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RESUMEN: Las branquias son los 6rganos destinados al proceso de respiracion en los peces, estas estan consideradas, entre lac
estructuras mas delicadas del cuerpo de los teledsteos ya que estan expuestas a sufrir dafios de cualquier agenteualigante, los
constituyen la causa mas frecuente y significativa de sus cambios patoldgicos. Los objetivos del presente estudio gan learacteri
alteraciones branquiales desde los puntos de vista anatomico, histolégico, ademas, determinar niveles de Ca, P y@sedalédpdo
columna vertebral y craneo de salmones afectados. Se utilizaron 47 salmones, divididos en dos grupos: control y con eefarmacion
los cuales se les realizaron analisis macroscépico, histoldgico, ultraestructural y de elementos. Se observaron altecaeinets ta
contexto anatémico como histoldgico, asi como gran presencia de bacterias y hongos que afectaban principalmente al primer arco,
pudiendo concluir que los peces tendrian una susceptibilidad génica a la deformacién branquial.
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INTRODUCCION

Las branquias son los érganos destinados al procdaminar, pudiendo sobrevenir un sindrome severo y, a ve-
de respiracion en los peces. Estas estructuras son las a@s letal, por alteracion de la respiracion y osmorregulacion
cargadas de realizar el intercambio gaseoso, las cuales(Beberts). Estos mismos irritantes en bajas concentraciones
tan consideradas como las mas delicadas del cuerpo deuasfras sustancias, como el amoniaco o el dicloro difenil
teledsteos, lo que se debe a su localizacion externa y sutneloroetano (DDT), producen una hiperplasia que condu-
cesario e intimo contacto con el agua, por lo que estan er-a cambios de proliferacion durante largos periodos, los
puestas a sufrir dafios de cualquier agente irritante, disuedt@les normalmente son imposibles de distinguir de los cam-
0 en suspension en el agua, siendo los irritantes exterhss proliferativos que produce la irritacion ejercida por los
son la causa mas frecuente y significativa de sus cambiweerpos solidos en suspension (Kinkediral.,1991).
patoldgicos (Gonzélez & Valladolid, 1998).

Las branquias ademas, pueden presentar patologias

Frente a altas concentraciones de contaminantes cggpecificas como por ejemplo las de origen micético, deno-
micos irritantes, como son los metales pesados y ciertos pegrada branquiomicosis. Una de las especies de hongos que
ticidas, asi como frente a una sobredosis de formol, 18&puede localizar en las branquiaSaprolegnia parasitica
branquias reaccionan con un edema generalizado, especijak invade al pez desde la superficie y no por via vascular
mente intenso en la base de las laminillas secundarias, debimo otras especies. La muerte es mucho mas rapida cuan-
do a un aumento de la permeabilidad capilar (Roberts, 198d9.Saprolegnisinvade las branquias que cuando afecta a la
Cuando el edema aumenta se produce a una separacion qoal; debido a la gran vascularizacion del tejido de las
pleta del epitelio respiratorio de las laminillas primarias laminillas de las branquias y a su importancia en el control
secundarias, provocando necrosis de las células del epitéléola respiracion y regulacién de la osmosis (Roberts).
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Las lesiones branquiales asociadas a infestaciomasiestras se dividieron en tres subgrupos: I) conformado por
parasitarias varian segun el agente causal, el huésped 38a@eces congelados en su lugar de origen, IlI) conformado
intensidad de la invasién. Muchos parasitos, como los crymr 15 peces fijados en formalina al 10% vy 1ll) conforma-
tdceoslchthiophthirius multifilisy la gloquidia de los dos por 4 peces fijados en glutaraldehido al 2%. Los salmo-
mejillones, son agentes primarios pero muchos otros invaes del subgrupo |, fueron disectados e inspeccionados en
den las lesiones crénicas producto de una irritacién paetalle para observar las caracteristicas de érganos, tejidos
amoniaco o por particulas en suspensién (Kinlatlal). vy estado general del cuerpo. De cada salmén se obtuvo el
Los restos celulares y secreciones mucosas van proporeisgqueleto 6seo da tabeza y la columna vertebral para un
nando un suplemento nutritivo en un tejido ya debilitadanalisis quimico proximal con el fin de determinar el por-
En la mayor parte de las lesiones por protozoarios se aca®ntaje de calcio, fésforo y zinc. Con los resultados obte-
pafian solamente de algunos signos de necrosis focal o@os, se compararon los valores entre las muestras que
ligero edema. Los parasitos patégenos primarios, especjaesentan la deformacién y los controles.
mente los metazoarios, producen lesiones mucho mas se-
veras. Las muestras del subgrupo Il (fijadas en formalina

al 10%) se procesaron y destinaron a estudio histoldgico.

Otra causa de patologias branquiales son lass técnicas utilizadas fueron las siguientes: Hematoxilina-
interacciones entre minerales, en la practica piscicola si®sina azul de Alcian, Tricrémico de Masson (para evi-
len presentarse signos de carencia de minerales debidteaciar fibras colagenas) y técnica de Von Kossa (para la
desequilibrios en el contenido de calcio, provocados pordsteccion de depdsitos de calcio). Ademas se utilizo la téc-
efecto antagonista del exceso de calcio en la dieta sobreitza de transparentado descrita por Hanken & Wassersug
absorcion de fésforo y de minerales traza como zinc, hig-981) para analizar el proceso de condrificacion y
rro y manganeso. osteogénesis de las branquias.

Las alteraciones 6seas pueden ocurrir por deficien- Las muestras del subgrupo I, fijadas en
cia de triptéfano, magnesio, fésforo, vitamina C, acidaggutaraldehido al 2%, se posfijaron en tetréxido de osmio
grasos esenciales (lordosis) o por toxicidad por plomg,se procesaron para microscopia electrénica de transmi-
cadmio, leucina, vitamina A (FAO, 2010). sién. Luego se realizaron cortes semifinos de chequeo de

1mm de espesor y se tifieron con azul de toluidina para

Se han presentado deformaciones en las branquédsgir el area a estudiar. Posteriormente se hicieron cortes
de salmones criados en un gran nimero de pisciculturasutteafinos los cuales se tifieron con acetato de uranilo y se
Puerto Montt, Chile. Esta patologia afecta aproximadamewbservaron en microscopio electrénico de transmision
te al 30% de la poblacién y no esta descrita en la literatu¢Zeiss EM -109).

Los objetivos del presente estudio son los siguientes: 1)

caracterizar anatomicamente la deformacion de las

branquias, reconociendo si se trata de una alteracién uRBSULTADOS

bilateral, determinando el numero de arcos branquiales

involucrados e identificando el nivel en el cual est4 afecta-

do, como también el grado de severidad. 2) Analizar el te- En los salmones congelados (grupo 1): no se obser-

jido branquial mediante microscopia Optica y electréniozaron diferencias macroscépicas entre los grupos control

para visualizar microorganismos y caracteristicasdeformados, considerando longitud del cuerpo, color,

citoldgicas de las laminillas branquiales. 3) Determindextura, caracteristicas de la piel, tejido muscular, disposi-

niveles de Ca, P y Zn del tejido éseo de la columna vert@én de la columna vertebral. Los érganos internos (higa-

bral y crAneo de salmones afectados. do, rifiones, vesicula, corazén, vejiga natatoria, tubo di-
gestivo) no presentan alteraciones visibles a simple vista.
Las génadas son apenas diferenciables dificultando la de-

MATERIAL Y METODO terminacion del sexo.

Andlisis quimico proximal. El porcentaje de Cay P como
Se estudiaron cuarenta y siete salmones provenigambién la relacion Ca/P se encuentra dentro de los rangos
tes de dos pisciculturas de Puerto Montt, Chile: de los cude normalidad, tanto para salmones controles como para
les 24 pertenecian al grupo control y 23 al grupo con defaguellos que presentan la alteracion. El porcentaje de Zn
macién en las branquias, estos poseian un tamafio que fhesulté mas elevado en los salmones con deformacién en
tha entre 33y 57 cmy 28 y 68 cm, respectivamente. Lasi@o de los grupos (Tabla I).
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Tabla I. Porcentaje sobre la base de materia seca de calcio (Ca), fésforo (P), y zinc (Zn) del esqueleto 6seo.

Tamarno Tipo de Muestra M ateria Seca %Ca %P Zn mg/kg % Cenizas

28-35cm Controles 42,7+0,7 8,7£0,7 52+03 167+ 58 25+12

28-35cm Patol 6gicos 42,019 851 52+x04 177+ 28,2 25+18

57-68cm Controles 75,0+9,8 45+04 34+04 127+ 24,7 165+14

57-68cm Pat ol gicos 589+29 5707 44+05 88+ 123 20,8+ 2,3
100%

Descripcion macroscopica de las branquiag&n la figura anormal de la primera branquia derecha (ver flecha), resul-

1 se indican las caracteristicas de las branquias de un &atdo en una proyeccion hacia la faringe y boca. Esta altera-
mon control. En la figura 2 se puede observar una inflexi@mn es unilateral en una de las muestras, mientras que en la
otra se presenta bilateral, siempre afectando la primera bran-
quia. El resto de los arcos no presentan alteracion, asi como
tampoco las demas estructuras que conforman la branquia.

Descripcion mesoscopiceEn las branquias se pueden evi-
denciar deformaciones unilaterales (Fig. 3) o bilaterales. La
branquia deformada puede presentar uno o varios puntos en
los cuales no se visualiza hueso ni cartilago (ver flechas). El
color rojo oscuro destaca el tejido 6seo calcificado, mien-
tras que el color azul marca los glicosaminoglicanos del
cartilago.

Fig. 3. Branquias obtenidas de un mismo salmén, en la cual
se aprecia: branquia derecha deformada e izquierda normal,
Diafanizada mediante técnica de Hanken & Wassersug. Las
flechas indican soluciones de continuidad de cartilago y
hueso.

Entre las laminillas defectuosas existe un mucus azul
de Alcian positivo, lo que indicaria una secrecion rica en

glucosaminoglicanos que pega a las laminillas entre si.
Figs. 1.y 2. Vista macroscopica de la region branquial normal’y
deformada, respectivamente, se aprecian: arcos branquiales (1); Las articulaciones de las laminillas branquiales apa-
hendiduras branquiales (2); hilera de filamentos (3); insercion en . - L, .
base del craneo (4), se puede observar una inflexion anormal dEGEen dlspuesft,as en dlreCCIOF! Con_tra”a a lo normal gene-
primera branquia derecha (flecha). rando la rotacion de la branquia (Fig. 4).
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Fig. 4. Branquia deformada, laminillas branquiales rotadas (vm
flecha), solucion de continuidad del hueso (*). Técnica de Hankefy. 5b. Laminillas branquiales con patologia inicial en el segmen-
& Wassersug, 25X. to distal (flechas). Técnica tricrémico, 100X.

Descripcién HistolégicaEn el salmén normal las tanto en la matriz extracelular, como en la disposicién de
laminillas branquiales se encuentran ordenadas y de un di& condrocitos o células cartilaginosas. En algunas zonas
metro similar desde la porcién proximal hasta la distal (Fig! cartilago es completamente reemplazado por tejido
5a). En la figura 5b se pueden diferenciar las branquiasfd®ilar denso similar a un proceso de condrodistrofia. Ade-
un salmén con una patologia inicial (qQue inicialmente clanas se observa una transformacion de las células epiteliales
sificado como control sano) caracterizada por un aumerfoe componen las laminillas branquiales en tejido fibrilar
del diametro en las porciones distales de las laminilldenso (transformacién epiteliomesenquimatica).
branquiales. Al centro de la laminilla primaria se ven los
noédulos de cartilago hialino ubicados en el espesor de teji-  Se puede distinguir una importante cantidad de es-
do conjuntivo denso. No se observa mucus entre lagcturas que no pertenecen a las branquias ademas de
laminillas. mucus PAS positivo entre las laminillas branquiales, lo que
sugiere la presencia de hongos u algas (Fig. 6a). También
En los cortes histolégicos de salmones deformades puede distinguir la presencia de células
se observa que el cartilago hialino presenta una alteracgimlimorfonucleares.

Se identifica hiperplasia general de las laminillas
branquiales, la cual avanza desde el esqueleto de la bran-
quia (Figs. 6a, 6b), hacia la porcién distal de las laminillas
secundarias. Entre las laminillas se identifica un aumento
del mucus, eritrocitos y unas estructuras similares a ovas
de hongos o algas. En la figura 6b, ha ocurrido metaplasia
con fusién de las laminillas y se ha perdido completamen-
te la morfologia de la branquia. En relacién al cartilago
hialino y hueso que forma el esqueleto de las branquias se
observé lo siguiente: el cartilago hialino presenta una alte-
racién tanto en la matriz extracelular, como en la disposi-
cion de los condrocitos o células cartilaginosas, aparece
neoformacién de vasos sanguineos que fraccionan al carti-
lago similar a un tipo de osificacion periostal, pero aqui no
se forma botén periostico ni ocurre osificacion. En algu-
nas zonas el tejido cartilaginoso es completamente reem-
plazado por tejido fibrilar denso similar a un proceso de
condrodistrofia. El punto donde el cartilago hialino es dis-
continuo es donde ocurren las inflexiones y se deforma la
Fig. 5a. Laminillas branquiales normales. Técnica tricrémico, 100kranquia.
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Fig. 7a b ‘{ zﬂ

Fig. 6a. Fotomicrografia de laminillas branquiales, Las flechas idel citoplasma de un macréfago (*) (3000X).
dican ovas de hongos. Tincién azul de toluidina 40X.

Fig. 6a

Fig. 7b

Fig. 7b. Fotomicrografia de MET. Pfoliféracin de bacterias (fle-
chas) cercanas a la zona de union de las células epiteliales (*)
(12.000X).

grosamiento de las laminillas (flechas). Tincién azul de toluidina
40X.

. (2 el L } La branquias son 6rganos sensibles considerados de
Microscopia electronica Se observa un gran numero dgjn, primario, dtiles para evaluar el efecto de la polucion

bfa’cterias con cépside e_ntre las laminillas br,anquiales_ y ta(B'ernetet al, 1999) y, por lo tanto, son importantes para ser
bién en el interior del citoplasma de macréfagos (Fig. 7&}ilizados en la aplicacion como biomarcadores
los cuales se encuentran en regresion. Las células epite"ﬂ%?opatolégicos (Giagt al, 2007).

de las laminillas branquiales presentan micropliegues en su
superficie apical. En la figura 7b, se puede ver como estas  gqiq patologia que no esta descrita en la literatura

Ibacterla_s proliferan y se aproximan al la r,elgllon donde es{@fng tal puede ser uni o bilateral, sélo involucra a la prime-
os medios de union para ingresar a la célula. ra branquia aunque potencialmente podria también afectar
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al opérculo. El nivel afectado es cualquier sector (uno o vges, porque ellos pueden generar problemas de metaplasias

rios) donde se encuentre cartilago hialino y hueso. El graclon acortamiento de los filamentos branquiales, aumento

de severidad es maximo, porque corresponde a una péraldanucus y adherencia de estos filamentos entre si, similar

de tejido epitelial y cartilaginoso y su transformacién a teja lo descrito en este estudio. Es probable que estos signos

do fibrilar denso. Parece ser un problema crénico que eptébduzcan pérdida de la movilidad de las laminillas

latente en los peces y que tarda en expresarse. branquiales y problemas mecanicos que van alterando mus-
culos y ligamentos, como también fracturas del cartilago y

Los niveles de Ca, P y Zn de los salmones deformhateso del arco branquial.

dos estan en el rango de normalidad. Bruno & Poppe (1966)

describen un cuadro histol6gico con hiperplasia de laminillas Es importante destacar que se encontraron cantida-

y fusion de ellas cuando la calidad del agua es deficientkes muy altas de Zinc en los huesos. En los mamiferos esta

Ademas estos autores describen necrosis de laminillas jpigscrito que un exceso de Zinc puede conducir a una

marias y secundarias cuando los peces han sido expuestbssmineralizacion de huesos, similar a lo encontrado en for-

niveles altos de formalina o acidificacién del agua. En nuesa puntual en nuestro estudio (FAO).

tro estudio se observaron imagenes histolégicas similares.

Como es sabido, la cresta neural asociada con el rombémero En el estudio para microscopia electronica en los

2 migra hacia el primer arco. La del rombémero 4 va abrtes semifinos, se evidenciaron gran cantidad de ovas de

segundo arco y la del rombémero 6 al tercero. Algunasngos como también hifas. En los cortes ultrafinos se de-

crestopatias pueden ser producidas por problemas de mdaeté una importante cantidad de bacterias con capside,

jo al estado de ova (temperatura elevada de las aguas) y muehas células necroticas, autdlisis de células de filamen-

se expresa en distintos momentos de la vida del aninbe$ branquiales y macréfagos en degeneracion, lo cual indi-

gatillados por algun estimulo externo. Lo que podria explia una reaccion del organismo insuficiente para eliminar los

car que esta alteracion afecte solo a la primera branquia aduaitdtiples agentes presentes en las branquias.

y que el cartilago hialino sea el principal afectado (Carlson,

2005). Normalmente el cartilago esta constituido por célu- Los dafios morfolégicos de la estructura de las

las, matriz de fibras colagenas y una matriz extracelular deanquias, debido a la exposicion a suspendidos, metales,

coindritin sulfato (Venegas, 2000; 2003). En esta patologsdlidos y otras sustancias toxicas, interfieren con el creci-

aumenta la vascularizacion, disminuye hasta desaparecenianto, la alimentacion, y desarrollo normal del individuo;

matriz extracelular de condroitin sulfato y avanza la matrizor lo que estos cambios son considerados como buenos

fibrilar hasta hacer desaparecer al cartilago (Ramirez, 2006§licadores y de importancia ecolégica usado frecuentemen-

Se pudo evidenciar una importante contaminacion de lescomo biomarcador (Viarengt al, 2007).

branquias con parasitos, probablemente hifas de hongos que

se ramifican y envuelven las laminillas branquiales, es@ONCLUSION

podria ser una causa secundaria que gatillaria la expresién

de la deformacién branquial, lo cual concuerda con lo des-

crito por Roberts para las branquiomicosis producidas por Los peces tendrian una susceptibilidad génica a la

Saprolegnia. deformacion branquial, ya que, es siempre la primera bran-
quia la afectada, luego por factores externos tales como ca-

De acuerdo a autores como Kinketinal, se debe lidad del agua, contaminantes, bacterias y hongos, esta mal-
considerar la importancia de factores ambientales tales cofoomacion se expresaria generando la patologia que mues-
la calidad del agua, acidosis del agua y presencia de htman los ejemplares estudiados.

ROA, I.; CASTRO, R. & ROJAS, M. Gill deformation in salmonids: macroscopic, histological, ultrastructural and elements analysis.
Int. J. Morphol., 29(1)45-51, 2011.

SUMMARY: Gills act as the respiratory organ in the respiration process in fish. They are considered among the most delicate
body structures of teleost fish as they are subject to damage from any irritant, which are the most frequent andcsigeg&ahntheir
pathological changes. The objective of this study is to characterize qill alterations from the anatomical and histatotpcahtsand
to determine levels of Ca, P and Zn in bone tissue of the spine and skull of affected salmon. For purposes of thisbhalywéfes
used in two groups: control and deformation, subjected to complete histological, ultrastructural and element inspectiiitiébn
were observed in both the anatomical and histological context and extensive presence of bacteria and fungi affectiedinsaany th
were found. Therefore, we can conclude that these fish have a genetic susceptibility to gill deformation.

KEY WORDS: Salmonids; Gills; Deformation.
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