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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se presenta el primer estudio sobre caracterizacion
morfologica y citoquimica de los leucocitos en sangre periférica de juveniles del hibrido
Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto). Se tomaron 30
ejemplares juveniles del hibrido a los cuales se les realizo la extraccion de sangre
mediante la puncién de la vena caudal, la muestra sanguinea extraida se utiliz6 para
realizar la caracterizacion tanto morfolégica como citoquimica de las células
leucocitarias del pez. Para establecer las caracteristicas morfologicas de las células
leucocitarias se uso la tincion de Giemsa. Se identificaron seis (6) tipos de células
morfologicamente diferentes, las cuales se clasificaron como células heterofilas,
adicionalmente, se identificaron células semejantes a los linfocitos, células monociticas,
y trombocitos. El grupo de las células heterofilas se dividid a su vez en tres (3): tipos
celulares: células heterofilas del tipo neutréfilos, del tipo eosinéfilos, y del tipo
basofilos. En términos generales, todas las células descritas concuerdan con las halladas
en otros peces teledsteos, sin embargo, se encontraron diferencias morfoldgicas
marcadas con respecto a los heterofilos del tipo eosinofilos, donde se evidenciaron dos
tipos de granulos con caracteristicas tintoriales diferentes: unos de color naranja intenso
(lo cual demuestra su naturaleza &cida), y otros de color purpura intenso (lo que quiere
decir que son de naturaleza basica). Para la caracterizacion citoquimica se aplico la
técnica de coloracion del Acido peryédico de Schiff, la cual permite la identificacion de
glucdgeno en las células, asi mismo, para establecer la presencia de lipidos en las células
de interés, se empleé la tincion de Negro de Sudan B, mientras que se aplicd la técnica
de coloracion de negro amido para comprobar la presencia de proteinas y para
determinar la presencia de enzimas se contd con la tincion de la mieloperoxidasa. Con
respecto a la presencia de glucogeno, se hallaron positivos los heterofilos del tipo
neutréfilos y los del tipo eosindfilos; para la presencia de lipidos, dieron reaccién
positiva todas las células heteréfilas, en la cuanto a la coloracién para determinar la
presencia de proteinas basicas, todas las células resultaron positivas; asi mismo, para la
reaccion de la mieloperoxidasa, los heterofilos del tipo neutréfilos evidenciaron una
reaccion claramente positiva, mientras que los del tipo eosinéfilo mostraron una
reaccion débil. Todos estos hallazgos dan evidencia de la naturaleza de las células
estudiadas, mostrando que las mismas intervienen en procesos de defensa del pez
estudiado, asi mismo, la heterogenicidad de las células blancas del pez hibrido, sugiere
la necesidad de profundizar en estudios histoquimicos mas especificos para poder
identificar con mas precision la funcién de cada una de ellas. El estudio de estas células
proporciona nuevos conocimientos que importantes para monitoreos de tipo ambiental
en este organismo, lo cual ayudaria a establecer controles sanitarios y asegurar la salud
de estos peces en los cultivos, asi mismo los hallazgos obtenidos permiten deducir de
forma indirecta cuales son los constituyentes celulares del sistema inmune innato del
hibrido, sirviendo como estudio base para futuras investigaciones, tanto ambientales
como de tipo inmunoldgicas.
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INTRODUCCION

En los peces, tanto en las poblaciones naturales, como en aquellas que estan en
cautiverio, la hematologia reviste suma importancia ya que permite evaluar el estado de
salud general de estos organismos. El poder determinar los factores que inciden sobre el
bienestar de los peces es prioritario; encontrdndose dentro de esos factores la interaccion
que existe entre los nutrientes y la posible presencia de toxicos; asi como las potenciales
alteraciones ocasionadas por dichos toxicos ademés de la presencia de agentes
patdégenos, los cuales estdn reflejados muchas veces, por algin grado de
inmunosupresion y/o alteracion de los elementos constituyentes de la sangre (Witeska,
2005; Salazar-Lugo et al., 2012; Alaye-Rahy y Morales-Palacios, 2013).

Dentro de los componentes formes de la sangre de los peces (al igual que en todos los
vertebrados), se encuentran los globulos rojos, también llamados eritrocitos o hematies,
los cuales son las células sanguineas méas abundantes; luego, y en menor cantidad, se
hallan los glébulos blancos o leucocitos y los trombocitos, considerandose, estos
ultimos, equivalentes a las plaquetas de los mamiferos. Los glébulos blancos, son
elementos fundamentales del sistema inmune, de alli la importancia de conocer de
manera precisa la morfologia de estos, asi como de los tipos celulares leucocitarios
predominantes en los diferentes estadios de desarrollo de los peces, estos factores son de
gran utilidad en acuicultura ya que contribuyen a valorar y monitorear el estado de salud
de estos organismos, asociados, por supuesto, a las diferentes evaluaciones

hematoldgicas (Valenzuela et al., 2003; Davis et al., 2008; Salazar-Lugo et al., 2012).

En los peces, la clasificacion de los leucocitos (al igual que en todos los vertebrados), se
ha realizado por criterios morfoldgicos, utilizando como modelo, los leucocitos de los
mamiferos. Es entonces, que se ha tratado de adaptar la clasificacion de las células de
estos organismos a la clasificacion ya establecida de las células blancas de los
mamiferos. Esta situacion hace, que en general, se distingan cincos tipos: tres de ellos
contienen abundantes granulos citoplasmaticos especificos y son llamados granulocitos

neutrofilos, eosinofilos y baséfilos, mientras que los otros dos tipos de leucocitos no



presentan (segun los criterios que generalmente se utilizan), granulos citoplasmaticos y
son llamados agranulocitos, y comprenden a los linfocitos y monocitos (Sardar et al.,
2000; Haugland et al., 2012).

En los peces también se puede encontrar trombocitos, los cuales se han reportado, en
algunas especies, que poseen actividad fagocitica e intervienen en los mecanismos
hemostaticos, por lo que se consideran equivalentes a las plaquetas (Uribe et al., 2002;
Beelen et al., 2003).

Las células Ilamadas granulocitos o polimorfonucleares (PMN) se caracterizan, como se
sefial6 anteriormente, por presentar granulos citoplasmaticos, su clasificacion y
nomenclatura han sido controversiales por la variacion que existe entre las diferentes
especies y por los intentos de compararlos a los de mamiferos, se distinguen de forma
general, tres clases: neutrofilos, eosindfilos y basofilos; los dos primeros son mas
comunes, mientras que los basoéfilos son escasos y no se hallan presentes en la mayoria

de las especies (Olabuenaga, 2000; Mulero et al., 2008).

Los neutrofilos exhiben una respuesta quimiotactica con actividad fosfatasa acida ante
patdgenos (Katzenback y Belosevic, 2009). Entre sus funciones estan la fagocitosis y la
actividad microbicida, ademas de intervenir en la mediacién de la respuesta inflamatoria
actuando como células presentadoras de antigenos (Cuesta et al., 2006; Litman y
Cannon, 2009; Overland et al., 2010), aunque pareciera que ésta es mas lenta que en
mamiferos (Hine, 1992; Leknes, 2007). Asi mismo, se cree que juegan un papel clave en

la iniciacion y el mantenimiento de la respuesta adaptativa (Hanington et al., 2009).

Los eosindfilos, por su parte, se han descrito como células redondas, con un nucleo a
veces bilobulado, el citoplasma presenta granulos que se tifien de color rojo-naranja
(Correa-Negrete et al., 2009). No hay dudas de su presencia en ciprinidos; sin embargo,
en salmonidos, son de aparicion rara o ausentes (Ellis, 1977). No obstante, se hallan
células eosindfilicas en el tejido conectivo, sobre todo en el tracto gastrointestinal,

branquias, corazon y piel; posiblemente intervienen en la inflamacién y en la defensa
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celular mediante desgranulacion, En algunas especies de elasmobranquios son
abundantes en el intestino, lo cual explicaria su posible funcion en la inmunidad contra
bacterias, asi mismo, su elevada (eosinofilia) estd asociada a la presencia parasitaria,
segun las observaciones de Martins et al. (2004) en Leporinus macrocefalus y Ranzani-

Paiva (1998; 1999) en Colossoma macropomun y Piaractus mesopotamicus.

Los basofilos de peces semejan a los basofilos y mastocitos de los mamiferos, poseen
citoplasma basofilo y presentan grandes granulos, que generalmente, no dejan ver el
nacleo, son escasos Yy raros en sangre periférica en la mayoria de las especies estudiadas
(Olabuenaga, 2000).

Entre los agranulocitos se encuentran los linfocitos y los monocitos; los linfocitos son
las células implicadas en la inmunidad especifica, y en peces son células sensibles a la
presencia de contaminantes y a cambios fisicos en el ambiente (Salazar-Lugo et al.,
2012), son células de tamafio y forma variable, ligeramente redondo, con citoplasma
escaso y nucleo grande (Correa-Negrete et al., 2009). Los monocitos son variables tanto
en tamafio como en forma, moviles, fagociticos y mas grande que otros leucocitos,
presentan tamafio variable entre redondo, ovalado y con una ligera invaginacion en
forma de rifién, cromatina dispersa, y en algunos casos el citoplasma presenta vacuolas

en su interior (Correa-Negrete et al., 2009).

Los trombocitos en algunos casos son equivalentes a las plaquetas de los mamiferos,
intervienen en la coagulacion, y en algunos estudios se ha descrito que participan en la
fagocitosis, presentan diferentes morfologias tal y como han sido descritos en otras
especies de peces de agua dulce, las formas predominantes son fusiformes y
redondeadas, y por lo general son negativos para todas las tinciones citoquimicas
(Salazar-Lugo et al., 2012).

Por otro lado, una de las herramientas mas usadas en la caracterizacion morfologica de
las células, es la utilizacion de la coloracion de Giemsa (Garrido et al., 2003). De igual

forma, las coloraciones histoquimicas, junto a la utilizacion de la microscopia Optica,
3



permiten conocer las caracteristicas citoquimicas de las células, constituyéndose en
elementos indispensables para establecer la presencia de ciertos componentes
bioquimicos como lo son el glucdégeno, los lipidos, las proteinas y las enzimas; estas
moléculas se encuentran en el interior de los leucocitos, y pueden ser reconocidas
gracias a la utilizacion de técnicas histoquimicas adecuadas junto con ensayos
funcionales, lo que permite una evaluacién mas precisa de la distribucion espacial y

temporal de las células blancas (Petrie-Hanson, 1999).

Dentro de los métodos histoquimicos estan la coloracion de glucégeno o reaccion de
PAS (también llamada reaccion del acido peryddico-reactivo de Schiff), con la cual se
pueden identificar los neutrofilos y los eosinéfilos, ya que colorea de rojo puarpura al
glucégeno en el citoplasma de estas células, mientras que en los linfocitos se evidencia
una reaccion negativa y en los monocitos puede aparecer una reaccion poco acentuada,
la identificacion del glucogeno en las células sanguineas es importante, pues su
presencia estd intimamente ligada al abastecimiento de energia para la realizacion de la

fagocitosis (Prophet et al., 1995).

El método de tincion Negro de Sudan B se utiliza en la demostracion histoquimica de
granulos neutrofilos y células mieloides, expresando la presencia de lipidos, incluyendo
las grasas neutras y los esteroles, los que quedan tefiidos de color marrén (Garrido et al.,
2003). Las reservas adecuadas de lipidos son necesarias por los organismos para mediar
los efectos del estrés y para servir como almacenadores intermediarios de la energia
durante periodos de condiciones ambientales adversas o de falta prolongada de

alimentos (Silveira-Coffigny et al., 2005).

Otro método histoquimico es la coloracion de la mieloperoxidasa (Kaplow, 1965). Con
ésta se logra la diferenciacion de los granulocitos del resto de las células frente a un
agregado de perdxido de hidrogeno; aquellos organelos que poseen la enzima
mieloperoxidasa desprenden oxigeno proveniente del perdxido de hidrogeno y éste
oxida la bencidina a un Oxido intermedio de color azul oscuro, lo que permite la

4



visualizacion de granulos peroxidasa positivo presentes en el citoplasma celular. Los
linfocitos, trombocitos y eritrocitos, presenta una reaccion negativa a esta tincion
(Conroy, 1998).

Finalmente, el método de coloracion de proteinas con negro amido, el cual colorea de

azul intenso los lugares donde se encuentran las proteinas bésicas (Tunez-Fifiana, 2014).

En Venezuela las especies de peces de mayor relevancia para la piscicultura continental
son la “cachama” (Colossoma macropomum) y el morocoto (Piaractus brachypomus) y
mas recientemente su hibrido (Colossoma macropomum Xx Piaractus brachypomus)
conocido como cachamoto (Romero, 2012). EI morocoto (P. brachypomus) y la
cachama (C. macropomum) pueden distinguirse a simple vista por el colorido de su
cuerpo, el morocoto presenta un color grisaceo a pardo sobre el dorso y los costados, con
el abdomen blanquecino salpicado de pequefias manchas anaranjadas, mientras que la
cachama puede presentar dos patrones de coloracion: amarillo y negro, con toda la gama

de variantes (Poleo et al., 2011).

El hibrido Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus, es un cruce genético
entre la especie cachama negra (C. macropomum) y el morocoto o cachama blanca (P.
brachypomus), la cual presenta caracteristicas fenotipicas muy marcadas de esta ultima.
Cuenta con una alta tasa de crecimiento y con una adecuada alimentacion se logra
mejorar el rendimiento y la apariencia de la carne, obteniendo una buena presentacion
del espécimen para la venta, es engordado bajo diferentes densidades de siembra en
lagunas de tierras, estanques de concreto y en jaulas flotantes, siendo esta especie
cultivada de manera intensiva en los rios Orinoco y Caroni. Se encuentra en aguas con
rangos de temperaturas de 23-30°C; tiene una alimentacion omnivora; crecimiento
acelerado y sabor agradable, lo que lo hace una alternativa ventajosa tanto para los
consumidores como para los cultivadores, se ha desarrollado notablemente mediante la

reproduccion artificial o inducida, multiplicAndose asi su comercializacion, la cual a



gran escala genera empleos y divisas para el pais, ademéas de abastecer de alimento al
mercado (LOpez y Anzoategui, 2013).

Hasta la fecha en Venezuela solo se ha realizado un trabajo donde se efectud la
caracterizacion morfolégica y citoquimica de las células leucocitarias en peces, siendo
realizado el mismo en la especie Colossoma macropomum (Salazar-Lugo et al., 2012),
quienes realizaron la caracterizacion morfologica y citoquimica de leucocitos en
juveniles de cachama negra, al realizar la caracterizacion morfologica y citoquimica de
las células de Colossoma macropomum hallaron células blancas tales como: granulocitos
tipo | y tipo Il, eosinofilos, basofilos, monocitos y linfocitos En el pais no se ha
realizado estudios donde se caractericen las células blancas de la especie hibrida
Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto) ni morfoldgica ni

citoquimicamente.

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
morfologia y realizar la caracterizacion citoquimica de la especie hibrida Colossoma
macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto) en condiciones de cultivo, con lo
que se pretende aportar conocimientos e informacion béasica de la especie, que
contribuira al establecimiento de controles sanitarios adecuados, constituyéndose esto en
una herramienta de gran utilidad para evaluar el estado de salud de esta especie, al
mismo tiempo que puede establecerse como un medio de vigilancia epidemioldgica para
monitoreos de tipo ambiental en este organismo, lo cual ayudara a asegurar la salud de
estos peces cuando estén en confinamiento, lo que a su vez permitira asegurar cultivos
sanos; asi mismo, se constituira en un estudio linea base para futuras investigaciones

sobre el tema.



METODOLOGIA
Organismos
Se utilizaron para este estudio 30 ejemplares juveniles del hibrido Colossoma
macropomum x Piaractus brachypomus, los cuales fueron facilitados por el Instituto
Nacional de Investigacion Agricolas (INIA), procedentes de cultivadores de la localidad
de Cariaco y Casanay, estado Sucre. Con medidas promedios de 23,60 = 6,36 cm y con
pesos de 281,60 + 64,62 g.

Los organismos fueron capturados en tanques de cautiverio utilizando la técnica de
pesca conocida como chinchorrazo, para la cual se emple6 una malla de 0,5 cm de
didmetro aproximadamente. Una vez colectados, los peces fueron transportados hasta el
Laboratorio de Proteinas e Inmunotoxicidad del Postgrado en Biologia Aplicada de la

Universidad de Oriente, NUcleo de Sucre.

Aclimatacion, manejo y mantenimiento

Los peces fueron ubicados en bolsas de polietileno con oxigeno, debidamente selladas y
transportadas al laboratorio anteriormente citado. Las bolsas plasticas con los
organismos en su interior se colocaron en 3 acuarios de vidrio, de medidas 60 x 30 cm y
con capacidad para 60 L de agua, por un tiempo aproximado de 30 minutos para lograr
su aclimatacion; estos acuarios fueron preparados 24 horas antes con agua aireada y libre
de cloro. Luego de transcurrido ese tiempo, los peces fueron liberados poco a poco de
las bolsas y colocados en el agua de los acuarios, los cuales se cubrieron con bolsas
negras con la finalidad de minimizar el estrés de los organismos (Blanco, 2004). Se les
realizé la limpieza diariamente, eliminando los desechos por succidén con mangueras, asi
como el recambio del 60-80 % del agua, manteniéndose ésta oxigenada mediante un
sistema de aireacion, el cual estaba compuesto por aireadores y piedras difusoras de
oxigeno, de igual manera, el agua de los acuarios se mantuvo a una temperatura entre

24-25°C. El periodo de aclimatacion de los peces fue 48 horas.



Toma de muestras sanguineas

Las muestras se tomaron mediante puncién de la vena caudal a nivel del arco hemal,
siguiendo la técnica descrita por Blanco (2004) y Garcia (2004), utilizando jeringas
desechables de 3 ml con agujas de 21 G (0,80 mm) x 38 mm (1 1/2"); previamente

impregnadas con heparina sédica comercial (1000 Ul/ml).

Coloracién de frotis sanguineos

Los extendidos (3 frotis para cada técnica de coloracién), se realizaron utilizando el
método del extendido segun Lynch et al. (1977), las laminas se observaron al
microscopio optico con objetivo de 100X. Los elementos celulares se identificaron
utilizando criterios morfoldgicos definidos por Correa-Negrete et al. (2009) para el
blanquillo Sorubim cuspicaudus, por Salazar-Lugo et al. (2012) y por Anton-Marin

(2014) para C. macropomum.

Método de coloracion de Giemsa (modificado por Anton-Marin, 2014)

Se utilizé la coloracion de Giemsa para realizar la descripcion, reconocimiento y

determinacion parcial de las caracteristicas morfoldgicas de las células blancas.

Se fijo el extendido en metanol absoluto durante 2 segundos y se dej6 secar rapidamente
al aire. Posteriormente se cubrio el extendido con colorante de Giemsa puro y se dejo
actuar durante 3 minutos. A continuacion, se le agrego igual cantidad de agua destilada
tamponada (pH 6,4), luego se procedid a soplar suavemente con una pipeta para mezclar
el colorante y el agua hasta que apareciera una pelicula verde metélica sobre la
superficie de la muestra; enseguida se lavd bien con agua corriente y se seco al aire en

posicidn vertical, posteriormente se observé microscopicamente con objetivo de 100X.

Las coloraciones de tipo Romanowsky actian mediante la oxidacion rapida de azul de
metileno, el cual es basico y por ende es atraido por los acidos nucleicos de la célula; en
cambio, la eosina es un colorante &cido y es atraido por la alcalinidad del citoplasma

celular (Perera-Sasiain, 2003).



Coloraciones citoquimicas

Estas coloraciones se usaron para detectar la presencia de glucogeno (Acido peryddico
de Schiff o PAS), lipidos (Método de tincidén con negro de Sudan B), mieloperoxidasa
(Método de coloracion de mieloperoxidasa modificada) y proteinas en las células
(Método de coloracidn con negro amido), lo cual permitid la caracterizacion citoquimica

de las células blancas.
Acido peryodico de Schiff (PAS)

Esta reaccion se fundamenta en la tincion del glucégeno en el citoplasma de la célula,
oxidando los tejidos mediante el acido peryddico para incrementar el nimero de grupos
carbonilos (aldehidos o cetonas), posteriormente el reactivo de Schiff reacciona con dos
grupos aldehidos continuos dando lugar a un color rojo purpura. Los neutrofilos y
eosinofilos reaccionan en todas sus etapas de desarrollo y con mayor intensidad en su
madurez, mientras que los linfocitos son negativos y en los monocitos se puede

evidenciar una reaccion poco acentuada (Prophet et al., 1995).

Durante el procedimiento, el extendido se fijo con metanol por 10 minutos, luego se lavd
brevemente con agua destilada, se cubri6 con una solucién de &cido peryodico al 0.5 %
por 10 minutos. Nuevamente se lavé con agua destilada de forma rapida, se dejé secar y
se le afiadid el reactivo de Schiff, dejandolo actuar por 30 minutos; después de este
tiempo, se pasé por agua corriente tres veces, y se coloreo con una solucién de azul de
metileno al 1 % por 5 minutos, subsecuentemente se lavd hasta que saliera todo el
colorante, se dejé secar al aire para luego observar al microscopio con objetivo de
inmersion (100X).

Método de tincion con Negro de Sudan B
Esta coloracion se utilizo en la demostracion histoquimica de la presencia de lipidos en

los granulos presentes en las células estudiadas, tiene preferencia por los lipidos,
9



incluyendo las grasas neutras y los esteroles, como por ejemplo las vainas mielinicas de
las fibras nerviosas que estdn compuestas por lipidos, los cuales quedan tefiidos de color
marron, quedando en evidencia las células que tengan en su interior granulos cargados
de lipidos (Garrido et al., 2003).

El extendido se colocd durante 5 segundos en la solucion fijadora (etanol absoluto-
formol a una proporcion 3:1); luego se lavo rapidamente con agua destilada y se dejo
secar al aire. Se tifio durante 30 minutos con la solucion colorante Negro de Sudan B
(Sigma-Aldrich), escurriéndose y lavandose seguidamente con etanol puro. Finalmente
se efectio una coloracion de contraste con el colorante de Giemsa de la forma
anteriormente descrita, se esperdé que secara al aire y se procedié a observar al

microscopio con objetivo de inmersion (100X).

Meétodo de coloracion de mieloperoxidasa modificada (Salazar-Lugo et al, 2014)

A través de esta coloracion se logro la diferenciacion de las células que presentan
granulos de las que no lo presentan. Frente al agregado de peroxido de hidrogeno,
aquellos organelos que poseen la enzima desprenden oxigeno del peroxido de hidrégeno
y éste oxida la bencidina a un 6xido intermedio de color azul oscuro, lo que permite la
visualizacion de granulos peroxidasa positivo presentes en el citoplasma celular.
Diferencia a las células que poseen granulos con la enzima en su interior, de las células

que no poseen granulos (Kaplow, 1965; Conroy, 1998).

Los extendidos de sangre recién preparados, fueron procesados de la siguiente manera:
se cubri6 el frotis con una solucién de sulfato de cobre pentahidratado al 0,5 % durante
20 segundos, al cabo del cual, se elimind el exceso de solucion mediante escurrido. Paso
seguido, se agregd una solucién con base de bencidina al 0,1 % y perdxido de hidrégeno
al 3 % (recién filtrado) y se dejé actuar por 20 minutos, cumplido este periodo de tiempo
se elimino de la misma forma en la cual se descartd la solucion anterior, para finalmente
colorear el extendido con safranina al 1 % durante 4 minutos, seguidamente se lavo
hasta que en el agua no se observara mas colorante, posteriormente se dejé secar para

luego observar al microscopio con objetivo de inmersién (100X) (Conroy, 1998).
10



Método de coloracion con negro amido

Es una coloracion acida que se fija en aquellas estructuras donde se encuentran las

proteinas bésicas, coloredndose de azul intenso (Tunez-Fifiana, 2014).

Se cubrid el extendido por 3 minutos con el reactivo puro (Sigma-Amido black staining
solution, 2X concentrado), lapso en el que se produce la fijacion. Se agregd igual
cantidad de agua destilada, soplando suavemente con una pipeta durante 5 minutos para
luego lavar con agua corriente hasta eliminar totalmente el colorante, se dejo secar para

su posterior observacién al microscopio con objetivo de inmersion (100X).

Finalmente, los analisis microscépicos de las muestras de sangre coloreadas se hicieron
a partir de micrografias tomadas con un fotomicroscopio marca Zeiss, modelo FL 40. El
analisis de las micrografias tomadas de las ldminas fue realizado con el programa Adobe
Photo Deluxe. Al momento de tomarse las fotos, se les realizaron mediciones a las

celulas (figural).

Figura “I A ALDS
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, la descripcion de la morfologia de los leucocitos permitio identificar
seis (6) tipos de células, las cuales se clasificaron como células heterdfilas: en este grupo
se ubicaron los del tipo neutrofilos, del tipo eosinofilos y del tipo basofilos;
adicionalmente, se identificaron células semejantes a los linfocitos, células monociticas

y trombocitos.

Células heteréfilas

Este grupo de células se clasificaron como: heteréfilos del tipo neutrofilos, heterofilos

del tipo eosindfilos y del tipo basofilos.

Heterdfilos del tipo neutrdfilos

Estas células se observaron redondas, de 6-12 um de didmetro. Poseen un ndcleo de
color azul intenso, generalmente excentrico de forma redondeada, y en ocasiones
arrifionado. La cromatina por lo general se observa compacta y a veces se presenta en
grumos. Mientras que el citoplasma se advirti6 de color rosa palido, presentando
granulaciones finas, algunas de color azul claro (figura 2).

La morfologia de este tipo de células es similar a la descrita para Salminus maxillosus
por Veiga et al. (2000) y para C. macropomum por Romero (2012). Por otra parte, estos
resultados en cuanto a forma y tamarfio del nacleo difieren a los presentados en S. afinnis
por Atencio-Garcia et al. (2007), Porichthys porosissimus por Galeano et al. (2010) y en
Rhamdia quelem por Gianeselli et al. (2005), en dichos trabajos, los autores reportaron
nacleos bilobulados, tamafios mas grandes y en algunas ocasiones presencias de

vacuolas en el citoplasma.
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Heterdfilos del tipo eosindfilos

Los heterofilos del tipo eosinofilos se observaron como células redondas, de entre 5-12
pum de didmetro. Con nucleo excéntrico, ovalado, en ocasiones redondo, de color azul
claro, el cual presenta cromatina compacta y en algunas ocasiones laxa. Con respecto al
citoplasma, este se observo de color rosa palido, evidenciandose tintorialmente dos tipos
de granulaciones: un tipo que se observd méas abundante, de forma y tamafios variados,
refringentes y de naturaleza acidofila, ya que se colorearon de naranja intenso y otro tipo
de granulo que se observd en menor cantidad, de forma y tamafios variados y de

naturaleza basdfilica, debido a que tomaron color purpura intenso (figura 3).

Figura 2. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracién de Giemsa. La flecha solida sefiala un heterofilo del tipo
neutrdéfilo, la flecha punteada sefiala un eritrocito. Aumento 100X.
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Figura
mediante la coloracion de Giemsa. La flecha sefiala un ejemplo de heterdfilos del tipo
eosindfilos. En la imagen se observa los dos tipos de granulos que se determinaron
segun las caracteristicas de coloracion. Aumento 100X.

Estos resultados se diferencian de los hallados para C. macropomum por Salazar-Lugo et
al. (2012), para S. cuspicaudus por Correa-Negrete et al. (2009), S. maxillosus por Veiga
et al. (2000) y para Schroederichthys chilensis por Valenzuela et al. (2003), quienes solo

reportaron, tintorialmente, un tipo de granulo.

Heterofilos del tipo basofilos

Este tipo de células se observaron de forma redonda, de tamafio entre 6-8 um de
diametro. El ndcleo presenta forma redondeada de color azul intenso. El citoplasma, por
su parte se observé de color azul claro, apenas visible, con abundantes granulos de color
violeta intenso, de tamafio irregular, distribuidos de forma variable, tanto en el

citoplasma como en el nucleo (figura 4).

Resultados similares se encontraron para Oreochromis niloticus por Hahn-Von-
Hessberg et al. (2011), S. cuspicaudus, por Correa-Negrete et al. (2009), y
Ginglymostoma cirratum, por Vergara y Mantilla, (1996); mientras que, por otro lado,
otros autores, no reportaron la presencia de células basofilicas, tal como en
Dicentrarchus labrax (Esteban et al., 2000) y en Acipenser sinensis (Zexia et al., 2006).
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Figura 4. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracion de Giemsa. En la imagen se observa un heteréfilo del tipo
basofilo con los granulos caracteristicos de color violeta intenso. Aumento 100X.
Células semejantes a los linfocitos (limphocyte-like por su denominacion en inglés).

Se observaron, de acuerdo a su forma, dos subtipos: los pequefios y los grandes (figura
6).

Células semejantes a los linfocitos del subtipo pequefio
Estas células tienen un tamafio entre 3-5 um de didmetro. El nlcleo se observa grande,
con cromatina compacta, de color azul intenso, redondo y de borde irregular, ocupando

casi toda la superficie de la célula. Presentan citoplasma escaso, poco visible, de color

azul claro, sin ningun tipo de granulaciones (figura 5A).
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Figura 5. 4@5 )
mediante la coloracion de Giemsa. 5A: la flecha sefiala una célula semejante a los
linfocitos del subtipo pequefio. 5B: la flecha sefiala una célula semejante los linfocitos
del subtipo grande. Aumento 100X.

Células semejantes a los linfocitos del subtipo grande

Las células semejantes a los linfocitos del subtipo grande por se observaron de forma
redonda, y presentan un tamafio entre 6-8 um de didmetro. El nlcleo, de cromatina
compacta, abarca casi toda la célula, es generalmente redondo, de color azul,
coloredndose mas intensamente que el de los linfocitos pequefios. El citoplasma, se
presenta escaso, de bordes irregulares, de color azul ligeramente mas intenso que el de

los linfocitos pequefios, no se observaron granulaciones (figura 5B).

Estos resultados concuerdan con los reportados para Astronotus ocellatus por lannacone
et al. (2006), para S. cuspicaudus por Correa-Negrete et al. (2009), asi como para la

tortuga Phrynops hilarii por Pitol et al. (2007).
Células monociticas

Estas células se observaron de forma redondeada, grandes, de tamafio entre 8-10 um de

diametro. El nucleo se observd de forma variable, redonda u ovalada y en algunas
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ocasiones con ligera forma arrifionada; de color azul claro, con la cromatina dispersa. El
citoplasma se observd azul grisaceo, con la presencia de vacuolas en su interior, se

observaron granulaciones escasas muy finas (figura 6).

Resultados semejantes a estos fueron reportados en el pez cebra (Crowhurst et al.,
2002), en S. chilensis (Valenzuela et al., 2003), en P. porosissimus (Galeano et al.,

2010) y en Hoplosternum littorale (Tavares-Diaz y Marques, 2005).

Figura 6. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracion de Giemsa. La flecha sefiala una célula monocitica. Aumento
100X.

Trombocitos

Se observaron de acuerdo a su forma, dos subtipos: los de forma redondeada y los de
forma ovalada (figura 7).

Trombocitos redondos
Los Trombocitos redondos tienen un tamafio que oscila entre 3-5 um de diametro. El
nucleo es ligeramente redondo y en algunas ocasiones ovalado, de color azul intenso.

Con respecto al citoplasma, este es escaso, de color azul-grisaceo, poco visible y no
presenta granulaciones y con vacuolas escasas (figura 7A).
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Figura 7. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracion de Giemsa. 7A: la flecha sefiala un trombocito redondo. 7B: la
flecha sefala un trombocito ovalado. Aumento 100X.

Trombocitos ovalados

Los trombocitos ovalados presentan un tamafio mas grande que los de forma
redondeada, con un didmetro que oscila entre 4-6 um. EIl nucleo de color azul intenso,
presenta formas variadas, que van desde arrifionado, ovalado sin muesca, ovalado,
presentando en su zona media una especie de muesca, lo que lo hace mas delgado en esa
region. Con respecto al citoplasma, este se presentd escaso, de tonalidad azul grisécea,

sin ningun tipo de granulaciones y con vacuolas escasas (figura 7B).

Los trombocitos, morfolégicamente coinciden con los descritos por Valenzuela et al.
(2003) para S. chilensis, por Salazar-Lugo et al. (2012) para C. macropomum Yy por
Alaye-Rahy y Morales-Palacios, (2013) para Chirostoma estor, igualmente estos
resultados difieren con los reportados por lannacone et al. (2006) para A. ocellatus,

quienes no observaron la presencia de trombocitos.

Estos seis (6) tipos de células concuerdan con las descritas en otros estudios para peces

teledsteos, sin embargo, presentaron algunas variaciones importantes con respecto a la
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morfologia, como es el caso de los heterdfilos del tipo eosindfilos, donde se observaron

distintos tipos de granulos, con formas variables y distintas coloraciones.

En los heterofilos del tipo eosindfilos, se pudo observar un tipo de granulo el cual se
coloreo de naranja intenso y otro tipo de granulo que adquirid coloracion purpura

intenso.

Este hallazgo es significativo ya que en otros estudios de peces teledsteos solo se
reportaron granulaciones que también tenian formas variadas, pero que solo se tefiian de
naranja intenso (Veiga et al., 2000; Valenzuela et al., 2003; Correa-Negrete et al., 2009;
Salazar-Lugo et al., 2012), lo cual hace presumir, que muy posiblemente estos granulos
sean lisosomas ricos en peroxidasas y otras enzimas hidroliticas que contribuyen a que la

celula cumpla con su funcion celular (Vergara y Mantilla, 1996).

La identificacion de estos granulos de naturaleza basica, en este tipo de células, permite
deducir que los mismos estan constituidos por moléculas de naturaleza basica, muy
probablemente entre ellas, estén la proteina basica mayor de los eosin6filos (MBP por
sus siglas en inglés), la colagenasa, la lisozima, entre otras (Veiga et al., 2000; Kotomi
etal., 2001).

Con relacion a la variedad de formas y tamafio de estos granulos, tanto en lo heterofilos
del tipo neutréfilos, como los del tipo eosindfilos, esta sustentado por el hecho, que a
través de microscopia electronica realizadas en células de C. macropomun (Anton-
Marin, 2014) se evidencio que ambos tipos de células tienen una variedad de formas y

tamanos en los granulos tal y como se describen en este trabajo.

Son células cuya funcion en peces no es completamente clara, sin embargo, se
relacionan con la estimulacién antigénica, la inmunidad contra bacterias e infecciones
parasitarias (Valenzuela et al., 2003).Debido a la presencia de este tipo de granulos, los

cuales, a su vez contienen enzimas y proteinas de diversa naturaleza, pudiera pensarse
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que estas células, ademas de tener las funciones anteriormente sefialadas, muy
probablemente intervienen de forma activa en el proceso de fagocitosis (Rojas y Arce,
2004).

La tabla 1 contiene un resumen de las caracteristicas morfoldgicas, determinadas
mediante la coloracion de Giemsa, en las células leucocitarias del pez hibrido

Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas morfolégicas halladas en las células
leucocitarias del pez hibrido Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus.

CELULA FORMA CITOPLASMA NUCLEO
Heterofilos del Abundante, rosa palido, con Redondo, arrifionado,
tipo Redonda granulaciones de color azul excéntrico, de color azul
neutrdéfilos claro intenso

Heterdfilos del Rosa palido, con Ovalado y Redondo,
tipo Redonda granulaciones acidofilas y excéntrico, de color azul
eosinofilos béasofilas claro

Heterdfilos del Redonda Azul claro, con granulos Redondeada, excéntrico,
tipo baséfilos que ocupan todo el de color azul claro
basofilos citoplasma

Trombocitos Ovalada  Escaso, sin granulaciones, de Redondo, ovalado sin
Redonda color azul-grisaceo muesca, redondo,
ovalado con muesca, de

color azul intenso

Células
semejantes Redondo Escaso, sin granulaciones, Redondo, borde
a los linfocitos azul claro irregular, de color azul
intenso
Células Redonda Azul grisaceo, presencia de Ovalado, redondo,
monociticas vacuolas y de granulaciones arrifionado, de color azul
finas escasas claro
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Caracteristicas citoquimicas

Acido peryodico de Schiff (PAS)

Este método resulto positivo para los heterofilos del tipo neutrofilos (figura 8A) y los del
tipo eosinofilos (figura 8B). En los mismos, se puede observar en el citoplasma de la
célula, la presencia de una coloracion naranja-rojizo intenso, siendo mas intensa, en las
células del tipo eosinofilos; mientras que resulto negativa para los heteréfilos del tipo
basofilos, células semejantes a los linfocitos, células monociticas (figura 9A) vy
trombocitos (figura 9B), evidencidndose mediante la observacién de una coloracién rosa

palido en el citoplasma de las células.

Estos resultados concuerdan con los hallados en C. macropomum (Romero, 2012),
donde se encontrd reaccion positiva para PAS en los heterdfilos del tipo neutréfilos y del
tipo eosindfilos, asi como para O. niloticus (Kotomi et al., 2001) donde solo resultaron
positivos los heterdfilos del tipo neutréfilos, al igual que en H. littorale (Tavares-Dias y
Marques, 2005); sin embargo difieren de los resultados obtenidos en O. aureus (Silveira-

Coffigny et al., 2005) donde resultaron positivas las células monociticas.

Figura
mediante la coloracion de Acido peryodico de Schiff (PAS). 8A: la flecha sefiala un
heterofilo del tipo neutrofilo PAS (+). 8B: la flecha sefiala un heterofilo del tipo
eosindfilo PAS (+). Aumento 100X.
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En otros vertebrados también se han hallado semejanzas en los resultados obtenidos
resultando positivo los heterofilos del tipo neutréfilos y del tipo eosindfilos en el anfibio
Rhinnella fernandezae (Zenklusen et al., 2011) y en el reptil Caiman crocodilus
(Velasquez-Bolivar et al., 2017).

La coloracion de reaccion de Schiff, se utiliza para evidenciar la presencia de glucdgeno
en los granulos de las células. EI hecho que exista glucdgeno en estas células esta
intimamente ligado al abastecimiento de energia para la realizacion de actividades que
utilicen energia de rapido acceso, como por ejemplo la fagocitosis (Kotomi et al., 2001).
Segun la légica de este razonamiento, este hallazgo implicaria que los heterofilos del
tipo neutrdfilos y los del tipo eosindfilos son células con una reserva de glucégeno
elevada (lo cual se refleja por la intensidad del color que adquieren), lo que hace suponer
que son células que tienen una alta demanda energética, en consecuencia, ambas células
muy posiblemente, estdn implicadas en los procesos de fagocitosis (Rubio-Godoy,
2011), observaciones que permiten sustentar la afirmacion realizada anteriormente con
respecto a la funcion que cumplen los heterofilos del tipo eosinéfilos, donde se plantea
la posibilidad de que estas células realicen el proceso de fagocitosis de forma activa
(Rojas y Arce, 2004).

una célula monocitica PAS (-), la flecha punteada senala una celula semejante a los
linfocitos PAS (-). 9B: la flecha sefiala un trombocito PAS (-). Aumento 100X.
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Negro de Sudan B

La positividad de esta reaccién se demuestra por la presencia de grénulos de color
marron en el citoplasma. Para esta tincion se observo una reaccion positiva en los
heterofilos del tipo neutrofilos (figura 10A), del tipo eosinofilos (figura 10B) y del tipo
basofilos (figura 11A) y una reaccion débil en las células monociticas (figura 11B),
mientras que se considerd una reaccion negativa en las células semejantes a los

linfocitos (figura 12A) y trombocitos (figura 12B).

Estos resultados coinciden con los obtenidos para C macropomum por Romero (2012),
O. aureus por Silveira-Coffigny et al. (2005) y para O. niloticus (Kotomi et al., 2001)
quienes también reportaron positivos a los heteréfilos del tipo neutréfilos, sin embargo,
difieren con Romero (2012) y Silveira-Coffigny et al. (2005), con respecto a que ellos
no reportaron como positivos, a los heterdfilos del tipo baséfilos y en este trabajo si fue

evidente este hallazgo.

Figura ~oRmencigumaoon. . . 3 e S
mediante la coloracion de Negro de Sudan B. 10A: la flecha sefiala un heterofilo del tipo
neutréfilo Negro de Sudan B (+). 10B: la flecha sefiala un heteréfilo del tipo eosindfilo
Negro de Sudan B (+).

La coloracion de Negro Sudan B se usa para evidenciar la presencia de lipidos en las

células, muy posiblemente las células que mostraron reaccion positiva, utilizan reservas
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de lipidos, grasas neutras y esteroles para periodos de falta de alimento o condiciones

ambientales adversas.

Las reservas adecuadas de lipidos son necesarias por los organismos para mediar los
efectos del estrés, ya que los lipidos sirven como almacenadores intermediarios de
energia durante periodos prolongados de falta de alimentos, probablemente las células
que presentaron reaccidn positiva contengan mayores reservas de lipidos, quizas debido,
a entre otras cosas, a los diferentes constituyentes de los granulos y de las membranas
celulares de estas (Kotomi et al., 2001; Silveira-Coffigny et al., 2005).

Figura __SNC U ASNE " SR . SRl
mediante la coloracion de Negro de Sudan B. 11A: la flecha sefiala un heteréfilo del tipo
basofilo Negro de Sudan B (+). En la figura 11B: la fecha sefiala una célula monocitica
Negro de Sudan B (+) reaccion débil. Aumento 100X.
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Figura 12. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracion de Negro de Sudan B. 12A: la flecha sefiala una célula semejante
a los linfocitos Negro de Sudan B (-). 12B: la flecha sefiala un trombocito alargado
Negro de Sudan B (-). Aumento 100X.

Mieloperoxidasa

La presencia de mieloperoxidasa en los granulos de las células se evidencia por la
manifestacion de un color azul oscuro en el citoplasma. En esta investigacion se
observaron resultados positivos para los granulocitos heterdfilos del tipo neutrofilos
(figura 13A) y débil para los del tipo eosinofilos (figura 13B), mientras que la reaccion
fue negativa para las células semejantes a los linfocitos, las células monociticas y
trombocitos (figura 14), con respecto a las células del tipo basofilos, no se puede afirmar

si son negativas o positivas ya que no pudieron ser observadas con esta coloracion.

Estos resultados son semejantes a los reportados en O. niloticus (Kotomi et al., 2001) y
para C. macropomum (Salazar-Lugo et al., 2012), en cuanto a que reportaron positivos
los heterdfilos del tipo neutrofilos; sin embargo, no concuerdan con respecto a la
positividad de los del tipo eosinofilos, ya que, para ellos, esta coloraciéon resulto

negativa.

10,
Figura 10. TIULD UT wuludduliia IIIﬁblUpUIIUIIIABI'Iag.uD maLllypuulua \babllall?ul.u}‘
mediante la coloracion de mieloperoxidasa. 13A: la flecha sélida sefiala un heteréfilo del
tipo neutrdfilo mieloperoxidasa (+), la flecha delgada sefiala los granulos peroxidasa
(+).13B: la flecha sdlida sefiala un heter6filo del tipo eosinofilo mieloperoxidasa (+)
reaccion débil, la flecha delgada sefiala los granulos peroxidasa (+). Aumento 100X.
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Los resultados obtenidos indican que estas células tienen funciones bactericidas y esto se
explica por el hecho de que la enzima peroxidasa es producida en aquellas células que
muestren funcion fagocitica (Kotomi et al., 2001). EI que ambas células presenten
reaccion positiva a la mieloperoxidasa, indica indudablemente que participan en el

proceso de fagocitosis (Veiga et al., 2000).

Figura 14. Frotis de Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus (cachamoto)
mediante la coloracion de mieloperoxidasa. La flecha sefiala un trombocito alargado
mieloperoxidasa (-). Aumento 100X.

Negro amido

La reaccion positiva para esta coloracion viene dada por la presencia de un color azul
oscuro intenso en el interior de la célula. Se observé positividad para los seis (6) tipos de

células reportados en este trabajo (figura 15 y 16).

Los resultados obtenidos concuerdan con Veiga et al. (2000) en S. maxillosus quien
reporto positividad para los heterofilos del tipo neutrofilos y del tipo eosindfilos,
mientras que Romero (2012) en C macropomum solo reporto positividad para los
heteréfilos del tipo neutréfilos. Sin embargo, con respecto a los mismos autores presento

diferencias ya que en esta investigacion todas las células resultaron positivas.
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Estos resultados vienen a demostrar la naturaleza quimica de este tipo de células, ya que
la presencia de proteinas de naturaleza basica en las mismas es un indicativo indirecto de
su caracter citotoxico y por consiguiente, su posible papel como participantes en la

resistencia contra la invasion hacia microorganismos (Salazar-Lugo et al., 2012).

N

20 ym

Figura . . . }
mediante la coloracién de negro amido. 15A: la flecha sefiala una heteréfilo del tipo
neutrofilo negro amido (+). 15B: la flecha sefiala una heterdéfilo del tipo eosinofilo negro
amido (+). Aumento 100X.

Figura
mediante Ia coloracion de negro amido. 16A: la tlecha senala una celula monocitica
negro amido (+) En la figura 16B: la flecha sefiala una célula semejante a los linfocitos
del subtipo pequefio negro amido (+). Aumento 100X.
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La citotoxicidad celular, a su vez, estd mediada por las proteinas cationicas las cuales
estan incluidas en los grénulos citoplasméticos. Ejemplo de esto lo constituyen, muy
probablemente, los heterofilos del tipo eosinofilos. En mamiferos, cuando estas células
son reclutadas hacia los sitios donde ocurren procesos inflamatorios, con frecuencia,
sufren desgranulacion, liberando una gama de moléculas citotdxicas cationicas, que
incluyen a la proteina basica principal (MBP) y la peroxidasa de eosinéfilos (EPX), asi
mismo existe produccion de numerosas citoquinas, quimiocinas y factores de

crecimiento (Davoine y Lacy, 2014).

Los eosindfilos contienen granulos secretores Gnicos, conocidos como granulos
cristaloides. Estos son llamados asi, debido a que estan conformados por nucleos
cristalinos (los cuales son caracteristicos de este tipo de células); que son electron denso
cuando son observados en imagenes tomadas mediante microscopia electrénica de
transmision. El ndcleo cristalino consiste en MBP altamente concentrada y cristalizada,
una proteina cationica que tiene efectos citotoxicos en los tejidos cuando se libera.
Ademas del nucleo cristalino rico en MBP, los granulos cristaloides contienen una
matriz que esta enriquecida, con al menos, otras tres proteinas catidnicas, que son EPX,
proteina catidnica de eosinofilos (ECP) y neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN). La
fase liquida de la matriz también contiene muchas otras enzimas y proteinas, incluidas

citoguinas, quimiocinas y factores de crecimiento (Saffari et al., 2014).

Citoquimicamente, en las células blancas del hibrido Colossoma macropomum X
Piaractus brachypomus se evidencio la presencia de glucogeno en los heteréfilos del
tipo neutréfilos, y en los del tipo eosinofilos; mientras que se determind la presencia de
mieloperoxidasa en heterdfilos del tipo neutrofilos y en los del tipo eosinofilos se
observOo una reaccion débil; con respecto a los lipidos, resultaron positivos los
heter6filos del tipo neutroéfilos, los del tipo eosinéfilos, los del tipo basofilos, y una
reaccion débil en las células monociticas; finalmente para la coloracion de negro amido

resultaron positivas todas las células, hallandose la presencia de proteinas bésicas.
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Las caracteristicas morfologicas y citoquimicas observadas en esta investigacion
resultaron similares en algunos aspectos, a las encontradas en otros estudios sobre peces
0seos, sin embargo, existen diferencias bien marcadas (que hasta ahora no han sido
reportadas en otras investigaciones) con respecto a los hallazgos encontrados en este
estudio sobre las células blancas; como por ejemplo, las determinadas para los
heterdfilos del tipo eosinoéfilos, en el cual se pudo determinar la presencia de granulos
que se tifien de dos colores diferentes, lo cual marca una distincién con respecto a los
reportados con otros peces teledsteos, donde solo se han descrito granulos del tipo

acidofilos.

La tabla 2 muestra un resumen de las caracteristicas citoquimicas realizadas a las células

leucocitarias del pez hibrido Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus.

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas citoquimicas de las células leucocitarias de
Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus

Célula/Tincion PAS Negro de Mieloperoxidasa  Negro
Sudan B amido

Heterdfilos del tipo Positivo Positivo Positivo Positivo

neutrofilos

Heterofilos del tipo Positivo Positivo Reaccion Positivo

eosindfilos Débil

Heterdfilos del tipo Negativo Positivo Negativo Positivo

basofilos

Trombocitos Negativo Negativo Negativo Positivo

Células semejantes a

los linfocitos Negativo Negativo Negativo Positivo
Células monociticas Negativo Reaccion Negativo Positivo
débil
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Las caracteristicas morfoldgicas de las células blancas presentes en la sangre del hibrido
Colossoma macropomum X Piaractus brachypomus, concuerdan, en algunos aspectos,
con las caracteristicas celulares descritas para otros peces teledsteos, aunque con algunas
diferencias determinantes en algunas células, tal como el caso de los heterofilos del tipo
eosindfilo. Por otra parte, la capacidad de estudiar estas células proporciona nuevos
conocimientos, los cuales son importantes para monitoreos de tipo ambiental en este tipo
de organismos, lo cual ayudaria a establecer un control sanitario para asegurar la salud
de estos peces en los cultivos, asi mismo los hallazgos obtenidos permiten deducir de
forma indirecta cuales son los constituyentes celulares del sistema inmune innato,

sirviendo como un importante estudio base para futuras investigaciones

CONCLUSIONES
Se describen seis (6) tipos celulares, las cuales muestran algunas semejanzas tintoriales a
las halladas en otros peces, aunque con ciertas particularidades con relacion a la forma,

tamafio y tipos de granulos, asi como en la forma del ndcleo.

Todas las formas celulares leucocitarias halladas en sangre periférica en la especie

hibrida estudiada, son claramente diferenciables con la coloracion de Giemsa.
Los heterofilos del tipo eosinofilos, presentaron particularidades tintoriales diferentes a

las reportadas en una de las especies parentales (Colossoma macropomum), lo que a su

vez permite su facil diferenciacion morfoldgica.
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Los heterofilos del tipo neutrofilos y los del tipo eosinofilos contienen glucégeno, lo
cual refleja que tienen una alta demanda energética por lo que muy probablemente

participen en procesos como la fagocitosis.

El hecho que las células heterofilas del tipo neutrofilos, del tipo eosinofilos y del tipo
baséfilos tengan una reaccion Negro Sudan B positiva es indicativo que contienen una
cantidad de lipidos apreciables, los cuales son muy posiblemente utilizados como

reserva energética para enfrentar periodos ambientales o situaciones adversas.

La reaccion positiva de los heteréfilos del tipo neutréfilos y los del tipo eosindfilos a la
coloracion de la mieloperoxidasa, indica que estas células contienen peroxidasas, siendo

factible que intervengan en procesos de defensa de la inmunidad innata.

Los seis (6) tipos de células reportados en este trabajo contienen proteinas de naturaleza
béasica, lo que pudiera significar que estas células participan en la resistencia contra la

invasion de los microorganismos.
La heterogenicidad de las células blancas del pez hibrido estudiado, sugiere la necesidad

de profundizar en estudios histoquimicos méas especificos para poder identificar con mas

precision la funcion de cada leucocito.
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RECOMENDACIONES
Realizar estudios complementarios para una mejor caracterizacion celular de las células
leucocitarias en Colossoma macropomum Xx Piaractus brachypomus a través de

microscopia electrénica.

Efectuar comparaciones y estudios de las células blancas entre la especie Colossoma
macropomum X Piaractus brachypomus “cachamoto” y la especie Piaractus
brachypomus “morocoto”, ya que hasta ahora no se han realizado estudios de este tipo

en P. brachypomus.
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Implementar otras pruebas de naturaleza histoquimicas tales como: azul de bromofenol,
tincion de fosfatasa alcalina granulocitaria, tincién de fosfatasa acida, entre otras, para

una caracterizacion mas completa de las células blancas del hibrido estudiado.
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leucocitarias del pez. Para establecer las caracteristicas morfologicas de las células
leucocitarias se uso la tincion de Giemsa. Se identificaron seis (6) tipos de células
morfologicamente diferentes, las cuales se clasificaron como células heterofilas,
adicionalmente, se identificaron células semejantes a los linfocitos, células monociticas,
y trombocitos. El grupo de las células heterofilas se dividid a su vez en tres (3): tipos
celulares: células heterofilas del tipo neutrdfilos, del tipo eosindfilos, y del tipo
basofilos. En términos generales, todas las células descritas concuerdan con las halladas
en otros peces teledsteos, sin embargo, se encontraron diferencias morfologicas
marcadas con respecto a los heterofilos del tipo eosinofilos, donde se evidenciaron dos
tipos de granulos con caracteristicas tintoriales diferentes: unos de color naranja intenso
(lo cual demuestra su naturaleza acida), y otros de color purpura intenso (lo que quiere
decir que son de naturaleza bésica). Para la caracterizacion citoquimica se aplico la
técnica de coloracion del Acido peryédico de Schiff, la cual permite la identificacion de
glucogeno en las células, asi mismo, para establecer la presencia de lipidos en las células
de interés, se empled la tincion de Negro de Sudan B, mientras que se aplicé la técnica
de coloracion de negro amido para comprobar la presencia de proteinas y para
determinar la presencia de enzimas se contd con la tincion de la mieloperoxidasa. Con
respecto a la presencia de glucdgeno, se hallaron positivos los heteréfilos del tipo
neutrofilos y los del tipo eosinofilos; para la presencia de lipidos, dieron reaccién
positiva todas las células heterdfilas, en la cuanto a la coloracion para determinar la
presencia de proteinas basicas, todas las células resultaron positivas; asi mismo, para la
reaccion de la mieloperoxidasa, los heterdfilos del tipo neutrdfilos evidenciaron una
reaccion claramente positiva, mientras que los del tipo eosin6filo mostraron una
reaccion débil. Todos estos hallazgos dan evidencia de la naturaleza de las células
estudiadas, mostrando que las mismas intervienen en procesos de defensa del pez
estudiado, asi mismo, la heterogenicidad de las células blancas del pez hibrido, sugiere
la necesidad de profundizar en estudios histoquimicos mas especificos para poder
identificar con mas precision la funcién de cada una de ellas. El estudio de estas células
proporciona nuevos conocimientos que importantes para monitoreos de tipo ambiental
en este organismo, lo cual ayudaria a establecer controles sanitarios y asegurar la salud
de estos peces en los cultivos, asi mismo los hallazgos obtenidos permiten deducir de
forma indirecta cuales son los constituyentes celulares del sistema inmune innato del
hibrido, sirviendo como estudio base para futuras investigaciones, tanto ambientales
como de tipo inmunologicas.
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