Titulo:

CARACTERIZACION ANATOMICA E HISTOLOGICA DEL HIGADO DE Orestias agassii
DEL LAGO TITICACA

Resumen del Proyecto:

El planteamiento del presente trabajo de investigacién permitird realizar la
caracterizacién anatdmica e histoldgica del higado de Orestias agassii durante los meses
de enero a diciembre del afio 2023, para dicho efecto se utilizardn 110 ejemplares
adultos que serdn obtenidos mediante un muestreo completamente al azar capturados
en el dmbito de la Bahia de Puno del Lago Titicaca. Las muestras seran estudiadas y
analizadas en el laboratorio de Biologia de la Facultad de ciencias Bioldgicas de la UNA
Puno. Los aspectos anatdmicos del higado permitiran establecer patrones a determinar
sobre la posicién del higado en el cuerpo del pez, el color, la forma, el peso, la calidad,
los lébulos, la vesicula biliar y su conducto, la vena y arteria hepatica, entre otros. Los
patrones histoldgicos del higado de Orestias agassii se realizaran a través de un estudio
al microscopio 6ptico. Sin embargo, para este caso tenemos que aplicar las técnicas
histolégicas empezando con los procesos de fijacién de la muestra, la hidratacidn, la
deshidratacién, la inclusién en parafina, los cortes al microtomo, la coloracién y el
montaje lo que permitira el estudio minucioso y analitico de los tejidos que componen
el higado y su disposicion en la conformacidn estructural de este 6rgano. Ademas, se
procedera a realizar un analisis correlacional entre el peso y longitud del pez y el higado
a fin de contar con datos integrales. Los resultados nos serviran de fuente basica de las
condiciones en estado normal del higado lo que servira como patrén y que conllevara a
realizar estudios futuros respecto a los efectos estructurales tanto en lo anatdomico
como en lo histoldgico que pueden causas agentes toxicos presentes en el agua por la
contaminacidn natural o antrépica del ambiente donde se desarrollan estas especies.
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Justificacion del Proyecto:

Una de las preocupaciones que nos ha llevado a realizar este trabajo fue la disminucion
de las poblaciones de las Orestias (carachis) en el ambito del Lago Titicaca. Sin embargo,
existen informe respecto a la sobrepesca artesanal que generalmente se realiza en este
ambiente acuatico. Asi mismo, en muchos casos se encontré especimenes de orestias
que frecuentan aguas que son contaminadas por diferentes fuentes como aquellas
provienen de la agricultura, la crianza artificial de trucha, y principalmente las aguas
servidas de los centros poblados que se desarrollan a orillas del lago, lo que
supuestamente por la proliferacion de microalgas dentro de las que se encontré a
cianobacterias como el caso de microcystis (algas coloniales), esta especie a nivel celular
concentra la microcistina que es una potente hepatotoxina, que provoca lesiones en el



tejido hepatico de peces que se desarrollan en este tipo de aguas. Con el afan de
averiguar el grado de afeccidon que provocarian estas microcistinas a los peces, nos
hemos visto con la necesidad de realizar en principio el estudio de las caracteristicas
normales del tejido hepatico para luego usarlo esto en futuros estudios relacionados a
especies sospechosas que habitan en zonas donde hay presencia de cianobacterias a fin
de descartar efectos que se podrian suscitar como lesiones principalmente en el higado
y luego la muerte del pez.

Por Este hecho, el estudio de la anatomia e histologia del higado de Orestias agassii es
importante ya que la condicién del tejido sano sirve de testigo para canalizar
investigaciones de caracter patolégico que no Unicamente quedaria en un estudio para
peces sino también repercutiria a su aplicacion en otros vertebrados como aves
acuaticas, anfibios, etc.

Nuestro estudio a realizar tiene una secuencia de procesos que parten con encontrary
proponer patrones anatémicos y luego histoldgicos de tejidos normales en un nimero
considerable de especimenes que nos servird como testigo para casos de afecciones
que modifican la estructura del tejido.

Antecedentes:

La posicién taxondmica de Orestias agassii de acuerdo a sus caracteristicas tipicas
presenta el dorso negro y la parte ventral gris. Sus escamas son normales, la cabeza es
proporcional al cuerpo. Su habitat es demersal entre 1 a 2 metros de profundidad, se

alimenta de moluscos, anfipodos y larvas de insectos.

En el Lago Titicaca se distribuye generalmente en la zona litoral, no requieren de mucho
oxigeno el medio donde habita.

Segln Tchernavin (1944) su posicion taxondmica es la siguiente:

Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata
Super clase : Piscis
Clase : Osteichthyes
Sub clase : Actinopterygii
Super orden : Teleostei
Orden : Ciprinodontiformes
Familia : Ciprinodontidae
Sub familia : Orestinae
Género : Orestias
Especie : Orestias agassii

Nombre vulgar : “Carachi negro”



Por su tamafio y la importancia de su rol en el proceso digestivo, el higado es
probablemente una glandula anexa al tracto digestivo de mayor importancia (barreda,
0.M. 1978).

El higado se ubica siempre a la altura del eséfago y del estémago en posicién neutral,
sin una forma definida (Vegas, V.M. 1987).

El aspecto anatdmico del higado en cuanto a su morfologia en comun tiene dos l6bulos,
si bien a veces tiene tres, como el de las caballas y en algunos salménidos o carece de
ellos (Kietzmann, P.; Rakow, R. 1974).

El higado de los teledsteos tiene considerable volumen en relacién al cuerpo. Es de color
marrén rojizo en las especies libres carnivoras y marrdn claro en las especies herbivoras
(Robert, T. 1981).

El higado tiene un volumen grueso, voluminoso y rico en grasa. De la unién de los
conductos hepaticos y cisticos parte el conducto biliar que desemboca en el intestino.
(Robert, T. 1981).

La morfologia comparada del higado casi no merece comentarios, puede ser simple
como en la mayoria de teledsteos. (Glasse, P.P. 1977).

En Orestias agassii el higado es prominente, alargado y aplanado; localizado
lateralmente hacia el lado izquierdo. (Glasse, P.P. 1977).

La histologia del higado de los peces difiere a la de los mamiferos en que los hepatocitos
tienen mucho menor tendencia de dispersarse en cordones o l6bulos. (Robert, T. 1981).
Histoldégicamente en los peces se puede notar una capa mesotelial que recubre el
drgano y un parénquima con pequefios canales, vénulas y arteriolas de diverso tamafio
y forma. (Vegas, V.M. 1987).

Histolégicamente el higado es estudiado bajo dos estructuras basicas que es el estroma
y el parénquima, donde el primero esta constituido por la capsula y el tejido conectivo
intersticial y el parénquima hepatico estd representado por las células llamadas
hepatocitos presenta un corte mas o menos poligonal, para el caso del ispi los cordones
de hepatocitos son desordenados en forma poliédrica. (Aries, S.S. 1972).

Los hepatocitos tienen base ancha y apice angosto que mira hacia el canaliculo biliar a
menudo rodeado de 4 a 5 células. (Welsch y Sturch. 1990), asi mismo, para otras
especies los hepatocitos presentan nucleos pequefios y redondeados (Vegas, V.M.
1987).
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Los sinusoides se encuentran en menor nimero e irregularmente distribuido dentro de
los hepatocitos y estd revestido por células epiteliales con nidcleos muy prominentes.
(Robert, T. 1981).

En algunas especies se encuentra tejido parenquimatico mezclado con el hepatico, pero
guardando su independencia funcional. (Robert, T. 1981).

Hipétesis del Trabajo:

La caracterizacién anatdmica e histolégica del higado de Orestias agassii permite
disponer de patrones que servirdn para evidencias efectos subletales.

Objetivo general:
Caracterizar la anatomia e histologia del higado de Orestias agassii del Lago Titicaca.

Objetivos especificos:
Describir patrones anatdmicos del higado de Orestias agassii del Lago Titicaca.
Describir patrones histolégicos del higado de Orestias agassii del Lago Titicaca.

Determinar la relacidn peso longitud del higado de Orestias agassii del Lago Titicaca.

Metodologia de la Investigacion:

La presente investigacidon se procedera con la obtencion de muestras provenientes de
la Bahia de Puno, para ello se colectardan 150 ejemplares adultos, los mismos, serdn
distribuidos de la siguiente forma: 30 ejemplares destinados para las determinaciones
anatomicas; 20 ejemplares vivos destinados para las determinaciones histoldgicas y 100
ejemplares de los cuales se consideraran por seleccion 50 machos y 50 hembras que
permitiran establecer la relacién longitud peso del higado y especimenes objeto de
estudio.

La descripcion de los patrones anatdmicos del higado de Orestias agassii se realizara en
el laboratorio de biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, los mismos seran
examinados inmediatamente después de las capturas programadas ya que debe ser en
fresco, para esto se determinara longitud y peso de los especimenes y del higado de
cada individuo. Ademas, considerando los patrones anatdmicos se determinara, la
posicidon del higado en el pez, el color, la forma, el peso, calidad, los I6bulos, la vesicula
biliar y su conducto, la vena y arteria hepatica, etc.

La descripcién de los patrones histoldgicos del higado de Orestias agassii se realizaran
a través de un estudio al microscopio dptico. Sin embargo, para este caso tenemos que
aplicar las técnicas histoldgicas empezando con la fijacion de la muestra y por tratarse
de un dérgano delicado se utilizara el liquido de Bouin, que consiste en, acido picrico al



1.2% en agua por un volumen saturado 75cc y acido acético glacial 5 cc. Luego se
realizara el proceso de hidratacién seguido de la deshidratacién, para lo cual se utilizara
los alcoholes ascendentes desde 70%, 75%, 80%, 95% y 100% por un lapso de 10 horas.
Seguidamente, se realizard la inclusion en parafina a una temperatura de 562C.
Seguidamente se realizaran los cortes al microtomo haciendo cortes entre 4 a 7 micras
en un micrétomo tipo Minot y las rebanadas obtenidas se colocaran y pegar en laminas
portaobjetos. El paso siguiente, serd la coloracidn y montaje, en cuanto a la coloracién
se considerara las coloraciones como la HE (hematoxilina y eosina) para tefir nicleos
celulares de color azul y citoplasma color rosado; la reaccidn Schiff (P.A.S.) empleado
para determinar la presencia de glucégeno, mucinas, fibrina coldgena, etc.; Van Giesson
Orceina, coloracién que determinara las fibras colagenas, musculares y elasticas; y la
Tricrédmica de Masson, empleado para determinar las fibras colagenas y musculares. El
montaje se aplicard para colocar la laminilla cubreobjetos fijamente utilizando el
balsamo de Canadd y asi contar con ldminas permanentes que después del estudio
seran destinadas a la colecciéon de tejidos del Laboratorio de Biologia.
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Uso de los resultados y contribuciones del Proyecto:

La determinacion descriptiva desde el punto de vista anatémico e histoldgico del higado
de Orestias agassii presentes en la Bahia de Puno permitira establecer la caracteristica
propia de la estructura hepatica de esta especie que contribuira a un conocimiento mas
preciso de la biologia de los peces nativos que habitan el Lago Titicaca. Por otro lado,
este estudio permitird establecer la morfologia estructural normal del higado
considerando que es un érgano importante que regula los tipos de nutrientes que
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satisface las necesidades de las células del organismo y que también a través de este
estudio sera mucho mas propicio encontrar efectos que provocan los elementos
contaminantes provenientes principalmente por la actividad antrépica dispuestos en el
agua que puedan ocasionar alteraciones estructurales como consecuencia el estrés
ambiental, enfermedades hepadticas, etc.

Impactos esperados:

- Impactos en ciencia y tecnologia:

Para los casos de problemas patoldgicos que puedan afectar casi directamente al
higado en el caso de peces y particularmente a Orestias agassii, es necesario
conocer las caracteristicas morfolégicas normales y a partir de ello aplicar en
futuros estudios desde el punto de vista de anomalias estructurales de especimenes
gue procedan de zonas fuertemente eutrofizadas del Lago Titicaca donde se
desarrollan cianobacterias téxicas que conforman parte del habitat de estas
especies y que facilmente pueden ser consumidas y digeridas.

- Impactos econémicos:

Las poblaciones de peces nativos en el Lago Titicaca estdn fuertemente
disminuyendo en los ultimos afios, que muchas veces se atribuye a la sobre pescay
mas aun a los factores de contaminacién de las aguas del lago, por consecuencia a
un deficiente desarrollo organico de los peces. En tal sentido, el presente estudio y
otros futuros al respecto contribuiran a que las poblaciones de peces mantengan
sus niveles adecuadas para mitigar la situacién econdmica familiar del poblador
rural que vive de la pesca artesanal en sus riberas.

- Impactos sociales:

Muchas veces la conservacion de peces nativos en el Lago Titicaca es de suma
importancia para el poblador circunlacustre por las bondades nutricionales y la
economia familiar que aportan y cuando existe un stock de peces silvestres en
estado saludable a la conservacién permite un equilibrio en la sobrevivencia. Sin
embargo, por los efectos contaminantes del agua se puede provocar disminucion de
poblaciones de peces y por consecuencia los impactos se van siendo negativos para
la sociedad que hace uso de ellos.

- Impactos ambientales:

Si se quiere averiguar que las poblaciones de peces nativos se mantengan
equilibradas en el lago Titicaca, se tiene que partir de un estudio de caracteristicas
anatomicas e histoldgicas principalmente del higado como el 6rgano principal en la
relacion y regulacién de nutrientes y luego buscar el efecto que provoca



consecuencias negativas que pueden ser las enfermedades y asi hacer un aporte
para la mitigacién en la disminucién poblacional.

XIil. Recursos Necesarios

Uso de Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas UNAP

Equipos de campo: Equipo portatil para determinaciones de pardmetros fisicoquimicos
del agua, filmadora y cdmara fotografica (Celular), GPS, etc. Equipo de extraccién de
muestras.

Equipos de laboratorio: Microscopios compuestos, Estereomicroscopios, Estuche de
diseccién, Estufa, Homogeneizador, etc.

Material de vidrio: Pipetas, Frascos Erlenmeyer, Vasos de Precipitado, placas Petri,
placas de cubreobjetos y portaobjetos, varillas de vidrio, pipetas Pasteur, etc.
Reactivos: Formol, Liquido de Bouin, Alcohol etilico en concentraciones al 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% y 100%, Parafina paraplast 562C, agua destilada, carbén activado,
Fast cream, Cloroformo, Cloruro de sodio, Cloruro de mercurio, Sulfato de sodio,
Bicarbonato de potasio, Alumbre de amonio, Acido acético glacial, Acido picrico,
Béalsamo de Canada, Hematoxilina, Xilol, Eosina, Glicerina, Fucsina basica.

Material de escritorio: Papel Bond A4, Tinta para impresora, Archivador, etc.

XIV.  Localizacién del Proyecto:

El presente trabajo se realizard en dos etapas simultaneas. Primero, para la obtencidn
de muestras, es decir ejemplares adultos de Orestias agassii se sefiala las zonas de
frecuencia de pesca como en Muelle Barco del distrito de Chucuito, Capachica del
distrito de Capachica, Uros Chulluni y los Uros del distrito de Puno. Segundo, para el
estudio anatdmico e histoldgico previa preparacion de muestras y su andlisis
correspondiente se utilizard el Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano.

XV. Cronograma de actividades:

Afio 2023

Actividad FIM[A[M[J]J[A[S[O[N

Recopilacién Bibliografia

Elaboracidn del Proyecto

Inicio de la investigacion

X | X | X | X [m

Toma de muestras

Analisis de muestras X | X X | X X | X X

Tratamiento de datos

Documento final




XVI. Presupuesto:

Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)
(S1)
R.H.: Autor Unidad 350.00 01 4200.00
Coautores Unidad 350.00 02 8400.00
Bienes:
Equipo portatil Unidad 40.00 01 40.00
Celular Unidad 900.00 01 900.00
Eqg. Extractor M. Unidad 20.00 01 20.00
Microscopio com Unidad 5,000.00 01 5,000.00
Esteriomicrosc. Unidad 5,000.00 01 5,000.00
Estuche de disec. Unidad 60.00 01 60.00
Micrétomo Unidad 3000.00 01 3000.00
Pipetas Pasteur Caja 50.00 01 50.00
Erlenmeyer Unidad 20.00 05 100.00
Vaso precipitado Unidad 20.00 05 100.00
Placas Petri Unidad 20.00 03 60.00
Cubre y Porta O. Cajas 20.00 02 40.00
Alcohol Metilico Frasco 60.00 01 60.00
Parafina Bolsa 60.00 03 180.00
Formol Frasco 30.00 01 30.00
Colorantes Frasquitos 30.00 05 150.00
Liquido Bouin (p) Frasco 100.00 01 100.00
Papel Bond A4 Millar 15.00 01 15.00
Tinta impresora Frasco 30.00 01 30.00
Imprevistos Unidad 500.00 01 500.00
Total 28035.00




