.

Oreochromis aureus es una de las especies dulceacuicolas mas exitosa en acuacultura, se cultiva
en sistemas intensivos y semiintensivos, donde las altas densidades de siembra y limitada calidad
del agua, propician que los animales se encuentren bajo estrés constante, sobretodo cuando no
se realiza un manejo adecuado del sistema. Segun Pickering (1981) pocos conceptos suscitaron
tantas controversias como el de estrés, y como resultado, existen numerosas definiciones en los
trabajos cientificos. El estrés, es definido generalmente como el estado o condicion en el que la
homeostasis de un individuo es alterada como resultado de un estimulo externo, llamado estrésor.
Los estrésores provocan cambios en el estado fisiologico del animal y este cambio es interpretado

como la respuesta al estrés (Reddy and Lettherland, 1998).
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En el medio acuatico, el sistema homeostatico de los peces es afectado continuamente por los
cambios de diversos agentes naturales y de origen antropogénico y es imposible crear
experimentalmente todas las variables que pueden afectar a los peces en su entorno, no obstante
los estudios del laboratorio pueden revelar las particularidades de la accién de diversos estimulos.
Estos estudios permiten que modelemos el efecto del ambiente sobre la fisiologia de los peces y
que entendamos mejor los mecanismos de la accion especifica de diversos factores (Vosyliené y
Kazlauskiené 1999).

Si bien la intensidad del estrés no puede ser medida, entonces son las respuestas al estimulo las
que se determinan cuantitativamente. La evaluacidn de la respuesta al estrés por un biomarcador
debe ser rapida, rentable y compatible con los tamafios de muestra necesarios para analisis
estadisticos rigurosos. También seria ventajoso si tales biomarcadores fueran no destructivos
(Adams, 2002)

En peces, numerosos trabajos reportan mediciones de los cambios en el comportamiento
individual, de la respuesta fisioldgica primaria, secundaria y terciaria, y de la respuesta celular
como indicadores de estrés que, cuando van mas alla de la tolerancia, ocasionan la muerte o en
casos menos severos, afectan el crecimiento (McCormick y col. 1998), predisponen a
enfermedades (Robertson y col., 1987, Kaatari y Tripp, 1987) o imposibilitan la resistencia a
nuevas situaciones de estrés (Schreck, 2000). Sin embargo, los efectos del estrés a nivel
poblacional, respuesta terciaria, aunque dificiles de comprobar, son los que tienen mayores
relevancias ecoldgicas. Estos se manifiestan por la reduccion en los procesos de desove (Billard y
col. , 1981, Hontela, 1997), pobre calidad de la progenie y disminucion de la poblacién (Schreck y
col., 2001).

Multiples factores influyen en la respuesta y aunque el grado de la misma puede ser interpretado

como indicador de la magnitud del estrés, las respuestas en sus diferentes niveles dependen
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mucho de la capacidad de cada individuo o de una especie en particular (Pankhurst y Van Der
Kraak, 2000).

La respuesta fisiologica primaria, afecta los parametros bioquimicos, que son determinados en las
concentraciones de hormonas en el plasma (Mazeaud y col. , 1977, McCormick y col. , 1998) y
por estudios histopatologicos, que se evaluan a través de la actividad secretoria de las células
corticotrofas de la hipdfisis (Hontela y col. , 1992), o de las células interrenales, por el didmetro del
nucleo, tamafio celular o contenido de acido ribonucléico (Yang y Albright, 1995).

Las respuestas secundarias, estan referidas a cambios metabolicos, que pueden ser bioquimicos
(Wells y col. , 1984, Pottinger, 1998), fisiologicos (Hemre y Krogdahl, 1996) o hematoldgicos
(Pickford y col. , 1971, Soivo y Oikari, 1976), siendo dificil afirmar que una etapa inicia cuando la
anterior estd finalizando, ya que probablemente muchos acontecimientos ocurren en forma
simultnea, y permanecen alterados aun cuando el responsable de la modificacion esté en niveles
normales.

Los estudios hematoldgicos en peces resultan ahora mas Utiles, debido al desarrollo creciente de
la piscicultura y al mayor conocimiento de la contaminacion de recursos dulceacuicolas naturales
en las zonas tropicales. Tales estudios se han utilizado generalmente como indicador eficaz y
sensible de los cambios fisiologicos y patolégicos en peces (lwamay col. , 1976; Chekrabarty y

Banerjee, 1988).

Una de las dificultades en la determinacion del estado de la salud de una poblacién de peces, es
la falta de referencias confiables de la condicién normal de salud, por lo que fue necesario
establecer en nuestro caso los parametros hematolégicos normales de O. aureus, ademas se
identificaron seis tipos de células en sangre periférica: eritrocitos, trombocitos, monocitos,

neutrdfilos, linfocitos maduros y jovenes.
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Al establecer los indices de referencia de O. aureus se obtuvo que los valores de hematdcrito y
numero de eritrocitos son mas altos que los registrados como normales para Tilapia aurea en
Israel por Badawi y Said (1971) mientras que el de hemoglobina es mas bajo, lo que se refleja en
los valores de HCM y CHCM. Pieterse y col. (1981) atribuye variaciones de este tipo al hecho de

que se trata de poblaciones bajo diferentes condiciones de cultivo.

En las inoculaciones experimentales con Corynebacterium sp y con Aeromonas hydrophila se
observé a partir de las 48 h disminucion de la hemoglobina, HCM, CHCM y el conteo de eritrocitos
hasta los 20 dias post-inoculacion y en los animales inoculados con Corynebacterium sp se
apreci6 ademas disminucién significativa del VCM y el hematdcrito a las 72 horas post-
inoculacion. Se observo que para ambos patégenos los peces mostraron neutrofilia, aumento de
los linfocitos jovenes y disminucion de linfocitos maduros desde las 48 horas y poiquilocitosis. En
ambos casos O. aureus manifestd anemia microcitica hipocrémica. Nakayasu y col. 2002,
describen también anemia microcitica hipocrémica en Paralichthys olivaceus por la disminucion
del VCM, y la anormalidad estructural de los eritrocitos. El patrén de cambios hematoldgicos
observados en general, es semejante al observado en otras infecciones bacterianas estudiadas en

peces (Brenden y Huizinga 1986; Yildiz,1998).

El anestésico MS 222 provoca en O. aureus incremento del hematécrito y disminucion de la
CHCM después de las 2h post-anestesia y a las 24 horas se observé una disminucién del
hematdcrito, mientras que el anestésico benzocaina provoca en O. aureus, linfocitopenia y
neutrofilia a partir de las 2 horas de recuperacion de la anestesia, pero alcanza valores
semejantes al control a las 24 horas. La benzocaina y el MS 222 son similares en su accion y
estructura quimica. La respuesta a un anestésico depende de la especie, la edad, el nivel de fatiga

, la condicién de los animales y de factores ambientales; por esta razén es necesaria la evaluacion
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de cada anestésico para cada especie (Robertson y col., 1988). Wedemeyer (1970) realiz6 una
comparacion entre benzocaina y MS 222 como anestésicos para los salménidos y demostr6 que
la benzocaina era ligeramente menos dafiina porque inducia menos cambios metabdlicos.

La importancia del estado hematoldgico de un organismo como indicador bioldgico fue establecida
y se demostrd que varios parametros hematologicos son muy sensibles a la intoxicacion con los
metales (Folmar, 1993; Golovina, 1996). Vosyliené y Kazlauskiené (1999) indicaron diversas
respuestas hematologicas de la trucha arco iris sometidas a diversos estimulos: los productos
quimicos (estrésores ambientales) indujeron un aumento en el conteo del eritrocitos,
concentracion de la hemoglobina y hematdcrito. Los patrones de cambios en los parametros
hematoldgicos de la sangre encontrados por otros autores dependieron de la concentracion de

productos quimicos, de la duracion de la exposicidn y de la especie de pez.

Un aumento en el conteo de eritrocitos, hematdcrito, y concentracién de la hemoglobina fue
determinado después de la exposicion a corto plazo de la carpa al sulfato de cobre (Svobodova y
col., 1994), después de la exposicion a largo y a corto plazo de la trucha de arroyo y del siluro
marrén (Ictalurus nebulosus) (McKim y col., 1970) y trucha arco iris expuestas al ién cobre (Wilson
y Taylor, 1993 Waiwood, y col. 1980) y después de la exposicién de la tilapia (Oreochromis
mossambicus) al cobre y al mercurio (Cyriac y col., 1989).

El plomo puede afectar la sintesis de la hemoglobina y el tiempo de vida media de los glébulos
rojos, este metal origina en los peces la formacién de una pelicula coagulante y les provoca
alteraciones hematoldgicas. En nuestro trabajo comprobamos que en O. aureus el plomo provoca
disminucion del contenido de hemoglobina, el nimero de eritrocitos y la CHCM con respecto al
control. En las células blancas se observd aumento de linfocitos jovenes y neutréfilos, asi como

disminucion de linfocitos maduros y trombocitopenia.
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El nitrito es toxico para muchas especies de peces por su efecto en la hemoglobina, sin embargo
la tilapia es mas tolerante a la toxicidad por nitrito que muchas especies de agua dulce (Popma y
Masser 1999). El nitrito en O. aureus del presente estudio en concentraciones de 30 mg/L provoca
con respecto al control, disminucion del hematdcrito y de la hemoglobina. La CHCM aumenta y el
VCM disminuye respecto al control a partir de las 2 horas de tratamiento, mientras que la HCM
disminuye a partir de las 24 horas. Esta disminucion de oxigeno en la sangre se debe a que el
nitrito oxida la hemoglobina formando metahemoglobina, una forma no capacitada para el
transporte de oxigeno a través del organismo (Brown y Mc Leay, 1975; Watanabe y Yasutake,
1978; Tomasso, 1986).

El verde malaquita provoca reduccion del hematécrito y anemia en trucha arcoiris y  Clarias
gariepinus (Tanck y col., 1995; Musa y Omoregie, 1999). H. fossilis mostro disminucion del conteo
de eritrocitos, de la hemoglobina y del hematdcrito con incremento del conteo total de leucocitos
(Srivastava y col., 1996). En Cyprinus carpio provoco disminucion del Hto, del VCM y aumento de
la CHCM (Svobodova y col., 1997).

Sin embargo, aumento del hematdcrito, como en nuestro caso, fueron observados en la trucha
arcoiris tratada con verde malaquita (Alderman y Clifton-Hadley, 1993). En Ictalurus punctatus
(bagre del canal) se encontr6 aumento de los eritrocitos y de la hemoglobina después de 3 dias de
tratamiento, pero con eritrocitosis y leucopenia después de 7 y 21 dias respectivamente. (Grizzle,
1977).

También comprobamos que Oreochromis aureus expuestas a Triclorfon (27,5 mg/L) presentaron
aumento de los neutrdfilos, disminucién de los linfocitos maduros y disminucién de los trombocitos
a partir de las 24h. Hiruni y Pathiratne 2005 encontraron que Cyprinus carpio expuestas a
Triclorphon mostraron leucopenia con linfocitopenia. Estos autores indican que la leucopenia, se

mantuvo hasta 7 dias después de trasladados los animales a agua sin el medicamento.
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El actual estudio confirm6 que los parametros hematolégicos son indicadores sensibles de la
respuesta del organismo de los peces a los productos quimicos. Mientras tanto, las
particularidades de alteraciones en estos parametros dependieron de la duracion de la exposicion

asi como de la naturaleza de los productos quimicos.

El efecto de un estrésor fisico en O. aureus y su accion sobre indicadores hematologicos y
celulares (Hsp70), demostré una diferencia significativa en los niveles de expresion de Hsp70 en
higado de tilapia (O. aureus) expuestas a un estrésor fisico muy comdn en la acuicultura, como es
la manipulacién por captura y la exposicion al aire. Mientras que los valores de hemoglobina
disminuyen significativamente y el conteo de eritrocitos aumenta, con respecto al control a partir
de las 72 horas. Se hallo también que a partir de las 24 horas los monocitos y los linfocitos
maduros disminuyen, con aumento de los neutrdfilos.

Al estudiar la respuesta celular al estrés en organismos acuaticos es muy importante establecer si
los procedimientos tales como manipulacion, muestreo y otros estrésores fisicos estan afectando
la respuesta de la Hsp. Mientras que los procedimientos de la manipulacién y de muestreo
pueden afectar indicadores comunes de la respuesta fisioldgica de estrés en peces, tales como
niveles del cortisol en el plasma, se ha demostrado ya en trucha arco iris que la manipulacion no
altera los niveles de Hsp70 hepatico (Vijayan y col., 1997), ni los niveles de Hsp60 en higado,
musculo, branquias y corazén (Washburn y col., 2002).

Zarate y Bradley (2003) indicaron que las formas comunes de estrés en las practicas de
cultivo (exposicion a la anestesia, formalina, hipoxia, hiperoxia, captura, alta densidad de
siembra, deficiente alimentacion y baja temperatura) no alteraron los niveles de Hsp30, Hsp70

y Hsp90 en branquias del salmén (Salmo salar) y con esos estudios demostraron que los

estrésores comunes no provocan cambios en los niveles de expresion de esta proteina, por lo
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que Hsp puede no ser un indicador sensible ante estrésores fisicos que intervienen en
operaciones de la acuacultura.

Algunos estudios recientes han explorado la posible relacion directa entre las respuestas
fisiologicas (cortisol) y celulares( HSP) de estrés en peces. lwama y col. 2003 plantean que
aunque estamos lejos de entender esta relacion, se ha demostrado que las hormonas
esteroides, incluyendo cortisol, pueden tener una influencia directa en la respuesta celular al
estrés. Los altos niveles del cortisol en el plasma atenuaron la respuesta de Hsp30 en
branquias en la trucha (Oncorhynchus clarki); Ackermany col. , 2000), de Hsp70 en higado y
branquias en trucha arco iris, de Hsp70 en branquias en tilapia (Basu y col. , 2001), asi como de
la expresion de mRNA de la Hsp90 en cultivos primarios de los hepatocitos de la trucha arco iris
(Sathiyaa y col. , 2001) y de la Hsp70 en cultivos primarios de los hepatocitos de la trucha arco
iris (Boone y Vijayan, 2002).

En la comparacion de las diferentes especies de tilapia se observo que para O. hornorum hay una
disminucion significativa de todos los indicadores sanguineos analizados con respecto a O. aureus
y en el caso del hibrido O. aureus x O. niloticus con sus parentales, éste presenté mayor valor
del Ne y Hb que el parental O. niloticus, pero menor que O. aureus. Los resultados obtenidos
confirman lo expresado por Leatherland y col. 1998 y Blaxhall 1972 que indican que las
caracteristicas de la sangre difieren entre especies de un mismo género, asi como entre individuos
sometidos a cambios genéticos; por lo que resulta de interés establecer las diferencias de los
indicadores hematoldgicos entre especies parentales y sus hibridos con el fin de su utilizacion
como herramienta de diagnostico en condiciones de estrés.

En el presente estudio se analizd para Oreochromis aureus el efecto de estrésores fisicos,
bioldgicos y ambientales en la respuesta secundaria al estrés de un grupo de indicadores

hematoldgicos, faciles de determinar, factibles econémicamente y que pueden ser estandarizados
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y empleados en condiciones de campo, por lo que es posible su empleo en los muestreos de

rutina en los centros de cultivo de esta especie.
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7. CONCLUSIONES

Se establecen los parametros sanguineos de referencia para Oreochromis aureus de
cultivo. Se identificaron seis tipos de células en sangre periférica: eritrocitos, trombocitos,
monocitos, neutrdfilos, linfocitos maduros y jovenes.

La inoculacién experimental con Corynebacterium sp. provoca a partir de las 48 h
disminucion de la hemoglobina, el Hemoglobina Corpuscular Media y Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular Media, y disminucion significativa del Volumen Corpuscular
Medio, el hematdcrito a las 72 horas post-inoculacion y el conteo de eritrocitos a los 20
dias post-inoculacion, indicativo de anemia microcitica hipocromica. Se observd aumento

de neutrdfilos y linfopenia desde las 48 horas.

En la inoculacién con Aeromonas hydrophila se observo disminucion de la hemoglobina,
la Hemoglobina Corpuscular Media y la Concentracién de Hemoglobina Corpuscular
Media a partir de las 48 h, y del nimero de eritrocitos a partir de las 24 horas y se
mantuvo hasta los 20 dias post-inoculacion. Se observd aumento de neutréfilos y
linfopenia desde las 48 horas.

El anestésico MS 222 provoca cambios incremento del hematocrito y disminucion de la
Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media después de las 2h post-anestesia y a
las 24 horas se observé una disminucion del hematocrito

El anestésico benzocaina provoca en O. aureus, linfocitopenia y neutrofilia a partir de las
2 horas de recuperacion de la anestesia, pero alcanza valores semejantes al control a las
24 horas,

El nitrito en concentraciones de 30 mg/L provoca con respecto al control, disminucion del

hematdcrito de la hemoglobina. La Concentraciéon de Hemoglobina Corpuscular Media
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aumenta y el Volumen Corpuscular Medio disminuye respecto al control a partir de las 2
horas de tratamiento, mientras que la Hemoglobina Corpuscular Media disminuye a partir
de las 24 horas.

La exposicién de O. aureus a concentraciones subletales de plomo, provoca disminucion
del contenido de hemoglobina, del numero de eritrocitos y de la Concentracién de
Hemoglobina Corpuscular Media. En las células blancas se observé aumento de linfocitos

jovenes y neutrofilos, asi como disminucion de linfocitos maduros y trombocitos.

El empleo de altas dosis de verde malaquita provoco aumento del hematdcrito, asi como
disminucion de la Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media a partir de las 24
horas de exposicion con respecto al control. En el conteo diferencial de células blancas se

hall6 aumento significativo con respecto a control del porcentaje de neutrofilos.

Oreochromis aureus expuestas a Triclorfon (27,5 mg/L) presentaron un aumento de los
neutrdfilos, una disminucion de los linfocitos maduros y una disminucion de los

trombocitos a partir de las 24h,

La respuesta de las proteinas de estrés HSP 70 en tilapia O. aureus sometida a estrés por
exposicion al aire, aparece a partir de las 2 horas, mientras la respuesta de los
indicadores hematoldgicos (hemoglobina, Concentracién de Hemoglobina Corpuscular
Media, Hemoglobina Corpuscular Media, Volumen Corpuscular Medio y neutréfilos)
comienzan a partir de las 24 horas.

En la comparacion de O. aureus con otras especies del género se observd que para O.
hornorum se encontr6 una disminucion significativa de todos los indicadores sanguineos
analizados con respecto a O. aureus con excepcion de la cantidad de hemoglobina en

cada eritrocito, que fue similar en ambas especies, al compararla con O. niloticus se
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encontré que los valores de Hb fueron semejantes, pero el resto de los indicadores fueron
significativamente diferentes, con mayor tamafio de cada eritrocito y valores de
Hemoglobina Corpuscular Media y Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media

menores.

El hibrido O. aureus x O. niloticus presentdé mayor valor del numero de eritrocitos y de la
hemoglobina que el parental O. niloticus, pero menor que O. aureus, mientras que el
Volumen Corpuscular Medio fue menor que para O. niloticus pero mayor que en O.
aureus. Los valores de Hemoglobina Corpuscular Media y Concentracién de Hemoglobina
Corpuscular Media no difirieron de forma significativa para O. niloticus y el hibrido O.
aureus x O. niloticus, mientras O. aureus presentd los mayores valores de estos dos

indicadores.
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8.PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio contribuyen al conocimiento de los indices hematoldgicos en
tilapia aurea (O. aureus), de cultivo semintensivo. Se establecieron los indicadores
hematoldgicos de la especie para los indices eritrociticos y el contero diferencial de células
blancas y luego fue comparado el comportamiento frente a estresores bioldgicos, ambientales y
fisicos. Con estos resultados podemos enriquecer la investigacion aplicada y basica, y contribuir a
las necesidades practicas del cultivo con una herramienta que ayude a mantener el estado
fisiolégico Optimo en los peces y con ello mitigar las pérdidas econdémicas por enfermedades o
cambios ambientales.

Desde el punto de vista veterinario, es importante saber que los indicadores hematoldgicos
pueden ser empleados como instrumento de diagnostico presuntivo en la rutina diaria en las
granjas de cultivo de Oreochromis aureus (tilapia), ya que estan influenciados por diversos de
factores, y esta préactica contribuira a detectar a tiempo cualquier cambio en el estado fisiologico
de los mismos.

Sin embargo, es necesario continuar estudios de profundizacion en esta tematica en esta especie

y en otras de interés.
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