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RESUMEN

El pejerrey (Odontesthes bonariensis) es un pez sudamericano de agua dulce, de gran
importancia pesquero-deportiva y consecuentemente de relevancia socioecondmica. Su tracto
intestinal comprende tres regiones (anterior, media y posterior) compuestas por mucosa,
muscular y serosa. La mucosa se caracteriza por la presencia de pliegues de forma, tamafio y
nimero variable. Es el objetivo general de esta tesis determinar, a través de técnicas de
histoquimica e inmunohistoquimica el tipo y distribucién de mucinas y de hormonas
gastrointestinales, a lo largo del tracto intestinal del pejerrey. Se utilizaron ejemplares adultos
recolectados en embalse de Rio Tercero-Cérdoba-Argentina, de los que se extrajo el tracto
intestinal, previo reconocimiento de sus tres regiones. Las muestras fueron fijadas en formol
tamponado al 10%, incluidas en parafina y procesadas por la técnica histologica
convencional, para luego ser sometidas a técnicas histoquimicas (AB/pH 0,5-2,5 y PAS/AB
pH 2,5) y de inmunohistoquimica. Esta ultima para determinar la presencia de las hormonas
gastrina, secretina, motilina y péptido intestinal vasoactivo (VIP). Las preparaciones
histologicas analizadas aportaron datos que permiten delimitar un patrén de distribucién y
grado de reaccién variable tanto a lo largo del tracto intestinal como en las diferentes
estructuras epiteliales, conectivas y musculares del mismo. Se determiné que las mucinas
acidas predominan en la chapa estriada mientras que las células caliciformes manifestaron
grupos neutros, neutros-acidos y acidos. En cuanto a las hormonas determinadas, se observé
que la gastrina estuvo presente sélo en el intestino anterior y medio; la secretina en todo el
tracto intestinal; la motilina en el epitelio de la regioén anterior y media y en el musculo del
intestino posterior; mientras que el VIP fue detectado en el tejido conectivo a lo largo del
tracto intestinal. Se concluye que el estudio histolégico, histoquimico complementado con el
inmunohistoquimico, permitié obtener un patrén de distribuciéon diferencial de distintas
sustancias que permiten caracterizar las distintas regiones intestinales y que cumplen un rol

importante en el proceso alimentario.
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INTRODUCCION

Fundamentacion y Antecedentes

El pejerrey (Odontesthes bonariensis) es un pez Oseo perteneciente a la Familia
Atherinidae, al Suborden Atherinoidei y al Orden Atheriniformes. Es un veloz nadador, de
cuerpo fusiforme con irisaciones levemente azuladas. Es una especie dulceacuicola originaria
del sur de Brasil y de Argentina, predomina en lagunas de la region pampeana pero penetra en
los rios de los sistemas del Parand, Uruguay y de La Plata. La acuicultura de este pez
comenzo en la laguna de Chascomus (Bs.As.) a comienzos de 1900, en el lago dos Cuadros-
RS- Brasil hacia 1943, en Jap6n desde 1966, en Italia a partir de 1972 y fue introducida en
Chile y Bolivia en la década del 40 (Brian y Dyer, 2006). También se lo cria en cautiverio
debido a la alta calidad de su carne, a su resistencia a bajas temperaturas y a su aceptacion del
alimento artificial. Debido a su importancia econémica se ha difundido en paises como Japon,

Francia, Italia e Israel (Mituta, 2001).

La especie motivo de nuestro estudio ha sido indagada desde el punto de vista de su
alimentaciéon en diferentes ambientes y lugares, siendo considerado un individuo
zooplanctéfago (Aquino, 1991; Colautti ez al., 2003; Grosman, 1995; Ringuelet et al., 1980),
con predileccion de Cladoceros y Copépodos, sobretodo cuando se lo cria en cautiverio. Hasta
el cuarto afio de edad; a partir de entonces se observa piscivoria y canibalismo (Ringuelet et
al., 1980). También de camarones de agua dulce (Palaemonetes argentinus) y caracoles

pequefios (Littoridina).

En los peces, en general, se han realizados muchos estudios referente al aspecto anatémico
y a las caracteristicas ultraestructurales relacionidndolos con los diferentes hébitos
alimenticios (Anderson, 1986; Chitray, 1965; Ezeasor y Stokoe, 1980; Ezeasor, 1986;
Kapoor et al., 1975; Kiliaan et al., 1993, 1996; Noaillac-Depeyre y Gas, 1976; Stroband y
Debets, 1978; Zhiler, 1982), pero sobre la estructura histolégica y en especial sobre las
sustancias quimicas relacionadas con los habitos alimenticios es escasa la bibliografia

documentada (Fiertak y Kilarski, 2002).



Castagnino et al., (2000, 2001, 2005) llevaron a cabo aplicaciones de lectinas para la
identificacion de glicoconjugados en el tracto digestivo del pejerrey (Odontesthes
bonariensis) observandose que las marcaciones con LCA, Con A y PEA fueron positivas en
diferentes estructuras de la mucosa del intestino medio, como chapa estriada y enterocitos,
identificandose mediante las mismas los glicoconjugados con manosa y glucosa. STA y WGA
reaccionaron en la chapa estriada y los enterocitos del intestino posterior, lo que sugiere la
presencia N-acetil glucosamina. En cambio, DBA y SBA dieron reaccién intensa en las
células caliciformes del intestino medio, prevaleciendo N-acetil galactosamina.. La PNA
reaccion6 positivamente, principalmente en células caliciformes del intestino anterior,
demostrandose la presencia de D-galactosa, mientras que UEA-I result6 negativa a lo largo
del tracto intestinal, lo que sugiere la ausencia de fucosa. La técnica de lectinhistoquimica ha
permitido una mdas amplia informacién sobre la identificaciéon de los glicoconjugados,
complementandose con los métodos histoquimicos convencionales (Baglole et al., 1997,
Carmanchahi et al.,, 2000; Carmona et al., 2000; Ferrari et al., 1999; Garcia Crespo, 1988;
Meéndez et al., 2003; Montalvo et al., 1967; Pifiols Felis, 2000; Tibbets, 2997; Woodward y
Bergeron, 1984).

El control de la funcién gastrointestinal estd regulado por dos niveles: a) el sistema
nervioso central y endocrino extrinseco y b) componentes nerviosos y endocrinos intrinsecos
localizados a lo largo del aparato digestivo que les permite controlar las diferentes funciones
de manera auténoma. El sistema intrinseco contiene numerosas neuronas, que se ubican en
dos sistemas de ganglios: el plexo submucoso y el plexo mientérico. En estos se encuentran
neuronas sensoriales, motoras e interneuronas, a las que llega informacién sensorial
proveniente de los mecanorreceptores que vigilan las contracciones de las paredes
musculares, que se encuentran entre las capas circular y longitudinal de la tinica muscular, y
de los quimiorreceptores ubicados en la mucosa que controlan las situaciones de cambio, en
especial quimico, en la luz del tracto digestivo. Los axones de las neuronas motoras terminan
en forma arborescente con dilataciones vesiculares cargadas de sustancias neurorreguladoras,
secretadas en respuesta a diferencias de potenciales de accion, que actiian sobre los musculos

vecinos o sobre las células glandulares (Cunningham, 1995).

Se debe tener en cuenta que las vias gastrointestinales no se consideran como un 6rgano

endocrino tipico, aunque produzcan numerosas hormonas, ya que muchas de éstas son
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producidas por el cerebro y los tejidos neurales, donde actian como neuromoduladores o
neurotransmisores (Gall et al., 1986; Herness, 1989; Larsen et al., 1981; Rostene, 1984;
Kiliaan, et al., 1989.), ya que se ha reconocido la presencia de péptidos gastrointestinales
tanto en el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico (Costay Fumness,
1982; Dayal, 1991; Sundler et al., 1980). Esto se ha comprobado para la colecistoquinina, el
neuropéptido Y (NPY), (Akira et al., 1995; Gall et al., 1986), la somatostatina, ( Noaillac-
Depeyre y Hollande, 1981), 1a neurotensina , la sustancia P ( Killian et al., 1992; Ross et al.,
2005) y el VIP, (Herness, 1989; Killian ef al., 1996; Larsen et al., 1981; Rostene, 1984; Witt,
1995).

Tradicionalmente las hormonas gastrointestinales han sido definidas como péptidos
producidos por células endocrinas localizadas en la mucosa, submucosa y capa muscular del
tracto gastrointestinal, entremezcladas con el epitelio o en la lamina propia o en las
terminaciones nerviosas de los plexos o en el muisculo. Las mismas son liberados al torrente
sanguineo bajo la influencia de estimulos alimenticios para relacionarse con aspectos
referentes a la secrecion, motilidad y crecimiento del sistema digestivo; de esta manera la
digestion se ve reforzada por éstas provocando secrecion hormonal, debido a la distension de

la pared, la presencia de alimentos o el pH bajo (Ross et al., 2005).

Se ha estimado, que en conjunto, las células enteroendocrinas formarian el o6rgano
endocrino mas grande de un ser viviente, estando distribuidas en forma aislada no sélo en el
aparato digestivo sino también en el aparato respiratorio. Pertenecen a un sistema denominado
células endocrinas gastroenteropancreaticas (gap) y presentan una morfologia muy semejante
a las células neurosecretoras del sistema nervioso central que en algunos casos liberan las
mismas hormonas y sustancias reguladoras. Las células enteroendocrinas producen hormonas
gastrointestinales como por ejemplo la secretina, la gastrina, el péptido inhibidor gastrico
(GIP), la motilina, colecistoquinina y sustancias paracrinas cuya secrecion se difunde
localmente hacia su célula diana, en vez de ser transportada por el torrente sanguineo como es

el caso de la somatostatina. (Ross ef al., 2005).

Las células enteroendocrinas son semejantes, desde el punto de vista morfoldgico, aunque

cada célula secreta s6lo un tipo hormonal. Generalmente poseen aspecto columnar o
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triangular con la base ancha y vértice puntiagudo con numerosas microvellosidades. La zona
de la base celular esta ocupada por los granulos secretorios encargados de almacenar y liberar
sus productos; mientras que la zona del vértice estd relacionada con la luz intestinal para
detectar el contenido luminar. Por medio de marcaciones especiales se llegd a conocer el
origen, diferenciacion y ritmo de renovacion de las células endocrinas del tubo digestivo de la

rata (Aiken y Roth, 1992; Cheng y Leblond, 1974).

La colecistoquinina (CCK), liberada en el duodeno y el yeyuno, estimula (reforzando los
efectos de la secretina) la liberacion de bilis y la secrecién de enzimas pancreaticas, lo que
favorece la digestion y la absorcion de nutrientes en la circulacion e inhibe la evacuacion
gastrica. En cambio el polipéptido pancreatico inhibe la secrecion exocrina pancreética y
estimula el vaciamiento gastrico. (Geneser, 2000). El conjunto de todas estas hormonas y el
enteroglucagon, producido en el ileon, contribuyen al crecimiento en grosor de la mucosa del

tubo digestivo (Uvnas-Moberg, 1989).

Estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos realizados en intestino de caballos adultos
evidenciaron inmunoreactividad positiva a sustancia P en fibras nerviosas de la tlnica
mucosa como asi también en cuerpos neuronales y fibras en plexos submucosos y en nervios
del plexo mientérico (Domeneghini ef al., 2004). También se observd reaccion positiva en las
células neuronales y fibras nerviosas del tracto intestinal de ponies, mas intensa en los

cuerpos celulares de los ganglios submucosos que en los ganglios mientéricos (Cummings et
al., 1985).

En diferentes especies de peces se han efectuado investigaciones para identificar diversas
hormonas gastrointestinales. Rajjo et al., (1988) determinaron la distribucién de células
mmunoreactivas a colecistoquinina (CCK) en el tracto digestivo de un pez Holosteo, Amia
calva, de un pez teledsteo, Lepomis macrochirus y de un anfibio, la rana toro, Rana
catesbeiana. En el primer pez hubo positividad sélo en el intestino anterior y medio, mientras
que en el estomago y en el resto del tracto gastrointestinal la reactividad fue negativa; en el
pez teledsteo las células inmunoreactivas fueron detectadas en el intestino anterior y medio y

en el ciego pildrico, mientras que en el anfibio las células positivas se ubicaron
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uniformemente a lo largo del intestino anterior y medio, encontrandose también a nivel del

estomago y el duodeno.

Ku et al.,, (2004) identificaron células positivas a serotonina, somatostatina, glucagén,
colecistoquinina y polipéptido pancreatico en el epitelio del intestino del teledsteo sin
estomago Zacco platypus, algunas de estas células inmunoreactivas presentaron forma
redondeada y estaban ubicadas en la parte basal del epitelio, otras presentaron forma de huso
con prolongaciones citoplasmaticas que sobresalian hacia la luz del 6rgano. No se registraron

c€lulas positivas a cromogranina A, secretina, VIP, sustancia P y bombesina.

Lee et al., (2004) realizaron estudios inmunohistoquimicos en células endocrinas
gastrointestinales de la perca coreana (Coreoperca herzi), encontrando células positivas a
serotonina, somatostatina, glucagon, colecistoquinina, polipéptido pancreatico. La mayoria de
las células inmunoreactivas estaban en el epitelio, presentaban forma de huso con una gran

prolongacidn citoplasmatica.

Yoshida et al., (1983) detectaron insulina, glucagdn, somatostatina y polipéptido pancreatico
(PP) en el sistema gastroenteropancreatico (GEP) de Paralichtys olivaceus, observandose a
nivel del pancreas células positivas a esas hormonas; mientras que en el tracto digestivo se
determind somatostatina en el estomago; colecistoquinina y gastrina a nivel del apéndice

pilérico y colecistoquinina en la porcién media del intestino.

En los peces teledsteos con y sin estomago, Sparus auratus y Barbus conchonius
respectivamente, se identificaron células productoras de hormonas en el sistema
gastroenteropancreatico (GEP). En el pancreas se identificaron células inmunoreactivas a
insulina, glucagén, somatostatina y polipéptido pancreatico en ambas especies, al mismo
tiempo se pudo distinguir en el tracto digestivo de S. auratus varios tipos de células
endocrinas (positivas a neurotensina, secretina, serotonina, somatostatina y a dos tipos de
sustancia P) exclusivamente en el estdbmago. En el intestino, a nivel de su epitelio, se
detectaron células con gastrina/colecistoquinina, glucagdn, met-encefalina, polipéptido
pancreatico y solo un tipo de sustancia P en S. auratus mientras que en B. conchonius se
observaron las mismas células inmunoreactivas con excepcidn de la sustancia P (Abad et al.,

1987). Por otra parte, se han realizado experimentos de inmunohistoquimica y
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radioinmunoensayo en el intestino de diferentes peces para la deteccién de neurotensina,
sustancia P, gastrina/colecistoquinina, bombesina ,VIP y serotonina (Kiliaan et al., 1992;

Aldman et al., 1989).

En la trucha, se han realizado estudios en el intestino delgado y el ciego para la
determinacidon inmunohistoquimica de colecistoquinina, glucagén, neuropéptido tirosina, etc.
(Beorlegui et al., 1992); como asi también para conocer la distribucion general y localizacién
de células endocrinas presentes en la mucosa gastrica (Barrenechea et al., 1994; Rombout,
1997). Del mismo modo se dieron a conocer resultados sobre la presencia de somatostatina,
gastrina y polipéptido pancreédtico en la mucosa intestinal de peces con y sin estémago

(Noaillac-Depeyre y Hollande, 1981).

Karila et al., (1998) y Severini (2000) identificaron sustancia P en los plexos nerviosos
mientéricos del intestino del Atlantic cod. También se realizaron trabajos en larvas de peces
(Atlantic halibut larvae), determinando el rol alimentario en dichas larvas ya que la secrecidén
de la CCK libera tripsina pancreatica contribuyendo a la digestion proteica (Rojas-Garcia y

Ronnestad, 2002).

En reptiles (Perez-Tomas et al., 1989; El-Salhy y Grimelius, 1981) y principalmente en
algunas especies de lagartos como Podarcis hispanica se han llevado a cabo algunos trabajos
sobre células endocrinas en estomago (Diaz de Rada, 1992), intestino (Burrell ef al., 1991,
1992) y péancreas (Lopez et al., 1989) encontrando inmunoreactividad positiva. En anfibios
tales como la Rana catesbeiana se trabajé en fibras nerviosas parasimpéticas presentes en las
papilas fungiformes (Inoue et al., 1992).

Las hormonas gastrointestinales funcionan localmente sobre diversos Organos y tejidos
dentro del tubo digestivo contribuyendo a la regulacion de la secrecidon, motilidad y
crecimiento de dicho tubo (Buddington y Doroshov, 1986; Fujita y Kobayashi, 1977,
Grossman, 1981; Solcia, 1981) si bien poco se sabe sobre el mecanismo de accidon de las
mismas. Asi, la gastrina, la secretina, el GIP (Péptido gastrointestinal), el enteroglucagén y la
neurotensina lo hacen sobre los epitelios; mientras que otras, tales como la sustancia P, el VIP
(péptido intestinal vasoactivo) y el GRP (péptido liberador de gastrina) se asocian a la lamina

propia, la submucosa o al tejido muscular. En cambio la colecistoquinina y la somatostatina
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gastrointestinal (Ferri ef al., 1983).

Existen otras sustancias que se presentan, del mismo modo, con actividad local y que se
han aislado de la mucosa gastrointestinal, son los neurotransmisores o neuromoduladores,
ubicandose sobretodo en las terminaciones nerviosas cerca de sus células diana como las
células del musculo liso de la muscular de la mucosa y de la muscular externa como asi
también la tinica media de los vasos sanguineos, dentro de éstos encontramos al VIP (péptido

intestinal vasoactivo), la bombesina y encefalinas (Cunningham, 1995).

En las primeras décadas del siglo XX se llevo a cabo el descubrimiento de la secretina
(Bayliss y Starling, 1902), la gastrina (Edkins, 1905), la colecistoquinina (CCK) (Ivy y
Oldberg, 1928) y la pancreozimina (Harper y Raper, 1943), las que fueron descriptas como
sustancias que estimulaban la secrecion de enzimas pancreaticas y s6lo se conocian a través
de sus acciones. Esto permitio introducirse en un campo investigativo importante, y en la
década del 60 fueron purificadas la secretina (Jorpes et al., 1962) , la gastrina (Gregory y
Tracy, 1964), la colecistoquinina-pancreozimina (Jorpes et al., 1964) y se determiné la
secuencia de sus aminoacidos. También fueron caracterizados la sustancia VIP (Péptido
intestinal vasoactivo) (Cinar y Diler, 2002; Rostene, 1984), GIP (péptido inhibidor gastrico)
(Lucini et al., 1999) y la Motilina. (Maala et al., 1997; Miller et al., 2000; Poitras et al.,
1996).

Estudios inmunohistoquimicos hicieron posible la identificacion de células productoras de
gastrina (Mcguigan, 1968) y de otras hormonas gastrointestinales tales como somatostatina,
gastrina, histamina, serotonina, secretina, glucagén, neurotensina, motilina.(Geneser, 2000).
Estas hormonas se pueden incluir dentro de 2 (dos) familias teniendo en cuenta la secuencia
de aminoacidos y su aspecto funcional. Se consideran la familia de la Gastrina que incluye a
la gastrina y la colescistoquinina (CCK) y la familia de la Secretina que comprende a la

secretina , al glucagon, al GIP y al VIP (Harper, 1998).

Quimicamente la gastrina es un polipéptido que presenta diversas féormulas moleculares,

variando desde moléculas grandes con 34 aminoacidos hasta pequefias con 17 aminoécidos.
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Esta hormona es producida y secretadas por las células endocrinas G de la mucosa gastrica
(antro) y del duodeno proximal. (Sacha Rodriguez, 2006). La secrecion gastrica esta
estimulada por la accién conjunta de la acetilcolina, la gastrina y en menor grado por la
histamina. Cuando se produce la ingestién de alimentos, éstos al llegar al estomago provocan
impulsos parasimpaticos (por el nervio vago) con liberacion de acetilcolina en las
inmediaciones de las células G y de las células parietales, que tienen receptores en su
superficie para la acetilcolina y responden secretando gastrina y acido clorhidrico
respectivamente. Por otro lado, las células enterocromafines provocarian la liberacion de
histamina que, del mismo modo, conduciria a la secrecion de acido clorhidrico por parte del
estomago (Ross et al., 2005). Su liberacion es provocado por sustancias quimicas que
proceden de la sangre, por terminaciones nerviosas de las células vecinas (paracrinas) o por la
distension del estdbmago debido al contenido gastrico. Lo que revela la importancia del
alimento en la regulaciéon de la formacion y liberacion de la gastrina (De Groot, 1989;
Lichtenberger, 1982) En el estomago de la llama (Lama glama) se realizaron estudios
inmunohistoquimicos determinandose la presencia de células endocrinas productoras de
gastrina (Alzola et al., 2004). Asimismo, Abad e al., (1987) identificaron células positivas a
gastrina en el estdmago del pez dseo Sparus auratus. Mientras que Yoshida et al., (1983)
determinaron la presencia de las mismas en el pez Paralichtys olivaceus; Holmgren y Nilsson
(1983) lo hicieron en fibras nerviosas del intestino posterior y en células endocrinas del
intestino anterior y medio del pez Squalus acanthias. Konturek et al., (1976) demostraron, en
el tracto gastrointestinal de perros, un significativo aumento de concentracion de gastrina en
suero. Galan Torres et al., (2000) identificaron, en el perro, abundantes células productoras de
dicha hormona en la mucosa del estdbmago y del duodeno y compararon los resultados con los
hallados en el hombre. Estudios inmunohistoquimicos complementados con observaciones a
nivel de microscopio electronico, permitieron identificar, en el tracto gastrointestinal de perro,
la presencia, distribucién y ultraestructura de las células G (Galan er al., 1996). Valverde
Marin (1988) determino por medio de la técnica inmunocitoquimica y ultra

estructural células endocrinas en el intestino de la Rana temporaria. Linnaues, 1758. donde
correlacioné el producto de secrecién y las caracteristicas ultraestructurales de la células
inmunorreactivas para serotonina, somatostatina, CCK 8, gastrina 17, gastrina 34, GIP y
bombesina. Jansen y Lamers (1982) estudiaron la relacion entre alta concentracion de gastrina
con secretina y concentraciones de calcio en sangre. Asimismo, Chao et al., (2005) han
realizado investigaciones en pacientes con céncer de colon para determinar la presencia de

receptores de hormonas péptidicas como gastrina, bombesina y neurotensina.

16



0000000000000 000000000000000000C0000000QCRCOKCOOCCGOGS

La hormona secretina, polipéptido de 27 aminoacidos, estd estructuralmente muy
emparentada con el VIP, el GIP, el glucagén y otros péptidos. Es producida por la célula S y
liberada en duodeno y yeyuno en respuesta a la alta acidificacion gastrica dada por el acido
clorhidrico. Estimula la secreciéon pancreatica de bicarbonato a nivel de los ductos
pancreaticos y también estimula la secrecion de bicarbonato por las vias biliares, dependiendo
su secrecion del grado de acidificacion del contenido duodenal, necesitindose en general un
pH cuyo valor sea inferior a 4,5 para su liberacién. Esta accion de la secretina aumenta el pH
a niveles de neutralidad o levemente alcalino, lo que permite que actie otra hormona
intestinal, la colecistoquinina, provocando la estimulacién de los acinos pancreaticos y la
consecuente liberacion de las enzimas digestivas (Sacha Rodriguez, 2006; Usellini, 1990). Al
mismo tiempo la secretina ejerce un efecto inhibitorio sobre la liberacion de la gastrina y la
secrecidn acida del estomago aunque principalmente su mayor efecto lo produce sobre el
pancreas exocrino, rico en produccion de bicarbonato durante la digestion. Ademas, juega un
papel importante en la secrecién de la insulina por parte de las células beta de los islotes
pancreaticos como asi también de pepsina y mucus gastrico en el estdmago y favorece la
secrecion de agua y electrolitos por parte de la vesicula biliar y la secreciéon mucosa de las
glandulas submucosas del intestino (Guyton y Hall, 2001). Ademas, se ha investigado si la
calidad de la grasa de determinadas dietas influye sobre la secreciéon de esta hormona
gastrointestinal (Gonzalez ef al., 1998). En el tracto digestivo de un pez dseo con estomago se
identificé la presencia de células inmunoreactivas a secretina (Abad et al., 1987). En cambio,
en el intestino de peces ciprinidos no se detectaron células positivas (Ku ez al., 2004).

El VIP (péptido intestinal vasoactivo) es un péptido de 28 aminoacidos con profundas
propiedades vasodilatadoras, provoca, ademas, la relajacion de la musculatura géstrica e
inhibe la secrecién de las enzimas gastricas, mientras que estimula la secrecién de insulina,
glucagoén, somatostatina y biliar. Pederzoli er al., (2004) realizaron la inmunolocalizacion del
VIP y sustancia P durante el desarrollo del intestino en el Dicentrarchus labrax (L)
determinando la presencia y distribuciéon de las mismas. También se identific6 VIP en la
mucosa del tracto intestinal en fetos de caballo (Dauria e al., 2005), en equinos adultos
(Bishop et al., 1984) y en diferentes estructuras y tejidos del caracol de tierra Hélix aspersa
(de 1a Cruz et al., 2006). Holmgren y Nilsson (1983) demostraron, en el pez squalus, la
inmunoreactividad del péptido intestinal vasoactivo (VIP). Es el unico péptido en el intestino
que actda por la via del AMPciclico y juega un importante rol como neuromodulador. Otros
autores han determinado inmunohistoquimicamente la presencia del VIP, en mamiferos, a lo

largo del tracto gastrointestinal, desde el es6fago hasta el recto (Ferri et al., 1983), como asi
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también en tejido neural y células endocrinas del intestino de peces (Cinar y Diler, 2002;
Kilian et al., 1996, 1997). En el ileon del cobayo se ha revelado la presencia de esta hormona
gastrointestinal en el cuerpo de las neuronas del plexo nervioso submucoso como asi también
en los axones terminales del ganglio submucoso (Li et al., 1995). Por otra parte, Keranen et
al., (1995) determinaron la localizaciéon del VIP en el plexo mientérico y en los nervios de la
muscular circular interna del colon humano. Mientras que Berezin et al., (1994) identificaron
dicha hormona en el ileon y el colon de perros, especialmente en la tinica muscular externa.
También en el tracto gastrointestinal, incluyendo intestino delgado, grueso y esfinteres, de
gatos y perros se ha detectado la presencia del VIP, especificamente, en los plexos nerviosos
submucoso y mientérico, en algunos nervios, y en células no nerviosas dispersas entre las
capas musculares lisas (Ny ez al., 1997). En cambio, en intestino delgado y grueso de ratas se
identific la presencia de esta hormona, slo en las neuronas del plexo nervioso submucoso
(Chino, et al., 2002). En Investigaciones realizadas en intestino de fetos humanos, se
compararon la distribucion del VIP en las fibras nerviosas durante la vida fetal y en la etapa
adulta (Vincze et al., 2000). Asimismo, en el tracto gastrointestinal del piton se determinaron

las concentraciones de esta hormona en estomago y en intestino delgado (Secor, 2001).

La motilina estd formada por 22 aminoécidos, se segrega cada 100 minutos para estimular el
complejo motor migratorio que ayuda a limpiar el estomago e intestino delgado de material
sin digerir (Chan-Palay et al., 1982; Fang et al., 2004). Se realizaron estudios en estdmago y
duodeno de humanos para determinar su rol en la motilidad del tracto gastrointestinal
(Kawamura et al., 1993). Por otro lado, se efectuaron investigaciones en intestino de cerdos
sometidos a periodos de ayuno (Katayama et al., 2005). Algunos efectos de la motilina sobre
la secrecion exocrina ha sido descripta por Fiorucci (1993), hallando que en el hombre se
asocia con la secrecion de las glandulas salivales, en cambio, en el perro estimula la secrecion
de pepsindgeno y del pancreas. Depoortere (1995), Feighner et al., (1999) y G Van Assche et
al., (1995) han demostrado la presencia de receptores de motilina en el musculo liso de
duodeno y colon humano. Situaciéon similar fue hallada en tejido neural y muscular de
duodeno y colon de conejos (Clark et al., 1999; Miller et al., 2000; Poitras et al., 1996), en
duodeno de cobayo y perro (Poitras et al., 1987) y en el tracto digestivo de aves (Kitazawa et
al., 1995). Mientras que estudios inmunohistoquimicos y de microscopia electronica
determinaron la localizacion de células endocrinas con motilina en el epitelio duodenal de
conejo (Fujimiya et al., 1998). En ratas (O’'Donohue et. al., 1990; Sakai et al., 2003) se

identificaron células inmunopositivas a motilina en el epitelio de las vellosidades y criptas del
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intestino delgado. Secor, (2001) demostro en el tracto gastrointestinal del piton la presencia de
motilina. Shin et al., (1980), analizaron la heterogeneidad de motilina inmunoreactiva en
extractos de duodeno de cerdo, rata, perro y humano. En intestino de humano y de perro se ha
logrado identificar ultraestructuralmente y por inmunocitoquimica la presencia de células
endocrinas con motilina (Usellini ef al., 1984); en equinos (Sasaki y Yoshihara, 1999).
Nishikubo et al., (2005) identificaron células positivas a motilina en duodenos de nifios
prematuros de veintidos semanas de gestacion. Asimismo en intestino delgado, ciego y colon
de bufalos de diferentes edades se estudid la distribucion de distintas poblaciones celulares

endocrinas, entre ellas las que secretan motilina (Lucini ef al., 1999).

El presente trabajo se centrd en el estudio del tracto intestinal del pejerrey cumplimentando
los aspectos estructurales e histoquimicas con los relacionados a la determinacion
inmunohistoquimica de algunas de las hormonas gastrointestinales. Dado que iguales
antecedentes no obran en la bibliografia contemporanea en relacion a la especie Odontesthes
bonariensis, es conducente investigar sobre el particular partiendo de la base que, en nuestra
region, estos teledsteos, verdaderas especies autoctonas, guardan un potencial econdmico de
significativa importancia para su comercializacion por lo que es necesario ampliar y clarificar

los multiples aspectos que involucra el proceso digestivo de estos peces.

Hipotesis

En el pejerrey existe una distribucién diferencial de las células que sintetizan gastrina,
secretina, motilina y péptido intestinal vasoactivo (VIP) a lo largo del tracto intestinal que esta

correlacionada con las diferentes funciones de las distintas porciones del mismo.
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OBJETIVOS o

Objetivo General

» Determinar la presencia y distribuciéon de mucinas neutras y/o acidas como asi también
las hormonas gastrointestinales gastrina, secretina, motilina y VIP (péptido intestinal

vasoactivo) a lo largo del tracto intestinal del pejerrey.

Objetivos Especificos

» Evaluar la capacidad de los anticuerpos empleados para reconocer gastrina, secretina,

motilina y péptido intestinal vasoactivo (VIP) en el tracto intestinal del pejerrey.

» Identificar la distribucion de las células que sintetizan estas hormonas a lo largo del
tracto intestinal tratando de reconocer diferencias que pudieran ser atribuidas a las

distintas funciones de las diferentes partes del intestino.

> Determinar la presencia, tipo y distribucion de mucinas en chapa estriada y células

caliciformes en las diferentes regiones del intestino.
» Comparar los resultados obtenidos con los reportados para otras especies de peces,

analizando si existen diferencias que pudieran estar relacionadas con los distintos

habitos alimenticios.
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MATERIAL Y METODO

Recoleccion y procesamiento de muestras

Se estudiaron 39 (treinta y nueve) ejemplares de pejerreyes adultos evaluados por
inspeccion gonadal (Striissmann er al., 1996a; 1996b y 1997) capturados con red o
mediomundo en Embalse de Rio Tercero (Coérdoba). Las muestras se tomaron
inmediatamente extraidos los animales de su habitat y se procesaron de la siguiente manera:
se cortaron segmentos de 1 cm. de cada region del tracto intestinal (intestino anterior,
intestino medio e intestino posterior). Las muestras fueron fijadas en formol tamponado al 10
% (Fox et al., 1985) durante 24 hs. y/o Liquido de Bouin (Romeis, 1989) entre 8 a 12 hs. Los
fijadores usados se caracterizan por preservar la morfologia celular y por no interferir con la
reaccion antigeno-anticuerpo, entre otras cualidades (Robinson et al., 1990). Posteriormente
las muestras se procesaron por la técnica histolégica convencional siguiendo los pasos de la
inclusién en parafina, los cortes y el montaje en los portaobjetos. Con una serie de cortes, se
continué con los pasos de la técnica histolégica convencional para ser coloreados con la
coloraciéon de Hematoxilina y Eosina (H/E), mientras que a los cortes histologicos restantes se
los sometié a las técnicas de histoquimica convencional y a la de inmunohistoquimica,

respectivamente.

Técnica histoquimica

Las coloraciones usadas fueron:

e Alcian Blue a pH 2,5 (AB 2,5) para determinar simultdneamente grupos carboxilos y
ésteres sulfatos presentes en los glicocongugados (Spicer y Schulte, 1992).

e Alcian Blue a pH 0,5 (AB 0,5) para la caracterizacién selectiva de glicoconjugados
sulfatados (Spicer y Schulte, 1992).

e Una combinacién del Acido Periédico Schiff y Alcian Blue a pH 2,5 (PAS/AB 2,5)
para la diferenciacién de grupos neutros y acidos de los glicoconjugados (Mowry,
1956).
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Técnica de Inmunohistoquimica

Para la determinacién de las hormonas gastrointestinales (gastrina, secretina, motilina y VIP)
se aplico el método indirecto denominado ABC: Complejo Avidina-Biotina (Polak y Van
Noordam, 1986; Larsson, 1993; Vissio, 2000; Paz, 2000; Hsu et al., 1981; Gimeno et al.,
1997). Para la aplicacién de esta técnica los preparados histologicos procesados se colocaron
en estufas a 37° durante 24-48 h. A continuacion se llevo a cabo el desparafinado en xilol e
hidratacion en alcoholes de graduacion decreciente para posteriormente someter los cortes a
lavados con solucién buffer fosfato (PBS). Luego se efectud el bloqueo de la peroxidasa
endogena de los tejidos con bafios en agua oxigenada de 30 vol. al 10 %. El paso siguiente fue
el bloqueo de adherencias inespecificas, es decir, bloquear los sitios reactivos de las proteinas
para evitar marcacion inespecifica (disminuir el “background”), para ello se cubrieron los
cortes con suero normal de caballo diluido con PBS (4 gotas en 10ml de PBS) durante 20’
(Paz, 2000). Luego se procedi6 a la incubacion con el anticuerpo primario o especifico no
conjugado en una dilucién 1/200 que se unira al antigeno que corresponden a las hormonas a
estudiar ( gastrina, secretina, motilina y VIP) durante toda la noche a 4° en camara himeda. A
continuacion se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado durante 60 minutos a
temperatura ambiente en camara himeda para luego proceder a la incubacién con el complejo
avidina peroxidasa durante 60 minutos a temperatura ambiente en camara himeda, (Vissio,
2000; Chaves, 2001). Posteriormente se determiné la presencia de la peroxidasa marcadora
de anticuerpo primario en el tejido en estudio, utilizando como revelador un cromégeno de
gran especificidad para la peroxidasa como es la diaminobencidina (DAB). Una vez obtenida
la intensidad del revelado deseado, se detuvo la reaccion lavando con agua corriente. Por
ultimo se llevd a cabo en los preparados histologicos la coloracion de contraste con
hematoxilina, para luego realizar el montaje de los mismos y posterior observacion al

microscopio optico.

Observacion de los cortes histologicos

Con un microscopio dptico (Orthoplan-Leitz) con camara fotografica anexada (Leica), se
procedio a la observacidn, analisis, interpretacion y obtencion de datos e imagenes de los
preparados histologicos (sometidos a distintas técnicas de estudio) correspondientes a las

diferentes regiones del tracto intestinal (intestino anterior, medio y posterior).
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Se analiz6 la distribucion de las c€lulas que sintetizan los distintos péptidos, a lo largo del
tracto intestinal, evaluando si se verifica una distribucién diferencial que pueda ser

correlacionada con la posible funcion de estos péptidos en el pejerrey.

Expresidon de los resultados

Los resultados obtenidos, por medio del estudio histoquimico de los datos referentes a
chapa estriada y células caliciformes, y del estudio inmunohistoquimico de chapa estriada y
células caliciformes, se expresaron en forma cualitativa: reaccion negativa (-); débil reaccion
(+); moderada reactividad (++) e intensa reactividad (+++). La subjetividad de estas
evaluaciones se trataron de minimizar con la observacion de, por lo menos, tres

investigadores.
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RESULTADOS

Descripcidn histoldgica

El tracto intestinal del pejerrey (Odontesthes bonariensis), desde el punto de vista
anatomico se divide en tres regiones: anterior o pilérica, media y posterior o recto. En cada
una de las tres regiones se distinguen una tunica mucosa, una muscular y una serosa. La

tunica mucosa presenta pliegues de forma, tamafio y numero diversos.

En el intestino anterior, los pliegues son largos, rectos, longitudinales y van ocupando la
luz del drgano. Estan revestidos de un epitelio cilindrico pseudoestratificado con células
caliciformes y microvellosidades (Fig. 1). En el intestino medio, los pliegues se van haciendo
mas largos, abundantes y flexuosos y poseen un epitelio cilindrico pesudoestratificado con
células caliciformes y microvellosidades (Fig. 2). Estas caracteristicas van disminuyendo
gradualmente hacia la regién posterior o intestino posterior, donde los pliegues son mas

cortos, menos flexuosos y el epitelio presenta mayor cantidad de células caliciformes (Fig. 3).
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Fig. 1.- Microfotografia de Intestino Anterior. (H/E).
Mucosa con pliegues largos y rectos (p), Muscular
(Ms) y Serosa (S). (6x).
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Estudio histoquimico

e Alcian Blue pH 2,5 (AB 2,5)

Intestino Anterior: se identifico reaccion moderada en chapa estriada mientras que
las células caliciformes expresaron distintos grados de reactividad, a saber: 4cidas,

débilmente 4cidas y negativas (Tabla 1 y Fig. 4 y 5).

Intestino Medio: la chapa estriada evidencio intensa positividad, en cambio algunas
células caliciformes expresaron la presencia de mucinas débilmente acidas y otras

reaccionaron negativamente (Tabla 1 y Fig. 6).

Intestino Posterior: la presencia de mucinas acidas se manifesté en chapa estriada

mientras que las células caliciformes reaccionaron negativamente (Tabla 1 y Fig. 7).

e Alcian Blue pH 0,5 (AB 0,5)

Intestino Anterior: Se identificé intensa reaccion en chapa estriada mientras que la
mayoria de las células caliciformes expresaron ausencia de grupos acidos (Tabla 1 y

Fig. 8).

Intestino Medio: la positividad se observo principalmente en chapa estriada (Tabla

1 y Fig. 9).
Intestino Posterior: la chapa estriada evidencid reaccion moderada mientras que las

células caliciformes expresaron distintos grados de reactividad, lo que determiné la

presencia de mucinas acidas y débilmente acidas (Tabla 1 y Fig. 11y 12).
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e Acido periédico Schiff y Alcian Blue pH 2,5 (PAS/AB 2,5)

Intestino Anterior: en los pliegues intestinales se destaca la presencia, en las células

caliciformes, de mucinas neutras, neutras-acidas y acidas (Tabla 1 y Fig. 13 y 14).

Intestino Medio: las células caliciformes reaccionaron positivamente manifestando

la presencia de grupos acidos, neutros-acidos y neutros (Tabla 1 y Fig. 15y 16).

Intestino Posterior: se observd intensa reaccidon en las células caliciformes

destacandose la presencia de mucinas neutras-acidas (Tabla 1 y Fig. 17).
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Tabla 1.- Expresion de chapa estriada y células caliciformes del tracto intestinal del pejerrey
a la técnica de histoquimica Alcian Blue pH 2,5 — 0,5 y a la de PAS/Alcian Blue pH 2,5.

Tinciones Intestino Intestino Intestino
Estructura . . .
Anterior Medio Posterior
Chapa
estriada + . -
-]
—=' W
B
g ; Células
-} caliciformes
- +++ + -
Chapa
estriada R R ++
2 ,
= Células
o .
°§ = caliciformes i i Dt
=,
<
o
o
E Chapa
2] estriada + + +
s W
E "
2 Células
g caliciformes
t@ +++ = 4
A
Referencias: (+++) intensa reaccién (++) moderada reaccién  (+) débil reaccién (-) reaccion

negativa
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Fig. 4.- Microfotografia de Intestino
Anterior AB/pH 2,5. Se observa chapa
estriada (++) (ch) y células
caliciformes (+++) (+) (¢) 25X)

A & ~ - o

Fig. 5.- Microfotografia de Intestino
Anterior AB/pH 2,5. Se observa
chapa estriada (++) (ch) y células
caliciformes (+++) (+) (¢) (25X)

31




Fig. 6- Microfotografia de Intestino Medio
AB/pH 2,5. Se observa chapa estriada (+++)
(ch) y células caliciformes (+) (-) (¢) (25X).

Fig.7 Microfotografia ~de Int. Posterior
AB/pH2,5. Se observa chapa estriada (+++)
(ch) v céls caliciformes (-) (¢) (25X)
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} e - : . :
Fig. 8.- Microfotografia de Intestino Anterior
AB/pH 0,5. Se observa chapa estriada (+++) (ch) y

células caliciformes (-) (c) (25X)

Fig. 9.- Microfotografia de Intestino Medio AB/pH
0,5. Se observa chapa estriada (+++) (ch) (25X).
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Fig. 10.- Microfotografia de Intestino Posterior
AB/pH 0,5. Se observa chapa estriada (++) (ch) y
células caliciformes (+++) (+) (¢) (25X)

Fig. 11.- Microfotografia de Intestino
Posterior AB/pH 0,5. Se observa chapa
estriada (++) (ch) y células caliciformes
) () (e) 25X
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Fig.-12.- Microfotografia de Intestino Posterior
AB/pH 0,5. Se observa chapa estriada (++) (ch) y
células caliciformes (+++) (+) (¢) (40X)

Fig. 13.- Microfotografia de Intestino Anterior PAS/
AB/pH 2,5. Se observan células caliciformes (+++)

(n) (na) (a) (25X).
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Fig. 14.- Microfotografia de Intestino Anterior
PAS/ AB/pH 2,5. Se observan células
caliciformes (+++) (n) (na) (a) (25X).

Fig. 15.- Microfotografia de Intestino Medio
PAS/ AB pH 2,5. Se observan células
caliciformes (+++) (n) (na) (a) (25X).
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Fig. 16.- Microfotografia de Intestino Medio
PAS/ AB/pH 2,5. Se observan células
caliciformes (+++) (n) (na) (a) (25X).

Fig. 17.- Microfotografia de Intestino Posterior
PAS/ AB/pH 2,5.Se observan células caliciformes
(+++) (na) (25X).
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Estudio Inmunohistoquimico

e Gastrina

Intestino Anterior: se determinaron células enteroendocrinas positivas localizadas
en el tejido epitelial de las regiones apicales y laterales de los pliegues intestinales
(Tabla 2 y Fig.18 y 19).

Intestino Medio: la presencia de numerosas células positivas a gastrina se detectd en
los pliegues flexuosos del intestino, especificamente en los enterocitos ubicados entre
las células caliciformes (Tabla 2 y Fig. 20, 21 y 22). Las células presentan forma
fusiforme con un cuerpo central y extremos aguzados. El citoplasma posee un aspecto

intensamente granular (Fig. 23 y 24).

Intestino Posterior: no se evidencio positividad (Tabla 2).

e Secretina

Intestino Anterior: se destaca la presencia de células enteroendocrinas con
marcada reaccion en el limite entre los tejidos epitelial y conectivo del corion
submucoso, correspondiente al pliegue intestinal (Tabla 2 y Fig. 25). Las células
presentan forma redondeada con nucleo de cromatina laxa y citoplasma intensamente

tefiido (Fig. 26 y 27).

Intestino Medio: se determind reaccion intensa en células epiteliales localizadas
entre las células caliciformes y hacia la membrana basal (Tabla 2 y Fig. 28 y 29) como
asi también en tejido conectivo (Tabla 2 y Fig. 30). Las células epiteliales positivas
tienen forma piramidal con nicleo de cromatina laxa y citoplasma intensamente tefiido
(Fig. 31). Las células ubicadas en el tejido conectivo adoptan una forma alargada con

presencia de gran cantidad de granulos.
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Intestino Posterior: se identificaron células reactivas de forma alargada con
granulos localizados desde la membrana basal hacia la parte apical del epitelio (Tabla 2
y Fig.32).

e Motilina

Intestino Anterior: se destaca la presencia de células epiteliales reaccionantes
ubicadas en las base de los pliegues intestinales, éstas presentan finos granulos

dispersos en el citoplasma (Tabla 2 y Fig.33).

Intestino Medio: en la base del epitelio se identificaron células positivas a motilina
de aspecto redondeados con granulos citoplasmaticos (Tabla 2 y Fig. 34, 35 y 36).
También estan presentes en el tejido conectivo, manifestando reaccién moderada (Tabla
2 y Fig. 37).

Intestino Posterior: las células positivas se encontraron en la tunica muscular tanto
en la circular interna (Tabla 2 y Fig.38 y 39) como en la longitudinal externa (Tabla 2 y
Fig.40).

o Péptido Intestinal VasoActivo (VIP)

Intestino Anterior: en el corion submucoso se identificaron células positivas con
intensa reaccion y con abundantes granulos citoplasmaticos que impiden la

visualizacion del nucleo (Tabla 2 y Fig. 41 y 42).

Intestino Medio y Posterior: se determino, en el tejido conectivo, la presencia de
células reactivas con citoplasma finamente granular y con un ndcleo central con

cromatina laxa (Tabla 2 y Fig. 43).
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Tabla 2.- Expresion de las dilerentes regiones del tracto intestinal del pejerrey a las hormonas
gastrina, secretina, motilina y péptido intestinal vasoactivo (VIP),

Hormonas

Estructura

Integtino
Anterior

Intestino
Medio

Intestino
Posterior

gastrina

Tejido Epitelial

+++

e+

Tejido conectivo

Muscular Circular Interna

Plexo nervioso

Muscular Longitudinal
Externa

Secretina

Tejido Epitelial

+4++

it

Tejido conectivo

bbet

Muscular Circular interna

Plexo nervioso

Muscular Longitudinal
Externa

motilina

Tejido Epitelial

+++

Tejido Conectivo

++

Muscular Circular Interna

+++

Plexo Nervioso

Muscutar Longitudinal
Externa

vipP

Tejido Lipitelial

Tejido Conectivo

Tt

4+

+++

Muscular Circular interna

Plexo nervioso

Muscular Longitudinal
Externa

Relerencins: (1) intensit reaccion

(+4) moderada reaceion

(1) débil réaceion

(-) reaccion negativa
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Fig. 18.- Microfotografia Intestino Anterior.

Gastrina. Se observan células
enteroendocrinas (+++) en epitelio  (g)
(16x).

Fig. 19.- Microfotografia  Intestino
Anterior. Gastrina. Se observan células
positivas (+++) en epitelio (g) (25x).
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Fig. 20.- Microfotografia Intestino Medio.
Gastrina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) en epitelio (g) (16x).

Fig. 21.- Microfotografia Intestino Medio.
Gastrina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) en epitelio (g) (25x).
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Fig. 22.- Microfotografia Intestino Medio.
Gastrina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) en epitelio (g) (40x).

Fig. 23.- Microfotografia Intestino edio.
Gastrina. Se observan células epiteliales
enteroendocrinas (+++) fusiformes y de

aspecto granular (g) (100x).
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Fig.24.- Microfotografia Intestino Medio.
Gastrina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) fusiforme y granular en el epitelio (g)
(100x).

Fig. 25.- Microfotografia Intestino Anterior
Secretina . Se observan células
enteroendocrinas (+++) (s) (40x).
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Fig. 26.- Microfotografia Intestino
Anterior. Secretina. Se observan células
positivas (+++) de forma redondeada. (s).
(100x).

Fig. 27.- Mirofotografia Intestino Anterior.
Secretina. Se  observan células
enteroendocrinas (+++) de forma forma
redondeada (s) (40 x)

45




A XA XXX XN X NR NN N RRRRRNNNNNRNN RN NN NN N NN RN NN NN NN X XN N XN/

-._ e : e 'jvﬂ- b - ' .i
Fig. 28.- Mirofotografia Intestino Medio.
Secretina. Se  observan células

enteroendocrinas (+++) en epitelio (s) (25 x)

Fig. 29.- Microfotografia Intestino Medio. Secretina.
Se observan células enteroendocrinas (+++) en
epitelio (s) (25x).

46



Q00000 ONNR0CO000COCOOCOCROOIOOICOONOIOIOIOONOIBOREOCGOOOONOVOICOCOVONYDS

Fig. 30.- Microfotografia Intestino Medio.
Secretina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) en tejido conectivo de forma alargada y
aspecto granular. (s). (100x).

AR 5 B
Fig. 31.- Microfotografia de Intestino Medio.

Secretina. Se observan células enteroendocrinas
(+++) en epitelio (s) (25 x).
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Fig. 32.- Microfotografia Intestino Posterior.
Secretina. Se observan células positivas de
forma alargada y aspecto granular (+++) (s) en
epitelio (100x).

Fig. 33.- Microfotografia Intestino Anterior.

Motilina. Se observan células
enteroendocrinas  (+++) en epitelio (m).
(25x).
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Fig. 34.- Microfotografia Intestino Medio.
Motilina. Se observa, en el epitelio, células

positivas (+++), redondeadas y granulares (m).
(25%).

r Lh d - 3
Fig. 35.-Microfotografia Intestino Medio. Motilina.

Se observan, en el epitelio, células enteroendocrinas
(+++) de forma redondeada. (m). (40x).
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Fig.36.- Microfotografia Intestino Medio.
Motilina. Se observa célula positiva (+++) en el
epitelio.(m). (100x).
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Fig. 37.- Microfotografia Intestino Medio. Motilina.
Se observan, en el tejido conectivo, células
enteroendocrinas (++) (m). (16x).
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Fig. 38.- Microfotografia Intestino Posterior.
Motilina. Se observan , en la capa muscular circular
interna, células positivas (+++) (m). (40x).

Fig. 39.- Microfotografia Intestino Posterior. Motilina.
Se observan en musculo liso, células enteroendocrinas
(+++) (m). (40x)
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Fig.40.- Microfotografia Intestino Posterior. Motilina.
Se observa en capa muscular longitudinal externa,
células positivas. (++). (m). (25x).

Fig. 41.- Microfotografia Intestino Anterior. VIP. Se
observan, en  corion- submucoso, células
enteroendocrinas. (+++). (v). (25%).
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Fig. 42.- Microfotografia Intestino Anterior. VIP. Se
observa células positivas (+++)en corion-submucoso de
aspecto granular. (v).(40x)
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron distintas estructuras correspondientes a la
diferentes tinicas del tracto intestinal del pejerrey desde diversas Opticas: morfologica,
histoquimica e inmunohistoquimica para identificar la presencia de sustancias con
grupos carboxilicos y/o sulfatados y para la determinacion de hormonas

gastrointestinales como gastrina, secretina, motilina y péptido intestinal vasoactivo,

respectivamente.

La técnica histoquimica convencional permitié identificar la presencia de mucinas
acidas y levemente neutras en la chapa estriada de las células epiteliales de la mucosa
intestinal, correspondiente a las tres regiones del tracto intestinal del pejerrey, (intestino
anterior, medio y posterior) (Baglole ef al., 1997) y mucinas neutras, acidas, débilmente
acidas y neutras-acidas en las células caliciformes a lo largo del tracto intestinal. Estas
observaciones coinciden con estudios realizados por Fiertak y Kilarski (2002) en
células caliciformes intestinales de diferentes especies de Teledsteos y por Méndez et
al., (2003) en células caliciformes del intestino delgado de pollo donde predominaron
glicoconjugados neutros y acidos sulfatados. Como asi también, con los trabajos de
Montalvo et al., (1967) que demostraron, tanto en intestino delgado como grueso de la
alpaca, mucinas neutras y débilmente 4cidas y en algunas células caliciformes la
presencia de grupos neutros-acidos, sobretodo en duodeno y yeyuno. Por otro lado,
Pifiols Felis, (2000) en colon de ratas determind, predominantemente, mucinas neutras,
acidas y neutras-acidas, mientras que en el tracto digestivo del picure, principalmente en
intestino delgado, se pusieron en evidencia mucinas &acidas carboxilicas y sulfatadas
(Garcia Crespo, 1988). En el desarrollo de una especie de pez del género Acipenser, se
demostr6 que en las etapas mas avanzadas del desarrollo embrionario, aumentaba la
presencia de glicoconjugados neutros y acidos (Carmona at al., 2000). En los peces,
como el pejerrey, donde el estomago no es glandular, el intestino esta obligado a tener
mecanismos para la preparacion del alimento y para la absorcion y digestién del mismo.
Uno de estos mecanismos propuestos esta asociado con la accidon del mucus producido
por las células caliciformes del epitelio intestinal (Tibbetts, 1997). Esto explicaria la

presencia de los diferentes tipos de mucinas existentes en la chapa estriada y las células
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caliciformes, determinados por la técnica histoquimica convencional y por la de

lectinhistoquimica (Castagnino et al., 2000, 2001, 2005).

Los resultados obtenidos del estudio inmunohistoquimico para gastrina muestran un
intenso grado de reaccidon de las células enteroendocrinas y un patrén de distribucion
diferencial a la largo del tracto intestinal. En el intestino anterior y medio las células
positivas se localizan en el tejido epitelial presentando un aspecto intensamente
granular. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por diversos autores
como, Yoshida et al., (1983) en el intestino anterior de peces de cuerpos aplanados
Paralichtys olivaceus donde las células G expresan una evidente marcaciéon al
anticuerpo aplicado. Asimismo, Abad et al., (1987) demostraron la presencia de células
productoras de gastrina en el epitelio intestinal de peces sin estémago. Por otro lado,
Holmgren y Nilsson (1983) en el pez pequefio tiburdn identificaron fuerte positividad
en células enteroendocrinas del intestino anterior y medio; mientras que en el intestino
posterior, la hormona fue identificado en las fibras nerviosas. En cambio, en el intestino
posterior del pejerrey no hubo marcacion. Galan er al., (1996) estudiaron a nivel
microscopico, ultramicroscopico e  inmunohistoquimicamente las  células
enteroendocrinas G, en el tracto gastrodigestivo del perro, demostrando la presencia de
las mismas en la region antral, pildrica y en las vellosidades del duodeno. En cambio,
hubo inmunoreactividad negativa en yeyuno ileon e intestino grueso. Resultados
coincidentes con los obtenidos en la regién posterior del intestino del pejerrey. Galén
Torres et al., (2000) demostraron en el aparato digestivo de perros una alta
concentracion de gastrina sérica en el estomago y en menor grado en el duodeno,
mientras que en el hombre ocurre lo contrario. Ademas, comprobaron que un factor que
influye es la edad, mientras que no hay datos concluyentes sobre el factor sexo. En
general, en individuos sanos y jovenes, los niveles de gastrina plasmatica estan en
relacion inversa con la rapidez en la secrecion del acido gastrico. Lichtenberger (1982)
determiné la importancia del alimento (aminoécidos y péptidos como triptéfano y
fenilalanina) en la regulacién de la formacién y liberacion de gastrina. Esta es
importante para la secrecion del acido que permite la disolucion y digestion del
alimento y a su vez es necesaria para el crecimiento normal de la mucosa del estomago,
intestino delgado y colon. Por otro lado, Chao et al., (2005) demostraron la ausencia de

receptores de gastrina en cancer de colon de humanos. Dayal (1991) y De Groot (1989),
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en sus respectivas investigaciones, marcan la importancia de establecer los valores
fisiolégicos de gastrina sérica, en condiciones normales, en aparato digestivo de perros,
como referencia para evaluar algunas patologias observadas en esa especie y que van

acompafiadas con aumentos mas o menos marcados de la hormona en cuestion.

La determinacion inmunohistoquimica de secretina arrojé resultados positivos en
tejido epitelial a lo largo del tracto intestinal, mientras que la reactividad en tejido
conectivo se expresé solo en el intestino medio. Las células enteroendocrinas presentes
en intestino anterior estan localizadas en la region basal del epitelio de los pliegues
intestinales y se caracterizan por la marcada reaccién citoplasmatica. Mientras que en la
region media intestinal las células secretoras se observaron tanto en el epitelio como en
el tejido conectivo, adoptando, algunas, una forma piramidal y un citoplasma
intensamente reaccionante mientras que otras presentan forma alargada con un
citoplasma evidentemente granular. Estas observaciones son coincidentes con los
resultados obtenidos por Abad er al., (1987) en peces teledsteo; no asi con los
encontrados en el intestino de peces ciprinidos donde no se identificaron células
secretoras de secretina ( Ku ef al., 2004). Por otro lado, Nasca et al., (1975) en perros, y
Guyton y Hall (2001) en humanos, determinaron que células de la mucosa duodenal y
de la parte proximal del yeyuno son secretoras de secretina en respuesta a la presencia
de acido en el lumen de dichos 6rganos, especialmente cuando el pH es de 4,5 o valores
mas bajos. Posteriormente, estimula la secrecion pancreética rica en bicarbonato pero
con escasas enzimas pancreatricas, actuando también sobre estomago e higado para la
produccién de pepsina y bilis, respectivamente (Sacha Rodriguez, 2006). Estudios
efectuados para establecer si hay relacion o no entre la calidad de la grasa (acido oleico
y aceite de girasol) en una dieta y la secrecion de secretina, determinaron que no hubo
cambios significativos en la concentraciéon en plasma de la hormona mencionada
(Gonzélez et al., 1998). Por otro lado, Jansen y Lamers (1982) demostraron la relacion

que se establece entre las altas concentraciones de gastrina , secretina y de calcio en

sangre.

Los estudios realizados para identificar estructuras reaccionantes a motilina, arrojaron

resultados positivos en tejido epitelial, conectivo y muscular. En intestino anterior y
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medio, las células reaccionantes se encontraron en la parte basal del epitelio de los
pliegues y otras fueron identificadas en tejido conectivo (intestino medio). Sakai et al.,
(2003) en ratas, Fujimiya ef al., (1998) en conejos, Usellini et al., (1984) en perros y
humanos, Nishikubo et al., (2005) en nifios prematuros, demostraron la presencia de
motilina en células epiteliales de las vellosidades y criptas del duodeno, presentando
formas diversas segun la especie: células alargadas y poligonales (ratas); células con
granulos redondeados, de tamafio mediano y ubicados en la region basal y perinuclear
del citoplasma (conejos); células con granulos pequefios y redondeados (hombre) y de
forma irregular (perros). Estos autores sostienen que la presencia de motilina en el
epitelio podria cumplir un rol en la diferenciacion y crecimiento del epitelio intestinal.
Por otro lado, Fang et al., (2004) determinaron, en el tejido conectivo del intestino
delgado de ratas, la presencia de motilina donde probablemente participa controlando el
patron de contracciones del musculo liso en el tracto gastrointestinal alto. El estallido de
secrecion hormonal se lo relaciona, temporalmente, con el comienzo de las
contracciones y estimula el complejo motor migratorio que ayuda a limpiar el material
no digerido del estomago y del intestino. En equinos se ha demostrado que la motilina
estd involucrada en los mecanismos de regulacion de la motilidad intestinal,
principalmente en el yeyuno (Sasaki y Yoshihara, 1999). En el intestino posterior se
observaron células positivas en las capas circular interna y longitudinal externa de la
tunica muscular. Estas observaciones son coincidentes con las obtenidas por Depoortere
(1995); Feighner et al., (1999) y G Van Assche ef al., (1995) en el musculo liso de
colon de humanos como asi también en conejos (Poitras et al., 1996). La alta densidad
de receptores encontrados en el musculo liso del intestino grueso, abre nuevas
perspectivas para la aplicacion terapéutica de macromoléculas con propiedades
antagoénicas a la motilina. Considerando este aspecto, se identificod una baja densidad de
receptores en el musculo de pacientes con neoplasia. En pollos se identificé reaccién
débil en el tejido muscular y los receptores encontrados difieren a los presentes en
mamiferos (Kitazawa et al., 1995). Mientras que en el colon de ratas la reactividad fue
negativa (Sakai et al., 2003). Por otro lado, Lucini et al., (1999) demostraron que
durante la etapa postnatal las hormonas gastrointestinales muestran cambios en su
distribucién. En el caso de la motilina hay un leve aumento con la edad. Cabe destacar
que las células endocrinas se mantienen constantes en todos los estadios, en cambio las

hormonas contenidas en ellas, varian durante el desarrollo ya que probablemente estan
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involucradas en las diferentes fases del proceso alimentario, con el tipo de alimento y

cumplen un rol en el crecimiento del intestino.

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) se encontré6 en componentes del tejido
conectivo a la largo del tracto intestinal y las células presentaron intensa marcacion con
abundantes granulos citoplasmaticos. Similar situacion, se observo en los trabajos
realizados en el pez mielga donde se puso en evidencia la positividad al VIP en
estructuras perteneciente al corion submucoso de todo el tracto intestinal (Holmgren y
Nilsson, 1983). Asimismo, en el desarrollo del intestino de la perca del mar se logrd
determinar la presencia y distribucién de VIP donde se le atribuye un importante rol en
la motilidad intestinal (Pederzoli et al., 2004). En cambio en el pez lucioperca la
reactividad se identific6 en los plexos nerviosos mientéricos del intestino anterior donde
probablemente actue como neuromodulador o neurotransmisor del intestino (Cinar y
Dyler, 2002). Resultados surgidos de las investigaciones realizadas en mamiferos
coinciden en algunos aspectos y difieren en otros con los obtenidos en el pejerrey. Por
ejemplo, Chino et al., (2002) determinaron, también, fuerte reaccion en las neuronas del
corion submucoso de intestino de ratas, pero se encontré6 VIP asociado con 6xido
nitrico. Similar situacion fue descripta por Berezin et al., (1994) en caninos; Ny et al.,
(1997) en neuronas de los plexos submucosos y mientéricos del intestino de perros y
gatos, infiriendo que probablemente esa asociacion cumple un rol importante como
molécula mensajera en el sistema nervioso entérico. Estudios comparativos realizados
en muestras de ileon normal y patolégicas de caballo, arrojaron datos que muestran que
es mayor el contenido del péptido intestinal vasoactivo en pacientes sanos. Esto
probablemente pueda tener una aplicacion en el diagndstico y tratamiento de caballos
con “grass sickness™ (Bishop et al., 1984). Por otra parte parte, Secor (2001) determind
en el tracto gastrointestinal del piton, altas concentraciones de VIP en estébmago y mas
bajas en intestino delgado. Vincze et al., (2000), demostraron que la distribucién de la
hormona en cuestion no cambia durante la vida fetal y tiene un patrén similar al del

adulto.
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CONCLUSIONES

En base al objetivo general:

“Determinar la presencia y distribucion de mucinas neutras y/o acidas como asi
también las hormonas gastrointestinales gastrina, secretina, motilina y VIP (péptido

intestinal vasoactivo) a lo largo del tracto intestinal del pejerrey”.

Se concluye que:

e Las células caliciformes de intestino anterior y medio poseen mucinas

neutras, neutras-acidas y acidas.
e las células caliciformes de intestino posterior evidencian,
principalmente, mucinas neutras-4cidas.

e La chapa estriada a lo largo del tracto intestinal expresd positivamente

mucinas acidas.
e Hay reaccién positiva a gastrina, secretina, motilina y al péptido
intestinal wvasoactivo en diferentes estructuras del tracto intestinal,

principalmente en tejido epitelial y conectivo.

e Las hormonas gastrointestinales analizadas presentan un patréon de

distribucidn diferencial a lo largo del tracto intestinal:

- Gastrina_esta presente en tejido epitelial de intestino anterior y

medio.

- Secretina se encuentra en el tejido epitelial de todo el tracto

intestinal y en el conectivo del intestino medio.
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Motilina se expresa en epitelio de la regién anterior y media

del intestino. En el conectivo del intestino medio y en la tinica

muscular de intestino posterior.

Péptido intestinal vasoactivo (VIP) est4 presente en tejido

conectivo de todo el tracto intestinal.
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PERSPECTIVAS

Siendo el pejerrey de agua dulce (Odontesthes bonariensis) una especie de gran
interés cientifico, deportivo y comercial, que en las ultimas décadas se ha
difundido, no sélo en el ambito nacional sino también en el internacional (Japon,
Chile, entre otros), con el fin de llevar a cabo una actividad agropecuaria no
tradicional para producir alimentos de alto valor nutritivo y de bajo costo, se
desprende que es muy importante conocer su biologia: crecimiento, reproduccion,
alimentacion, la estructura y funcionamiento de Organos como de sustancias
quimicas y hormonas gastrointestinales que pudieran estar involucradas en el

proceso alimentario.

Es por ello, que los resultados obtenidos de esta Tesis aportan ciertos
conocimientos anatomicos, morfolégicos, quimicos y fisioldgicos que
contribuirdn, con los ya existentes y con los que se obtendran en futuras
investigaciones, para ser aplicados a la cria, alimentacién y comercializacién de la

especie en estudio.

Sin embargo, quedan algunos aspectos a considerar y profundizar:

e Ampliar el espectro de anticuerpos para identificar otras hormonas
gastrointestinales y el probable rol que puedan cumplir en el tracto digestivo.

* Determinar la presencia y distribucion de dichas hormonas en otras etapas del
ciclo de vida de los pejerreyes (larvas-juveniles) y compararlos con los
resultados ya encontrados en los adultos, mediante un analisis cualitativo y
cuantitativo.

e Investigar la implicancia de las diferentes hormonas gastrointestinales en el

proceso digestivo.
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Analizar el contenido estomacal para verificar si la dieta modifica o influye en
la secrecion de las hormonas objetos de estudio.
Establecer los valores fisioldgicos séricos normales de las diversas hormonas

que puedan servir de referencia para evaluar algunas patologias en peces.
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