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Resumen

La cuenca del Rio Suquia (Cérdoba, Argentina), se considerada un elemento clave del paisaje
central de la provincia de Cordoba. Sus aguas corren a través de importantes ciudades y zonas urbanas,
estando sujeta a un fuerte impacto antropogénico debido a que recibe contaminantes de diversas
fuentes. El objetivo principal de este estudio fue evaluar la calidad del agua de la cuenca del Rio
Suquia a través de la utilizacion de la especie nativa Cnesterodon decemmaculatus, como indicadora,
analizando para ello la actividad natatoria, la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, indices
somaticos y caracteristicas histoldgicas de higado, branquia y piel, en individuos recolectados en sitios
con diferente calidad ambiental. Esta ultima fue estimada a través de la aplicacion de un indice de
calidad del agua (ICA), que permitié evidenciar diferentes condiciones de calidad del agua entre los
sitios muestreados. Todos los parametros bioldgicos fueron evaluados en hembras adultas
recolectadas en tres sitios, durante las estaciones hidrolégicas seca y himeda. Los resultados obtenidos
permitieron caracterizar las condiciones ambientales en la cuenca estudiada, confirmando el gradiente
de calidad del agua a lo largo del curso y como la degradacién del medio afecta a los individuos
estudiados a través de los biomarcadores seleccionados a tal fin. La actividad natatoria y la actividad
de la AChE fueron los biomarcadores que respondieron de manera fehaciente antes las diferentes
calidades de agua que present6 el rio Suquia, posicionando a Puente Canton como el sitio méas

degradado.
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1. Introduccion.

Las actividades humanas han alterado en gran medida los ecosistemas de agua dulce en todo el
mundo. En la actualidad se estima que mas de 300 millones de toneladas de diversos compuestos son
sintetizados cada afio y liberados al agua (Kvesitadze et al., 2001). El resultado es una mezcla
compleja de grandes cantidades de compuestos organicos e inorganicos liberados en el medio
ambiente acuético, provenientes de distintas fuentes tales como la actividad agricola, la descarga de
residuos industriales y desechos domésticos, entre otros (Nimptsch et al., 2005). Los cursos de agua
han sido desde hace tiempo receptores directos o indirectos de los desechos que el hombre ha generado
a partir de su propia actividad. EI aumento en nimero y magnitud de los asentamientos urbanos,
incrementd notablemente la cantidad de vertido y cargas de contaminantes en ellos. Como
consecuencia, los sistemas de agua, disminuyen su capacidad auto-depuradora y se producen graves
alteraciones en la calidad de agua afectando a la biota residente.

La cuenca del Rio Suquia (Cordoba, Argentina), es considerada un elemento clave del paisaje
central de la provincia de Cordoba. Sus aguas corren a través de importantes ciudades y zonas urbanas.
Diversos antecedentes han demostrado que la cuenca presenta un marcado gradiente de calidad
ambiental debido al impacto negativo causado por la presencia de importantes centros urbanos y las
actividades antrdpicas asociadas a ellos, recibiendo agentes contaminantes complejos de diferentes
origen (Pesce & Wunderlin, 2000; Wunderlin et al., 2001; Monferran et al., 2011; Merlo et al., 2004).
La condicion de la cuenca se agrava por tratarse de un sistema endorreico, donde la salida y depuracion
completa de contaminantes se dificulta por falta de drenaje. Esta baja tasa de renovacion de agua tiene
un efecto drastico sobre la biota residente, la cual responde con alteraciones a distintos niveles de
organizacion biologica (Bistoni et al., 1999; Cazenave et al., 2005; Hued y Bistoni, 2005; Barchuk et
al., 2009).

En su ambiente natural, los organismos manifiestan diversas respuestas ante los contaminantes,
en un esfuerzo por desintoxicar su sistema y volver a su equilibrio homeostatico. Esto involucra
diferentes procesos biologicos y distintos niveles de organizacion. De esta manera, se define como
biomarcador a cualquier respuesta bioldgica de un organismo, que permita evidenciar una desviacion
del estado normal del mismo (Van Gestel & Van Brummelen, et al 1996). Dichas respuestas se
constituyen como Utiles herramientas en las evaluaciones ecotoxicolégicas.

Entre los organismos indicadores utilizados en la evaluacion ecotoxicologica se destacan los

peces. Estos responden al impacto de los disturbios ambientales a nivel molecular, tisular y/o
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fisiolégico (van der Oost et al., 2003), por lo que son considerados buenos bioindicadores de
contaminacion.

Una herramienta de suma relevancia en estudios ecotoxicolégicos la constituye el
comportamiento dado que proporciona una vision integradora, que refleja las condiciones bioquimicas
y fisiologicas de los peces ante determinados eventos toxicos (Scott & Sloman, 2004). En particular
la actividad natatoria puede ser facilmente cuantificada por medio de monitoreos, actuando asi como
indicadora de toxicidad en el medio ambiente (Kavitha & Rao, 2008). La interrupcion de los patrones
normales de actividad natatoria puede indicar alteraciones con importantes consecuencias negativas
para la supervivencia del individuo y, finalmente, para la persistencia de las poblaciones de peces (De
la Torre et al., 2005; Menéndez-Helman et al., 2015, 2012).

Otra manera de evaluar los efectos tdxicos sobre los organismos es a través de cambios en la
actividad de enzimas involucradas en diferentes procesos bioquimicos. Una de las mas utilizadas es
la acetilcolinesterasa (AChE), una esterasa que participa en distintas vias neurofisiologicas
(Thompson, 1999). La AChE estad ampliamente distribuida en animales vertebrados e invertebrados.
Se caracteriza por ser un biomarcador especifico y Util para determinar si los organismos han estado
expuestos a insecticidas organofosforados y carbamatos dado que la misma es inhibida por la accién
de estas sustancias. Al ser inhibida se produce la acumulacion de acetilcolina en la hendidura sinaptica,
con la consecuente sobre-estimulacion de la membrana postsinaptica, proceso que puede conducir a
la muerte de los organismos, si persiste en el tiempo.

El efecto tdxico de los agentes contaminantes puede ser detectado de manera temprana a nivel
molecular, celular o tisular, antes que cambios significativos sean identificados en el comportamiento
y/o aspecto externo del pez. Al ser expuestos a sustancias toxicas, los individuos pueden manifestar
una serie de lesiones en diferentes drganos tales como branquias, piel, higado, rifién, entre otros,
siendo sus tejidos apropiados para el examen histoldgico para determinar los efectos de las
alteraciones ambientales (Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994). El estudio de las caracteristicas
histologicas es por tanto un pardmetro sensible y crucial en la determinacion de los cambios celulares
que pueden ocurrir ante la exposicion a toxicos (Abdel-Warith., et al 2011). Siendo una metodologia
ampliamente utilizada ya que las lesiones aparecen como respuestas a mediano plazo ante condiciones
estresantes subletales (Johnon et al., 1993; Cengiz & Unlu, 2006). En particular, las branquias se
consideran 6rganos sensibles a la contaminacion, ya que presentan grandes superficies de epitelio en
contacto directo y permanente con el medio acuatico. En ellas, la estimacion de indices morfométricos
a través de la medicién de ciertas dimensiones resultan buenos indicadores de alteraciones fisioldgicas
relacionadas a alteraciones en el intercambio gaseoso (Nero et al., 2006a, b). Por otra parte, el higado



Cnesterodon decemmaculatus como especie bioindicadora de la calidad del agua en la cuenca del Rio Suquia.

se encarga de biotransformar y excretar xenobidticos (Bonilla Lizarazu et al. 2008). La piel funciona
como un organo de proteccion que al estar en contacto directo con el medio acuatico, forma una
importante interfase entre los tejido internos y el ambiente, volviéndola susceptible a posibles
estresores ambientales (Goede & Barton, 1990)

Entre las especies utilizadas como modelos ecotoxicoldgicos se destaca Cnesterodon
decemmaculatus (Poeciliidae, Cyprinodontiforme). Se trata de una de las especies recomendadas para
la realizacion de bioensayos de toxicidad por IRAM (2008). Este pez es endémico de América
Neotropical, abarcando su distribucion, una extensa area que comprende tres paises: Argentina,
Uruguay y Paraguay (Ringuelet, 1967). En Argentina presenta una alta densidad en rios y arroyos de
la region pampeana de Argentina (Liotta 2005). En los sistemas acudticos de la region, C.
decemmaculatus es una especie ubicua que presenta gran tolerancia a ambientes alterados por la
contaminacion (Bistoni et al., 1999), lo que se evidencia en la alta abundancia que presenta en los
ensambles de peces de ambientes alterados y/o degradados (Bistoni et al, 1999; Scasso et al, 2001;
Hued & Bistoni, 2005). En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de grupos de trabajos que
lo utilizan en sus investigaciones y que la proponen como organismo Util para biomonitoreo (Ferrari,
2017).

Si bien los antecedentes de alteraciones ambientales en la cuenca del Rio Suquia se remontan a
dos décadas atras hasta la actualidad (Bistoni et al., 1999 & Rautenberg et al., 2015) y que es un hecho
altamente comprobado que la misma se encuentra en un estado alarmante de degradacion continua,
los estudios sobre especies indicadoras en la cuenca siguen siendo escasos Yy se restringen tan solo a
Jenynsia multidentata y Gambusia affinis, por lo tanto no hay estudios suficientes que tiendan a
evaluar cambios en especies indicadoras particulares que sean habitantes nativas de la cuenca. Por

ello y de acuerdo a lo expuesto, en el presente trabajo se plantearon como objetivos:

Objetivo general.

e Evaluar la calidad ambiental de la cuenca del Rio Suquia a través de la utilizacion de la especie
nativa Cnesterodon decemmaculatus como indicadora, analizando para ello la actividad
natatoria, actividad de la acetilcolinesterasa e histologia en individuos recolectados en sitios

con diferente calidad ambiental.



Cnesterodon decemmaculatus como especie bioindicadora de la calidad del agua en la cuenca del Rio Suquia.

Objetivos especificos.

e Determinar la calidad del agua en cada sitio de muestreo a traves de la medicion de pardmetros
fisico-quimicos.

e Evaluar cambios en la actividad natatoria de la especie C. decemmaculatus como respuesta a
las variaciones en la calidad ambiental de la cuenca del Rio Suquia.

e Determinar la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en musculo y cerebro de C.
decemmacultus.

e Establecer el estado de salud general de C. decemmaculatus en tres sitios de la cuenca del Rio
Suquia por medio del uso de indices somaticos.

e Analizar cambios histolégicos en branquias, higado y piel de los individuos recolectados.

e Determinar el nivel de dafio tisular mediante la aplicacién de indices histopatoldgicos
semicuantitativos.

e Analizar las variaciones morfométricas en branquias como respuesta a los cambios en la

calidad del agua.

2. Materiales y métodos.

2.1 Area de estudio.

La cuenca del Rio Suquia se ubica al centro y noreste de la Provincia de Cérdoba. Es uno de los
cursos mas importantes de la Provincia. Las aguas de este sistema endorreico fluyen en sentido oeste-
este, en concordancia con el gradiente altitudinal. En ella convergen varios rios y arroyos provenientes
de las Sierras Grandes que desembocan en el Dique San Roque, para finalizar en la Laguna Mar
Chiquita. Ocupa una superficie de 7.700 km, de los cuales 900 km corresponden al area de drenaje de
la Ciudad de Cdrdoba y representa la cuenca alta-media (Fig. 1). Se extiende en la region semiarida
con precipitaciones que varian entre 700 y 900 mm.

El muestreo se realizé en tres sitios ubicados a lo largo de la cuenca alta-media del Rio Suquia,
durante la estacion seca (época de caudales bajos: abril a septiembre) y otro en la hiUmeda (época de
caudales altos: octubre a marzo). La seleccidn de los sitios coincidi6 con el gradiente de contaminacién
registrado en estudios anteriores (Bistoni et al., 1999; Pesce & Wunderlin, 2000; Hued y Bistoni,
2005). Ellos son: 1- Rio Yuspe, de condiciones quasi pristinas, en la zona identificada como Puente
Zuviria, en la ciudad de Cosquin (31°14'21,95"S/64°31'15,01"0) 2- Localidad de Casabamba, 15 km



Cnesterodon decemmaculatus como especie bioindicadora de la calidad del agua en la cuenca del Rio Suquia.

antes de la ciudad de Cordoba (31°20'44,63"S/64°24'22,04"0) y 3- Puente Cantdn, en pleno centro
de dicha ciudad (31°23'47,20"S/ 64°12'8,65"0) .

Pte. Zuviria
(Sitio 1)

Laguna
Mar Chiguita

Digue
San Rogue

Ciudad de Cérdoba @ Areas urbanas

¢ Planta de tratamiento de aguas residuales

0 10 Km Y Sitios de muestreo

San Antonio

Figura 1. Area de estudio y localizacién de los sitios de muestreo a lo largo de la cuenca alta-media del Rio Suquia Cordoba, Argentina
(Tomado de Merlo et al., 2011).

2.2 Recoleccion de peces.

En cada uno de los sitios y estacion hidroldgica de muestreo, se recolectaron 15 hembras adultas
de C. decemmaculatus (Fig. 2), utilizando para ello redes de mano. Posteriormente a la captura, los
peces fueron trasladados vivos al laboratorio en tanques de 20 L, para la realizaciéon de los analisis

que se detallan a continuacion.

Figura 2. Hembra adulta de Cnesterodon decemmaculatus (Jenyns, 1842).

&@» 8
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2.3 Calidad del agua.

En cada uno de los sitios mencionados, se tomaron muestras de agua durante la estacion himeda
y seca para la medicion de los siguientes parametros fisico-quimicos: temperatura (°C), nitritos
(mg/L), nitratos (mg/L), amonio (ppm), alcalinidad (mg/L), dureza (mg/L), y oxigeno disuelto (mg/L).
Las técnicas utilizadas son estandar (APHA, 1998). A partir de estas variables, se calcul6 el indice de
Calidad del agua (ICA) siguiendo a Pesce & Wunderlin (2000). Este indice arroja un valor
adimensional que varia entre 0 y 100%, correspondiendo el 100% a la mejor calidad de agua. Por otra
parte, valores de ICA menores a 50 indican calidad del agua incompatible con la vida (Hued et al.,
2010).

2.4 Actividad natatoria.

En el laboratorio, cada pez fue transferido a un acuario individual (30 cm de ancho x 9 cm de
profundidad x 25 cm de alto), conteniendo 4L de agua declorada. Dos minutos después de introducido
en la pecera, la actividad natatoria de cada individuo fue continuamente filmada durante 10 minutos.
La filmacion obtenida al final de cada ensayo (una por individuo) fue analizada por medio del software
con el fin de determinar la distancia recorrida (m), la velocidad promedio (m.s?), y el tiempo inmovil

(s), estimado en nuestro trabajo como la proporcidén de veces que un pez permanece sin movimiento.

2.5 Acetilcolinesterasa.

Para la medicion de AChE, tanto el cerebro como el musculo esquelético de cada individuo
fueron homogenizados en buffer fosfato 0.1 M pH 8 (20 mg de tejido por ml de buffer).
Posteriormente, el homogenato obtenido para cada tejido fue centrifugado a 10000 g durante 15
minutos, a 4°C. El sobrenadante fue recolectado y almacenado a -80 © C, hasta la medicion de la
actividad enzimatica, la cual fue determinada por el método colorimétrico propuesto por Ellman et al.
(1961). Cada muestra se midid por triplicado y la actividad se calculé en funcion del contenido de
proteinas (Bradford 1976).
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2.6 Estado general de salud del pez.

Una vez finalizada la filmacion, cada individuo fue medido con un calibre y pesado con una
balanza....para evaluar su estado sanitario, registrandose su longitud estandar (LE) y peso total (P:
peso total). Con estas variables se estimd el Factor de Condicion de Fulton (K = [P+/LE®]-100000)
(Ricker, 1975) que permite estimar el estado de salud general del individuo. Posteriormente los
ejemplares fueron sacrificados por decapitacion y se extrajeron sus 6rganos (higado, branquias y piel)
para su posterior andlisis histoldgico. Ademas se determind el indice Hepatosomatico (IHS =

[PH/P1]*100%) (Strange, 1996) el cual relaciona el peso del higado (P+) con el peso total del pez (PT).

2.7 Analisis histologico.

Branquias, higado y piel de cada hembra, fueron fijados en solucién amortiguadora de
formaldehido al 10% V/V y procesados a través de técnicas histolégicas de rutina. Brevemente, cada
tejido fue deshidratado mediante una serie graduada de etanol, embebida en parafina sélida, cortada a
4-6 micrones de espesor y tefiida con hematoxilina y eosina (H&E). Los preparados obtenidos se
analizaron bajo microscopio 6ptico (Olympus CX-3) conectado a una camara digital (Moticam®), la
cual fue utilizada para la obtencion de imagenes para analisis morfométricos uterinos.

Para el analisis histologico en branquias, se seleccionaron al azar 5 laminillas primarias por
individuo. En cada seccion media de la laminilla primaria se observaron 10 laminillas secundarias, 5
de cada lado de la lamina primaria. Para determinar el porcentaje de filamentos afectados, se procedio
a dividir el namero de laminillas secundarias que poseian una alteracion en particular por el nimero
total de laminillas observadas. Para la evaluacion de las alteraciones histologicas en higado, se
seleccionaron 5 areas (10 um?) al azar por corte por individuo, a una magnificacion de 10x, evitando
de esta manera la posible superposicion de las mismas. Dentro de cada area, a una magnificacion de
40x, se contabilizaron las alteraciones histoldgicas y se estimo el porcentaje de superficie ocupada por
cada uno de ellas. En el caso de la piel, se realizo un analisis descriptivo de las diferentes patologias
correspondientes a dicho organo. Para ello, se seleccionaron 5 areas al azar por individuo.

Para caracterizar los dafios histoldgicos de cada tejido y estimar la severidad de las alteraciones
observadas se aplicaron los indices semicuantitativos propuestos por Bernet et al., (1999) y
modificados posteriormente por Maggioni et al., (2012) y Rautenberg et al., (2015). Dichos indices
resultan de gran utilidad ya que permiten una cuantificacion estandarizada que posibilita la
comparacion entre diferentes estudios donde hayan sido aplicados (Bernet et al., 1999). La estimacién

= 10



Cnesterodon decemmaculatus como especie bioindicadora de la calidad del agua en la cuenca del Rio Suquia.

de estos indices se basa en dos elementos fundamentales: por un lado el factor de importancia
patologica de cada lesion (W), que permite inferir como se ve afecto el funcionamiento del 6rgano si
el pez estuviera vivo, y la capacidad de éste para sobrevivir. Por otro lado el valor de ocurrencia (a),
corresponde a un atributo numérico que refleja el grado de extension de la alteracion en el 6rgano
estudiado. Ademas, los cambios histopatologicos referidos al funcionamiento de un drgano se
clasificaron en cuatro Patrones de reaccion (Pr), tal como lo define Bernet et al. (1999). Cada patron
de reaccion incluye alteraciones referidas al funcionamiento de un 6rgano:

Disturbios Circulatorios -Pr1: condiciones patoldgicas de la sangre (Ej.: congestion vascular,
hemorragia, aneurisma).

Cambios Regresivos - Pr2: proceso que finaliza en una reduccién funcional o pérdida del
6rgano (Ej.: alteraciones en la arquitectura y estructura de los tejidos, necrosis).

Cambios Progresivos -Pr3: proceso dirigido a aumentar la actividad de células y/o tejidos (Ej.:
hipertrofia e hiperplasia).

Inflamacién —Pr4: procesos inflamatorios, generalmente, estan asociado a alteraciones que
pertenecen a otros patrones de reaccion (Ej.: edema, inflamacion leucocitaria. Etc.).

Estos patrones, juntos a sus factores de importancia y su correspondiente alteracidn, se detallan
enlatablaly 2. Enellase aprecia que el factor de importancia para cada alteracion histoldgica, puede
tomar diferentes valores dependiendo de la importancia patoldgica: relevancia minima (W=1, lesion
reversible cuando la exposicién al toxico finaliza y las condiciones del calidad del medio mejoran,
pudiendo desaparecer y recuperar el 6rgano su estructura normal), moderada (W=2, lesidn reversible
en la mayoria de los casos, si el toxico es neutralizado) o bien, alta relevancia (W=3, lesion
irreversible, si el estrés ambiental continua conduce a dafios permanentes y pérdida parcial o total de
las funciones de 6rgano). En la tabla 3 se detallan los valores de ocurrencia que se asigné a cada
lesion, dependiendo de su grado y extension, pudiendo tomar valores de 0 a 8. De acuerdo a lo

expresado, se obtuvieron los siguientes indices histopatolégicos:

Indice histopatoldgico de reaccion de un érgano (IHorgpr): permite cuantificar la extension y
severidad de las alteraciones registradas en un patrén de reaccion determinado en los 6rganos estudios:
IHorg.pr.ait= Y-( @org.prait X Worg.pr.It)
Donde org (6rgano) y pr (patron de reaccion) son constantes; alt: alteracion, a: valor de
ocurrencia y W: factor de importancia.
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indice histopatoldgico por 6rgano (IHorg): permite cuantificar el grado de lesion de cada
organo. De esta manera se calcul6 para cada individuo un indice para higado (IHhig) y otro para
branquias (IHora):
IHorg: Y THorg.pr

indice histopatoldgico total (IHw): representa el estado general del pez al abarcar las lesiones
registradas para todos los 6rganos estudiados:
IHtotar: D IHnig+Hora

Con el fin de determinar el nivel de dafio de cada érgano y poder compararlos, se procedié a
calcular la proporcion de alteraciones en cada uno de ellos. Para ello se relativizé el valor individual

de cada uno de los indices descriptos con respecto al maximo valor que puede alcanzar.

Tabla 1. Factor de importancia (W) asignado a cada alteracion histologica en branquia.

Patrones de reaccion Alteraciones histolégicas en branguias

g

Congestion vascular de canales marginales
Disturbios Circulatorios Aneurisma lamelar

Lifting de células pavimentosas

Fusion del extremo distal de laminillas secundarias
Cambios Regresivos Acortamiento de laminillas secundarias

Necrosis

Hipertrofia de células de cloro

Hipertrofia de células pavimentosas
Cambios Progresivos Proliferacion de células mocosa

Proliferacion de células de cloro

Hiperplasia de células pavimentosas
Cambios Inflamatorios Infiltracion leucocitaria

NIN N NP FP WODNDN PP P

Tabla 2. Factor de importancia (W) asignado a cada alteracion histolégica en higado.
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Patrones de reaccion Alteraciones histoldgicas en higado W
Hemorragia 1

Disturbios Circulares Dilatacion de sinusoides 1
Congestion vascular 1
Degeneracidn hidropica 1
Metamorfosis grasa 2

Cambios Regresivos Picnosis de células hepéticas 2
Fibrosis 3
Necrosis 3
Hiperplasia 2

Cambios Progresivos Hipertrofia 2

Cambios Inflamatorios Infiltracion leucocitaria 2

Tabla 3. Valor de ocurrencia asignado en relacidn al porcentaje de dafio en branquias y en higado.
Referencias: 0: nula, 2: baja, 4: media, 6: moderada, 8: severa.
Alteraciones histoldgicas Valor de Ocurrencia
0 2 4 6 8

Necrosis

Acortamiento de laminillas 0-5% 5,1-25% 25,1-50%  50,1-75%  >75%

Hiperplasia de cel. pavimentosas

Congestion vascular

Aneurisma lamelar

Liffting de cel.pavimentosas 0-5% 5,1-15% 15,1-25%  25,1-50% >50%

Fusion de la punta de laminilla 2" vecinas

Hipertrofia de cel. de cloro, moco y pravimentosas

Proliferacién de cel.cloro y moco

Dilatacion de Sinusoides

Congestion Vascular 0-5% 5,1-25% 25,1-50% 50,1-75% >75%

Degeneracion Hidropica

Metamorfosis Grasa 0-5% 51-15%  15,1-25%  25,1-50% >50%

Hemorragia

Necrosis 0-1% 1,1-10% 10,1-20%  20,1-30% >30%

Picnosis

13
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2.8 Analisis morfométrico de branquias.

Se tomaron fotografias de los preparados histolégicos de branquias sobre los mismos filamentos
seleccionados para el andlisis histologico. Las imagenes fueron analizadas mediante el uso del
software Image J Version 1.3 (Rasband, 2004), siguiendo los criterios propuestos por Nero et al.
(2006a). Para ello se midieron 10 laminillas secundarias de cada una de las 5 laminillas primarias
tomadas al azar por individuo. Los pardmetros morfométricos medidos fueron: longitud de las
laminillas secundarias (LLS), ancho de las laminillas secundarias (ALS), distancia interlamelar (DI)
y ancho de epitelio basal (AEB) (Fig. 3). Para medir ALS y DI, se tomaron tres mediciones en cada
laminilla secundaria (en la base, centro y extremo distal), mientras que para el AEB, las tres
mediciones se hicieron a lo largo de la seccién de la laminilla primaria.

A partir de estos parametros se calcul6 el porcentaje de laminillas secundarias disponibles para
el intercambio gaseoso (%DIG:), debido a cambios por hiperplasia, hipertrofia o lifting de las células

pavimentosas que se encuentran sobre los filamentos branquiales, por medio de la siguiente férmula:
%DIG; = (100*Promedio LLS) / (Promedio AEB + Promedio LLS)

Ademas, se emplearon otras dos formulas propuestas por Maggioni et al. (2012), para brindar
una informacion mas completa que la que otorga el indice propuesto por Nero et al., (2006a) por si
solo. Estas son: %DIGa que tiene en cuenta el aumento del ancho de las laminillas respiratorias debido
a la disminucion de la distancia interlamelar causada por lifting, hipertrofia o hiperplasia de células
pavimentosas y %DIG; que engloba tanto el largo como el ancho de las laminillas secundarias, como
se aprecia en las siguientes ecuaciones:

%DIGa= 100*(promedio 1D/ (promedio ALS + promedio DI)).

%DIG= (%DIG1 * %DIGs) /100

Para todos los casos los valores mas bajos de estos indices, indican menor proporcion de epitelio

respiratorio disponible para realizar el intercambio gaseoso.
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Figura 3. Pardmetros morfoldgicos medidos en branquias de peces. LLS: longitud
de las laminilla secundaria, ALS: ancho de la laminilla secundaria, DI: distancia
interlamelar AEB: ancho del epitelio basal, LP: laminilla primaria, LS:laminilla
secundaria. H&E 400X. (Rautenberg et al., 2014).

2.9 Analisis estadistico.

La distribucion de los datos se analiz6 con el test Shapiro-Wilks (Sokal & Rohlf, 1999) y el
supuesto de homocedasticidad a través del test Levene. Se aplicd analisis de variancia (ANOVA)
seguido del test a posteriori de Tukey. Cuando los residuos no cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, se aplic el analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido del test a posteriori de Dunn, para determinar posibles diferencias entre sitios y/o estaciones
de muestreo. El nivel de significancia que se utilizé fue de p<0.05. Los analisis estadisticos fueron

realizados por medio del software InfoStat (Di Rienzo et al. 2002).

3. Resultados y Discusion.

3.1 Calidad del agua.

Los valores obtenidos a través de las variables fisico-quimico (Tabla 4), demostraron
variaciones en el indice de calidad de agua (ICA) en los sitios de muestreo (Fig. 4), lo cual indica un

desmejoramiento de la calidad del agua. En la zona del Puente Zuviria, sobre el Rio Yuspe,
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seleccionado en este trabajo por sus condiciones quasi pristinas, los valores de ICA fueron los mas
altos obtenidos, 80% en la estacion seca y 79% en la estacion himeda. En la localidad de Casabamba,
se registro un valor promedio de 78,18% y del 67% en la estacion hidroldgica seca. Por su parte,
Puente Canton, ubicado en pleno centro de dicha ciudad, present6 el menor valor de ICA (68,18%),
tanto en la estacion hidroldgica seca como en la himeda. Es de destacar que la calidad del agua en
este tramo, ubicado en el centro de la ciudad de Cordoba, se mantiene muy baja durante todo el afio,
sin manifestar variaciones naturales propias de cada estacion hidroldgica. Si se tiene en cuenta que
valores del ICA cercanos al 50% son sefialados como incompatibles con la vida acuatica (Hued et al
2010), este ultimo sitio ofrece a los organismos que habitan en él un ambiente alterado. La disminucién
de la calidad del agua en este sector es atribuida a las actividades antropicas, tales como vertidos de
efluentes cloacales, actividades industriales y agricolas, etc.

Tabla 4. Valores obtenidos de las variables fisico-quimicas registradas para cada sitio de muestreo durante la estacion seca y
himeda sobre la cuenca del Rio Suquia.

Estacion hidrologica Sitio Amonio (ppm) Nitritos (mg/L) Duereza (mg/L) Temperatura (C°) Oxigeno disuelto (mg/L)
Puente Zuviria 0,5 <0,05 130 25° 11
Seca Casabamba 0,5 <0,05 250 19,5° 7,5
Punete Canton 0,5 <0,05 625 18° 12,5
Puente Zuvirfa 0,1 <0,05 70 17° 8
Humeda Casabamba 0,3 <0,05 50 18° 9
Punete Cantdn 0,3 <0,05 180 16° 8

Aunque el aporte adicional de las lluvias durante la estacién himeda, puede aumentar el caudal
y diluir las sustancias tdxicas presentes, por escorrentia también se arrastran otros compuestos
elevando su concentracion en el rio (Maggioni et al., 2012). De acuerdo a los resultados obtenidos, se
observa que en Puente Canton, a pesar del aumento de caudal en la estacion humeda que provoca la

dilucién de los factores fisicos y quimicos que conforman el ICA, la calidad del agua no mejora.
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Figura 4. Variacion del ICA (%) para cada sitio de muestreo durante la estacion seca y himeda sobre la cuenca del Rio Suquia.

3.2 Actividad natatoria.

El andlisis de la actividad natatoria de los peces brinda herramientas Utiles para estimar los
efectos subletales de las alteraciones en la calidad del agua debido a su importancia sobre la
supervivencia, dado que los parametros comportamentales son el reflejo de procesos fisiologicos
internos y por ende se constituyen como variables integradoras. Un adecuado comportamiento animal
permite que el individuo lleve a cabo conductas que aseguren su alimentacion, reproduccién y huida
de posibles depredadores, y de esta manera sobrevivir en sus ambientes naturales (Foster et al., 2001;
Khallaf et al., 2003).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha registrado que los valores de velocidad promedio
normales de C. decemmaculatus varian entre 0,01 y 0,03 m/s (Bonifacio et al., 2013). En el presente
trabajo los valores registrados de este parametro estuvieron dentro de los rangos normales, si bien
experimentaron variaciones entre los sitios estudiados. Para la estacion seca se registrd que la
velocidad se diferencid significativamente en cada uno de los sitios, donde se destaca que los
individuos provenientes de Puente Canton mostraron los valores mas bajos de velocidad promedio

durante la estacion seca (Fig. 5).
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Figura 5. Velocidad promedio (m.s') en hembra adulta de C. decemmaculatus recolectados en la cuenca del
Rio Suquia. Los valores corresponden a cada sitio y estacion hidroloégica muestreadas. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05)
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Figura 6: Proporcion de tiempo inmoévil (s) en de hembra adulta de C. decemmaculatus recolectados en la cuenca del Rio Suquia.

Los valores corresponden a cada sitio v estacion hidrologica muestreadas. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0.53).
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Por otra parte, también los peces provenientes de Puente Cantdén se diferenciaron
significativamente, evidenciando un mayor tiempo de inmovilidad (Fig. 6). De esta manera los
cambios registrados por ambas variables, demuestran variaciones en la calidad del agua, lo que se ve
reflejado por una actividad natatoria disminuida en los peces que habitan el tramo de Puente Canton.
Esto coincide también con los resultados obtenidos para acetilcolinesterasa que seran discutidos a

continuacion.

3.3 Acetilcolinesterasa.

La actividad de la AChE es de suma relevancia para diversas funciones fisioldgicas relacionadas
a la capacidad locomotora, huida de los depredadores, localizacion de presas, orientacion,
alimentacion, el patron de distribucion espacial en su habitat y las interacciones sociales (Bradbury
et al., 2008).

El principal papel fisiolégico de la AChE consiste en la hidrolisis de la acetilcolina,
neurotransmisor que participa en la transmision del impulso nervioso tanto de vertebrados como de
invertebrados (Menéndez-Helman et al., 2014). Se ha constituido como un biomarcador sensible para

carbamatos y organofosforados (OPs). Los carbamatos provocan la inhibicion reversible de la AChE,
mientras que los OPs inducen la inhibicion irreversible de la misma (Thompson, 1999). Dicha
inhibicion de la actividad de la AChE conduce a una acumulacion de acetilcolina en el sistema
sinptico y por lo tanto a la sobre estimulacion de la membrana postsinéptica. Por esta razon estos
contaminantes son conocidos como perturbadores de las sustancias colinérgicas, ya que se unen al
sitio catalitico de la enzima y evitan asi la activacion de la acetilcolia. En caso extremo, este proceso
puede culminar con el desarrollo de un colapso cardiorrespiratorio que puede ocasionar la muerte
(Menéndez-Helman et al., 2014).

Varios estudios han indicado que la AChE de cerebro y musculo es sensible, ademas de los
carbamatos y los OPs, a otros contaminantes, tales como metales pesados, piretroides y herbicidas
(Kumar et al., 2009, Salbego et al., 2010, Richetti et al., 2011). En la cuenca del Rio Suquia han sido
registrados pesticidas tales como atrazina, acetoclor, a-cipermetrina, cloropirifos, a-endosulfan, p-
endosulfan, endosulfan sulfato. Ademas en sedimento han sido registrados a-clordano, y-clordano,
endrin y oa-endosulfan, en las misma estaciones hidrologicas, consideradas en este trabajo
(Rauntenberg et al., 2015; Maggioni et al., 2012).
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A continuacién se muestran solo los resultados obtenidos para los sitios de Casabamba y Puente
Cantdn, dado que las muestras correspondientes a los individuos de Puente Zuviria fueron extraviadas
en una mudanza del material guardado en freezer a -80 °C, tarea ajena a nuestro grupo de trabajo.

La actividad de la AChE en mdsculo vari6 significativamente, mostrando los valores mas bajos
en Puente Canton, durante la estacion hidroldgica seca (Fig. 7). Por otra parte, la actividad de esta
enzima en cerebro no se diferenci6 entre sitios ni entre estaciones hidrolégicas (Fig 8).

El tramo del curso en Puente Cantdn se encuentra en plena ciudad de Cérdoba, recibiendo la
escorrentia de dicha ciudad, sumado a la contaminacion proveniente del parque automotor (Zambrano,
2016). Teniendo en cuenta esta situacion, la disminucion de la actividad de la AChE reflejaria la
exposicion de los individuos a sustancias de diversa naturaleza quimica como las registradas y
mencionadas anteriormente para la cuenca del Rio Suquia, las cuales ingresan al sistema acuatico
pudiendo provocar la inhibicidn de esta enzima y las variaciones comportamentales observadas en el
presente trabajo. La disminucion del comportamiento locomotor podria relacionarse con la inhibicion
de la actividad de la AChE debida al estrés toxico. Lo expuesto coincide con Kavitha et al (2008),
quienes observaron que una disminucién de la actividad natatoria en peces se relacion6 de manera
directa con la inhibicion de la AChE. Por otra parte, los marcados efectos registrados en la estacion
seca se deberian al aumento de la concentracion de contaminantes debido a la disminucion del caudal
del rio en esta estacion hidrologica, lo cual conlleva a un desmejoramiento en la calidad del agua, tal
como lo demostro6 el menor valor del ICA, sumado al abanico de sustancias que han sido registradas

en este tramo del rio en trabajos anteriores al presente.
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Figura 7. Actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE, nkat/mg prot) en masculo de hembras
adultas de C. decemmaculatus en cada sitio y estacion hidrolégica. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 8. Actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE, nkat/mg prot) en cerebro de hembras
adultas de C. decemmaculatus en cada sitio y estacion hidrologica. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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3.4 Estado general de salud del pez.

Los indices de condicion somética en peces, brindan informacion indirecta sobre el
crecimiento, madurez, reproduccion y estado de salud de las poblaciones (Arismendi et al., 2011). El
factor de condicion de Fulton (K) se emplea para comparar el estado de salud de un pez o una
poblacion, considerando que lo peces de mayor peso a una determinada longitud, presentan una mejor
condicion de salud. Su valor puede variar dependiendo de la disponibilidad de alimento,
estacionalidad, estado reproductivo y la interrelacion entre estos factores (Froese, 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos el K vario entre los sitios relevados en la cuenca como
asi también entre las estaciones hidroldgicas, no habiendo interaccion entre ambos factores. El valor
medio de K en la estacién seca fue el més alto (1,96 + 0,27). El relevamiento llevado a cabo en la
estacion seca se realiz6 durante el mes de Octubre, que corresponde a la época reproductiva temprana,
donde las hembras poseen mayores reservas energéticas para hacer frente al evento gestacional
(Zambrano, 2016). Para hacer frente a los procesos de gestacion, han acumulado reservas en los meses
anteriores. Por otra parte el menor valor registrado en la estacién humeda (1,63 + 0,38) responde al
periodo post-reproductivo donde las hembras ya han realizado el aporte energético a la progenie.

De los valores promedio de K obtenidos para cada sitio, el mas bajo correspondi6 a Puente
Cantén (Tabla 5), lo que indica que la degradacion ambiental que presenta el rio en esta seccion,
provoca una disminucion del estado de salud general de C. decemmaculatus. Dicho resultado coincide
con los obtenidos por Linde-Arias et al (2008), quienes sefialaron que el pez Geophagus brasiliensis,
presento los valores mas bajos de K en las zonas méas contaminadas de la cuenca Paraiba do Sul en

Brasil.

Tabla 5: Valor medio y error estdndar de los indices somaticos de hembras adultas recolectadas a lo largo en la cuenca
del Rio Suquia. Referencias: K- factor de condicién de Fulton; IHS- indice hepatosomaético. Letras distintas indican
diferencias significativas entre sitios de muestreo (p<0,05).

Sitio de Muestreo

indices somaticos Puente Zuviria Casabamba Puente Canton
K 1,74+0,08% 1,97+0,08° 1,66+0,08°
IHS 1,43+0,16 0,99+0,16 0,98+0,11

Por su parte el indice hepatosomatico (IHS), no mostré diferencias significativas entre sitios ni
entre estaciones hidroldgicas. Este indicador que relaciona el peso del higado con respecto al peso del

cuerpo, se vincula con funciones propias del higado tales como la sintesis y degradacidn de hormonas,
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transferencia de proteinas y lipidos asociados al esfuerzo reproductivo, detoxificacion y/o
almacenamiento de sustancias toxicas (Santos et al., 1996). A pesar del desmejoramiento de la calidad
del agua a lo largo del curso, el indice demuestra que a este nivel de organizacion los individuos
provenientes de Puente Canton no se encuentran afectados como se esperaba. Una disminucién en
este indice podria indicar un agotamiento de reservas energéticas hepaticas, debido al gasto energético
que conlleva los procesos de detoxificacion, mientras que un aumento podria reflejar cambios
patologicos como hipertrofia y/o hiperplasia de células hepéticas (Goede & Barton, 1990). Dado que
la pérdida de reservas implica pérdida de peso del higado mientras que los eventos de hiperplasia e
hipertrofia implican un incremento del mismo, ambos procesos al ocurrir conjuntamente, podrian

causar la ausencia de cambios en HSI (Bonifacio et al 2016).

3.5 Analisis histologicos.
3.5.1 Higado.

El higado es un 6rgano unilobulado y parenquimatoso, cuya unidad méas abundante y pequefia
la constituye el hepatocito, una célula de forma poligonal que interviene en diferentes funciones.
Inmerso en el parénquima se encuentra el tejido pancreético, denominandose hepatopancreas a la
estructura formada entre ambos tejidos. El parénquima no estd organizado en cordones ni forma
estructuras individuales (Mumfor et al., 2007). Los otros componentes celulares que caracterizan al
organo son las células endoteliales, macréfagos y fibroblastos. La masa hepatica es atravesada por
arterias y venas que se subdividen en capilares llamados sinusoides, y por ductos biliares (Fig. 9a).
Debido a su vital importancia en el metabolismo, cualquier alteracion o deterioro sobre sus funciones
0 estructuras puede repercutir sobre otros 6rganos e incluso sobre la salud integral del individuo
(Hinton et al., 2001).

En el andlisis histologico del higado se identificaron, en los diferentes sitios y estaciones
hidroldgicas de muestreo, una amplia gama de alteraciones histoldgicas asociadas a los patrones de
reaccion descritos por Bernet et al., (1999). Para todos los sitios, fueron comunes las afecciones
relacionadas a cambios circulatorios y regresivos. Entre las alteraciones mas frecuentes se registrd
dilatacion de sinusoides, seguida de degeneracion hidrépica, metamorfosis grasa y congestion
vascular y en menor proporcion hemorragias. Por otra parte, en los individuos analizados no se
registraron lesiones relacionadas a los patrones de reaccion progresiva e inflamatoria.

Entre los disturbios circulatorios, la dilatacion de sinusoides, fue la alteracion maés frecuente en

todos los sitios y estaciones hidroldgicas (Fig. 9b). Por su parte, la congestion vascular (Fig. 9¢) fue
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frecuente en la estacion hidroldgica hiumeda en Puente Zuviria y Casabamba, pasando lo contrario en
Puente Cantén donde lo fue en la estacion seca. Esta alteracion implica un aumento en el flujo
sanguineo, que garantiza la accién detoxificadora llevada a cabo por los hepatocitos (Neskovic et al.,
1996; Olurin et al., 2006), pero que a su vez provoca un enlentecimiento de la circulacion debido al
aumento de lagunas sanguineas en el tejido hepatico (Fanta et al., 2003). Otra afeccion registrada para
este patron fue la hemorragia (Fig. 9d), la cual present6 su valor més alto en Casabamba en la estacion
himeda. Las hemorragias se producen por el escape de sangre de los vasos sanguineos congestionados
hacia el parénquima, debido al aumento de flujo de sangre en dicho 6rgano (Bernet et al., 1999).
Dentro del patron de reaccion regresivo, la degeneracion hidropica, fue la afeccion registrada
maés frecuentemente en Puente Canton en ambas estaciones hidrolégicas (Fig. 9d). Esta alteracion se
caracteriza por la presencia de células hinchadas, con citoplasma opaco, granular y méas acidofilo de
lo normal debido a la acumulacion de agua en el interior de las células. Otra patologia observada para
este patron de reaccion fue la metamorfosis grasa (Fig. 9e), siendo méas frecuente en Puente Cantén,
en la estacion hidroldgica seca. Dicha afeccion resulta de la acumulacién de lipidos en el citoplasma
hepético. La aparicion de gotas de grasa en los hepatocitos sugiere que estos se encuentran dafiados
funcionalmente, lo que se refleja en un desequilibrio entre la oferta y utilizacion de lipidos por parte

del higado, 6rgano encargado del metabolismo de dichas sustancias.
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Figura 9. Alteraciones histologicas en higados de
hembras adultas de C. decemmaculatus recolectadas
a lo largo de la cuenca del Rio Suquia. Referencias:
(@) Puente Zuviria; (b, ¢, €) Puente Canton. (d)
Casabamba. he- hepatocitos, s- sinusoides, Cv-
congestién vascular, Dhid- degeneracién hidrépica,
Mg- degradacion grasa. Ds- dilatacién de sinusoides,
He- hemorragia. (H&E 400X).

3.5.2 Branquias.

Las branquias son dérganos respiratorios que consisten en 4 arcos branquiales por cavidad
branquial. Cada arco soporta dos hemibranquias, que consiste en hileras de filamentos, denominados
laminillas primarias. Estos filamentos a la vez, sostienen laminillas secundarias. Es alli donde se
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produce el intercambio gaseoso mediante un mecanismo de contracorriente (Wood, 2001). El interior
de la laminilla secundaria esta conformado por células de soportes y lagunas sanguineas, donde se
realiza el intercambio gaseoso. En la base de estas laminillas, se encuentran las células de cloro y las
células mucosas (Fig 10a).

En el presente estudio fueron identificadas, en los diferentes sitios y estaciones hidroldgicas
de muestreo, diversas alteraciones asociadas a los patrones de reaccion descritos por Bernet et al.
(1999). De esta manera, se evidenci¢ la prevalencia de disturbios circulatorios tales como congestion
vascular y aneurisma lamelar. Dentro de los cambios regresivos se registro lifting de células
pavimentosas y fusion de los extremos distales de laminillas secundarias vecinas. Entre los cambios
progresivos se observo hipertrofia y proliferacion de células pavimentosas, céluls de cloro y células
mucosas. No se registraron lesiones correspondientes al patron de reaccion inflamatorio. La
hiperplasia de células mucosas, fue la alteracion mas frecuente registrada en los tres sitios y en ambas
estaciones hidroldgicas (Fig. 10b). Estas células son las responsables de la defensa mecanica, toxica
y patoldgica de las branquias (Ferguson et al., 1989). La hipertrofia y proliferacién de células de cloro
(Fig. 10c y b) fueron mas frecuentes en Puente Canton, durante la estacion seca. La funcion de estas
células es la de participar en la toma activa de cloro, calcio y metales divalentes. La hipertrofia de este
tipo celular es una respuesta inespecifica, compensatoria al estrés por exposicion a toxicos, que se
produce para equilibrar las concentraciones de iones. (Ferguson et al., 1989; Mallat et al., 1985; Lin
et al., 1995; Oronsaye et al., 1984; Flores Quintana et al., 2009).

Las células pavimentosas del epitelio branquial presentaron lifting (Fig. 10d). Esta afeccion se
caracteriza por el alejamiento del epitelio de su membrana basal, debido a la infiltracion de fluido.
Como consecuencia aumenta la distancia entre el medio acuoso y el torrente sanguineo, retrasando el
ingreso de los contaminantes o sustancias abrasivas (Skidmore et al., 1972). Esta patologia tuvo su
mayor frecuencia en Puente Zuviria, sobre el Rio Yuspe, durante la estacion hidroldgica himeda, y
en menor medida en Casabamba. Se sabe que el lifting es una de las alteraciones mas frecuentes
reportadas en peces de agua dulce. También es una de las primeras respuestas inespecificas registradas
a nivel tisular, junto con la hipertrofia e hiperplasia de celulas pavimentosas, que surgen como
consecuencia de la exposicion a pesticidas (Cengiz & Unlii, 2003; Pesce et al., 2008; Hued et al.,
2012), metales pesados (Figueiredo-Fernandes et al., 2007) y aguas residuales (Bernet et al., 2004;
Maggioni et al., 2012).
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Figura 10. Alteraciones histolégicas en branquias de hembras adultas de C. decemmaculatus recolectadas a lo largo de la
cuenca del Rio Suquia. Referencias: (a, d) Puente Zuviria. (b,c,e,f,g); Puente Cantdn. Laminillas primarias (LP), laminillas
secundarias (LS), células pavimentosas (Cp), células de cloro (Cc), células de moco (Cm). Al: aneurisma lamelar, H-cp:
hiperplasia de células pavimentosas, Hy-cp: hipertrofia de células pavimentoas, L-cp: lifting de células pavimentosas, Hy-cc:
hipertrofia de células de cloro, H-cc: hiperplasia de células d cloro. H-cm: hiperplasia de células mucosas F-Is: fusion de
laminillas secundarias. (H&E 400X).
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Otra patologia encontrada, pero en menor frecuencia fue la hiperplasia de células
pavimentosas, que trae como consecuencia que el epitelio respiratorio no quede disponible para
realizar el intercambio gaseoso (Fig. 10e). La misma surge como respuesta tendiente a disminuir la
zona de contacto entre el medio acuoso y las branquias. No se detectaron casos de necrosis. Dentro de
los disturbios circulatorios se registrd congestion vascular en las laminillas secundarias y aneurisma
lamelar (Fig. 10f), siendo mas frecuentes en la estacion hidroldgica seca en el sitio sobre en Puente
Zuviria, sobre Rio Yuspe.

En general, para las branquias analizadas, las lesiones tendieron a ser mas frecuentes en Puente
Cantén durante la estacion hidrologica seca, donde la calidad de agua (ICA) fue menor. Esto
demuestra el impacto negativo que el desmejoramiento de las condiciones ambientales provoca sobre

la especie en estudio.

3.5.3 Piel.

La estructura de la piel de C. decemmaculatus responde a la estructura general descritas en peces
teledsteos (Hinton et al., 2001). Se compone de dos capas: la epidermis y la dermis (Fig. 11a). La
epidermis, esta compuesta en su gran mayoria por células escamosas o cuboidales formadas a partir
de un estrato germinativo formado por capas de células columnares responsables de la diferenciacion
de las células epidérmicas y del movimiento hacia arriba de las mismas. En dicho estrato se originan
las células mucosas, las cuales migran hacia la superficie a través de la epidermis para cumplir
funciones de defensa, mediante la secrecién de glicoproteinas que conforman el moco que recubre el
cuerpo del pez. Se caracterizan por presentar un cuerpo esférico de gran tamafio, con citoplasma
basofilo y contorno delgado de caracteristica tintorea color violeta, donde no es posible distinguir el
nucleo (Fig. 11b) (Bonilla Lizarazo et al., 2008). Las sustancias mucosas que ellas secretan cubren la
piel del pez y juegan un papel importante en la inmunidad del organismo, ya que el moco no sélo
acta como una barrera de defensa contra determinadas sustancias, sino también como parte de la
respuesta inmune durante la interaccion con agentes patdgenos (Alvarez-Pellitero, 2008).

Por su parte, la dermis se encuentra entre la epidermis y el musculo. Esta formada por un estrato
esponjoso y otro compacto. El primero contiene colageno y fibras de reticulina, nervios, capilares,
fibroblastos y células pigmentarias, mientras que el estrato compacto esta formado por densos
paquetes de fibras de colageno dispuestos de manera paralela a la superficie de la piel (Genten, 2009).
Ademas, la dermis posee la vascularizacién primaria de la piel, representada por una extensa red de
vasos sanguineos. Por ultimo, las escamas se caracterizan por localizarse entre la dermis superficial y

el estrato esponjoso.
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Las afecciones mas frecuentes que se detectaron en la epidermis fueron hiperplasia de células
epiteliales e hipertrofia de células de moco, en los tres sitios y en ambas estaciones hidrologicas
mientras que en la dermis no se detectaron afecciones de ningln tipo en ninguno de los sitios ni
estaciones hidrologicas. Si bien existen trabajos que mencionan a estas afecciones en peces expuestos
a diversas sustancias, como asi también en los provenientes de rios contaminados (lger et al., 1994a 'y
b; Paul & Banarjee; 1996), en nuestro trabajo no se observaron diferencias entre sitios, dado que los
individuos presentaron dichas afecciones como respuesta generalizada, caracteristica de este tejido,
por ser primer 6rgano blanco que esta directamente expuesto al ambiente acuético, situacién semejante

a la expresada por las branquias.

(a) (b)

Figura 11. Alteraciones histolégicas en piel de hembra adulta de C. decemmaculatus recolectados en la cuenca del Rio
Suquia. Referencias: (a) Puente Zuviria, (b) Puente Canton. Referencias: epidermis (Ep), dermis (De), musculo (Mu),
células epidérmicas (Ce), células mucosas (Cm), escamas (Es), hiperplasia de células epiteliales (Hp-ce), hipertrofia de
células mucosas (Hy-cm) (H&E 40X).

3.5.4 Incides histopatoldgicos.

De los indices histopatoldgicos de cada patrén de reaccion estimados para higado, sélo el
relacionado a los cambios regresivos (IHHigprrregresivo) Presentd diferencias significativas,
evidenciandose en Puente Cantdn, en la estacién hidrologia seca, el valor promedio mas alto de este
indice (Tabla 6). Si bien las alteraciones correspondientes a este patrén fueron las que contribuyeron
en mayor proporcion en el resultado final del indice histopatolégico de higado (IHHig), este tltimo no
vario entre sitios ni entre estaciones hidroldgicas de muestreo. Por otra parte, estos mismos indices
calculados para branquias no variaron entre sitio ni entre estaciones hidroldgicas.

La implementacion del IHtotal, €l cual refleja la salud general de los individuos al considerar las
lesiones registradas en todos los 6rganos, otorga una vision integral sobre el efecto que provoca la
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degradacion de la calidad ambiental sobre los organismos analizados (Maggioni et al., 2012). Sin
embargo, y contrariamente a lo esperado el IHtota NO se diferencio significativamente entre los sitios
ni entre estaciones hidroldgicas. Si bien diversas alteraciones histoldgicas fueron registradas en el
presente trabajo, las mismas no estarian comprometiendo la salud del pez. Es necesario destacar que
trabajos anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, mencionan el deterioro ambiental y
el marcado gradiente de contaminacion que caracteriza a la cuenca (Rautenberg et al., 2014; Zamabrano,
2016). Sin embargo, la calidad del agua en Puente Canton, ubicado en plena ciudad de Cérdoba, no
llega a presentar condiciones de degradacion tan marcadas como las que demuestra el curso cuando
sus aguas abandonan la ciudad. Por ende, si bien el rio en este tramo presenta aguas de baja calidad,
los indicadores tisulares no llegarian a discriminar a través de su respuesta, las condiciones

ambientales imperantes en esta area.

Tabla 6. VValores medios y error estandar de los indices histopatoldgicos de reaccion en hembras adultas de
C. decemmaculatus recolectados en tres sitios sobre la cuenca del Rio Suquia. Referencias: Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).

Indice Sitios de Muestreos
Puente Zuviria Casabamba Puente Cantén
Seca Himeda Seca Himeda Seca Himeda

IHHig.PrCirculatorio 5,50£3,70 4,00+3,79 2,50+2,52  5,20+4,38 4,67+1,15 2,00+0,00
IHHig.PrRegresivo 2,00£1,00 2,00£2,10 0,00£0,00  1,20+1,10 15,30+9,87°  0,80+1,10"
IHHig.PrProgresivo - - - - - -
IHhig.Prinflamatorio - - - - - -
IHBra.PrCirculatorio 1,50+1,91 0,67+£1,03 2,80+5,22 1,60+1,67 2,00£1,63  3,00+6,00
IHBra.PrRegresivo 7,00£14,00 5,00+6,16 1,60+2,19 6,00+6,00 2,29+£3,15  4,00+8,00

IHBra.PrProgresivo 15,00+11,60 6,00+5,51 12,00+10,95 16,18+5,76 12,57+7,72 14,00+12,33
IHBra.Prinflamatorio - - - - - -

IHHig 6,00+1,41 7,5£2,47 6,40+2,83  2,50+1,77 3,00+0,71  15,50+5,30
IHBra 11,66+2,83 23,5+7,86  24,40+7,82 16,40+5,69 24,00+5,81 16,00+6,12
IHTotal 17,66+5,54 37,00+£12,40 24,66+£9,74 23,20+8,53 16,80+8,50 24,85+8,12

3.4 Analisis morfométrico en branquias.
El indice %DIG, que permite conocer el porcentaje de epitelio respiratorio disponible para el
intercambio gaseoso, basado en la longitud de las laminillas primarias (Fig. 12a) no mostro diferencias

significativas entre sitios. Contrariamente, los indices %DIGa (Fig. 12b) y %DIGt (Fig 12c) variaron
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significativamente, mostrando los menores valores para los individuos recolectados en Puente Zuviria,
en la estacion hidroldgica himeda. Estos resultados, si bien sugieren que los peces no tendrian sus
branquias en 6ptimas condiciones, se deberian a otras causas no relacionadas a la contaminacion, pero
si a las crecientes que ocurren en la estacién humeda como producto de la abundancia de las lluvias
en esta época. El arrastre que se produce por accién de las crecientes provoca la resuspension de
solidos que pueden alterar momentaneamente la estructura branquial, dado que las branquias son el
primer 6rgano afectado por estar en contacto directo con el medio acuatico. Esta situacion no ocurre
de manera marcada en los otros dos sitios, ya que el flujo del rio es manejado a través del cierre y

apertura de las compuertas del dique San Roque que se encuentra aguas arriba de Casabamba.
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Figura 12. Indices morfométricos de branquias registrados en hembras adultas de C. decemmaculatus recolectadas en la
cuenca del Rio Suquia. Referencias a) %DIG) (porcentaje de laminillas secundarias disponibles para el intercambio gaseoso);
b) %DIG (aumento del ancho de las laminillas respiratorias debido a la disminucion de la distancia interlamelar); c) %DIG)

(engloba el largo como el ancho de las laminillas secundarias). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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4. Conclusiones.

En todo ambiente acuético los organismos estan expuestos a mezclas de contaminantes, cuyos
efectos no pueden ser explicados o predichos solo a partir de los andlisis quimicos de agua. Ademas,
algunos contaminantes se almacenan en los tejidos sin evidenciar efecto tdxico, mientras que otros se
determinan por una elevada toxicidad a niveles bajos de exposicion. La evaluacion de biomarcadores
en peces permite poner en evidencia los efectos integrados de diversos factores sobre la contaminacion
de un cuerpo de agua y se pueden emplear para comparar los cambios relativos en su calidad a escala
espacial o bien temporal.

El impacto de las numerosas actividades antropicas sobre los cursos hidricos pone de
manifiesto un gradiente de contaminacion a lo largo de la cuenca del Rio Suquia. De esta manera, los
resultados obtenidos en el presente estudio, contribuyen a fortalecer la relacion causa-efecto entre las
alteraciones observadas en individuos de C. decemmaculatus y los niveles de contaminacion en el
medio ambiente acuatico. Por tener esta especie una amplia distribucion en la cuenca y por ser nativa
y tolerante a la degradacion ambiental, C. decemmaculatus se constituye como un importante
bioindicador, valido para el estudio de las variaciones en la calidad de los recursos hidricos del pais.

Los biomarcadores seleccionados, respondieron de manera diferencial a las condiciones
ambientales que ofrece la cuenca, lo cual se refleja en los andlisis somaticos, histoldgicos y
enzimaticos. Los resultados obtenidos posicionan a Puente Canton como el sitio mas degradado de las
secciones estudiadas. La actividad natatoria y la actividad de la AChE fueron los biomarcadores que

respondieron de manera fehaciente antes las diferentes calidades de agua que presento el rio Suquia.
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