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Resumen

La contaminacion causada por actividades humanas es una de las principales amenazas para la
biodiversidad, especialmente en zonas costeras que reciben grandes cantidades de residuos
industriales y domésticos. Los peces que habitan estas areas estan expuestos desde temprana edad
amezclas de contaminantes, lo que puede afectar su salud y poblaciones. Comprender y monitorear
los efectos de los contaminantes sobre la fauna acuatica y, al mismo tiempo, generar herramientas
confiables para tal monitoreo se ha convertido en un tema esencial para proteger estos sistemas.
En este sentido, la histopatologia es una herramienta ampliamente utilizada para evaluar la salud
de los organismos, asi como para investigar los efectos adversos de los contaminantes ambientales
sobre los mismos. En la zona costera del golfo Nuevo (Chubut, Argentina) se encuentra la ciudad
de Puerto Madryn la cual cuenta con dos puertos con un alto trafico maritimo, una importante
actividad econdmica que involucra el turismo, la produccion de aluminio y la actividad pesquera,
las cuales representan fuentes antropogénicas de contaminantes. Estudios recientes, llevados a
cabo en este sistema, han encontrado que peces provenientes de areas impactadas poseen
alteraciones en parametros inmunologicos, de condicion fisica y parasitologicos respecto de
individuos provenientes de sitios de referencia. En este contexto, y teniendo en cuenta el grado de
exposicion a contaminacién antrépica del golfo Nuevo y la importancia de su ictiofauna, el
objetivo general de esta Tesis es evaluar el impacto de la contaminacién sobre dos especies de
peces marinos: el escrofalo (Sebastes oculatus) y el turco (Pinguipes brasilianus), a través del
estudio histopatoldgico de drganos diana. Los individuos expuestos de ambas especies presentaron
alteraciones histologicas en branquias, higado y bazo. Las mismas fueron de leves a severas,
sugiriendo gue la exposicion a contaminantes altera su estructura histologica pudiendo afectar el
estado general de salud de estas especies. Estos resultados contribuyen a mejorar el entendimiento
de las consecuencias bioldgicas de los contaminantes que afectan negativamente el estado de salud

de los organismos en los sistemas naturales.
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Abstract

Pollution caused by human activities is one of the main threats to biodiversity, especially in coastal
areas that receive large amounts of industrial and domestic waste. Fish inhabiting these areas are
exposed from an early age to mixtures of contaminants, which can affect their health and
populations. Understanding and monitoring the effects of pollutants on aquatic fauna, while
developing reliable tools for such monitoring, has become essential for the protection of these
systems. In this context, histopathology is a widely used tool to assess organism health and
investigate the adverse effects of environmental contaminants. The coastal area of Nuevo gulf
(Chubut, Argentina) is home to the city of Puerto Madryn, which has two ports with high maritime
traffic and significant economic activity including tourism, aluminum production, and fishing,
activities that represent anthropogenic sources of pollution. Recent studies in this system have
found that fish from impacted areas exhibit alterations in immunological, physical condition, and
parasitological parameters compared to individuals from reference sites. Within this framework,
and considering the degree of exposure to anthropogenic pollution in Nuevo gulf and the
ecological importance of its fish fauna, the general objective of this thesis is to evaluate the impact
of pollution on two marine fish species: the rockfish (Sebastes oculatus) and the Brazilian
sandperch (Pinguipes brasilianus), through the histopathological study of target organs. Exposed
individuals of both species exhibited histological alterations in gills, liver, and spleen. These
lesions ranged from mild to severe, suggesting that exposure to contaminants alters their
histological structure and may compromise the overall health status of these species. These results
contribute to a better understanding of the biological consequences of pollutants that negatively

affect the health of organisms in natural systems.
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Introduccién a la lectura

Esta Tesis Doctoral comienza con una Introduccion General, que presenta el contexto tedrico que
enmarca el estudio y expone los objetivos e hipétesis planteados. A continuacidn, se incluye una
Metodologia General, donde se detallan los materiales y métodos comunes aplicados en todos los
capitulos, tales como la descripcién del sistema de estudio, las especies seleccionadas y los

protocolos utilizados para los andlisis.

La Tesis se estructura en tres capitulos, cada uno con el formato clasico de una publicacion
cientifica: introduccion, metodologia, resultados y discusion. El sistema de estudio se situa en el
golfo Nuevo (Chubut, Argentina), una zona costero-marina expuesta a multiples fuentes de
contaminacién de origen antrépico, tales como el trafico maritimo, la industria del aluminio, la

pesca industrial y los efluentes urbanos provenientes de la ciudad de Puerto Madryn.

En este contexto, se seleccionaron dos especies representativas de los ensambles de peces de
arrecifes norpatagonicos, el escrofalo (Sebastes oculatus) y el turco (Pinguipes brasilianus), como
organismos indicadores para evaluar el impacto de la contaminacidon mediante el analisis

histopatoldgico de tres 6rganos clave: branquias, higado y bazo.

El objetivo general de esta Tesis es evaluar el impacto de la contaminacidn antropica sobre peces
marinos patagonicos a partir del estudio histopatologico de 6rganos especificos como indicadores
de la susceptibilidad de los individuos. Cada uno de estos 6rganos es abordado en un capitulo
independiente, en el que se articula el marco tedrico general con enfoques conceptuales especificos

de relevancia ecologica.

En el desarrollo de los capitulos y en las conclusiones generales, se describen y comparan las
alteraciones histoldgicas detectadas en individuos provenientes de areas impactadas respecto de
aquellos provenientes de sitios de referencia o control. Ademas, se exploran diferencias
interespecificas y drgano-especificas en las respuestas observadas, proporcionando asi un enfoque

integral sobre los efectos de la contaminacidn en peces marinos expuestos a disturbios ambientales.
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INTRODUCCION GENERAL
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1.1. Introduccién General

El agua desempefia un papel crucial en el equilibrio ecoldgico, y su contaminacién es un problema
actual con graves repercusiones para las poblaciones naturales y los ecosistemas. La contaminacion
del agua es la alteracién de sus cualidades bioldgicas, quimicas y/o fisicas. Se define como la
produccion y/o introduccion, directa o indirecta por parte del hombre, de sustancias o energia en el
medio ambiente; provocando efectos dafiinos para los recursos vivos y/o interfiriendo con los
servicios y otros usos del medio ambiente (Don-Pedro, 1990). La contaminacién puede ocurrir de
forma continua, como en el caso de las aguas residuales de las ciudades o los desechos industriales
que se vierten constantemente en cuerpos de agua; o de forma discontinua, cuando el vertido ocurre
en intervalos regulares o irregulares de tiempo. Ademas puede ser puntual y/o accidental, como en
el caso de los derrames de petréleo (o hidrocarburo) crudo; o difusa cuando no proviene de una
fuente especifica o identificable, sino que se origina de multiples puntos dispersos sobre una amplia
area. Y puede ser de forma directa a los cuerpos de agua o indirectamente como por ejemplo las
impurezas contenidas en la atmdsfera que son depositadas por la lluvia sobre agua y tierra (Butnariu,
2022).

Los contaminantes antropicos son compuestos de origen humano que ingresan al ambiente y se
caracterizan por poseer un efecto deletéreo para los ecosistemas y los organismos, son persistentes,
faciles de acumular y no degradables en el medio ambiente. De acuerdo con su naturaleza, se pueden
clasificar en fisicos (e.g. calor y radiactividad, ruido, plasticos), quimicos (e.g. hidrocarburos,
metales pesados) y biolégicos (e.g. microorganismos patdgenos transmitidos por aguas fecales)
(Beiras, 2018). Los efectos de los contaminantes son complejos y variados, dependiendo de su
naturaleza y concentracion. Estos compuestos han sido reportados mundialmente y son considerados
un problema global grave por su alto impacto ecosistémico. Han sido encontrados en todos los
ambientes y taxones, incluyendo al ser humano. Algunos son altamente toxicos, mutagénicos y
cancerigenos, pudiendo producir serias alteraciones o inhibicién de distintos sistemas como el
inmunitario, endécrino y/o reproductivo, dafio celular y tisular, y otros efectos fisioldgicos, incluso
la muerte de los organismos (Butnariu, 2022; Beiras, 2018; revisado por Islam & Tanaka, 2004).
Contaminantes, como los hidrocarburos, metales pesados o pesticidas, se depositan en los tejidos y
organos de los organismos gracias a su lipofilia, acumulandose en los mismos (bioacumulacion) en

concentraciones mucho mas elevadas que las del agua circundante. También son capaces de
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magnificar su concentracion a través de la trama trofica, ya que a medida que los organismos mas
pequefios son consumidos por organismos mas grandes, la concentracion de estos compuestos se
magnifica (biomagnificacion) representando una problemaética grave para la salud de los ecosistemas
(Beiras, 2018; revisado por Islam & Tanaka, 2004).

En la actualidad la contaminacion por actividad antrépica estd ampliamente reconocida como una
de las amenazas més graves para la biodiversidad (Rands et al., 2010; Vérosmarty et al., 2010). Dado
que las poblaciones humanas se concentran a lo largo de las costas (alrededor del 44% de la
poblacién mundial, incluidas 8 de las 10 ciudades mas grandes del mundo, se ubican en las lineas
costeras), los ecosistemas marinos y especialmente las zonas costeras son depositarios de enormes
cantidades de contaminantes antrépicos y es por ello que estas zonas son de las mas afectadas y
alteradas a nivel global (Beiras, 2018; Halpern et al., 2008; Adger et al., 2005). Las principales
fuentes de contaminacion marino costeras incluyen la industria, el transporte maritimo, las
actividades domesticas y la agricultura. En ellas se originan compuestos como hidrocarburos
derivados del petrdleo, metales pesados (e.g. plomo, arsénico, mercurio), productos domesticos y de
cuidado personal (e.g. detergentes, limpiadores, cosmética), antibidticos y medicamentos de uso
humano y veterinario, drogas de abuso y agroquimicos (pesticidas y fertilizantes) entre otros, que

por diferentes vias son vertidos al mar (Butnariu, 2022).

Una gran familia de contaminantes antrépicos organicos que alcanzan los ecosistemas marinos, en
mezclas complejas y cuya composicion depende de su origen, son los hidrocarburos poliaromaticos
derivados del petroleo. Estos provienen, principalmente, de los destilados del crudo en forma de
diésel, gasolina y aceite lubricante. Los efluentes de desechos industriales, junto al trafico maritimo,
las extracciones de los depdsitos de crudo en altamar y los accidentes de derrame de crudo directos
al mar son los principales responsables del petrdleo que contamina los ecosistemas acuaticos a nivel
global (Butnariu, 2022; Kuppusamy et al., 2020). Otro grupo de contaminantes de gran relevancia
son los metales pesados, sus fuentes antrépicas son principalmente aguas residuales de actividades
industriales (como metaldrgicas, electronica, galvanoplastia), lixiviados de vertederos, mineria,

escorrentia urbana y aguas residuales municipales (Butnariu, 2022; Pujari & Kapoor, 2020).

Los contaminantes domésticos o también llamados “contaminantes emergentes” son otro grupo de
contaminantes antrdpicos que se liberan constantemente al medio acuético, principalmente a través

de los efluentes de aguas residuales. Son compuestos quimicos, de amplio uso doméstico, utilizados
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en productos farmaceuticos, hospitalarios, cosmética, de cuidado personal o estética, surfactantes y
drogas de abuso (revisado por Li et al., 2015). Otros contaminantes antrépicos que recientemente
han tomado gran relevancia mundial son los micro y nanoplasticos. Los desechos plasticos generados
por el ser humano se estdn acumulando en el entorno marino y oceénico a un ritmo alarmante y esto
impacta directamente sobre la fauna marina representando una grave amenaza para los organismos
y ecosistemas acudticos (revisado por Gola et al., 2021). Por ultimo, otro grupo que se incluye en los
grandes contaminadores de sistemas acuaticos son los agroquimicos (fertilizantes y pesticidas
principalmente), que desde el inicio de su uso han producido un gran e irreversible impacto
ambiental. Un ejemplo de ellos es el diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus metabolitos, que debido
a su persistencia y a fuentes ocasionalmente inesperadas, aln se encuentran en los sedimentos

costeros y en la biota, a pesar de haberse descontinuado su uso hace muchas décadas (Beiras, 2018).

Como se ha mencionado, existe considerable evidencia cientifica que demuestra que los
contaminantes ambientales son capaces de afectar la salud y el fitness de los individuos de muchos
taxones (Holmstrup et al., 2010), aumentando el potencial de impactar gravemente las poblaciones
naturales (Kohler et al., 2013). Los ecosistemas marinos y la biodiversidad asociada sustentan la
vida en nuestro planeta y tienen un valor intrinseco. Proporcionan servicios criticos como el
mantenimiento de los ciclos globales de oxigeno y carbono, la produccién de energia, alimentos y
productos medicinales, la regulacion climatica, la proteccion costera y actividades recreativas y de
bienestar humano y medios de vida (Selig et al. 2018; Peterson & Lubchenco 1997). A pesar de ello,
estos ecosistemas continGan siendo altamente impactados por causas antropogenicas, lo que

determina una gran amenaza para la supervivencia de su biodiversidad (Ward et al., 2022).

Entre la biodiversidad marina, los peces, poseen un valor incalculable para la humanidad,
representando mas de la mitad de los vertebrados vivos del mundo. Desde hace mucho tiempo han
sido el alimento basico en la dieta de gran cantidad de pueblos, por ser un alimento de alta calidad y
valor nutricional, que aporta nutrientes esenciales. Hoy en dia, los peces forman una fraccion
importante, incluso la principal, en la economia de muchas naciones, al tiempo que brindan un valor
recreativo y psicolégico para naturalistas, entusiastas de los deportes y acuaristas aficionados. Son
puntos de interés en discusiones gubernamentales y también son objeto de estudios cientificos en
todo el mundo (Nelson, 2016). Estos organismos son utilizados como indicadores generales de

contaminacidn, para el beneficio directo de los humanos y para proteger los ecosistemas. Los peces
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exhiben una enorme diversidad en su morfologia, en los habitats que ocupan y en su biologia.
Taxonomicamente, estan descriptos 85 drdenes, 536 familias y mas de 60000 especies en todo el
mundo de las cuales aproximadamente el 57% habitan en ambientes marinos (Nelson, 2016; 2006).
Segun Nelson (2006), el grupo de peces mas numeroso es el de los osteictios o peces 6seos (28000
especies aproximadamente), que se caracterizan por poseer un esqueleto de tejido 6seo. En zonas
costeras, urbanas e industrializadas, los peces a menudo, estan expuestos a complejas mezclas de
contaminantes desde las primeras etapas de su desarrollo hasta la edad adulta (Sindermann et al.,
1979). Estos organismos pueden absorber dichos tdxicos directamente del medio que les rodea o
bien ingerirlos a través del alimento (Oropesa et al., 2017). Numerosos estudios han mostrado que
tal exposicidn cronica puede deteriorar la salud de los individuos pudiendo afectar seriamente las
poblaciones y comunidades de los mismos (Kohler et al., 2013; Holmstrup et al., 2010). Los
contaminantes son capaces de producir severas alteraciones fisiologicas con efectos sobre
parametros inmunolégicos (Dang & Brauner, 2021; Sueiro et al., 2016; Ali et al.,, 2014),
reproductivos (Geraudie et al., 2017; Vignet et al., 2016), metabolicos (Meador et al., 2018; Ossana
et al., 2016), y respiratorios (Troncoso et al., 2012; Banerjee, 2007), entre otros, pudiendo conducir

incluso, hasta la muerte (Austin, 1999).

La region de Peninsula Valdés en Patagonia, Argentina, declarada Patrimonio Natural de la
Humanidad por la UNESCO en 1999, contiene habitats naturales importantes para la conservacion
de varias especies de valor universal. Este sitio posee una gran importancia cultural y econémica, ya
que cada afio cientos de miles de turistas de todo el mundo (~ 350.000 visitantes) llegan para admirar
su fauna y paisajes. Al sur de la peninsula se ubica el golfo Nuevo, una bahia semicerrada de
aproximadamente 2500 km2. Este golfo alberga una gran variedad de organismos marinos, siendo
los peces de arrecife patagdnicos un componente esencial de su biodiversidad. Entre los cuales, dos
de las especies mas comunes y conspicuas son el escrofalo Sebastes oculatus (Perciformes,
Sebastidae) y el turco Pinguipes brasilianus (Perciformes, Pinguipedidae) (Irigoyen et al., 2013;
Galvan et al., 2009). A orillas del golfo Nuevo, esta ubicada Puerto Madryn (~120.000 habitantes),
la Unica ciudad costera de la region. Sus principales actividades econémicas son la actividad
pesquera, la produccion de aluminio y el turismo. Esta ciudad cuenta con dos puertos con un
importante trafico maritimo. Las principales descargas de aguas residuales en este golfo derivan de
los efluentes de las plantas pesqueras, aguas residuales domésticas y las aguas subterraneas de

drenaje; y aunque la planta de aluminio no produce efluentes liquidos, los contaminantes podrian
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acceder al mar a través de la deposicion atmosférica (Massara Paletto et al., 2008; Gil & Esteves,
2000). Estas actividades representan fuentes antropicas de contaminacion exponiendo a los
organismos marinos que habitan el golfo a mezclas complejas de contaminantes que pueden afectar
negativamente su salud. De hecho existen estudios que muestran que en las zonas de alto trafico
maritimo existe un alto porcentaje de imposex (desarrollo de 6rganos sexuales que estan en contraste
con el sexo real del organismo) en distintas especies de gasteropodos (Bigatti et al., 2009). Asi
mismo, recientemente, en los primeros estudios llevados a cabo en peces, se ha encontrado que
individuos provenientes de las areas impactadas poseen alteraciones en parametros inmunolégicos,
de condicion fisica y parasitolégicos respecto de individuos provenientes de sitios de referencia
(Sueiro et al., 2017; 2016).

Desde una perspectiva ecotoxicoldgica, la histopatologia (estudio cualitativo y cuantitativo de
anomalias o lesiones histologicas de células y tejidos de un organismo) es un indicador clave de la
salud de los peces, ampliamente utilizado para evaluar los impactos de los contaminantes en los
individuos y sus ecosistemas (Salmat & Zarie, 2016; Yancheva et al., 2015; Bernet et al., 1999). Las
respuestas tisulares pueden relacionarse con la salud de los individuos, lo cual a su vez, permite
extrapolar los efectos a nivel de poblacién y de comunidad (revisado por Au et al., 2004). Los
contaminantes pueden causar dafio tisular mediante mecanismos directos e indirectos como el estrés
oxidativo, la inflamacién y la alteracion de funciones bioldgicas, afectando la salud de diversos
organos (Lawrence & Hemingway, 2003). Entre estos, las branquias, el higado y el bazo son
particularmente sensibles debido a su intervencidn critica en funciones vitales como el intercambio
de gases, la osmorregulacion, la acumulacion y biotransformacidn de xenobioticos, la excrecion de
desechos, hematopoyesis y defensa inmunoldgica (Genten et al., 2009). En la literatura numerosos
trabajos reportan alteraciones histopatoldgicas en branquias, higado y/o bazo de peces expuestos a
una amplia gama de contaminantes (Sobral dos Santos et al., 2023; Fonseca et al., 2016; Fesit et al.,
2015; Ali et al., 2014; Santos et al., 2014; Steinford et al., 2014; Agamy, 2012; Troncoso et al., 2012;
Couillard et al., 1999). Esto destaca la relevancia de la histopatologia como herramienta para
comprender y cuantificar la incidencia patoldgica en peces expuestos a contaminantes y, a su vez,
realizar predicciones sobre los efectos en la poblacion y/o comunidad. Cabe destacar, que el
diagndstico de alteraciones histopatoldgicas requiere pautas claras y objetivas. En su trabajo, Wolf
y colaboradores (2014) sefalan que identificar cambios histopatoldgicos significativos vy

diferenciarlos de caracteristicas anatomicas normales o artefactos tisulares no es sencillo y requiere
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de la experiencia y conocimientos necesarios para evitar diagndsticos erroneos o la falta de

reconocimiento de ciertas condiciones.

Es claro que la ubicuidad y gravedad de la contaminacion marina y sus efectos sobre los hébitats y
la biodiversidad constituye uno de los principales problemas ecoldgicos de nuestros tiempos
(Juareguiberry et al., 2024). Esto deja en evidencia la urgencia de, tanto desde la ciencia, la politica
y la sociedad en su conjunto, tomar acciones para promover la proteccion y conservacion de estos
ambientes y de los organismos que en ellos habitan. Por ello, estudiar y monitorear los efectos de
los contaminantes a través de un enfoque sitio-especifico resulta esencial para identificar problemas
locales, permitiendo el desarrollo de estrategias de gestion efectivas mediante la implementacion de
medidas especificas, enfocadas y realistas que pueden conducir a mejores resultados de
conservacion. En este sentido, y teniendo en cuenta el grado de exposicién a contaminacion antropica
del area portuaria e industrial del golfo Nuevo y la importancia de su ictiofauna, el objetivo general
de esta propuesta es ampliar el estudio del impacto de la contaminacidn antropica sobre peces a
través del uso de la histopatologia como parte de un conjunto de indicadores del estado de salud de
la fauna marina. Con los resultados de esta tesis la intencidn es aportar nuevos conocimientos y
herramientas que puedan ser Gtiles para determinar el estado fisiologico y de salud de dos especies
de arrecifes de nuestra region. Que a su vez, ante una problematica local, puedan ser tenidos en
cuenta a la hora de desarrollar e implementar planes de gestion y/o conservacion de las poblaciones

asi como de los sistemas que habitan.

Tesis doctoral Novacovsky, G.N. UNPSJB-2025



1.2. Objetivo e hipotesis general

Obijetivo general: Determinar el estado histopatologico de distintos rganos diana, como indicadores
de la susceptibilidad de los individuos, para evaluar el impacto de la contaminacién antropica sobre
dos especies de peces marinos de Patagonia, Sebastes oculatutus y Pinguipes brasilianus.

Hipotesis general: Los peces marinos que habitan ambientes expuestos a contaminacion antrépica
presentan alteraciones histopatoldgicas significativas en 6rganos clave (branquias, higado y bazo),
en comparacion con peces de sitios no contaminados, lo que refleja una alteracion de su fisiologia

normal y un compromiso de su estado de salud general.

1.3. Objetivos e hipotesis especificos

Objetivo 1. Determinar y comparar las caracteristicas histopatoldgicas de 6rganos diana (branquias,
higado y bazo) de individuos provenientes de un sitio expuesto a contaminacion antropica con

respecto a individuos procedentes de sitios de referencia (control).

Hipdtesis 1. Los contaminantes quimicos presentes en zonas costeras afectadas por actividad
antropica inducen multiples lesiones histopatoldgicas en 6rganos clave como branquias, higado y

bazo, en comparacién con individuos de sitios de referencia no contaminados.

Objetivo 2. Comparar entre las especies estudiadas, las caracteristicas histopatoldgicas de los

organos diana (branquia, higado y bazo).

Hipdtesis 2. Las caracteristicas histopatologicas inducidas por la exposicion a contaminantes varian
entre diferentes especies de peces, lo que indica una sensibilidad diferencial frente a un mismo

disturbio ambiental.

Objetivo 3. Comparar entre 6rganos diana (branquias, higado y bazo) pertenecientes a individuos
provenientes de sitios expuestos a contaminacion, el grado de sensibilidad (cambios

histopatoldgicos) a este disturbio ambiental.

Hipdtesis 3. Los distintos érganos analizados (branquias, higado y bazo) responden con diferente
grado de sensibilidad histopatoldgica frente a la misma exposicion contaminante, debido a sus

caracteristicas estructurales y funcionales.
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Objetivo 4. Contextualizar la relacion entre los indicadores histopatolégicos y diversos indicadores

fisioldgicos obtenidos en investigaciones previas realizadas en los mismos individuos.

Hipotesis 4. Es posible establecer un marco interpretativo acerca de la relacion entre los indicadores
histopatoldgicos y los indicadores fisiologicos previamente determinados en los mismos individuos,

reflejando de manera integrada el estado de salud de los peces expuestos a contaminacion antropica.
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METODOLOGIA GENERAL
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2.1. Sitio de estudio.

Los trabajos de campo y muestreos de la presente Tesis fueron llevados a cabo dentro una zona
calificada Patrimonio Natural de la Humanidad y fueron autorizados por la Secretaria de Turismo y
Areas Protegidas del Chubut (Disp. 156-SsCyAP/17) y Secretaria de Pesca (Disp. N° 076-
SsCyAP/16). Los individuos fueron obtenidos en tres sitios diferentes dentro del golfo Nuevo
(provincia de Chubut, Argentina, Fig. 1). Las aguas del golfo Nuevo estan influenciadas por cambios
en la direccion del calor superficial y por una limitada renovacion de su agua debido al flujo de agua
dulce hacia la atmosfera a medida que la evaporacién supera a la precipitacion (Saraceno et al.,
2021). Estas caracteristicas producen una amplitud térmica de la temperatura del agua de mar que
va desde 8,4 °C durante la estacion fria hasta 20 °C en verano, un rango de salinidad media de 34,39-
35,50 PSS y un rango medio de concentracion de oxigeno disuelto de 249,66-309,99 pl/m3 (Assis et
al., 2017; Tyberghein et al., 2012).

Y\

GOLFO SAN JOSE

42°30°S

PENINSULA
VALDES

Haidls © UREF  GOLFO NUEVO

13> 4EXP
.\C\

Puerto o (
Madryn . AREF

Punta -

Este  Cerro

Avanzado
43°00°S
I I
65°00'W 64°30'W

Figura 1. En la figura se indican los sitios de estudio y muestreo utilizados en este trabajo. REF:
sitios de referencia (Bafiuls y Punta Este). EXP: sitio expuesto a contaminacion (Pier). Pier: Muelles
ubicados en la zona portuaria de Puerto Madryn.

Como el sitio expuesto a la contaminacidn antropogénica se selecciond el area alrededor de los dos

muelles de la ciudad de Puerto Madryn (EXP; Fig. 1). En esta zona, el trafico maritimo alcanza >700
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embarcaciones por afio (APPM, 2017), incluyendo grandes buques de carga y pesca comercial, asi
como grandes cruceros turisticos y embarcaciones de pesca deportiva y recreativa. De esta manera,
estas aguas reciben continuamente vertidos de aguas residuales provenientes de efluentes de
procesamiento pesquero, operaciones maritimas incluyendo el transporte de crudo y carga-descarga
de productos derivados del petroleo, operaciones de pesca, desechos de sentinas y vertidos de agua
de lastre de buques. Ademas, en Puerto Madryn opera una importante fundicion de aluminio, cuyos
contaminantes llegan al mar por deposicion atmosférica (Massara Paletto et al., 2008). Para estos
sitios, existen numerosos trabajos que han determinado la presencia de diversos tipos de
contaminantes incluyendo metales pesados (Primost et al., 2018; 2017; Gil et al., 1999),
hidrocarburos (Commendatore & Estevez, 2007) y compuestos quimicos con capacidad de actuar
como disruptores endocrinos (Miglioranza et al., 2021; Hé&der et al., 2020; Del Brio et al., 2016;
Bigatti et al., 2009) (ver Tabla 1 para un resumen del tipo y nivel de contaminantes en el area). Asi
mismo, en estos sitios se ha registrado un enriquecimiento oranico en los primeros centimetros de la
columna sedimentaria, asociado a la actividad portuaria (Ferrando & Sturla, 2020). Como sitios de
referencia, se seleccionaron arrecifes ubicados a mas de 20 km del sitio expuesto, Punta Este
(42.47°S; 64.56°W) y Bafiuls (42.39°S; 64.59°W) (REF; Fig. 1). Estos sitios comparten condiciones
de temperatura, salinidad y oxigeno disuelto con el area alrededor de los muelles (Ferrando & Sturla,
2020; Giarratano et al., 2013), pero no estan expuestos a evidentes fuentes de estrés antropogénico
al no haber tréafico de grandes embarcaciones, ni industrias, ni asentamientos urbanos (Békenhans et
al., 2017). Al no recibir desechos industriales, urbanos u otros, han sido considerados sitios de
referencia en estudios ecotoxicologicos previos (Sueiro et al., 2022; 2020; 2017; Primost et al., 2017,
2018; Del Brio et al., 2016; Sueiro & Palacios, 2016; Bigatti et al., 2009). De hecho, los niveles de
contaminantes registrados en estos sitios, tanto en sedimentos como en tejidos de invertebrados, han
sido inferiores (incluso por debajo del nivel de deteccion) respecto de los sitios expuestos (Tabla 1)
(Primost et al., 2017, 2018; Del Brio et al., 2016).
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Tabla I. Maximas concentraciones de diferentes contaminantes detectados en sedimentos del sitio

expuesto y valores registrados en zonas referencia control.

Contaminante

Zonas expuestas*

Zonas Cita

referencia/control**

Metales traza (ug g™ dw)

Al 5633/12958° 10541 Primost et al., 2017
Fe 12179/13581 2 10492

Cu 2,50/6,10° 2,99

Pb 5,00/7,472 Nd

Zn 19,36/32,99°2 16,84

TBTs (ng (Sn) g™ dw)

Tributyltin 174,81 Nd/Nd ? Del Brio et al., 2016
Dibutyltin 19,9 Nd/Nd*

Monobutyltin 71,79 24,05/Nd ®

PAHSs (ng kg™ dw)

Fluoranthene 30 Nd Primost et al., 2018
Pyrene 20 Nd

Benzo[b]fluoranthene 30 Nd

Benzo[k]fluoranthene 40 Nd

Benzo[a]anthracene 50 Nd

Chrysene 30 Nd

Dibenzo[a,h]anthracene 20 Nd

Benzo[ghi]perilene 20 Nd

Total PAHs 270 -

Nota. *Se expresan niveles de contaminantes detectados en sedimentos muestreados en sitios incluidos en las zonas
consideradas expuestas. ** Se expresan niveles de contaminantes detectados en sedimentos muestreados en sitios
incluidos en las zonas consideradas control o referencia.  Se expresan dos valores correspondientes con sedimentos
muestreados en dos sitios. dw: peso seco; TBT: tributilo de estafio; PAHSs: hidrocarburos aromaticos policiclicos, Nd:
no detectado y/o por debajo del limite de deteccion. Tabla modificada de Sueiro et al., 2022.
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2.2. Especies de estudio.

El turco (Pinguipes brasilianus) (Fig. 2), también conocido como chanchito en la costa bonaerense
y en Uruguay y desde hace poco como salmonete (haciendo referencia a su parecido y parentesco
con el salmon de mar), se distribuye desde Rio de Janeiro (20° S) en Brasil hasta el golfo San Jorge
(45° S) en Argentina. Dentro de los golfos San Matias, San José y Nuevo es una de las especies mas
abundantes que habita los arrecifes rocosos, donde es cominmente visto por buzos que los describen
como animales “curiosos”. Esta especie, que al igual que el salmdn de mar pertenece a la familia
Pinguipedidae, es principalmente costera (comun hasta 50-60 m, aunque puede alcanzar los 150 m
de profundidad). Durante el dia, los turcos que viven en los arrecifes mas costeros realizan pequefias
migraciones asociadas a los ciclos de marea, ya que durante la marea alta se observan turcos en las
zonas intermareales rocosas, mientras que durante la marea baja aumenta su abundancia en los
arrecifes submareales. En las zonas intermareales se los observa con mucha actividad y patrullando
en busca de alimento (principalmente cangrejos, moluscos y también pequefios peces). Los turcos
que habitan los arrecifes costeros a lo largo del afio (hasta 15-20 m de profundidad), durante los
meses frios migran a otros mas profundos por debajo de los 20 m. Si bien realizan estos movimientos
entre areas costeras y areas mas profundas en general los individuos no se alejan demasiado de los
arrecifes que habitan. Esto podria deberse a que su alimento se encuentra en los arrecifes o en sus
cercanias. A su vez, el turco es presa de otras especies de peces que habitan los arrecifes rocosos,
como el salmén de mar y el mero. Presentan reproduccién ovipara con actividad en los meses mas
calidos, seguido de un periodo de recuperacion durante los meses mas frios (Irigoyen et al., 2018;
Villanueva-Gomila et al., 2015). Con respecto a la talla, los machos pueden alcanzar los 44 cm de
largo total y 1,2 kg de peso, mientras que las hembras pueden alcanzar los 42 cm de largo total y 0,9

kg de peso como maximo. Es considerada una especie de interés pesquero (lrigoyen et al., 2018).

El escrofalo (Sebastes oculatus) (Fig. 3) habita arrecifes desde el golfo San Matias hasta el extremo
sur del Atlantico y desde el extremo sur de Chile hasta Peru en el Pacifico, desde los primeros metros
de profundidad hasta aproximadamente los 300 m. Desde el norte del golfo San Jorge es la especie
mas abundante del ensamble de peces de arrecife. Pertenece a los escorpeniformes. Tiene una
reproduccion vivipara con actividad reproductiva durante los meses mas frios e inactiva durante los
meses mas calidos (Marcinkevicius, 2009; 2015). Es un predador principalmente nocturno que se
alimenta de pequefios peces e invertebrados asociados al fondo y también a la columna de agua. En

los arrecifes de baja profundidad (< 15 m) tiene un comportamiento principalmente criptico y se
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halla generalmente apoyado sobre el fondo u oculto a la sombra de grietas y cuevas. En los arrecifes
mas profundos suele estar “suspendido” sobre las rocas que habita, formando grupos junto con los
meros. Respecto a la talla, alcanza como maximo un Kilo de peso y 40 cm de longitud (Irigoyen et
al., 2018).

Estas especies fueron seleccionadas para este proyecto principalmente por su marcada fidelidad al
sitio que habitan. Al no ser migratorias y mantener una asociacion constante con los mismos arrecifes
0 con otros cercanos (lrigoyen et al., 2013; Galvan et al., 2009), se convierten en bioindicadores
especialmente valiosos. Esta permanencia espacial resulta crucial en estudios ecotoxicolégicos, ya
que permite vincular con mayor certeza la presencia de alteraciones biolégicas con condiciones
locales de contaminacion. Ademas, estas especies ocupan posiciones elevadas en la red tréfica
bentonica, son longevas y presentan habitos relativamente sedentarios, cualidades que refuerzan su

utilidad como modelos para evaluar impactos ambientales de origen antropico.

TALLA MAXIMA 40 cm TALLA FRECUENTE 30 cm

costero columna de

LUGAR DONDE HABITA

un ejemplar de turco (P. braS|I|aus) en su ambiente
natural. Imagen tomada de: https://www.proyectoarrecife.com.ar/ Cred. Fot. A. Irigoyen.

TALLA FRECUENTE 20 cm @ @

TALLA MAXIMA 40 cm

vOoOou

costero / columna de

agua LUGAR DONDE HABITA

\\\\
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Figura 3. Infografia con datos de la especie y fotografia de un ejemplar de escréfalo (S. oculatus) en su ambiente
natural. Imagen tomada de: https://www.proyectoarrecife.com.ar/ Cred. Fot. A. irigoyen.
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2.3. Muestreo.

Se obtuvieron un total de 37 individuos adultos de escrofalos (referencia: n=27, rango de talla:
16,0-32,3 cm; expuestos: n=10, rango de talla: 20,5-29,10 cm) y 22 individuos adultos de turcos
(referencia: n=13, rango de talla: 25,5-38,2 cm; expuestos: n=9, rango de talla: 26,5-32,4 cm)
mediante técnicas de pesca con linea o arpdn, durante los meses de enero a marzo del afio 2017
(temperatura 18,0 = 0,5 °C) (Fig. 4). Estos métodos de captura permiten una alta selectividad de
especies y tamafios, reducen el tiempo de manipulacion y minimizan la captura incidental y el
disturbio fisico en el arrecife. Luego los peces fueron sacrificados mediante la seccion espinal o
el pithing, ya que aseguran una muerte rapida e inmediata, lo cual es fundamental para minimizar
el sufrimiento animal y reducir el tiempo hasta la fijacion tisular, a pesar de que pueden generar
ciertos artefactos, como hemorragias en las branquias, que fueron considerados durante el analisis
histoldgico de estos 6rganos. Finalmente se registraron el peso y la talla de los individuos y se
colocaron en hielo hasta ser transportados al laboratorio donde se realizé la diseccion de los
mismos. Durante la diseccion se obtuvieron un arco branquial, el higado y el bazo de cada
individuo (Fig. 4) y se determind el sexo mediante la examinacion interna de las génadas. El
numero de muestras colectadas permite evaluar los parametros incluidos en la Tesis y representa
el nimero minimo de animales suficientes para obtener resultados validos y confiables
minimizando el impacto sobre el sitio de muestreo. Los mayores tamafios muestrales de
individuos de referencia, respecto de los individuos controles, se deben a que el disefio de
muestreo incluyé dos sitios de referencia y un Unico sitio expuesto. En el laboratorio, las muestras
fueron colocadas en cassettes histologicos previamente etiquetados y luego fijados en
formaldehido tamponado al 10%. En todos los casos, la fijacion se realiz6 durante 24-48hs con
agitacion ocasional para asegurar la fijacion uniforme de los tejidos. Las muestras se transfirieron
luego a alcohol al 70% hasta el momento del procesamiento histologico. El bazo, previo a la
fijacion, fue pesado para calcular el indice bazosomatico (IBS), que expresa el peso del 6rgano

como un porcentaje del total del cuerpo. Los valores de peso se expresaron en gramos.

Todos los procedimientos de manipulacion realizados durante este estudio estuvieron basados en
las recomendaciones realizadas para el cuidado y bienestar de peces (Canadian Council on
Animal Care 2005; Iwama GK 2007; Laborde 2021).
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Sitios Muestreados.
Temporada Verano (enero-marzo 2017)

Sitio CONTROL

_';"’g,‘ﬂ‘f;g\‘”’»&@ 5 e
AR l )
RTINS Organos evaluados

Procesamiento de individuos

Especies muestreadas

- Turco (Pinguipes brasilanus)
Sitio EXPUESTO send N
s 2 \
“"f;",':.
. i Higado Bazo
Escrofalo (Sebastes oculatus) Branquia =
}e
Sitio Control Sitio Expuesto
Escrofalos Turcos Escrofalos Turcos
Branquias N=26 N=12 N=10 N=9
Higados N=24 N=12 N=10 N=7

[

Bazos N=27 N=13 N=9 N=7

Tabla de preparados histolégicos evaluados

Figura 4. Disefio de muestreo. Se indican los sitios de toma de muestras (control y expuesto), las especies y 6rganos
evaluados y el nUmero de muestras obtenidos en cada caso.

2.4. Procesamiento histoldgico

Para iniciar el procesamiento histologico, las muestras de los tres 6rganos se deshidrataron en
baterias de etanol. Las branquias fueron ademas descalcificadas con una solucion buffer TRIS-
EDTA (pH 7.4), luego los organos fueron clarificados en xilol y se incluyeron en paraplast.
Posteriormente se realizaron cortes de 5 micras de espesor con un micrétomo de rotacion. Los
cortes obtenidos se colorearon con Hematoxilina-Eosina, tincion de rutina para poner de
manifiesto la estructura histoldgica de los 6rganos. Los preparados histoldgicos se observaron en
microscopio optico LEICA DM2500 con camara de fotos incorporada (DFC 450C). Se utilizo el
programa LAS V4.5 para procesar las imagenes obtenidas desde el microscopio. Todas las
imagenes histologicas presentes en este manuscrito fueron obtenidas durante el desarrollo de este

plan de Tesis y para la misma.

2.5. Determinacion de lesiones histologicas

Para cuantificar, estandarizar y establecer el grado de lesiones presentes en el higado y branquias de

las especies en estudio se utilizd el método propuesto por Bernet et al., (1999). EI mismo esta basado
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en el andlisis de la extension de la lesion en el 6rgano y la importancia patoldgica de la alteracion.
Este método semicuantitativo incluye la determinacion de indices sobre los que se pueden realizar
analisis estadisticos. EI método propone que las histopatologias registradas, para cada 6rgano
investigado, se clasifiqguen o engloben en cinco patrones de reaccion. Cada uno de ellos incluye
multiples alteraciones que afectan a unidades funcionales del 6rgano o a un érgano completo. Estos
patrones de reaccion buscan estandarizar las alteraciones histologicas segun los disturbios
ocasionados por la base de las mismas. De esta manera se describen 5 patrones: (1) los disturbios
circulatorios que comprenden todas las alteraciones circulatorias resultantes de una condicion
patoldgica del flujo de sangre y fluido tisular; (2) cambios regresivos, que abarcan los procesos que
culminan en una reduccién funcional o pérdida de un dérgano; ya sea atrofia, degeneracion y/o
necrosis; (3) cambios progresivos, aquellas alteraciones que conducen a un aumento de la actividad
de las células o los tejidos; (4) disturbios inflamatorios, relacionados a patologias inflamatorias e
inmunoldgicas; (5) tumores, que se presentan ante una proliferacion incontrolada de células y
tejidos. Este procedimiento ha sido ampliamente aceptado y replicado, desde sus inicios hasta la
actualidad, para la evaluacion, determinacion y comparacion de dafo tisular, originado por
exposicion a contaminantes ambientales (Magnoni et al., 2023; Sobral dos Santos et al., 2023;
Ragkovi¢ et al., 2015; Liebel et al., 2013; Schmidt et al., 1999).

En el caso de los bazos, sélo se consideraron los recuentos totales de centros de melanomacrofagos
(CMM) presentes en los mismos. La evaluacion de otras alteraciones histologicas, asi como el
calculo de indices histologicos estuvieron por fuera del alcance de este estudio. Los
melanomacrofagos (MM) son un tipo caracteristico de célula inmune en teledsteos, que se
encuentran predominantemente en el bazo. Su conjunto y asociacion se denomina centros de
melanomacrofagos. Estas estructuras son ampliamente utilizadas como indicadores de
contaminacién en estudios ecotoxicologicos ya que su numero y tamafio son susceptibles a
alteraciones en condiciones de exposicion a diversos tipos de contaminantes (Agius & Roberts,
2003).
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CAPITULO I™:

EVALUACION DE ALTERACIONES
HISTOPATOLOGICAS EN BRANQUIAS DE
PECES MARINOS EXPUESTOS A

CONTAMINACION

“Parte de este capitulo fue publicado como:

-Novacovsky, G. N., Palacios, M. G., & Sueiro, M. C. (2021). Epitheliocystis in wild marine fishes and its relation with
anthropogenic pollution. Journal of Fish Biology, 1-5. https://doi.org/10.1111/jfb.14826

-Novacovsky, G. N., Rubilar, T., & Sueiro, M. C. (2020). Primer registro de epiteliocistis en dos especies de peces de

arrecifes rocosos en golfo Nuevo (Chubut, Patagonia Argentina). Naturalia Patagonica, 16, 77-92.
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3.1. Resumen

Las branquias de los peces, adaptadas para un eficiente intercambio de gases e iones, también actlan
como principal via de entrada de toxicos y pueden ser severamente impactadas por los mismos
debido a su gran superficie de contacto directo con el agua. Por ello, su estudio histopatologico
permite evaluar el impacto de la contaminacion y diagnosticar el estado de salud de los peces y su
ambiente. En este capitulo se evaluaron los cambios histopatolégicos en branquias de individuos de
escrofalo Sebastes oculatus y turco Pinguipes brasilians, provenientes de sitios expuestos a
contaminacién antrépica y de sitios de referencia. Ambas especies mostraron principalmente
lesiones histopatoldgicas de leves a moderadas (como levantamiento del epitelio, aneurismas
lamelares y rupturas epiteliales), asi como mayores indices histopatélogicos de dafio en los sitios
expuestos a contaminacion. Estos resultados evidencian que dos de las especies mas representativas
de los arrecifes Norpatagonicos presentan dafios branquiales asociados a contaminantes, con posibles
consecuencias fisioldgicas que reflejan un estado de salud alterado. EIl uso de la histopatologia
resulté adecuada para diagnosticar estos efectos, destacando la importancia de su aplicacion en el

monitoreo ambiental de ecosistemas marinos afectados.
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3.2. Introduccion
3.2.1. Anatomia y funcion de las branquias

Los peces, al igual que los vertebrados terrestres, respiran oxigeno y liberan diéxido de carbono. El
oxigeno que consumen se encuentra disuelto en el agua en concentraciones muy bajas, cerca del 1%,
mientras que en el aire la concentracion de oxigeno es del 21%. Para poder capturar este gas los
peces tienen organos especializados llamados branquias. Las branquias se encuentran en la cavidad
faringea, a ambos lados de la cabeza, por detras de los ojos y delante de la aleta pectoral y se
comunican con el exterior mediante las hendiduras branquiales (Fig. 1). En peces teledsteos las
branquias estan cubiertas por el opérculo, una placa cartilaginosa movil que le otorga proteccion y
una adecuada circulacion del agua. Durante la respiracion el pez mantiene cerradas las hendiduras
branquiales y abre la boca, de manera tal que el agua entra a la cavidad bucal por succion.
Posteriormente procede a cerrar la boca y el agua pasa a través de los filamentos branquiales, donde
se produce el intercambio gaseoso gracias a un mecanismo de contracorriente con la sangre, siendo
expulsada hacia el exterior (Genten et al., 2009; Hughes & Morgan, 1973). Ademas de permitir el
intercambio de gases, estos drganos multifuncionales, estan involucrados también en el transporte

de iones, la regulacion acido-base y la excrecion de desechos (Genten et al., 2009).

Macroscopicamente, las branquias de los teledsteos estan compuestas por cuatro pares de arcos
branquiales que se extienden desde el suelo hasta el techo de la cavidad bucal (Fig. 1). Asociados a
estos arcos branquiales se ubican musculos abductores y aductores estriados, que facilitan el
movimiento de las branquias hacia posiciones respiratorias favorables (Genten et al., 2009;
Ferguson, 2006). En su parte anterior los arcos branquiales poseen una serie de proyecciones ¢seas
y/o cartilaginosas llamadas branquiespinas, que clasifican y posicionan los alimentos antes de que
pasen al es6fago y luego al estbmago o intestino. En su parte posterior cada arco branquial lleva una
serie de filamentos u holobranquias formados por dos mitades, las hemibranquias. Cada
hemibranquia posee multiples subdivisiones finas denominadas filamentos o laminillas branquiales
primarias. A su vez, cada uno de estos filamentos, posee una hilera de laminillas secundarias que
corren a cada lado y perpendicularmente a su eje. En la superficie de estas laminillas secundarias
tiene lugar el intercambio gaseoso y la combinacion de todas estas estructuras especializadas, tiene
como proposito, proporcionar una gran superficie de area para dicho intercambio (Genten et al.,
2009).
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Figura 1. Ubicacion y estructura macroscopica branquial.

https://www.dreamstime.com.

3.2.2. Histologia de las branquias

Histologicamente, cada uno de los arcos branquiales posee un armazon de tejido 6seo y/o
cartilaginoso cubierto por tejido epidérmico plano y en su superficie interna una membrana serosa.
Por ella discurren vasos sanguineos aferentes, eferentes y nutricios, desde y hacia las branquias, que
estan involucrados en el intercambio gaseoso, asi como en la perfusion sanguinea de la propia
branquia (Genten et al., 2009; Ferguson, 2006). En las laminillas primarias también estan presentes
un nucleo de cartilago que les brinda soporte, las arteriolas filamentosas aferentes y eferentes, y otros
vasos anastomosados que comprenden el seno venoso central (Fig. 2 y 3). Las laminillas primarias,
estan cubiertas por un epitelio, contiguo al de la cubierta de los arcos branquiales y al de la mucosa
de la cavidad oral, y una lamina de tejido conectivo laxo (Fig. 3 y 4). En este epitelio, ademas de las
células epiteliales planas, se encuentran células mucosas o caliciformes, secretoras de mucina, una
proteina que participa en la regulacion iénica y proteccion inmunoldgica, actuando como barrera
contra agentes patdgenos Yy sustancias toxicas (Fig.3). Otro tipo celular presente en el intersticio
filamentoso son los macr6fagos que constituyen la primera linea de defensa lamelar. En la porcion
basal de las laminillas primarias, principalmente en la union con las laminillas secundarias, se pueden
observar células de cloro, también Ilamadas osmoreguladoras, por su rol clave en el intercambio

ionico, y en procesos de aclimatacion salina y desintoxicacién (Genten et al., 2009; Hughes &
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Morgan, 1973) (Fig. 3). Las laminillas secundarias (Fig. 2; 3 y 4), constituidas como evaginaciones

del epitelio de las laminillas primarias, poseen una estructura histol6gica fundamental que consta de

una Unica capa de células epiteliales planas superpuestas o interdigitadas sobre una membrana basal,

sostenidas y separadas por células pilares dispuestas en filas (Fig. 4). Los espacios entre las células

pilares, llamados lagunas, estan colmados de eritrocitos y conectan las arteriolas aferentes y eferentes

(Fig. 4). Las células pilares contrctiles, controlan el didmetro de las lagunas, regulando asi el flujo

sanguineo y también tienen la funcion de soporte. En este epitelio también pueden encontrarse

células caliciformes (Genten et al., 2009; Morrison, 2007).

Figura 2. Seccion sagital a
través de un filamento
branquial normal de
individuos de escrofalo (S.
oculatus). Se  observan
numerosas laminillas
secundarias  paralelas y
filiformes (1), dispuestas casi
en angulo recto con respecto
al  filamento  (laminilla
primaria). El  esqueleto
cartilaginoso, que soporta la
lamina primaria, también es
evidente (2).
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Figura 3. Seccion sagital de un
filamento branquial normal de
individuos de escrofalo (S.
oculatus). (1)  Filamento
branquial o laminilla primaria.
(2) Laminillas secundarias con
red capilar central. (3)
Eritrocitos dentro del lumen
capilar  de las laminas
secundarias. (4) Seno venoso
central de la laminilla primaria
con eritrocitos (sangre
oxigenada). La direccion del
flujo sanguineo de las arteriolas
aferentes a las eferentes es
opuesta a la direccion del flujo
de agua sobre las laminillas
(intercambio a contracorriente).
(5) Células mucosas. (6)
Células de cloruro.

Figura 4. Porcién de una
seccion  sagital de una
branquia de turcos (P.
brasilianus). Cada laminilla
primaria (LP) esta cubierta por
un epitelio estratificado (1).
Las laminillas secundarias
(LS) estan recubiertas por un
delgado epitelio (2). Las
células pilares de soporte (3)
encierran los canales
sanguineos capilares (lagunas
llenas de eritrocitos (4).
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3.2.3. Las branquias como érganos indicadores de contaminacion

Las branquias de los peces han evolucionado para maximizar el intercambio de gases y el transporte
de iones mediante la disposicion morfologica de su tejido. De esta manera, la extensa superficie
respiratoria de las laminillas, asi como el amplio y delgado epitelio que perfila los filamentos,
proveen una gran area de contacto entre los peces y el agua ambiental. Sin embargo, aunque esto
facilita un intercambio eficiente de gases e iones, representa ademas una superficie de constante
exposicion a los toxicos y patdgenos que pueden estar presentes en el ambiente (Bonga & Lock,
2008). Dado que las branquias constituyen mas del 50% del area de superficie de un pez y son los
primeros 6rganos, junto con la piel, que entran en contacto con el agua, representan la principal via
de entrada de los toxicos en el organismo (Playle, 1998), pudiendo, como consecuencia, presentar
modificaciones en su estructura. Por ello, estos érganos son considerados primarios o blancos, y son
utiles para evaluar el efecto de la contaminacion sobre los peces (Poleksic & Mitrovic, 1994;
revisado por Mallat, 1985). En particular, el estudio histopatologico de las branquias puede dar idea
del grado de exposicién a contaminantes y facilitar la deteccion de respuestas fisiologicas de los
peces, estableciendo asi un diagnostico del estado general de salud tanto de los individuos como del
ambiente (Silva et al., 2009). En este sentido, existen numerosos trabajos que analizan la exposicién
de peces a contaminantes a través de los cambios histopatoldgicos branquiales, bajo distintas
condiciones y ambientes. Por ejemplo, Fonseca et al. (2016) en Portugal, encontraron mayor
extension y severidad de lesiones histopatoldgicas en branquias, asi como mayor prevalencia de
individuos afectados, en barbo comun Luciobarbus bocagei y boga Pseudochondrostoma sp. que
habitan sectores de rio con mayor contaminacion. Del mismo modo, en Macedonia, individuos de
carpa Squalius vardarensis, la prevalencia, extension y reversibilidad de las alteraciones
histopatoldgicas en las branquias reflejaron diferencias en los niveles de contaminacién de los rios,
siendo mayores en individuos provenientes de rios con niveles méas elevados de contaminantes
(Barisi¢ et al., 2015). En condiciones controladas se observd que a concentraciones crecientes de
arsenico, individuos de tilapia Oreochromis mossambicus mostraron diversas alteraciones
histopatoldgicas en las branquias, con una variacion dosis-pendiente respecto del tipo, extension y
severidad de las mismas, mientras que los individuos control no presentaron alteraciones (Ahamed
et al., 2013). Por su parte, Hasan et al. (2022), en Bangladesh, evaluaron el efecto de diferentes
concentraciones de hidrocarburos sobre branquias de tilapia del Nilo Oreochromis niloticus,

registrando que los individuos expuestos presentaban alteraciones de distinto tipo y severidad,
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respecto de los individuos control. A su vez, determinaron que la reversibilidad de las alteraciones
resulté dosis dependiente en la mayoria de los casos. Para Sudamérica también existen diversos
estudios donde la histologia branquial constituye un indicador de contaminacién. En Brasil por
ejemplo, en condiciones naturales, Santos et al. (2014) reportaron lesiones histologicas en branquias
de rébalo comin Centropomus undecimalis y sardina Sardinella sp que habitan lagunas expuestas a
mezclas de contaminantes no especificos. También en Brasil y en condiciones naturales, se
registraron alteraciones histopatoldgicas en 5 especies de peces (de diferentes niveles troficos)
provenientes de estuarios que histéricamente han sido afectados por la contaminacién por mercurio
y la industria azucarera (Sobral dos Santos et al., 2023). En Argentina, se han realizado trabajos
sobre especies de agua dulce, como por ejemplo en sistemas lagunares con contaminantes organicos
persistentes (COP). Ballesteros et al. (2017b) registraron alteraciones histopatolégicas en branquias
de pejerrey Odontesthes bonariensis y encontraron indices histopatolégicos mas altos en tejido
branquial de individuos expuestos a niveles méas elevados de COP. Leone et al. (2018) reportaron
que O. bonariensis provenientes de embalses con mayor contaminacion presentan mayores
prevalencias de lesiones e indices de alteraciones histopatoldgicas que los individuos que habitan
embalses con menor contaminacion. De igual manera, Troncoso et al. (2012) registraron que sabalos
Prochilodus lineatus, provenientes de sectores contaminados de cuencas fluviales presentan altos
indices de alteraciones histopatologicas y alteraciones morfométricas en sus branquias respecto de
los individuos que habitan zonas pristinas. En condiciones controladas, Ossana et al. (2019)
expusieron a madrecitas de agua Cnesterodon decemmaculatus a aguas receptoras de un rio
altamente contaminado, encontrando diferencias estructurales en las branquias en individuos

expuestos respecto de los controles.
3.2.4. Sintesis y objetivos de este capitulo

Los ejemplos expuestos evidencian que para distintas especies de peces, las alteraciones
histopatoldgicas en branquias son una respuesta frecuente a condiciones de exposicion a una amplia
variedad de contaminantes, tanto en condiciones naturales como experimentales y ya sea de forma
aguda o cronica. Si bien la mayoria de los trabajos que se encuentran en la literatura se han realizado
en el hemisferio norte y con especies de interés comercial, es evidente que para nuestro hemisferio
existe una creciente tendencia de estudios evaluando, en especies propias de esta region, los efectos

de la contaminacion sobre el estado histopatoldgico de las branquias. En este contexto, el objetivo
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que se presenta en este capitulo es evaluar los cambios histopatoldgicos en branquias de dos especies
marinas que integran el ensamble de peces de arrecifes Norpatagonicos, el escrofalo Sebastes
oculatus y el turco Pinguipes brasilianus. Para ello, se estudi6 y compard la histologia de las
branquias de individuos provenientes de sitios expuestos a contaminacion antropica y de sitios de
referencia. Los resultados obtenidos aportan informacion sobre el estado de salud de estos
organismos, lo que a su vez podria reflejar las condiciones ambientales del sistema acuatico bajo

estudio.
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3.3. Metodologia

Se procesaron histolégicamente un total de 58 arcos branquiales. Los preparados se observaron
en microscopio Optico LEICA DM2500 con camara de fotos incorporada (DFC 450C) con
aumentos de 10x, 20x y 40x de magnificacion. Los mismos fueron evaluados en una primera
instancia para realizar descartes por fallas que pudiesen haber sucedido durante la toma de
muestra y/o el procesamiento histolégico (conservacion; tincion, corte, montaje, etc) (total
descartes=1; quedando un n final de Pinguipes brasilianus=21 y Sebastes oculatus=36). Luego
se procedié a realizar el analisis histolégico y recuento de patologias. Los datos obtenidos se

analizaron como se detalla a continuacion.
3.3.1. Anélisis histopatologico

Para cada especie y por sitio, se determind la distribucion de las lesiones halladas mediante el calculo
de la frecuencia con la que se presenté cada tipo de lesion sobre el total de tipo de lesiones
registradas. Por otro lado, para cada alteracion histopatologica se calcularon las tasas de prevalencia

como el nimero de individuos que presenta la alteracion sobre el total de individuos observados.

La condicion histopatologica de las branquias fue establecida para ambas especies siguiendo el
método semicuantitativo propuesto por Bernet et al. (1999) (ver detalles en Metodologia general).
Las patologias se clasificaron en cinco patrones de reaccion (PR): circulatorios, progresivos,
regresivos, inflamatorios y neoplasicos, cada patron engloba distintas alteraciones patoldgicas.
Luego, a cada alteracion encontrada se le asigné un factor de importancia, que determina la
relevancia de la lesion dependiendo de cdmo afecta la funcion de las branquias y la capacidad de los
peces para revertir las mismas. El factor de importancia puede tomar tres valores, I: alteracién con
importancia patoldgica minima, la lesion es facilmente reversible cuando finaliza la exposicion a
irritantes; 11: alteracién con importancia patoldgica moderada, la lesion es reversible en la mayoria
de los casos si se neutraliza el factor estresante; y 111 alteracion de marcada importancia patologica,
la lesion es generalmente irreversible, conduciendo a la pérdida parcial o total de la funcién del
6rgano. También se asigné un valor de puntuacion segun el grado y extension de la alteracion
patologica. El valor de puntuacion puede ser cualquier nimero comprendido entre el 0 y el 6 e
indican 0: sin alteraciones patoldgicas; 1 y 2: ocurrencia muy leve y leve; 3: ocurrencia algo

moderada; 4 y 5: ocurrencia severa y muy severa y 6: aparicion grave (lesion difusa) (Tabla I). Con
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los factores de importancia y los valores de puntuacion establecidos se calcularon los siguientes

indices:

1) Indice de la branquia (lorq). Este indice representa el grado de dafio total en cada branquia. Es
la suma de las multiplicaciones de los factores de importancia y los valores de puntuacién de todos
los cambios histolégicos encontrados dentro de la branquia examinada. Un indice alto indica un alto
grado de dafio. El calculo de este indice permite comparar el grado de dafio de un mismo 6rgano en

diferentes individuos.

lorg= Y pr .Y ait (@ bra.prait- X W brg.prait)

Donde, brg: branquias (constante), pr: patron de reaccion, alt: alteracion, a: valor de puntuacion, W:

factor de importancia.

2) Indice de reaccion de las branquias (lorq pr). La calidad de las lesiones en una branquia se
expresa mediante este indice de reaccion. Se calcula mediante la suma de las multiplicaciones de los
factores de importancia y los valores de puntuacion de las alteraciones del patrén de reaccion

correspondiente. La suma de los cinco indices de reaccion de un 6rgano equivale al indice de érgano

| brgpr= D alt (a bra.rp.alt X W brq.pr.alt)

Donde, brg: branquias (constante), pr: patrén de reaccion, alt: alteracion, a: valor de puntuacién, W:

factor de importancia.

3.3.2. Parésitos metazoos y quistes bacterianos

Para cada individuo se registro el nimero total de parasitos y quistes bacterianos presentes sobre la
superficie total de cada preparado histoldgico. En el caso de los ectoparasitos se los clasifico hasta
nivel de clase. En el caso de quistes bacterianos se categorizo la presencia (individuos identificados

como positivos) o su ausencia (individuos identificados como negativos).
3.3.3. Tasa de prevalencia, intensidad y abundancia

Para los parasitos metazoos y los quistes bacterianos, las prevalencias fueron definidas como el
namero de individuos infectados para cada caso sobre el total de individuos examinados. Estas tasas
fueron calculadas por sitio y por especie. Los valores fueron expresados en porcentaje. Ademas para

los parasitos se calculd la abundancia media como el nimero total de parasitos dividido el nimero
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total de individuos examinados (incluyendo a los no infectados). Para los quistes bacterianos se
calcul6 la intensidad individual como la cantidad de quistes por seccion analizada sélo en individuos

infectados.

3.3.4. Analisis estadisticos

Las posibles diferencias de los indices calculados entre individuos provenientes de sitios expuestos
y control se evaluaron mediante test de ANCOVA de un factor, donde se establecié como factor fijo
el sitio (con dos niveles: EXP, expuesto; REF, referencia) y como covariable el largo total (LT),
debido a que la talla puede influir en los pardmetros estudiados. Los analisis se hicieron para cada
especie por separado. La normalidad y homocedacea de las variables fueron examinadas mediante
los tests de Kolmogorov y de Levene respectivamente. Los indices de reaccion circulatorios (Ibrqcirc)
y progresivos (lbrq prog) para ambas especies, asi como el indice branquia (Ibrq) €n turcos cumplieron
los supuestos para analisis paramétricos. En el caso de los indices de reaccion regresivos (lorg reg)
para ambas especies y el indice branquia (lerq) para escrofalos se aplicé la transformacion Logio
(variable+1). Los indices de reaccion inflamatorios (lorqinf) para ambas especies no se ajustaron a los
supuestos incluso después de la transformacion (variables muy asimétricas) y, por lo tanto, se

analizaron mediante pruebas no paramétricas de Mann-Whitney.

La prevalencia de paréasitos y quistes bacterianos se analizaron mediante pruebas de Chi cuadrado y
la abundancia parasitaria mediante un test no paramétrico de Mann-Whitney.
En todos los casos los resultados fueron considerados como significativos a un p < 0.05. Todos los

andlisis fueron desarrollados utilizando el programa SPSS 15.0.
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Tabla I. Herramientas de evaluacion histopatoldgica para branquias en relacion a los patrones de reaccion, a

la unidad funcional del tejido analizada y a categorias generales de alteraciones, con sus factores de

importancia correspondientes seglin Bernet et al. (1999).

i » Unidad funcional de y Factor de
Patron de reaccion . Alteracion . .
tejido importancia
Hemorragia |
) ] . . Hiperemia |
Disturbios Circulatorios _
Congestion |

Aneurisma/Talengiectasia

Cambios Regresivos

Epitelio

Alteraciones de arquitectura 'y

estructura

Alteraciones plasmaticas

Dep6sitos

Alteraciones nucleares

Atrofia

Necrosis

Tejido de soporte

Alteraciones de arquitectura 'y
estructura

Alteraciones plasmaéticas

Depositos

Alteraciones nucleares

Atrofia

Necrosis

Cambios progresivos

Epitelio

Hipertrofia

Hiperplasia

Tejido de soporte

Hipertrofia

Hiperplasia

Disturbios inflamatorios

Exudado

Infiltrado

Tumores

Tumores benignos

Tumors malignos
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3.4. Resultados

Para ambas especies, la estadistica descriptiva de los pardmetros determinados se encuentra en la
Tabla | en el Anexo Tabla adicional y Abreviaturas. En la misma se detallan los nimeros de muestras
utilizados, promedios, medianas, desvio estandar, minimos y méaximos de los datos morfométricos,

de la extension de cada alteracion histologica y de los indices de Bernet et al. (1999) calculados.
3.4.1. Andlisis histopatolégico

Para ambas especies se registraron un total de 14 lesiones histoldgicas tanto en sitios de referencia
como expuestos, con excepcion de la hiperplasia de células de cloruro que sé6lo fue registrada en
individuos provenientes de sitios expuestos a contaminacion. Las alteraciones encontradas se
correspondieron con los patrones de reaccion circulatorio, progresivo, regresivo e inflamatorio, no
habiéndose registrado lesiones incluidas en el patron neoplasico. Las mismas se describen a

continuacion segun el patron de reaccion en el que se incluyen:

Patron de reaccion circulatorio:

Congestion: Se observo dilatacion de los capilares laminillares con células sanguineas estancadas en
su interior, en algunos casos ademas se observé extravasacion de globulos rojos. La congestion se
registré asociada a edema y telangiectasia en multiples casos. Esta lesion posee un factor de
importancia grado I, es decir, con importancia patologica minima (afeccion de la funcionalidad de

la branquia) y la lesion puede revertirse cuando finaliza la exposicion a irritantes (Fig. 5).

Telangiectasia 0 aneurisma: esta alteracion en el sistema venoso, que se da como resultado de la
vasodilatacion, colapso de las células pilares y ruptura de la integridad vascular, se observd como
dilataciones bien delimitadas de los vasos sanguineos arteriales, con sangre acumulada y estancada
en su interior. Se la registro principalmente en el extremo distal de la laminilla secundaria (punta) y
asociada a la congestion y/o hemorragia en maltiples casos. Esta alteracion posee un factor de
importancia grado |, pero podria pasar a ser Il segun el grado de desarrollo y extensién de la misma,
es decir, con importancia patoldgica moderada y la lesidén podria revertirse en algunos casos si se

neutraliza el factor estresante (Fig. 6).
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Figura 5. Cortes histoldgicos de filamentos branquiales de individuos expuestos (A) escrofalo (S. oculatus)
indicando congestion en puntas laminillares secundarias (flechas) y (B) turco (P. brasilianus) indicando congestién
en epitelio distal de la laminilla primaria (flechas).
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Figura 6. Cortes histolégicos de filamentos branquiales de individuos expuestos (A) escréfalo (S. oculatus) y
(B) turco (P. brasilianus) indicando telangiectasias que afectan la punta de las laminillas secundarias (flechas).

Patron de reaccién progresivo:

Hiperplasia y/o hipertrofia de células mucosas: se observd como incremento en el nimero y/o
tamafo de las células mucosas presentes en el epitelio. En casos severos pudo observarse un
reemplazo casi total de las células epiteliales por las mucosas. Esta alteracion posee un factor de

importancia grado Il (Fig. 7).

Hipertrofia epitelial: se observo como un aumento en el grosor del epitelio que recubre las laminillas
primarias y/o secundarias, ocasionado por el aumento del tamafio de las células epiteliales. Esta

alteracion posee un factor de importancia grado | (Fig. 8).
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Hiperplasia epitelial: se observd como un aumento en el grosor del epitelio que reviste las laminillas
primarias y secundarias, ocasionado por un aumento en el nimero de células epiteliales. Esta

alteracion posee un factor de importancia grado Il (Fig. 8).

Hiperplasia en las puntas de las laminillas secundarias (también llamadas clubbing tips):
particularmente en los extremos distales de las laminillas secundarias (puntas), se observd una
hiperplasia severa, con crecimiento excesivo del tejido epitelial. En los casos més severos en los que
se presentd esta lesion, pudo evidenciarse fusion entre las puntas de las laminillas e incluso pérdida
de arquitectura normal y degeneracion del tejido. Esta alteracion posee un factor de importancia

grado 11 pero puede pasar a Il dependiendo de la severidad del caso (Fig. 9).

Fusion laminillar: Se observé cdmo las laminillas secundarias se fusionan entre si desde sus puntas,
su base o parte media (fusion parcial) y/o se fusionan completamente, en toda su extension, dando
lugar a la fusion severa o total (metaplasia). Se registr6 sobre las laminillas secundarias,
principalmente en zonas que presentaban hiperplasia epitelial en laminillas primarias. Esta alteracion

posee un factor de importancia grado Il (Fig. 10).

Metaplasia: se observd como una fusion total y severa de las laminillas secundarias. Se distinguieron
dos tipos de metaplasias, la mucosa, en la que se observd células mucosas como tipo celular
predominante sobre la superficie de la fusion y la metaplasia escamosa, similar a una fusion total,
pero las células superficiales son planas y no estan presentes las células mucosas. Ademas en algunos
casos pudo observarse atrofia o ausencia de capilares laminillares. Esta alteracion posee un factor de

importancia grado Il (Fig. 11).

Hipertrofia y/o hiperplasia de células de cloruro: se observé como un aumento de tamafio de células
de cloro presentes en el filamento. También pero menos frecuente, se observo un aumento en el

namero de las mismas. Esta alteracion posee un factor de importancia grado Il (Fig. 12).
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Figura 7. Cortes histologicos de filamentos branquiales de escréfalos (S. oculatus) muestreados en (A) sitio de

referencia, sin alteraciones histologicas y (B) en sitio expuesto, indicando hiperplasia e hipertrofia de células
mucosas en las laminillas primarias y principalmente en las laminillas secundarias (flechas).
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Figura 8. Cortes histogicos e filamentos branquiales

0

aumento de (A) 20x y (B) 40x. Las flechas largas indican aumento en el grosor del epitelio que reviste las laminillas
primarias (ELP) y las flechas cortas indican aumento del epitelio respiratorio en las laminillas secundarias, a causa

de hiperplasia e hipertrofia de células epiteliales.
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Figura 9. Cortes histologicos de filamentos branquiales de indiv (A) turco (P. brasilianus) y
(B) escréfalo (S. oculatus). Las flechas indican hiperplasia e hipertrofia epitelial en las puntas laminillares

secundarias (flechas).

o AT ) i A

Figura 10. Cortes histoldgicos de filamentos branquiales de individuos expuestos de (A) turco (P. brasilianus) y
(B) escrofalo (S. oculatus). Se indican fusiones en las laminillas secundarias iniciadas desde (A) las puntas y desde
(B) el epitelio de revestimiento de la laminilla primaria (flechas). Ademas puede observarse congestion (Co),

necrosis (Ne) y telangiectasias (Te).
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Figura 11. Cortes hlstologlcos de fllamentos branqwales de individuos expuestos de (A) escrofalo (S. oculatus)
indicando metaplasia escamosa (flecha) y de (B) turco (P. brasilianus) indicando metaplasia mucosa (flecha).
Ademas pueden observarse fusiones casi completas (Fu).

Figura 12. Cortes hlstologlcosde filamentos branqmales de |nd|V|duos expuestos de (A) escrofalo (S oculatus) y
de (B) turco (P. brasilianus) indicando hipertrofia de células de cloruro (flechas).

Patron de reaccion regresivo:

Levantamiento o lifting del epitelio: se evidencié como el levantamiento y/o desprendimiento de las
células epiteliales de las laminillas branquiales secundarias y las zonas interlamelares. En casos
severos se observé ruptura del epitelio y pérdida de estructura. Esta alteracion posee un factor de

importancia grado |, pero puede considerarse grado Il segun la gravedad del caso (Fig. 13).

Acortamiento o atrofia laminillar: se observé como un acortamiento en el largo de las laminillas
secundarias ocasionado por la reduccién del nimero y volumen de las células y/o disminucion de la
cantidad de componentes intracelulares. Esta alteracion posee un factor de importancia grado Il (Fig.
14).
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Necrosis: este estado morfoldgico de una célula o tejido, que aparece tras una pérdida irrevocable de
la funcion, se caracteriz6 por un dafio estructural irreparable en el tejido o un reemplazo del mismo
por tejido conectivo (fibrosis). Esta alteracién posee un factor de importancia grado I11, es decir,
posee marcada importancia patoldgica, es generalmente irreversible y conduce a la pérdida parcial
o total de la funcion del 6rgano (Fig. 15).

Edema: se observd como liquido tisular claro (que se ha filtrado desde los capilares al tejido),
frecuentemente rosado, estancado en el intersticio tisular. En ocasiones pudo observarse que la

presencia de edema provoco la separacion del epitelio laminillar de los capilares y células pilares

(levantamiento o lifting del epitelio). Esta alteracién posee un factor de importancia grado | (Fig.
13).
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Figura 13. Cortes hlstologlcos defllamentos branqwales de |nd|V|duos expuestos de escrofalo (S. oculatus)
indicando (A) edema y levantamiento del epitelio respiratorio leve y (B) severo.
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Figura 14. Cortes histologicos de filamentos branquiales de un individuo expuesto de escrofalo (S. oculatus)
indicando (A) acortamiento laminillar y (B) laminillas del mismo individuo de tamafio conservado (flechas).
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Figura 15. Cortes histoldgicos de filamentos branquiales de individuos expuestos de (A) escréfalo (S. oculatus) y
de (B) turco (P. brasilianus) indicando necrosis con degeneracion de tejido e infiltrado inflamatorio (flechas).

Patron de reaccion inflamatorio:

Infiltrado leucocitario: se observaron leucocitos que penetraron las paredes de los vasos sanguineos
e infiltraron el tejido circundante. Comunmente se observaron asociados con inflamacion e

hiperplasia. Esta alteracion posee un factor de importancia grado 11 (Fig. 17).
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Figura 17. Cortes hlstologlcos de fllamentos branqwales de |nd|V|duos expuestos de (A) turco (P. brasilianus) y
de (B) escrofalo (S. oculatus) indicando los puntillados de infiltrado inflamatorio (flechas). Se observa ademas
congestién (Co), proliferacién del epitelio de revestimiento del filamento (Pr) y necrosis localizada (Ne).

3.4.2. Distribucion de lesiones histoldgicas

La distribucion de las lesiones presentes para cada especie y sitio puede observarse en la Fig. 18.
Para ambas especies los individuos provenientes de sitios control tendieron a una distribucion de
frecuencia de lesiones mas irregular, mientras que los gréaficos para los individuos de sitio expuestos
sugieren una distribucién uniforme. Para los individuos control, de ambas especies, las lesiones mas
frecuentes estuvieron incluidas en los patrones de reaccion circulatorio y progresivo, mientras que
en los individuos expuestos estuvieron en los patrones circulatorio, progresivo y también en el
regresivo. Respecto de los escréfalos control, las cuatro lesiones méas frecuentes representaron casi
el 60% de la totalidad de las mismas y fueron hiperplasia de células mucosas (17,73%), congestion
(14,89%), hiperplasia epitelial (13,47 %) e hipertrofia epitelial (11,35%). De las 10 lesiones
restantes, tres representaron menos del 10% y siete representaron menos del 5% de la totalidad, entre
ellas, las menos frecuentes fueron el acortamiento lamelar (2,13%) y la hiperplasia de células de
cloruro, que no fue encontrada en escrofalos control. En el caso de los escréfalos expuestos, las
lesiones registradas mostraron frecuencias de 0 a 10%, siendo las predominantes la hiperplasia de
células mucosas, hipertrofia e hiperplasia epitelial (9,89% cada una) y congestién, fusion y
levantamiento (8,79% cada una). Mientras que de las ocho lesiones restantes reportadas, seis
representaron menos del 7% y dos de ellas (hiperplasia de células de cloruro e infiltrado leucocitario)

menos del 5% de la totalidad de las lesiones.
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Con respecto a los turcos, para los individuos control las tres lesiones méas frecuentes representaron
el 60% de la totalidad y fueron hiperplasia de células mucosas (22,22%), congestion (20,37%) y
fusion (16,67%). Mientras que de las 11 lesiones restantes, tres representaron menos del 10% y ocho
menos del 5% de la totalidad, entre las cuales, las menos frecuentes fueron hipertrofia epitelial,
metaplasia y necrosis (1,85% cada una) y la hiperplasia de células de cloruro, que no fue registrada
en turcos control. En el caso de los turcos provenientes de sitios expuestos las lesiones que
representaron el 70% del total fueron congestion e hiperplasia de células mucosas (12,33%),
hipertrofia epitelial y fusion (9,59% cada una) y telangiectasia, hiperplasia epitelial y levantamiento
(8,22% cada una). Mientras que, las siete lesiones restantes registradas representaron menos del 10%
de la totalidad de las lesiones.
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Figura 18. Distribucién porcentual de las lesiones histopatoldgicas registradas en (A) escréfalos (S. oculatus) y
(B) turco (P. brasilianus) provenientes de sitios expuestos a contaminacién antrépica (EXP) y de sitios de
referencia (REF).
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3.4.3. Prevalencias de lesiones histoldgicas

Las prevalencias (numero de individuos afectados con la lesion sobre el total de individuos
examinados) de las alteraciones histologicas registradas en las branquias de escrofalos y turcos de
sitios de referencia y expuestos se encuentran detalladas en la Fig. 19. Las patologias con mayor
prevalencia en ambas especies y sitios correspondieron a los patrones circulatorio, progresivo y
regresivo. Para los escrofalos control las lesiones mas prevalentes (>50%) fueron hiperplasia de
células mucosas (96%), congestion (80%), hiperplasia epitelial (73%), levantamiento del epitelio
respiratorio (65%) e hipertrofia epitelial (62%) incluidas en los patrones circulatorio, progresivo y
regresivo. El resto de las lesiones presentaron prevalencias entre el 10 y el 35% y estuvieron incluidas
en los patrones circulatorio, progresivo y regresivo. La menos prevalente fue el acortamiento (11%)
y ningun individuo presento hiperplasia de células de cloruro. En el caso de los escrofalos expuestos,
12 de las 14 lesiones reportadas tuvieron una prevalencia mayor o igual al 50%, siendo las mas
prevalentes la congestion, hiperplasia de células mucosas, hipertrofia e hiperplasia epitelial, fusion
y levantamiento, con prevalencias entre 80 y 90%. Estas alteraciones estuvieron incluidas en los
patrones de reaccion circulatorio, progresivo y regresivo. Seguidas, con prevalencias de entre 50 y
60%, se registraron telangiectasia, hiperplasia en puntas laminillares, acortamiento, metaplasia,
necrosis y edema, correspondientes a los patrones, progresivos, regresivos e inflamatorios. Por
altimo, las dos patologias con menor prevalencia fueron hiperplasia de células de cloruro (40%) e

infiltrado (30%), incluidas en los patrones de reaccion progresivo e inflamatorio respectivamente.

Con respecto a los turcos, para los individuos provenientes de sitios control, sélo dos alteraciones
histoldgicas de las 14 registradas, presentaron prevalencias mayores al 50%. Estas lesiones fueron
la hiperplasia de las células mucosas, presente en todos los individuos muestreados y la congestion
presente en el 92% de los individuos. El resto de las lesiones presentaron prevalencias de menos del
20%. Al igual que en los escrofalos, la hiperplasia de células de cloro no estuvo presente en este
grupo de individuos. Con respecto a los turcos provenientes de sitios expuestos, 10 de las 14 lesiones
registradas tuvieron una prevalencia mayor al 50%. Entre las cuales, la congestion y la hiperplasia
de células mucosas estuvieron presentes en la totalidad de los individuos, seguidas por telangiectasia,
hipertrofia epitelial, hiperplasia epitelial, fusion, metaplasia, hiperplasia en puntas laminillares,
levantamiento del epitelio y acortamiento laminillar. De las restantes lesiones, necrosis y edema
presentaron prevalencias de 33%, y al igual que en los escréfalos, las dos lesiones menos prevalentes,

fueron infiltrado e hiperplasia de células de cloruro (ambas11%).
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Figura 19. Prevalencias de

(A) escrofalo (S. oculatus) y (B) turco (P. brasilianus) provenientes de sitios

expuestos a contaminacion antropica (EXP) y de sitios de referencia (REF). Para las

abreviaturas de las lesiones ver Anexo Tabla adicional y Abreviaturas.
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3.4.4. Indices histopatologicos

Para los escrofalos se encontrd que los indices de reaccion progresivo, regresivo y el indice branquia
(total) fueron mayores en los individuos provenientes de sitios expuestos que en los individuos
control (Tabla Il). Mientras que los indices circulatorio e inflamatorio no mostraron diferencias entre
sitios (Tabla I1; Fig. 20). En el caso de los turcos, los indices de reaccion circulatorio, progresivo,
regresivo y el indice branquia fueron mayores en los individuos provenientes de sitios expuestos
respecto de los controles (Tabla Il1; Fig. 20). Para el patron de reaccion inflamatorio, tampoco se
encontraron diferencias entre sitios (Tabla 111; Fig. 20).

La influencia de la talla sobre las alteraciones registradas resulté no significativa (p > 0,05) para
todos los indices calculados, excepto para turcos respecto del indice de patron de reaccion

circulatorio (Isrqcirc p = 0,035).
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Figura 20. Diagrama de cajas de indices de reaccidn e indices branquia obtenidos
para (A) escroéfalos (S. oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus) mostrando los efectos
del sitio (REF: referencia, EXP: expuesto) segun los analisis de las Tablas 11 y I11. Los
efectos significativos se indican con asteriscos (** = p<0,01 * = p<0,05). Los
diagramas de caja representan medianas (lineas horizontales dentro de cajas),
percentiles 25y 75 (bordes de cajas) y minimos y maximos (bigotes).
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Tabla Il. Analisis estadisticos sobre los indices de reaccién e indice total de las alteraciones

histopatoldgicas en branquias de escrofalos (S. oculatus) de sitios expuestos y de referencia.

Indice Anélisis Estadistico n P
| Brg Inf Mann-Whitney U-test U = 106,000 36 0,413
| Brq circ ANCOVA F=2,358 36 0,134
Covariable LT 36 0,934
F=0,007
| Brq Prog ANCOVA F=29511 36 <0,010
Covariable LT 36 0,953
F=0,004
| Brq Reg ANCOVA F=57,945 36 <0,010
Covariable LT 36 0,802
F=0,064
| Brq ANCOVA F= 70,858 36 <0,010
Covariable LT 36 0,942
F=0,005

Nota. | grq inf = Indice de reaccion inflamatorio de las branquias. | erq circ = indice de reaccion circulatorio de las
branquias. | srq rrog = Indice de reaccion progresivo de las branquias. | srq reg = Indice de reaccion regresivo de las
branquias. | s = Indice branquia. LT = Largo total; n = nimero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que

resultaron significativos.
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Tabla I11. Analisis estadisticos sobre los indices de reaccion e indice total de las alteraciones histopatologicas
en branquias de turcos (P. brasilianus) de sitios expuestos a contaminacion antrépica y de referencia.

indice Analisis Estadistico n P
| Brg Inf Mann-Whitney U-test U = 52,000 21 0,917
| Brq circ ANCOVA F=7,501 21 0,013
Covariable LT 21 0,035
F=5,212
I qu Prog ANCOVA F = 4,768 20 0,042
Covariable LT 20 0,365
F=0,863
I qu Reg ANCOVA F = 9,173 21 <0,010
Covariable LT 21 0,235
F=1,509
| Br ANCOVA F=9,119 21 <0,010
Covariable LT 21 0,339
F=10,966

Nota. | grq inf= Indice de reaccion inflamatorio de las branquias. | srq circ = Indice de reaccion circulatorio de las branquias.
| Brq Prog = Indice de reaccion progresivo de las branquias. | s reg= Indice de reaccion regresivo de las branquias. | grq =
indice branquia. LT = Largo total; n = nimero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que resultaron

significativos.
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3.4.5. Parésitos metazoos y quistes bacterianos

Tanto para escréfalos como para turcos se identificaron y cuantificaron ectoparésitos metazoos
pertenecientes a la clase Monogenea (Van Beneden, 1858). Estos parasitos fueron encontrados
adheridos a las laminillas branquiales mediante su estructura de fijacion (opistohaptor) (Fig. 21). Asi
mismo, para ambas especies se registraron quistes bacterianos correspondientes a la enfermedad
infecciosa denominada epiteliocistis. Estos quistes se observan como estructuras basofilicas,
homogéneas, rodeadas por un halo claro, en el interior de células epiteliales de las laminillas. Su
presencia induce una hipertrofia de leve a moderada de la célula afectada y la translocacion del

ndcleo al margen de la misma (Fig. 22).

i 4.‘ A A W e > R .
Figura 21. Secciones histologicas branquiales de (A) escréfalos (S. oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus)

procedentes de sitios expuestos, parasitadas con monogeneos. Las flechas indican parasitos adheridos a las
laminillas branquiales secundarias a travées de su drgano de fijacion (opistohaptor).
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Figura 22. Secciones histologicas branquiales de (A) turcos (P. brasilianus) y (B) escréfalos (S. oculatus)
procedentes de sitios expuestos, infectados por epiteliocistis. Se observa la presencia de quistes. En ambos casos
se observan los quistes (flechas) en las células epiteliales de las laminillas branquiales, ubicandose en la base (A)
y en el centro y hacia la punta de las mismas (B). Estos inducen a una hipertrofia leve a moderada de la célula
afectada, con las bacterias formando un centro basofilico homogéneo rodeado por un halo claro y la translocacién
del nucleo de la célula huésped al margen de la misma. Puede observarse ademas la presencia de infiltrado
inflamatorio (Inf).

3.4.6. Prevalencia y abundancia de parasitos metazoos y quistes bacterianos

En el caso de los escréfalos, no se observaron diferencias entre los individuos expuestos y referencia
respecto de la prevalencia y abundancia de parasitos metazoos en branquias (Tabla V). Por su parte,
los turcos de sitios expuestos mostraron una mayor prevalencia de parasitosis respecto de los
individuos procedentes de sitios de referencia, mientras que la abundancia no difirié entre individuos
de ambos sitios (Tabla V).
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Tabla V. Prevalencia (P), abundancia media (AM) y desvio estandar (DE) de monogeneos encontrados en
el escrofalo (Sebastes oculatus) y en el turco (Pinguipes brasilianus) procedentes de sitios expuestos a

contaminacion (EXP) y referencia (REF).

Escréfalos Turcos

EXP(n=10) REF(n=26) EXP(n=9) REF(n=12)

P (%) 20 11,54 33,33 16,67*

AM+DE 0,20+042 0,19+0,57 0,33+0,50 0,17+0,39

Nota. n: tamafio de la muestra. * indican efecto significativo del sitio en la prevalencia a partir de pruebas de Chi-
Cuadrado (Escrofalos: X2 = 2,00, p = 0,16; Turcos: X? =5,12, p < 0,05).

Respecto de la epiteliocistis, tanto para escrofalos como turcos, se encontrd que la prevalencia de
esta enfermedad infecciosa fue mayor en los individuos provenientes de sitios expuestos, mientras

que la intensidad media no difirio entre sitios (Tabla V).

Tabla V. Valores de Prevalencia (P), intensidad media (IM), y desvio estandar (DE) de epiteliocistis en el
escrofalo (Sebastes oculatus) y en el turco (Pinguipes brasilianus) procedentes de sitios expuestos a

contaminacién antropica (EXP) y referencia (REF).

Escréfalos Turcos

EXP(n=10) REF(n=26) EXP(n=9) REF(n=12)

P 70 4* 44.4 7.7

IM+DE 0,13+0,13 0,17 £ - 0,25+£0,13 0,17 £ -

Nota. n: tamafio de la muestra; P (%); IM (quistes por seccién / filamentos por seccion). * Asteriscos indican efecto
significativo del sitio en la prevalencia a partir de pruebas de Chi-Cuadrado (Escréfalos: X? = 58,83; Turcos: X? = 29,93,

ambos p < 0,01).
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3.5. Discusién

En este capitulo se evaluaron los cambios histopatolégicos en branquias de escrofalo Sebastes
oculatus y turco Pinguipes brasilianus, expuestos a contaminacion antropica. Se encontrd, para
ambas especies, que los individuos expuestos presentaron mayores alteraciones en su histologia
branquial, respecto de los individuos que habitan las zonas control. Estos resultados estan alineados
con la hipotesis de que los contaminantes presentes en el medio acuatico pueden inducir lesiones y
dafios en 6rganos diana. Las principales lesiones histoldgicas de branquias observadas en escréfalos
y turcos expuestos a contaminacién estuvieron incluidas dentro de los patrones circulatorio,

progresivo y regresivo. A continuacion se discuten en detalle los resultados mas relevantes.

De las lesiones de origen circulatorio observadas, predomind la telangiectasia en distintos estadios
de desarrollo. Esta lesion se origina a causa de dafio o ruptura de las células pilares, lo que resulta
en la fusion de los capilares laminillares secundarios formando un espacio uniforme lleno de sangre.
Finalmente, se produce la dilatacion de la laminilla llegando, en algunos casos, a la destruccion de
la misma (revisado por Strzyzewska et al., 2016). Numerosos estudios han descripto esta lesion en
relacion a disturbios antropicos como la contaminacion (Sobral dos Santos et al., 2023; Hasan et al.,
2022; Ossana et al., 2019; Ale et al., 2018; Fonseca et al., 2016; Barisic¢ et al., 2015; Agamy, 2013b)
y se ha sugerido que podria estar ocasionada por un efecto directo de diversos xenobioticos sobre el

tejido branquial (Ternmink et al., 1983).

Dentro de los cambios progresivos o proliferativos, las principales lesiones fueron la hiperplasia e
hipertrofia epitelial, hiperplasia en las puntas laminillares y fusion parcial o total (metaplasia) de
laminillas secundarias. Estas lesiones se caracterizan por un aumento en el tamafio y/o actividad de
los tejidos, a causa de un aumento en el tamafio o en el nimero de sus células (Bernet et al., 1999).
Se cree que estos cambios representan mecanismos generales de defensa destinados a aumentar la
distancia entre el ambiente externo y la sangre, funcionando como una barrera frente a la entrada de
xenobioticos desde el agua hacia los vasos sanguineos branquiales y, posteriormente hacia la sangre
(revisado por Mallat, 1985). Si bien estos mecanismos tienen una funcion defensiva, también
aumentan la distancia entre la sangre y el oxigeno disuelto para el intercambio gaseoso, por lo tanto,
con el tiempo v la persistencia del irritante, conducen a una reduccion de la superficie respiratoria-
excretora de las branquias en detrimento de la eficiencia respiratoria (revisado por Mallat, 1985),
que eventualmente superara cualquier efecto protector contra la absorcién de contaminantes (Cengiz,

2006). Otro mecanismo de proteccion incluido en los cambios proliferativos, que ademas estuvo
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ausente en los individuos de sitios de referencia, fue la hipertrofia y/o hiperplasia de las células de
cloruro. EIl aumento en el tamafio y/o densidad de estas células se produce ante cambios en el
equilibrio i6nico que pueden ser causados por distintos factores estresantes en el agua, entre ellos
los contaminantes (Genten et al., 2009; Hughes & Morgan, 1973). De hecho, esta proliferacion ha
sido registrada en presencia de diversos tipos de contaminantes (Nimet et al., 2020; Ossana et al.,
2019; Neves et al., 2018; Ballesteros et al., 2017; Paulino et al., 2014; Agamy, 2013b) sugiriendo el
papel que juegan estas células en el extrusion o neutralizacion de tdxicos (Paulino et al., 2014;
Mallat, 1985; Crespo et al., 1981; Karnaky, 1980). Ademas, situaciones de exposicién continua
podrian resultar en el deterioro de las funciones respiratorias y osmorreguladoras de las branquias
(Agamy, 2013b; Paulino et al., 2012; Tang & Au, 2004).

Dentro de las lesiones degenerativas o regresivas se observaron principalmente, edema, lifting o
levantamiento de epitelio y acortamiento lamelar. EI edema, que puede estar acompafiado o no de
infiltrados de células y proteinas, es el resultado de un proceso inflamatorio que se inicia a través de
una dilatacioén de vasos sanguineos y congestion y continda con la extravasacion de componentes
sanguineos al tejido circundante (revisado por Wood, 2001; revisado por Mallat, 1985). El lifting
del epitelio laminar, que es el desprendimiento del epitelio respiratorio de la lAamina basal subyacente,
suele producirse debido a la acumulacion de liquido en el espacio subepitelial, es decir, es el
resultado de trastornos circulatorios, como congestion y edema (Roberts, 2012; Mallatt, 1985). El
acortamiento lamelar o laminillar se presenta a causa de atrofia tisular, es decir, reduccion en el
namero y volumen de células y/o decreciente cantidad de componentes intracelulares (Bernet et al.,
1999). Se cree que estas lesiones degenerativas también estan relacionadas con una funcién
defensiva, aumentando la distancia a través de la cual los irritantes presentes en el agua deben
difundir para alcanzar el torrente sanguineo (revisado por Mallat, 1985). Pueden ademas, con el
tiempo y la persistencia de los irritantes, presentar las mismas consecuencias sobre la funcion
respiratoria que las descriptas para las alteraciones proliferativas (revisado por Strzyzewska et al.,
2016; Banerjee, 2007; revisado por Mallat, 1985). Finalmente, otra lesion registrada de tipo
regresivo y de maxima importancia patolégica (Bernet et al., 1999), fue la necrosis. Esta lesién puede
conducir a un deterioro en la condicién de salud de los peces y podria sugerir que una mezcla
compleja de contaminantes estd presente en el ambiente (Montes et al., 2020). En este trabajo, la
lesion se presentd en escasos individuos y, en general, como necrosis aisladas y circunscriptas a

pequefias areas de extension. Sin embargo, a pesar de su baja prevalencia, las necrosis alteran de
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forma irreversible la superficie funcional de las branquias, pudiendo tener efectos negativos sobre la

salud de turcos y escrofalos expuestos.

Por otra parte, dentro de los patrones circulatorio y regresivo se registraron congestion vascular e
hiperplasia/hipertrofia de células mucosas, respectivamente. Si bien estas lesiones estuvieron en alta
prevalencia tanto en individuos expuestos como controles, su importancia patolégica es minima
siendo facilmente reversibles (Bernet et al., 1999). La congestion vascular se presenta por una
alteracion de las células pilares que provoca un aumento del flujo sanguineo dentro de las laminillas
branquiales, causando dilatacion de los capilares con células sanguineas estancadas en su interior,
en algunos casos puede acomparfiarse de extravasacion de globulos rojos (Bernet et al., 1999;
Takashima & Hibiya,1995). Al igual que en este trabajo, varios estudios sobre disturbios antrépicos
han registrado esta lesion tanto en individuos expuestos como controles (Ballesteros et al., 2017;
Fonseca et al., 2016; Barisi¢ et al., 2015), sugiriendo una baja especificad de la lesion respecto de la
contaminacion. Alternativamente, se ha reportado que dicha congestion puede aparecer como
resultado de lesiones mecanicas durante la captura, el transporte prolongado, y/o cultivos intensivos
(revisado por Strzyzewska et al., 2016; Noga, 1996). Por su parte, la hiperplasia y/o hipertrofia de
células mucosas en branquias es considerado un mecanismo de defensa que acta como barrera
protectora inmunoldgica (Fernandes & Mazon, 2003). Esta alteracion ha sido relacionada con la
salinidad, el pH del ambiente, el gradiente osmdtico, el estrés, la etapa del desarrollo, el estado

reproductivo, asi como a disturbios antropicos (Genten, 2009; revisado por Shephard, 1993).

En general, tanto para escrofalos como para turcos, el dafio integral de branquias registrado en
individuos expuestos a contaminacion fue mayor que para individuos referencia. Dicho dafio
histolégico fue cuantificado a través de indices que indican el grado de distribucion de las lesiones
a lo largo de las branquias, teniendo en cuenta tanto la prevalencia, como la extension o porcentaje
de afectacion y la importancia patologica de cada lesion (Bernet et al., 1999). En particular, los
indices de reaccion progresivos, que incluyen las lesiones con proliferacion de tejidos, y regresivos
que incluyen las lesiones degenerativas, asi como el indice branquia que indica la afeccién total del
organo, mostraron valores mas altos en los individuos de sitios expuestos en ambas especies. Esto
coincide con lo reportado para otras especies y sistemas, en presencia de una gran variedad de
contaminantes como metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos organicos
persistentes, compuestos organofosforados, carbamatos, organoclorados, herbicidas, compuestos

nitrogenados, y microplasticos, tanto en condiciones naturales (Sobral dos Santos et al., 2023; Nimet
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et al., 2020; Ballesteros et al., 2017b; Fonseca et al., 2016; Barisi¢ et al., 2015; Stentiford et al.,
2003) como controladas (Hasan et al., 2022; Fu et al., 2021; Ossana et al., 2019; Ale et al., 2018;
Monteiro et al., 2008; Simonato et al., 2008). Por ejemplo, Kosti¢-Vukovi¢ et al. (2021), encontraron
mayores indices en besugos comunes (Abramis brama) que habitan un rio de Serbia expuesto a aguas
residuales municipales no tratadas que contiene altas concentraciones de metales y metaloides. Del
mismo modo, en ciprinidos (Squalius vardarensis), que habitan rios de Macedonia impactados por
minas activas de Pb/Zn y desechos agricolas, registraron mayores indices en los individuos
provenientes de las zonas mas impactadas (Barisi¢ et al., 2015). En situaciones controladas, Agamy
(2013b) observd en meros de manchas marrones (Epinephelus chlorostigma) expuestos a
hidrocarburos, indices de reaccion y totales mas altos respecto de los controles. Ballesteros et al.
(2017), registraron indices mas altos en mojarritas (Jenynsia multidentata) expuestas
experimentalmente a aguas de un rio impactado con mezclas de contaminantes antropicos. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que estos indices poseen una alta sensibilidad como marcadores
de impacto antropico, posiblemente debido a que las lesiones incluidas en los mismos son aquellas
que aumentan la distancia de difusion entre el agua y la sangre como mecanismo de proteccion contra
la absorcion de irritantes como los contaminantes (Mohamed, 2009; Fernandes & Mazon 2003; Rev.
por Mallat 1985; Morgan & Tovell, 1973). Ademas, para turcos expuestos se registraron mayores
valores del indice circulatorio, que incluye lesiones originadas por una condicion patologica del flujo
sanguineo (Bernet et al., 1999). Esto podria sugerir una mayor sensibilidad de esta especie para este

tipo de lesiones, en un contexto de contaminacion.

Durante la evaluacién microscépica, ademas de las lesiones histologicas, se identificaron y
cuantificaron ectoparasitos metazoos pertenecientes a la clase Monogenea. Los mismos estuvieron
adheridos a las laminillas branquiales mediante su estructura de fijacion. Este tipo de parasitos son
platelmintos con un ciclo de vida simple y directo, cominmente encontrados en peces (Roberts,
2012; Reed et al., 2009). Su infeccion puede causar dafios fisioldgicos (p. €j., proliferacion celular,
inmunosupresion, alteracion del crecimiento y respuestas conductuales perjudiciales) o0 mecénicos
(p. €j., fusion de las ldminas branquiales, descamacion epitelial, hipertrofia y reemplazo tisular de
las branquias) (Roberts, 2012; Abdelmonem et al., 2010; Mansell et al., 2005). De hecho, en
escrofalos y turcos parasitados se observo dafio tisular en torno a los mismos con lesiones que
variaron desde infiltrados leucocitarios e hiperplasia del tejido epitelial hasta ruptura del epitelio,

hemorragias profusas y pérdida de arquitectura laminillar. Sin embargo, excepto para los turcos

Tesis doctoral Novacovsky, G.N. UNPSJB-2025
54



expuestos, que mostraron una mayor prevalencia de monogeneos respecto de los turcos referencia,
el resto de las variables (abundancia para ambas especies y prevalencia para escréfalos) no difirieron
entre los individuos expuestos y referencia. Por su parte, en el caso de los quistes bacterianos de la
enfermedad infecciosa denominada epiteliocistis, se encontré que tanto para escréfalos como para
turcos, la prevalencia fue mayor en los individuos provenientes de sitios expuestos. Estos resultados
concuerdan con la idea de que los contaminantes ambientales, a través del impacto en la salud general
de los individuos, pueden aumentar su susceptibilidad a contraer enfermedades (Roberts 2012). Asi
mismo, los contaminantes también podrian haber favorecido un aumento en la densidad de los
patdgenos, resultando en una mayor probabilidad de infeccién (Dar et al., 2020; Vethaak et al.,
1992). Hallazgos similares asociando la exposicion a contaminantes y la presencia de enfermedades
han sido reportados por otros autores (Blandford et al., 2018; Agamy, 2013; Nowak & LaPatra, 2006;
Schmidt-Posthaus et al., 2001).

En resumen, en este estudio se evidencia que dos de las especies marinas mas abundantes y
representativas de los ensambles de peces de arrecife de los golfos Norpatagdnicos, presentan dafios
en el tejido branquial asociados con la exposicion a contaminantes. Si bien, segun la importancia
patologica de las lesiones halladas, el dafio branquial puede ser clasificado de leve a moderado
(Bernet et al., 1999), estos dafios pueden afectar su estructura y funcion potencialmente resultando
en consecuencias negativas sobre la fisiologia de los organismos. De hecho, estudios previos en las
mismas especies, han mostrado alteraciones en parametros indicadores de estado inmunolédgico
(conteos leucocitarios, capacidad bactericida del plasma, niveles de anticuerpos naturales) y del
estado de salud general (hematocrito, factor de condicidn fisica, relacion neutréfilos/linfocitos,
cargas parasitarias) (Sueiro et al., 2017; Sueiro & Palacios, 2016). En consecuencia, estos resultados
permiten inferir una posible relacion entre las alteraciones histopatoldgicas branquiales registradas
y la presencia de contaminantes y evidencian un estado de salud alterado en las poblaciones

expuestas.
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CAPITULO II:

EVALUACION DE ALTERACIONES
HISTOPATOLOGICAS EN HIGADO DE
PECES MARINOS EXPUESTOS A
CONTAMINACION
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4.1. Resumen

El higado de los peces desempefia un papel clave en la desintoxicacion de contaminantes ambientales
por ser el 6rgano encargado de la biotransformacion y excrecion de los mismos. Diversos aspectos
funcionales y estructurales, contribuyen a su alta susceptibilidad al dafio quimico, siendo un érgano
blanco en contextos de contaminacion ambiental. Por ello, el estudio de las alteraciones histologicas
del higado es ampliamente utilizado para determinar el estado de salud de las poblaciones asi como
de los ambientes que habitan. En este capitulo se evaluaron los cambios histopatol6gicos en higados
de individuos de escréfalo S. oculatus y turco P. brasilians, provenientes de sitios expuestos a
contaminacién antropica y de sitios de referencia. Ambas especies mostraron lesiones
histopatoldgicas de moderadas a severas (como congestion, vasculitis, necrosis, infiltrados
inflamatorios, alteracion del nimero de centros de melanomacréfagos), asi como mayores indices
histopatdlogicos de dafio en los sitios expuestos a contaminacion. Estos resultados evidencian que
ambas especies presentan dafios hepaticos asociados a contaminantes, con posibles consecuencias
fisiologicas que reflejan un estado de salud alterado. El uso de la histopatologia hepatica resultd
adecuada para detectar estos efectos, destacando la importancia de su aplicacion en el monitoreo

ambiental de ecosistemas marinos afectados.
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4.2. Introduccioén

4.2.1. Anatomia y funcion del higado

El higado es el 6rgano abdominal més grande fuera del canal alimentario. Macroscopicamente es un
drgano macizo y homogéneo, que se ubica en la porcién anterior de la cavidad abdominal. En muchas
especies es bilobulado e incluso, en algunas, esta dividido en Iébulos que pueden extenderse a lo
largo del abdomen o se disponen estrechamente junto a otras visceras. Suele ser de color marrén
rojizo en especies carnivoras y de un marron mas claro en herbivoras, aunque en ciertas épocas del
afio puede tornarse amarillo o incluso blanquecino (Robert, 2012; Ferguson, 2006). En los peces, el
higado cumple funciones metabdlicas similares a las de los mamiferos. Es una glandula mixta con
porcion endocrina (compuesta por los hepatocitos) y porcion exocrina (sistema de conductos que
drena la bilis). Entre sus funciones metabolicas se destacan la asimilacion de nutrientes, la
produccion de bilis y el mantenimiento de la homeostasis metabdlica del organismo, incluyendo el
procesamiento de carbohidratos, proteinas, lipidosy vitaminas. También, interviene en la sintesis de
proteinas séricas, como la albimina, el fibrindgeno, los factores del complemento y las proteinas de
fase aguda. Ademas, el higado desempefia un papel clave en la desintoxicacion de productos de
desecho endogenos, asi como de compuestos exdgenos toxicos, como farmacos, metales pesados,
pesticidas, etc. (Robert, 2012; Genten et al., 2009; Ferguson, 2006) (Fig. 1).

i Canaliculo
Higado biliae Sinusoides

Arteria
hepatica

_ Vena porta ~
P

Ducto biliar Diada/triada portal Vena

Figura 1. Ubicacién y estructura del higado. Imagen modificada, obtenida de:
https://mww.dreamstime.com.
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4.2.2. Histologia del higado

La histologia del higado varia entre especies, pero existen caracteristicas generales que se encuentran
en la mayoria de ellas. Esta contenido dentro de una cépsula delgada de tejido fibroconectivo. Su
parénquima esta compuesto principalmente por hepatocitos poliédricos, con citoplasmas baséfilos y
nlcleos centrales que a menudo pueden observarse desplazados hacia la periferia por el acimulo de
vacuolas de glucogeno o grasa (Robert, 2012; Ferguson, 2006). Dichas vacuolas, que en reiteradas
ocasiones producen hinchazén de los hepatocitos, son frecuentes durante las fases fisioldgicas no
reproductivas y ademas pueden presentarse aun cuando la nutricion es incluso ligeramente inferior
a lo ideal (Robert, 2012). La membrana celular del hepatocito, en sus superficies laterales se evagina
formando microvellosidades que se proyectan hacia un espacio ubicado entre el hepatocito y el
sinusoide, denominado espacio perisinuidal, también conocido como espacio de Disse. Los
hepatocitos se disponen en laminas alrededor de los sinusoides, observandose como cordones
tubulares (Robert, 2012). La histologia del higado de los peces difiere de la de los mamiferos en que
los hepatocitos no tienden a formar cordones o lobulillos definidos y las tipicas triadas portales (vena
porta, arteria hepatica y conducto biliar) no son evidentes, en cambio, las “diadas” son mas comunes,
compuestas por un conducto biliar en conjunto con una vena o una arteriola. Ademas, las células de
Kupffer (macrofagicas) tipicas de los higados de mamiferos, en la mayoria de los teledsteos no estan
presentes (Robert, 2012; Ferguson, 2006). Los sinusoides, que se distribuyen de forma irregular entre
los hepatocitos, estan revestidos por células endoteliales que forman una lamina citoplasmatica muy
delgada. Los nucleos de estas células son alargados y protruyen hacia la luz sinusoidal. EI endotelio
se apoya en hebras fibrilares que forman un material semejante a una membrana basal, aunque no se
encuentra una membrana definida. Las células endoteliales que recubren los sinusoides estan
fenestradas lo que permite una comunicacion abierta entre la luz sinusoidal y el espacio de Disse
(Robert, 2012; Ferguson, 2006). Los conductos biliares también estan presentes dentro del
parénquima hepatico. Estos se originan como canaliculos entre hepatocitos adyacentes, y se
anastomosan para formar conductos de didmetro creciente. Luego se fusionan y, en la mayoria de
las especies, terminan en la vesicula biliar. Los conductos o canaliculos mas pequefios dentro del
higado estan revestidos por una sola capa de células epiteliales cuboidales. Los conductos mas
grandes pueden incorporar tejido conectivo y una capa muscular delgada (Genten, 2009; Ferguson,
2006). La estructura hepatica, principalmente la de los hepatocitos, varia considerablemente en

relacion directa con el sexo, la edad, la disponibilidad de alimento (especialmente en cuanto al
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contenido de glucogeno y grasa), la temperatura, las influencias endocrinas (fuertemente asociadas

a las condiciones de reproduccion), que a su vez estan reguladas por el ambiente, y la exposicion a

contaminantes. Ademas, los depdsitos de glucdgeno y el almacenamiento de grasa, que pueden

disolverse durante el proceso histolgico, producen una considerable variabilidad histolégica

(Robert, 2012; Genten et al., 2009; Ferguson, 2006) (Figura 2; 3; 4 y 5).
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Figura 2. Seccion histologica de
tejido hepatico de escréfalo (S.
oculatus) control. Se muestra la
apariencia del parénquima hepético
con cordones de hepatocitos
vacuolizados (Hp) y nucleos (Nu)
desplazados hacia la periferia
celular, distribuidos uniformemente
por el parénquima en torno a los
sinusoides (S). Ademas se observa
una diada hepatica compuesta por
vena central (\Vc) y conducto biliar
(Cb). Centro de melanomacro6fagos
(CMM)

Figura 3. Seccion histolégica de
tejido hepatico de escréfalo (S.
oculatus) control. Se observan
hepatocitos  vacuolizados  (Hp)
separados por sinusoides (S).
Pueden distinguirse ndcleos de
hepatocitos (Nu) desplazados hacia
la periferia celular. Ademés se
observa una diada hepética
compuesta por vena central (Vc)
(nbtese eritrocitos en su interior
(eri)) y conducto biliar (Cb).
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Figura 4. Microfotografia del
tejido hepatopancreético de turco
(P. brasilianus) control, muestra
la apariencia esponjosa del
parénquima hepatico, compuesto
principalmente por hepatocitos
poliédricos (Hp) y sinusoides (S).
También se distinguen dos acinos
pancreaticos (Ap), con granulos
de zimdgeno eosinofilicos (*).

Figura 5. Microfotografia del
tejido hepatopancreatico de turco
(P. Drasilianus) control. Se
observan cordones de hepatocitos
(Hp) separados por sinusoides (S).
Ademas se puede observar un
acino pancratico (Ap) con una
pequefia vena aferente (Va)
rodeada por células pancreaticas
piramidales (cp), con granulos de
zimdgeno eosinofilicos en su
interior (*).

Otras células presentes en el tejido hepatico de los peces teledsteos son los melanomacréfagos (MM),

que forman conjuntos llamados centros de melanomacréfagos (CMM). Estos consisten en agregados

de macrofagos que contienen diversos pigmentos como hemosiderina, lipofuscina y melanina y se

cree que poseen una funcidn de defensa (vease la descripcion general de MM y CMM en el Capitulo

I11). Los CMM al igual que el tejido hematopoyético presente en el higado, se encuentran en
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cantidades variables alrededor de los vasos mas grandes del higado aunque también se los puede
encontrar dispersos por el parénquima hepéatico (Robert, 2012; Genten, 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Cortes histoldgicos de higados de individuos de (A-B) escréfalo (S. oculatus) y hepatopancreas de (C-
D) turco (P. brasilianus). (A) Se destacan hepatocitos (Hp) vacuolizados, centro de melanomacréfagos (CMM) y
diada compuesta por una vena y un conducto biliar. (B) Pueden observarse cordoneces de hepatocitos (Hp)
vacuolizados, con nucleos desplazados. Centro de melanomacréfagos (CMM) en relacion a una vena central (Vc).
(C) Se destacan hepatocitos (Hp), acinos pancreaticos (Ap) y centro de melanomacrofagos (CMM). (D) Pueden
observarse hepatocitos (Hp) y sinusoides. Se indica un acino pancreatico (Ap) y un centro de melanomacréfagos
(CMM) en relacion al mismo.

En ciertas especies, como los turcos (Pinguipes brasilianus), el higado se presenta como un 6rgano
compuesto junto al tejido pancreéatico y se denomina hepatopancreas (Ferguson, 2006). En estos
casos, el pancreas rodea las ramas mas grandes de la vena porta hepatica como una glandula externa
y también suele estar distribuido dentro del parénquima hepatico formando islas (Robert, 2012). El
pancreas exocrino consiste en agrupaciones de células piramidales, organizadas principalmente en
acinos, al igual que en los mamiferos. Las células presentan un citoplasma basofilo oscuro, ndcleos
basales bien definidos, y numerosos granulos de zimdgeno eosinofilicos de gran tamafio, que
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contienen enzimas responsables de la digestion de proteinas, carbohidratos, grasas y nucledtidos
(Fig. 4 y 5). Los componentes enddcrinos del pancreas, los islotes de Langerhans, consisten en una
serie de estructuras ligeramente encapsuladas y de tincién débil, compuestas por pequefias células
fusiformes. El tamafio de las células de los islotes puede variar segun la estacion y, en algunas
especies, existe un islote principal conocido como cuerpo de Brockman (Robert, 2012). El pancreas
se comunica con el intestino a través de conductillos pancreaticos, los cuales se fusionan para formar
el conducto pancreético principal. Este ultimo desemboca, de forma directa o tras unirse al conducto
biliar comdn, en la parte proximal del intestino. Los conductillos pancreaticos y el conducto
pancredtico principal estan revestidos respectivamente por epitelio cibico a columnar (Ferguson,
2006) (Figura 3).

4.2.3. El higado como érgano indicador de contaminacion

El higado de los teleosteos es el 6rgano mas importante en la desintoxicacion de diferentes
contaminantes ambientales ya que es el principal encargado de la biotransformacion y excrecion de
xenobioticos (Robert, 2012; Ferguson, 2006; Bernet et al., 1999). Sin embargo, ante situaciones
prolongadas de exposicion o cuando las concentraciones de tdxicos superan la capacidad
biotransformadora y excretora hepatica, los compuestos toxicos tienden a acumularse en el higado
haciendo que la concentracion de los mismos sea mayor que en la de otros 6rganos e incluso que en
la del entorno que lo rodea (Health, 1995). Ademas, dado que el higado posee un flujo sanguineo
relativamente lento en comparacion con el gasto cardiaco (Gingerich, 1982) y una asociacion cercana
de los hepatocitos con el sistema biliar (Hinton & Lauren, 1990), la eliminacion de las sustancias
toxicas y sus metabolitos suele ser lenta. Estos aspectos de su funcionamiento e histologia,
contribuyen a que el higado tenga una alta susceptibilidad al dafio quimico, siendo un 6rgano blanco
en contextos de contaminacién ambiental. De hecho, el estudio de las alteraciones histoldgicas del
higado es ampliamente utilizado para determinar el estado de salud de los ambientes asi como de sus
poblaciones (Health, 1995; Hinton et al., 2001). En este sentido, existen numerosos registros de
cambios histopatolégicos en higados de diversas especies de peces expuestos a una amplia gama de
contaminantes, bajo distintas condiciones y ambientes. Por ejemplo, Agbohessi et al. (2015)
encontraron severos dafios en el tejido hepatico de peces silvestres (Tilapia guineensis y Clarias
gariepinus) que habitaban una cuenca algodonera impactada por pesticidas. Del mismo modo,

Santos et al. (2022), encontraron que ciprinidos endémicos de un rio de Portugal expuestos a mezclas
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de contaminantes presentaban lesiones hepéticas, respecto de los individuos controles. En
condiciones controladas Hasan et al. (2022) evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de
hidrocarburos sobre higados de tilapia del Nilo O. niloticus, registrando que los individuos expuestos
presentaban alteraciones evidentes, respecto de los individuos control. Del mismo modo, Kumar et
al. (2018) observaron que individuos de panga Pangasius hypophthalmus mostraron alteraciones
histopatoldgicas en higados cuando fueron expuestos a selenio. Observaciones similares en el
lenguado senelgalés Solea senegalensis fueron reportadas en condiciones controladas de exposicién
a sedimentos conteniendo metales pesados y compuestos organicos (Costa et al., 2009). Para
Sudamérica también existen diversos estudios donde la histologia hepatica ha sido utilizada como
un indicador de estado de salud de los individuos asi como de estado de contaminacion ambiental.
En condiciones naturales, Weber et al. (2020) reportaron lesiones histologicas en higados de dos
especies de peces nativas (Hoplias intermedius e Hypostomus affinis) expuestas a residuos mineros.
También, la exposicion a contaminacion de mercurio y productos derivados de la industria azucarera,
fue asociada a lesiones histopatologicas en especies de peces de diferentes niveles troficos (Sobral
dos Santos et al., 2023). Por su parte, Liebel et al. (2013), evaluaron el impacto antropico en dos
lagos a través de la evaluacion histologica en higados de dos especies de peces (Astyanax aff.
fasciatus y Oreochromis niloticus) encontrando indices histopatologicos mayores en individuos
provenientes de los sitios impactados respecto de los individuos controles. Por otro lado, en
condiciones controladas (test in situ), Camargo & Martinez (2007) en Brasil, encontraron
alteraciones en el tejido hepatico en un pez neotropical (Prochilodus lineatus) que habita un arroyo
contaminado con compuestos quimicos inorganicos. En Argentina, también se han realizado
numerosos estudios relacionando los cambios histopatologicos hepaticos en peces con la presencia
de contaminantes. La mayoria de los mismos han sido sobre especies de agua dulce, por ejemplo,
para madrecitas Jenynsia multidentata que habitan la cuenca de un rio expuesto a mezclas de
contaminantes se reportaron elevados indices histopatologicos (Maggioni et al., 2012). Del mismo
modo, Ballesteros et al. (2017b) registraron alteraciones en higados de pejerrey Odontesthes
bonariensis provenientes de una laguna expuesta a compuestos organicos persistentes (COP), y
encontraron indices histopatoldgicos superiores en individuos expuestos. En condiciones
controladas, Ossana et al. (2019) expusieron a madrecitas (Cnesterodon decemmaculatus) a aguas
receptoras de un rio altamente contaminado, encontrando alteraciones histoldgicas en los higados de

individuos expuestos respecto de los controles. Del mismo modo, Da Cufia et al. (2011), reportaron
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lesiones evidentes en el tejido hepatico en individuos de chanchita Cichlasoma dimerus expuestos

experimentalmente a un pesticida organoclorado.

4.2.4. Sintesis y objetivos de este capitulo

Al igual que en el caso de las branquias, los registros de lesiones histoldgicas en higados de peces
expuestos a contaminantes son numerosos. La variedad de especies, condiciones ambientales, tipo,
tiempo y concentracion de contaminantes donde se han encontrado alteraciones hepaticas, resalta la
nocion de que el higado es un érgano blanco de los contaminantes y que su estudio aporta
informacidn sobre el estado de salud de los individuos y su ambiente. En este contexto, dentro del
primer objetivo de esta tesis se incluyd la evaluacién de los cambios histopatolégicos en higados de
dos especies de peces Norpatagonicos, el escrofalo Sebastes oculatus y el turco, Pinguipes
brasilianus. Para ello, se estudio y compard la histologia de los higados de individuos provenientes
de sitios expuestos a contaminacion antrépica y de sitios de referencia. Con los resultados obtenidos,
se aporta informacion que permita establecer el estado de salud de los organismos, lo que a su vez

podria reflejar las condiciones ambientales del sistema acuéatico bajo estudio.
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4.3. Metodologia

Se procesaron histolégicamente un total de 56 higados. Los preparados histol6gicos se observaron
en microscopio Optico LEICA DM2500 con camara de fotos incorporada (DFC 450C) con
aumentos de 10x, 20x y 40x de magnificacion. Los mismos fueron evaluados en una primera
instancia para realizar descartes por fallas que pudiesen haber sucedido durante la toma de
muestra y/o el procesamiento histologico (conservacion; tincién, corte, montaje, etc.) (total
descartes=3; quedando un n final de Pinguipes brasilianus=19 y Sebastes oculatus=34). Luego,
se procedié a realizar el analisis histologico y recuento de patologias. Los datos obtenidos se

analizaron como se detalla a continuacion.

4.3.1. Analisis histopatolégico

Para cada especie y por sitio, se determind la distribucion de las lesiones halladas mediante el calculo
de la frecuencia con la que se presentd cada tipo de lesion sobre el total de tipo de lesiones
registradas. Por otro lado, para cada alteracion histopatologica se calcularon las tasas de prevalencia

como el nimero de individuos que presenta la alteracion sobre el total de individuos observados.

La condicidn histopatoldgica de los higados fue establecida para ambas especies siguiendo el método
semicuantitativo propuesto por Bernet et al. (1999) (ver detalles en Metodologia general). Los
detalles fueron descriptos en el Capitulo I, Seccion 3.3.1. Analisis hitopatoldgico. Brevemente, las
patologias fueron clasificadas en cinco patrones de reaccion (PR): circulatorios, progresivos,
regresivos, inflamatorios y neoplasicos, que engloban distintas alteraciones patologicas. Luego, a
cada alteracion encontrada se le asignd un factor de importancia y valor de puntuacion (Tabla I).
Con estos valores establecidos se calcularon los siguientes indices (para mayores detalles ver

Capitulo I; 3.3.1. Andlisis histopatologico).

1) Indice del higado (lnig). Este indice representa el grado de dafio total en cada higado.

Ihig= > pr . ait (@ hig.prait- X W hig.pr.alt)

Donde, hig: higados (constante), pr: patrdn de reaccion, alt: alteracion, a: valor de puntuacion, W:

factor de importancia.
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2) Indice de Reaccion de los higados (Inig rp). La calidad de las lesiones en un higado se expresa

mediante este indice de reaccion
I higrp= Y att (2 hig.rpait X W hig.pr.alt)

Donde, hig: higado (constante), pr: patrén de reaccion, alt: alteracion, a: valor de puntuacién, W:
factor de importancia.

En el caso de los turcos, que presentan hepatopancreas, se describieron las patologias registradas
sobre el parénquima pancreatico o en relacién estrecha con el mismo, pero no fueron tenidas en
cuenta para los calculos de los indices histopatoldgicos ni estuvieron incluidas en los analisis
estadisticos, para evitar sobreestimar los resultados de esta especie. Es decir, s6lo se consideraron

las lesiones relacionadas a la porcion hepatica del 6rgano.
4.3.2. Recuento de centros de melanomacrofagos

Para ambas especies y sitios se realizo el recuento total de CMM presentes en cada preparado,

utilizando un contador mecanico para tal fin.
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4.3.3. Tasa de prevalencia y abundancia de parésitos metazoos

Para cada individuo se registrd el nimero total de parasitos metazoos o quistes parasitarios presentes
sobre la superficie total de cada preparado histologico.

Para los parésitos helmintos las prevalencias fueron definidas como el ndimero de individuos
infectados sobre el total de individuos examinados. Estas tasas fueron calculadas por sitio y por
especie de hospedador. Los valores fueron expresados en porcentaje. La abundancia media se calculo
como el nimero total de parésitos dividido el namero total de individuos examinados (incluyendo a

los no infectados).

4.3.4. Andlisis estadisticos

Las posibles diferencias de los indices calculados, y los recuentos de CMM entre individuos
provenientes de sitios expuestos y control se evaluaron mediante test de ANCOVA de un factor,
donde se establecié como factor fijo el sitio (con dos niveles: EXP, expuesto; REF, referencia) y
como covariable el largo total (LT), debido a que la talla puede influir en los parametros estudiados.
Los analisis se hicieron para cada especie por separado. La normalidad y homocedacea de las
variables fueron examinadas mediante los test de Kolmogorov y de Levene respectivamente. Los
indices de reaccién circulatorios (Inigcirc) Y regresivos (lnigreg) Y los indices higado (lnig) cumplieron
los supuestos para los test paramétricos en ambas especies, asi como los indices de reaccion
progresivo (lhig prog) € inflamatorio (Iniginf) para los turcos. En el caso de los indices de reaccion
progresivo (lnig prog) € inflamatorio (lnig inf) para escrofalos y los recuentos de centros de
melanomacréfagos para ambas especies, se les aplico la transformacion Log 10 (variable+1). Ninguno
de los dos indices (lnig prog; Iniginf) S€ @justaron a los supuestos incluso después de la transformacion
(variables muy asimétricas) y, por lo tanto, se analizaron mediante pruebas no paramétricas de Mann-
Whitney.

La prevalencia de parasitos metazoos se analizé mediante pruebas de Chi cuadrado y la abundancia
parasitaria mediante un test no paramétrico de Mann-Whitney.
En todos los casos los resultados fueron considerados como significativos a un p < 0,05. Todos los

andlisis fueron desarrollados utilizando el programa SPSS 15.0.
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Tabla I. Herramientas de evaluacion histopatoldgica para higados en relacion a los patrones de reaccion, a la

unidad funcional del tejido analizada y a categorias generales de alteraciones, con sus factores de importancia

correspondientes segun Bernet et al. (1999).

Patron de reaccion

Unidad funcional de tejido

Alteracion

Factor de importancia

Disturbios Circulatorios

Hemorragia

Hiperemia/congestion

Dilatacion sinusoides

Cambios Regresivos

Tejido hepatico

Alteraciones de arquitectura y
estructura

Alteraciones plasméticas

Depositos

Alteraciones nucleares

Atrofia

Necrosis

Tejido intersticial

Alteraciones de arquitectura y

estructura

Alteraciones plasmaticas

Depdsitos

Alteraciones nucleares

Atrofia

Necrosis

Ducto biliar

Alteraciones de arquitectura y
estructura

Alteraciones plasmaticas

Depdsitos

Alteraciones nucleares

Atrofia

Necrosis

Cambios progresivos

Tejido hepatico

Hipertrofia

Hiperplasia

Tejido intersticial

Hipertrofia

Hiperplasia

Ducto biliar

Hipertrofia

Hiperplasia

Disturbios inflamatorios

Exudado

Infiltrado

Tumores

Tumores benignos

Tumores malignos
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4.4. Resultados

Para ambas especies, la estadistica descriptiva de los pardmetros determinados se encuentra en la
Tabla Al en el Anexo Tabla adicional y abreviaturas. En la misma se detallan los nimeros de
muestras utilizados, promedios, medianas, desvio estandar, minimos y maximos de la extension de

cada alteracion histoldgica y de los indices de Bernet et al. (1999) calculados.
4.4.1. Analisis histopatolégico

Para los escrofalos, se registraron un total de nueve lesiones en los individuos de sitios de referencia,
y 10 en los individuos expuestos. En los hepatopancreas de los turcos se registraron un total de 12
lesiones en ambos sitios. Las alteraciones encontradas se correspondieron con los patrones de
reaccion circulatorio, progresivo, regresivo e inflamatorio, no habiéndose registrado lesiones
incluidas en el patron neoplasico. Las mismas se describen a continuacion segun el patron de

reaccion en el que se incluyen:

Patron de reaccion circulatorio:

Congestion vascular: se observo dilatacion de los vasos sanguineos, con celulas sanguineas
estancadas en su interior. Se observé con mayor frecuencia en la vena central. Esta lesién posee un
factor de importancia grado I, es decir, con importancia patolégica minima y la lesion puede

revertirse cuando finaliza la exposicion a irritantes (Fig. 7).

Dilatacion de sinusoides: se observaron sinusoides dilatados por excesivo contenido de células

sanguineas en su interior. Esta lesion posee un factor de importancia grado | (Fig. 7).
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Figura 7. Cortes histoldgicos de higado y hepatopancreas de individuos expuestos de (A-B) escréfalo (S. oculatus)
y (C) turco (P. brasilianus). (A) Sinusoides (S) congestivos y dilatados con sangre en su interior. La congestién
se distribuye uniformemente en el preparado. (B) Sinusoides (S) congestivos y dilatados, venas ventrales (Vc¢)
congestivas y centros de melanomacréfagos (CMM). (C) Se destacan sinusides (S) congestivos y dilatados, venas
centrales (\Vc) congestivas, un acino pancreatico (Ap) y un centro de melanomacréfagos (CMM) en relacién al
mismo.

Patrén de reaccién progresivo:

Vasculitis: se observd como incremento en el grosor de la pared de los vasos sanguineos por
proliferacién (hiperplasia) de su tejido conjuntivo. Esta lesién posee un factor de importancia grado
I1, es decir, con importancia patologica moderada y la lesion podria revertirse en algunos casos si se

neutraliza el factor estresante (Fig. 8).

Hiperplasia del conducto biliar: se observé como una proliferacion de tejido epitelial y/o conjuntivo
de los conductos biliares. Debido al aumento en el nimero de capas de células epiteliales y/o al
aumento de la cantidad de fibroblastos y fibras coldgenas que se disponen en forma concéntrica en
torno a los conductos. En reiteradas ocasiones se presentd asociada a infiltracion inflamatoria y
melanomacrofagos. Esta lesion posee un factor de importancia grado Il (Fig. 9).
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Figura 8. Cortes histolgicos de higado de individuos expuestos de escréfalo (S. oculatus). (A) Vasculitis
(incremento de grosor de la pared vascular (Pv)) por proliferacion de tejido conectivo. En el interior de la vena
central (\Vc) se observan eritrocitos (Eri). El area presenta una alta densidad de centros de melanomacréfagos
(CMM). (B) Vasculitis (Pv). Vena central (\Vc) con eritrocitos (Eri). (C) Vasculitis (Pv), eritrocitos (eri) en vena
central (\Vc) y alta densidad de centros de melanomacréfagos (CMM).

Figura 9. Corte igado de individu oculatus) y (B) turco (P.
brasilianus). (A) Diada hepética compuesta por una vena central (\Vc) y conducto biliar (Cb) que presenta
hiperplasia conjuntiva. Centro de melanomacrofagos (CMM). (B) Conducto biliar (Cb) con hiperplasia conjuntiva
e infiltracion leucocitaria (Inf). Se observa ademas acino pancreatico (Ap).
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Patréon de reaccion regresivo:

Vacuolizacion de hepatocitos: en pocos casos se observaron pequefias vacuolas en el citoplasma
celular. Pero la mayoria de las veces se observé una vacuola grande que desplaza al citoplasma vy al
nlcleo hacia la periferia de la célula. Se encontraron dos tipos de vacuolizacién, difusa que afecto a
todo el parénquima hepatico o la mayoria del mismo y, focal, que ocurrié con menor frecuencia, y
se caracterizd por células vacuolizadas que formaban focos en éareas de diversos tamafios. Pudo
evidenciarse ademas, que en algunos casos el nicleo también sufrié cambios como elongacion o
“forma de medialuna”, condensacion de cromatina y densidad Optica nuclear aumentada. La
vacuolizacién de los hepatocitos también es, a su vez, una hipertrofia celular debido a que cursa, en
algunos casos, con un agrandamiento en el tamafio celular. De hecho, en los casos en los que el
agrandamiento fue extremo, se pudo observar la ruptura celular y nucleos picnoéticos. Si bien la
hipertrofia corresponderia al patron de reaccion progresivo, este tipo de lesién se ubicd en los
cambios regresivos debido a que esta dada por una vacuolizacion que puede ser degenerativa e
incluso llevar a la ruptura y/o muerte celular. Esta lesién posee un factor de importancia grado II
(Fig. 10).

Degeneracion grasa: se observo como una gota lipidica grande en el citoplasma de los hepatocitos,
que desplazaba el nucleo hacia la periferia. En algunos casos, el nlcleo celular no estaba presente
observandose como vacuolas lipidicas aisladas. En otros casos, las vacuolas provocaron la ruptura
de la membrana celular y alteraciones nucleares. Esta lesion posee un factor de importancia grado Il
(Fig. 10,11).

Degeneracion eosinofilica: los hepatocitos alterados presentaron un citoplasma mas eosinofilico
(acidofilo), es decir, retenian mayor cantidad de eosina. En ocasiones, esta coloracién estuvo
acompafiada de una alteracion en la forma y tamafo celular, perdiendo su contorno poliédrico
habitual y presentando hipertrofia. Estos focos se encontraron ocasionalmente asociados con

hiperplasia de los vasos sanguineos. Esta lesién posee un factor de importancia grado Il (Fig. 12).

Edema: se registrd principalmente en espacios periportales y se caracterizé por una separacion entre
el parénquima hepatico y los vasos presentes en dicho espacio. Se observé como liquido tisular claro
(que se ha filtrado de los capilares al tejido), frecuentemente rosado. Esta lesion posee un factor de

importancia grado | (Fig. 13).
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Necrosis hepatocelular: este estado patologico de una célula o tejido que aparece tras una pérdida
irrevocable de la funcién, se evidencié en algunos casos como eosinofilia, los hepatocitos
presentaron un aspecto vitreo o claro, acompafiado de picnosis nuclear o incluso, ausencia del
nlcleo. En ciertos casos, las necrosis fueron puntuales, circunscriptas a un area, en otros aparecieron
difusas por el parénquima y en reiteradas oportunidades se observaron asociadas a los vasos
sanguineos con presencia de infiltrados linfociticos y melanomacréfagos. Esta alteracién posee un
factor de importancia grado 11, es decir, posee marcada importancia patologica, es generalmente

irreversible y conduce a la pérdida parcial o total de la funcion del 6rgano (Fig. 14).

Necrosis del conducto biliar: se observd en reiteradas oportunidades cuando estaba presente la
hiperplasia del conducto descripta con anterioridad. En estos casos se puedo observar dicha
hiperplasia pero asociada a necrosis circunscripta a la misma. Esta alteracion posee un factor de

importancia grado 111 (Fig. 15).

Alteraciones nucleares: se observaron asociadas a otras patologias como vacuolizacion en donde el
nucleo se observo desplazado hacia la periferia o, en casos severos de vacuolizacion, se observo
ruptura celular con pérdida de nucleos. También se observo en los casos de necrosis en los que el
nucleo se encontro picnético (aspecto condensado) o incluso inexistente. Esta alteracion posee un

factor de importancia grado 11 (Fig. 10 y 14).
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Figura 10. Cortes histolégicos de higado de individuos expuestos de (A-B) escrofalo (S. oculatus) y (C) turco (P.
brasilianus). (A) Cordones de hepatocitos (Hp) vacuolizados con citoplasma claro y nicleos (Nu) desplazados
hacia la periferia celular; dispuestos en torno a los sinusoides (S). Vena central (\Vc). (B) Hepatocitos vacuolizados
(Hp), ndcleos (Nu) periféricos, sinusoides (S). Puede observarse ademas, eosinofilia citoplasmatica. (C)
Vacuolizacion focalizada de hepatocitos (Hp), se indican nicleos (Nu), acino pancreatico (Ap) y centro de
melanomacréfagos (CMM).

Figura 11. Corte histologico de hl'ado de individuo expuesto de turco (P. brasilianus). Se indica vacuolas o “gotas”
lipidicas aisladas (gl) sin nucleos, entre el parénquima hepético y los acinos pancredticos (Ap). Vena aferente
pancreética (Va).
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Figura 12 tos de escrdfalo (S. oculatus). (A) Hepatocitos con
eosinofilia citoplasmatica, vena central (\Vc) con eritrocitos (eri), sinusoides (S) congestivos y centros de
melanomacréfagos (CMM). (B) Area de hepatocitos con citoplasma eosinofilico (Hp) y nucleos (Nu) de los
mismos, venas centrales (Vc) congestivas y centro de melanomacréfagos (CMM).
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Figura 13. Cortes histolégicos de higado de individuos expuestos de escréfalo (S. oculatus). (A) Cordones de
hepatocitos con eosinofilia citoplasmatica y vacuolizacién, en torno a sinusoides congestivos. Venas centrales (Vc)
congestivas. Se indica edema (Ed) perivascular con infiltrado inflamatorio asociado. Conducto biliar (Cb), centro
de melanomacréfagos (CMM). (B) Cordones de hepatocitos vacuolizados con leve eosinofilia citoplasmatica.
Edema (Ed) entre hepatocitos que separa los mismos.

[
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Figura 14. Cortes histolégicos de higado de individuos expuestos de escrofalo (S. oculatus). (A) Area de necrosis
(Ne) con infiltrados inflamatorios (Inf) y melanomacréfagos (MM). Se indica (flecha) zonas de marcada pérdida
de estructura celular y ndcleos. (B) Zona de necrosis (Ne), con pérdida de estructuras celulares, presencia de edema

(Ed) y eritrocitos (eri). Hepatocitos con eosinofilia citoplasmatica.
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Figura 15. Cortes histoldgicos de higado de individuos expuestos de turco (P. brasilianus). (A) Conducto biliar
(Cb) con hiperplasia (Hp) conjuntiva, rodeado por necrosis (Ne) e infiltrado inflamatorio (Inf) circunscriptos a la
hiperplasia. (B) Necrosis (Ne) e infiltrado inflamatorio (Inf) en torno y circunscriptos a un conducto biliar (Cb)
con hiperplasia conjuntiva (Hp). Las lesiones estan en proximidad a acinos pancreaticos.

Patron de reaccion inflamatorio:

Infiltrado: se observaron principalmente como agrupaciones de linfocitos que frecuentemente
estuvieron asociados con melanomacréfagos y en torno a las venas centrales. Ademas, se notaron
infiltrados difusos compuestos predominantemente por linfocitos dispersos dentro del parénquima
hepatico. Esta alteracion posee un factor de importancia grado Il (Fig. 9; 14; 15y 16).
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Figura 16. Cortes histolégicos de higado de individuos expuestos de (A-B) escréfalo (S. oculatus) y (C-D) turco
(P. brasilianus). (A) Infiltrado inflamatorio (Inf) difuso entre los hepatocitos. (B) Venas centrales (Vc)
congestivas, edema perivascular (Ed) asociado a infiltrado inflamatorio (Inf). Centros de melanomacro6fagos
(CMM). (C) Area de necrosis (Ne) e infiltrado inflamatorio (Inf) en relacion a acinos pancreaticos (Ap). (D)
Conducto biliar (Cb) con hiperplasia conjuntiva, infiltrado inflamatorio (Inf) circunscripto al mismo.

Se describen a continuacion las lesiones registradas en relacion a la porcién pancreatica del

hepatopancreas de los turcos:

Vacuolizacion hepatopancredtica: se observaron vacuolas con contenido graso aisladas, como gotas
lipidicas, en su mayoria en torno al tejido pancreatico, aunque también se observaron inmersas en el

parénquima pancreatico (Fig. 17D).

Necrosis pancredtica: se presentd principalmente en torno a los acinos pancreaticos o entre los
mismos y el parénquima hepético, extendiéndose ademas sobre el parénguima pancreatico. En
reiteradas ocasiones esta lesion se presentd asociada a proliferacion de tejido conjuntivo y también
a infiltrados inflamatorios (Fig. 17 A-B-C) y de melanomacréfagos, como una inflamacion cronica

de la zona.
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Infiltrado inflamatorio: se presentaron asociados 0 no a necrosis. Compuestos principalmente por

linfocitos y melanomacroéfagos (Fig. 17 A-C).

Figura 17. Cortes histologicos de hepatopancreas de individuos expuestos de turco (P. brasilianus). (A) Acino
pancreatico (Ap), area necrética (Ne), infiltrado inflamatorio (Inf) y centros de melanomacréfagos (CMM) en
torno al mismo. (B) Acino pancreatico (Ap) con necrosis (Ne) e infiltrado por centros de melanomacréfagos
(CMM). (C) Area de necrosis (Ne) con pérdida total de la arquitectura celular, presencia de infiltrado inflamatorio
(Inf) y centros de melanomacréfagos (CMM). Se observa congestion e infiltrado en los hepatocitos circundantes.
(D) Se indica vacuolas o0 “gotas” lipidicas aisladas (gl), acinos pancreaticos (Ap). Vena aferente pancreéatica (Va).

4.4.2. Distribucidn de lesiones histoldgicas

La distribucion de las lesiones presentes para cada especie y sitio puede observarse en la Fig. 18. En
ambas especies, pero de forma mas acentuada en los escrofalos, los individuos provenientes de sitios
control presentaron una tendencia a una distribucion de frecuencia de lesiones heterogénea, mientras
que los individuos de sitio expuestos parecerian sugerir una distribucion uniforme. Para ambas
especies y sitios, las lesiones predominantemente registradas estuvieron incluidas en los patrones de
reaccion circulatorio, regresivo e inflamatorio, y sélo en el caso de los turcos expuestos también se
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registraron entre las mas frecuentes, lesiones pertenecientes al patron de reaccion progresivo.
Respecto de los escrdfalos de sitios control, las dos lesiones mas frecuentes representaron casi el
50% de la totalidad de las mismas y fueron vacuolizacién (26,67%) y congestion (20%). Estas
estuvieron seguidas por necrosis (14,44%) e infiltrado inflamatorio (10%). Mientras que el resto de
las lesiones encontradas representaron menos del 10% del total cada una, entre ellas, las menos
frecuentes fueron la vasculitis e hiperplasia del conducto biliar (4,44% para ambas lesiones) y la
degeneracion eosinofilica, que no fue encontrada en escréfalos controles. En el caso de los escrofalos
de sitios expuestos, la mayoria de las lesiones registradas mostraron frecuencias cercanas al 10%,
siendo las predominantes vacuolizacion (12,5%), dilatacion de sinusoides, necrosis, alteraciones
nucleares e infiltrado inflamatorio (11,25% cada una) y congestién y edema (10% cada una).
Mientras que las tres lesiones restantes reportadas representaron cada una menos del 10% de la
totalidad de las lesiones, siendo la hiperplasia del conducto biliar la que se presentd con menor

frecuencia (5%).

Con respecto a los turcos controles, las dos lesiones que fueron registradas con mayor frecuencia
representaron el 30% de la totalidad de las mismas y fueron dilatacion de sinusoides e infiltrado
(14,29% cada una). Estas fueron seguidas por congestion, necrosis y alteraciones nucleares (11,43%
cada una). Mientras que el resto de las lesiones encontradas representaron cada una menos del 10%,
entre ellas, las menos frecuentes fueron degeneracion grasa y necrosis del conducto biliar (2,86%
cada una). En el caso de los turcos provenientes de sitios expuestos las lesiones mas representativas
mostraron frecuencias cercanas al 10% del total y fueron congestion, necrosis e infiltrado (12,5%
cada una) e hiperplasia del conducto biliar y degeneracion eosinofilica (10,42% cada una). Mientras
que, las siete lesiones restantes registradas representaron menos del 10% de la totalidad de las

lesiones, siendo las menos frecuentes la vacuolizacion, degeneracién grasa y edema (4,17%).
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Figura 18. Distribucion porcentual de las lesiones histopatologicas hepaticas registradas en (A) escréfalos (S.
oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus) provenientes de sitios expuestos a contaminacioén antrépica (EXP) y de
sitios de referencia (REF). Para las abreviaturas de las lesiones ver Anexo Tabla adicional y Abreviaturas.

4.4.3. Prevalencias de lesiones histologicas

Las prevalencias de las alteraciones histologicas registradas en los higados de escrofalos y turcos de
sitios de referencia y expuestos se encuentran detalladas en la Figura 19. Las patologias con mayor
prevalencia en escrofalos de sitios control correspondieron a los patrones circulatorio y regresivo.
Las lesiones con prevalencias mayores al 50% fueron vacuolizacion, que estuvo presente en todos
los individuos (100%), congestion (75%) y necrosis (54,16%). El resto de las lesiones presentaron
prevalencias menores al 40%, siendo las menos prevalentes la vasculitis y la hiperplasia del conducto
biliar (16,67% cada una), ambas incluidas en el patron de reaccidn progresivo. Ningun individuo
presentd degeneracion eosinofilica. En el caso de los escrofalos expuestos, nueve de las 10 lesiones
reportadas tuvieron prevalencias mayores al 50%, siendo la mas prevalente la vacuolizacién, que
estuvo presente en todos los individuos (100%), seguida por dilatacion de sinusoides, necrosis,
alteraciones nucleares e infiltrado inflamatorio con prevalencias del 90% cada una. Congestion,

Tesis doctoral Novacovsky, G.N. UNPSJB-2025
81



edema, vasculitis y degeneracion eosinofilica se observaron con prevalencias de entre 70 y 80%. La
patologia con menor prevalencia fue la hiperplasia del conducto biliar (40%) incluida en el patron

progresivo.

Con respecto a los turcos, para los individuos provenientes de sitios control, ninguna lesién presento
prevalencias mayores al 50%. Las lesiones méas prevalentes fueron dilatacion de sinusoides e
infiltrado inflamatorio (41,67% cada una), seguidas por congestién y necrosis (33,33%), incluidas
en los patrones de reaccion circulatorio, regresivo e inflamatorio. El resto de las lesiones presentaron
prevalencias menores al 25%, siendo las menos prevalentes necrosis del conducto biliar y
degeneracion grasa (8,33%) incluidas en el patron regresivo. Con respecto a los turcos de sitios
expuestos a contaminacion, siete de las 12 lesiones registradas tuvieron una prevalencia mayor al
50% y estuvieron incluidas en los cuatro patrones de reaccion encontrados. La congestion, la necrosis
y el infiltrado fueron las mas prevalentes (85,71%), seguidas por hiperplasia del conducto biliar y
degeneracion eosinofilica (71,42%) y por ultimo dilatacion de sinusoides y necrosis del conducto
biliar con una prevalencia del 57,14% cada una. Las restantes lesiones presentaron prevalencias
menores al 50%, de las cuales las menos prevalentes fueron la vacuolizacidn, degeneracion grasa y

edema (28,57%), incluidas en el patron de reaccion regresivo.
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4.4.4. indices histopatologicos

Para los escrofalos se encontrd que los indices de reaccion circulatorio, progresivo, regresivo vy el
indice higado (total) fueron mayores en los individuos provenientes de sitios expuestos que en los
individuos control (Tabla I1). Mientras que el indice inflamatorio no mostro diferencias entre sitios
(Tabla Il; Fig. 20). En el caso de los turcos, los indices de reaccidn progresivo, regresivo,
inflamatorio y el indice higado fueron mayores en los individuos provenientes de sitios expuestos
respecto de los controles (Tabla I11I; Fig. 20). Respecto del patrén de reaccion circulatorio, no se
encontraron diferencias entre sitios (Tabla I11; Fig. 20). La influencia de la talla sobre las alteraciones
registradas resultd no significativa (p > 0,05) para todos los indices calculados.
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Figura 20. Diagrama de cajas de indices de reaccion e indice higado obtenidos para
(A) escrdfalos (S. oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus) mostrando los efectos del
sitio (REF: referencia, EXP: expuesto) segln los andlisis de la Tabla Il y IlI. Los
efectos significativos de los analisis se indican con asteriscos (** = p<0,01, *
=p<0,05). Los diagramas de caja representan medianas (lineas horizontales dentro de
cajas), percentiles 25 y 75 (bordes de cajas) y minimos y maximos (bigotes).
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Tabla 1. Andlisis estadisticos sobre los indices de reaccion e indice total de las alteraciones histopatolégicas

hepaticas de escrofalos S. oculatus de sitios expuestos a contaminacion y de referencia.

indice Anélisis Estadistico n P
| Hig Prog Mann-Whitney U-test U = 43,500 34 <0,010
| Hig Inf Mann-Whitney U-test U = 70,500 34 0,061
| 1ig circ ANCOVA F=11,105 34 <0,010
Covariable 34 0,900
LT F=0,016
| Hig Reg ANCOVA F=29,180 34 <0,010
Covariable 34 0,591
LT F=0,295
| hig ANCOVA F = 48,958 34 <0,010
Covariable 34 0,942
LT F=0,325

Nota. | higprog= Indice de reaccion progresivo de los higados. | wig int= Indice de reaccion inflamatorio de los higados. | wig
cire= Indice de reaccion circulatorio de los higados. | wigreq= Indice de reaccion regresivo de los higados. | wig= indice

higado. LT= Largo total; n=nUmero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que resultaron significativos.
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Tabla I11. Andlisis estadisticos sobre los indices de reaccién e indice total de las alteraciones histopatolédgicas

hepéticas de turcos P. brasilianus de sitios expuestos a contaminacion antrépica y de referencia.

indice Andlisis Estadistico n P
| Hig circ ANCOVA F=4,258 19 0,056
Covariable 19 0,949
LT F=0,004
I Hig Prog ANCOVA F = 7,348 19 0,015
Covariable 19 0,942
LT F=0,005
| HigReg ANCOVA F=13,976 19 <0,010
Covariable 19 0,884
LT F=0,022
I Hig inf ANCOVA F=5,271 19 0,036
Covariable 19 0,597
LT F=0,291
I Hig ANCOVA F=22,252 19 <0,010
Covariable 19 0,838
LT F=0,043

Nota. | wigcire= Indice de reaccion circulatorio de los higados. | wigerog= Indice de reaccion progresivo de los higados. | wig
reg= INdice de reaccion regresivo de los higados. | wigint= Indice de reaccion inflamatorio de los higados. | wig= Indice
higado. LT= Largo total; n=nimero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que resultaron significativos.
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4.4.5. Centros de melanomacrofagos

Para los escrofalos, los recuentos de melanomacréfagos no difirieron entre los individuos
provenientes de sitios expuestos y los individuos control, mientras que turcos provenientes del sitio

control mostraron mayores recuentos que lo individuos expuestos (Tabla 1V; Fig. 21).
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Figura 21. Diagrama de cajas de recuentos de melanomacréfagos hepéticos
obtenidos para (A) escroéfalos (S. oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus) mostrando
los efectos del sitio (REF: referencia, EXP: expuesto) segln los anélisis de la Tabla
V. Los efectos significativos se indican con asteriscos (** = p<0,01, * =p<0,05).
Los diagramas de caja representan medianas (lineas horizontales dentro de cajas),
percentiles 25y 75 (bordes de cajas) y minimos y maximos (bigotes).
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Tabla IV. Andlisis estadisticos de ANCOVA sobre los recuentos de centros de melanomacrofagos (CMM)
hepaticos de escrofalos (S. oculatus) y turcos (P. brasilianus) de sitios expuestos a contaminacion antrépica

y de referencia.

Especie  Parametro  Estadistico n P
Escrofalo MM F=2193 34 0,149
Covariable 34 <0,010
LT F=27,320
Turco MM F=9,896 19 <0,010
Covariable 19 0,055
LT F=4,267

Nota. LT= Largo total; n=nimero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que resultaron significativos.
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4.4.6. Tasa de prevalencia y abundancia de parésitos metazoos

Se encontraron quistes de diferentes parasitos metazoos (Fig. 22). En el caso de los escrofalos, no se
observaron diferencias entre los individuos expuestos y referencia respecto de la prevalencia y
abundancia de parasitos de higados (Tabla V). Por su parte, los turcos de sitos expuestos mostraron
una mayor prevalencia de parasitosis respecto de los individuos referencia, a diferencia de la

abundancia sobre la que no difirieron (Tabla V).

=1 ’ 77, N~ 0 o

Figura 2. Se indican quistes parsitarios registrados en higados de turcos (P. brasilianus) (A-B) expuestos y (C)
control; y en higados de escréfalos (S. oculatus) (D-E) expuestos y (F) control.
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Tabla V. Valores de prevalencia (P), abundancia media (AM) y desvio estdndar (DE) para los parésitos
metazoos encontrados en el escréfalo (Sebastes oculatus) y en el turco (Pinguipes brasilianus) procedentes
de sitios expuestos a contaminacién (EXP) y de referencia (REF).

Escroéfalos Turcos

EXP(n=10) REF(n=24) EXP(n=7) REF(n=12)

P (%) 20 25 57,14 25*

AM+DE 020+042 0,79+2,13 1,28+1,50 1,83+3,92

Nota. n: tamafio de la muestra. (*) indican efecto significativo del sitio en la prevalencia a partir de pruebas de Chi-
Cuadrado (Escrofalos: X2 = 0,556, p = 0,46; Turcos: X2 = 12,49, p < 0,05). No se encontrd efecto significativo del sitio
en la abundancia a partir de Mann-Whitney U-test (Escroéfalos: U =114, p = 0,84; Turcos: U = 34, p =0,54)
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4.5. Discusion

En este capitulo se evaluaron los cambios histopatoldgicos en higados de escrofalos y turcos
expuestos a contaminacion antropica. Los individuos expuestos presentaron mayores alteraciones en
su histologia hepatica, respecto de los individuos que habitan la zona control. Estos resultados estan
alineados con la hipétesis de esta Tesis de que los contaminantes presentes en el medio acuéatico
pueden inducir numerosas lesiones y dafios en 6rganos diana de los individuos expuestos. Las
principales lesiones histoldgicas hepaticas observadas en escrofalos y turcos provenientes de sitios
impactados estuvieron incluidas dentro de los patrones de reaccion circulatorio, progresivo,

regresivo e inflamatorio. A continuacion se discuten en detalle los resultados mas relevantes.

Las lesiones de origen circulatorio observadas fueron congestion vascular y dilatacion de sinusoides.
Estas lesiones se originan principalmente como consecuencia de una respuesta inflamatoria e
irritativa hepatica que puede ser desencadenada por irritantes como los contaminantes (Santos et al.,
2022). Durante esta inflamacion ocurre un aumento del flujo de sangre y dilatacion de los vasos
sanguineos (incluidos los sinusoides) con estasis de sangre en su interior. También puede presentarse
aumento de la permeabilidad vascular que conduce a la acumulacion de sangre en el higado. Si bien
estas alteraciones tienen una importancia patologica baja (Bernet et al., 1999), su persistencia puede
predisponer al desarrollo de patologias graves. Segiin Kosti¢ et al. (2017), la congestion severa en
los sinusoides y pequefios vasos sanguineos dificulta considerablemente el flujo sanguineo desde la
vena porta hepética y la arteria hepatica hacia la vena central generando estasis sanguinea. Esto
podria ser responsable de la degeneracion celular y necrosis en los higados (Osman, 2012; Mohamed
et al., 2009), ambas patologias correspondientes al patron regresivo que han sido registradas en
individuos expuestos de este trabajo. Ademas, para alcanzar la vena central, la sangre necesita ser
bombeada con mayor fuerza, y esto podria explicar la presencia de fibrosis en las areas periportales
y portales (Raskovic et al., 2015), que también se registraron en este trabajo dentro de los patrones
progresivo y regresivo. Los cambios histopatoldgicos circulatorios observados en escréfalos y turcos
expuestos, son considerados una respuesta cronica a lesiones quimicas (Kaptaner et al., 2014). De
hecho numerosos estudios han descripto la congestidn vascular y la dilatacion de sinusoides, incluso
entre las principales alteraciones encontradas, en distintas especies de peces expuestos a diversos

contaminantes antrépicos (Santos et al., 2022; Ossana et al., 2019; Poleksic et al., 2010).

Dentro de los cambios progresivos o proliferativos, las principales lesiones registradas fueron

vasculitis e hiperplasia del conducto biliar. Estas lesiones se caracterizan por un aumento en el
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tamario y/o actividad de los tejidos, a causa de un aumento en el tamafio o en el nimero de sus células
(Bernet et al., 1999). En este caso, el tejido que predomind o se multiplico es el tejido conjuntivo,
probablemente como consecuencia de la inflamacion crénica desencadenada en respuesta a irritantes
como contaminantes (Kaptaner et al., 2014). Si bien estos mecanismos tienen una funcion defensiva,
provocan un engrosamiento en la pared y disminucion de la luz de los vasos y conductos afectados
que culmina en una disminucidén del flujo sanguineo y estancamiento de bilis respectivamente, en
detrimento del efecto protector esperado. En contextos de aguas contaminadas, estas alteraciones
proliferativas han sido reportadas para numerosas especies de peces (Savassi et al., 2020; Kaptaner
et al., 2014; Agamy, 2012; Camargo & Martinez, 2007).

El patron de reaccion regresivo presentd la mayor diversidad de lesiones. Entre ellas se observaron
principalmente necrosis, degeneracion eosinofilica y edema. Las necrosis, alteraciones de maxima
importancia patologica (Bernet et al., 1999), estuvieron entre las lesiones mas prevalentes registradas
en este trabajo, coincidiendo con lo reportado por Santos et al. (2022) y Weber et al. (2020) para
ciprinidos y dos especies nativas de brazil (Hoplias intermedius y Hypostomus affinis)
respectivamente, expuestas a metales. Ademas, la incidencia de necrosis hepatica ha sido registrada
en numerosos trabajos sobre exposiciones a multiples contaminantes o mezclas de los mismos
(Hasan et al., 2022; Agamy, 2012; Troncoso et al., 2012; revisado por Au, 2004), sugiriendo que la
presencia de esta lesion en higado es un indicador de dafio toxico por contaminantes. En algunos
casos el origen de las necrosis se ha relacionado con la inhibicion enzimatica, dafios en la integridad
de la membrana celular, inhibicidn de la sintesis proteica y las alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos que sufre el tejido hepatico en presencia de agente toxicos (Cazenave et al., 2009;
Mela et al., 2007). Otro origen posible de esta lesidon se ha vinculado con la disminucion del flujo
sanguineo o estasis por vasculitis o congestion (Osman, 2012; Mohamed et al., 2009), de hecho, en
los turcos se observaron necrosis en conductos biliares sobre todo en los casos en que se presento
hiperplasia del conducto. Finalmente, también se ha propuesto que las necrosis podrian originarse a
partir de diversas causas que resultan en muerte celular programada o alteracion de la homeostasis
celular, como el estrés oxidativo (AnvariFar et al., 2018; Li et al., 2000; Avci et al., 2005). Se ha
observado que contaminantes como hidrocarburos, metales pesados y pesticidas estan asociados con
un aumento en las concentraciones de radicales libres dentro del citosol celular, desencadenando
dafio oxidativo en el tejido (Ibuki & Goto, 2002; Azzalis et al., 1995; Stohs y Bagghi, 1995). En el

area alrededor de los muelles de la ciudad de Puerto Madryn, considerada como sitio expuesto a
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contaminantes en este trabajo de Tesis, los hidrocarburos y metales pesados han sido los principales
contaminantes registrados, lo que podria sugerir a este tipo de quimicos como los principales
inductores de las necrosis encontradas tanto en turcos como en escrofalos. Sin embargo, para poder
determinar el origen de estas necrosis serian precisos estudios experimentales que involucren

medidas dirigidas a estudiar los mecanismos de accion de los toxicos de interés.

Otro hallazgo regresivo fue la degeneracion hepatocelular eosinofilica. Esta alteracion ha sido
vinculada a la exposicién a xenobidticos (Abdel-Moneim et al., 2012; Costa et al., 2009) y aunque
su origen bioldgico no esta claro, es posible que los cuerpos eosinofilicos retengan material peptidico
absorbido del citoplasma de células en degeneracién (Camargo y Martinez, 2007; Van Dyk et al.,
2007). Se cree que en los hepatocitos afectados su actividad metabdlica esta aumentada y esto podria
relacionarse con el inicio de lesiones neoplasicas, es decir, estadios pre neoplasicos (Abdel-Moneim
et al., 2012; Costa et al., 2009; Koehler et al., 2004). Otra lesion incluida entre las principales del
tipo regresivo y descripta previamente en relacion a la contaminacion ambiental (Santos et al., 2022;
Kumar et al., 2018; Bernet et al., 1999) fue el edema, que para turcos y escrofalos en la mayoria de
las ocasiones estuvo acompafiado de infiltrados de celulas y proteinas. Esta alteracion es el resultado
de un proceso inflamatorio que se inicia a traves de la dilatacion y congestion de vasos sanguineos,
y luego continda con la extravasacion de componentes sanguineos al tejido circundante y/o ruptura
endotelial. Finalmente, otra alteracion de tipo regresivo que en los escréfalos se encontr6 en una alta
prevalencia y extension, tanto para individuos expuestos a contaminacion como individuos
referencia fue la vacuolizacion. Esta alteracion puede tener origen fisiologico o patologico, si bien
ha sido asociada a exposicidn a contaminantes (Ferguson, 1989; Bernet et al., 1999), se sabe que los
hepatocitos de los peces suelen estar vacuolizados fisiolégicamente por su alto contenido de
glucdgeno y/o lipidos (Gingerich, 1982; Ferguson, 1989). Esta vacuolizacion fisioldgica, que tiende
a distribuirse uniformemente en el parénquima hepatico, puede variar estacionalmente dependiendo
de la maduracion sexual y la etapa del ciclo reproductivo de los peces (revisado por Wolf & Wolfe,
2005; Timashova, 1981). Esto se debe a la alta demanda metabdlica que requiere la fase reproductiva
y como consecuencia de la transferencia de lipidos que se produce desde el higado hacia las génadas
para el desarrollo de las mismas (Encina & Granado-Lorencio, 1997; Timashova, 1981). En este
sentido, teniendo en cuenta que los escrofalos muestreados en este estudio se encontraban en periodo
no reproductivo (estadio gonadal de recrudecimiento; ver Sueiro et al., 2022) y que la vacuolizacion

hepética observada en los mismos se distribuyé homogéneamente y en ambos tipos de sitios, es
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posible considerar que el origen de la misma esté relacionado a un factor fisiolégico reproductivo.
En linea con nuestros resultados, otros autores han relacionado la presencia de vacuolizacion con el
estadio reproductivo de los peces, independientemente de la exposicion a contaminantes (Sun et al.,
2020; Dutta et al., 2016;). La vacuolizacion hepatica fisioldgica también ha sido relacionada con la
abundancia de alimento (Kandemir & Polat, 2007) y con la temperatura (Camargo & Martinez,
2007). Respecto de los turcos muestreados en sitios expuestos, se observd escasa vacuolizacion
celular (con hipertrofia asociada), distribuida en forma de focos de diversos tamafios en el
parénquima. Teniendo en cuenta que los turcos al momento del muestreo se encontraban en periodo
reproductivo (estadio gonadal en desarrollo o maduro, ver Sueiro et al., 2022; Villanueva-Gomila et
al., 2015), por lo que no se esperaria encontrar vacuolizacion debido a la migracion de las reservas
hepaticas hacia las génadas (Sun et al., 2020; Dutta et al., 2016) y las caracteristicas histologicas
observadas, la vacuolizacion en esta especie podria considerarse patologica como la reportada por
otros autores en contextos de contaminacion (Weber et al., 2020; Cengiz et al., 2011; Camargo &
Martinez, 2007)

Con respecto a las lesiones de tipo inflamatorio predominaron los infiltrados celulares que se
observaron como infiltraciones de leucocitos. Los leucocitos o globulos blancos forman parte de la
defensa celular inespecifica y por lo tanto, la presencia de los mismos podria indicar una reaccion
inflamatoria, reflejando una respuesta inmunolégica frente a contaminantes ambientales (Kostic et
al., 2019). En reiteradas ocasiones la infiltracion leucocitaria se observé asociada con centros de
melanomacrofagos, edema y necrosis como también ha sido reportado por otros autores (Hasan et
al., 2022; Santos et al., 2022; Kaptaner et al., 2014; Agamy, 2012; Cengiz et al., 2011). Considerados
en la linea de defensa, también se registraron melanomacrofagos y centros de los mismos,
principalmente asociados a vasos sanguineos, en zonas de necrosis o fibrosis y junto a infiltrados
celulares, hallazgos similares fueron reportados previamente (Agamy, 2012; Da Cufia et al., 2011).
En este trabajo, se encontrdé un mayor nimero de melanomacréfagos en los turcos provenientes del
sitio control respecto de los individuos expuestos. Si bien existen registros de aumento de
melanomacrofagos en relacion a contaminantes (Agamy, 2012; Da Cufa et al., 2011), también se ha
registrado su disminucidn en contextos de contaminacion, sugiriendo que su alteracion podria ser el
resultado de distintos factores, incluyendo estrés oxidativo, dafio hepético y/o alteracion del sistema

inmunolégico (Revisado por Stosik et al., 2019; revisado por Angius & Roberts, 2003).
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En general y considerando todas las lesiones registradas, tanto para escrofalos como para turcos, el
dafio total de los higados en individuos expuestos a contaminacion fue mayor que para individuos
referencia. Dicho dafio histologico fue cuantificado a través de los mismos indices utilizados en
branquias que contemplan tanto la prevalencia, como la extension o porcentaje de afectacion y la
importancia patoldgica de cada lesion (Bernet et al., 1999). En particular, los indices de reaccion
progresivos, que incluyen las lesiones con proliferacion de tejidos, regresivos, que incluyen las
lesiones degenerativas, y el indice higado, que indica la afeccion total del 6rgano, mostraron valores
mas altos en los individuos de sitios expuestos en ambas especies. Esto coincide con lo reportado
para otras especies y sistemas, en presencia de una gran variedad de contaminantes, tanto en
condiciones naturales (Sobral dos Santos et al., 2023; Santos et al., 2022; Abdel-Khalek et al., 2018;
Ballesteros et al., 2017; Kaptaner et al., 2014; Liebel et al., 2013; Troncoso et al., 2012), como
controladas (Jackson et al., 2019; Agamy, 2012; Costa et al., 2009; Nero et al., 2006). Por ejemplo,
Abdel-Khalek (2015) encontré mayores indices en tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus) que
habitan zonas contaminadas con metales. Del mismo modo, se registraron mayores indices
histopatoldgicos en cinco especies de peces (de diferentes niveles tréficos) provenientes de estuarios
afectados por la contaminacion por mercurio y la industria azucarera (Sobral dos Santos et al., 2023).
En situaciones controladas, Agamy (2012) observo en peces conejo (Siganus canaliculatus)
expuestos a hidrocarburos, indices de reaccion y totales mas altos respecto de los controles. En
conjunto, estos hallazgos podrian sugerir que estos indices poseen una alta sensibilidad como
marcadores de impacto antropico. Ademas, para escrofalos expuestos se registraron mayores valores
del indice circulatorio, que incluye lesiones originadas por una condicion patologica del flujo
sanguineo (Bernet et al., 1999). Mientras que en los turcos expuestos se registraron mayores valores
del indice inflamatorio. Esto podria sugerir que turcos y escrofalos presentan una respuesta

histopatoldgica especie-especifica frente a un mismo disturbio.

Al igual que en las branquias, los cambios histopatologicos hepéticos también se consideran
biomarcadores inespecificos, ya que diversos toxicos pueden producir las mismas alteraciones
(revisado por Au 2004). Asi mismo, cabe recordar que el higado es el 6rgano mas importante en el
metabolismo de farmacos y en la desintoxicacion de diversos contaminantes ambientales por lo que
se encuentra en estrecha relacion con los mismos. Concentraciones elevadas de estos compuestos
pueden sobrepasar la desintoxicacion hepatica y provocar dafios funcionales y/o estructurales sobre

el higado (Hinton et al., 2001). Las principales alteraciones hepéticas registradas en este trabajo
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sugieren que los higados de animales provenientes de sitios expuestos, estarian cursando una
inflamacion cronica generalizada. Esto puede evidenciarse por la presencia de gran cantidad de
componentes inflamatorios como congestion, hiperemia, dilatacion de sinusoides, edema, vasculitis
e hiperplasia asi como la presencia de infiltrados leucocitarios y de melanomacréfagos, ambos tipos
celulares involucrados en la defensa inmunoldgica inespecifica y la respuesta inflamatoria.
Finalmente, los procesos de degeneracién hepatocelular y necrosis registrados, coinciden con
estadios avanzados e irreversibles de inflamacion. En este sentido, la persistencia y agravamiento de
la inflamacidn, puede conducir a necrosis del tejido. Dichas necrosis estan fuertemente asociada con
el estrés oxidativo y la generacion de radicales libres, lo cual causa inhibicién enzimética, dafio en
la membrana celular e inhibicidn de la sintesis proteica, resultando en mas muerte celular (Santos et
al., 2022). De esta manera, se ha sugerido que cambios histopatoldgicos en higado frecuentemente
observados en estudios de campo (Kostic et al., 2017; Hinton et al., 2001; Guill et al., 1990), son el
resultado de un mecanismo inmunologico defensivo que pone en marcha una respuesta inflamatoria
frente a contaminantes ambientales (Kaptaner et al., 2014), con potenciales efectos deletéreos sobre

las funciones hepaticas.

Ademas de las lesiones hepaticas, durante la evaluacién microscopica, se cuantificaron parasitos
metazoos. Los mismos fueron encontrados en el parénquima hepatico, libres o enquistados. Excepto
para los turcos expuestos que mostraron una mayor prevalencia de los mismos respecto de los turcos
referencia, el resto de las variables (abundancia para ambas especies y prevalencia para escrofalos)
no mostraron diferir entre los individuos expuestos y de referencia. Los contaminantes pueden alterar
las relaciones huésped-parasito, ya sea reduciendo las capacidades inmunoldgicas de los huéspedes,
haciendolos mas susceptibles a infecciones (Sures 2008; Khan 2012) y/o impactando en las etapas
de vida libre de los parasitos o poblaciones de huéspedes intermediarios (Blanar et al., 2009). La
mayor prevalencia de parasitos metazoos en turcos, podria sugerir que los individuos expuestos, con
sus parametros histoldgicos alterados, serian mas susceptible a infecciones parasitarias (Sures 2008;
Khan 2012).

En suma, en este Capitulo se evidencia que turcos y escrofalos presentan dafios en el tejido hepéatico
asociados con la exposicidn a contaminantes. La mayor parte de las lesiones pueden ser clasificadas
de moderadas a severas segun su importancia patolégica (Bernet et al., 1999) y estos dafios pueden
afectar la estructura y funcion hepatica pudiendo tener consecuencias negativas sobre la fisiologia

de los organismos, aunque las areas de afectacion del 6rgano son bajas. Sin embargo, estos resultados
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en conjunto con los obtenidos para branquias y los reportados en estudios previos sobre las mismas
especies respecto de su estado inmunoldgico, hematoldgicos y reproductivo (Sueiro et al., 2022;
2020; 2017; Sueiro & Palacios, 2016), indican que los peces expuestos a contaminacion presentan
alteraciones a nivel celular y tisular, pudiendo tener consecuencia negativas en el funcionamiento de

sus sistemas impactando en su estado general de salud.
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CAPITULO III:

EVALUACION HISTOLOGICA DE BAZOS DE
PECES MARINOS EXPUESTOS A
CONTAMINACION
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5.1. Resumen

El bazo en los peces es uno de los principales érganos linfoides encargado de filtrar la sangre y
eliminar agentes extrafios y células sanguineas envejecidas. En su constitucion histolégica posee
células inmunoldgicas caracteristicas denominadas melanomacréfagos (MM), que se agrupan en
focos denominados centros de melanomacréfagos (CMM) y cumplen un rol importante en las
reacciones de defensas inmunoldgicas. En contextos de contaminacion el bazo puede sufrir
alteraciones en el nimero y tamafio de CMM, por lo que su cuantificacion es utilizada como
biomarcador de la calidad del agua y el estado de salud de los peces. En este capitulo se evalu6 el
namero total de CMM presentes en bazos de individuos de escréfalo Sebastes oculatus y turco
Pinguipes brasilians, provenientes de sitios expuestos a contaminacion y de sitios de referencia. Los
individuos expuestos de ambas especies mostraron alteraciones en el recuento de CMM respecto de
los individuos controles. Estos resultados evidencian que tanto los escrofalos como los turcos
presentan alteraciones en células inmunitarias, con posibles consecuencias fisiologicas que podrian
reflejar un estado de salud alterado. El uso de la histopatologia resulté adecuada para diagnosticar
estos efectos, destacando la importancia de su aplicacion en el monitoreo ambiental de ecosistemas

marinos afectados.
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5.2. Introduccion
5.2.1. Anatomia y funcion del bazo

El bazo es un 6rgano linfoide primario de color rojo oscuro, ubicado en la cavidad peritoneal
adyacente a la pared intestinal, aunque en algunos tele6steos también pueden estar presentes bazos
accesorios mas pequefios. Por lo general, los bazos de los peces estan formados por los mismos
elementos basicos que en los vertebrados superiores: vasos sanguineos, pulpa roja, pulpa blanca y
elipsoides (Genten et al., 2009; Ferguson, 2006) (Fig. 1). Pero difieren del de los mamiferos en que
la estructura del tejido conectivo no es prominente y principalmente en que las areas de la pulpa roja
y blanca son difusas y poco discretas, es decir, no existe una zona marginal que establezca limites
nitidos entre los foliculos linfoides y la pulpa roja (Zapata, 2024; Genten et al., 2009). Cuando el
area de la pulpa roja esta llena de globulos rojos, los nddulos de la pulpa blanca, principalmente
tejido linfatico, se pueden observar mas facilmente (Morrison, 2007). El bazo participa en todas las
inflamaciones sistémicas y procesos inmunoldgicos, trastornos hematopoyéticos generalizados y
alteraciones metabolicas. Los teledsteos carecen de ganglios linfaticos por lo que el bazo es uno de
los principales dérganos linfoides filtrantes del sistema vascular (junto con el rifidén y el timo),
encargado de filtrar la sangre y eliminar agentes extrafios y células sanguineas envejecidas. Este
organo linfoide es inmunolégicamente reactivo frente a antigenos o patdgenos circulantes en la
sangre y puede participar en la produccion de anticuerpos. Ademas, el bazo funciona como 6rgano
hematopoyético accesorio o principal, segun la especie, y es un sitio para el almacenamiento de
eritrocitos (Zapata, 2024; Ferguson, 2006). La importancia del bazo en estas diferentes funciones
varia considerablemente segun la edad y especie y se refleja, en parte, en las proporciones relativas
de pulpa roja y blanca en el parénquima (Genten et al., 2009; Ferguson, 2006). Segun lo revisado
por Zapata (2024), el momento de aparicion y el crecimiento del tejido linfoide en el bazo varian
considerablemente, al igual que su grado de desarrollo. Ademas dicho autor remarca que los estudios
al respecto son principalmente morfolégicos y demuestran que los linfocitos aparecen tardiamente y
que, durante las primeras etapas del desarrollo, el 6rgano es predominantemente eritropoyético, con

poca o nula relevancia inmunoldgica.
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Figura 1. Ubicacion y estructura macroscépica aproximada del bazo. Imagen
modificada, obtenida de He et al., 2023 y https://www.dreamstime.com.

5.2.2. Histologia del bazo

Histologicamente, el bazo estd cubierto por una capsula fibrosa delgada, con poca capacidad
contractil. En algunos teledsteos, puede haber tejido pancreatico en la region subcapsular, aunque
no es el caso de las especies de estudio en este trabajo. Desde la capsula se extienden finas trabéculas
hacia el parénquima y separan la pulpa roja de la pulpa blanca. La pulpa roja, es un sistema extenso
e interconectado de cordones esplénicos y sinusoides, compuesto principalmente por células
eritroides y trombocitos, y suele representar la mayor parte del parénquima esplénico. Los cordones
esplénicos son una red de células reticulares similares a los fibroblastos con focos de diversas células
sanguineas. La pulpa blanca, compuesta principalmente por células linfoides (agrupaciones de
linfocitos, macrofagos y células dendriticas capaces de generar respuestas inmunes), suele rodear los
vasos arteriales, los centros de melanomacrofagos y los elipsoides, o formar pequefios grupos en el
parénquima esplénico (Zapta, 2024; Ferguson, 2006). Los elipsoides son vainas periarteriales
compuestas por macréfagos y sostenidas por fibras de reticulina (Genten et al., 2009). Estas vainas
tienen la capacidad de atrapar antigenos particulados y solubles que luego migran hacia los CMM
(Zapata, 2024; Ferguson, 2006) (Fig. 2). No se sabe con exactitud la diversidad de células presentes
en el tejido esplénico de peces aunque se han realizado estudios genéticos a distintas especies que

revelaron la presencia de gran cantidad de tipos celulares como neutrofilos, células NK (natural
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killer), macréfagos/células  mieloides, linfocitos T, linfocitos B, células madre
hematopoyéticas/progenitoras, mastocitos, restos de células endoteliales, eritrocitos y sus células
progenitoras, etc. (Jiang et al., 2022; Takizawa et al., 2016; Moore et al., 2005).

o g

Figura 2. Seccidn histolégica de bazos de individuos control de (A) turco (P. brasilianus) y (B) escrofalo (S.
oculatus). Centros de melanomacréfagos (CCM), pulpa roja (pr), pulpa blanca (pb), elipsoide (g), vaso arteriolar
(va), capsula (c).

5.2.3. Centros de melanomacro6fagos del bazo

Los melanomacréfagos (MM) son un tipo de célula inmunitaria caracteristica de los teledsteos,
presentes con mayor prevalencia en el bazo, aunque también se encuentran en el rifion e higado, y
en menor medida en otros drganos incluidos las gonadas, la glandula tiroides e incluso el timo
(Ferguson, 2006). Como consecuencia de su actividad fagocitica degradativa, los MM contienen una
coleccion heterogénea de pigmentos degradados, siendo los mas frecuentes la hemosiderina, la
lipofuscina y la melanina. Estas células suelen formar focos discretos, rodeados total o parcialmente
por capsulas reticulares conocidos como centros de melanomacréfagos (CMM), que frecuentemente
se encuentran asociadas con vasos sanguineos, elipsoides y células linfoides. EI nimero, tamafio y
contenido de pigmentos de los CMM dependen de la especie de pez, el érgano, la edad, el sexo, el
estado nutricional y el estado de salud de cada individuo (revisado por Zapata, 2024 y Agius &
Roberts, 2003b). Las funciones atribuidas a los MM y CMM son diversas, muchos estudios sugieren
que la funcion general de estos centros es focalizar la destruccion, desintoxicacion o reciclaje de
materiales enddgenos y exogenos. Por lo tanto, actlan como estructuras de eliminacién o
“depuracion” que reflejan la actividad metabdlica de los tejidos de los peces; y/o como depositos
metabolicos de productos finales de la degradacién de células senescentes o dafiadas, incluyendo el
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almacenamiento de fosfolipidos derivados de células y hierro tras la eritrofagocitosis (revisado por
Agius & Roberts, 2003). Ademas los CMM cumplen un rol importante en las reacciones de defensa,
relacionadas tanto con los mecanismos inmunes innatos como adaptativos. De hecho, existen
evidencias que indican que los CMM son estructural y funcionalmente similares a los centros
germinales de los mamiferos y se cree que actlan como centros germinales primitivos, precursores
de aquellos que eventualmente aparecen en los vertebrados endotérmicos (revisado por Stosik et al.,
2019; revisado por Agius & Roberts, 2003). Se sabe que los peces sometidos a estrés cronico,
incluidos aquellos enfermos, que viven en ambientes contaminados o que se encuentran en estado
catabdlico (por ejemplo, ayuno prolongado), tienden a presentar CMM mas grandes y numerosos.
El tamafio y namero de los CMM también aumentan con la edad del pez, y el pigmento de los CMM

tiende a oscurecerse (melanina) en peces envejecidos o enfermos (Genten et al., 2009; Ferguson,
2006) (Fig.3).

Figura 3. Seccidn histolégica de bazos de individuos control de (A) turco (P. brasilianus) y (B) escréfalo (S.
oculatus). Centros de melanomacro6fagos (CCM), pulpa roja (pr), pulpa blanca (pb), elipsoide (e).

}

5.2.4. Centros de melanomacréfagos como indicadores de contaminacion

El bazo esta sujeto a sufrir cambios histoldgicos en contextos de contaminacion ambiental (Grinwis
et al., 2000; revisado por Agius & Roberts, 2003), que pueden presentarse como alteraciones en el
estado y recuento de glébulos blancos (leucocitos), en factores de defensa no especificos, en el peso
y morfologia de los 6rganos productores de leucocitos, incluyendo el bazo mismo, asi como
alteraciones en el nimero y tamafio de CMM (revisiones de Weeks et al., 1992; Wester et al., 1994).
En particular, los CMM se utilizan como biomarcadores de la calidad del agua y el estado de salud
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de los peces (Zapata, 2024; revisado por Agius y Roberts, 2003, Suresh, 2009), y pueden presentar
alteraciones durante la contaminacién ambiental (Fournie et al.,, 2001), los procesos de
desintoxicacion (Zapata, 2024; Herraez y Zapata, 1991) y las respuestas inmunolégicas (Wolke,
1992, Agius y Roberts, 2003). De hecho, numerosos trabajos han documentado cambios en el
ndmero y/o tamafio de los CMM en relacion a la presencia de contaminantes en el ambiente acuatico.
Por ejemplo Ali y colaboradores (2014), encontraron mayor nimero de CMM en Killifish y truchas
de mar, Salmo trutta, expuestas a hidrocarburos, respecto de las controles. Del mismo modo, Altinok
& Capkin (2007) también registraron aumento de CMM en bazos de truchas arcoiris Oncorhynchus
mykiss expuestas experimentalmente a pesticidas. Por otro lado, Shaalan (2024), registrd
disminucion de CMM en tilapias Oreochromis niloticus procedentes de un rio contaminado con
metales pesados. Ademas, dado que su determinacion es relativamente sencilla y facilmente
comparable, su analisis histologico constituye una herramienta bioindicadora valiosa ya que permite
no solo inferir el estado de salud de los organismos expuestos, sino también caracterizar la calidad

ambiental de los ecosistemas acuaticos (revisado por Agius & Roberts, 2003).

5.2.5. Sintesis y objetivos de este capitulo

En este contexto, y considerando la importancia de determinar parametros adecuados como
indicadores del estado de salud de los organismos y del estado de contaminacién ambiental, en este
capitulo se presenta los resultados obtenidos de los analisis histologicos realizados en bazos de
escrofalos (S. oculatus) y turcos (P. brasilianus) expuestos a contaminacion antrépica e individuos
procedentes de sitio control. Estos resultados, junto con los obtenidos para branquias e higados,
permitiran discutir si existen diferencias en cuanto al grado de afeccion entre dérganos (ver
Conclusiones generales). Asi mismo, teniendo en cuenta que todas las mediciones fueron hechas en
dos especies, podremos tener una aproximacion sobre la posible existencia de respuestas histologicas

especie-especificas (ver Discusion y conclusiones generales).
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5. 3. Metodologia

Se procesaron histolégicamente un total de 59 bazos. Los preparados histolégicos se observaron en
microscopio optico LEICA DM500 con camara de fotos incorporada (ICC50W) con aumentos de
10x, 20x y 40x de magnificacion. Los mismos fueron evaluados en una primera instancia para realizar
descartes por fallas que pudiesen haber sucedido durante la toma de muestra y/o el procesamiento histoldgico
(conservacion; tincion, corte, montaje, etc.) (total descartes=3; quedando un n final de Pinguipes
brasilianus=20 y Sebastes oculatus=36). Luego, se procedié a realizar el recuento de centros de

melanomacrdéfagos.
5.3.1. Andlisis histopatoldgico: Recuento de centros de melanomacréfagos (CMM)

Se realizo el recuento del total de CMM contabilizados para cada individuo en tres campos diferentes
elegidos al azar, utilizando un contador mecanico. Luego se procedi6 a calcular el recuento de CMM
total por sitio y especie

5.3.2. Indice bazosomatico

El indice bazosomatico es utilizado ampliamente como un parametro inmunoldgico con un papel
potencial en la respuesta inmune (Rohlenova et al. 2011). Se calculé el indice bazosomatico para

cada individuo de ambas especies como peso del bazo (g)/peso corporal (g) x 100.
5.3.3. Analisis estadisticos

Las posibles diferencias de los recuentos de CMM e indices bazosomaticos entre individuos
provenientes de sitios expuestos y control se evaluaron mediante test de ANCOVA de un factor,
donde se establecié como factor fijo el sitio (con dos niveles: EXP, expuesto; REF, referencia) y
como covariable el largo total (LT). Los analisis se hicieron para cada especie por separado. La
normalidad y homocedacea de las variables fueron examinadas mediante los test de Kolmogorov y
de Levene respectivamente. Los recuentos de CMM en turcos no cumplieron los supuestos para los

test paramétricos por lo que se les aplicé la transformacion Log 10 (variable+1).

En todos los casos los resultados fueron considerados como significativos a un p < 0,05. Todos los

andlisis fueron desarrollados utilizando el programa SPSS 15.0.
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5.4. Resultados
5.4.1. Evaluacién histoldgica
En ambas especies se observaron CMM de diversos tamarios y tonalidades desde marrones/rojizos

intensos hasta practicamente incoloros (Fig. 4; 5). El recuento total promedio de CMM vy los desvios

estandar por especie y sitio se detallan en la Tabla .

Figura 4. Secciones histologicas de bazos de individuos expuestos de escrofalo (S. oculatus). Las flechas indican
centros de melanomacréfagos (CMM), pulpa roja (pr), pulpa blanca (pb).

Figura 5. Secciones histolégicas de bazos de individuos expuestos de turco (P. brasilianus). Las flechas indican
centros de melanomacréfagos (CMM), pulpa roja (pr), pulpa blanca (pb).
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Tabla I. Media (X) £ desvio estdndar (DS), mediana (M), minimo (min) y maximo (max) de los centros de
melanomacréfagos (CMM) totales contabilizados en bazos de escréfalos (S. oculatus) y turcos (P.
brasilianus) muestreados en sitios expuestos y de referencia.

Escrofalo Turco
Parametro EXP (9) REF (27) EXP (7) REF (13)
X+ DS X+ DS X £DS X +DS
M (min—max) M (min—max) M (min—max) M (min—max)
CMM 144+29 88+24 1448 63+34
135 (89-183) 86 (48-150) 12 (8-30) 72 (5-111)

Los escrofalos provenientes de sitios expuestos a contaminacion presentaron mayor recuento de
CMM respecto de los provenientes de sitios control (Tabla Il; Fig. 6). En el caso de los turcos
expuestos, el recuento de CMM tendi6 a ser menor que en los de referencia (p=0,049) (Tabla I, Fig.
6). La influencia de la talla sobre las alteraciones registradas resultd no significativa para los

escrofalos pero si para los turcos (Tabla I1).

Tabla Il. Andlisis estadisticos de ANCOVA sobre los recuentos de centros de melanomacrofagos (CMM)
esplénicos de escrdfalos (S. oculatus) y turcos (P. brasilianus) de sitios expuestos a contaminacion antropica

y de referencia.

Especie  Parametro Test n P
Escréfalo CMM  F=33,689 36 <0,010
Covariable LT F=1,519 0,226
Turco CMM F=4516 20 0,049
Covariable LT F=6,801 0,018

Nota. LT= Largo total; n=nimero de muestras. Se resaltan en negrita los valores que resultaron significativos.
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Figura 6. Diagrama de cajas de recuento de CMM en bazos obtenidos para (A)
escrofalos (S. oculatus) y (B) turcos (P. brasilianus) mostrando los efectos del sitio
(REF: referencia, EXP: expuesto) segun los andlisis de la Tabla Il. Los efectos
significativos se indican con asteriscos (** = p<0,01, * =p<0,05). Los diagramas de
caja representan medianas (lineas horizontales dentro de cajas), percentiles 25 y 75
(bordes de cajas) y minimos y maximos (bigotes).

Melanomacréfagos (n)

o

Tesis doctoral Novacovsky, G.N. UNPSJB-2025
109



5.4.2. indice bazosomatico

Los indices bazosomaéticos calculados para escrofalos y para turcos (Tabla I11) no presentaron
diferencias respecto de los sitios donde fueron colectados, y la influencia de la talla sobre estos

indices resulto significativa para los escrofalos pero no para los turcos. (Tabla 1V).

Tabla I11. Media (X) + desvio estandar (DS), mediana (M), minimo (min) y maximo (max) de los indices
bazosomaticos (IBS) totales de bazos de escréfalos (S. oculatus) y turcos (P. brsilianus) muestreados en sitios

expuestos y de referencia.

Escrofalo Turco
Parametro EXP (9) REF (27) EXP (7) REF (13)
X+ DS X £ DS X £ DS X £ DS
M (min—max) M (min—max) M (min—max) M (min—max)
IBS 0,09+ 0,04 0,13+ 0,05 0,07+ 0,01 0,09+ 0,03
0,09 (0,04-0,16) 0,12 (0,06-0,24) 0,07 (0,06-0,09) 0,08 (0,04-0,13)

Tabla IV. Andlisis estadisticos de ANCOVA sobre indices bazosomaticos (IBS) esplénicos de escréfalos (S.

oculatus) y turcos (P. brasilianus) de sitios expuestos a contaminacidn antropica y de referencia.

Eapecie  Parametro Test n P
Escréfalo IBS F=23,894 36 0,057
Covariable 0,018
LT F=6,162
Turco IBS F=0,558 20 0,465
Covariable 0,874
LT F=0,026

Nota. LT= Largo total; n=nimero de muestras.
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5.5. Discusion

En el presente Capitulo se determind la cantidad de centros de melanomacréfgos (CMM) presentes
en bazos de escrdfalos y turcos expuestos y no expuestos a contaminacion. En linea con la hipotesis
de esta Tesis, la exposicion cronica a contaminantes puede inducir alteraciones en la histologia
normal de 6rganos diana, encontramos diferencias en los recuentos de CMM asociados con el sitio
de procedencia de los individuos. En el caso de los escrofalos, los individuos expuestos mostraron
mayor nimero de CMM, por el contario en turcos expuestos se observé una tendencia a un menor
nimero de CMM en relacion a los individuos de sitios referencia. A continuacion, se discuten con

mayor detalle los principales hallazgos de este Capitulo.

El aumento en la cantidad de CMM en bazos de escrofalos expuestos, coincide con lo reportado para
un gran numero de especies de peces expuestos a diversos contaminantes (ej. truchas de mar (Salmo
trutta) expuestas a hidrocarburos en Ali et al., (2014); doradas (Sparus aurata) expuestas a mezclas
de contaminantes en Gaber et al. (2014)). Se ha propuesto que estos aumentos pueden ser el resultado
de una combinacion de mecanismos fisiopatoldgicos interrelacionados. Entre ellos, el estrés
oxidativo inducido por ciertos contaminantes genera dafio celular que podria favorecer la
acumulacion de pigmentos residuales como lipofuscina y hemosiderina dentro de los CMM,
aumentando su namero. Esto se ha observado, por ejemplo, para tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) expuestas experimentalmente al herbicida atricina (Oliveira et al., 2018). Paralelamente,
muchos contaminantes desencadenan respuestas inflamatorias cronicas que estimulan la fagocitosis
no especifica, funcion central de los CMM, promoviendo asi su proliferacion y expansion (Aigus &
Roberts, 2003). A ello se suma la accion de ciertos toxicos, que incrementan la fragilidad
eritrocitaria, resultando en la hemdlisis y la consecuente liberacion de hemoglobina, posteriormente
transformada en hemosiderina y almacenada en estos centros (Steinel & Bolnick 2017). Finalmente,
la exposicion a agentes toxicos también puede inducir alteraciones histopatoldgicas directas en el
bazo, incluyendo congestion, infiltracion leucocitaria y necrosis, procesos que actian como sefiales
de activacién inmunoldgica local y contribuyen a la intensificacion de la respuesta de los CMM

como mecanismos de defensa frente al dafio tisular (Sayed et al., 2016; Altinok & Capkin, 2007).

Por otra parte, los turcos expuestos mostraron una tendencia hacia un menor nimero de CMM
respecto de los individuos control. Si bien, la mayoria de los estudios reportan un aumento en los
CMM como respuesta a la contaminacion, se ha observado que su disminucién también puede

ocurrir bajo ciertas condiciones (Aigus & Roberts, 2003). Por ejemplo, lenguados
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(Pseudopleuronectes americanus) expuestos a hidrocarburos aroméaticos mostraron una reduccion
en el nimero de CMM en relacion a peces control (Payne & Fancet 1989). Lo mismo se reportd en
anguilas (Anguilla anguilla) expuestas a un derrame con mezclas de quimicos (Spazier et al., 1992).
Esta disminucién en los centros fagociticos podria estar relacionada con los efectos
inmunodepresores de algunos contaminantes que podrian inhibir la actividad fagocitica y la
proliferacion de CMM (Zapata, 2024). Asi como con el estrés oxidativo y dafio esplénico inducidos
por xenobiodticos (Revisado por Stosik et al., 2019; revisado por Angius & Roberts, 2003).
Asimismo, exposiciones severas o prolongadas pueden provocar necrosis o atrofia del tejido
esplénico, llevando a la pérdida estructural de estos centros (Steinel & Bolnick 2017; Aigus &
Roberts, 2003). En otros casos, la disminucion podria deberse a una redistribucion funcional de
melanomacrofagos hacia érganos como el higado o rifidén anterior (Steinel & Bolnick 2017; Aigus
& Roberts, 2003).

La alteracion en los recuentos de CMM, observadas en individuos expuestos, junto con las
alteraciones en los conteos leucocitarios, la capacidad de aglutinacion bacteriana, y en valores de
hematocrito, previamente reportados para individuos de la misma especie (Sueiro et al., 2020),
sugieren un compromiso en su sistema inmunologico, lo que podria aumentar su susceptibilidad a
contraer enfermedades. De hecho, en este trabajo de Tesis se reportaron mayores prevalencias de
epiteliocistis en branquias de ambas especies (Capitulo I; Novacovsky et al., 2021), asi como de
ectoparasitos en branquias y parasitos metazoos en higados de turcos (Capitulo I; Capitulo 11
respectivamente). Por otro lado, la diferencia entre turcos y escrofalos en relacion a la disminucion
y aumento respectivo de CMM en individuos expuestos, evidencia que ante un mismo disturbio estas
especies presentan una respuesta inmunoldgica especie-especifica. Esto coincide con lo reportado
cuando se consideraron otros aspectos de la funcion inmune (Sueiro et al., 2020) y resalta la

importancia de incorporar mas de una especie en estudios ecotoxicoldgicos.

En sintesis, en este Capitulo se evidencia que turcos y escrdofalos presentan alteracion del nimero de
centros de melanomacrofagos esplénicos asociados con la exposicién a contaminantes. Dicha
alteracién de células inmunes podria tener consecuencias negativas sobre la fisiologia de los
organismos. Estos resultados, junto con los obtenidos para branquias e higados indican que los peces
expuestos a contaminacion presentan alteraciones en su histologia normal, pudiendo tener
consecuencia negativas en el funcionamiento de sus sistemas, impactando en su estado general de

salud.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
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6. Discusion general y conclusiones
6.1. Discusion general

En el escenario global de contaminacion ambiental, las respuestas tisulares observadas en los
individuos pueden ser indicativas de su estado de salud, lo cual a su vez, permite inferir posibles
efectos a nivel de poblacién y comunidad. En este sentido, la histopatologia se consolida como una
herramienta clave para evaluar el impacto de los contaminantes sobre los peces, siendo ampliamente
utilizada como un indicador sensible y especifico de la salud individual y ecosistémica. En este
trabajo de Tesis se reportaron alteraciones histoldgicas en branquias, higados y bazos de dos de las
especies mas conspicuas y abundantes de los ensambles de peces de arrecifes Norpatagénicos: el
escrofalo (S. oculatus) y el turco (P. brasilianus). Dichas alteraciones estuvieron asociadas con la
exposicion a contaminantes provenientes de multiples fuentes de origen antropico -trafico maritimo,
produccién de aluminio, efluentes domésticos, industria pesquera- que son vertidos, depositados o
acumulados en el entorno marino del area industrial y portuaria del golfo Nuevo. Estos tres érganos
son particularmente relevantes debido a su intervencion critica en funciones vitales como el
intercambio de gases, la osmorregulacion, la biotransformacion y desintoxicacion de xenobidticos,
la excrecion de desechos, la hematopoyesis y la defensa inmunologica. En los resultados obtenidos
en este estudio la alteracion del tejido branquial fue de leve a moderada. Las lesiones branquiales
registradas estuvieron asociadas a dafios por contacto directo con contaminantes y/o a la activacion
de mecanismos defensivos propios del tejido. Por su parte, el tejido hepatico mostro alteraciones de
moderadas a severas, Y las lesiones estuvieron principalmente asociadas a procesos inflamatorios.
Estas diferencias son esperables dadas las caracteristicas fisiologicas, funcionales y anatomicas
propias de cada organo. Sin embargo, las diferencias encontradas entre individuos expuestos y de
referencia respecto de las prevalencias de las lesiones y de los indices histopatologicos totales de
cada érgano fueron més evidentes en el caso de los higados (ver branquias: Fig.19 y 20 — Capitulo
I; higados: Fig. 19 y 20,- Capitulo I1). Esto sugiere una sensibilidad diferencial de los érganos
evaluados para responder o afectarse ante la exposicion a contaminantes. Observaciones similares
se han reportado para otras especies en contextos de contaminacion (Abdel-Moneim et al., 2012;
Costa et al., 2009; Camargo & Martinez, 2007). De modo similar, para el bazo y el higado, la
diferencia de recuentos de CMM entre individuos expuestos y de referencia estuvo mas acentuada
en los bazos (ver higados: Fig. 21, Capitulo Il; bazos: Fig.6, Capitulo Ill). Los CMM esplénicos

podrian estar mas afectados por su mayor implicancia inmunolégica, debido a su rol clave en la
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deteccion de patdgenos y toxinas circulantes. Ademas el bazo como principal 6rgano filtrador de la
sangre esta expuesto de forma mas directa a los efectos de los contaminantes (Agius & Roberts,
2003). Estos resultados destacan la importancia de considerar las diferencias en la susceptibilidad de
los pardmetros histolégicos entre érganos al momento de la elaboracion de estudios de monitoreo.
Lo mismo se ha sugerido cuando se utilizan otras variables fisioldgicas como aspectos de la funcién
inmune y del estado general de salud (Sueiro et al., 2020). Estas diferencias probablemente
constituyan una de las razones por las que ain no se ha establecido un conjunto universal y validado
de parametros fisiologicos para evaluar el potencial toxicologico de los contaminantes quimicos en

peces.

Si bien escrofalos y turcos expuestos exhibieron alteraciones en los tres 6rganos estudiados, la
respuesta histologica de cada especie a la misma mezcla de contaminantes fue diferente, a pesar de
compartir el mismo habitat y ecologia trofica. Estas diferencias especie-especificas se observaron
por ejemplo en las prevalencias de algunas lesiones como hipertrofia e hiperplasia epitelial en
branquias, o0 congestion, dilatacion de sinusoides y necrosis en higados (ver branquias: Fig.19 y 20
- Capitulo I; higados: Fig. 19- Capitulo I1). Esto también fue observado en el indice de reaccion
circulatorio de branquias, indices de reaccion circulatorio e inflamatorio de higados, y recuento de
CMM en higados y bazos (Fig. 1). Las diferencias interespecificas en las respuestas histologicas
frente a los mismos contaminantes han sido documentadas en peces (e.j. en Sobral dos Santos et al.,
2023; Barisic et al., 2015; Santos et al., 2014; Nero et al., 2006). Se han propuesto diferentes factores
como potenciales responsables a estas diferencias, incluyendo bioacumulacion diferencial de
contaminantes (Papagiannis et al., 2004; Shekh et al., 2019), resistencia fisioldgica y/o tolerancia
(Wirgin y Waldman, 2004). Asi como también, diferentes comportamientos como por ejemplo los
patrones de movimiento y, por ende, el tiempo de exposicion (Ali et al., 2014). En el sistema de
estudio de esta Tesis, las diferencias observadas entre turcos y escrofalos en sus respuestas
histoldgicas podrian reflejar diferencias interespecificas en la inversion energética durante procesos
fisiologicos claves. Estas dos especies comparten rasgos importantes relacionados con la ecologia
trofica y el uso del habitat, pero difieren en su historia filogenética y estrategia de vida, incluyendo
su modo de reproduccion. Mientras los turcos son una especie ovipara que esta en fase reproductiva
durante el verano (Villanueva-Gomila et al., 2015), los escrofalos son viviparos y reproducen en
invierno (Marcinkevicius, 2009; Sueiro et al., 2022). Cada estrategia reproductiva influye en el modo

de asignacion de recursos a otros procesos fisiologicos lo que podria resultar en una sensibilidad
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diferencial a los estresores externos, como los contaminantes ambientales. Tales diferencias entre
especies podrian, a su vez, tener consecuencias sobre su supervivencia relativa. Estos hallazgos
destacan la necesidad de realizar estudios que incorporen comparaciones interespecificas para
evaluar posibles variaciones en su susceptibilidad en un contexto ecotoxicolégico. Considerar estas
diferencias es importante en la implementacion de politicas eficaces de manejo, dado que una Unica

estrategia puede no ser adecuada para todas las especies.
6.3. Conclusiones

En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis Doctoral reafirman la relevancia de la
histopatologia como una herramienta diagnéstica clave para comprender y cuantificar los efectos
patoldgicos de la contaminacion ambiental en peces. En un contexto global en el que la presion
antrdpica constituye una amenaza creciente para la biodiversidad, disponer de métodos sensibles,
confiables y sitio-especificos para el monitoreo ambiental resulta esencial para detectar impactos
locales y anticipar sus posibles consecuencias ecologicas. El hallazgo de alteraciones histologicas
en oOrganos vitales como branquias, higado y bazo, en individuos expuestos a ambientes
contaminados, se suma a evidencias previas de alteraciones inmunolégicas y de condicion fisica en
estas mismas poblaciones, conformando un conjunto consistente de indicadores de deterioro
fisiologico. En el marco de la ecotoxicologia y la biologia de la conservacion, este tipo de respuestas
son consideradas sefiales tempranas de efectos subletales que, aunque no letales de forma inmediata,
pueden tener consecuencias biolégicamente significativas sobre funciones clave como la
reproduccion, la supervivencia y la resistencia a enfermedades. Ademas, la observacion de
alteraciones diferenciales entre oOrganos resalta la importancia de implementar estudios
multiérganicos para una evaluacion integral del estado de salud de los peces y del ambiente que
habitan. Del mismo modo, las diferencias interespecificas en la respuesta a la exposicion a
contaminantes subrayan la necesidad de incorporar comparaciones entre especies, dada la

variabilidad en su sensibilidad y capacidad de respuesta fisiologica.

De manera complementaria, se destaca la necesidad de expandir los enfoques diagndsticos hacia
otras especies y érganos ain no evaluados (como el bazo completo y el rifion), asi como de incluir
variables que permitan detectar impactos a nivel poblacional. Entre estas, se proponen: estructura de

tallas y edades, proporcidn de sexos, éxito reproductivo, densidad poblacional, indice de condicién
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y cambios en la distribucién o abundancia de las especies, todos ellos potenciales indicadores de
presiones ambientales cronicas.

Si bien este estudio no aborda directamente consecuencias poblacionales o ecosistémicas, los
resultados permiten afirmar que la situacién observada merece atencion urgente desde la perspectiva
de la gestion ambiental. En este sentido, se recomienda: (1) la incorporacion de los indicadores
histolégicos, inmunoldgicos y de condicion fisica en programas de monitoreo ambiental continuo,
(2) la implementacion de medidas de prevencién o mitigacion en las fuentes locales de
contaminacién, (3) la realizacién de estudios experimentales y a largo plazo que permitan establecer
vinculos causales entre contaminantes y efectos bioldgicos, asi como evaluar la dinamica
poblacional de las especies afectadas.

Este trabajo contribuye asi a mejorar el conocimiento sobre los impactos de la contaminacion en
peces marinos y proporciona herramientas aplicables al disefio de estrategias de conservacion mas
especificas, efectivas y adaptadas a los desafios locales.

Individuos expuestos a contaminacion
i
Turco (Pinguipes brasilaniis) Escrofalo (Sebastes oculatus)
' <yl I brq cire NS B
o k
f ; I brq prog f
' ?1: ;-7._% I brq reg t ﬂ
|
e Branquia - NS
* Lig L] Perfil leucocitario 2lterado  Perfil leucocitario #lterado
NS T g cire * Cociente N:L, " Cociente N:L .
L) L hig prog ' t* - ; =
Aglutinacion bacteriana ematocrito
t I Hig reg Hioad ' g ‘ ‘
igado
1t I g e - NS Factor de condicién ¥
£ — = lizad de I Itados obtenid
, Nota. Resumen realizado a partir de los resultados obtenidos en
4 \ Ll NS los trabajos de Sueiro y Palacios 2016 y Sueiro et al., 2020
¥ Bazo CMM 1t

Figura 1. Resumen de las alteraciones (A) histologicas de los escréfalos y turcos registradas en este trabajo de Tesis
y (B) fisiol6gicas obtenidas en trabajos previos sobre estas mismas especies, expuestos a contaminacion en
comparacion con los individuos de sitios de referencia. Los efectos y su direccion se indican con flechas. | g Indice
branquia, Inig: Indice higado, circ: circulatorio, prog: progresivo, reg: regresivo, inf: inflamatorio. CMM: centros de
melanomacroéfagos. NS= no significativo; N:L= neutrofilos: linfocitos.
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TABLA ANEXA'Y ABREVIATURAS
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Tabla Al. Media (X) £ desvio estandar (DS), mediana (M), minimo (min) y maximo (max) de los pardmetros
largo total (L T), peso total (PT), porcentaje de area afectada de las lesiones (extension) e indices histologicos

medidos en branquias, higados y bazos de escréfalos y turcos de sitios expuestos (EXP) y referencia (REF)

Escrdfalo (39) Turco (23)
REF (29) EXP (10) REF (14) EXP (9)
X £ DS X £ DS X £ DS X £ DS
M (min—-max) M (min—-max) M (min—-max) M (min-max)
25,6 £3,6 26,3+2,7 334142 29,4+1,9
LT
Z:' 25,3 (16,0-32,3) 26,5 (20,5-29,1) 34,8 (25,5-38,2) 29,2 (26,5-32,4)
E 292,3+131,5 300,5+85,4 471,4 + 64,3 258,9 £ 58,1
]
o PT 262,5 (50,0- 287,5 (175,0- 537,5 (150,0- 250,0 (175,0-
600,0) 425,0) 650,0) 350,0)
REF (26) EXP (10) REF (12) EXP (9)
9,0+91 11,1+10,1 11,3+13,9 16,3 +10,6
CONG
6,0 (0,0-31,0) 11,25 (0,0-27,0) 5,75 (0,0-44,0) 16,5 (1,0-34,5)
04+1,0 42+5]1 0,711 48+48
TELANG
0,0 (0,0-3,0) 1,0 (0,0-12,0) 0,0 (0,0-3,0) 3,0 (0,0-12,0)
0,8+0,7 13+1,1 11+1,1 1,8+0,8
| Brq Circ
0,5 (0,0-2,0) 1,5 (0,0-2,9) 0,8 (0,0-3,3) 1,6 (0,8-3,5)
0 11,1+6,9 18,2+ 15,9 12,1+7,3 14,0 £16,5
= HPCM
Czy 11,0 (0,0-31,5) 16,3 (0,0-40,0) 9,3 (3,5-24,0) 6,0 (2,0-54,0)
&
el 36+48 16,3+11,5 0,9+,03 6,3+5,9
HTFE
1,0 (0,0-15,5) 15,8 (0,0-33,5) 0,0 (0,0-10,5) 6,0 (0,0-18,0)
3555 11,6 +8,2 0516 69+75
HPE
2,0 (0,0-27,5) 11,8 (0,0-23,0) 0,0 (0,0-5,5) 6,0 (0,0-21,0)
1,0+1,7 6,4+6,7 0821 6,2+7,6
HPPTA
0,0 (0,0-5,0) 6,5 (0,0-20,0) 0,0 (0,0-6,5) 4,5 (0,0-19,0)
FUSION 1,4+3,2 6,0+48 1,2+13 6,4+6,4

Tesis doctoral Novacovsky, G.N.

UNPSJB-2025




0,0 (0,0-16,0) 8,0 (0,0-12,0) 0,8 (0,0-3,5) 5,5 (0,0-17,0)
0,716 42+45 0,1+03 2,2+30
METAP
0,0 (0,0-5,5) 3,8 (0,0-11,5) 0,0 (0,0-1,0) 1,5(0,0-9,0)
9,8+14,1 1,06 + 3,17
HPCCL - -
0,0 (0,0-36,0) 0,0 (0,0-9,5)
40+£20 10,5+5,2 3,6+3,0 6,8+4,3
| Brq Prog
3,7 (0,4-9,4) 10,6 (3,3-19,3) 3,0 (0,6-11,8) 5,4 (1,2-13,3)
3,3+43 16,4 £ 16,7 1,7+£32 5247
LEV
1,0 (0,0-13,5) 12,3 (0,0-49,5) 0,0 (0,0-10,0) 6,5 (0,0-10,5)
06+17 8,677 13+24 53+£5,6
ACORT
0,0 (0,0-6,0) 11,0 (0,0-18,) 0,0 (0,0-6,5) 4,0 (0,0-13,5)
0,2+05 41+£52 0,2+£0,6 1,7+£31
NECRO
0,0 (0,0-2,0) 0,8 (0,0-12,0) 0,0 (0,0-2,) 0,0 (0,0-8,0)
05+0,5 39+23 0,6+0,8 45+72
| Brg Reg
0,3(0,0-1,8) 4,5 (0,-6,5) 0,2 (0,0-2,5) 2,5(0,0-23,0)
0,7+2,0 2,7+5,0 0,3+0,9 09+27
INF
0,0 (0,0-7,0) 0,0 (0,0-14,5) 0,0 (0,0-3,0) 0,0 (0,0-8,0)
0,7+17 15,2 + 16,7 08+19 3,6+54
EDEMA
0,0 (0,0-7,0) 9,3 (0,0-36,0) 0,0 (0,0-5,5) 0,0 (0,0-12,0)
0,2 +0,3 16+£17 02+04 05+0,8
| Brq Inf
0,0 (0,0-1,0) 1,8 (0,0-4,9) 0,0 (0,0-1,2) 0,0 (0,0-2,1)
5524 17,3+6,3 54+37 13,5+8,7
| Brqg Tot
5,3 (1,8-10,8) 18,1 (6,3-27,5) 4,2 (1,0-13,0) 9,6 (4,7-32,6)
REF (24) EXP (10) REF (12) EXP (7)
242+ 195 34,0+27,1 7,5+ 13,6 22,1+135
CONG VASC
" 25,0 (0,0-80,0) 35,0 (0,0-75,0) 0,0 (0,0-40,0) 25,0 (0,0-40,0)
o
<DE DILAT 4,6+3838 25,0+ 15,8 50%6,7 10,0+ 11,6
)
T SINUS 0,0 (0,0-30,0) 20,0 (0,0-50,0) 0,0 (0,0-20,0) 10,0 (0,0-30,0)
23+13 43+22 11+12 26+14
| Hig Circ
2,0 (0,0-5,0) 4,0 (1,0-8,0) 1,0 (0,0-4,0) 2,0 (1,0-4,0)
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2561 185+153 2,9%54 57+7,9
VASCUL
0,0 (0,0-20,0) 20,0 (0,0-40,0) 0,0 (0,0-15,0) 0,0 (0,0-20,0)
HIPERP 10+44 60<67 1,7+39 143+113
C.BIL 0,0 (0,0-15,0) 0,0 (0,0-30,0) 0,0 (0,0-10,0) 20,0 (0,0-30,0)
09+14 42+32 10+16 37+21
| Hig Prog
0,0 (0,0-4,0) 4,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0-4,0) 4,0 (2,0-8,0)
750+ 155 73,0+ 14,9 1,7£39 29+49
VACUOL.
77,5(30,0-95,0) | 75,0 (40,0-90,0) 0,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0-10,0)
08+29 29+49
DEG. GRASA - -
0,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0-10,0)
6,363 175+86 42+6,7 15,7+9,8
NECRO.
10,0 (0,0-20,0) | 20,0 (0,0-30,0) 0,0 (0,0-20,0) 20,0 (0,0-30,0)
08+29 71476
NECRO C BIL - -
0,0 (0,0-10,0) 10,0 (0,0-20,0)
DEG. 135+6,7 25+45 15,0+ 9,6
EOSINO. 12,5 (0,0-20,0) 0,0 (0,0-10,0) 15,0 (0,0-30,0)
21+42 11,0£7,0 1,7£39 2,0+49
EDEMA
0,0 (0,0-10,0) 10,0 (0,0-20,0) 0,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0-10,0)
29+46 10,0 £ 4,1 33+49 5065
ALT. NUC.
0,0 (0,0-10,0) 10,0 (0,0-15,0) 0,0 (0,0-10,0) 0,0 (0,0-15,0)
74£29 14,038 29%28 10,0 + 4,5
| Hig Reg
8,0 (3,0-12,0) 15,0 (4,0-17,0) 2,5 (0,0-9,0) 10,0 (5,0-18,0)
52+73 10,0 £ 4,1 50+67 12,081
INFILT.
0,0 (0,0-20,0) 10,0 (0,0-15,0) 0,0 (0,0-20,0) 10,0 (0,0-25,0)
12+17 22+11 10+14 26+15
| Hig Inf
0,0 (0,0-4,0) 2,0 (0,0-4,0) 0,0 (0,0-4,0) 2,0 (0,0-4,0)
11,845 247+56 6,0+46 18,9+ 6,0
| Hig Tot
12,5 (5,0-20,0) | 26,0 (11,0-30,0) 6,0 (0,0-15,0) 16,0 (14,0-31,0)
1,1+69 69,0+ 77,8 56,0+ 51,5 97+43
CMM
11,0 (0,0-31,5) | 450(50-253,0) | 31,0(19,0-157,0) | 9,0 (3,0-17,0)
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REF (27) EXP (9) REF (13) EXP (7)
MDD 88,0+24,0 14,0+8,0 63,0 34,0
BAZOS CMM ]
13?33(?)&))'0 86,0 (48,0-150,0) | 12,0(8,0-30,0) | 72,0 (5,0-111,0)
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Abreviaturas:
REF: referencia
EXP: expuesto
LT: largo total
PT: peso total
PR: patron de reaccion
| Brg: indice branquia
| Brq Circ: indice branquia circulatorio
| Brg Prog: indice branquia progresivo
| Brg Reg: indice branquia regresivo
| Brq Inf: indice branquia inflamatorio
| Brq Tot: indice branquia total
| Hig: indice higado
| Hig Circ: indice higado circulatorio
| Hig Prog: indice higado progresivo
| Hig Reg: indice higado regresivo
| Hig Inf: indice hiagado inflamatorio
| Hig Tot: indice higado total
CONG: congestion
TELANG: telangiectasia
HPCM: hlperplasia de células mucosas
HTFE: hipertrofia epitelial
HPE: hiperplasia epitelial
HPPTA: hiperplasia de puntas laminillares
FUSION: fusion
METAP: metaplasia
HPCCL.: hiperplasia de células de cloro
LEV: levantamiento

ACORT: acortamiento
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NECRO: necrosis

INF: infiltrado

CONG VASC: congestion vascular

DILAT SINUS: dilatacion de sinusoides
VASCUL.: vasculitis

HIPERP C. BIL: hlperplasia del conducto biliar
VACUOL.: vacuolizacién

DEG. GRASA: degeneracidn grasa
NECRO C BIL: necrosis del conducto biliar
DEG. EOSINO.: degeneracion eosiniofilica
ALT. NUC.: alteraciones nuecleares

CMM: centros melanomacrofagos

MM: melanomacrofagos

IBS: indice bazosomatico
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