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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo investigar las diferencias anatémicas e
histol6gicas del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) en dos especies de
salmonidos, Salmo salar (salmoén del Atlantico) y Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris),
provenientes de la Region de los Lagos, Chile. Dos especies de importancia en la
acuicultura del pais, para ello se analizaron 5 ejemplares de cada especie mediante
necropsias y analisis histologicos en 6rganos clave como la boca, branquias, aletas, piel
y tracto digestivo. Los resultados muestran diferencias en la cantidad, distribucién y
morfologia del MALT entre ambas especies. En Salmo salar, los acumulos linfoides son
mas abundantes en la boca y el tracto digestivo, donde presentan un tamafio mayor y
una distribucibn mas dispersa, principalmente en la submucosa. En contraste,
Oncorhynchus mykiss muestra una mayor cantidad de acumulos en las branquias,
aunque estos son mas pequefios y localizados. Los acumulos en la boca y aletas de O.
mykiss tienden a ser mas alargados y angostos, a diferencia de los acumulos mas
circulares observados en S. salar. La piel en ambas especies presenta una baja
presencia de MALT, con acumulos dificilmente visualizables, ubicados en el subcutaneo
o infiltrados en la musculatura superficial. En general, S. salar exhibe una mayor
presencia de MALT en las regiones analizadas en comparacion con O. mykiss. Estos
hallazgos sugieren diferencias en la respuesta inmunitaria entre las dos especies, lo

que podria tener implicaciones significativas para su manejo y salud en la acuicultura.

Palabras clave: teledsteos, sistema inmune, acumulo linfoide, comparacion.
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ABSTRACT

The present study aimed to investigate the anatomical and histological
differences of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) in two salmonid species,
Salmo salar (Atlantic salmon) and Oncorhynchus mykiss (rainbow trout), from the Los
Lagos Region, Chile. These are two important species in the country's aquaculture
industry. To this end, five specimens of each species were analyzed through necropsies
and histological analysis of key organs such as the mouth, gills, fins, skin, and digestive
tract. The results show differences in the quantity, distribution, and morphology of MALT
between the two species. In Salmo salar, lymphoid accumulations are more abundant in
the mouth and digestive tract, where they are larger and more diffusely distributed,
mainly in the submucosa. In contrast, Oncorhynchus mykiss exhibits a greater number
of accumulations in the gills, although these are smaller and more localized. The
accumulations in the mouth and fins of O. mykiss tend to be more elongated and
narrower, unlike the more circular accumulations observed in S. salar. The skin in both
species shows a low presence of MALT, with accumulations barely visible, located in the
subcutaneous tissue or infiltrated into the superficial musculature. Overall, S. salar
exhibits a greater presence of MALT in the analyzed regions compared to O. mykiss.
These findings suggest differences in the immune response between the two species,
which could have significant implications for their management and health in

aquaculture.

Keywords: teleost, immune system, lymphoid accumulation, comparison.
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1 INTRODUCCION

1.1 Acuicultura en Chile

La acuicultura y especificamente la salmonicultura ha logrado posicionar a Chile
en el segundo puesto a nivel global, concentrando el 28% de la produccion mundial.
Esto debido a sus condiciones ambientales como la temperatura del agua que oscila
entre 10°C y 12°C, niveles de oxigeno apropiados y una larga costa que hace a Chile
un lugar ideal para el cultivo de salmones como salmoén del Atlantico (Salmo salar) y

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Consejo del Salmon, 2023).

Las especies mencionadas anteriormente son introducidas y han dado
excelentes resultados en cuanto a su cultivo y produccion. Son peces teledsteos, 0 sea
que cuentan con esqueleto y tienen la capacidad de protruir la mandibula, son de agua
fria, poiquilotermos, es decir que no regulan su temperatura, sino que esta influenciada
directamente por la temperatura ambiental, son carnivoros y se cultivan principalmente
en la zona sur del pais, entre la regién de la Araucania (IX) y region de Magallanes
(XII), a excepcién de la trucha que puede abarcar también la region del Biobio (VIII)
(Bjgrndal y Aarland, 1999; SUBPESCA, 2020b).

1.2 Produccién de salménidos

El ciclo productivo que se realiza tanto con S. salar y O. mykiss comienza con la
obtencion de gametos en pisciculturas que son centros de cultivo en tierra, pero
abastecidos con fuentes naturales de agua dulce, aqui, los gametos se fecundan e
incuban. En su primera etapa de vida se llama “ova 0jo” ya que se logran diferenciar
dos puntos negros dentro de la ova los cuales seran los ojos de los futuros peces, estos
en un tiempo eclosionan y se convierten en alevines, luego reabsorben su saco vitelino
y estan listos para comenzar a comer por si solos, en este punto alcanzan un peso
aproximado de 0,16 a 0,20 gr., poco a poco van ganando peso y es necesario ir

separando por tallas (S, M, L, XL) para mantener una correcta alimentacion y



crecimiento uniforme segun grupo, ademas en esta etapa se les aplica su primera
vacuna por lo que la inoculacion debe ser lo mas precisa posible segun peso, luego de
esto llegan a etapa de juveniles y comienza la smoltificacion (cercano a los 60gr.),
etapa muy importante en donde el salmén se adapta y cambia su fisiologia celular para
seguir su ciclo en agua de mar, ya que, al ser este un medio en el que hay mayor
cantidad de Na+ disuelto necesita desarrollar la capacidad de osmorregulacion (Orrego,
2018; Salcedo, 2020). Luego se envian a centros de cultivo en agua de mar donde
terminan su engorde hasta que finalmente son llevados a las plantas de faenamiento

para después ser comercializados.

Segun el registro nacional de acuicultura se encuentran inscritos 1000 centros de
cultivo en mar y 266 en tierra para trucha arcoiris (SUBPESCA, 2020b), 1021 centros
de cultivo en mar y 214 en tierra para salmon del Atlantico (SUBPESCA, 2020a).

La importancia de cada especie en el mercado recae en parte en la diferencia en
sabor de su carne, ya que el salmén tiende a ser mas intenso que la trucha la cual es
de sabor méas neutro, pero también mas jugoso (OpinionDual, 2023). Otra diferencia es
gue el salmén tiene menos espinas, los filetes son mas grandes y su periodo de cultivo

es mas extenso en comparacion a la trucha.

1.3 Inmunidad en peces

El sistema inmune de los salmoénidos es muy similar al del resto de los
vertebrados, su funcién es proteger contra patdégenos y se divide en innato o adquirido,
sus principales organos linfoides son el timo, 6rgano bilateral ubicado bajo la faringe,
agui es donde se generan los linfocitos, al igual que en otros animales este érgano esta
bien diferenciado en individuos jovenes y va involucionando a medida que envejecen,
por ejemplo, en la trucha arcoiris juvenil se observan poros que a medida que el animal
envejece se van cerrando y el epitelio que recubre al timo se va engrosando (Vega et
al., 2010). Otro 6rgano linfoide es el rifidn cefélico, en los peces el rifidn ocupa gran

parte de la zona dorsal del animal, bajo la columna y se subdivide cumpliendo diversas



funciones, la porcion mas craneal es la encargada de diferenciar eritrocitos y otros
leucocitos como son los linfocitos B y macréfagos, este es el analogo a la medula ésea
de los mamiferos (Bjgrgen y Koppang, 2021; Vega et al., 2010). El bazo cumple una
funcion similar al rifién cefalico, pero en menor medida, es un érgano Unico, pero en
ocasiones puede haber dos o mas bazos (generalmente asociado a patologias),
ademas hay tejido como las mucosas (MALT) y la piel el cual no se considera érgano
linfoide como tal pero si encontramos linfocitos, macrofagos células plasmaticas y
granulocitos (Vega et al., 2010). Cuando el animal esta inmunosuprimido o hay factores
extrinsecos como la temperatura, la estacion del afio o cualquier agente que estrese
severamente al pez aumenta el cortisol en sangre, hormona responsable de disminuir la
respuesta inmune lo que hace al pez mas susceptible a infecciones e infestaciones

parasitarias (Olabuenaga, 2000; Penagos et al., 2009).

Tejido linfoide
asociado & mucosas o
Intestino

Figura 1: Localizacién de los principales 6rganos linfoides en los peces teleésteos. Fuente: Vega
et al., 2010.

Dentro de la respuesta inmune innata tenemos la primera linea de defensa ante
cualquier patdgeno o agente irritante es la misma piel y mucus que los recubre, este
contiene enzimas proteoliticas y a su vez este se va generando y eliminando
continuamente para mantener asi su funcion protectora contra hongos, bacterias, virus
y parasitos (Olabuenaga, 2000). Este mucus también es secretado internamente por
todo el tracto gastrointestinal que sumado al pH acido del estbmago cumple la misma

funcién protectora (Olabuenaga, 2000). Por otra parte, existen las células NK (por sus



siglas en ingles Natural Killer) es un tipo de linfocito encargados de generar lisis por
medio de la citotoxicidad que generan al entrar en contacto con la célula blanco y
secrecion de citoquinas marcadoras (Olabuenaga, 2000). En cuanto a las células
fagociticas, que son las encargadas de capturar y digerir material extrafio, estas se
pueden dividir en granulocitos o polimorfonucleares (heterdfilos, eosindfilos y basdfilos)
los cuales contienen granulos lisosomales en su citoplasma, no poseen gran capacidad
fagocitica, pero al liberar sus granulos si pueden generar lisis de células y membranas
(Fernandez et al., 2002).Y por otro lado tenemos los agranulocitos 0 mononucleares
(monocitos), células de gran tamafo, con gran capacidad fagocitica también conocidos

como macrofagos (Olabuenaga, 2000).

En cuanto al sistema inmune adquirido, cuando un agente extrafio al cual
llamaremos antigeno ingresa al cuerpo, se activan los linfocitos B los cuales detectan
los antigenos y comienzan a producir inmunoglobulinas (lg) (Olabuenaga, 2000). En los
peces se encuentran las IgM un tipo de proteinas de marcaje que al igual que el resto
de las Igs se encuentran en el suero de la sangre, gracias a esto pueden traspasar
vasos sanguineos y encontramos Igs en casi todos los tejidos, fluidos tisulares, linfa, y
mucus epitelial. Luego a los linfocitos T se les presenta el antigeno (Ag) mecanismo
mediado por células presentadoras de antigeno (APC) y en conjunto a otras células
como: granulocitos, trombocitos y macréfagos, es que finalmente los patégenos son
atacados y fagocitados (Olabuenaga, 2000). Ademas, hace un par de afios se
encontraron nuevas Igs, una es la inmunoglobulina teledstea (IgT/lgZ), esta actla
principalmente en las mucosas concentrandose en la mucosa intestinal siendo la
inmunoglobulina mas presente en este tejido, y es producida especificamente por un
tipo de linfocitos B que no genera otras Igs (Dornburg et al., 2021; Ekaitz Maguregui,
2020; Rozas Serri, 2024).

Al ser especies poiquilotermas, estan influenciados por la temperatura ambiental
y cambio de estacion, lo que también se ve reflejado en su sistema inmune, mas
especificamente en la produccion de inmunoglobulinas. Se describe que a mayor

temperatura (dentro de los rangos 6ptimos para la especie) hay mayor produccién de



Igs y, por el contrario, a bajas temperaturas la produccion tiende a disminuir hasta en
casos extremos, desaparecer. Esto se explica porque la temperatura igualmente afecta
el crecimiento y desarrollo de los peces, de igual forma a mayor temperatura crecen
mas rapido por lo que su sistema inmune madura de mejor manera (Olabuenaga,
2000).

Una caracteristica especial de la inmunidad en peces es la formacion de centros
melanomacrofagos (CMMs) presentes principalmente en bazo, pero de igual forma los
podemos encontrar en rifion, higado, gbénadas y timo (Fernandez et al., 2002). Es una
acumulacion de células fagociticas con gran cantidad de productos de desecho
provenientes de eritrocitos y tejido dafiado, haciendo que se acumule en su interior
diversos pigmentos, por ejemplo: melanina, lipofuscina por oxidacion de acidos grasos 'y
hemosiderina de la metabolizacion de la hemoglobina (Penagos et al., 2009). La
melanina que acumula en granulos y sirve para la absorcion de radicales libres
perjudiciales para otras células, ademas se le atribuye la capacidad bactericida al
combinarse con peroxidasa (Fernandez et al., 2002). Los CMMs también pueden
almacenar complejos antigeno-anticuerpo que estos macréfagos fagocitaron en algun
momento y se piensa que esto podria estimular la respuesta inmune especifica
(Fernandez et al., 2002). Se ha encontrado en grandes cantidades en peces que cursan
algin cuadro patologico por lo que se relaciona directamente al estado sanitario del

individuo (Fernandez et al., 2002; Penagos et al., 2009).



Figura 2: Salmoén del Atlantico (Salmo salar), afectado por cuadro crénico de Enfermedad
bacteriana del rifidn (Renibacterium salmoninarum). Rifién (H-E, 100X). Se observa incremento
de melanomacrofagos en el intersticio renal. Fuente: (Godoy, 2014).

1.4 Relevancia de la investigacion

Como se ha abordado anteriormente, los peces cuentan con un sistema inmune
eficiente y similar al resto de vertebrados, con la diferencia que no cuentan con médula
Osea por lo que otros 6rganos como el rifién, timo, bazo y tejido linfoide asociado a
mucosas toman relevancia para suplir la funcion linfopoyética y hematopoyética. En los
préximos items abordaremos las diferencias macroscépicas y microscoépicas,
especificamente de MALT, entre las tres especies de salmoénidos antes mencionados,
ya que son de alta importancia econémica en el sur de Chile y es necesario conocer las
diferencias anatomicas y fisiolégicas del tejido linfoide entre estos salmoénidos con el fin
de exponer esta informacion y en un futuro poder mejorar y buscar nuevas estrategias
como vacunas o farmacos para buscar nuevas técnicas de produccién y prevencion de
enfermedades en S. salar y O. mykiss. Un ejemplo de esto es el uso de antibiéticos que
a su vez contaminan los ecosistemas, por esto, mejorar nuestras técnicas de cultivo
disminuiria también el impacto ambiental. Ademas, reconocer las similitudes y
diferencias entre ellos nos podrian dar indicios de susceptibilidad e inmunidad frente a
posibles patdgenos segun especie, facilitando la seleccion de mejores reproductores

gue nos aseguren que las cepas son cada vez mas resistentes a enfermedades,



proporcionando asi un bienestar tanto de los peces como de los futuros consumidores y

a su vez garantizar la sostenibilidad de la acuicultura.

2 HIPOTESIS

Existen diferencias anatomicas e histolégicas en el tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT) entre las especies de salmoénidos, salmén del Atlantico (Salmo salar) y

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

3 OBJETIVOS

3.10bjetivo general

Realizar estudio anatémico e histolégico en base al tejido linfoide asociado a
mucosas en las dos especies de salmonidos, salmon del Atlantico (Salmo salar) y
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), los cuales serdn peces sanos, pre-smolt y

sacrificados en el centro de procedencia.

3.20bjetivos especificos

l. Identificar las estructuras anatomicas e histolégicas en las dos especies de

salmoénidos.

Il. Comparar las estructuras anatémicas en tejido linfoide asociado a mucosas

(MALT) en las dos especies de salmones antes mencionados.

M. Comparar las estructuras histologicas en tejido linfoide asociado a mucosas

(MALT) en las dos especies de salmones antes mencionados.



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio a realizar sera de tipo experimental con un disefio transversal
descriptivo y cualitativo, ya que, se realizard un estudio anatomico e histologico por
medio de la necropsia en peces salmoénidos en el cual se identificaran y diferenciaran
organos Yy tejidos de dos especies de salmones cultivados en Chile (Hernandez et al.,
2014).

4.2 Obtencion de muestras

4.2.1 Obtencion de peces

Los peces utilizados en este estudio seran provenientes del centro de cultivo
mowi (Region de los Lagos, Chile). Los cuales fueron certificados libres de cualquier
patdgeno de acuerdo con el reglamento sanitario establecido por SERNAPESCA.
Ademas, todos los peces deberan contar con las mismas vacunas, tratamientos,
consumo de probiédticos y alimentacion para que no existan variaciones en el estudio.

Los peces a estudiar seran pre-smolt de entre 80 y 120gr.

4.2.2 Necropsia

La necropsia es un estudio sistémico post-mortem, que junto a la recopilacién de
muestras para laboratorio es una herramienta muy util para determinar causa de
muerte, lesiones pre y post-mortem (Morales et al., 2018). En este caso nos servira
como un método de exploracion y diferenciacion de las estructuras linfoides de los
peces en estudio. Para lo cual necesitaremos: bandeja de diseccion, pinzas quirdrgicas
y anatomicas, porta bisturi, hojas de bisturi del N°4, tijeras quirdrgicas y 10 frascos de
vidrio con formalina al 10% neutralizada, ademas del implemento de seguridad para
guien realizara la necropsia, lo que considera: guantes, cofia, mascarilla, overol,

pechera impermeable y botas.



Para ello seguiremos una serie de pasos detallados en el protocolo de necropsia
de la Universidad Austral de Chile (INSTRUCTIVO DE NECROPSIA Y TOMA DE
MUESTRAS CODIGO: I-PRE-02, 2010).Comenzando con la evaluacion morfométrica
donde primero se mide y pesa al pez. Se realiza una evaluacion de la anatomia, piel y
escamas en la region cefalica, troncal y caudal, destacando la coloracion, deformidades
y lesiones, tanto en piel como en branquias y cavidad oral. Se sacaran 2 cm. de la piel
de la base de ambas aletas y 2 cm. de la piel cercana a la linea media. En cuanto a la
mucosa oral se resecara completamente y se extraeran 2 cm. de la mandibula 'y 2 cm.

de la maxila.

Cuentan con arco branquial, el cual es un armazén de tejido 6éseo por donde
pasan venas y arterias, ademas de soportar a los filamentos donde ocurre el
intercambio gaseoso y también hay presencia de tejido linfoide (Torres et al., 2010). De
esta seccion es de donde sacaremos una muestra para histologia, seccionando el

segundo arco branquial izquierdo.

Figura 3: Partes de la branquia. A. Opérculo. B. Arco branquial. C. Filamentos branquiales.
Fuente: (Ramirez, 2019).

Luego, procederemos a cortar aletas pectorales, e incidimos con el bisturi o
tijeras quirdrgicas por atras del opérculo trazando una recta siguiendo la linea lateral
hasta llegar al ano evitando cualquier dafio en los érganos y levantamos la pared lateral
con mucho cuidado dejando las visceras expuestas procurando no dafarlas,

procedemos a inspeccionar las visceras en busca de alguna alteracion como liquido o

9



adherencias. Finalmente, se sacaran los Organos como el higado, bazo, tracto
gastrointestinal y pancreas, cortando cranealmente a nivel de eséfago y caudalmente a
nivel del orificio anal, dejando al descubierto rifidn, vejiga natatoria y génadas. Se
deben sacar fotografias de los o6rganos para luego realizar la diferenciacion
macroscopica entre los ejemplares, dando énfasis a mucosa bucal, tracto
gastrointestinal, piel y branquias (Morales et al., 2018). Finalmente se resecaran 2 cm.
de la porcion craneal del intestino, 2 cm. de la porcibn media y 2 cm. del intestino
grueso que es la porcion caudal cercana al orificio anal, ademéas 2 cm. de cada ciego
pilérico.

Si bien, macroscépicamente no se lograra ver MALT como tal, se compararan las
zonas anatomicas de las cuales se tomaran muestras para después determinar si

MALT se encuentra en la misma ubicacién anatomica de ambas especies.

Figura 4: Imagen ilustrativa del corte a realizar en necropsia. Fuente: (Godoy M, 2023)

4.2.3 Histologia

La histologia es una rama de la anatomia la cual estudia los tejidos de los seres
vivos por medio de microscopia (Mejia et al., 2019). Para el presente estudio nos
guiaremos por el “Manual de procedimientos de laboratorio de histopatologia
veterinaria” por TM. Jeraldine Betsabé Poveda Tapia y Dr. Frank Vera Otérola (Anexo

1)(Asencio, 2023). De esta manera realizar un analisis comparativo del tejido linfoide

10



asociado a mucosas en las tres especies de salmoénidos en estudio. Para ello se

realizara los siguientes procedimientos:

VI.

Fijacién de los tejidos: La finalidad de este primer paso es detener la

putrefaccion de los tejidos por lo que, una vez tomada la muestra, debe ser
colocada en formalina al 10% neutralizada para su mantencion.

Inclusion de la muestra: Se continua deshidratando la muestra, para esto, se

sumerge en una bateria de alcoholes etilicos ascendente (70°, 95° y 100°)
para reemplazar todo el agua de las células, luego viene el aclaramiento,
donde se pasa por xilol que le otorga transparencia a la muestra, se sigue
con la infiltracion de parafina liquida a altas temperaturas (58 a 65°C) para
que ingrese a las células, finalmente se coloca en moldes de metal y se deja
enfriar para la formacion del taco de parafina con la muestra dentro.
Microtomia: Se usa el microtomo para cortar el taco de parafina en una
lamina fina de no mas de 5um idealmente, luego a esta tira se le realiza un
bafo de flotacion que consiste en estirarla en agua tibia (40°C) para estirar la
muestra con la parafina para adherirlos al portaobjetos y se deja secar a 70°C
por una hora.

Desparafinacion: En esta etapa se elimina toda la parafina por medio del xilol

dejando solo el tejido en el vidrio para su posterior tincion, eso se realiza
mediante una bateria de alcoholes etilicos descendente (100°, 95° y 70°) y
finaliza con agua destilada.

Tincion: Se utiliza la tincion de rutina que consta de hematoxilina que tifie el
nacleo y eosina que tifie componentes del citoplasma (HE).

Deshidratacion y montaje: Para que las muestras duren mucho mas tiempo

se vuelven a deshidratar post tincion con la bateria de alcoholes ascendente
(70°, 95° y 100°) y un ultimo bafio con xilol para volver a aclarar la muestra.

Finalmente, se cubre la muestra con un cubreobjetos con resina sintética.

Para evaluar y comparar cantidad de MALT se medirdn ancho y alto de los

acumulos de células linfoides presentes.
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4.3 Calculo de estudio

El estudio transversal descriptivo es un tipo de investigacion en el que se
recolectan datos en algin momento especifico dentro de un estudio, como en el caso
de este trabajo, donde tendremos un tamafio muestral de 10 peces sanos, los cuales
seran: 5 salmones del Atlantico (Salmo salar) y 5 truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss). Los 5 ejemplares de cada especie seran seleccionados al azar dando asi un
disefio de estudio de tipo aleatorio con el cual podemos tener una comparacion de los

tejidos linfoides asociados a mucosas mas eficaz entre las tres especies de salménidos.

5 RESULTADOS

5.1 _Identificacion de las estructuras anatdmicas e histologicas en las dos

especies de salménidos.

Dentro de los 10 peces analizados, se tomaron muestras de boca (mandibula y
maxila), branquias, aletas, linea lateral y tracto gastrointestinal.
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Figura 5. Comparacion anatomica externa entre salmén del atlantico (a) y trucha arcoiris (b). Las
muestras fueron tomadas desde la boca (tanto maxila como mandibula) (1), branquia (2), aleta
pectoral (3) y linea lateral (4).

Figura 6: Comparacién anatémica interna del tracto gastrointestinal de salmén del atlantico (a) y trucha
arcoiris (b). Las lineas demarcan las 3 secciones anatomicas de donde se sacaron muestras para
histologia.
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5.2 Comparacion de las estructuras anatdmicas en tejido linfoide asociado a

mucosas (MALT) en las dos especies de salmones antes mencionados.

A nivel macroscopico, no se logré observar mayor diferencia que nos den indicios
de la presencia de tejido linfoide asociado a mucosas, principalmente por el pequefo
tamafio de los acumulos, los cuales no median mas de 4mm y en general fueron
encontrados en capas celulares mas profundas, por lo que la histologia fue fundamental
para obtener resultados precisos sobre la estructura y distribucién de este tejido. La
apariencia de los dérganos a examinar era propia de cada especie, por tanto, la

comparacién anatomica macroscopica no fue concluyente.

5.3Comparacion de las estructuras histologicas en tejido linfoide asociado a

mucosas (MALT) en las dos especies de salmones antes mencionados.

Al analizar las muestras al microscopio se lograron ver diferencias entre
especies, tales como: los acumulos linfoides encontrados en boca, considerando maxila
y mandibula, se vieron presentes en mayor cantidad en el salmén del Atlantico que en
la trucha, ademas de tener un tamafio promedio mayor, pero a la vez, se distribuian de

manera mas dispersa, estos estaban asociados en gran parte a la submucosa.

En aleta encontramos un patron similar a lo que ocurre en boca, encontrandose
mas acumulos en el salmén del Atlantico, pero con la diferencia que en trucha estos
conglomerados eran mas alargados y angostos, en cambio en salmén tienden a ser
mas circulares, este se ubicaba lateral al tejido muscular y en ocasiones asociado a

tejido adiposo de la aleta.

En cuanto a la muestra branquial de la trucha, es donde se encontr6 mayor
cantidad de tejido linfatico, en promedio 4 acumulos por muestra a diferencia del
salmén donde solo se encontraron 2 aproximadamente, los cuales, si bien eran de
mayor tamafio, presentaban una distribucién dispersa, estos se podian localizar lateral

a los filamentos branquiales y en la zona interseptal al centro del arco branquial.
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En la piel fue dificil visualizar tejido linfoide, ya que no se encontraron en todas
las muestras, sin embargo, los acumulos encontrados se ubicaban en el subcutaneo o

mayormente infiltrado entre la musculatura mas superficial.

Finalmente, en el tracto digestivo, fue el lugar anatomico en donde mas se
encontraron acumulaciones linfoides en el caso del Salmo salar, encontrandose en
promedio 3 acumulos por muestra, no asi en Oncorhynchus mykiss donde, si bien,
encontramos presencia de tejido linfoide asociado a mucosas, este fue en mucho
menor cantidad. En ambas especies se distribuye de forma similar, de manera difusa,

en la mucosa luminal intestinal y también asociado a tejido adiposo circundante.

Figura 7: Comparacion del tejido linfoide asociado a mucosas en Salmon del atlantico (A) y Trucha arcoiris (B). Las
imagenes fueron tomadas de: tracto gastrointestinal a 10x (1), piel a 40x (2) y branquia a 10x (3).
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Respecto a la comparacion morfolégica celular de los linfocitos entre ambas
especies, no se encontré gran diferencia, en todas las muestras se observaron células
completamente redondeadas con un ndcleo prominente y basofilico intenso, donde no
se logra divisar la presencia de citoplasma, estas podian encontrarse muy juntas, en
grandes concentraciones o0 presentar una distribucion mas difusa en ciertos tejidos,

ambos acumulos fueron considerados para el estudio.

Salmén del Atlantico Trucha arcoiris
=lolerzt (ylzlpellelil= Numero de tejido linfoide 2 1
y maxila) promedio
_ Tamafio promedio alto 1,81mm 1,44mm
_ Tamafio promedio ancho 0,9mm 0,5mm
Aleta pectoral Numero de tejido linfoide 2 1
promedio
_ Tamafio promedio alto 1,74mm 2,25mm
_ Tamafio promedio ancho 0,76mm 0,45mm
Branquia Nimero de tejido linfoide 2 4
promedio
_ Tamafio promedio alto 2,12mm 1,91mm
_ Tamafio promedio ancho 0,92mm 0,67mm
Nimero de tejido linfoide 1 1
promedio
_ Tamafio promedio alto 1,72mm 1,3mm
_ Tamarfio promedio ancho 0,91mm 0,16mm
Tracto Numero de tejido linfoide 3 2
gastrointestinal promedio
_ Tamarfio promedio alto 2,49mm 1,65mm
_ Tamafio promedio ancho 0,82mm 0,66mm

Tabla 1: Comparacion de nimero de acumulos encontrados por muestra, tamafio largo y ancho
promedio entre tejido linfoide asociado a mucosas entre salmén del Atlantico y trucha arcoiris.
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6 DISCUSION

En el analisis comparativo entre el salmon del Atlantico (Salmo salar) y la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la evaluacibn macroscaopica inicial no revel6 diferencias
significativas en la apariencia de los érganos que pudieran sugerir la presencia de tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT). Esto denota una limitacidn inherente de la
observacion a simple vista cuando se trata de identificar estructuras inmunitarias
microscoépicas, destacando la importancia del andlisis histoldgico para obtener una
comprension detallada y precisa (Sanderson, 2020), ademas cabe destacar que el
tamafo de los individuos usados de cada especie podria ser un factor importante por
considerar del porque no se encontraron diferencias a la observacion visual, al ser pre-
smolt, aun estan en crecimiento y desarrollo. Siendo esta una de las limitantes del
estudio, en futuras investigaciones se sugiere utilizar peces adultos para poder
comparar estructuras en tu total madurez, y denotar asi diferencias en MALT de peces
gue ya hayan pasado por la etapa de smoltificacion, etapa muy importante en los
salmoénidos, donde se ve afectado y modificados diversos tejidos, 6rganos y sistemas
(Salcedo, 2020). Siendo el inmunitario uno de ellos y de lo que seria interesante seguir

indagando.

El analisis histolégico mostré6 que el salmén del Atlantico presenta una mayor
cantidad de acumulos linfoides en la boca (considerando mandibula y maxila), con un
tamafio promedio superior y una distribucion mas dispersa en comparaciéon con la
trucha arcoiris. Estos acumulos, predominantemente localizados en la submucosa,
podrian sugerir una mayor necesidad de respuesta inmunitaria local en el salmén,
posiblemente debido a diferencias en la dieta o en la exposicion a patdégenos orales. La
dispersién de los acumulos podria también indicar una estrategia de defensa mas
amplia contra posibles infecciones en la cavidad oral del salmén considerando la amplia
variedad de patdgenos orales presentes en agua de mar (Garcia, 2021). Otro 6rgano
relacionado en donde se describe la presencia de tejido linfoide es en la nasofaringe, la
cual no fue incluida en este estudio, pero se sugiere considerarla en futuros estudios

(Bjgrgen & Koppang, 2021).
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En la aleta pectoral, se observé un patron similar al de la boca, hallandose mas
acumulos linfaticos en el salmon del Atlantico, estos eran generalmente mas circulares
y estaban localizados lateralmente al tejido muscular y ocasionalmente asociados a
tejido adiposo. En contraste, los acumulos en la trucha arcoiris eran mas alargados y
angostos. Esta diferencia en la forma y localizaciéon de los acumulos linfoides podria
reflejar variaciones en la organizacion estructural del MALT y su funcionalidad en
respuesta a estimulos ambientales o patdégenos especificos en las aletas de ambas
especies, considerando la susceptibilidad a distintas enfermedades segun especie
(Vidal Méarquez, 2021).

Uno de los 6rganos con mayor presencia de tejido linfoide fueron las branquias,
concentrandose en el arco branquial, especificamente en la zona interseptal, esto tiene
sustento considerando que el agua es un muy buen medio para la proliferaciéon de
patdgenos por lo que su via respiratoria esta en constante peligro de infeccidon e ingreso
de microorganismos, necesitando una respuesta inmune mas activa y esto se logra
concentrando tejido linfoide en la zona (Austbg et al., 2014; Rességuier et al., 2020; Xu
et al., 2024). En el salmon, aunque los acumulos eran mas grandes, su distribucién mas
dispersa podria indicar una estrategia inmunitaria diferente, posiblemente relacionada
con la fisiologia branquial o las condiciones ambientales especificas de su habitat. Se
han realizado estudios donde se resalta que gran parte del tejido branquial en salmén
del Atlantico estad conformado por células T siendo este su principal método de defensa
contra patégenos ambientales (Dalum et al., 2016). También se ha estudiado el tejido
linfoide asociado a branquia en pez cebra, el cual presenta una distribucion bastante
similar al resto de teledsteos se describe presencia de tejido linfoide en 5 zonas de la
branquia, demostrando que a pesar de ser especies distintas comparten un sistema
inmune bastante similar, ocupando las mismas estrategias de defensa contra

patogenos (Dalum et al., 2021).

La dificultad para visualizar tejido linfoide en la piel en ambas especies resalta la
variabilidad en la presencia de MALT en esta regién. Los pocos acumulos encontrados,
se localizaron en el subcutaneo o infiltrados entre la musculatura superficial. Esta

variabilidad sugiere que el papel del MALT en la piel puede ser menos prominente,
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posiblemente influenciado por factores ambientales o por la naturaleza del epitelio
cutaneo, que en peces conlleva a una rapida autolisis de los tejidos. Sin embargo, se ha
reportado en otros estudios que la presencia de MALT en piel tiende a ser difusa por lo
que es otra razon por la cual no se encontré tejido linfoide en todas las muestras
(Salinas, 2015; Vidal Marquez, 2021).

El tracto gastrointestinal del salmon del Atlantico mostré la mayor cantidad de
acumulos linfoides, con un promedio de 3 acumulos por muestra, en comparacioén con
la trucha arcoiris. La distribucién de estos acumulos en la mucosa luminal intestinal y
asociados a tejido adiposo circundante sugiere una funcion inmunitaria crucial en la
defensa contra patdgenos ingeridos. La diferencia en la cantidad de MALT entre las dos
especies podria reflejar adaptaciones especificas del tracto digestivo a sus dietas y
ambientes respectivos, indicando una variacion en la necesidad de defensa inmunitaria
local. Al igual que en piel, se describe que la presencia de estos acumulos tiende a ser
mas difusa (Salinas, 2015).

Un inconveniente al realizar este estudio fue la rapida autolisis de los tejidos
como en el caso de la piel, donde no se encontr6 gran cantidad de tejido linfoide como
se describe en otros estudios, esto lo atribuimos al proceso natural de descomposicion
de los peces que tiende a ser mas acelerado que en mamiferos, esto principalmente
asociado a los altos niveles de actividad enzimatica proteolitica de los peces, estas
enzimas son las encargadas de degradar musculatura y 6rganos post mortem (Avelar et
al., 1978; Tavares et al., 2021),por lo que para futuros estudios que repliquen esta
metodologia se recomienda realizar las necropsias y fijacion de tejidos inmediatamente
post mortem, que por problemas de logistica no pudimos procesarlas inmediatamente
después de realizar la eutanasia, haciendo que el andlisis de algunas muestras fuera

insatisfactorio.

Considerando todos estos datos recopilados de las especies Salmo salar y
Oncorhynchus mykiss, es que aceptamos parcialmente la hipétesis “Existen diferencias
anatomicas en el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) entre las especies de
salmonidos, salmon del Atlantico (Salmo salar) y trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss)” ya que anatdmicamente no se encontraron diferencias relevantes que resaltar.
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Sin embargo, si encontramos comparaciones de interés al analisis histolégico que se
vuelve importante al tomar decisiones practicas, ya que podrian influir en la
susceptibilidad a enfermedades y en la respuesta a tratamientos y vacunas, subrayando

la necesidad de enfoques de manejo diferenciados para cada especie.

7 CONCLUSION

El estudio comparativo entre Salmo salar y Oncorhynchus mykiss se realizd
tomando muestras de distintas regiones anatdomicas como lo son: boca (maxila y
mandibula), branquias, piel (tomado desde la linea lateral), aletas pectorales y 3 zonas
del tracto gastrointestinal. Encontramos presencia de tejido linfoide asociado a mucosas

en todas las secciones elegidas, en al menos 2 muestras de cada 6rgano, por especie.

Al realizar la comparaciéon macroscépica no se revelaron diferencias claras en la
presencia y distribucion de MALT entre las especies, por lo que se necesitd de la
técnica histolégica para llegar a resultados claros, esto se puede deber a la edad y
tamafo de los ejemplares escogidos para este estudio, ya que en otra etapa mas adulta

quizas si pudiéramos evidenciar diferencias macroscopicas considerables.

Sin embargo, los hallazgos microscépicos revelan que Salmo salar tiene una
mayor abundancia y distribucion de MALT en las mucosas de la boca y el tracto
digestivo, lo que puede facilitar una respuesta inmune mas robusta contra patégenos
que ingresan por estas vias. En contraste de la mayor cantidad de MALT encontrados
en las muestras de branquia de Oncorhynchus mykiss puede indicar una mayor
capacidad de respuesta en este 6rgano critico para la respiracion y el intercambio con

el medio acuéatico.

Considerando la informacién recaudada, donde macroscopicamente no se
observaron diferencias y microscépicamente si, es que aceptamos parcialmente la
hipétesis. Por otra parte, estos hallazgos subrayan la importancia de considerar las
caracteristicas especificas del sistema inmune de cada especie en la gestion de salud

en acuicultura. Las diferencias en la cantidad, tamafio y distribuciéon de los acumulos
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linfoides sugieren adaptaciones particulares que podrian estar relacionadas con las
diferentes estrategias ecoldgicas, como la dieta, habitat e infecciones a los que son

predisponentes o necesidades inmunitarias de cada especie.
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9 ANEXOS

Anexo 1. “Manual de procedimientos de laboratorio de histopatologia veterinaria”.

UNIVERSIDAD
SAN SEBASTIAN
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Sede de la Patagonia

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DEL LABORATORIO
DE HISTOPATOLOGIA VETERINARIA

T™M. Jazmin Muena Meneses ~ Dr. Frank Vera Otarola

Puerto Montt, 2021
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2. Procedimientos Técnicos
2.1 Fijacion Tisular:

La fijacion de tejidos o células consiste en la detencion de los procesos de putrefaccion
y autélisis que inician inmediatamente después de la muerte, estos pueden producir
cambios morfologicos y estructurales indeseados para el correcto analisis y diagnéstico.
Por tanto, el tiempo que transcurre desde la toma de muestra hasta el contacto con el
filador debe ser el minimo posible.

Existen métodos de fijacion fisicos y quimicos, siendo los mas efectivos los de tipo
quimicos, entonces hablaremos principaimente de liquidos fijadores. Si bien existen
diversos tipos de liquidos fijadores, en el Laboratorio de Histopatologia veterinaria de la
USS utilizamos el fijador de rutina, es decir, Formalina al 10% neutralizada.

El Formaldehido comercialmente obtenido al 37 o 40%, es un fijjador que forma enlaces
con las proteinas de los tejidos y su efecto es conseguido de forma segura cuando es
diluido con agua al 10%. Por tanto, de la solucién comercial se diluye 1 parte del fijador
en 9 partes de agua y es neutralizado a saturacion con carbonato de calcio, esta mezcla
es conocida como formol o formalina al 10% neutralizada. La preparacion debe ser con
elementos de proteccion y bajo campana de extraccion de gases.

Para lograr una correcta fijacion de la muestra se debe tener en cuenta que la proporcion
muestra fijador debe ser 1:10 y el tiempo que demora en fijar depende del tamano de la
misma muestra, por tanto, para muestras mas pequefas (menos a 5 mm) deben
permanecer embebidas en formalina por al menos 24 horas a temperatura ambiente.
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Otro fijador en el laboratorio es el metanol, este es utilizado para fijar los extendidos
citolégicos. Y su manipulacion es minima, su forma comercial esta lista para usar, los
portaocbjetos se sumergen por unos segundos en el liquido y se dejan secar al aire.

2.2 Microscopia y Dictado:

Comresponde al inicio del procesamiento histopatolégico, se realiza a muestras
provenientes de biopsias o necropsias que han cumplido con el tiempo optimo de fijacion,
Este item es importante para guiar al analisis y posterior diagndstico del caso.

Es llevado a cabo por el MV Patdlogo en conjunto con la TM, en este paso el médico
observa macroscopicamente y hace una descripcion de la muestra en cuanto a forma,
color, consistencia y otros, ademas se realiza medicion del tamano y registro fotografico.
La TM toma dictado y anota los antecedentes en la hoja de solicitud del caso.

Por Gltimo, el MV Patdlogo procede a seccionar la/las muestras y selecciona uno 0 mas
fragmentos de aproximadamente 2 mm de espesor que sera representativo de la lesion,
se encapsulan en histocassette de plastico identificados con el nimero de caso
correspondiente para continuar con el procesamiento.

2.3 Inclusion de la muestra:

Este paso del procesamiento histolégico tiene por objetivo reemplazar toda el agua del
interior del tejido por un medio mas consistente, en este caso se forman tacos de parafina
que contienen en su interior la muestra de tejido. Esto permitird obtener cortes de tejido
finos (3 a 5 ym) y seriados para ser observados bajo el microscopio éptico.

La inclusion requiere de una serie de sub-pasos para lograr su propésito final:

a) Deshidratacion: se realiza con una bateria de alcoholes etilicos ascendente (70°,
95° y 100°), las muestras se sumergen en cada estacion.

b) Aclaramiento: se utiliza xilol, un liquido intermediario que es miscible tanto con el
alcohol absoluto como con la parafina, las muestras son sumergidas en este
liquido que ademas proporciona al tejido un poco de transparencia.

c) Impregnacion o infiltracion: con parafina en estado liquido, a altas temperaturas
(58 a 65 °C), las muesiras son sumergidas para que la parafina ingrese en su

d) Formacion del taco o molde: posterior a la completa infiltracién y con la ayuda de
moldes de metal, la muestra se introduce en parafina que sera solida a
temperatura ambiente.
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2.4 Microtomia:

Consiste en obtener cortes finos y seriados, idealmente de no mas 5 pm de espesor y
obteniendo una cinta de parafina con tejido. Para lograr este paso se utiliza el micrélomo,
un instrumento mecanico y de precision que permite obtener este tipo de cones. En
Laboratono contamos con un microtomo de rotacidn, lo gue significa gue la muestta es
mdvil v la navaja de corte fija.

Una vez obtenidos los cortes, las cintas deben ser estiradas sobre agua tibla (40 °C
aprox.) que se mantiene en un recipiente eléctrico llamado bafio de flotacion. La
temperatura del agua permite calentar la parafina junto con el tejido v asi estirar los
cortes, permitiendo como parte final de esta etapa adherir los cortes sobre portacbjetos
que se dejan secar en estufa a 70 “C por minimo una hora.

2.5 Desparafinacién:

Es el proceso mediante el cual se retira toda la parafina del tejido, infiltrada y que
encapsula. La parafina no permite el ingreso de los colorantes hacia el lejido, entonces
se utiliza xilol que en este caso disuelve el medio consistente dejando solo el tejido
adherido al vidrio.

Esie proceso termina una vez que la muesira de tejido es nuevamente hidratada, para
#slo se sumengan los portacbjetos en una bateria de alcoholes descendanta (100°, 95° y
707) que finaliza con agua destilada.

2.6 Tincién o Coloracién:

El tejido debe ser teflido o coloreado para observar contraste entre los diferentes
componentes estructurales, se aplica la tincién de rutina hematoxilina y eosina (HE), la
cual proporciona diferenciacidn entre nicleo y citoplasma principalmente. Se aplican
ambos colorantes de forma sucesiva.

La hematoxilina es considerada un colorante nuclear, tifie principalmente los
comiponentes acidos del tejido como los acidos nucleicos que se encuentran en el nocleo
de la célula. Cuando un componente es tefiido por este colorante se dice que es
basofilico, es decir, que tiene afinidad por la hematoxilina que es un colorante que se
comporta de forma basica.

La eocsina es considerada como el colorante citoplasmatico, tife pnincipalmente

componentes basicos del tejido y la mayoria de los componentes del citoplasma son de
este tipo, ademas de diversos elementos exiracelulares. Cuando un componente es

27



tefiido por este colorante se dice que es eosinofilico o acidofilico, ya que, tiene afinidad
por la eosina que es un colorante acido.

2.7 Deshidratacion y Montaje:

Con el propésito de conservar las muestras tefiidas de forma permanente, luego de la
coloracion se realiza nuevamente una deshidratacion, con una bateria de alcoholes
ascendente (70°, 95" y 100°) se elimina el agua en el interior del tejido que esta vez es
de un espesor mucho menor (micrones).

Posteriormente se aclara en xilol, esta vez el liquido intermediario tiene la principal
funcion de transparentar un poco el tejido. Lo que faculta una observacion al microscopio
optico de mejor calidad, permite un mejor paso de la luz a través de la muestra,

Para finalizar el procesamiento histolégico es necesario cubrir la muestra con un
cubrecbjetos, vidrio de menor espesor que es adherido a la muestra en el portaobjetos
con la ayuda de una resina sintética, la cual, al secarse permite que la muestra quede
completamente aislada y el preparado permanece en el tiempo.
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