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RESUMEN

El Lago de Valencia es un cuerpo de agua expuesto a
un fuerte proceso de contaminacién como consecuencia de las
actividades humanas e industriales desarrolladas en sus mar-
genes y del débil recambio de agua. A pesar de este proceso y
la prohibicién por parte de Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente, en el Lago de Valencia (Edos. Carabobo y Aragua,
Venezuela), se capturan de manera sistematica y se venden
grandes cantidades de pescado para consumo humano. El ob-
jetivo del presente estudio fue evaluar las posibles alteracio-
nes en la ultraestructura de las fibras musculares esqueléticas,
microvasculatura e inervacion motora de la musculatura dorsal
y caudal de Tilapia (Oreochromis mossanbicus) por efecto de
la contaminacién en el Lago de Valencia. Las muestras de los
ejemplares analizados presentaron atrofia muscular, cambios
mitocondriales, cuadros de necrosis segmentaria, concomitan-
temente con alteraciones en los capilares intramusculares y en
la inervacion motora.

Palabras clave: Tilapia, Oreochromis mossambicus, ultraes-
tructura muscular esquelética, contamina-
cién, lago de Valencia.

ABSTRACT

Valencia Lake is a water body exposed to strong con-
tamination as consequence of human and industrial activities
developed in its margins and weak water exchange. Despite
this fact and the prohibition by the Ministry of Environment of
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fishing on Valencia Lake (Carabobo and Aragua States,
Venezuela), great quantities of fishes are captured and sold
for human consumption. The aim of this study was to evalu-
ate possible alterations in the ultrastructure of skeletal mus-
cle fibers, microvasculature and motor innervation of Tilapia
(Oreochromis mossambicus) by contamination in Valencia
Lake samples of muscle tissue presented skeletal muscle fi-
ber atrophy, mitochondrial changes and segmental necrosis,
as well as intramuscular capillaries and motor nerve altera-
tions lumen occlusion with thickened endothelial wall and
motor nerve damage. Showed results could be related to the
presence of heavy metals in Valencia Lake, known by their
toxicity in vertebrates.

Key words: Tilapia, skeletal muscle ultrastructure, Valencia
Lake, Contamination.

INTRODUCCION

La caracterizacion limnolégica de los embalses es una
herramienta fundamental para el disefio de politicas de mane-
jo y conservacion de los lagos y embalses [15, 18, 20]. Vene-
zuela cuenta con mas de 50 embalses [12] empleados para
diversos propésitos, tales como la generacion de energia hi-
droeléctrica, el riego con fines agricolas, el suministro de agua
potable a la poblacién, el control de inundaciones y la recrea-
cién. Aun cuando el nimero de estudios de los cuerpos de
agua venezolanos se ha incrementado en los Ultimos afios,
solo se tiene algun tipo de informacion limnoldgica de un bajo
niamero de ellos [15]. El Lago de Valencia es un cuerpo de
agua expuesto a un fuerte proceso de contaminacion como
consecuencia del débil recambio de agua y el contacto directo
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con las actividades humanas e industriales desarrolladas en
sus margenes. Existen varias investigaciones que muestran el
efecto de los metales pesados (MP) como mercurio (HG), en
especies de peces de importancia comercial, como la tilapia
(Oreochromis mossambicus) [20]. El mercurio es considerado
el metal méas toxico y el principal contaminante de ambientes
acuaticos y supone un riesgo de enfermedades humanas, de-
bido al consumo de pescados contaminados con este metal
[10]. Los efectos del mercurio en peces de agua dulce se de-
muestran por la inhibicion de la sintesis de proteinas y enzi-
mas con grupos sulfidrilos (SH), alteracién de 6rganos y dismi-
nucién de los mecanismos osmorreguladores. Asi también, el
cadmio (Cd) es considerado un contaminante ambiental resul-
tado de la industrializacion moderna y esta presente en las
aguas residuales de procesos industriales, representando alta
toxicidad, especialmente para los peces. Los MP, incluyendo
el Cd, tienen efectos negativos en los peces, tales como: de-
sequilibrio osmoético, afeccion respiratoria, dafios en los tejidos
y reduccién de los recursos energéticos [2, 10]; Demerdash
1999 citado por Acufia [2] al estudiar el efecto bioldgico en Ti-
lapia nitolica como indicador de contaminacion de Cd y Hg, en-
contré que los peces contenian una acumulacién de residuos
de Cd y Hg en sus cuerpos 2,5y 1,9 veces mayor para el Cd y
el Hg, respectivamente; en relacién a las muestras controles,
Aru [3] evalu6 el contenido de MP en aguas y peces del em-
balse de Zuata, (Edo Aragua) indicando que la concentracion
de los MP en el agua no sobrepaso los valores maximos per-
mitidos por la Agencia de Proteccién ambiental (EPA) [10]
para aguas dulces, por lo que no representaron un riesgo para
los humanos por el destino que tienen dichas aguas. En los te-
jidos, la concentracién de los elementos metdlicos disminuy6
en el siguiente orden Cu>Cr>Hg>Ni = Pb = Cd, encontrandose
todos por debajo de 0,85 mg/Kg. Ziegler [24], al evaluar la dis-
tribucién estacional del contenido de MP en el lago de Valen-
cia determin6 que, el contenido de los metales disueltos en las
aguas del Lago no supera los valores maximos especificados
en la norma EPA [10] para aguas dulces, ni en los decretos
nacionales 3.219 y 883 [8,9], por lo que concluye que estas
aguas son aptas para el uso de riego y recreacion, contempla-
dos en estas normativas.

Por otra parte, la concentracion de los metales en el higa-
do de los peces capturados fue superior que en el musculo,
pero sus concentraciones (Cd y Cu) no superaron los valores
maximos permitidos contenidos en el Codex Alimentario [5] y en
las normas COVENIN [6, 7]. Sin embargo, las concentraciones
de Hg obtenidas en musculo (0,25-0,39 mg Kg), sobrepasaron
el valor maximo permitido por la norma [6] (0,10 mg Kg™) y las
de Pb (1,1-1,7 mg Kg™) sobrepasaron el valor maximo estable-
cido por la norma [5] (0,3 mg Kg™). El autor concluyé que, los
indicios de bioacumulaciéon de MP, de acuerdo al factor de bioa-
cumulacién (FBC), muestran que el consumo de los peces del
Lago de Valencia representa un riesgo para la salud humana.
Asi también, Heredia [15] evalud el efecto de la dieta sobre la
ultraestructura de la musculatura esquelética, el higado y el ri-
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fién de alevines de pavona (Astronotus ocellatus). Se evalua-
ron cuatro dietas isocaldricas (3.300 kcal de energia metaboli-
zable) y cuatro niveles de proteina bruta (20; 28; 36 y 44%)
usando como base proteica la caseina (Fluka), la dextrosa (d-
glucosa anhidra) como fuente de carbohidratos y el aceite de
maiz (Zea mays) como fuente de lipidos, fosfato bicalcico, car-
bonato de calcio, premezclas de vitaminas y minerales, carbo-
ximetilcelulosa como aglutinante y celulosa microcristalina
como relleno. El autor concluy6é que las dietas produjeron alte-
raciones en el musculo caracterizado por dilatacién de las mito-
condrias, envoltura nuclear, aparato de Golgi y componentes
de sistema sarcotubular; en el higado se constaté la acumula-
cion de lipidos y desplazamientos de los organelos, y en el ri-
fién se observo la pérdida de interdigitaciones, disminucion del
reticulo plasmatico rugoso, y vesiculacion.

La tilapia se adapta facilmente a las condiciones de los
diversos cuerpos de agua en que han sido introducidas, tales
como arroyos, rios, lagos, lagunas, presas, estanques, estua-
rios e incluso héabitats marinos. Acepta con facilidad diferentes
tipos de alimento, tanto los producidos naturalmente como los
alimentos artificiales (derivados de subproductos agricolas).
Adicionalmente, las tilapias toleran concentraciones de oxige-
no bastante bajas, siendo su requerimiento minimo de 1 mg
Lty pH entre 6 y 9, lo que les permite competir con ventajas
sobre otras especies [14]. Para 1998, la produccion de tilapia
en Venezuela habia sobrepasado las 2.000 TM y se habian
establecido unas 200 granjas tilapicultoras en el territorio ve-
nezolano [16]. La introduccién de la tilapia al Lago de Valen-
cia, sin haber tomado en cuenta el impacto ecoldgico que ésta
podia causar ha originado la disminucién drastica de otras es-
pecies icticas. Para el afio 1963 habia 37 especies, de las
cuales siete presentaban caracter endémico, actualmente
s6lo se logra capturar tilapia [16]. El objetivo del presente es-
tudio fue evaluar los dafios en la ultraestructura de la tilapia
proveniente de Lago de Valencia (Edos. Aragua y Carabobo)
a causa de los impactos antropicos.

MATERIALES Y METODOS

Como ejemplares representativos del Lago de Valencia
se capturaron cinco Tilapias (Oreochromis mossambicus) a
través de pescadores artesanales mediante redes. Se realiza-
ron cinco muestreos en el lago de Valencia, entre los meses
de mayo y noviembre (2011), con cinco ejemplares entre 24 y
31 cm de longitud. Una vez colectados, los peces se lavaron
con abundante agua destilada para remover las particulas ex-
ternas y exceso de mucus. Posteriormente se tomaron biop-
sias de la musculatura dorsal y caudal del ejemplar.

Procesamiento de las muestras para la microscopia
electrénica

Trozos de musculo, de aproximadamente 2 mm de dia-
metro fueron fijados con glutaraldehido al 3% vy tetréxido de
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Osmio (OsO4) al 1% en buffer fosfato de Millonig (pH 7,8 y
320 mOsm), por 30 min a 4°C, de acuerdo con Lépex y col.
[19]. La deshidratacion se efectud en concentraciones crecien-
tes de etanol. Luego de la infiltracion con 6xido de propileno y
la mezcla de éxido de propileno-resina epéxica (1:1) se proce-
di6 a incluir el tejido, lo cual se realiz6 con la resina Embed-
812 (EMS, Hatfield Pensilvania EUA), en estufa marca He-
raeus 58945 Alemania a 60°C, durante 48h.

Los bloques fueron cortados en un ultramicrétomo Por-
ter-Blum MT2-B de Sorvall, EUA, contrastados con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Los cortes se observaron en un mi-
croscopio electronico de Transmision (MET) marca Jeol JEM-
1011, Japén, con voltaje de aceleracion de 100 kV.

A fin de comparar los resultados obtenidos en el Lago de
Valencia con un control, se empled un ejemplar de Tilapia
(Oreochromis mossambicus) cultivado en estanques y en con-
diciones libres de contaminacién, procesandose seguidamente
de acuerdo al procedimiento anterior.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion realizada
en ejemplares de Tilapia capturados en el Lago de Valencia
entre los meses de mayo a noviembre 2011, mostraron diver-
sas alteraciones en la ultraestructura muscular esquelética, in-
cluyendo dafios en las fibras musculares, la inervacion motora
y la microvasculatura. En la muestra de tilapia control (FIG. 1)
se observaron miofibrillas con lineas Z de trazado recto y un
sistema sarcotubular constituido por tibulos T a nivel de la li-
nea Z, formando con las dos cisternas terminales del reticulo
sarcoplasmatico, las triadas. La linea Z divide a la banda | en
dos porciones, de la misma manera que la banda A se en-
cuentra dividida en dos mitades por la linea M en el centro del
sarcémero. Tal descripcion corresponde a la de una fibra nor-
mal de un pez adulto sin alteraciones [15]. La respuesta a la
agresion de los impactos antrépicos por parte de la fibra mus-
cular esquelética de las tilapias provenientes del Lago de Va-
lencia consistié en atrofia y necrosis segmentaria. En el primer
caso (FIG. 2) se aprecia el incremento de los espacios inter-
miofibrilares y subsarcolémicos, con supercontraccion de las
miofibrillas, por lo cual no es posible visualizar en la microgra-
fia electronica la linea M y la banda H. Sin embargo, las tria-
das aun se pueden localizar a nivel de la linea Z, asi como los
tbulos longitudinales del reticulo sarcoplasmatico a nivel de la
banda A. En los espacios subsarcolémicos se aprecian nume-
rosas mitocondrias hipertrofiadas y con inclusiones para crista-
linas. Una de las mitocondrias de matriz muy electron densa,
perdi6 parte de su membrana externa, lo que sugiere un pro-
ceso de autofagia (FIG. 2).

También se observaron estructuras lisosomales. La atro-
fia constituye una de las respuestas fundamentales a la agre-
sién, pudiendo encontrarse en su etiologia, la alteracion o ca-
rencia de la inervacion motora, con ausencia de sus efectos

FIGURA 1. SECCION LONGITUDINAL DE UNA FIBRA
MUSCULAR ESQUELETICA DE TILAPIA. BANDAS A, H E
I, LINEAS MY Z, TRIADAS (TR), TUBULOS LONGITUDINA-
LES DEL RETICULO SARCOPLASMATICO (FLECHAS
CORTAS) (X16.000).

FIGURA 2. SECCION LONGITUDINAL DE MUSCULO ES-
QUELETICO DE TILAPIA, CAPTURADA EN EL LAGO DE
VALENCIA. ESPACIOS SUBSARCOLEMICOS (ASTERIS-
COS) E INTERMIOFIBRILARES (RECTANGULOS) AM-
PLIOS, TUBULOS LONGITUDINALES DEL RETICULO
SARCOPLASMATICO (FLECHAS CORTAS), TRIADAS
(TR) E INCLUSIONES PARACRISTALINAS (IP), MITOCON-
DRIA CON MATRIZ DENSA (FLECHA LARGA) (X20.000).

troficos y de excitabilidad sobre ese tipo celular. Ello provoca
la desorganizacién y pérdida de los elementos contractiles
con reduccion del didmetro de la fibra muscular [11]. En el
presente trabajo se encontraron alteraciones en la inervacién
motora, que incluyeron desorganizacién axoplasmatica con
disposicién irregular de neurofilamentos y microtibulos, asi
como desorganizacion y pérdida de la vaina de mielina
(FIG. 3). En el caso de contaminacién se han descrito no solo
cuadros de atrofia y autofagia, sino también de hipertrofia, ne-
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FIGURA 3. SECCION DEL MUSCULO DE TILAPIA CAPTU-
RADA EN EL LAGO DE VALENCIA. EN LOS NERVIOS MO-
TORES SE OBSERVAN PROCESOS DE DESMILINIZACION
(YY), PERO CON UN AXON QUE LUCE NORMAL. EN LA
REGION SUBSARCOLEMICA AMPLIADA SE APRECIAN
VARIAS MEGAMITOCONDRIAS O MITOCONDRIAS HIPER-
TROFICAS (MIT) Y ESTRUCTURAS LISOSOMALES (&).
LAS MIOFIBRILLAS LUCEN CONTRAIDAS (E) Y EN LOS
ESPACIOS INTERMIOFIBRILARES SE OBSERVAN TRIA-
DAS (TR). AUMENTO 20.000 X.

crosis y regeneracion [21, 22] coincidiendo con lo hallado en el
presente estudio. En el caso de la necrosis segmentaria
(FIG. 4), la primera evidencia de la misma consiste en la pérdi-
da del sarcolema, lo que se continlia con la destruccion de sus
sistemas contractiles y sarcotubulares, en areas limitadas
(segmentos) de la fibra muscular, habiendo dado ello lugar al
término de necrosis segmentaria. En esas areas, adicional-
mente a las figuras mielinicas y otros tipos de vacuolas autofa-
gicas y mitocondrias pleomérficas (FIG. 4) se localizan vesicu-
las y vacuolas provenientes del sistema sarcotubular y organe-
los (FIG. 5), la presencia de cuadros de necrosis segmentaria
en las muestras estudiada sugiere que, ademas del dafio a la
inervacion motora que pudiera explicar la atrofia observada,
podrian contribuir a la aparicion de los mencionados cuadros,
como también las anormalidades capilares encontradas
(FIGS. 4 y 6). Estas ultimas consistieron en el engrosamiento
de la pared endotelial y membrana basal, areas endoteliales
de diferente densidad electrénica y oclusion parcial de la luz.
Adicionalmente, el nimero de cavéolas y vesiculas pinociticas
lucio variable (FIG. 4). Tales cambios no se acompafiaron con
necrosis capilar, por o que no se corresponden con procesos
autoinmunes que ocurren concomitantemente con procesos de
necrosis segmentaria [1, 18, 22]. En el caso de Tilapia es claro
que, la atrofia podria atribuirse a la denervacién, aun cuando
el hallazgo de necrosis segmentaria sugiere que otros proce-
sos podrian complicar la interpretacion del cuadro presentado.
Al respecto, las ultimas investigaciones efectuadas en el Lago
de Valencia determinaron que el contenido metalico en las
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FIGURA 4. SECCION LONGITUDINAL DE MUSCULATURA
ESQUELETICA DE TILAPIA, CAPTURADA EN EL LAGO DE
VALENCIA. NECROSIS SEGMENTARIA. SE OBSERVAN MI-
TOCONDRIAS BIZARRAS (MIT), VACUOLAS AUTOFAGI-
CAS (VA), AREA DESPROVISTA DE SARCOLEMA (O0).
CAPILAR CON AREA ELECTRON DENSA (O) Y ELEC-
TRON TRANSPARENTE (O) MEMBRANA PLASMATICA IN-
TERRUMPIDA ENDOTELIAL (O). AUMENTO 12.000 X.

FIGURA 5. SECCION DE FIBRA MUSCULAR DE TILAPIA,
CAPTURADA EN EL LAGO DE VALENCIA. AREAS DE NE-
CROSIS SEGMENTARIA SE OBSERVAN AREAS CON-
TRACTIL DESPROVISTAS DE ESTRIACION SARCOLEMI-
CO (O) Y CISTERNAS EDEMATIZADAS DEL SISTEMA
SARCOTUBULAR (¥). AUMENTO 40.000 X. C).

muestras de musculo no superé los limites maximos permiti-
dos por las normas COVENIN [3, 4,7, 8, 13, 23], los presentes
resultados podrian sugerir efectos subletales de algunos de
esos metales como los demostrados, por ejemplo, en el caso
del Hg [19]. Coincidentemente, en este Ultimo trabajo se des-
criben alteraciones similares en los capilares que permitieron
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FIGURA 6. SECCION DE MUSCULO DE TILAPIA, CAPTU-
RADA EN EL LAGO DE VALENCIA. SE MUESTRA CAPI-
LAR (C) CON CITOPLASMA ENDOTELIAL MUY ENGRO-
SADO CON NUCLEOLO (N); CISTERNAS. EN EL MISMO
ABUNDAN LAS VESICULAS (O) Y LAS CAVEOLAS (CA).
RETICULO ENDOPLASMATICO RUGOSO (RER) Y MITO-
CONDRIAS (MIT). NOTESE QUE LA LUZ ESTA CASI
OCLUIDA (@), EN LA REGION SUBSARCOLEMICA DE LA
FIBRA MEGAMITOCONDRIAS (E).

sugerir a los autores que los cambios observados podrian ser
secundarios a un dafio del nervio motor, siendo atribuidos a is-
quemia causada por lesién capilar y/o a un efecto directo del
Hg sobre las proteinas de la fibra muscular. En ese contexto,
es de mencionar el hallazgo de bajas concentraciones de oxi-
geno en el agua del Lago de Valencia [14], lo cual podria pro-
vocar un proceso hipéxico en Tilapia causando dafio a su
musculatura esquelética. Aru [3] sefialé que los sedimentos
evaluados en el Lago de Valencia estaban enriquecidos antré-
picamente con Co, Zn y Cd, presentando un nivel de contami-
nacion de moderado a fuerte.

CONCLUSION

Las alteraciones encontradas en la ultraestructura mus-
cular esquelética de Tilapia consistieron en atrofia y necrosis
segmentaria de las fibras musculares, pudiendo estar el primer
proceso relacionado con el dafio observado en la inervacion
motora de las fibras musculares. Por su parte, la necrosis seg-
mentaria podria haber sido provocada por las anormalidades
encontradas en la microvasculatura, particularmente con una
disminucion de cavéolas y vesiculas pinociticas de los capila-
res. La ausencia de cuadros de necrosis capilar no parece
compatible con un proceso autoinmune en Tilapia. Se sugiere
que las alteraciones observadas podrian estar relacionadas
con la presencia de algunos MP, conocidos por su toxicidad en
los vertebrados debido a impactos antrépicos.
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