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Resumen

Los peces experimentan mecanismos de adaptacion, producto de la
contaminacion del ambiente. Pymelodus albicans es un pez siluriforme
propio de la cuenca del Rio de La Plata, que esta presente durante todo el
ano.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar biomarcadores especificos,
que puedan ser de utilidad para analizar el impacto de cambios ambientales
producidos en los ecosistemas acuaticos de las cuencas de los rios Parana y
Salado en la Republica Argentina. Utilizamos un anticuerpo dirigido contra el
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Esta molécula es utilizada
en estudios de proliferacion y diferenciacion celular en diferentes érganos de
peces. La Na'/k* ATPasa es una proteina que se expresa en las células de
cloro, las que han sido descriptas en la base de las laminillas y en el espacio
interlamelar de las branquias, interviniendo en el equilibrio osmatico.

Con PCNA se observé una mayor expresion en el epitelio del filamento
branquial, existiendo diferencias en la inmunoreactividad de las muestras
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obtenidas en la cuenca del rio Salado (35.6+/-8.1%) con respecto a las
obtenidas en el rio Parana (10.5+/-4.6%) (p < 0.01).

Con Na'/K* ATPasa se observd una menor expresion en las células de cloro
de los peces del rio Salado (22.34+/-4.87%) con respecto a los peces del rio
Parana (53.65+/-10.78%), existiendo una correlacién negativa significativa (
=0.859, p < 0.01) entre la expresion de ambos marcadores.

Basados en estos resultados, proponemos que estos patrones de expresion
sean utilizados para identificar cambios (biomarcadores) en las branquias del
Pymelodus albicans, permitiendo el uso de esta especie como centinela
frente a alteraciones en su medio.

Palabras claves: Pymelodus albicans | Rio Salado]| Rio Parana |
Biomarcadores.

Summary

Fishes experiment mechanisms of adaptation, product of the contamination
of the environmental one. Pymelodus albicans is a fish characteristic of La
Plata river that is present during the whole year. The aim of the present
work was to characterize specific biomarkers that can be of utility to analyze
the impact of environmental changes taken place in the aquatic ecosystems
of the rivers Parand and Salado from Argentina. An antibody against
proliferation cell nuclear antigen (PCNA) was used. This molecule is used in
cellular proliferation studies in different organs of fish. The Na*/k* ATPase is
a protein that is expressed in the chlorine cells, those that have been
described in the base of the thin sheets and in the interlaminate space of the
gills, intervening in the osmotic balance. A higher expression of PCNA was
observed in the epithelium of branchial filament, with differences in the
immunoreactivity in the samples coming from of Salado river (35.6+/-8.1%)
with regard to the samples obtained of Parana river (10.5+/-4.6%) (p <
0.01). A smaller expression of Na*/K* ATPase was observed in the chlorine
cells of the fish from Salado River (22.34 +/- 4.87%) with regard to those
from Parand river (53.65+/-10.78%) concomitant with a negative
correlation (=0.859, p < 0.01) between both markers expression. Based on
these results, we intend that these expression patterns could be used to
identify changes (biomarkers) in the gills of the Pymelodus albicans, allowing
the use of this species like sentry in front of alterations in their
environments.

Keywords: Pymelodus albicans | Salado river | Parana river | biomarkers
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El presente trabajo se ha realizado en el marco de un proyecto CAI+D
2005, del cual soy directora, cuyo titulo es °° Estudio comparativo
macroscopico y microscopico del Pymelodus albicans. Definicion de
biomarcadores y bioindicadores™™ y el que esta financiado por la Secretaria
de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional del Litoral, Argentina.

Introduccion

Pymelodus albicans (Valenciennes, 1840), pertenece a la Orden Siluriformes,
Familia Pimelodidae, designado con varios nombres vulgares: Moncholo,
Moncholo Blanco, Bagre, Bagre blanco, Bagre Branco, Indio, Mandi, Mandi
Guaru, Mandi-Moroti, Mandi 3 = %*‘

E 3

Branco, Porteiito, Trompudo
(Fig. 1).

Presenta una cabeza grande,
cuerpo con piel lisa desprovista
de escamas, sin huesos
intermusculares, con barbillas
sensoriales largas, ojos
pequefios y boca ancha con
dientecillos sobre el vomer en
dos placas. También presenta un
par de aletas pectorales y de
aletas distales con radios

Figura 1: Vista dorsal del Pymelodus albicans

osificados; asi como una espina
adiposa larga con dientecillos pequefios, y una aleta caudal con l6bulos
irregulares de los cuales el dorsal es el mas prolongado. El color es plateado
plomizo con cinco fajas longitudinales una a lo largo del dorso, cuyo tinte
engloba la superficie dorsal de la cabeza y la aleta dorsal, una faja lateral de
cada lado sobre la linea de poros y otra més angosta debajo de dicha linea a
ambos lados del cuerpo. Su tamafio puede llegar hasta 60 cm., para
ejemplares de mas de 10 afios de edad y su peso hasta los 4 Kg. Su
alimentacion es predominantemente omnivora con tendencia carnivora,
incluyendo su dieta pequefios peces, artrépodos, moluscos y otros
organismos del bentos. Realiza importantes migraciones con fines
reproductivos y tréficos. Es un pez propio de la cuenca del Plata, su
distribucidon geogréafica incluye los rios componentes de esta cuenca: De la
Plata, Parana, Paraguay y Uruguay y sus afluentes tales como el Salado,
Carcarafnd, Tercero, Cuarto, en la Republica Argentina (Fig. 2) (Ringuelet et
al., 1967; SAGPyA. 2007).

En el rio Parana dicha especie esta presente durante todo el afio y es objeto
de una intensa pesca deportiva y comercial. Ocupa el quinto lugar entre las
mas explotadas en la Provincia de Santa Fe por lo que constituye un
importante recurso econdmico (Del Barco, 2000). En dicha provincia, su
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explotacion deportiva y comercial se encuentra habilitada todo el afio y la
Unica restriccion establecida en la legislacion es un tamafo minimo de 35
cm. de longitud.

Cabe destacar que el nivel de contaminacion en la Republica Argentina es
elevado y esto es consecuencia del aumento gradual de la poblacién urbana,
del desarrollo industrial y de la agricultura moderna con relacion al uso de
fertilizantes y tratamientos protectores con pesticidas y funguicidas. Un gran
ndmero de sustancias son vertidas en los ecosistemas acuaticos, terrestres y
en la atmodsfera (Butler, 1978; Parma de Croux, M.J.et al. 1999; Reddy, et
al. 2006).

nnnnnnnnnn

COBIERNG
DE SANTA FE

Figura 2: Mapa de la provincia de Santa Fe indicando los cursos de los rios
Parana y Salado

Es por esta razon que resulta de mucha importancia la definicion de
biomarcadores y bioindicadores en estructuras morfolégicas de peces de
dichas cuencas, ya que estos nos proporcionan informacion relativa de los
efectos de las sustancias y también de procesos interactivos, o sea que a
través de su utilizacion permiten evaluar y medir el efecto que producen
diferentes factores que afectan los ecosistemas (Barra, R. & Orrego, R.
2004 ; Segnini de Bravo, et al. 2005).
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La utilizacibn de organismos vivos como indicadores del impacto ambiental
se ha desarrollado enormemente en los ultimos afos. Actualmente todos los
planes de monitoreo de cuerpos de agua los incluyen. Los peces constituyen
un grupo presente en estos medios y evidencian una gran cantidad de
mecanismos de adaptacion.

Mas alla de su valor econdmico para el hombre, juegan un rol muy
importante dentro de los ecosistemas acuaticos debido al papel que
desempefian en las tramas tréficas y en la actualidad han cobrado una
importancia considerable en el monitoreo de ambientes acuéaticos a partir de
los avances de la ictiopatologia. Esta especialidad ha aportado innumerables
diagnodsticos diferenciales y metodologias confiables para la cuantificacion
del impacto recibido por los organismos. En este sentido nhumerosos autores
utilizan a los peces como indicadores del estado de estrés ambiental (Hinton,
1990; Domitrovic, 1997).

Entre las investigaciones desarrolladas sobre los efectos de sustancias
toxicas sobre peces, surgen las contribuciones realizadas a partir de diversos
estudios histopatoldgicos, los que si bien han abarcado diferentes 6rganos
(Domitrovic, 2000; Cerqueira y Fernandes, 2002; Mazon, et al. 2002;
Monteiro, et al. 2005; Vigliano, et al. 2006), enfatizaron fundamentalmente
en las branquias, obviamente por su importancia en la respiracion.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar biomarcadores especificos,
que puedan ser de utilidad para analizar el impacto de cambios ambientales
producidos en los ecosistemas acuaticos de las cuencas del Parana y Salado
en la Republica Argentina.

Metodologia

Se trabajoé con muestras de 20 peces, 10 de los cuales fueron capturados en
la cuenca del rio Salado en el departamento Las Colonias (Provincia de Santa
Fe) y los 10 restantes fueron obtenidos en el rio Parana 50 Km aguas arriba
de la ciudad de Parana (Provincia de Entre Rios) (Fig.2). Las piezas se
enmarcaron dentro del Reglamento de Pesca dispuesto por la Subsecretaria
de Medio Ambiente y Ecologia de la Provincia de Santa Fe.

Estudio histoldgico

Las muestras obtenidas se fijaron en formol bufferado al 10% durante 12
hs. a temperatura ambiente, lavandose seguidamente en buffer fosfato
salino (PBS) y procesandose siguiendo protocolos de rutina para efectuar la
inclusion en parafina (Woods y Ellis, 1994).
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Por ultimo, se efectuaron cortes seriados de 3 pm de espesor, los que se
montaron en portaobjetos previamente tratados con VECTABOND (Vector
Lab. Inc., USA). Para hacer una caracterizacion inicial y evidenciar la
morfologia general se utilizé la coloracién de hematoxilina y eosina.

Estudio inmunohistoquimico

Se utilizé inmunodeteccién de Antigeno Nuclear de Proliferaciéon Celular
(PCNA) para evaluar el indice de proliferacion celular de las células que
conforman los tejidos de las branquias; esta es una técnica
inmunohistoquimica indirecta (Woods & Ellis, 1994), que utiliza como
anticuerpo primario, un anticuerpo monoclonal (clon PC-10; Novocastra
Laboratories, Newcastle, UK) a través de un anticuerpo secundario
biotinilado y el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, Vector Lab. Inc.
USA). Se reveld su localizacion utilizando 3,3’diaminobencidina (DAB
Substrate Kit, Vector Lab .Inc. USA) como cromogeno.

El Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA), es una proteina de 36
kd, la cual esta altamente conservada entre especies. EI PCNA funciona
como cofactor de la ADN polimerasa delta tanto en la fase S del ciclo celular
como asi también en la sintesis de ADN asociado con los mecanismos de
reparacion del dafio del mismo.

También se utilizé la inmunodeteccion de Na'/K* ATPasa. Esta es una
proteina que se expresa en las células de cloro, las que han sido descriptas
en la base de las laminillas y en la zona interlamelar de los filamentos
branquiales, interviniendo en el equilibro i6nico, fundamental para la
osmorregulacion.

Las inmunomarcaciones se realizaron sobre cortes de 3 um de espesor
siguiendo el protocolo descripto por Mufioz de Toro y Luque, 1995.

Los resultados fueron evidenciados mediante analisis digital de imagenes;
éstas fueron generadas con un microscopio Olympus CH2 y digitalizadas
mediante una camara SONY CCD-IRIS conectada a una PC de escritorio. La
evaluacion histomorfométrica se realizdO con un analizador digital de
imagenes (IMAGE PRO PLUS 3.0.1), evaluando los resultados a través del
test de t de Student.

Resultados

Antigeno Nuclear de Proliferaciéon Celular (PCNA)

Mediante la inmunomarcacion con PCNA se observé una mayor expresion en
las células del epitelio que conforma el filamento de la branquia, existiendo
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diferencias en la inmunorreactividad de las muestras obtenidas en la cuenca
del rio Salado (Fig. 3: 35.6 +/- 8.1%) con respecto a las obtenidas en el rio
Parana (Fig. 4: 10.5 +/- 4.6%) (p<0.01).
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Figura 4: Inmunomarcacion para
PCNA en el filamento branquial de
Pvmelodus albicans del rio Parana

Figura 3: Inmunomarcaciéon para
PCNA en el filamento branquial de

Duvmaladiie alhiranc dal rin Qaladn

Na*/ K" ATPasa

Mediante la inmunomarcacién con Na*'/K* ATPasa se observé una menor
expresion en las células de cloro de los peces del rio Salado (Fig. 5: 22.34
+/- 4.87%); en los peces del rio Parana la expresion de dichas células fue
mayor (Fig. 6: 53.65 +/- 10.78%), extendiéndose esta marcacion hasta las
laminillas. Se registré6 una correlacion negativa significativa (r=-0.859;
p<0.01) entre la expresion de ambos marcadores.
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Figura 5: Inmunomarcacién para Figura 6: Inmunomarcacién para
Na'/K* ATPasa (alfa 5-DSHB) en la Na'/K" ATPasa (alfa 5-DSHB) en la
base de la laminilla de laminilla de
Pymelodus albicans del rio Salado Pymelodus albicans del rio Parana

Discusion y Conclusiones
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Esta técnica nos permitié analizar las alteraciones de la dinamica celular en
los tejidos que conforman las branquias del Pymelodus albicans, observando
por un lado un aumento de la proliferacion celular a nivel del epitelio del
filamento branquial, en los peces que habitan el rio Salado; y por el otro, un
aumento en el numero y una distribucion diferente de las células de cloro en
los peces del rio Parana.

En este sentido, las diferencias en la inmunorreactividad en peces de dos
ambientes acuéticos diferentes, podrian relacionarse con alteraciones en su
medio, lo que exigiria un aumento del recambio celular. La mayor
proliferacion retardaria el proceso de diferenciaciéon de las células de cloro,
esto coincide con lo expresado por Dang, et al., 2000, Handy, 2003 vy
Velasco Santamaria, et al. 2006, quienes afirman que el aumento en el
niamero de las células de cloro y la migracion hacia la laminilla son
importantes mecanismos de adaptacién de las branquias a los cambios en
su medio.

Se concluye de este modo que la definicion de estos patrones de expresion
podrian ser utilizados para identificar los cambios (biomarcadores)
producidos en las branquias del Pymelodus albicans, de diferentes ambientes
acuaticos.

Recomendaciones

La importancia de los hallazgos radica en el hecho de que mediante este tipo
de estudio se puede disponer de mayores elementos valorativos para
detectar cambios ambientales en los diversos cursos acuaticos. Seria
entonces recomendable que esta metodologia de diagndstico pueda ser
instrumentada por los organismos encargados del contralor del medio
ambiente.

En tal sentido, resultaria conveniente aumentar la capacitaciéon de recursos
humanos a través del desarrollo de cursos, y de diversos mecanismos de
difusion sobre los resultados obtenidos, tal como se viene realizando.

Por otro lado, seria importante darle a este tipo de estudio la conveniente
sostenibilidad en el tiempo a los fines de detectar otros posibles cambios en
las diferentes estaciones, y durante un periodo mas prolongado de tiempo.
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