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RESUMEN
Los peces experimentan mecanismos de adaptacion, producto de la
contaminacion del ambiente. Pimelodus albicans es un pez autécto-
no de la ictiofauna continental argentina. La utilizacién de érganos y
biomarcadores especificos esta indicada en los estudios de impacto
ambiental. Para este estudio se eligieron las branquias por su impor-
tancia funcional y por ser un érgano de choque. Como biomarcador
se seleccion6 la Sodio/Potasio ATPasa (Na*/K* ATPasa), proteina que
se expresa en las células de cloro. Estas células han sido descriptas
en la base de las laminillas y en la zona interlamelar de los filamentos
branquiales y estan involucradas en el equilibro iénico, fundamental
para la osmorregulacion. El objetivo del presente trabajo fue compa-
rar la expresién de la enzima Na*/K* ATPasa en las células de cloro
de las branquias de Pimelodus albicans de los rios Salado y Parana,
durante la primavera 2005 y 2006. Los resultados indicaron un ma-
yor nimero de células de cloro inmunomarcadas y dispuestas en las
laminillas branquiales, en los peces del rio Parana. Se concluy6 que
las diferencias observadas en estas células podrian ser atribuibles a

cambios en su ambiente.
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ABSTRACT
Fish experience adaptation mechanisms is response to environmen-
tal pollution. Pimelodus albicans is a tipical fish of the La Plata River
basin, where is present all year round. The use of organs and specific
biomarkers, is indicated in environmental impact studies. For this
study the gills were chosen because of their functional importance
and for being a crash organ. The Sodium/Potassium ATPase, a protein
that is expressed in the chlorine cells, was selected as a biomarker.
The chlorine cells have been described in the base of the thin sheets
and in the branchial filaments interlamelar area. They are involved in
the ionic balance, fundamental for osmoregulation. The objective of
the present work was to compare the expression of the Na*/K* ATPase
enzyme in the chlorine cells of the gills of Pimelodus albicans from the
Salado and Parana Rivers basins, during spring 2005 and 2006. The
results indicated higher numbers of immunomarked chlorine cells
located in the branchial filaments of the fish from the Parana River.
It was concluded that the differences could be attributed to environ-

mental changes.
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INTRODUCCION

El nivel de contaminacién 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 relacién al uso de fertilizantes y tratamientos protectores con pesticidas
y funguicidas. Un gran nimero de sustancias son vertidas en los ecosistemas acudaticos,
terrestres y en la atmosfera (Parma de Croux et al., 1999).

El efecto inmediato de los contaminantes se produce sobre los organismos vivos por
toxicidad directa o alterando el ambiente donde se desarrollan (Puig, 2002). Los peces
experimentan gran variedad de mecanismos de adaptacion a los cambios en las condi-
ciones del medio en el que habitan y se los usa como organismos indicadores (bioindi-
cadores) del estado del estrés ambiental. Se entiende por bioindicador a la respuesta
biolégica a nivel elevado de organizacién (poblaciones, comunidades, ecosistemas) ante
cambios del medio. Por otra parte se define como biomarcador a todo cambio inducido
por un contaminante en un componente bioquimico o celular y que puede ser medido
en un sistema biolégico (Orrego et al., 2006). Los bioindicadores a través de los biomar-
cadores proporcionan informacion relativa de los efectos de las sustancias y también de
procesos interactivos. Su importancia radica en que a través de su utilizacion, permiten
evaluar y medir el efecto que producen diferentes factores que afectan los ecosistemas
(Markert et al., 2003). Actualmente todos los planes de monitoreo de cuerpos de agua
incluyen a los peces como indicadores de contaminacién ambiental (Rendén, 2005).

Dentro de las investigaciones desarrolladas sobre los efectos de sustancias toxicas
sobre peces, surgen las relacionadas con estudios histopatolégicos e inmunohistoqui-
micos (Domitrovic, 1997). Si bien los mismos han abarcado diferentes érganos, se en-
fatizan particularmente aquellos vinculados a las branquias, obviamente por su impor-
tancia en la respiracion (Dang et al., 2000; Cerqueira & Fernandes, 2002; Monteiro et al.,
2005; Segnini de Bravo et al., 2005; Pastor et al., 2008).

Pimelodus albicans (Valenciennes, 1840), denominado vulgarmente moncholo, es un
pez autéctono de la ictiofauna continental argentina, que frecuenta el fondo de los
ambientes acudticos (Ringuelet, 1967), estando presente en los cursos de agua de la
regidn durante todo el afio. Su alimentacién es predominantemente omnivora con ten-
dencia carnivora y su crecimiento es relativamente lento (Cordiviola & Pignalberi, 1962;
Bonetto etal, 1963, 1971).

En la provincia de Santa Fe se utiliza al cauce del rio Salado como via de desagtie, por
lo que sus aguas acusan graves indices de contaminacién, surgiendo problemas ecolé-
gicos periddicos con episodios de mortandad de peces (Sottini, 2002). Este problema se
hace mas acuciante aun en el Departamento Las Colonias debido a la elevada cantidad
de productos quimicos utilizados por la industria del cuero.

El rio Parand es el mayor y mas importante integrante de la cuenca del Plata. A lo lar-
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go de su curso se diferencian tres tramos: el Alto Parana, el Parand Medio y el Delta del
Parana. En el caso del Parana Medio, este rio se caracteriza por su menor profundidad,
mayor anchura y por la profusién de riachos e islas. Segun lo destaca el “Programa Mar-
co Para la Gestion Sostenible de los Recursos Hidricos de la Cuenca del Plata”, sobre este
tramo del rio la calidad del agua es aceptable para los diversos usos a los que se destina,
dada la gran capacidad depuradora del mismo.

La diferencia en cuanto a la calidad del agua en ambos rios, motivo la necesidad de
comparar los cambios que se producen en determinadas estructuras corporales de los
peces. A tal fin se procurd analizar el impacto de la contaminacién en 6rganos de cho-
que, que son los que comandan la respuesta sintomatoldgica a determinados contami-
nantes (Belmar, 2009).

Cabe aclarar que para el presente trabajo, s6lo nos abocamos a estudiar los cambios
producidos en las branquias de estos ejemplares, especificamente en uno de sus com-
ponentes celulares (células de cloro). La eleccién de las branquias para este estudio se
debe a la importancia funcional que poseen, ya que en ellas se llevan a cabo procesos
fisiologicos vitales tales como la regulacion del equilibrio hidroeléctrico y acido-base
que se produce principalmente en el epitelio de los filamentos de estos 6rganos (Goss
etal., 1992; Olson, 2000b; Wilson et al., 2000) y el intercambio de gases efectuado en sus
laminillas (Perry & Laurent, 1993; Perry & Mc Donald, 1993). También por ser considera-
das como érganos de choque, al estar mas expuestas al ambiente.

El aparato branquial, esta constituido por cuatro pares de holobranquias localizadas
en el interior de las cavidades operculares derecha e izquierda. Cada una de ellas pre-
senta dos hemibranquias formadas por un arco branquial a partir del cual se proyectan
caudalmente numerosos filamentos branquiales. Desde las superficies dorsal y ventral
de estas estructuras se extienden las laminillas branquiales. En la concavidad craneal
de los arcos branquiales se encuentran las branquiespinas (Domitrovic, 1998; Olson,
2000b; Vigliano et al., 2006).

Los filamentos branquiales estan tapizados por una gran variedad de células, siendo
las mdas abundantes las células epiteliales de revestimiento, las células mucosas y las
células de cloro, también denominadas células ricas en mitocondrias o ionocitos. Estas
ultimas, motivo de nuestro estudio, para cumplir con sus funciones poseen un sistema
membranoso tubular muy desarrollado que permite aumentar el drea de intercambio
relacionado con diversos mecanismos de transporte iénico y una intensa actividad de
Na*/K* ATPasa (Roncero et al., 1990; Perry, 1997; Vigliano et al., 2006).

Las células de cloro estan especificamente situadas en la base de las laminillas y en la
zona interlamelar de los filamentos branquiales. Presentan una forma redondeada u oval
y raramente alcanzan la membrana basal del epitelio. Su membrana apical se localiza al
mismo nivel de las células epiteliales de revestimiento y presentan microvellosidades.
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El objetivo del presente trabajo fue comparar los cambios en la densidad y localizacién
de las células de cloro inmunomarcadas en branquias de Pimelodus albicans de los rios
Saladoy Parana, mediante la técnica de inmunohistoquimica a través de la enzima Na*/K*
ATPasa; procurando identificar diferencias atribuibles a modificaciones en su ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de branquias de 40 ejemplares de Pimelodus albicans colectados
durante las primaveras de los afios 2005 (n = 20) y 2006 (n = 20). De cada muestreo, 10
muestras pertenecieron a peces capturados en la cuenca del rio Salado en el depar-
tamento Las Colonias (Provincia de Santa Fe; 31° 23’ 04.43"S; 60° 53'37.32"0) y las 10
restantes fueron obtenidas en el rio Parana, 50Km aguas arriba de la ciudad de Parana
(Provincia de Entre Rios; 31°23'05.37"S; 60° 06’ 17.33"0). Todas las piezas se enmarcaron
dentro del Reglamento de Pesca dispuesto por la Subsecretaria de Medio Ambiente y
Ecologia de la Provincia de Santa Fe (Republica Argentina).

Se tomaron muestras de filamentos ubicados en los extremos dorsal y ventral de cada
arco branquial y del borde caudal del mismo. 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 inclusién en parafina (Woods & Ellis, 1994).

Por ultimo, se efectuaron cortes seriados de 3 um de espesor, los que se montaron
en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Para hacer una caracterizacién inicial y evidenciar la morfologia
general se utilizé la coloraciéon de hematoxilina y eosina.

Se realizé la técnica de inmunohistoquimica indirecta para detectar la Na*/K*
ATPasa. Brevemente, los cortes se desparafinaron en xilol y se hidrataron en soluciones
decrecientes de alcohol etilico y finalmente en PBS. Se realiz6 la inactivacién de la
peroxidasa enddgena con H,0, al 3% en metanol por 20 minutos y el bloqueo de las
uniones inespecificas con suero normal de cabra al 1% por 15 minutos (previo a la
incubacién con el anticuerpo primario). La recuperacion antigénica se realizé con buffer
citrato 0,01 MpH 6,0 en microondas (MufiozdeToro & Luque, 1995). Se utilizé el anticuerpo
primario Anti a 5 (Na* K* ATPasa) DSHB (Developmental Studies Hybridoma Bank) en una
dilucién 1:200. Para el revelado de la reaccién antigeno-anticuerpo se utiliz6 el sistema
biotina-streptoavidina-peroxidasa. El anticuerpo secundario biotinilado (Zymed® Cat
No. 81-6540, dilucién 1:120) se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente al
igual que el complejo streptoavidina-peroxidasa (Biogenex® Cat No. HK330-9K). Como
cromoégenos se utilizaron alternativamente aminoetilcarbazol (AEC) (Biogenex® Cat No.
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HK139-5K) o diaminobencidina (DAB) (Dako® Cat No. K3466). Entre cada uno de los pasos
descriptos se efectuaron 3 lavados con PBS. Finalmente las muestras fueron coloreadas
con hematoxilina y montadas con Ultramount (Dako® Cat No. S1964).

Posteriormente, se efectud la cuantificacion de células inmunomarcadas, en relacion
al total de células, y la observacién de la localizacién de las mismas. Mediante andlisis
digital de imagenes, generadas con un microscopio Olympus CH2 y digitalizadas me-
diante una camara SONY CCD-IRIS, se fijaron los limites de intensidad para considerar
las células positivas.

Para el andlisis de los datos se efectud la prueba de t de Student (SPSS 11.0 for Win-
dows, SPSS Inc., Chicago, lllinois), comparando los valores correspondientes a los dife-
rentes ambientes en los distintos afios.

RESULTADOS

Mediante la técnica de Na*/K* ATPasa pudo evidenciarse marcacion de membrana en
las células de cloro, en las branquias de los peces de ambos sitios. Se observé que en
los peces del rio Salado hubo un menor nimero de células que la expresaron, en tanto
que dicho nimero fue mayor en los peces del rio Parang, en los cuales la marcacién se
extendi6 hasta las laminillas. La misma tendencia se observé en los dos afos estudia-
dos (Fig.1 AyB,yFig.2 AyB).

Se evidencié coincidencia en los resultados obtenidos en cada ambiente en relacién
alaestaciény enlos afos involucrados, con valores similares estadisticamente (p>0,05).
Sin embargo, las cuantificaciones fueron diferentes significativamente entre los peces
de ambos ambientes en los 2 muestreos (p<0,01) (Fig. 3).
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Figura 1. Inmunomarcacién para Na*/K* ATPasa (alfa 5-DSHB) en la base de la laminilla de Pimelodus albicans
capturados en 2005 en (a) el rio Salado y (b) el rio Parand.
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Figura 2. Inmunomarcacion para Na*/K* ATPasa (alfa 5-DSHB) en la base de la laminilla de Pimelodus albicans
capturados en 2006 en (a) el rio Salado y (b) el rio Parand.
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Figura 3. Cuantificacion de lainmunomarcacién para Na*/K* ATPasa.

DISCUSION

La aplicacion de la técnica inmunohistoquimica para la deteccion de Na*/K* ATPasa nos
permitié analizar las alteraciones de la dindmica celular en los tejidos que conforman
las branquias de Pimelodus albicans, observando un aumento en el nimero y diferente
localizacion de las células de cloro en los ejemplares del rio Parand. Hemos observado
estas células en las laminillas branquiales, coincidiendo con lo descripto previamente
en peces que se encuentran en medios con baja concentracion de sales, lo que estaria
relacionado con la necesidad de una mayor captacion de iones (Laurent & Dunel, 1980;
Leino et al,, 1987; Wendelaar Bonga & van der Meij, 1989; Laurent & Perry, 1991).

Estudios paralelos realizados en la misma especie (Pastor et al., 2008), han demostrado
una alta proliferacién celular en branquias de los ejemplares del rio Salado, con respecto
alos peces del rio Parana. Esta mayor tasa de recambio celular podria deberse a alteracio-
nes en el ambiente, la que retardaria el proceso de diferenciacién de las células de cloro,
coincidiendo con lo expresado por otros autores (Dang et al., 2000; Handy, 2003; Mazon
etal., 2002; Velasco Santamaria et al., 2006), quienes afirman que el aumento en el nime-
ro de las células de cloro y la migracién hacia la laminilla son importantes mecanismos de
adaptacioén de las branquias a los cambios en el medio. En el mismo sentido, Laurent &
Dunel (1980) y posteriormente Wendelaar Bonga et al. (1990) detectaron la presencia de
células accesorias. Estas células son mas pequenas que las células de cloro, presentando
las mismas organelas aunque menos desarrolladas, por lo que se cree que representarian
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estadios iniciales de dichas células (Wendelaar Bonga & van der Meij, 1989). Ademas, el
incremento en la salinidad del medio produciria un aumento en el nimero de células
accesorias, probables precursoras de las células de cloro (Laurent & Dunel, 1980).

CONCLUSIONES
Por todo lo expresado, se concluye que la definicién de patrones de expresidn celular
de ciertas proteinas, como la Na*/K* ATPasa, podria ser utilizada como biomarcador en
las branquias de Pimelodus albicans, frente a alteraciones ambientales. No obstante,
nuestros resultados no permiten inferir que los cambios observados son atribuibles a
determinadas modificaciones del ambiente. Esto podria subsanarse en instancias ulte-
riores mediante la complementacién de este tipo de estudio, con otros que permitan
determinar en forma general las caracteristicas fisico-quimicas del ambiente en el mo-

mento del muestreo.
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