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RESUMEN: EI objetivo de este trabajo fue evaluar los posibles efectos del herbicida 2-cloro-2,6-bis-etilamina-S-triazina,
sobre algunos tejidos de Colossoma macropomum. Se estudiaron cuatro peces, expuestos y cuatro no expuestos al mismo
(controles). Se les diseco partes del tejido muscular dorsal y caudal, intestinal y renal, las cuales fueron procesadas posteriormente
por las técnicas rutinarias de microscopia electrénica de transmision. Los resultados obtenidos mostraron alteraciones patoldgicas
en todos los tejidos analizados de aquellos peces expuestos al herbicida, tales como: atrofia con una disposicion no paralela de
las miofibrillas, sistema sarcotubular hinchado, fibrosis, escasez de heterocromatina en el nicleo, alteraciones a nivel de los
tubulos renales, mitocondrias hinchadas, lisosomas primarios presentes y vacuolas autofagicas. Se puede inferir que este
herbicida usado en labores agricolas produce efectos deletéreos sobre las caracteristicas morfolégicas celulares en varios
organos de esta especie.
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ABSTRACT: The objective of this study was to assess the possible effects of the herbicide 2-chloro-2,6-bis-ethylamino-
S-triazin on some tissues of Colossoma macropomum. Eight fish specimens were subject to study, 4 previously exposed to the
herbicide and 4 nonexposed ones used as references. Parts of their dorsal and caudal muscle tissue, as well as intestinal and renal
tissue, were desiccated and subsequently processed by transmission electron microscopy. The results showed pathological
alterations in all the tissues of the fish subject to the herbicide, such as atrophy and myofibrillar disarray, swelling of the
sarcotubular system, fibrosis, scarcity of heterochromatine in the nucleus, alteration of the renal tubules, swollen mitochondria,
presence of primary lysosomes and autophagic vacuoles. It is thus concluded that herbicides used in agricultural activities have
deleterious effects on the cell morphology of various organs of this species.
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INTRODUCCION

La necesidad de los productores agricolas de controlar
las malezas no deseadas en sus cultivos, los ha llevado a
utilizar herbicidas, siendo los mas utilizados el gramozone
(Paraquat) y la atrazina, por su accion efectiva y bajo costo.

Laatrazina es una triazina sistémica, que ha sido usada
por més de 40 afios en mas de 80 paises y se puede detectar
en casi todas las superficies acuaticas del mundo.
Actualmente se sigue considerando como un herbicida de
bajo riesgo ecolégico debido a su débil acumulacion y
biomagnificacién (Diana et al. 2000; FeLsoT, 2001).
Recientemente, algunos autores han reportado que los

herbicidas a ciertos niveles de concentraciones pueden
producir cambios patolégicos (WiecanD et al. 2001). La
atrazina a concentraciones menores de 20 ig/l tiene efectos
adversos sobre la biomasa y el desarrollo embrionario de
las ranas que habitan las aguas tratadas con este herbicida
(DeNoYELLEs et al. 1987; Haves et al. 2002). En peces se ha
sefialado disminucion del desove, malformaciones en los
embriones y reduccion del hermafroditismo (RoLr et al.
1986; HamM & HinTon 2000). LAuren et al. (1989)
encontraron degeneracion de los tubulos renales y
aumento de figuras mielinicas, en la trucha arcoiris tratada
con el antibidtico fumagilin. En Venezuela, el herbicida mas
usado es 2-cloro-4,6-bis-etilamina-S-triazina, y poco se
conoce de su efecto en los peces de cultivo. En tal sentido
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el objetivo de este trabajo fue estudiar los posibles efectos
de este herbicida, sobre la musculatura blanca y roja, el
rifién e intestino del pez C. macropomum.

MATERIALES Y METODOS

C. macropomum fue expuesto a una dosis de 2,5 ppm
del herbicida 2-cloro-2,6-bis-etilamina-S-triazina durante 72
horas. Se tomé esta concentracién porque era la
concentracion intermedia entre el minimo y el maximo
recomendado para su uso por los fabricantes (1,6 a 3,3
ppm). La concentracion letal (CL., ) para C. macropomum
es de 62 ppm (MEebina, 1995). Se tomaron al azar cuatro
peces provenientes de aguas tratadas con el herbicida y
cuatro de condiciones normales de cultivo. Se decapitaron
y rapidamente se disecaron parte de la musculatura dorsal
y caudal, los rifiones y parte del intestino. Luego se
cortaron trozos de ambos musculos, del rifidn e intestino
de aproximadamente 1 mm de diametro y se fijaron con
glutaraldehido (2,5%) y OsO, (1%) en buffer fosfato de
Millonig (320 mOsm, pH 7,4) por 45 min. Posteriormente se
lavaron tres veces con buffer fosfato de Millonig/min y se
postfijaron por una horaa 4°C con OsQO, (1%) en el mismo
buffer. Después, se lavaron por 15 min con agua destilada.
La deshidratacion se realizd en concentraciones crecientes
de etanol a 4°C/5 min en cada concentracion de etanol.
Luego, a temperatura ambiente, se sumergieron en 6xido
de propileno dos veces por un tiempo de 15 min cada
uno, y se infiltraron con una mezcla de 6xido de
propileno-resina epoxica (1:1) por 30 min y cuatro
cambios en la resina pura LX-112 (Ladd Research, Inc.
Burlington). Finalmente, se colocaron en moldes de
plastico, para ser polimerizadas en una estufa a 60°C por 48
horas. Secciones de 60 - 80 nm fueron obtenidas con un
ultramicrotomo Porter-Blum MT2-B, colocadas en rejillas
de cobre (200 mesh), luego se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo y se observaron en
microscopios Hitachi modelos H-500 y H-7100 a un
voltaje de aceleracién de 75y 100 kV respectivamente.

RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion para aquellos
peces tratados con herbicida a nivel del tejido muscular,
tejido renal e intestinal mostraron alteraciones patolégicas
tales como, signos de atrofia muscular con elementos del
sistema sarcotubular hinchados (sistemas terminales),
degradacién de miofibrillas, area de hipercontraccion
muscular. También se pueden observar capilares con
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membrana plasmatica muy gruesay estrecha luz, existiendo
una estrecha relacion entre la membrana plasmatica de éstos
y la membrana basal. Otras alteraciones son la presencia
de mitocondrias pleomérficas muy densas, vacuolas
autofagicas y axonolisis del nervio motor (Figs. 1-3).

Con respecto a los resultados de microscopia
electrénica del rifion de C. macropomum, se observo que
los peces tratados con atrazina mostraron alteraciones en
los tabulos donde se encontraron vacuolas autofagicas y
figuras mielinicas, en algunas de las mitocondrias se aprecia
la vacuolizacion de algunos de sus bordes notandose un
espacio electrén transparente. Las mitocondrias deberian
ubicarse paralelas a lo largo de las interdigitaciones, pero
no estan en esa disposicién, por lo que lucen como
mitocondrias cortas y algunos espacios estan totalmente
desprovistos de mitocondrias, es decir como espacios
vacios (Figuras 4-6).

En el tejido intestinal se pueden observar estructuras
vacuoladas con restos de mitocondrias, dilatacion de la
envoltura nuclear y granulos electron densos (Figura

7).
DISCUSION

El uso creciente de pesticidas y herbicidas en la
agricultura convencional, ha contribuido a la
contaminacion de las fuentes acuéticas debido a su
introduccion accidental en los cursos de agua cercanos a
su aplicacion; lo cual ha traido como consecuencia que el
zooplancton y la ictiofauna se encuentren expuestos
crénicamente a bajas concentraciones de estos
compuestos quimicos, produciendo dafios bioldgicos
imperceptibles. La mayoria de estas sustancias ocasionan
primeramente dafios a nivel subcelular antes de reflejarse
en la poblacién, como por ejemplo, modificaciones en los
patrones de crecimiento y reproduccién. En esta
investigacion se observaron algunas alteraciones en la
fibra muscular, en los tbulos renales y en el intestino de
C. macropomum, lo cual indica que éstos son tejidos
facilmente alterables con la contaminacion ambiental
(Figuras 1-7).

Recientemente, estudios sobre el efecto que estos
compuestos quimicos producen sobre las funciones
reproductivas a través del sistema endocrino, han
demostrado que ellos se comportan como sefiales
bioldgicas, capaces de alterar el control de la expresion del
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Fig. 1: Micrografia (MET) de una seccion longitudinal de la fibra
muscular de Colossoma macropomum. Ndtese el &rea de
hipercontraccion (rectangulo), elemento del sistema sarcotubular
hinchado (flecha) y mitocondrias pleomérficas y muy electrén
densas (estrellas).
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Fig. 2. Micrografia (MET) de una seccidn longitudinal de la fibra
muscular de Colossoma macropomum. Notese restos de miofibrillas
(flecha), lisosomas (cabeza de flecha), vacuolas con restos de
mitocondrias (asteriscos), mitocondrias vacuolizadas (estrella),
capilar con pared gruesa y estrecha luz (triangulo) y nervio motor
alterado (circulo negro).

gene a nivel molecular e interferir con la retroalimentacion
homeostatica a nivel funcional y del desarrollo (MveRrs et.
al. 2003). Una hipotesis generalizada de sefiales bioldgicas
en el ecosistema, sugiere que cualquier proceso mediado
por las sefiales quimicas es un blanco potencial para la
disrupcion, esto ocurre dentro de un organismo, entre e
inter organismos, o en todo el ecosistema (McLACHLAN,
2001). Casi todo el desarrollo biolégico se manifiesta como
una secuencia de eventos orquestada y controlada por
mecanismos de sefializacidn bioquimica que activan la
expresion del gene. Una interferencia en cualquier paso de
estos procesos durante el desarrollo puede dar lugar a
efectos adversos que van desde defectos obvios en el
nacimiento hasta cambios sutiles que solamente se
manifiestan después de una exposicién prolongada
(McrLacHLAN et al. 2001). Las altas dosis de los productos
quimicos de interrupcion endocrina pueden resultar en
toxicidad evidente, tal como muerte celular, pero a niveles
mas bajos, ellas pueden alterar la expresion de los genes,
resultando en cambios del sistema endocrino que llegan a
ser permanentes durante los periodos criticos del
desarrollo (WELsHons et al. 2003). El herbicida Cloro-s-
triazina, produce una disrupcion endocrina como
feminizacion, cambio del color y en la etologia del cortejo
en los machos de Cyprinus carpio (SANDERsoN et al. 2001),
guppies (Poecilia reticulata) (BAATRUP & METTE, 2001), y
en el goldfish (Carassius auratus), (IsHiBasHi et al. 2004).

ARrisyosHi et al. (1990) estudiaron el efecto del Diazindn
(O,0-dietil-O-[6-metil-2-isopropil-4-metil-6-pirimidil]
fosforotiato) en peces y observaron que éste influia en la
quimica de las proteinas, y que a dosis subletales disminuia
latraslacion de los genes normales y aumentaba, en cambio,
la traslacién de los genes de las proteinas del estrés. Este
pesticida en el rifion de la carpa (C. carpio), aumenta los
enlaces quimicos de las proteinas con el metal, formando
metalotionina asi como también incrementa los niveles de
lahomo oxigenasa, mientras disminuye la actividad de esta
Gltimaen el higado y pancreas (LARKIN & TJEERDEMA, 2000).
La Kepona (clorodecona) altera el volumen mitocondrial
por efecto compensatorio en el tejido branquial de peces
de agua dulce; mientras que el reticulo endoplasmatico se
reduce (MALLAT et al.1995). El uso de Chloramina-T (N-
sodio-N-cloro-para-toluenosulfanamida) como un agente
profilactico y terapéutico en cultivos de peces
(truchicultura) de agua dulce fue investigado por PoweLL
et al. (1995), quienes encontraron que los cambios
morfolégicos eran consistentes con un mecanismo
compensatorio para el ingreso de los iones, indicando que
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Fig. 5: Micrografia (MET) de una seccién longitudinal de rifién de
Colossoma macropomum. Noétese las mitocondrias (asterisco) con
vacuolizacién de sus bordes (triangulo). EI nicleo (N) cercano a
pocas interdigitaciones y vacuola (flechas).

Fig. 3. Micrografia (MET) de una seccion longitudinal de la fibra
muscular de Colossoma macropomum. Notese la figura mielinica
(flecha), vacuola autofagica (rombo), triadas hinchadas (doble flecha),
lisosoma (cabeza de flecha) y mitocondrias (estrella).

Fig. 6: Micrografia (MET) de una seccion longitudinal de rifion de
Colossoma macropomum. Ndtese las vesiculas pinociticas
distribuidas irregularmente (flechas), vacuolas autofagicas con restos
mitocondriales (tridngulo), membrana basal engrosada, con
Fig. 4: Micrografia (MET) de una seccion longitudinal de rifién de interdigitaciones sin mitocondrias (flecha gruesa) y las vacuolas
Colossoma macropomum. Nétese las vacuolas (flechas). autoféagicas en el citoplasma endotelial (estrellas).
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estos materiales aumentaban la permeabilidad i6nica del
epitelio, coincidiendo con una posible entrada de agua lo
cual conduce a un edema intercelular. La proliferacién de
cloruros celulares y el edema celular pueden ser afectados
también por el intercambio gaseoso a través del epitelio
branquial.

Investigaciones realizadas en los peces medaka,
Oryzias latipes, y guppy (P. reticulata), (WEesTeR et al.
1990) expuestos al bis (tris-n-butil-estafio) oxido (TBTO) y
al Di-n-butil-estafio-di-cloruro (DBTC) encontraron a nivel
del rifién, en los tlbulos proximales, la presencia de
mitocondrias deformes y un nimero aumentado de
lisosomas. La especie Tinca tinca, expuesta al acido 2,4
dichlorofenoxiacético, después de un examen histolégico,
revel6 alteraciones marcadas del tejido hematopoyético,
caracterizado por una progresiva hinchazon y necrosis
celular, activacion del sistema fagocitico y la subsiguiente
formacion de figuras mielinicas (Gomez et al. 1998). RoLr et
al. (1986) en Ictarulus puntatus encontraron perdida del
equilibrio de esta especie en aguas tratadas con herbicida.
Estudios en la carpa (C. carpio) expuesta a emersion de

Fig. 7. Micrografia (MET) de seccién longitudinal del intestino de
C. macropomum. Nétese el nucleo (N), estructuras vacuoladas
(cabeza de flecha), dilatacién de la envoltura nuclear (flecha), vacuola
autofagica con restos mitocondriales (cuadrado), granulos electrén
densos (triangulo).

Round Super TM (205 mg glifosato/l 0 410 mg de glifosato/
I) en concentraciones de 40 a 20 veces menores que aquellas
utilizadas en la practica, reveld que el herbicida causaba la
aparicion de estructuras mielinicas en los hepatocitos,
hinchazon de las mitocondrias y desaparicion de la
membrana interna de las mitocondrias con ambas
concentraciones, lo cual significa que esta sustancia es
dafiina al ciprinido en bajas concentraciones (SzArek et
al. 2000). En esta investigacion, resultados semejantes se
encontraron en C. macropomum expuesta al quimico
atrazina. Se observan a nivel de los tabulos renales,
diversos efectos tales como mitocondrias hinchadas,
presencia de lisosomas primarios, en algunas de las
mitocondrias se aprecia la vacuolizacion de algunos de
sus bordes notandose un espacio electrén transparente.
Las mitocondrias deberian ubicarse paralelas a lo largo de
las interdigitaciones, pero no estan en esa disposicion,
por lo que lucen como mitocondrias cortas y algunos
espacios estan totalmente desprovistos de mitocondrias,
es decir como espacios vacios. A nivel muscular,
alteraciones como las cisternas terminales del sistema
sarcotubular hinchadas, area de hipercontraccién muscular,
asi como capilares con membrana plasmatica muy gruesa
y estrecha luz. En el tejido intestinal se pudo observar
estructuras vacuoladas con restos de mitocondrias,
dilatacion de la envoltura nuclear y granulos electrén
densos. Debido a la patologia encontrada, recomendamaos
utilizar dosis menores de 2,5 ppm del herbicida 2-cloro-4,6-
bis-etilamina-S-triazina para controlar la maleza en las
piscinas de cultivo de cachamas evitando de esta manera
dafos irreversibles en los peces, ya que esa dosis, en un
principio, hizo que el pez perdiera el balance y al recuperarse
presentara nados lentos, debido posiblemente a la
desorganizacion sarcomérica y fragmentacién del sistema
sarcotubular y a la atrofia neurogénica, por cambios en el
nervio motor. De acuerdo a los resultados de esta
investigacion, posiblemente, el pez podria compensar
algunas de las alteraciones mostradas. Por ello es necesario
continuar las investigaciones en esa direccién; si se toma
en cuenta que las alteraciones presentadas fueron
subletales, no conduciendo a la muerte del animal. Se puede
decir entonces, que los cambios observados dentro de
organelos especificos de las células afectadas, son
frecuentemente los responsables de las lesiones celulares
adaptativas o cronicas. Se concluye que el uso de la
microscopia electrénica de transmision podria ser una
herramienta en el monitoreo del efecto de agentes
contaminantes, por lo que puede utilizarse como marcador
de dafios bioldgicos.
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