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ABSTRACT. EFFECT OF THE PARASITISM ON THE GILL TISSUE OF CULTIVATED FISHES:
PARASITOLOGICAL AND HISTOPATHOLOGICAL STUDIES. One hundred four out of 225
diagnosticated cases were myxosporidian, monogenean, Ichthyophthirius multifiliis
Fouquet, 1876 and bacterial diseases in Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887
(pacu), Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) and tambacu, at Aquacul-
ture Center, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, Sao Paulo, Brazil,
between 1992 and 1995. The gills were fixed in 10% buffered formalin solution to
posterior histologic routine. It was observed Henneguya sp. cysts into the capillaries
ofthe secondary lamellae, encapsulated by the respiratory epithelium cells. It provoked
adherence of the adjacent lamellae, hyperplasia, congestion, oedema and epithelium
displacement. Monogeneans infestations by Anacanthorus penilabiatus Boeger,
Husak & Martins, 1995 and Ancyrocephalinae sub-family caused light inflammatory
reaction and hyperplasia. In severe infestations was observed hyperplasia of primary
lamellae, necrosis, oedema, respiratory epithelium displacement, ruptured pillar cells
and telangiectasis. Response to /. multifiliis was limited to surrounding epithelial cells
in young fishes and hyperplasia, necrosis, inflammatory infiltrate and oedema in old
fishes. Such lesions iniciate hyperplasic and oedematous process that with inflamma-
tion of the parasitic sites, provoked alterations over gases and ions interchange surface
and consequently fish metabolism.
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La expansion de la piscicultura de agua dulce en Brasil, ha comenzado a
prestar especial atencion a las especies nativas, muchas de las cuales no estan
adaptadas al cautiverio. Este hecho genera incomvenientes, ya que, dado el incipi-
ente desarrollo de estos cultivos, no se conoce con certeza los requerimientos
nutricionales, las densidades de cultivo y el manejo més adecuado de peces e
instalaciones. Consecuentemente, comienzan a surgir problemas nutricionales y de
enfermedades infecciosas y parasitarias. Es ampliamente conocida la estrecha
relacion que existe entre hospedador-patégeno — ambiente, marcando un delicado
equilibrio que, si es quebrado, sobreviene la enfermedad (KINKELIN et al. 1991).
De acuerdo con ROBERTS & BULLOCK (1980) existen parasitos y bacterias que
pueden estar normalmente presentes en la superficie del cuerpo y branquias de los
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peces y, solo en condiciones favorables para ellos, proliferan para tornarse patége-
nas.

Las alteraciones conductuales que provocan las parasitosis sobre los peces
son muy semejantes. Entre ellas, podemos citar apatia, aglomeracion en la superfi-
cie, entrada de agua y natacion desordenada (CONROY 1987).

Poco ha sido hecho en relacion a la histopatologia de peces brasileros
afectados por mixosporidios, Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876 y monoge-
neos, a pesar de ser estos parasitos los de mas alta incidenciay los que causan mayor
dafio al los cultivos comerciales.

Las infecciones provocadas por Henneguya sp. (Myxozoa, Myxobolidae)
causan patologias que pueden ser responsables de importantes mortandades en
cultivos intensivos y semintensivos (DYKOVA & LOM 1978; MCCRAREN et al. 1975;
DUHAMEL et al. 1986; KALAVATI & NARASIMHA-MURTI 1985; AGUIRRE et al.
1983; MARTINS et al. no prelo).

Ichthyophthirius multifiliis es un protozoario responsable de grandes pérdi-
das en el cultivo de peces, principalmente relacionado a operaciones de manejo en
las épocas frias el afio. HINES & SPIRA (1974), VENTURA & PAPERNA (1985) y
EWING et al. (1985), describieron los procesos histopatologicos relacionados a esta
parasitosis. LEIBOVITZ (1980a) y KUROVSKAYA & OSADCHAYA (1993) observaron
los efectos de la ictiftiriase en alevinos.

Otras parasitosis causales de problemas en el cultivo de peces en Brasil, son
las infestaciones por monogeneos, responsables del incremento de las mortalidades
por accién directa o por ser iniciadoras de otros procesos infeciosos como bacteriosis
y micosis (LEIBOVITZ 1980b; CECCARELLI et al. 1990; FIGUEIRA & CECCARELLI
1991). Los efectos causados por estos parasitos sobre la superficie del cuerpo y de
las branquias fueron estudiados por CUSACK (1986) y BUCHMANN et al. (1987)
respectivamente.

En el presente trabajo los autores descriven la ocurrencia e histopatologia de
Henneguya sp., I. multifiliis y monogenea (Anacanthorus penilabiatus Boeger,
Husak & Martins, 1995 y Ancyrocephalinae) en peces analizados en el Centro de
Acuicultura de la Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, Sao Paulo,
Brasil.

MATERIAL Y METODOS

Durante el periodo comprendido ente 1992 y 1995 fueron analizados y
diagnosticados 225 casos de parasitosis, bacteriosis y micosis enviadas al Centro de
Acuicultura del la UNESP, provenientes de todo el estado de Sao Paulo y algunos
del estado de Parana.

Los peces eran acondicionados en bolsas plasticas con un tercio de agua 'y
completadas con oxigeno. Cada una contenia de 3 a 10 ejemplares, dando preferen-
cia en la colecta a los individuos moribundos o con alguna sefial de enfermedad.

El procediminento para el andlisis parasitolégico consistia del raspado de la
superficie del cuerpo y aletas para su posterior visualizacion en esterecomicroscopio
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sobre placa de Petri, para luego completar las observaciones con microscopio 6ptico
comun. Seguidamente, las branquias eran retiradas con material quirirgico para ser
visualizadas sobre una placa de Petri con solucion fisioldgica a la lupa binocular.
Cada tipo de parasito requirio de la utilizacion de metodologias especificas de
colecta y preparacion (AMATO et al. 1991):

— Myxozoa. Al detectarse su presencia en los extendidos del exdmen
parasitologico de rutina, el portaobjetos era secado al ambiente, fijado con alcohol
metilico, secado nuevamente y tefiido con Giemsa (MARTINS et al. no prelo).

— Ichthyophthirius multifiliis. Cuando los raspajes realizados a aletas,
superficie del cuepo y branquias contenian a estos protozoos, el portaobjeto era
secado al ambiente, fijado en alcohol metilico y tefiido con Giemsa (CONROY 1987).

—Monogenea. Los pardsitos ubicados sobre la superficie del cuerpo fueron
colectados, luego de sumergir el cuerpo del pez en formalina 1: 4000 y dejando
descansar por dos horas. Las branquias siguieron igual procedimiento dejando
reposar por dos horas y agitada de 20 a 40 veces para desprender los parésitos,
fijados en formalina 5%. Posteriormente, el material fue tenido con hematoxilina
de Delafield o Carmin, diafanizados con creosota de Faia y visualizados al micros-
copio (AMATO et al. 1991).

Acompaiando el estudio parasitologico se tomaron muestras de tejido
branquial para su procesamiento histologico. En las muestras que fueron fijadas en
formol buffer al 10%, post fijacion, se utilizé liquido de Bouin por tres horas. Este
fijador fue utilizado, principalmente, para lograr el ablandamiento de las porciones
osificadas de tejido branquial. Posteriormente, fueron deshidratados en concentra-
ciones crecientes de alcohol etilico (70°, 90°y 100°) y luego, aclarados en xilol. Los
tejidos se incluyeron en parafina, confeccionandose un taco por ejemplar. Los cortes
se hicieron con un micrétomo con un espesor entre 5 y 7um. Las secciones
histoldgicas fueron coloreadas con Hematoxilina — Eosina y observadas con el
fotomicroscopio Wild.

RESULTADOS

De las 225 necropsias, 220 peces se encontraban parasitados (Tab. I). De
ellos 111 fueron pacus (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), 68 tambaquis
(Colossoma macropomum Cuvier, 1818) y 46 tambacs (hibridos de Colossoma
macropomum 'y Piaractus mesopotamicus).

OBSERVACIONES PARASITOLOGICAS

Myxozoa. Las branquias presentaban cistos de coloracion oscura de 0,1 a
0,9 mm de didmetro dispersos entre las lamelas secundarias. La extremidad de los
filamentos branquiales presentaban coloracion “parda”. El exdmen microscopico
de los cistos concluy6 con la identificacon de esporas fusiformes de 48,4+10,0pum
de largo, con un apéndice caudal bifurcado y dos capsulas polares en la extremidad
anterior cada una con un filamento polar en cada capsula, correspondientes a
Henneguya sp. Thélohan, 1892 (Myxozoa, Myxobolidae) de acuerdo con MARTINS
et al. (no prelo).
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Tabla I. Ocurrencia de patégenos entre 1992 y 1995 en el Centro de Acuicultura de la UNESP,
Jaboticabal. Sdo Paulo.

Colossoma macropomum  Piaractus mesopotamicus Tambacu
Patogeno Total
No. indiv. % No. indiv. % No. indiv. %
Flexibacter columnaris 6 88 5 45 2 43 13
Otras bacterias 5 191 4 45 2 43 i
Saprolegnia sp. 13 19,1 4 36 5 10,8 22
Ichthyophthirius multifiliis 13 19,1 8 72 13 282 34
Trichodina sp. 1 15 6 54 2 43 9
Chilodonella sp. 1 15 1 0,9 1 22 3
Henneguya sp. 17 153 1 2,2 18
Otros protozoos 2 29 3 27 2 43 7
Monogenea 13 19,1 37 333 8 174 58
Digenea 3 27 1 22 4
Cestoidea 1 1,5 1
Nematoda 4 36 1 22 5
Argulus sp. 2 18 2
Dolops sp. 1 15 1
Lernaea cyprinacea 9 13,5 15 13,5 6 13,0 30
Ergasilidae sp. 1 22 1
Causas no determinadas 3 44 1 09 1 22 5
TOTAL 68 1M1 46 225

Monogenea. La observacion de las branquias a la lupa binocular evidencio
la presencia de gran cantidad de estos pardsitos a lo largo de los filamentos
branquiales anclados en las laminillas secundarias. Se destacaron puntos hemorra-
gicos y aumento en el volumen de los filamentos.

Se logr¢ identificar a Anacanthorus penilabiatus Boeger, Husak & Martins,
1995 presentes en P. mesopotamicus, midieron 560 a 894um de largo, provisto de
pequefios ganchos marginales en la extremidad posterior (opistaptor). En C. macro-
pomum fueron hallados individuos pertenecientes a la sub-familia Ancyrocephali-
nae que midieron de 90 a 186pum de largo, provistos de dos pares de ganchos una
de ellas bastante larga (63,7+18,3um) y el otro menor (27,1£9,3um) (PRIETO et al.
1994).

Ichthyophthirius multifiliis. Fouquet, 1876. Los peces presentaban los
tipicos puntos blancos en la superficie del cuerpo, aletas y branquias de C. macro-
pomum'y P. mesopotamicus. Trofontes de 0,2 a 1 mm de didmetro, esféricos y de
nucleo en forma tipica de herradura. También se hallaron terontes (formas infetan-
tes) ovales y ciliadas de 30 a 45um.

OBSERVACIONES HISTOPATOLOGICAS

Myxozoa. Los quistes de plasmodios se ubican en los capilares sanguineos
de las laminillas secundarias. Son rodeados, primeramente, por endotelio hipertré-
fico. El plasmodio crece y queda encapsulado por células planas del epitelio
respiratorio, mientras que el epitelio estratificado columnar tiende a desaparecer.

El crecimiento de quiste genera: adherencias entre las laminillas secundarias
adyacentes, respuesta hiperpldcica para encapsular al quiste (Fig. 1a), congestién
lamelar y edema que lleva al desprendimiento del epitelio respiratorio (Fig. 1b).
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Fig. 1. (@) Quistes de Henneguya sp. en las laminillas secundarias con reaccion hiperplasica;
(b) desprendimiento del epitelio respiratorio en P. mesopotamicus. Hematoxilina-Eosina,
escala: 100pm.
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Cuando el quiste ocupa la porcion media y basal de la laminilla secundaria,
se observd que la restante seccion no es afectada, indicando que la circulacion no
fué interrumpida.

En los casos que la infeccion de mixosporidios fu¢ acompaiada por la de
monogeneos, se hallé una respuesta tisular incrementada.

En los individuos en los que se supone infecciones anteriores (mayor edad
en una zona endémica de infeccion), la respuesta tisular es sumamente violenta con
una reaccion hiperplasica masiva para encapsular al quiste en desarrollo, seguida
por la invasion de macréfagos y culminando con la formacion de un granuloma de
reconstruccion.

En los meses mas calidos (temp. agua aproximadamente 26°C) se observo
una marcada sincronizacion en el estado de desarrollo de los quistes, siendo en su
mayoria maduros o en las etapas finales de maduracion; los meses frios (temp. agua
aproximadamente 19°C). En cambio, se hallaron mas quistes en etapas tempranas
de desarrollo.

Monogenea. La infestacion por monogeneos en grado leve y moderado no
presenta una respuesta tisular de caracteristicas destacables, s6lo una reaccion
inflamatoria e hiperplasia leve de células epiteliales.

Los monogeneos se aplican preferentemente en las porciones media y basal
de las laminillas primarias, fijandose por medio de sus ganchos entre las lamelas
secundarias (Fig. 2a,b).

En la mayoria de los casos la presencia de monogeneos se hallava acomparia-
da por otros parasitos como mixosporidios (/. multifiliis) y quistes de bacterias sin
diferenciar, siendo las reacciones combinadas mas evidentes (Fig. 1a).

En casos de parasitismo grave (mas de 10 monogeneos por campo de # 100),
se observa en la region distal de la laminilla primaria hiperplasia basal de celulas
epiteliales, focos necréticos, edema (Fig. 3) con desprendimiento de epitelio respi-
ratorio y rupturas de células pilares con fendmenos telangiectasicos basales y
distales, a su vez se hallaron casos con rupturas del endotelio capilar con estravasa-
cion de eritrocitos.

Ichthyophthirius multifiliis. 1.os trofontes se hallaron adheridos en la base
sector central de las laminillas primarias, estando recubiertos por una capa simple
de celulas epiteliales.

Los protozoos presentaban restos de células semidigeridas y vacuolas con
residuos celulares en su citoplasma indicadoras de la accion parasitica sobre de los
tejidos del huesped.

La respuesta tisular a la accion del parasito se limito al encapsulamiento por
medio de células epiteliales en infecciones de peces jovenes y en casos mas
avanzados de infestacion se observaron focos hiperplasicos, necroticos e infiltrado
inflamatorio con edema acompaiante (Fig. 4).

DISCUSION
Las observaciones realizadas junto con la bibliografia consultada, nos per-
mitié generar una tipificacion de los distintos tipos de respuesta tisular a las

parasitosis consideradas.
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)

Fig. 2. Fijacion de monogeneos en el tejido branquial de C. macropomum. Hematoxilina-Eo-
sina, (a) escala: 100um, (b) escala: 30um.
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Figs 3-4. (3) Edema de la laminilla en caso de parasitismo grave por monogeneos en C.
macropomum. Hematoxilina-Eosina, escala: 100um; (4) trofontes de /. multifiliis en las lamini-
llas primarias de C. macropomum. Hematoxilina-Eosina, escala: 50um.
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Los hallazgos patologicos ante la infeccion por mixosporidios del género
Henneguya sp., se hacian evidentes en la observacion macroscopica del tejido
branquial, presentando la extremidad de los filamentos branquiales congestion
sanguinea dando una coloracion pardusca. El examen histopatolégico hallé el
sustento para las observaciones preliminares y mostré la presencia de diferencias
estructurales segun el estado de desarrollo de la infeccion quiste (DYKOVA & Lom
1978). Primeramente, el quiste es rodeado con endotelio hipertrético; seguidamen-
te, el crecimiento del quiste genera hiperplasia, edema, citolisis e inflamacién que
van en incremento hasta la maduracion de los mixosporidios.

También, el desarrollo de procesos granulomatosos de reparacién (DYKOVA
& Lom 1978; DUHAMEL et al. 1986) fue observado en mayor grado en peces que
poseian una alta probabilidad de haber sido infectados sucesivamente por ser
individuos mayores del afio que habitan una zona endémica de infeccion (CHENG
1973; ROBERTS 1981).

Esta tltima observacion nos habla de la capacidad de “memoria” que poseen
los huespedes hacia todas las parasitosis aqui descriptas (ELLIS et al. 1976). En todos
los casos se hallo una respuesta tisular incrementada con invasion de macréfagos y
neutrofilos al granuloma en individuos de mayor edad (ANDERSON 1990). A su vez
las mayores mortalidades atribuibles a . multifiliis y Henneguya sp., se producen
en larvas y juveniles de las especies consideradas (CECCARELLI ef al. 1990;
FIGUEIRA & CECCARELLI 1991), siendo éstas las mas vulnerables por el escaso
desarrollo de su sistema de defensa (HERRAEZ & ZAPATA 1986; STOSKOPF 1993).

La tercera en importancia se hallo en las infecciones por I multifiliis,
observandose parasitismos agudos en juveniles de las especies muestreadas, con
trofontes y terontes tanto en la superficie del cuerpo como en el tejido branquial. A
pesar de la alta incidencia de protozoos presentes, la respuesta tisular fue sumamente
leve, limitandose al encapsulamiento por parte de células epiteliales. Este panorama
cambia radicalmente en peces de mayor edad, donde se hallan focos hiperplasicos,
infiltrado inflamatorio y necrosis en las zonas mas afectadas. Las observaciones
coinciden con las realizadas por VENTURA & PAPERNA (1985) para infecciones
cronicas de peces de cultivo.

Por tltimo, los monogeneos A. penilabiatus 'y los pertenecientes a la sub-fa-
milia Ancyrocephalinae hallados, no generaron conspicuas lesiones y por lo tanto
no fue hallado un desarrollo defensivo de importancia en la zona de fijacion de los
parasitos. Llamativamente en casos de infeciones severas se halld una alteracion
notable de la porcion distal de la laminilla primaria y las laminillas secundarias,
asociadas con multiples hemorragias, edema con desprendimiento del epitelio
respiratorio y evidentes focos necroticos. No hallamos otro agente asociado a la
patologia que pudiera ser causal de la misma, sélo la alta incidencia de monogeneos.

No fueron hallados datos bibliograficos que describan igual situacion por lo
que se genera un importante antecedente para ser tomado en cuenta en futuros
trabajos, ya que una lesion del tipo descripta y tan generalizada en el tejido
branquial, conduce a alteraciones en el metabolismo general del pez de suma
importancia. Todas las lesiones parasiticas descriptas coinciden en dos puntos de
suma importancia, en mayor o menor grado todas son iniciadoras de procesos

Revta bras. Zool. 13 (2): 489 - 500, 1996



498 ‘ MARTINS & ROMERO

hiperplasicos y edematosos que alteran sustancialmente la superficie de intercambio
gaseoso e idnico, generando un atendible desbalance osmético y un grave problema
en la oxigenacion y equilibrio acido-base del pez. Complementariamente, los
procesos inflamatorios descriptos para los sitios de fijacion parasitica, en muchos
casos generan patologia en si mismas, por la cronicidad del estimulo (ELLIS 1981;
ROBERTS 1981; TORROELA 1988). Este trabajo muestra que existe una clara y Gnica
relacion entre los procesos parasitarios y la respuesta tisular branquial que provocan
alteraciones en los procesos normales de intercambio gaseoso y de iones. A su vez
se hallé una respuesta diferencial a los distintos parasitos y a las previas expocici-
ones a los mismos. Sin embargo, parece haber una tendencia de acostumbramiento
entre los hospedadores y los monogeneos y /. multifiliis, siendo en estos casos las
menores respuestas tisulares. En cambio, para el caso de Henneguya sp., se observan
cambio violentos aun en casos de infeciones en ejemplares jovenes. La razén de
estos hechos se podria encontrar en futuros trabajos que contemplen especificamen-
te los procesos patoldgicos causados por parasitosis, en distintos estadios del
parésito y del pez, sin olvidar las variables ambientales.
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