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Caracterizacion histologica de foliculos ovaricos de Arapaima
gigas (Cuvier, 1817) de 12, 18 y 24 meses de edad

Histological characterization of ovarian follicles of Arapaima gigas
(Cuvier, 1817) of 12, 18 and 24 months of age
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RESUMEN

Se realiz6 la descripcion histoldgica de los foliculos ovaricos de paiche de 12, 18 y
24 meses de edad de una piscifactoria en Iquitos en mayo de 2018, con base a un
muestreo de conveniencia. Se trabajo con 9, 13 y 4 ovarios de paiches de 12, 18 y 24
meses, respectivamente. Se desarrolld una clasificacion folicular con base a las caracte-
risticas foliculares y con base a esto, se determiné la proporcion folicular ovérica, los
diametros foliculares y el porcentaje de atresia folicular. Se consideraron las siguientes
fases: Perinucleolar (PN), Vitelogénesis I endogena (VE1), Vitelogénesis endogena 11
(VE2)y Vitelogénesis exdgena (VEX). La mayor frecuencia de foliculos PN se present6 a
la edad de 12 meses (p<005), no habiendo diferencias significativas en la frecuencia de
foliculos VEI a los 18 y 24 meses. Las etapas VE2 y VEX solo se observaron a los 24
meses. No se encontr6 diferencia significativa en el porcentaje de atresia entre edades.
Los resultados obtenidos sugieren que las hembras tienen caracteristicas aparentes
compatibles con el inicio de un ovario en maduracion avanzada a partir de los 24 meses
de edad.
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The histological description of ovarian follicles of the 12, 18 and 24-month-old
paiche (4drapaima gigas) from a fish farm in Iquitos in May 2018 was performed using a
convenience sampling. Nine, 13 and 4 fish ovaries of 12, 18 and 24 months, respectively
were used. A follicular classification was developed based on the follicular characteristics
and based on this, the ovarian follicular ratio, follicular diameters, and the percentage of
follicular atresia were determined. The following phases are considered: Perinucleolar
(PN), Endogenous vitellogenesis I (VE1), Endogenous vitellogenesis II (VE2) and
exogenous vitellogenesis (VEX). The highest frequency of PN follicles was presented at
the age of 12 months (p<005), with no significant differences in the frequency of VE1
follicles at 18 and 24 months. VE2 and VEX stages were only observed at 24 months of
age. No significant difference was found in the percentage of atresia between ages. The
results obtained suggest that the females have apparent characteristics compatible with

the onset of an advanced maturation of the ovary from 24 months of age.
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INTRODUCCION

El paiche (4rapaima gigas) pertenece
ala familia Arapaimidae. Es una de las espe-
cies de peces de agua dulce de mayor impor-
tancia economica en el Pert debido al poten-
cial mercado que representa en la Union Eu-
ropea, Estados Unidos y Japon. Se encuen-
tra distribuido en las regiones tropicales de
agua dulce de América del sur, especialmen-
te en Perq, Bolivia, Guayana y Brasil, parti-
cularmente en las cuencas hidrograficas de
los rios Amazonas y Tocatins-Araguia (Car-
vajal-Vallejos et al., 2017). Puede llegar a
pesar 10 kg el primer afio de vida y alcanza
la edad reproductiva a los 4 afios (Da Silva 'y
Duncan, 2016).

Los datos poblacionales de esta espe-
cie son desconocidos segun la IUCN (Kirsten
et al., 2018). No obstante, su poblacion ha
sufrido una drastica disminucion segin datos
de desembarques, toda vez que la captura de
paiche represent6 el 6% de la captura total
de peces amazonicos en 1984 y en 2016 solo
represento el 0.5% del desembarque total de

la region amazoénica (Garcia-Davila et al.,
2018). Por ese motivo, en 1996, el INRENA
impuls6 programas de proteccion contra la
pesca ilegal a la especie en la Reserva Na-
cional Pacaya Samiria (Adler et al., 2003).
Afios después, se observd que estos progra-
mas dieron buenos resultados, porque entre
2010-2018 hubo una tendencia a la recupe-
racion de la poblacion silvestre de paiche
(PRODUCE, 2018).

Se han llevado a cabo diversos trabajos
de investigacion en el ambito reproductivo a
fin de obtener un mayor entendimiento de su
biologia reproductiva (Godinho et al., 2005;
Amaral 2009; Lopes et al., 2013).
Morfoldgicamente, se ha descrito que el
paiche posee un unico ovario funcional, loca-
lizado en el lado izquierdo de la cavidad
celdmica, ademas de presentar multiples plie-
gues transversales, en los cuales se desarro-
1lan los foliculos ovaricos de forma asincro-
nica, debido a que el tipo de desove en esta
especie es parcial (Amaral, 2009). Histolo-
gicamente, el proceso de oogénesis ha sido
caracterizado segun ciertos criterios de cla-
sificacion de peces teledsteos: tamailo,
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cantidad y distribucion de varias inclusiones
celulares, presencia de granulos de vitelo y
morfologia de los cromosomas (Rocha M y
Rocha E, 2006). Sin embargo, no existe in-
formacion sobre el desarrollo folicular en el
crecimiento, tal y como se conoce en otras
especies de teledsteos (Rocha M y Rocha E,
2006). La insuficiente informacion disponible
acerca de la biologia reproductiva de la es-
pecie trae como consecuencia un manejo in-
adecuado de programas de reproduccion se-
gun la edad del pez, dificultando la obtencion
de alevinos (Monteiro et al., 2010).

El presente estudio tuvo como objetivo
determinar el desarrollo de las diferentes fa-
ses foliculares del paiche con respecto a la
edad de los individuos, basado en un analisis
microscopico y la determinacion de la fre-
cuencia de foliculos vitelogénicos. Esto per-
mitird determinar la edad en que comienzan
a desarrollar aparentes caracteristicas com-
patibles con un ovario maduro.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones Eticas

El manejo y eutanasia de los paiches se
realizaron segun lo indicado en la guia de la
American Veterinary Medical Association de
eutanasia para animales (AVMA, 2013),
usando el compuesto metasulfonato de
tricaina (MS-222). El proyecto fue aprobado
por el Comité de Etica para el Uso de Ani-
males de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH).

Poblacion Objetivo

La poblacion objetivo del estudio fue-
ron los ovarios de paiche recolectados en los
meses de mayo-junio de 2018 en la piscigranja
Amazon Harvest, distrito de San Juan Bau-
tista, ciudad de Maynas, departamento de
Iquitos, Peru. Se us6 un muestreo por conve-
niencia debido a que la cantidad de ovarios
estuvo limitada por la disponibilidad actual de
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los animales. Se recolectaron 9 ovarios de
ejemplares de 12 meses, 13 ovarios de ejem-
plares de 18 meses y 4 ovarios de ejemplares
de 24 meses.

Para evitar posibles variaciones en el
desarrollo folicular, la toma de las muestras
consistio en realizar tres cortes sagitales de
ubicacion anterior, medial y distal, con res-
pecto al conducto urogentital (Chellappa et
al., 2005). Las muestras fueron preservadas
en formol al 10% y procesadas en parafina.
Los cortes histologicos se hicieron a una lon-
gitud de 7 um con un micrétomo Leica®
(Sanchez, 2013) y tefiidas con Hematoxilina-
Eosina (H-E). La lectura para la interpreta-
cion de las [aminas se realizé con un micros-
copio compuesto Boeco®, a 10x, y una ca-
mara fotografica incorporada al cabezal del
microscopio con apoyo del software
Scopelmage 9.0. Esto permitio realizar la
medicion de los foliculos mediante objetivos
que fueron calibrados por medio de una lami-
na a medidas de 50 um. A fin de obtener una
distribucion normal del didmetro de los
foliculos, basandose en un valor de intervalo
de confianza del 95%, se registraron las me-
diciones de al menos 30 foliculos por fase
folicular y por edad.

Analisis Estadistico

Se utilizo el analisis de varianza para
cada una de las proporciones de las etapas
foliculares con respecto a la edad, diametros
foliculares con sus respectivas etapas, dia-
metros foliculares de cada etapa folicular con
respecto a la edad y, por ultimo, las propor-
ciones de atresia con respecto a la edad. Se
determino la diferencia estadistica de las
medias con la prueba de Tukey.

RESULTADOS

En este estudio se diferenciaron y cla-
sificaron cuatro fases foliculares en 4. gigas,
basandose en la informacion descrita para
esta especie por Amaral (2009), Godinho et
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Cuadro 1. Clasificacion de los foliculos ovaricos de Arapaima gigas segin sus

caracteristicas

Fase

Caracteristicas foliculares

Perinucleolar (PN)

Vitelogénesis
endogena I (VE1)

Vitelogénesis
enddgena I1 (VE2)

Vitelogénesis
exdgena (VEX)

Forma ovoide y con intensa basofilia en el citoplasma, el
cual posee una apariencia compacta. El nucleoplasma
posee una tincidn ligeramente acidofila. Suele observarse
de 2 a 5 nucléolos. A veces se observa una estructura
basofilica con caracteristicas compatibles con el cuerpo de
Balbiani (Figura 1a), rodeada de un epitelio plano simple.

Forma ovoide, con tincion acidoéfila en el citoplasma, el
cual posee una apariencia granular. El nucleoplasma posee
una tincion ligeramente acidofila. Se aprecia aumento
constante de la proporcion citoplasma con respecto al
nucleo. Entre 11 a 14 nucléolos distribuidos en la periferie
del nicleo. A veces hay halo acidéfilo perinuclear, asi
como vesiculas cerca del nucleo. Se observan estructuras
esféricas vacias en la periferia de la célula compatibles con
los alveolos corticales (Figura 1b).

Completo llenado de alveolos corticales en el citoplasma e
inicio del desarrollo de la zona radiata (Figura 1c,d).
Nucleoplasma con coloracion ligeramente basofila. Gran
diferencia en el ratio nucleo- citoplasma.

Acumulacion de sustancias en el citoplasma de naturaleza
lipidica y proteica, que desplazan a los alveolos corticales
que llenaban el citoplasma en la VE II. Esto causa
aumento del volumen folicular (Cuadro 3). El desarrollo
de la zona radiata es mas definido, diferenciandose una
parte interna “Z1” y una externa “Z2”.

El nucleo es dificilmente observable y se encuentra hacia
la periferia de la membrana nuclear, rodeado por vesiculas
de vitelo (Figura 1e). El epitelio compuesto por teca y capa
granulosa, aunque no pueden ser facilmente diferenciadas

(Figura 2).

al. (2005) y Lopes et al. (2013), ademas de Se observé un mayor porcentaje de
la informacion descrita para peces teledsteos foliculos en fase Perinucleolar (PN) en la
por Rocha M y Rocha E (2006) (Cuadro 1, edad de 12 meses, seguido de la edad de 18-

Figura 1).

24 meses (Cuadro 2). De otra parte, a la edad
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Cuadro 2. Fases de foliculos ovaricos en especimenes de Arapaima gigas de tres

edades
Fase! 12 meses 18 meses 24 meses
folicular (n=9) (n=13) (n=4)

% n n % n

PN 77.20+£0.73* 992+152 65.20+2.16° 1248+187 56.34+0.49¢ 575+76
VE 1 4.47+0.02*  59+£8  12.99+0.91° 220433  10.2+0.16°  94=+11
VE I - - - 2.1+1.76 7619
VEX - - - 3.3£2.97 82+14
ATR 18.2+0.57 240+40  21.6£1.02  350+43  27.5+0.46  248+35

1 PN: Perinucleolar; VE1: Vitelogénesis enddgena 1; VE2: Vitelogénesis enddgena 2; VEX:

Vitelogénesis exdgena; ATR: Atrésico

a,b,c Letras diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 3: Diametro de foliculos ovaricos de Arapaima gigas (um), segun la fase

folicular
Fase folicular n Media Rango
Perinucleolar 30 88.6° 45.2-142.9
Vitelogénesis endogena I 30 211.8° 113.2 -388.8
Vitelogénesis endogena II 30 448° 239.9-693.3
Vitelogénesis exdgena 30 770.1¢ 540.3 - 1027.7

abed | etras diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

de 18 meses se encontr6 la mayor cantidad
de foliculos en fase de vitelogénesis endogena
1 (VEl), y a la edad de 24 meses se encon-
traron diferencias significativas en diametros
foliculares (Cuadro 3).

Los diametros foliculares encontrados
en la fase folicular VEI, en las edades de 18 y
24 meses, no presentaron diferencia significati-
va entre si, pero a la edad de 12 meses se pudo
observar diferencia significativa (Cuadro 4).
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Se observaron foliculos que fallaron en
alcanzar la madurez completa, clasificandose
su atresia en tipo a, pudiéndose observar que
las paredes foliculares invaden el citoplasma
(Figura 3b,c), atresia tipo 3, donde se obser-
va el engrosamiento de las capas foliculares
(Figura 3e) y vacuolizacion intracelular (Fi-
gura 3a); asi como atresia de tipo 0, donde se
observa una pigmentacion marrén en el foli-
culo (Figura 3d).
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Figura 1. Cortes histologicos mostrando las fases foliculares en Arapaima gigas. a) Perinucleolar.
b) y ¢) Vitelogénesis endogena I, d) Vitelogénesis endogena Il, ) Vitelogénesis exdgena.

Coloracion H-E. 10x

Cuadro 4. Diametro de foliculos ovaricos (um) de Arapaima gigas de acuerdo con la
edad de los especimenes (n=30 foliculos por grupo)

Fase folicular 12 meses 18 meses 24 meses
(n=9) (n=13) (n=4)

Perinucleolar 92.9*+21.4 85.86*+21.42 87*+41.8

Vitelogénesis endogena I 131.9%£18.7  245.3°+£99.7 210.3*+59.4

2b Letras diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

DiscusioN

El crecimiento primario o en el desarro-
llo de los foliculos en fase perinucleolar (PN)
se encuentra una transcripcion constante por
el nucleo, conllevando a una tincion basofila
del citoplasma y el progresivo aumento del

foliculo, debido a la acumulacién de RNA
(Spadella et al., 2005), lo cual estaria vincu-
lado a las caracteristicas encontradas en esta
fase folicular (Figura 1a).

Elinicio del crecimiento folicular secun-

dario en el paiche ha sido denominado ulti-
mamente como alvéolos corticales (Amaral
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Caracterizacion de foliculos ovaricos en paiche de 12, 18 y 24 meses de edad

Figura 2. Corte histologico que muestra las
capas de un foliculo ovarico en Fse de
vitelogénesis exogena de Arapaima gigas.
CF: Capa granulosa y Teca; ZR : Zonaradiata
externa; ZR,: Zona radiata interna; GV: Glo-
bulos de vitelo; GA: Globulos lipidicos. Colo-
raciéon H-E. 40x

et al., 2019). En otros estudios histologicos
en diversas especies (Parenti et al., 2015;
Moslemi-Aqdam et al., 2016; Jan y Ahmed,
2019) comparten asimismo esta denomina-
cion. En el estudio se encontraron foliculos
con presencia de estructuras esféricas va-
cias (Figura 1b), coincidentes con lo obser-
vado por West (1990), quien sustenta que
estas estructuras se denominan alvéolos
corticales y en tinciones con H-E aparecen
vacias; ademas estos foliculos ya contaban
con una coloracion acidofila, de modo que se
consider6 que este cambio era producido por
el inicio del crecimiento folicular secundario.
Es por esto que se considerd que esta fase
deberia denominarse vitelogénesis endogena
I (VEL), mientras que el estadio consecuen-
te, donde los foliculos cumplen con las tres
caracteristicas necesarias (Figura 1c) para
ser considerados dentro de la vitelogénesis
temprana indicada en la literatura (Moslemi-
Aqdam et al., 2016; Jan y Ahmed, 2019;
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Aratjo et al., 2019), se le denomino
vitelogénesis endogena Il (VE2). Este tipo
de clasificacion también puede verse en es-
pecies como Salminus hilarii (Honji et al.,
2008), Acipenser baerii (Le et al., 2018) y
Merluccius merluccius (Treasurer, 2017).

Elinicio del crecimiento folicular secun-
dario, o el pase de la fase folicular PN a VE1,
esta fuertemente ligado a la secrecion de ni-
veles elevados de FSHr por la hipofisis
(Kwok et al., 2005). Esta secrecion estimula
la aromatizacion de la testosterona por las
células de la granulosa, favoreciendo la pro-
duccion de 17a-estradiol (E2) (Valdebenito
etal.,2011). E1 E2 esta vinculado a la activa-
cion de procesos dentro del foliculo o proce-
sos enddgenos, que estimularian a la forma-
cion de alvéolos corticales a través del cuer-
po de Balbiani (Dominguez Castanedo y
Uribe, 2019). Asi también, la secrecion de
E2 esta relacionada al crecimiento de los
foliculos ovaricos dentro de la fase VE1 en
salmonidos (Forsgren y Young, 2012) y
soleidos (Solé et al., 2016). Por lo tanto, los
ejemplares en este estudio podrian estar afec-
tados por una secrecion elevada de FSHr y
E2 a partir de la edad de 18 meses. Esto ex-
plicaria el menor tamafio encontrado en los
foliculos en fase VE1 a los 12 meses con
respecto a los de 18 y 24 meses, a pesar de
encontrarse en la misma fase folicular (Cua-
dro 4) y la mayor proporcion folicular en la
fase PN a los 12 meses (Cuadro 2), debido a
una menor activacion. Asimismo, también es
posible ver una disminucion gradual en el to-
tal de foliculos ovaricos en la fase PN, lo que
plantearia la interrogante de determinar la edad
en que las hembras de paiche cuenten atiin con
una reserva folicular para un desove.

Consecuentemente con la maduracion
folicular o el pase de la VE2 a la VEX, se
encuentra principalmente involucrado el E2,
que estimula al higado para la produccion de
vitelogenina, siendo transportada por el flujo
sanguineo para finalmente ser endocitada y
procesada por los foliculos ovaricos
(Hiramatsu et al., 2015).
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Figura3: Cortes histologicos que muestran foliculos en estadio de atresia en Arapaima gigas.
a) Vacuolizacion citoplasmatica. 40x; b) Disrupcion de las capas foliculares e invasion
en el citoplasma. 10x; c) Infiltrado inflamatorio, eritrocitario y disrupcion de las capas
foliculares. 10xM d) Cambios degenerativos de las capas foliculares e intrusion en el
citoplasma. 10x; e) Engrosamiento de la teca. 40x. Coloracion H-E

No se logro distinguir las capas folicu-
lares de la granulosa y de la teca, pero los
resultados concuerdan con lo planteado por
Valdebenito et al. (2011), quienes indican que
solo son distinguibles con la observacion
ultraestructural. La composicion de la zona
radiata fue imprecisa y dificil de observar y
su coloracion acidofila (Figura 2) presenta
caracteristicas compatibles con un complejo
de proteinas, por lo que se tendria que utilizar
tinciones especificas en el estadio de VEX
para definir su composicion. Por otra parte,
su aparicion se relaciona con los ciclidos
(Varela et al.,2017), ciprinidos (Jan y Ahmed,
2019)y caracidos (Honji et al., 2009) debido
a que el proceso de zonagénesis precede al
proceso de vitelogénesis exdgena, tal y como
se observo en el presente estudio en que su
aparicion comenz6 en el estadio de
vitelogénesis enddgena II (Figura 1d).

Ademas, a diferencia de Lopes et al.
(2013), quienes consideran que la etapa
folicular mas avanzada esta representada por
el llenado completo de vitelo en el citoplas-
ma, en esta clasificacion solo se consider6 la
presencia de gldbulos lipidicos y vitelo en la
fase VEX. Debido a los cambios introduci-
dos en la clasificacion, no pudo tomarse como
referencia los valores del diametro folicular
reportados por Godinho ef al. (2005) y Lopes
et al. (2013). Sin embargo, se debe mencio-
nar que el presente estudio cont6 con un nu-
mero de muestra inferior a la utilizada en las
otras investigaciones y que los paiches utili-
zados no habian alcanzado la edad reproduc-
tiva, por lo que no se logré observar foliculos
maduros y, consecuentemente, no pudieron
llegarse a observar algunas caracteristicas
que las investigaciones anteriores discuten.
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Segun Hunter y Macewicz (1985), se
distinguieron tres tipos de estadios de atresia
en este estudio: tipo o (Figura 3b,c), tipo
(Figura 3e) y tipo 6 (Figura 3d). De estos, el
mas importante es el estadio & en foliculos
vitelogénicos, dado que un analisis de la pro-
porcion de estos en animales maduros podria
indicar una temporada de desove proxima o
la edad de reproduccion.

Las caracteristicas microscopicas del
ovario en los ejemplares de 12 y 18 meses
corresponderian con individuos que estarian
dentro de la etapa de maduracion inicial del
ovario seguin lo reportado por Lopes et al.
(2013) e histologicamente por Godinho ef al.
(2005). Por otro lado, concuerda con lo pro-
puesto por Blancas et al. (2008) en
Chirostoma humboldtianum, quienes hallan
un mayor porcentaje de foliculos previtelo-
génicos a la edad de 12 meses, caracteristica
de ovario inmaduro.

Las caracteristicas del ovario en los
ejemplares de 24 meses indican que podrian
encontrarse en la etapa de ovario en madu-
racion avanzada segun Lopes et al. (2013).
En forma similar, desde el punto de vista
histologico debido a la presencia de multiples
etapas foliculares y una tendencia al aumen-
to de las etapas foliculares mas avanzadas
(Godinho et al., 2005; Blancas et al., 2008).
Las diferentes fases foliculares encontradas
en los ejemplares de 24 meses expresan, asi-
mismo, un crecimiento folicular asincrénico,
que concuerda con las observaciones hechas
hasta el momento sobre la especie (Chu-Koo
et al., 2008; Amaral, 2009), aunque también
este tipo de crecimiento folicular también
podria explicarse por el tipo de alimentacion
y por la presencia de ondas foliculares
(Durham y Wilde 2008; Rideout y
Tomkiewicz, 2011).

En resumen, el analisis en conjunto del
desarrollo histologico folicular junto a un es-
tudio de niveles hormonales de E2 y FSHr en
hembras de paiche y el analisis de la propor-
cion de foliculos atrésicos vitelogénicos en
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esta especie podrian ser herramientas clave
para la mejora del manejo reproductivo en
esta especie.

CONCLUSIONES

e El diametro folicular para la fase
perinucleolar fue similar entre los ejem-
plares de distintas edades del paiche
Arapaima gigas.

e Se encontr6é un porcentaje similar de
foliculos en atresia en especimenes de
tres edades (12, 18 y 24 meses)

e Las etapas foliculares mas avanzadas
son observables a partir de los 24 meses
de edad
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