UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

L1dids
59

“Descripcion histologica de foliculos ovaricos de Paiche Arapaima gigas
(CUVIER, 1817) de 12, 18 y 24 meses de edad”

Tesis para optar el Titulo Profesional de:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Carlos Armando Yong Rojas

Bachiller en Medicina Veterinaria'y Zootecnia

LIMA - PERU

2018



A mi familia, por apoyarme durante el transcurso de mi carrera



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi asesora Mg.Cielo Llerena y a las personas que permitieron el desarrollo
de esta tesis de una forma u otra y por ultimo, al equipo del Hatchery Movil por

introducirme a esta area.



ABSTRACT

The histological description of ovarian follicles in ovaries from paiche of 12, 18
and 24 months of age was made, being in total 9, 13 and 4 ovaries respectively;
A follicular classification was developed and is based on this, the ovarian
follicular proportion present, follicular diameters and percentages of follicular
atresia were determined with the use of the H / E technique using direct
observation in 10x magnification. The categories used in the developed
classification were the following ones: Perinuclear, Endogenous Vitelogénesis |,
Endogenous Vitelogénesis I, and Exogenous Vitelogénesis. The information
obtained was analyzed through the use of the Excel statistical program, with the
ANOVA test and the differences in means were determined with the Tukey test.
Statistical differences were found between the measurements of the follicular
diameters and the different follicular types, however, no difference was found in
the percentage of atresia. It is concluded that in a period of 24 months of age,
females develop characteristics compatible with an ovary in advanced
maduration.
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RESUMEN

Se realiz6 la descripcion histologica de foliculos ovaricos de paiches de 12, 18 'y
24 meses de edad, siendo en total, 9, 13 y 4 ovarios respectivamente;
desarrollandose una clasificacion folicular y en base a esta, se determiné la
proporcion folicular ovarica presente, diametros foliculares correspondientes y
porcentajes de atresia folicular con la utilizaciéon de la técnica H/E aplicando
observacion directa en aumento de 10x. Las categorias usadas en la clasificacion
desarrollada fueron las siguientes: Perinucleolar, Vitelogénesis enddgena I,
Vitelogénesis endogéna Il y Vitelogénesis exdgena. La informacién obtenida se
analizé por medio del uso del programa estadistico Excel, con la prueba ANOVA
y las diferencias en las medias se determinaron con la prueba de Tukey. Se
encontro diferencias estadisticas entre las medidas de los diametros foliculares y
los diferentes tipos foliculares con respecto a la edad, sin embargo, no logré
encontrarse diferencia en el porcentaje de atresia. Se concluye gue en un periodo
de 24 meses de edad, las hembras desarrollan caracteristicas compatibles con un

ovario en maduracién avanzada.
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INTRODUCCION

El paiche (Arapaima gigas) es una de las especies de peces mas importantes del
Per0, debido a su elevado valor comercial y su rol ecolégico en el rio Amazonas;
ademas, es la especie de pez escamado mas grande en el mundo que puede llegar
a pesar 200 kg y medir 3 metros de largo (Moreira da Silva., 2016). Se encuentra
distribuido en las regiones tropicales de agua dulce de América del sur, dentro de
los paises de Peru, Bolivia, Guayana y Brasil, particularmente en las cuencas
hidrograficas de los rios Amazonas y Tocatins-Araguia (Carvajal-Vallejos et al.,

2017).

Se reconoce que esta especie tiene un gran potencial para su cultivo, debido a su
rusticidad, el alto valor de su carne y sabor, asimismo, puede llegar a pesar 10 kg
el primer afio de vida, ademas la reproduccion de esta especie ha sido reportada
en condiciones controladas, en Brasil y Per( (Rebaza et al., 1999). En estado
natural, el paiche se reproduce entre los 4-5 afios de edad, cuando alcanza un peso
de 40-45 kg y una longitud aproximada de 1.7 metros; sin embargo, se ha
reportado que las hembras de 3 afios presentan mayores niveles de 17Peta-
estradiol en suero sanguineo (Monteiro et al., 2010), lo que indicaria una

actividad reproductiva..

En el cultivo de esta especie con fines econdmicos, la principal dificultad
encontrada en esta especie es la obtencién de alevinos (Moreira da Silva., 2016),
debido a la falta de un dimorfismo sexual temprano, puesto que los machos

logran diferenciarse con una coloracion anaranjada en la parte inferior de la



cabeza a partir de la edad reproductiva (Garcia.,2015; Sevilhano., 2015; Ligfa.,
2017) lo cual impide hacer un manejo adecuado para la reproduccion en
cautiverio, ademas de la alta mortalidad de las larvas y el desconocimiento de las
condiciones adecuadas de manejo para mantener una produccion continua de
alevinos en cautiverio. Asimismo, se reporta que la reproduccién en cautiverio
es inestable porque se puede retrasar la presentacion de la madurez sexual bajo
condiciones de estrés como es la crianza del ganado en la zona contigua al cultivo

de paiches (Rojas., 2011).

En la actualidad, es posible identificar el sexo de los paiches utilizando la técnica
de ELISA y cuantificando la concentracion de estradiol circulante en la sangre,
sin embargo, también se ha reportado que la deteccién de vitelogenina en peces
a partir de los 3 afios, aunque también es usado el método de la relacién de 11
ketotestosterona/17b-estradiol que permite el sexaje de los peces a partir de los
2.8 afios (Chu-Koo et al., 2008). La ultrasonografia, también es usada para el
sexaje del paiche, sin embargo, solo es posible usarla con éxito en animales
adultos y presenta algunas dificultades en la obtencidn de imagenes, debido a que
las gruesas escamas del paiche y la ubicacién de la vejiga natatoria, que esta
posicionada arriba de la gbnada izquierda (Lima, 2015). Ademas de los métodos
ya mencionados para el sexaje, se utiliza la laparoscopia (Nufiez, 2011), sin
embargo, debido a las dificultades implicadas en este procedimiento que incluye:
anestesia con gas, procedimientos quirargicos, sumado a la falta del pared en el
ovario en esta especie, hace dificil tomar una muestra de tejido ovarico para

realizar el sexaje mediante observacion directa de los ovocitos.

En cuanto a la morfologia del ovario del paiche, Amaral (2009)
macroscopicamente describe que las hembras de paiche poseen un tnico ovario

funcional localizado en el lado izquierdo de la cavidad celémica y ademas ha



propuesto los estados de maduracion fisiologica que consisten en: inmaduro, en
reposo, en maduracion y maduro. El ovario tiene una forma alargada, pudiendo
llegar a medir aproximadamente 50 cm, 12 cm de ancho y pesar de 540 a 1300
gr; ademas presenta multiples pliegues transversales, en los cuales se desarrollan
los foliculos ovaricos de forma asincrénica, debido a que el tipo de desove en
esta especie es parcial (Moreira da Silva, 2016). El ovario del paiche se clasifica
en gimnovario, siendo un ovario desnudo; no posee “pared”, por lo que
normalmente, los 6vulos que han alcanzado la maduracion, son liberados en la
cavidad celémica y son posteriormente expulsados al nivel del poro genital en el
momento del desove (Nufiez., 2011). Los 6vulos poseen una forma esferoidal, y
macroscopicamente se observa de color verde oscuro/claro con un diametro
transversal y longitudinal de 4.2 mm y 2.8 mm, respectivamente (Manuel S.

2007).

Los criterios para la caracterizacién del proceso de oogenesis son tamafo, la
cantidad y distribucion de varias inclusiones celulares, presencia de granulos de
vitelo y morfologia de los cromosomas; y hasta la fecha, usando criterios
similares, Godinho et al., (2006), Amaral (2009) y Lopes et al., (2013) han
caracterizado el proceso de oogenesis por el que se desarrollan los foliculos
ovaricos del paiche.

La informacién obtenida a través de la frecuencia del desarrollo de las etapas
foliculares en el analisis microscopico del ovario, da una fotografia del potencial
del individuo para la desova en el tiempo que es muestreado, asi como su
potencial para futuros eventos de desova (Armstrong y Witthames, 2012).

Sin embargo a pesar de los estudios ya realizados anteriormente, existen pocos
estudios que clasifiquen los foliculos ovaricos y ayuden a comprender la biologia
reproductiva del paiche, por lo que se precisa de mas investigaciones en este

tema, debido a que se necesita conocer el estado de la reserva ovarica en



diferentes edades, ya que nos da informacion de la fertilidad y permite estimar
una edad optima de reproduccion al analizar la cantidad y tipo de foliculos que
llegarian a alcanzar etapas mas avanzadas sin llegar a la atresia.

De lograrse investigaciones que faciliten un mejor manejo de esta especie a
edades mas tempranas, se fomentara la creacion de nuevas piscigranjas de paiche,
esto permitird elevar el nivel de produccion actual, y por ende, se lograra
satisfacer a la ya existente demanda local e internacional; Ademas se podra dar
las bases para programas de repoblamiento en zonas donde el paiche se encuentra
en situacion vulnerable y se pueda reducir la presion de pesca en zonas naturales.
El presente estudio tuvo como objetivo la caracterizacion de los foliculos
ovaricos de paiche en 12, 18 y 24 meses de edad mediante la determinacion del
desarrollo folicular de la tipologia del paiche con respecto a las edades, el
didmetro folicular de los foliculos identificados y el porcentaje de atresia

presente.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar del estudio:

La recoleccion de las muestras fue realizada en la piscigranja de la empresa
Amazon Harvest en el distrito de San Juan Bautista, ciudad de Maynas,
Departamento de lquitos, Peru. El posterior procesamiento de las muestras fue
realizado en el laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
2. Tipo de estudio:
El estudio fue de caracter observacional y exploratorio, de corte transversal.

3. Poblacion Objetivo y tamafio de muestra:
La poblacion objetivo del estudio fueron los ovarios de paiche recolectados en
los meses de mayo-junio del afio 2018, para el tamafio de muestra obtenido se
uso un muestreo por conveniencia debido a que la cantidad de ovarios obtenidos
para el estudio, fue por la disponibilidad actual de animales. Siendo en total
recolectados 9 ovarios de ejemplares de 12 meses, 13 ovarios de ejemplares de

18 meses y por ultimo 4 ovarios de ejemplares de 24 meses.

4. Recoleccién de muestras

Todos los ovarios usados en el estudio provinieron de ejemplares mantenidos en

cautiverio.

Para la eutanasia se realizo la inmersion de los animales en la solucion de
sobredosis anestésica de 100 mg/kg de Metasulfonato de Tricaina (MS-222)
dentro de una artesa de dimensiones de 1m x 1m por al menos 10 minutos y luego
de presentarse el indicador de muerte, el cese del movimiento opercular
(Hastein., 2005), el pez eutanasiado fue inmediatamente removido de su acuario
para que se realice el retiro de los ovarios. Para evitar posibles variaciones en el
desarrollo folicular, la toma de las muestras consistié en realizar 3 cortes sagitales
de ubicacion anterior, medial y distal, con respecto al conducto urogentital
(Chellapa et al., 2005), y por Gltimo, se preservo las muestras obtenidas en formol
al 10%.



d)

Caracteristicas de los animales muestreados:

Para seleccionar individuos para la toma de muestra, estos debieron mantenerse
en un estado de salud adecuado y haber tenido un buen desarrollo, debido a que
se buscO encontrar diferencias en el desarrollo gonadal segin la edad del
individuo. Se brindé a todos los animales la misma dieta, y se les separé por edad.

Procesamiento de muestras
Las muestras fueron procesadas posteriormente con parafina y fueron cortadas
con un micrétomo Leica® a una longitud de 7 um (Sanchez J., 2013) para el

tejido ovarico, y las secciones obtenidas fueron tefiidas con H/E.

La lectura para la interpretacion de las ldminas se realizé con la ayuda de un
microscopio compuesto de marca Boeco®, en aumento de 10X, y una camara
incorporada al cabezal del microscopio para tomar las fotos mediante el software
llamado Scopelmage 9.0, las fotos se obtuvieron mediante objetivos que fueron

calibrados por medio de una lamina a medidas de 50 pm.

Se desarrollé la tipologia de los foliculos ovaricos encontrados basandose en la
morfologia del ovocito, segun los criterios usados en investigaciones previas para
esta especie (Amaral 2009; Godinho et al., 2006; Lopes et al., 2013) y en peces
teledsteos (Rocha 2006).

Escala de clasificacion folicular:

Perinucleolar (PN): El citoplasma esté definido y es basofilo.

Vitelogénesis endogéna | (VE I): EIl citoplasma se vuelve completamente
aciddfilo y empiezan a aparecer vesiculas.

Vitelogénesis endogéna Il (VE I1): El citoplasma estd completamente lleno de
vesiculas y el nicleo toma una coloracién acidofila.

Vitelogénesis exdgena (VEX): Se observa los granulos de vitelo, y lipidos en el
citoplasma. Se consider6 que para incluir los foliculos en la tipologia, se debid
observar la totalidad del ndcleo, y asimismo que la integridad estructural de la
célula no estuviera muy afectada por ondulaciones o disrupciones en la pared
celular, asi como la presencia de artefactos.

Atrésico: (AT): Se considero lo expuesto por Valdebenito et al., (2011), en lo
siguiente: desintegracion y ondulaciones en el corion, hipertrofia de células de la

granulosa, migracion de células de la granulosa y la teca en el interior del



foliculo, reabsorcion del contenido ovocitario, aspecto irregular de foliculos
pequefios, disolucién del contenido citoplasmatico, degeneracion vacuolar del
citoplasma, invasion y fagocitosis de las células foliculares.

Se realiz0 la clasificacion de las etapas foliculares de los foliculos encontrados
en los campos y posteriormente, se obtuvo el diametro folicular de estos a
excepcion de los foliculos AT.

Procesamiento de andlisis y datos

Se realiz6 ANOVA para cada una de las proporciones de las etapas foliculares
con respecto a la edad, con los diametros foliculares con sus respectivas etapas,
diametros foliculares de cada etapa folicular con respecto a la edad y por ultimo
las proporciones de atresia con respecto a la edad. Se determiné la diferencia

estadistica de las medias con la prueba de Tukey.
Consideraciones éticas

El personal a cargo, port6 la indumentaria necesaria de trabajo como: guantes de
nitrilo, botas de hule, gafas de proteccion, gorro descartable, pijama descartable;
para realizar los procedimientos, una vez terminados, se elimind la indumentaria
descartable en recipientes para desechos biolégicos y se desinfectd la

indumentaria no descartable.

Los paiches se encontraron en estanques pequefios 1o que permitid su captura con
el uso de redes, luego se realiz6 la eutanasia segun lo indicado en la guia de
AVMA de eutanasia para animales (AVMA., 2013), usando el compuesto
metasulfonato de tricaina (MS-222) gque actta deprimiendo el sistema Nervioso
Central (Coyle et al., 2004, Close et al., 2014) para luego proceder obtener la
muestra para el estudio.

El proyecto fue presentado al Comité de Etica para el Uso de Animales de la

UPCH para su evaluacion y se ejecutd una vez obtenida la aprobacion del mismo.



RESULTADOS

Por medio de la observacion microscopica y el analisis de esta, se discriming y
clasifico a los diferentes tipos de foliculos observados de acuerdo a las

caracteristicas citoldgicas previamente propuestas.

Para determinar la diferencia estadistica en los porcentajes se usO la prueba
estadistica ANOVA vy para determinar diferencias estadisticas entre las medias

se realiz0 la prueba de Tukey.

En el andlisis microscopico de los ovarios se registraron porcentajes que se
ubican en la tabla 1, donde se encontr6 una mayor cantidad de foliculos
perinucleolares con respecto a los demas tipos foliculares en todas las edades
encontrandose especialmente una mayor proporcion en la edad de 12 meses y en
la edad de 24 meses se comienzan a encontrar foliculos en fase de vitelogénesis

enddgena Il y vitelogénesis exdgena.

En este estudio se diferenciaron y clasificaron los foliculos de A. gigas en las
cuatro categorias descritas en la metodologia, basandose en la informacién
descrita para por Amaral (2009), Godinho et al., (2006) y Lopes et al., (2013),

ademas de la informacion descrita para peces teledsteos por Rocha (2006).

La clasificacion folicular se baso en los cambios del ovocito, en donde se observo

lo siguiente:

a) Perinucleolar: Se caracteriza por tener una forma ovoide y presentar una
intensa basofilia en el citoplasma, tiene un didmetro aproximadamente de 87.4 +
42.2 um, ademas es posible observar una estructura basofilica, que tendria
caracteristicas compatibles con el cuerpo de Balbiani (fig. 1a). No posee
diferencias en el desarrollo en cuanto al diametro folicular con respecto a la edad
(tabla 3), sin embargo se encuentra una mayor proporcion en la edad de 12 meses
(tabla 1).

b) Vitelogénesis endogéna I. Se comienza a apreciar el desplazamiento nuclear
hacia el centro. Presenta varios nucléolos adheridos a la superficie interna de la

membrana nuclear, y el citoplasma de aspecto granular (fig. 1b). En algunos
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casos se observa un halo acidofilo perinuclear. Presenta un didmetro promedio
de 211.8+98.6um. Se encontré un mayor porcentaje en la edad de 18 meses (tabla
2). Conforme los foliculos avanzaron se empezaron a observar la acumulacion

de vesiculas cerca al ndcleo (fig. 1c).

c) Vitelogénesis endogéna Il (VE 1l) Se caracteriza por el completo llenado de
vesiculas en el citoplasma y se comienza a observar el desarrollo de la zona
radiata. Presenta un diametro promedio de 448+154.1 um (fig 1d). Esta etapa y

la consiguiente, solo son observables en la edad de 24 meses (tabla 1).

d) Vitelogénesis exogéna (VEX): Se observa un marcado incremento del tamafio,
observandose un diametro promedio de 770.16+229.9 um. Los granulos de vitelo
comienzan a observarse en el citoplasma y desplazan a la periferie a las vesiculas
que llenaban el citoplasma en la VE Il, asimismo se aprecia la aparicion de
vesiculas con caracteristicas lipidicas, y la zona radiata puede observarse con

mayor claridad. (fig 1e).

e) Atrésico: Se observd vacuolizacién, disrupcion de la membrana nuclear y
citoplasmatica, invasion de las paredes foliculares en el citoplasma folicular asi
como presencia de eritrocitos e infiltrado inflamatorio en el mismo, vy

engrosamiento de capas foliculares (fig. 3a-e).

Capas foliculares encontradas:

Teca y Capa granulosa: Se observan células con ndcleos aplanados que
constituyen un epitelio plano, sin embargo las capas no pueden ser distinguibles

entre si (fig. 2).

Zona radiata: Se ubica entre la zona del citoplasma y la capa folicular, es una
capa compacta y homogénea de coloracion acidéfila que es visible a partir de la

fase de VE Il y es claramente visible en el estadio de VEX (fig. 2).
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Figura 1: Secciones histolégicas que muestran las diferentes fases foliculares en el A. gigas. a)
Perinucleolar. b) y c) Vitelogénesis endogéna I, d) Vitelogénesis endogéna I, €) Vitelogénesis exdgena ;
Coloracién H/E, aumento de 10x.

Figura 2: Seccion histoldgica que muestra las diferentes capas foliculares,
CG Capa granulosa, T: Teca, ZR: Zona Radiata. Coloracién H/E, aumento de 40x.
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Figura 3: Secciones histolégicas que muestran diferentes foliculos en estadio de atresia en A. gigas: a. a)
Vacuolizacion citoplasmatica, aumento de 40x. b) Disrupcién de las capas foliculares e invasion de las mismas en
el citoplasma, aumento de 10x. c¢) Infiltrado inflamatorio, eritrocitario y disrupcion de las capas foliculares, aumento
de 10x, d) Cambios degenerativos de las capas foliculares e intrusion de estas en el citoplasma, aumento de 10x, €)
Engrosamiento de la teca, aumento de 40x. Coloracién H/E.

Tabla 1: Tipo de foliculos ovaricos (%) en diferentes meses de especimenes de A. gigas

Fase folicular Meses
12 18 24
Perinucleolar 77.2° 65.2° 56.3°
Vitelogénesis 45° 13.2° 10.2°¢
Endogéna |
Vitelogénesis - - 2.1
Endogéna Il
Vitelogénesis - - 3.3
Exdgena
Atrésico 18.2 21.6 27.5

ab.c | etras diferentes en filas indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)
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Tabla 2: Didmetro de diferentes fases foliculares de Arapaima gigas(pm)

Fase folicular N Media Intervalo

Perinucleolar 30 88.6°+ 434 45.2-142.9

Vitelogénesis 30 211.8°+98.6 113.2-388.8
Endogéna |

Vitelogénesis 30 448°+ 154.1 239.9 - 693.3
Endogéna 11

Vitelogénesis 30 770.16°+229.9 540.3 - 1027.7

Exdgena

ab.c.d | etras diferentes en columnas indican diferencia estadistica significativa (B<0.05)

Tabla 3: Diametro de diferentes fases foliculares de A. gigas (um) de acuerdo a la edad.

Fase folicular Meses

12 18 24
Perinucleolar 92.9+21.42 85.86+21.42% 87+41.8°
Vitelogénesis 131.9+18.7 ° 245.3+99.7° 210.3459.4°

enddgena |

&b etras diferentes en filas indican diferencia estadistica significativa (B<0.05)
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Gréfico 1: Diagrama de caja de didmetro de las diferentes fases foliculares de Arapaima gigas
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Estadio folicular
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La barra de error superior corresponde a los valores comprendidos entre el tercer cuartil y el valor
maximo de la distribucién, mientras que la barra de error inferior, corresponde a los valores
comprendidos entre el primer cuartil y el valor minimo de la distribucién folicular segin su

estadio.

PN VE | VE II VEX
Valor 45.2 113.2 203.9 540.3
minimo
Primer
Cuartil(Q1) 65.05 163.6 385.925 688
Segundo
cuartilQe)| 907° | 20275 | 43475 | 7607
Tercer
CuartilQ3) | 109775 | 2399 | 500.75 | 850775
valor 142.9 388.8 693.3 1027.7
maximo
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DISCUSION

El estudio realizado se perfila como uno de los primeros en realizar la
clasificacion folicular de acuerdo a la edad en paiches, por lo que es importante
recalcar que debido a los escasos estudios relacionados sobre el tema, se
desarrollé una clasificacion folicular propia en base a la clasificacion hecha por
Rocha (2006) en peces teledsteos con base a las investigaciones hechas por
Amaral 2009 quien considera 5 estadios foliculares, ademas de Godinho et al.,
(2006) y Lopes et al., (2013) quienes consideran 6 estadios foliculares en la
especie. Es importante agregar que los Gltimos estudios hasta la fecha consideran
que para que un foliculo este dentro de la fase de Vitelogénesis endogena debe
encontrarse 3 caracteristicas, la observacion de lipidos, la zona radiata, y la
aparicion de vesiculas corticales, ademas de lo propuesto por Rocha (2006),
quien afiade que la coloracion citoplasmatica comienza a tornarse acidofila.
Debido a que en el estudio se encontrd foliculos que tenian presencia de
estructuras esféricas vacias, que coincide con lo observado por West (1990), en
donde sustenta que estas estructuras se denominan alvéolos corticales y en
tinciones con H/E aparecen vacias; ademas estos foliculos ya contaban con una
coloracién aciddfila y se encontraban en un porcentaje promedio mucho menor
(9.2%) que el porcentaje promedio de foliculos perinucleolares en todas las
edades (66.2%), por lo que se considerd gque este cambio era producido por el
inicio de la vitelogénesis enddgena, de modo que este estadio se denomind
vitelogénesis endogena I, y el estadio consecuente, donde los foliculos cumplen
con las 3 caracteristicas necesarias para ser considerados dentro de la
vitelogénesis temprana segin la literatura, se considerd, como vitelogénesis
enddgena I1; 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 citoplasma, en esta clasificacion sol6 se considero el estadio folicular
mas avanzado cuando se observo la presencia de vesiculas lipidicas y vitelo. Por
lo que debido a la elaboracion de esta clasificacién y lo expuesto anteriormente
no pudo tomarse como referencia los valores en el diametro folicular reportados
por Godinho et al., (2006) y Lopes et al., (2013). Sin embargo hay que tener en
cuenta que la informacién del estudio cont6 con un nimero de muestra inferior
comparada con investigaciones anteriores y ademas los paiches utilizados no
alcanzaron la edad reproductiva, por lo que no se logré observar foliculos
maduros, y consecuentemente no pudieron llegarse a observar algunas

caracteristicas que las investigaciones anteriores discuten. Por estos motivos, se
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recomienda aumentar la edad y numero de individuos en futuros estudios
relacionados, para aumentar la confiabilidad de las observaciones hechas en
futuras investigaciones y confirmar los hallazgos realizados por parte de este
estudio.

La recoleccion y analisis de los datos de la investigacion, fue hecha con la
estereologia de los campos obtenidos, no obstante, también puede hacerse uso de
software automatizado disefiado especialmente para este tipo de trabajos como
herramientas de apoyo, para futuras investigaciones en el tema, como Govocitos
(Pintor et al., 2016).

No logré distinguirse por separado las capas foliculares de la granulosa y teca,
pero concuerda con lo planteado con Valdebenito et al., (2011), quien afirma que
estas solo son distinguibles con la observacion ultraestructural. La composicion
de la zona radiata fue imprecisa y dificil de observar (fig. 2), pero la coloracién
acidofila encontrada en esta, presenta caracteristicas compatibles con un
complejo de proteinas, por lo que se recomienda el uso de tinciones especificas
en esta, en el estadio de vitelogénesis exogéna para definir su composicion,
adicional a esto, su aparicion concuerda con lo propuesto por Varela et al., 2017,
quienes exponen que el proceso de zonagénesis, precede al proceso de
vitelogénesis exogéna, como pudo verse en el estudio, en la que su aparicién
comenz6 en el estadio de vitelogénesis enddgena Il (fig 1d).

El amplio rango del didmetro de los foliculos correspondientes a vitelogénesis
endogéna Il (tabla 2; gréfico 1), revela que la edad no es el Unico factor que puede
influenciar en el desarrollo folicular, por lo que otros factores podrian ser los

causantes tales como la alimentacion, factores genéticos, entre otros.

Las caracteristicas microscépicas del ovario en los ejemplares de la de edad de
12 y 18 meses corresponderian con individuos que estarian dentro de la etapa de
maduracién inicial del ovario segun lo reportado por Lopes et al., (2013) e
histolégicamente por Godinho et al., (2006); ademas, la evaluacién microscépica
de los ovarios concuerda con lo propuesto por Blancas et al., (2008) en donde un
hallazgo en mayor porcentaje de foliculos previtelogénicos en mayor proporcion
en un ovario, a la edad de 12 meses, indicaria caracteristica de ovario inmaduro.
Las caracteristicas microscépicas del ovario en los ejemplares de la edad de 24
meses podrian encajar con la etapa de ovario en maduraciéon avanzada u ovario
maduro segin Lopes et al (2013) e histolégicamente estaria en una etapa de

maduracion avanzada debido a la presencia de multiples etapas foliculares y una
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tendencia al aumento de las etapas foliculares mas avanzadas (Blancas et al.,
2008 Godinho et al., 2006). Por lo que la etapa de 24 meses tendria caracteristicas

compatibles con un ovario en maduracion avanzada.

Los diferentes tipos foliculares encontrados en los ejemplares de 24 meses
expresan un crecimiento folicular asincrénico lo que concuerda con las
observaciones hechas hasta el momento sobre la especie (Amaral 2009; Chu-Koo
et al., 2008), aunque también este tipo de crecimiento folicular podria explicarse
por el tipo de alimentacion y ondas foliculares.

Por lo observado anteriormente, se sugiere que a partir de 24 meses, las hembras
tendrian la capacidad de desarrollar aparentes caracteristicas de ovario en
maduracion avanzada, pero debido que existen ciertos factores externos que
pueden afectar el desarrollo folicular, ademas de la edad entre los que se
incluyen: ambientales, genéticos, alimenticios y hormonales. Se infiere que son
necesarias mas investigaciones al respecto, entre las que se encontrarian, la
relacion entre el indice gonadosomatico y los niveles de 17-beta estradiol en

todas las edades con respecto en el desarrollo folicular.
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CONCLUSIONES

Los foliculos perinucleolares (PN), se presentan en mayor porcentaje en todas las
edades, siendo sus valores 77.2%, 65.2% y 56.3% para las edades de 12, 18y 24

meses, respectivamente.

El mayor porcentaje de foliculos en vitelogénesis endogéna | (VE 1) se presentd
a los 18 meses (13.2%).

Se encontré un porcentaje estadisticamente similar de foliculos en atresia en
todas edades de paiche. El porcentaje de atresia para las edades de 12, 18 y 24
meses fue 18.2%, 21.6% y 27.5% respectivamente.

Los foliculos en vitelogénesis endogéna Il (VE Il) y vitelogénesis exogéna

(VEX) s6lo fueron observados en la edad de 24 meses.

Se encontrd diferencia significativa entre los diametros foliculares en todas las
fases, siendo los valores encontrados de 87.4 um, 211.8 um, 448 um, 770.16 um
para PN, VE I, VE Il, VEX, respectivamente.

Los foliculos perinucleares (PN), mantuvieron el mismo didmetro (um) en todas

las edades.
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ANEXOS

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.140671766 2 0.070335883 4.874287622 0.017185311 3.422132208

Dentro de los
grupos 0.331889589 23 0.014429982
Total 0.472561355 25

Tabla 4: Prueba de ANOVA, para determinar diferencias estadisticas en la proporcion folicular
de la etapa perinucleolar segun la edad

ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio
Origendelas  Suma de de de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.038721893 2 0.01936095 3.85227839 0.036060981 3.422132208
Dentro de los

grupos 0.11559439 23 0.00502584

Total 0.154316283 25

Tabla 5: Prueba de ANOVA, para determinar diferencias estadisticas en la proporcion
folicular de la etapa de vitelogénesis endogéna I, segin la edad.
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