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RESUMEN: Los centros pigmentarios (CPs)
se han documentado en anfibios y peces. En
estos ultimos, aparecen después de la primera
alimentacion y consisten en la acumulacion de
pigmentos en células fagociticas que se asocian
con sinusoides y/o centros linfoides en el bazo,
el higado y el pronefros. Han sido utilizados
como bioindicadores de contaminaciéon en
los peces. La raya marmorada, Sympterygia
bonapartii (Miller & Henle, 1841),
componente habitual del estuario de Bahia
Blanca, ecosistema que ha sufrido diferentes

es un

presiones de impacto ambiental a lo largo de
los ultimos 15 anos. Se trata de un condrictio
benténico oviparo que desova en el estuario
a fines de primavera y verano. Por sus habitos
benténicos se lo considera un buen modelo
para monitorear el impacto antropogénico en

Argentina

el ecosistema estuarial. El objetivo principal de
este estudio fue ensayar la utilizacion de los CPs
de bazo e higado de Sympterygia bonapartii
como bioindicadores de calidad ambiental, bajo
un modelo de tratamientocontrol, tomando a la
Bahia San Blas como area control de referencia.
Se detall6 la estructura histolégica de los CPs
presentes en el bazo e higado de S. bonapatrtii.
Luego se compararon las posibles diferencias
cualiy cuantitativas en los CPs debido a factores
ambientales y no ambientales. Se analizaron
un total de 52 ejemplares, 27 (20 hembras y 7
machos) se capturaron en el estuario de Bahia
Blanca y 25 (16 hembras y 9 machos) en Bahia
San Blas.

PALABRAS CLAVES: Histopatologia, Symptery-
gia bonapartii, Centros pigmentarios.
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USE OF PIGMENTARY CENTERS Sympterygia
bonapartii (Chondrichthyes, Rajidae) AS A TOOL
OF POLLUTION BIOANALYTICAL.

SUMMARY: The pigments centres (CPs) have
been documented in amphibious and fish.
On these last ones, they appear after the first
feeding and consist in pigments accumulation
of phagocytic cells that associate with sinusoid
and/or lymphoid centres on spleen, liver and the
pronefros. These have been used as pollution
bioindicators on fish. The skate, Sympterygia
bonapartii (Miller & Henle, 1841), is a usual
specimen from Bahia Blanca’s estuary, ecosystem
that has suffered different environmental
impact for the past 15 years. This is a bentonic
oviparous condictrius which lays eggs in the
estuary at the end of spring and summer. Due
its bentonic habits, it's considered a fine model
to monitor the men’s impact on the estuarial

INTRODUCCION

ecosystem. The main objective of this research
was to rehearse the use of the spleen and liver’s
CPs of Sympterygia bonapartii as environmental
bioindicators. This was made following a model
of control treatment that takes Bahia San Blas
as a referential control area. The histological
structure of CPsin spleen and liver of S. bonapatrtii
was determined. After this analysis, the possible
qualitative and cuantitative differences due to
environmental or no environmental influences
were compared. A number of 52 individuals
were analyzed from which 27 (20 females and 7
males) were brought from Bahia Blanca’s estuary.
The other 25 individuals (16 females and 9 males)
were captured in Bahia San Blas.

KEY WORDS: Histopathology,
bonapartii, pigments centres.

Sympterygia

Los centros melanomacrofagicos (CMM) se han documentado en anfibios y peces. En estos ultimos,
aparecen después de la primera alimentacidén y consisten en laacumulacién de pigmentos en células
fagociticas que se asocian con sinusoides y/o centros linfoides en el bazo, el higado y pronefros
(Agius, 1981). Han sido utilizados como biomarcadores de contaminacion en los peces (Khan et al.,
1994; Couillard y Hodson, 1996).

Estos acumulos de células fagociticas, contienen diferentes pigmentos intracitoplasmaticos
incluyendo melanina, ceroides, lipofuscina y hemosiderina (Wolke, 1992). Las funciones postuladas
paralos CMM son asimilables a la respuesta inmune no-especifica de los vertebrados superiores, que
abarca las células del sistema fagocitico (Roberts, 1975).

La abundancia y caracteristicas morfolégicas de CMM pueden estar influenciadas por diversos
factores, entre ellos cambios en los parametros fisiolégicos y condiciones patolégicas (Haaparanta
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et al,1996), edad (Agius, 1981; Brown & George, 1985; Mikaelian et al., 1998), la especie de pez; su
estado nutricional y grado de catabolismo tisular (Micale y Perdichizzi, 1990; Wolke, 1992; Montero
etal.,, 1999; Manera et al., 2000), impacto de estrés térmico (Blazer et al., 1987), necrosis, infecciones
y hemdlisis (Roberts, 1975; Agius y Agbede, 1984; Wolke et al., 1985b; Spazier et al., 1992; Couillard
et al.,, 1999; Russo et al., 2007). Esto implica el abordaje anatomo-patolégico mediante un analisis
profundo y detallado de las muestras obtenidas.

Sympterygia bonapartii (Muller & Henle, 1841) (nv: raya marmorada) es un componente habitual del
estuario de Bahia Blanca, ecosistema que ha sufrido diferentes tipos de impacto ambiental a lo largo
de los ultimos 15 anos. Se trata de un condrictio benténico oviparo, cuya talla de primera madurez
para las hembras es de 65 cm y de 63,6 cm LT para los machos. El desove en el estuario se produce
a fines de primavera y verano. Por sus habitos benténicos se lo considera un buen modelo para
monitorear el impacto antropogénico en el ecosistema estuarial.

Este estudio contribuye a la busqueda de biomarcadores de contaminacién por medio de andlisis
histopatoldgicos bajo un modelo de tratamiento-control, tomando a la Bahia San Blas como area
control de referencia. Para ello se han planteado los siguientes objetivos:

El objetivo general de este estudio, es probar la utilizaciéon de los CMM de bazo e higado de
Sympterygia bonapartii como biomarcadores, por medio de técnicas histoldgicas

ESPECIFICOS:

B Detallar la estructura histolégica de los CMM presentes en el bazo e higado de S.
bonapatrtei.

B Definir citolégica y morfometricamente los conjuntos celulares de los CMM.

B Comparar posibles diferencias cuali y cuantitativas en los CMM debido a factores am-
bientales y no ambientales (cargas parasitarias).

MATERIALES Y METODOS

Las areas de pesca seleccionadas fueron el estuario de Bahia Blanca y la Bahia San Blas, ambas zonas
pertenecientes ala provincia de Buenos Aires. El arte de pesca utilizada fue una linea de anzuelos para
las dos zonas de muestreo. Para ambos sexos se obtuvo el peso total en gramos y la longitud total
en mm. Se realizaron la diseccién de los peces inmediatamente post mortem. Se tomaron muestras
de bazo e higado, las que se fijaron en liquido de Bouin. Luego se realizaron técnicas histoldgicas
usando como coloracién topogréfica H-E, blanqueamiento de la melanina (bleaching) y técnica del
azul de Perls. Se utilizo MO y analisis digital por medio del programa de imdgenes Motic Images Plus
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2.0. Se tomaron datos del didametro promedio de los centros y de las células melanomacrofagicas
promedio, el nUmero promedio de CMM y melanomacrofagos presentes en cada uno de ellos.

Se emplearon métodos de estadistica descriptiva para los parametros histolégicos (media, desvio
estandar, rango) y tests no paramétricos de Mann Whitney y de correlacion por rangos de Spearman
(Siegel & Castellan, 1995), comparando los grupos de individuos acorde con el sexo y para cada zona
y época de muestreo.

RESULTADOS

Se estudié un total de 52 ejemplares de Sympterygia bonapartii, nv: raya marmorada, de las cuales 27
(20 hembras y 7 machos) se capturaron en el estuario de Bahia Blanca y 25 (16 hembras y 9 machos)
en Bahia San Blas. De cada ejemplar se obtuvieron datos de sexo, longitud total, ancho del disco,
peso total y nUmero de pardsitos internos. No se observaron ejemplares con lesiones macroscopicas

externas o internas de importancia. Los datos se pueden apreciar en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Variables bioldgicas de rayas del Estuario de Bahia Blanca (n=27)
LT, ) PI NP.
Promedio 43,91 29,67 898,82 10,11
Desvio est. 18,51 12,74 905,57 21,53
Varianza 342,56 162,39 820061,54 463,64
Coef. Disp. 7,80 5,47 912,37 45,85
Mediana 39,30 28,30 414,00 3,00
Maximo 70,00 48,00 2785,00 111,00
Minimo 21,00 14,00 59,20 0,00

Tabla 2. Variables bioldgicas de rayas de Bahia San Blas (n=25)
LT; AD PT, NP
Promedio 50,77 34,79 914,32 9,08
Desvio est 7,23 4,57 327,95 12,44
Varianza 52,29 20,89 107553,89 154,83
Coef disp. 1,03 0,60 117,63 17,05
Mediana 51,50 35,00 930,00 4,00
Maximo 60,6 43,50 1451 59,00
Minimo 30,8 21,00 200 0,00

Referencias: LT: Largo total; AD: Ancho del disco; PT: peso total; NP: NUmero de parésitos.
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1. Parte descriptiva

Estructura esplénica

El bazo se halla situado en la cavidad corporal comprimida, es de color rojo a purpura y de facil
visualizacion. Si se efectua la diseccion por la zona ventral, éste se ubica por dorsal al higado y sobre
el borde interno del estémago. Presenta una estructura compacta (figura 5).

Figura 5. Vista ventral, diseccién de hembra, mostrando
ubicacién del bazo en cavidad corporal.

Histolégicamente, los cortes de bazo coloreados con hematoxilina-eosina, mostraron una capsula
de tejido conectivo y un parénquima con regiones de pulpa roja y blanca sin disposicién regular
o sectorizada (Figura 6). No existe compartimentacion, al contrario de los mamiferos en los cuales
estas regiones estan claramente definidas. En la pulpa blanca encontramos un alto contenido de
células linfoides en cercanias o periferia de arteriolas, en algunos cortes se observo la presencia de
células granulares eosinéfilas de gran tamafio (6 um), hasta 4 por campo con aumento de 1000X
(Figura 7) y melanomacroéfagos (Figura 8). La pulpa roja posee una abundante cantidad de tejido
conectivo estroma y células que forman una red densa de color rosa mas claro, con una proporcion
baja de células linfoides y alta de eritrocitos.

- ‘ ’

Fig. 6. Parénquima esplénico. PB: pulpa blanca; PR: pulpa roja; E: red densa. (400X).
Fig. 7. Detalle de células eosindfilas (Eo) en parénquima de bazo (1000X).
Fig. 8. Detalle de melanomacréfago (MMc) en parénquima de bazo (1000X).
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Estructura hepatica

El higado esta ubicado en la cavidad corporal comprimida, es de gran tamafo, color marrén oscuro,
presenta dos grandes I6bulos laterales y un [6bulo pequeio intermedio. Al efectuar la diseccién por
la zona ventral aparece a simple vista por encima de todos los érganos (Figura 9).

La estructura histolégica del higado de las rayas no presenta la triada portal propia de los mamiferos.
En diferentes zonas del parénquima hepatico se encontraron conductos biliares, hepatocitos
portando granulos lipidicos, dispuestos en cordones alrededor de capilares (sinusoides), en cuyo
lumen se aprecian eritrocitos. Los melanomacroéfagos y centros pigmentados (CMM) se presentan en
numero variado (Figuras 10y 11).

9. Vista ventral,
corporal.
Fig. 10. Parénquima hepético. MMc: melanomacréfago; GL: gréanulo lipidico; Ch: célula
hepdtica; Cp: capilar; er: eritrocito (H-E) (400X).
Fig. 11. Detalle de parénquima hepético. MMc: melanomacréfago; GL: granulo lipidico;
Ch: célula hepética. (H-E) (1000X).

EXAMEN DESCRIPTIVO DE MELANOMACROFAGOS
Y CENTROS MELANOMACROFAGICOS (CMM)

La cuantificacionymedicién delos melanomacréfagosy CMM, de higadoybazo delasdos poblaciones
de rayas, se realiz6 sobre preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina, contabilizandose, con un

306



UTILIZACION DE CENTROS PIGMENTARIOS DE Sympterygia bonapatrtii...

Uibrig, Romdn - Galeano, Noelia - Schwerdt, Carla - Mas, Javier - Sartuqui, Javier - Guagliardo, Silvia -
Acebal, Florencia - Paolillo, Melisa - Tanzola, Daniel

aumento de 400X, diez campos al azar por corte de higado y bazo en cada ejemplar. Se examiné un
total de 1040 campos. Los resultados correspondientes a las muestras de Bahia Blanca se muestran
en la Tabla 3; en tanto los de San Blas en la Tabla 4.

Tabla 3. § Datosy estadistica descriptiva de higado y bazo de los ejemplares del Estuario
de Bahia Blanca

Bahia|Blanca

D/CMM
S N2CMM
D/MMc apenas D/MMc
o) apenas R )
m efinidos m
; definidos :
()

Promedio 5,87 571 26,05 0,09 22,26 389 0,04 4,53 17,12
Desv.St. 4,19 1,26 = 0,39 15,04 = 0,070 0,81 -
Varianza 17,60 1,58 = 0,15 226,18 = 0,004 0,66 =
Coef disp. 3,00 0,28 = 1,73 10,16 = 0,108 0,14 =
Mediana 5,25 5,60 = 0,00 16,90 = 0 4,60 =
Méximo 17,00 8,60 58,08 2,00 4434 1544 0,200 5,50 23,75
Minimo 0 3,92 12,07 0 10,9 93,31 0 3,00 7,06

Referencias: N° MMc: nimero de melanomacréfagos; D MMc: didmetro de melanomacréfagos; S MMc (um?): Superficie
de los melanomacrofagos; Ne CMM apenas definidos: nimero de centros melanomacrofégicos apenas definidos; D CMM
apenas definidos: didmetro de centros melanomacrofadgicos apenas definidos; S CMM (um?): superficie de los centros
melanomacrofégicos.

Tabla 4. | Datosy estadistica descriptiva de higado y bazo de los ejemplares de Bahia San Blas

Higado Bazo
D MMc S Ne CMM D CMM apenas S No D S
Datos Ne MMc ) MMc apeltmas definidos CcMM MMc MMc MMc
(um?) definidos (um) (um?) (um) (um?)
Promedio 7,68 5,86 26,97 0,04 34,61 940,7 0,01 5,23 21,48
Desv.St. 5,09 2,08 = 0,08 10,30 = 0,03 1,72 =
Varianza 25,87 4,32 = 0,01 106,12 = 0,00 2,97 =
Coef disp. 3,37 0,74 = 0,15 3,07 = 0,09 0,57 =
Mediana 6,60 5,25 = 0,00 28,75 = 0,00 4,90 =
Maximo 27,00 11,29 100,1 0,30 50,00 1963,4 0,10 7,10 39,59
Minimo 0,00 3,10 7,55 0,00 24,50 471,43 0,00 3,70 10,75

Referencias: N° MMc: nimero de melanomacroéfagos; D MMc: didmetro de melanomacréfagos; S MMc (um?): Superficie
de los melanomacrofagos; N° CMM apenas definidos: nimero de centros melanomacrofdgicos apenas definidos; D CMM
apenas definidos: didmetro de centros melanomacrofagicos apenas definidos; S CMM (um?): superficie de los centros
melanomacrofégicos.
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Siguiendo la clasificaciéon propuesta por Manera et al. (2000) los centros pigmentados se pueden
agrupar en tres categorias: (1) Sin forma o melanomacréfagos (MMc), (2) CMM apenas definidos y
(3) CMM bien definidos. La categoria “sin forma o MMc” comprende campos microscépicos (400x)
con macréfagos pigmentados con melanina en ndmero menor a dos por campo. La categoria de
CMM apenas definidos consisten en campos cuyos melanomacréfagos estan agrupados en niimero
mayor a dos, pero sin encapsulacion de tejido conectivo. Finalmente, cuando se habla de CMM bien
definidos se hace referencia a aquellas agrupaciones de melanomacrofagos encapsulados en tejido
conectivo.

En ambas areas de estudio solo se encontraron MMc y CMM apenas definidos. En relacién a los
organos estudiados, en el higado se identificaron MMc y CMM apenas definidos, en tanto en el bazo
sélo se reconocieron MMc. Los MMc y CMM de ambos érganos no presentaron encapsulamiento
alguno por elementos de tejido conectivo, solo se detectd reaccidn positiva a la coloracién tricromica
de Masson en los conductos hepdticos (figura 12) yenla pulpa roja del bazo (figura 13).

Fig. 12: Detalle de conducto biliar. MMc: melanomacréfago. Masson. (400X).
Fig. 13: Detalle de bazo. PB: pulpa blanca. PR: pulpa roja. Masson. (400X).

Tipos MMcy CMM del higado

Para las muestras de higado examinadas en ambas areas de estudio, se obtuvo que el nimero y
diametro promedio de los MMc, no presentaron diferencias significativas. En cuanto a los CMM
apenas definidos, se encontrd mayor abundancia y conteos maximos en el estuario de Bahia Blanca.
Por ultimo los higados de las rayas procedentes de la Bahia San Blas presentaron CMM de mayor
tamano promedio (Tablas 3 y 4).

Tipo MMc del bazo

En la cuantificacion y caracterizaciéon de los MMc encontrados en los bazos, se hallé en promedio un nimero
casi cuatro veces mayor en las rayas procedentes del estuario de Bahia Blanca. Asimismo las muestras de
Bahia San Blas presentaron MMc significativamente de mayor tamafio que las de Bahia Blanca.
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ENSAYOS HISTOQUIMICOS PARA LA IDENTIFICACION
DE PIGMENTOS EN MMCY CMM

Paraestafasedelainvestigacién setuvoen cuentaladeteccidon dediferentes pigmentos componentes
de células y centros pigmentados, empleando las técnicas histoquimicas de PAS, para lipofucsina/
ceroide; Azul de Perls, para hemosiderina; y blanqueamiento o bleaching, para melanina.

Lipofucsina/ceroide

En el higado de los ejemplares procedentes de ambas zonas de muestreo, no se observé reaccion
positiva al dcido peryddico de Schiff en los MMc ni en CMM, como asi tampoco en los MMc del bazo.

Hemosiderina

La técnica del Azul de Perls se basa en la capacidad que posee el ferrocianuro potasico, para formar
complejos con el hierro (férrico), dando como resultado ferrocianuro férrico o azul de Prusia por
accion del acido clorhidrico que desencadena la reaccion. En nuestro estudio, no se observé reacciéon
positiva en los MMc de ambos érganos, ni tampoco en los CMM de higado. Solo se pudieron apreciar
discretos complejos de hierro en algunos hepatocitos (Figura 14) pero no en el bazo.

Fig. 14. Detalle corte de higado. MMc:
melanocréfago. Nh: nicleo de hepatocito. Azul
de Perls. (1000X).

Melanina

Se aplicd la técnica del blanqueamiento o bleaching para la identificacion de melanina en los MMc
y CMM. Luego de 18 horas continuas de incubacién en H,0, de 100 volimenes, se observé que los
MMc de ambos érganos estudiados y CMM del higado arrojaron resultados positivos al decolorarse
en su totalidad (Figura 15, sin tratar y figura 16 tratado), al igual que en el testigo positivo (tegumento
de rana toro, Lithobates catesbeianus) (Figura 13 sin tratar y Figura 14 tratado).
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Fig. 15. Parénquima de higado. MMc: melanomacréfago. CMM: centro
melanomacrofagico. Sin tratamiento. H-E. (100X).
Fig. 16. Parénquima de higado tratado con H,0, durante 18hs. H-E. (100X).

Fig. 17.Tegumento de rana toro (control positivo) sin tratamiento. H-E.(400X).
Fig. 18. Tegumento de rana toro (control positivo) tratado. H,0, 18hs. H-E.
(400X).

II) Analisis estadistico

Enel presente estudio se establecio como objetivo detectar diferencias significativas entre las abundancias,
frecuencias (prevalencia), tamanos y tipos de centros y células pigmentadas presentes en el higado y bazo
de dos poblaciones de rayas S. bonapartii, sometidas a diferentes condiciones de stress ambiental. Antes
deidentificar estas diferencias entre las poblaciones, se evaluaron variables morfométricas y bioldgicas de
talla, peso y carga parasitaria, dentro de cada poblacién (entre machos y hembras). Esto permitié evaluar
la homogeneidad de cada poblacién con respecto a sus variables biolégicas propias.

En primera instancia se procedid a la identificacién de correlaciones entre las variables bioldgicas
cuantitativas en cada poblacién.

En Bahia Blanca, el nUmero total de parasitos dio correlacion significativa, pero con valores inferiores
a r,= 0,40, respecto a talla y peso total (Tabla 5). El nimero de MMc en higado no arrojoé correlaciéon
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significativa. En San Blas no hubo ninguna correlacién entre estas variables (Tabla 6). Por lo tanto,
teniendo en cuenta que los valores de correlacion en Bahia Blanca fueron bajos y su significacion
se halla muy préxima al limite de rechazo de la hipdtesis nula (a=0,05), y que tampoco se verificd
asociacion estadistica con ninguna de estas variables en San Blas, se puede considerar que en la
muestra estudiada, ni el peso ni la talla son predictores confiables de la carga parasitaria ni esta del
numero de MMc hepaticos.

Tabla 5. B Test de Correlacion de Spearman. Estuario de Bahia Blanca

Variables LT, AD PI NP.
LT 1 r,=0,993** r,=0,992%* r=0,391% r,=0,1680 r.=0,0030
AD p=0,000 1 r, =0.994%* r=0,392* r,=0,1630 r.=-0,022
PT p=0,000 p=0,000 1 r,=0,385* r,=0,1270 r=-0,041
NP p=0,044 p=0,043 p=0,047 1 r,=-0,264 r=-0,200
N MMc H p=0,403 p=0,417 p=0,528 p=0,184 1 r=0,381*
D MMc H p=0,990 p=0.915 p=0,841 p=0,317 p=0,05 1

Tabla 6. 0 Test de Correlacion de Spearman. Bahia San Blas

Variables _E__I_IMM_

LT r=0,812%  r=0,953** r=0,291 r=0,203 r=0,519**
AD p= 0,000 1 r=0,806** r=0,215 r=0,303 r,=0,308
PT p=0,000 p=0,000 1 r=0,247 r=0,196 r,=0,441%
NP p=0,158 p=0,302 p=0,234 1 r=0,166 r,=0,151

N MMc H p=0,332 p=0,142 p=0,348 p=0,428 1 r, =0,476*
D MMc H p=0,008 p=0,135 p=0,027 p=0,470 p=0,016 1

Referencias: N° MMc H: nimero de melanomacréfagos en higado; D MMc H: didmetro de melanomacréfagos en higado;
N° CMM apenas definidos: nimero de centros melanomacrofagicos apenas definidos; D CMM apenas definidos: didmetro
de centros melanomacrofégicos apenas definidos; NP: Nimero de parésitos; LT: Largo total; AD: Ancho del disco; PT: peso
total.

Por otra parte, las Tablas 8 y 9 indican que no hubo diferencias significativas, respecto de las variables
bioldgicas, entre ambos sexos “dentro” de cada area muestreada. Por ello, para reforzar el analisis
comparativo “entre zonas” se tuvieron en cuenta ambos sexos en conjunto, aumentando la “n”
muestral, ver Tabla 10.
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Tabla 7. Prueba U de Mann Whitney entre machos y
hembras del Estuario de Bahia Blanca

Variables CoeficientelU

LT 40,5 0,103

AD 36,5 0,063

PT 35 0,053

NP 48 0,219

N MMc H 60 0,58

D MMc H 51 0,293

Tabla 8. Prueba U de Mann Whitney entre
machos y hembras de Bahia San Blas
Variables Coeficientell
LT 43,5 0,10
AD 55,5 0,35
PT 41 0,07
NP 57,5 0,41
N MMc H 65,5 0,71
D MMc H 48,5 0,18

Tabla 9. Prueba U de Mann Whitney entre el
Estuario de Bahia Blancay Bahia San Blas

Variables CoeficientelU

LT 275 0,252
AD 274,5 0,248
PT 283 0,318
NP 290 0,382
N MMc H 233,5 0,057
D MMc H 309,5 0,608

Referencias: N° MMc H: nimero de melanomacréfagos en
higado; D MMc H: did metro de melanomacréfagos en higado; N°©
CMM apenas definidos: nimero de centros melanomacrofagicos
apenas definidos; D CMM apenas definidos: didametro de centros
melanomacrofagicos apenas definidos; NP: NUmero de parasitos;
LT: Largo total; AD: Ancho del disco; PT: peso total.

No se registran diferencias significativas en los nimeros de MMc hepdticos entre ambas poblaciones.
Sin embargo, en razén de que el valor del estadistico (U Mann Withney= 233,5; a=0,057) puede verse

afectado por el nUmero de ejemplares examinados, a futuro se torna necesario investigar un mayor
numero de individuos a efectos de resolver esta disyuntiva.
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Las Tablas 10 y 11 sefialan los valores de prevalencia, intensidad y abundancia de CMM de higado y
MMc de bazo para cada poblacion. En los 3 estimadores se registraron valores muy bajos para ambas
variables. Las prevalencias de CMM del higado no resultaron significativamente diferentes en ambas
zonas de muestreo (Estadistico Z= 1,66, p>0,05). En cuanto a los MMc de bazo podemos indicar que
los estimadores poblacionales son mucho mas altos en la poblacién del estuario de Bahia Blanca
(Z=3,097, p<0,01).

Tabla 10. Estimadores Poblacionales calculados para

los CMM de higado de las areas de muestreo
(MM(de!higado

Bahia Blanca

14815 28,000
0085 0044

Intensidad/Media 1,25 1,00

Estimadores
Bahia San Blas

Tabla 11. B Estimadores Poblacionales calculados para
los MMc de eas de muestreo.

MMc(delbazo
Estimadores

Bahia Blanca Bahia San Blas

Abundancia 0,048 0,012

Intensidad/Media 1,00 1,00

DISCUSION

En este estudio se evalud por primera vez la utilizacion de células y centros pigmentados (CMM y
MMc) de bazo e higado de Sympterygia bonapartii (Chondrichthyes, Rajidae) como bioindicador de
contaminacién, detallando la citologia, morfometria y posibles diferencias cuali y cuantitativas entre
dos poblaciones sometidas a diferentes condiciones de impacto ambiental.

En promedio las tallas de las rayas capturadas, estuvieron por debajo de la talla de la primera madurez
para ambos sexos. Sus valores fueron 48,2 (22,5-70) cm de longitud total (LT) para las hembras y
45,0 (21-67,6) cm para los machos. Las tallas de la primera madurez sexual para esta especie ha sido
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estimado en 63,6 cm en hembras y 65 cm en machos; en tanto las longitudes méaximas registradas
son de 88 cm para hembras y 74,6 cm para machos (Mabragana et al., 2002). Cabe destacar que para
las dos zonas de muestreo se capturaron mayor numero de hembras que de machos.

En lo que respecta a la estructura histolégica esplénica en general, no se encontraron alteraciones
patoldgicas ni cambios degenerativos que llamen la atencién, a diferencia de otros trabajos con
elasmobranquios, en los que se han hallado necrosis por infecciones bacterianas multifocales y
microtrombosis (Borucinska et al., 2009). La distribucion del parénquima en pulpa blancay roja, y esta
ultima con estructuras elipsoides, es similar a la documentadas en Mustelus schmitti (Chondrichthyes,
Triakidae) en los que se observa ademas, la presencia de macrofagos y melanomacréfagos (Galindez
& Aggio, 1998). Es de destacar que solo en algunos bazos se observoé la presencia de un alto nimero
de células granulares eosinéfilas (hasta 4 por campo con 1000x), fenémeno que no ha sido reportado
para esta especie de raya y por el momento no es posible explicar cudl es su rol.

Por otro lado, la estructura hepatica de todas las muestras de S. bonapartii, en general no mostré
anomalia alguna pero una gran semejanza con el higado de la raya simpatrica S. acuta en el que se
hallaron las mismas estructuras celulares (Diaz-Andrade, 2006), difiriendo en la ausencia de parasitos
ubicados en los conductos biliares.

Uno de los aportes mas interesantes de nuestro ensayo, radic6 en establecer el nimero y diametro
de los MMc de bazo e higado y los CMM del higado de Sympterygia bonapartii. Estos antecedentes
y caracteristicas documentados serviran en parte para mitigar la falta de conocimiento al respecto
(Haaparanta et al, 1996; Fournie et al, 2001) y la insuficiencia de datos, sugeridos como “data
deficient”, por la IUCN (2004) para esta especie.

En un principio la denominacion “centros melanomacrofagicos” (CMM) fue relacionada con los peces
teledsteos (Ellis, 1974; Roberts, 1975). Luego se describieron estructuras andlogas en peces 6seos
primitivos y cartilaginosos, encontrandose principalmente en el higado (Agius, 1980). Estos antecedentes
concuerdan con nuestros resultados, en los que se hall6 la existencia de estos solo en el higado.

En el andlisis descriptivo de MMc y CMM se utilizé la clasificacion sugerida por Manera et al. (2000),
utilizada para el teledsteo marino Sparus aurata. Partiendo de esta clasificacion, también utilizada en
otro trabajo con elasmobranquios (Borucinska et al., 2009), se concluyé que de las tres estructuras
mencionadas en tales antecedentes, solo dos se identificaron en nuestro estudio. Estas fueron: “sin
forma” o melanomacroéfagos (MMc), presentes en ambos 6rganos y “centros melanomacrofagicos
apenas definidos” (CMM) que Unicamente fueron encontrados en el higado.

Los MMc del bazo de las dos poblaciones de S. bonapartii hallados en nuestro estudio (Tabla 12) se
encuentran en menor abundancia promedio que en otros elasmobranquios documentados, siendo
su superficie asimilable (Borucinska et al. 2009).

Por otro lado, la disposicion de MMc en el estroma del higado de S. bonapatrtii para ambas zonas
de muestreo fue al azar, similar al escenario encontrado en otros elasmobranquios del Océano
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Atlantico Noroccidental. Pero en lo que respecta al nimero y superficie promedio de los MMc (Tabla
12) descubrimos que estos son menos numerosos y mas pequefos que los MMc expuestos en los
citados antecedentes (Borucinska et al, 2009). Tales diferencias citométricas entre taxas han sido
documentadas en otras especies (Haaparanta et al., 1996). En ellas se aprecia, ademas del mayor
numero y superficie, el hallazgo de patologias internas en el higado. A diferencia de Borucinska et al.
(2009), en nuestro estudio se encontraron agregados con mas de dos células pigmentadas o CMM
sélo en el higado.

Tabla 12. B Datos comparativos del nimero de MMc y sus superficies en diferentes elasmobranquios

S bonapartii B.B 0,04 5,87 17,12 26,05
’ P - (0-0,20) (0-17) (23,73-7,06) (58,08-12,07)
.. 0,01 7,68 21,48 26,97
SRS (0,00-0,10) (0,00-27,00) (10,75-39,59) (7,55-100,1)
Prionace glauca (“tiburén azul”) i Sk LS ERiEN
9 (0,7-15,9) (4,4-16,2) (10,00-109,00) (24,88-60,09)
Isurus oxyrhinchus (tiburén 21,14 7,90 20,05 69,12
macko”) (0,73-40,53) (6,13-12,4) (7-35,84) (58,96-83.8)
Alopias vulpinus (tiburén zorro”) R LAY 2o Sl
P P (3,53-66,27) (5,53-34,27) (16,4-57,52) (40,5-73,1)

Referencias: N° MMc: niimero de melanomacréfagos; S MMc (um?2): Superficie de los melanomacréfagos; B.B.: Bahia Blanca;
S.B. San Blas.

Enlos MMcy CMM hallados en nuestras muestras, no se localizaron microorganismos intracitoplasmaticos,
como los presumibles microsporidios encontrados en MMchepaticos de tres especies de elasmobranquios
de edad adulta o seniles (Borucinska et al,, 2009). Esta situacién apoya la hipotesis de que los MMc cumplen
un rol importante en la presentacién de antigenos (Johnson et al., 2005).

Solo se hall6 una raya con alto nimero de CMM (promedio de 2 por campo, con 400x de aumento)
y MMc (promedio de 12,1 por campo, con 400x de aumento) en higado. Los didmetros de ambas
estructuras también fueron superiores siendo 8,6 pm para los MMc y 44,34 um para los CMM. Esta
raya era un macho inmaduro de 24 cm LT del estuario de Bahia Blanca que no presento parasitos
internos, MMc en bazo ni lesiones macroscépicas de gran interés. Estos datos no poseen importancia
estadistica significativa, pero pueden ser tomados en cuenta para futuras investigaciones.
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En la identificacion de pigmentos debemos destacar la reaccién positiva de la técnica de
blanqueamientoen MMcdebazo e higado,yCMMde higado.Estaindicaladecoloraciondelamelanina
por medio del agente oxidante (agua oxigenada de 100 voliumenes), destacando como pigmento
predominante a la melanina. Se puede sugerir que este pigmento participa de la neutralizacién
de radicales libres del cuerpo (Agius & Agbede, 1984) o tal vez se esté utilizando como principal
mecanismo bactericida no enzimatico (Wolke et al., 1985a). Nuestros resultados son similares a los
encontrados en Prionace glauca (tiburdn azul), Isurus oxyrhinchus (tiburén mako) y Alopias vulpinus
(zorro marino), con la diferencia de la presencia en cantidades menores de lipofucsina (Borucinska et
al., 2009). También se ha mencionado la presencia de melanomacréfagos en 6rganos de otros peces
cartilaginosos, tales como en el higado de S. acuta (Diaz-Andrade, 2006) y en el bazo de M. schmitti
(Galindez & Aggio, 1998).

Respectodelosresultados de latécnica de Azul de Perls', debemos decir que no se hallaron reacciones
positivas en los MMc de higado y bazo ni en los CMM de higado, pese a haberse hallado reaccién
positiva en algunos hepatocitos. Nuestros resultados presentan gran similitud con los alcanzados por
Borucinska et al. (2009) y Agius (1979a, 1983). Por otra parte apoya la hipdtesis de que los higados de
los cartilaginosos poseen alto contenido de hierro (Hornung et al., 1993) y contradice la propuesta de
que el bazo de esta clase de peces participa en el reciclaje del hierro (Pulsford et al.,, 1982; Bodammer
et al., 1990). Esto ultimo es similar a lo ocurrido en los teledsteos, en los que la hemosiderina estd
limitada a los CMM presentes en el bazo (Agius 1979a, 1981, 1985).

De ser vdlida la premisa de que las poblaciones bajo estudio son residentes de cada area y no
interactuan entre si, podemos vislumbrar la existencia de diferencias en la reactividad inmune entre
ambas zonas de muestreo. Esta diferencia radica en los valores de MMc presentes en el bazo de S.
bonapartii, que, al igual que la baja prevalencia de CMM en el higado para ambas areas, estarian
evidenciando alteraciones del sistema inmune innato. Qued6 demostrado que no existe correlacion
algunadelareactividad de estas células pigmentadas con el nimero de parasitos internos y tampoco
con lesiones internas o externas observables. Esta alteracién podria estar causada por algun tipo de
stress ambiental que no fue posible detectar con los datos procesados en este estudio. Tal alteraciéon
se pondria a prueba en experimentos de ecotoxisidad con variables totalmente controladas. Varias
de estas pruebas ya se han realizado en tele6steos con buenos resultados. Manera et al. (2000), han
realizado el estudio de las variaciones en nimero y pigmentos de los macréfagos agregados (MA)
de Sparus aurata, provocadas por dietas enriquecidas con hierro, cobre y zinc. Estos autores hallaron
diferencias significativas en el nimero de MA del bazo. En otros estudios, se han analizado las
variaciones en el nimero de CMM hepaticos en condiciones de ayuno prolongado del pez de agua
dulce Hoplias malabaricus (tararira), observandose variaciones significativas en nimero, tamafo y
concentracién de pigmentos (Rios et al., 2007).

' Técnica de mayor importancia para la deteccion de hierro, ya que el hierro férrico (presente
en hemosiderina) es el mas abundante en los tejidos (Garcia del Moral, 1993).
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Experiencias similares al presente estudio fueron realizadas con la corvina rubia, Micropogonias
furnieri, dando como resultados alteraciones en el tamano y nimero de gran significancia (Macchi
et al., 1992). Las alteraciones de estos estudios fueron atribuibles a la contaminacién presente en
las dreas muestreadas (Bahia Samborombén, costas de Uruguay, El Rincén). Cabe aclarar que en
dicho estudio no se hace mencién de las caracteristicas ecoldgicas de la especie analizada, tales
como periodos de residencia, nicho ecolégico o migraciones, que para nuestro entender son de vital
importancia en ensayos basados en modelos de areas tratamiento-control.

Este estudio se realiz6 con el fin de validar la aplicacién de macréfagos pigmentados como indicador
del estado de salud de S. bonapatrtii, el cual a su vez podria ser utilizado como bioindicador del
estado del ecosistema en el que se desarrolla. Esta clase de estudio formaria parte de la vigilancia a
gran escala de la salud de los ecosistemas marinos mundiales (Wolke et al. 1985a, b; Lindesjo "o~ et

al., 1996; Fournie et al., 2001).
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