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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta hematoldgica y bioquimica a diferentes
concentraciones de amonio de los juveniles de paiche Arapaima gigas. Evaluamos ocho tanques de 1000
litros de volumen de agua con una densidad de 5 peces m*, que fueron sometidos a tres concentraciones de
amonio: 20 mg L, 15 mg L", 10 mg L'y 0 mg L" (grupo control). Cuatro tanques fueron expuestos a las
concentraciones de amonio por 24 horas y otros cuatro tanques por 72 horas. Los peces tuvieron un peso
inicial promedio de 981,65 + 149,90 g por individuo y una longitud promedio de 50,1 £ 2,23 cm. Pasado el
tiempo de exposicion (24 y 72 horas) se procedio a la extraccion de 2 mL de sangre a cinco peces de cada
concentracion utilizando jeringas con anticoagulante EDTA al 10%. Evaluamos hematocrito (Htc), conteo de
eritrocitos (Eri), leucocitos (Leu) y contenido de hemoglobina (Hb) como parametros hematologicos y la
glucosa como parametro bioquimico. Los juveniles de paiche expuestos a 15y 20 mg L de amonio por 24
horas mostraron una disminucion en el porcentaje de hematocrito, mientras que la glucosa mostré un
incremento a 10 mg L. A las 72 horas se evidenci6 un aumento en el porcentaje de hematocrito en las
concentraciones de 15y 20 mg L", el resto de parametros hematolégicos (Eri, Leu. Hb, VCM, CHCM y
HCM) tuvieron diferentes alteraciones como respuesta a las concentraciones de amonio, sin embargo la
glucosa no mostré variaciones. La exposicion del paiche a diferentes concentraciones de amonio presenta
variaciones hematoldgicas y bioquimicas que mantienen el equilibrio fisioldgico de los peces.

PALABRAS CLAVE: Amazonia, piraruct, hematologia, acuicultura.

HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL RESPONSE IN JUVENILES Arapaima gigas
SUBJECTED DIFFERENT AMMONIUM CONCENTRATIONS

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the hematological and biochemical response to different concentrations of
ammonium of juveniles of Arapaima gigas. We assessed eight tanks of 1000 liters at a density of 5 fish m”,
which were exposed to three concentrations of ammonium: 20 mg L, 15 mg L", 10 mg L" and 0 mg L'
(control group). Four tanks were exposed to ammonium concentrations for 24 hours and the other four tanks
for 72 hours. The fish had an average initial weight of 981.65 + 149.90 g per individual and an average length
of 50.1 £ 2.23 cm. After the exposure time (24 and 72 hours), a sample of 2 mL of blood was taken using
syringes with anticoagulant EDTA 10% to five fish of each concentration. We evaluated hematocrit (Htc),
erythrocyte count (Eri), leucocytes (Leu) and hemoglobin content (Hb) as hematological parameters and
glucose as a biochemical parameter. The juveniles of 4. gigas exposed to 15 and 20 mg L' of ammonium for
24 hours showed a decrease in the percentage of hematocrit, while glucose showed an increase at 10 mg L™
After 72 hours, an increase in the percentage of hematocrit was observed in fish exposed to 15 and 20 mg L™ of
ammonium, the rest of hematological parameters (Eri, Leu, Hb, VCM, CHCM and HCM) had different
alterations in response to concentrations of ammonium, and the glucose did not show variation. The exposure
of A. gigas to different ammonium concentrations showed hematological and biochemical variations that
maintain the physiological balance of the fish.
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INTRODUCCION

Arapaima gigas paiche es uno de los peces de
mayor importancia comercial en la Amazonia
peruana como fuente de alimentacidn y generacion
de ingresos para los pobladores (Alcantara et al.,
2006). Es considerada una especie con gran
potencial de cultivo, debido a que puede tolerar altas
densidades sin comprometer la supervivencia
(Gonzales et al., 2016). Asi mismo, el suministro de
alimento balanceado en cautiverio es la principal
fuente de compuestos nitrogenados en el agua,
especialmente en peces carnivoros por los altos
niveles de proteina que contienen (Pereira &
Mercante, 2005; Ismifio-Orbe et al., 2003) y una
parte de la proteina consumida es eliminada en las
excretas como nitrégeno organico (Baldisseroto,
2002). A gigas también tolera bajos niveles de
oxigeno disuelto y altos niveles de amonio en el agua
(Cavero et al.,2004; Gonzales et al., 2016), debido a
que presenta respiracion adrea obligatoria (Salvo-
Souza & Val, 1990; Brauner & Val, 1996),
caracteristica importante que facilitaria el cultivo
intensivo a gran escala. Existen estudios que
evidencian que los peces sufren diferentes
alteraciones fisioldgicas como estrategias para
contrarrestar la toxicidad del amonio (Randall &
Tsui, 2002). Los parametros hematoldgicos y
bioquimicos son considerados buenos indicadores
fisioldgicos frente a la respuesta de estrés en peces
por parametros medioambientales o fisico-
quimicos, los cuales pueden alterar el patrén
caracteristico del eritrograma y bioquimica en los
teledsteos (Tavares-Dias & Moraes, 2004). El
presente estudio tuvo por objetivo evaluar la
respuesta hematoldgica y bioquimica de juveniles de
paiche Arapaima gigas sometidos a diferentes
concentraciones de amonio.

MATERIALES Y METODOS

ACONDICIONAMIENTO DE LOS PECES

Se utilizaron un total de 40 juveniles de paiche
con un peso promedio de 981,65 + 149,90 g y una
longitud total promedio de 50,1 + 2,23 c¢cm por
individuo, distribuidos en ocho tanques de concreto
de 1000 litros con aireacion constante a una densidad
de 5 peces m” en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Fernando Alcantara Bocanegra
(CIFAB) del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (ITAP).

Los peces fueron sometidos a tres
concentraciones de amonio: 10 mg L™; 15 mg L";20
mg L y un grupo control (0 mg L") durante 24 y 72
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horas, mediante la adicion de cloruro de amonio
(NH,CI) para obtener las concentraciones de amonio
deseadas en el agua. Se restringi6 la alimentacion de
los peces para que no influyera en las
concentraciones de amonio en el agua.

Las mediciones de los parametros fisicos y
quimicos del agua (temperatura, oxigeno disuelto y
pH) se realizaron dos veces al dia con un oximetro
(YSI, Model 55) y un medidor de pH (Oakton, 110
series). El amonio y los nitritos se evaluaron
diariamente mediante un fotémetro colorimétrico
(Hanna Instruments, HI 83203). Los valores
promedios encontrados durante el experimento
fueron: temperatura (29,9 + 1,2 C°); oxigeno
disuelto (5,10+ 0,3 mg L"); pH (6,3+0,5) y nitrito (0
mgL").

COLECTAY ANALISIS DE SANGRE

Los peces fueron capturados a las 24 y 72 horas
de exposicion conuna red de mano y ubicados en una
esponja, se emplearon toallas huimedas para la
inmovilizacién y vendaje de los ojos, el cuerpo y las
branquias fueron hidratados constantemente con
agua. Mediante puncion de la arteria caudal a nivel
del arco hemal, se extrajo 2 mL de sangre utilizando
jeringas desechables conteniendo EDTA al 10%; la
sangre extraida fue separada en dos partes: para las
muestras hematologicas se coloco la sangre en tubos
de 2 mL conservadas en refrigeracion (4 °C) para
preservar la viabilidad de las células y para las
muestras bioquimicas en tubos de 0,5 mL que fueron
centrifugados a 100 rpm por 5 minutos para obtener
el plasma sanguineo.

Los parametros hematoldgicos evaluados
fueron: hematocrito (Htc) por el método del
microhematocrito (Goldenforb et al., 1971)
centrifugados a 100 rpm  por 5 minutos;
concentracion de hemoglobina (Hb) por el método
de la cianometahemoglobina (Laboratorios
BIOLABTEST") a 540 nm, conteo de eritrocitos
(Er) y leucocitos (Leu) con solucion Natt & Harrick
(1952) a través de camara de Neubauer y la
determinacién de los indices hematimétricos:
volumen corpuscular medio (VCM), concentracion
de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y
hemoglobina corpuscular media (HCM) segtn el
método de Wintrobe (1934). En cuanto a los
parametros bioquimicos, se determind la
concentracion de glucosa (método Trinder:
Laboratorios FAR Diagnstics”) a 510 nm. Las
lecturas fueron realizadas en un espectrofotometro
de UV visible (Agilent Technologies, Cary 60.
California, Estados Unidos).
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ANALISIS DE DATOS

Los resultados se expresaron en promedio y
desviacion estandar. Se utilizd el analisis de varianza
(ANOVA), cuando existi6 diferencias significativas
entre los grupos se utilizo el test de Dunnett para
comparar cada tratamiento con el control usando el
software estadistico “Sigma Plot 11”.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de los parametros hematoldgicos de
los juveniles de paiche encontrados en el presente
estudio se muestran en la Tabla 1. Los valores
promedios de hematocrito, eritrocitos, leucocitos,
VCM, CHCM y HCM se encontraron dentro los
valores reportados por diferentes estudios para la
misma especie en condiciones de cultivo (Tavares-
Diasetal.,2007; Menezes et al.,2006; Serrano et al.,
2013, Gonzales et al., 2016; Hoshino et al., 2017).
La hemoglobina es el unico de los parametros que se
muestra superior a las condiciones normales,
acercandose a los valores obtenidos por Rios ef al.
(2015) al someter a 4. gigas a condiciones similares
al presente estudio de restriccion alimentaria de los
peces durante el cultivo.
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A las 24 horas de exposicion la mayoria de
parametros hematoldgicos de los juveniles de paiche
(Eri, Leu, Hb, VCM, CHCM, HCM) no mostraron
diferencia significativa con el control (P>0,05), solo
el porcentaje de hematocrito tiene diferencia
significativa (P<0,05) con el control, mostrando una
disminucion en las dosis mas altas (15 y 20 mg L™).
Este comportamiento ha sido descrito en otros peces
de agua dulce cuando incrementan la concentracion
de amonio en el agua (El-Sherif & El-Feky, 2008; El-
Sayed, 2015; Zeitoun et al., 2016). Este efecto esta
asociado a tejidos como las branquias, que al ser
expuestos al incremento de amonio sufren dafios en
el epitelio branquial (hiperplasia, fusién lamelar,
hipertrofia), interfiriendo en el intercambio gaseoso
y transporte idnico (Martinez et al., 2006; El-Sherif
& El-Feky, 2008) que permite la permeabilidad de la
branquia desencadenando finalmente una
hemodilucién, sin mostrar una disminucion
significativa del numero de eritrocitos (Eri) o el
volumen de estos (VCM) que son los que influyen
tipicamente en el hematocrito (Htc).

Sin embargo, a las 72 horas el porcentaje de

hematocrito se ha incrementado significativamente
(P<0,05) en las dosis mas altas (15 y 20 mg L"), esta

Tabla 1. Parametros hematoldgicos de A. gigas expuestos a diferentes concentraciones de amonio durante 24y 72 horas.

Concentracion de amonio (mg L")

Tiempo Parametros
0 10 15 20
24 h Htc (%) 32,45 + 0,15 32,58 + 0,05 30,56 + 0,42* 30,83 = 0,51*
Eri (10° uL") 1,69 = 0,21 2,16 = 0,62 2,19 = 0,51 1,58 = 0,19
Leu (10° uL") 9,74 + 5,53 7,2 + 3,10 7,72 £ 3,10 6,22 + 2,12
Hb (g dL") 15,49 + 1,01 15,89 + 0,74 16,15 +2,05 16,30 + 0,69
VCM (fL) 194,4 + 23,4 159,0 = 36,9 146,3 = 36,4 196,6 + 24,5
CHCM (g dL") 47,7 £ 2,93 48,8 + 2,33 52,9 + 6,93 52,9 + 2,4
HCM (pg) 92,7 £ 11,3 71,3 £ 17,2 77,1 £ 20,7 103,8 = 12,2
72h Htc (%) 30,60 + 0,52 33,70 = 0,21 34,43 + 0,24*% 35,03 + 1,16%
Eri (10° L") 1,77 £ 0,29 2,76 = 0,51*% 1,50 = 0,10 1,33 = 0,19
Leu (10° uL") 3,2+ 0,44 4,63 = 1,05% 4,0 = 0,28 2,99 + 0,93
Hb (g dL") 14,7 = 0,53 17,42 = 0,37* 17,35 = 0,73* 15,54 = 0,54
VCM (fL) 176,3 = 27,3 126,2 + 24,0 229,7 = 20,8* 267,9 = 41,4*
CHCM (g dL") 48,0 = 1,32 51,7 £ 1,51* 50,4 + 2,81 44,42 + 2,36*
HCM (pg) 84,5 + 12,2 65,4 + 13,5 115,4 + 6,4* 119,0 = 20,1*

* Promedios significativamente diferentes del control (P<0,05). VCM = Volumen corpuscular medio, HCM = Concentracion
de hemoglobina y CHCM = Concentracion de hemoglobina corpuscular media
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Figura 1. Concentracién de glucosa en plasma de A. gigas expuesto a diferentes concentraciones de
amonio durante (a) 24y (b) 72 horas. * Significativamente diferente al grupo control (P < 0,05).

es una caracteristica que se ha reportado cuando los
peces son sometidos a estrés (Biron & Benfey, 1994;
Sopinka et al., 2016). Asi mismo, la exposicion a
altas concentraciones en el agua de algunas
sustancias (amonio, cobre, herbicida) genera estrés
(Randall y Tsui, 2002; Mazon et al., 2002; Modesto
& Martinez, 2010). Estudios demuestran el
incremento del hematocrito en 4. gigas al ser
sometido a estrés agudo por manipulacion o
transporte (Branddo et al., 2006; Gomez et al., 2006;
Gomez, 2007). Los eritrocitos y leucocitos muestran
un incremento significativo en la dosis menor (10
mg L"), mientras que el VCM se reduce
significativamente a esta concentracidn y las dosis
mas altas (15 y 20 mg L") se incrementan
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significativamente. El aumento del hematocrito es
debido a que los eritrocitos incrementan su volumen
(VCM) en las dosis mayores, pero no la cantidad de
células (Er). Este incremento del volumen o tamafio
indica una hinchazén de los eritrocitos como
respuesta a las altas concentraciones de fAirmacos o
sustancias en el agua debido a la toxicidad
(Saravanan et al., 2011; Sharma & Langer, 2014;
Ramesh et al., 2014). El incremento de los
leucocitos indica una respuesta inmune como
estimulo ante la toxicidad de alguna sustancia
(Saravananetal.,2011).

Mientras que en la dosis de 10 mg L el aumento
del numero de eritrocitos se equilibra con la
reduccidn significativa del tamafio (VCM) de estos,
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confirmandose con el hematocrito que no tiene
cambios significativos. El incremento de los
eritrocitos sugiere que hay generacion de nuevos
eritrocitos inmaduros (menor tamafio) como
respuesta al ser sometidos a concentraciones de
sustancias subletales como el amonio (Al-Attar,
2005; Alwan et al., 2009; Alaye & Morales, 2013;
Shinetal., 2016).

La hemoglobina de los peces expuestos durante
72 horas a las concentraciones de 10 y 15 mg L™
presentaron diferencia significativa (P <0,05) con el
control. Este incremento se debe a que la
hemoglobina reduce la capacidad de intercambio de
oxigeno y didxido de carbono al ser sometidos los
peces a altas dosis de sustancias como el amonio
(Goss & Wood, 1988; Alwan et al., 2009; Barbieri &
Bondioli, 2015). Este incremento se ve influenciado
por el aumento de la hemoglobina en cada eritrocito
como lo muestra el HCM al incrementarse
significativamente en las dosis mayores (15 y 20 mg
L") y también el incremento del CHCM en las dosis
de 10 y 20 mg L". Las alteraciones de los indices
hematicos (VCM, CHCM y HCM) en las diferentes
concentraciones se dan como respuesta del
organismo para equilibrar los cambios en el
hematocrito, hemoglobina, numero de eritrocitos y
leucocitos ocasionadas por la toxicidad del amonio
(Saravananetal.,2011).

Respecto al pardmetro bioquimico a las 24 horas
los peces sometidos a dosis de 10 mg L' muestran un
incremento de la glucosa respecto al control,
mientras que a las 72 horas no hay diferencia
significativa. La glucosa es un indicador util como
medida de respuesta aguda a factores de estrés
especifico (Martinez et al., 2006). Esta puede
aumentar horas después de iniciarse el estrés, pero
puede disminuir a niveles normales dentro de las 24
horas (Evans et al., 2006). Estudios en A. gigas
muestran que al ocasionar un factor de estrés, los
peces recuperan sus niveles normales en 24 horas o
menos, manteniéndose los valores en los rangos de
variacion reportados (Brandao et al., 2006; Gomes,
2007). Alas 24 horas la glucosa muestra variabilidad
de la respuesta en los individuos sometidos a 10 mg
L", por lo que requeriria mas horas para llegar a los
niveles normales, debido probablemente a que esta
baja dosis estaria actuando como un estrés cronico
de lentarespuesta (Grzelak et al.,2017).

Este estudio demuestra la capacidad que tiene el
paiche de soportar altas concentraciones de amonio
en el agua con algunas variaciones en la respuesta
hematoldégica y bioquimica que mantienen el
equilibrio fisiologico de los peces.
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