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Summary

Chlorpyrifos is a highly toxic insecticide to freshwater organisms and little is known regarding its 
potential to affect endocrine systems at sublethal concentrations. The induction of vitellogenin (Vtg) is 
a fairly sensitive marker of the effects of estrogenic compounds in juvenile fish. Objective: to evaluate 
histological changes and Vtg production in juvenile male tilapia (Oreochromis spp) exposed to sublethal 
concentrations of the insecticide Lorsban® EC (active ingredient chlorpyriphos). Methods: juvenile tilapia 
were exposed to 4, 8, and 12 µg/L of chlorpyrifos for 28 days in a semistatic system, with tanks receiving 
a 50% (v/v) daily water change to maintain nominal concentrations of the insecticide throughout the 
experiment. Subgroups of 3 animals from each concentration batch were euthanized on days 7, 14, 21 and 
28 days, and samples of liver, gonads, gills, kidney and brain tissues were taken for routine histopathology 
examination. Liver and gonads were also processed by immunohistochemistry using monoclonal anti-
killifish vitellogenin Vtg ND – 5F8 to detect Vtg. Results: we found significant statistical difference 
(p<0.05) for some injuries to the brain (degeneration and gliosis of the optic tectum), kidneys (vacuolar 
nephrosis and tubular hyaline granules), and liver (karyomegaly, binucleation, and hyaline granules in 
hepatocytes). Similarly we verified the induction of vitellogenin synthesis in liver and gonads, finding 
significant difference (p<0.05) in the expression of this protein between the control group and 4 mg / 
L with respect to treatment of 8 and 12 mg / L. Conclusion: the results obtained on the induction of 
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vitellogenin in males suggest a general effect of blocking concentrations of Chlorpyrifos for the possible 
induction of this protein. The mechanisms are not known at this time.

Key words: biomarkers, endocrine disruption, immunohistochemistry organophosphate compounds, 
vitellogenin.

Resumen

Hasta donde se conoce, no hay estudios en tilapias juveniles (Oreochromis spp), que valoren el 
potencial de disrupción endocrina del Clorpirifos por análisis histológico e inmunohistoquímico de la 
inducción de la Vitelogenina (Vtg) hepática. Objetivo: determinar los efectos de la exposición subaguda al 
Clorpirifos en órganos blanco de disrupción en peces juveniles machos de tilapia. Métodos: el experimento 
de dosis subletal, se realizó en un sistema semiestático, con recambio diario del 50% del volumen de agua 
manteniendo la concentración nominal en cada grupo experimental mediante la adición de la mitad de la 
dosis hasta el día 28. Las concentraciones de Clorpirifos para la exposición fueron 4, 8, y 12 μg/L. Con 
cada concentración se trataron 12 juveniles, con tres replicas para cada concentración. Los 12 peces del 
grupo control no recibieron tratamiento. Se realizó el estudio anatomopatológico de tres animales por 
grupo, por cada semana los días 7, 14, 21 y 28 de estudio. Se efectuó la toma de muestras para estudio 
histopatológico de hígado, gónadas, branquias, riñón y encéfalo y se procesaron por histopatología de 
rutina. Las muestras de hígado y gónada también se procesaron por inmunohistoquímica. Resultados: 
el análisis MANOVA encontró diferencia significativa (p<0.05) para lesiones en encéfalo (degeneración 
tectum óptico), riñón (gránulos hialinos) e hígado (cariomegalia), constituyéndose en órganos de impacto 
de los efectos del Clorpirifos a bajas dosis. Se verificó la inducción de Vtg en hígado y gónada de los 
animales expuestos, encontrando diferencia estadística significativa (p<0.05) en la expresión de esta 
proteína entre el grupo control y de 4 μg/L con relación a los grupos de 8 y 12 μg/L. Conclusión: los 
resultados obtenidos sobre la inducción de Vtg en machos sugieren un efecto antogonista del Clorpirifos 
sobre los Receptores Estrogénicos (REs), con una posible disminución en la síntesis de ésta proteína. Los 
mecanismos no se conocen en el momento. 

Palabras clave: biomarcadores, disrupción endocrina, inmunohistoquímica organofosforados, 
vitelogenina.

Resumo 

O clorpirifos é um insecticida altamente tóxico para os organismos de água doce. Porém, pouco se sabe 
acerca de seu potencial efeito no sistema endócrino em concentrações subletais. A indução de vitelogenina 
hepática (Vtg) é um marcador bastante sensível do efeito de componentes estrogênicos em peixes juvenis. 
Objetivo: determinar os efeitos da exposição subaguda ao clorpirifos em órgãos alvo de disrupção endócrina 
em machos juvenis de tilápia. Métodos: o experimento foi realizado em um sistema semi-estático com 
recambio diário de 50% do volume de água, com manutenção da concentração nominal em cada grupo 
experimental mediante a adição da metade da dose de clorpirifos até o dia 28. Três grupos de 12 peixes 
foram tratados com concentrações de clorpirifos de 4, 8 y 12 μg/L, respectivamente, com três réplicas para 
cada grupo. Um grupo controle não recebeu nenhum tratamento. Realizou-se o estudo anatomopatológico 
de rotina do fígado, gônadas, brânquias, rins e encéfalo de três animais por grupo nos dias 7, 14, 21 e 28. 
As amostras de fígado e gônada foram também processadas por inmunoistoquímica usando um anticorpo 
monoclonal para detectar Vtg (anti-killifish Vtg ND-5F8). Resultados: mediante análise MANOVA 
encontrou-se diferença significativa (p<0.05) para lesões no encéfalo (degeneração do tectum óptico), rim 
(grânulos hialinos) e fígado (cariomegalia), fato que demonstra que estes são os órgãos alvo dos efeitos 
do clorpirifos a baixas doses. Verificou-se a indução de Vtg no fígado e gônada dos animais expostos, com 
diferença estatística significativa (p<0.05) na expressão desta proteína entre o grupo controle e o grupo de 
4 μg/L com relação aos grupos de 8 e 12 μg/L. Conclusão: os resultados obtidos sobre a indução de Vtg em 
machos sugerem um efeito antagonista do clorpirifos sobre os receptores estrogênicos, com uma possível 
diminuição na síntese desta proteína. Os mecanismos ainda são desconhecidos. 

Palavras chave: biomarcadores, disrupção endócrina, inmunoistoquímica, organosfosforados, 
vitelogenina.
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Introducción

El organofosforado Clorpirifos es el plaguicida 
más aplicado en Colombia, con un volumen 
de producción de 776.824 kg (Arboleda et al., 
2000; Loaiza et al., 2000). Si bien su tiempo de 
degradación y vida media en el agua de 53 días es 
breve (De Silva y Samayawardhena, 2005), puede 
afectar de forma crónica a las especies de vida 
corta (Arboleda et al., 2000) y particularmente 
a los peces, cuando la exposición coincide con 
etapas claves para la reproducción (De Silva y 
Samayawardhena, 2005). 

La sensibilidad de las diversas especies acuáticas 
al Clorpirifos es muy variable, (Giesy et al., 1999) 
y los escasos estudios que se han realizado a nivel 
mundial para determinar sus efectos en peces, 
se han focalizado en la intoxicación aguda en 
larvas de tilapia (Gul, 2005) y guppy (De Silva y 
Samayawardhena, 2005; Mahmut et al., 2005). 

En guppys (Poecilia reticulata) expuestos a 
concentraciones de Clorpirifos entre 0.002 µg/L 
y 2 µg/L, se observó disminución significativa en 
el número de empujes gonadopodiales, de crías 
producidas y de su supervivencia al compararse con 
peces no expuestos (De Silva y Samayawardhena, 
2005); esto sugiere un posible efecto disruptivo de 
este plaguicida sobre el rendimiento reproductivo. 

La Vtg es el precursor de la proteína del 
vitelo del huevo en peces teleósteos, utilizada 
como biomarcador de la exposición a químicos 
estrogénicos en el ambiente acuático (Arukwe et 
al., 2003; Canapa et al., 2007). Los peces machos 
poseen los genes para Vtg, pero normalmente 
no sintetizan cantidades medibles de la proteína; 
sin embargo, cuando los machos son expuestos a 
xeno-estrogénos, son capaces de producir niveles 
detectables de Vtg, en concentración igual o 
superior a los peces hembras (Arukwe et al., 1999; 
Carballo et al., 2005; Örn et al., 2003). 

Debido a que algunas investigaciones previas 
sugieren un probable efecto Disruptor Endocrino 
(DE) del Clorpirifos en los peces (De Silva y 
Samayawardhena, 2005) y que hasta donde se 
conoce en la actualidad, no hay estudios en tilapias 

juveniles que valoren su efecto potencial, utilizando 
biomarcadores anatomopatológicos, y evaluando 
la expresión tisular de Vtg; se formuló la siguiente 
hipótesis: la exposición subaguda de tilapias machos 
juveniles al insecticida Clorpirifos utilizando dosis 
subletales, causa alteraciones morfológicas en 
órganos blancos e induce la expresión de Vtg. Para 
comprobar esta hipótesis se planteo como objetivo, 
determinar el efecto de la exposición subaguda 
a Clorpirifos sobre órganos blanco y sobre la 
expresión hepática y gonadal de Vtg. 

Materiales y métodos

Animales experimentales

Se utilizaron 120 peces machos juveniles de 
tilapia (Oreochromis spp), con longitud corporal 
de 15.9 ± 1.5 cm, peso 89.1 ± 10.2 gramos, 
clínicamente sanos, obtenidos de un mismo desove 
y criados en estanques de la estación piscícola del 
Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid, en 
el municipio de San Jerónimo departamento de 
Antioquia, Colombia.

Condiciones experimentales

El experimento se realizó en el Laboratorio 
de Bioensayos del Politécnico Colombiano 
Jaime Isaza Cadavid (San Jerónimo, Antioquia, 
Colombia) ubicado a una altura de 750 msnm, 
con una temperatura promedio de 25 °C. Los 
animales experimentales se alojaron en acuarios de 
vidrio, con capacidad para 64 litros, con aireación 
constante y filtro XY - 380; se alimentaron con 
concentrado comercial (34% de proteína) dos veces/
día con un suministro del 2% de la biomasa total 
de cada grupo tanto durante la fase de aclimatación 
de una semana de duración, como de la fase 
experimental subletal de 28 días de duración.

Durante el período de aclimatación y durante 
el transcurso de la fase experimental, se midieron 
diariamente los parámetros de calidad del agua: 
temperatura (Termómetro estándar de varilla -10 
a 150 ºC BRAND), oxígeno disuelto (oxímetro 
LCD HQ10) y pH (pH-metro PINPOINT). El agua 
utilizada provenía del acueducto municipal del 
municipio de San Jerónimo.
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El experimento de dosis subletal, se realizó 
en un sistema semiestático, con recambio diario 
del 50% del volumen de agua manteniendo la 
concentración correspondiente en cada grupo 
experimental mediante la adición de la mitad de la 
dosis hasta el día 28. Los peces se sometieron a un 
período de aclimatación de 7 días. Previo al período 
de aclimatación, los peces se sometieron a un baño 
en 10 g/L de sal no yodada durante una hora para 
eliminar ectoparásitos. 

Sustancia experimental

El Clorpirifos utilizado (0,0-dietil 
0-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato), 480 g/L 
de formulación a 20 °C se adquirió de una fuente 
comercial Lorsban* 4 EC. Dow AgroSciences. Las 
diluciones requeridas se realizaron en el agua de 
acueducto utilizada en los acuarios.

Exposición subaguda

Las concentraciones para la exposición fueron 
de 4 µg/L, 8 µg/L y 12 µg/L, teniendo como base 
los estudios previos de toxicidad con Clorpirifos 
realizados por Pathiratne y Athauda, 1998; en los 
que se determinó que estas son concentraciones 
subletales y corresponden entre el 4 y el 10% de 
la Concentración Letal (CL) 50 estimada para el 
estadio de dedinos de tilapia nilótica. Con cada 
concentración se trataron 12 juveniles, con tres 
replicas para cada tratamiento. El grupo de 12 peces 
establecido como control no recibió dosificaciones 
con Clorpirifos.

Anatomopatología

El número de animales vivos y muertos, así 
como los signos clínicos de los individuos se 
monitorearon todos los días, por un período de 
12 horas hasta la culminación del experimento 
al día 28. Tres animales por grupo, por cada 
semana, considerando los peces muertos y los 
vivos, los días 7, 14, 21 y 28, se sometieron a 
evaluación macroscópica, y se tomaron muestras 
de tejido de cada animal para realizar estudio 
histopatológico. De los animales que murieron 
durante el experimento, no se tomaron muestras 
para histopatología, ya que presentaron cambios 
autolíticos evidentes.

Las necropsias se realizaron según el protocolo 
descrito por Reimschuessel et al (1998). Para la 
histopatología branquial se tomó el segundo arco 
branquial izquierdo. Se tomaron adicionalmente 
muestras de hígado, gónadas, encéfalo y riñón. 
Se evaluaron los índices gonadosomático y 
hepatosomático luego de removidos los órganos en 
el procedimiento de necropsia. 

El índice hepatosomático (IHS) se calculó como: 
IHS = HW (W-HW)-1 x 100, donde HW es el peso 
del hígado (g) y W es el peso húmedo del pez (g). 
El índice gonadosomático (IGS) se calculó como: 
IGS = GW (W-GW)-1 x 100, donde GW es el peso 
de la gónada (g) y W es el peso húmedo del pez (g) 
(Sindhe, 2004).

Las muestras se procesaron por técnicas de 
histopatología convencional, así: se fijaron en 
formalina tamponada al 4%, se incluyeron en 
parafina, se cortaron a 4 µm de espesor y se 
colorearon con hematoxilina - eosina. La evaluación 
histopatológica se realizó con un microscopio óptico 
Leica DLM. Para la denominación de las lesiones 
se utilizaron criterios establecidos previamente por 
otros investigadores (Bernet et al., 1999; Ferguson, 
2006; Roberts, 2001). 

Las variables identificadas se categorizaron 
por medio de una escala ordinal de valores según 
el grado de severidad, de acuerdo a los parámetros 
propuestos por Bernet et al (1999), como se 
presenta en la (Tabla 1).

Tabla 1. Valores establecidos para la severidad y distribución de las 
lesiones.

Nivel Grado de lesión Distribución
0 Ausencia No aplica

1 Leve
Hasta el 30% del tejido en 10 
campos de 400X de distribución 
focal.

2 Moderada
Hasta el 60% del tejido afectado en 
10 campos de 400X de distribución 
multifocal.

3 Severa
Más el 60% del tejido afectado en 
10 campos de 400X de distribución 
difusa 

Las imágenes de lesiones representativas de los 
diferentes órganos se tomaron con cámara digital una 
cámara para microscopía digital instantánea Leica 
EC3 (Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland).
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Inmunohistoquímica

La detección de Vtg se realizó tanto para el 
grupo control como para los grupos tratados 
con concentraciones variables de Clorpirifos, 
utilizando la técnica de inmunohistoquímica 
Advance (Biocompare, 2008) de acuerdo al 
protocolo recomendado por Laboratorios Dako. El 
procedimiento se describe a continuación: para la 
inmunomarcación de Vtg, las muestras de hígado 
y gónada de todos los peces se fijaron en formalina 
bufferada neutra (4% de concentración final), se 
incluyeron en parafina, se realizaron cortes de tejido 
de 4 µm, posteriormente se colocaron en láminas 
cubiertas con poli-L-lisina (Slide Tech.® CA. USA) 
y se secaron en estufa durante toda la noche a 58 °C.

Los cortes se desparafinaron, hidrataron y lavaron 
en agua destilada. Luego se realizó la recuperación 
antigénica de los cortes sumergidos en buffer citrato a 
pH 6 durante 30 minutos, utilizando un vaporizador a 
100 °C aproximadamente. Posteriormente se dejaron 
reposar en la solución buffer durante 30 minutos 
y se estabilizaron en PBST (Solución phosphate 
buffered saline whith tween 20) (Merck Chemicals. 
Darmstad. Alemania), durante 5 minutos. Después, se 
bloqueó la actividad de la peroxidasa endógena con 
la aplicación de peróxido de hidrógeno H2O2/ 40% en 
metanol (Merck Chemicals. Darmstad. Alemania) por 
10 minutos.

Los cortes se inmunocolorearon con el anticuerpo 
monoclonal anti-killifish vitellogenin Vtg ND – 
5F8 (Biosense Laboratorios AS, Bergen, Noruega) 
a diluciones de 1/100 por una hora a temperatura 
ambiente. Este anticuerpo es recomendado por la 
casa productora para su uso en Oreochromis spp. Las 
diluciones se realizaron en PBS conteniendo 1% de 
BSA (Sigma-Aldrich. Saint Louis MO. USA). Luego 
de la incubación con este anticuerpo primario, los cortes 
se lavaron con PBST durante 5 minutos, se incubaron 
con AdvanceTM HRP Link durante 30 minutos (Dako. 
San Antonio. USA), seguido de un lavado con PBST 
durante 5 minutos. Luego se incubaron con la enzima 
Advance 30 minutos, para posteriormente hacer un 
lavado con PBST durante 10 minutos.

Los cortes se colorearon durante 5 minutos 
utilizando diaminobenzidina (Sigma-Aldrich. 

Saint Louis MO. USA) y se realizó contratinción 
con hematoxilina de Harris durante 60 segundos. 
Posteriormente los cortes se lavaron con agua 
corriente y se colocaron 3 segundos en agua 
amoniacal. Se lavaron nuevamente en agua 
corriente para finalmente realizar deshidratación, 
aclaración en xilol y el montaje en resina. Como 
controles positivos se utilizaron hígado y ovario de 
tilapia hembra sexualmente madura. Para verificar 
y controlar la ocurrencia de de tinción inespecífica 
algunos cortes no se procesaron con el anticuerpo 
primario. Para la evaluación de la inmunomarcación 
se empleo un microscopio óptico Leica DMLB 
(MeyerInstruments, Houston, TX, USA) y se 
determinó la positividad o negatividad en los 
tejidos para cada grupo experimental siguiendo las 
pautas sugeridas para los procesos de calidad en 
inmunohistoquímica (Baquero, 2007). 

Consideraciones éticas

En esta investigación se acató la normatividad 
vigente en Colombia para la investigación 
Biomédica: ley 84 de 1989 y las normas 
reglamentarias de la resolución 08430 de 1993 
del Ministerio de Salud. El trabajo fue aprobado 
para su realización por el Comité de Bioética para 
la Experimentación Animal de la Universidad 
de Antioquia, Acta No.44 de agosto de 2008. El 
personal encargado del experimento observó las 
medidas de seguridad recomendadas para el uso del 
producto. El Clorpirifos es un producto aprobado 
en los Estados Unidos por la FDA-CVM. En 
Colombia está aprobado su uso como insecticida 
para el control de insectos de pastos y cultivos por 
el Instituto Colombiano Agropecuario ICA.

Método estadístico

Después de obtenidos los análisis de laboratorio 
se creó una base de datos en el paquete Excel, 
luego se efectuó su control de calidad verificando 
la adecuada consignación de la información 
y se realizó el análisis estadístico referido a 
continuación.

Se empleó un diseño completamente aleatorizado, 
efecto fijo, desbalanceado, con análisis MANOVA, 
donde se emplearon contrastes canónicos de tipo 
ortogonal, basado en la familia Box-Cox, con el 
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objetivo de encontrar por máxima verosimilitud 
el λ óptimo para hacer ajuste a la información. Se 
validaron los supuestos tanto del MANOVA para 
cada tipo de situación experimental. El análisis de 
varianza mediante el método MANOVA se realizó 
por etapas en cada período de tiempo, con base en el 
diseño completamente aleatorizado y entre tiempos 
con base en un diseño por bloques aleatorizados, 
donde cada tiempo fue el efecto de bloque.

También se empleó análisis descriptivo de tipo 
univariado, el que permitió construir intervalos de 
confiabilidad para cada grupo de lesiones, con ajuste 
debido al tamaño de la muestra, empleando un error 
de tipo I del 5%. Para calcular el porcentaje de 
animales que presentaron una lesión determinada, se 
utilizó la siguiente fórmula:

% Lesión = Número de animales con la lesión/
total de animales evaluados x 100

Resultados 

Parámetros de calidad del agua

Los parámetros de calidad del agua se 
mantuvieron constantes durante la fase 
experimental. La temperatura promedio en los 
acuarios fue de 24 ± 0.8 ºC, el pH promedio fue de 
6.90 ± 0.20 y el oxígeno disuelto en los acuarios 
fue de 7.0 ± 0.2 mg/L, con una dureza total del 
agua de 80 mg/L. Estos parámetros se encontraron 
en los rangos óptimos propuestos para tilapia en 
condiciones de cultivo (Córdoba, 2006). 

Manifestaciones clínicas

No se observaron manifestaciones clínicas en los 
peces durante la fase experimental, relacionadas con 
los tratamientos utilizados durante el período diurno 
de 12 horas por día de observación de los peces 
(6:00 a.m. a 6:00 p.m.).

Mortalidad durante el período del ensayo

En el tratamiento de 12 µg/L se presentaron dos 
muertos para la primera semana del experimento 
y uno para la tercera semana. En el tratamiento de  
8 µg/L sólo se presentó un muerto en la tercera 
semana del experimento. Para el tratamiento de 4 µg/L 
se presentaron dos muertes la primera semana del 

experimento. No se presentó mortalidad en el grupo 
control. En general, las muertes ocurrieron en horas de 
la noche, período en que no se observaba a los peces, 
estos se encontraron en la mañana fuera de los acuarios 
(saltaron al exterior). Al realizar las necropsias de estos 
animales sus órganos presentaron autolisis y no fueron 
aptos para análisis histopatológico.

Índice hepatosomático (IHS) e índice 
gonadosomático (IGS)

Al analizar todos los tratamientos durante el 
período del experimento no se encontró diferencia 
estadística significativa para las variables IGS e 
IHS, a los días 7, 14, 21 y 28 (p≥0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Índices hepatosomático (IHS) y gonadosomático (IGS) en machos 
de tilapia expuestos a dosis variables de Clorpirifos.

Tratamiento 7 14 21 28
12µg/L n=8 n=7 n=8 n=9

IHS 3.44 ± 0.83 2.94 ± 0.87 2.58 ± 0.56 2.75 ± 0.54
IGS 0.49 ± 0.45 0.44 ± 0.19 0.59 ± 0.45 0.52 ± 0.32

8µg/L n=6 n=8 n=8 n=8
IHS 3.52 ± 0.38 3.05 ± 0.77 4.48 ± 4.38 2.52 ± 0.62
IGS 0.53 ± 0.25 0.36 ± 0.34 0.69 ± 0.72 0.70 ± 0.58

4µg/L n=8 n=8 n=7 n=9
IHS 3.71 ± 0.41 2.84 ± 0.48 3.40 ± 0.73 3.85 ± 0.65
IGS 0.51 ± 0.22 0.55 ± 0.46 0.26 ± 0.15 0.49 ± 0.22

Control n=3 n=3 n=3 n=3
IHS 3.31 ± 0.23 3.27 ± 0.28 2.62 ± 0.63 2.90 ± 0.23
IGS 0.49 ± 0.36 0.39 ± 0.17 0.41 ± 0.47 0.20 ± 0.02

Hallazgos macroscópicos

La evaluación macroscópica de los órganos 
evidenció en forma general las siguientes 
características: branquias rojizas en forma difusa, 
las que ocasionalmente presentaron moco blanco- 
grisáceo entre los filamentos; hígados de color rojizo 
con áreas blanco amarillentas irregulares distribuidas 
en un patrón multifocal; riñones de color rojo intenso 
y difuso. Las gónadas en general se caracterizaron por 
su color blanco amarillento difuso. No se observaron 
alteraciones macroscópicas en el encéfalo de los peces.

Hallazgos histopatológicos

Se evaluaron las lesiones histopatológicas 
en branquias, hígado, encéfalo, riñón y gónada. 
La tabla 2 resume las principales alteraciones 
histopatológicas que pueden considerarse como 
efecto del tratamiento con Clorpirifos a dosis 
subletales durante un período de 28 días. Las 
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principales alteraciones en orden de importancia 
se encontraron en encéfalo, riñón e hígado, 
encontrando diferencias estadísticas significativas 
(p<0.05) entre los tratamientos con relación a las 

dosis utilizadas de Clorpirifos. La tabla 3 incluye 
las principales lesiones encontradas en tilapias 
expuestas a dosis subletales de Clorpirifos por un 
período de 28 días.

Tabla 3. Principales lesiones encontradas en tilapias expuestas a dosis subletales de Clorpirifos por un período de 28 días.

Lesiones  4 μg/L 8 μg/L 12 μg/L Control Wilks
Lambdan % n % n % n %

Alteraciones degenerativas tectum 20 62.50 21 67.74 28 87.50 1 8.33  0.0001

Gliosis tectum optico 14 43.75 19 61.29 30 93.75 0 0  0.0001

Nefrosis vacuolar 28 87.50 22 70.96 29 90.62 0 0  0.0001

Hiperplasia glomerular 16 50.00 20 64.52 27 84.38 0 0  0.0001

Alteraciones nucleares hígado 17 53.13 26 83.87 31 96.87 0 0  0.0001

Gránulos hialinos hígado 16 50.00 21 67.74 25 78.13 0 0  0.0001

Gránulos hialinos riñón 9 28.13 11 35.48 14 43.76 0 0  0.0001

Para el caso del encéfalo, las principales 
alteraciones encontradas fueron: vacuolización y 
gliosis difusa del tectum óptico (Figura 1). Estas 
alteraciones fueron mayores en el tratamiento 
de 12 µg/L, al compararlas con los tratamientos 

de 4 y 8 µg/L. El grupo control no presentó las 
alteraciones descritas. Al realizar el análisis 
MANOVA se encontraron diferencias significativas 
(p<0.0001) para las dos alteraciones descritas entre 
los tratamientos y el grupo control.

Figura 1. Cerebro. Tectum óptico. A, Tectum normal, grupo control, zona gris periventricular flecha (20X H-E). B, Vacuolización, congestión y gliosis del 
tectum en zona gris periventricular (flecha), tratamiento clorpirifos 8 μg/L día 21, (20X H-E). C, Vacuolización, gliosis y congestión del tectum en zona gris 
periventricular, tratamiento clorpirifos 12 μg/L día 21, (40X H-E).

En el riñón, las alteraciones encontradas fueron: 
vacuolización severa y extensa de los túbulos 
proximales, gránulos hialinos intracitoplasmáticos 
en túbulos y el agrandamiento glomerular con 
disminución del espacio urinario (espacio de Bowman) 
(Figura 2). Al realizar el análisis MANOVA se 
encontraron diferencias significativas (p<0.0001) en 
una dimensión para todas las lesiones descritas.

La vacuolización de los túbulos proximales 
también denominada nefrosis vacuolar, fue un 
cambio frecuente relacionado directamente con 
los tratamientos utilizados, siendo mayores los 

efectos conforme se incrementó la dosis. El grupo 
control no presentó las alteraciones descritas y fue 
diferente estadísticamente de los tratamientos de 
4 y 8 µg/L. La acumulación intracitoplasmática de 
inclusiones eosinófilas en las células de los túbulos 
renales presentó diferencias significativas entre 
el tratamiento de 12 µg/L y el grupo control. El 
agrandamiento aparente de los ovillos glomerulares 
y el efecto asociado de disminución del espacio 
urinario presentó diferencias significativas entre los 
tratamientos en forma similar a la observada en la 
nefrosis vacuolar (p<0.0001).
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Figura 2. Riñón. A, Grupo control 28 días. Apariencia normal de glomérulo y estructuras tubulares ( H-E 40X). B, Nefrosis vacuolar severa epitelio tubular 
(flecha) e hiperplasia de glomérulos y reducción de espacio de Bowman (cabeza de flecha), tratamiento 12 μg/L, 28 días, (H-E 40X). C, Gránulos hialinos 
intracitoplasmáticos en epitelio tubular, tratamiento 12 μg/L, 28 días, flecha (H-E 40X).

Las lesiones encontradas en los hígados 
fueron: degeneración grasa, congestión sinusoidal, 
infiltrado de células granulares eosinofílicas 
asociadas principalmente a grandes vasos portales, 
alteraciones nucleares como cariomegalia y 
binucleación, y por último la presencia de 

inclusiones eosinófilas en el citoplasma de los 
hepatocitos (Figura 3). Al realizar el análisis 
MANOVA se encontró significancia en una 
dimensión (p<0.0001), para las alteraciones 
nucleares y la presencia de gránulos citoplasmáticos 
eosinófilos entre los tratamientos.

Figura 3. Hígado. A, Característica normal de hepatocitos, grupo control, (H-E 40X) B, Tumefacción de hepatocitos y cambios nucleares del tipo 
cariomegalia (flecha) tratamiento de 12 μg/L, 28 días, (H-E 40X). C, Cambios similares a los descritos para la imagen B, adicionalmente las flechas indican 
la presencia de gránulos hialinos en el citoplasma de hepatocitos, tratamiento de 12 μg/L, 28 días, (H-E 40X) 

En las branquias se encontraron lesiones 
frecuentes como: atrofia, fusión, hiperplasia y 
congestión lamelar. Sin embargo, al realizar el 
análisis MANOVA no se encontró diferencia 
estadística para las lesiones entre los tratamientos. 
(p>0.05).

El 100% de las gónadas estudiadas presentaron 
madurez, caracterizada por la presencia de 
espermatozoides y espermátidas en las luces 
tubulares. Como lesiones frecuentes se encontraron 
para los diferentes tratamientos fibrosis intersticial 
y vacuolización del epitelio germinal. Sin embargo, 
al realizar el análisis MANOVA no se encontró 
significancia en ninguna dimensionalidad para las 
lesiones entre los tratamientos (p>0.05). 

Hallazgos inmunohistoquímicos

La inmunomarcación de Vtg en hígado se 
evidenció en los hepatocitos como granulaciones 
pequeñas de color café en su citoplasma; con 
frecuencia estos gránulos se agruparon hacia la 
cara sinusoidal del hepatocito. De igual manera, 
se observó inmunomarcación en los sinusoides y 
en el plasma retenido en las estructuras vasculares 
de mayor calibre relacionadas tanto con los vasos 
centrales del lobulillo y los vasos portales (Figura 
4). Las inclusiones intracitoplasmáticas eosinófilas 
observadas con la coloración de hematoxilina – 
eosina no fueron positivas para la inmunomarcación.
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Figura 4. Inmunomarcación en hígado. A, Hígado de tilapia hembra 
madura. Control positivo inmunomarcación Vtg. Se observa positividad 
en citoplasma de hepatocitos, sinusoides y plasma de vaso portal. B, 
Hígado de tilapia hembra madura. Control negativo inmunomarcación 
Vtg. C, Inmunomarcación de Vtg en hígado de tilapia macho al día 28 del 
tratamiento 4μg/L. La marcación es evidente en sinusoides. La marcación 
en hepatocitos es tenue y granular. D, Hígado de tilapia macho. La 
inmunomarcación es negativa en los gránulos eosinófilos citoplasmáticos 
presentes en los hepatocitos, en hígado de tilapia macho al día 28 del 
tratamiento 4μg/L (flecha). Inmunohistoquímica. Técnica del polímero 
Advance. DAB. Hematoxilina de Harris 40 X.

La inmunomarcación de la Vtg en el tejido 
testicular estuvo relacionada principalmente con el 
tejido intersticial y asociada directamente con los 
vasos sanguíneos allí presentes. De igual manera a lo 
encontrado para el hígado, la inmunomarcación se hizo 
evidente en los grandes vasos asociados al mediastino 
de la gónada. En forma esporádica la marcación se 
presentó en el epitelio germinal del órgano (Figura 5).

Figura 5: A. Inmunomarcación testículo de tilapia en el tejido 
intersticial, vascularización y plasma al día 21 del tratamiento 12μg/L. B. 
Inmunomarcación negativa testículo de tilapia macho día 21 del tratamiento 
12 μg/L.  C. Inmunomarcación en testículo de tilapia en tejido intersticial 
al día 14 del tratamiento 4 μg/L. D. Inmunomarcación para Vtg en tejido 
intersticial y en el epitelio espermático (flecha). Inmunohistoquímica. 
Técnica del polímero Advance. DAB. Hematoxilina de Harris. 40X

Las figuras 6 y 7 presentan la evolución de 
la inmunomarcación de Vtg observada en los 
tejidos hepático y gonadal en los machos de 
tilapia expuestos a concentraciones subletales de 
Clorpirifos durante un período de 28 días. 

Figura 6. Evolución inmunomarcación de Vtg en hígado de machos 
juveniles de tilapia expuestos a dosis bajas de Clorpirifos. Los resultados 
se expresan como promedio de inmunomarcación ± Error Estándar de la 
Media.
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Figura 7. Evolución inmunomarcación Vtg en testículo de machos 
juveniles de tilapia expuestos a dosis bajas de Clorpirifos. Los resultados 
se expresan como promedio de inmunomarcación ± Error Estándar de la 
Media.

Al realizar el análisis MANOVA no se presentó 
diferencia estadística significativa para la marcación 
de Vtg entre los diferentes tratamientos en los 
días 7 y 14 de experimentación; (p>0.05, 0.7917 
y 0.4918, respectivamente). En los días 21 y 28 de 
experimentación se presentó diferencia estadística 
significativa (p< 0.001) para la marcación de Vtg 
entre el grupo control con relación a los otros tres 
tratamientos de 4, 8 y 12 µg/L (Tabla 4).

Tabla 4. Análisis Multivariado de Varianza. Inmunomarcación vitelogenina 
en tilapias expuestas a dosis subletales de Clorpirifos por un período de 
28 días.

Día Wilks’Lambda Pillai’s Hotelling-Lawley Roy’s
7 0.7917 0.6707 0.7929 0.2359
14 0.4918 0.5165 0.4388 0.0293
21* 0.0001 0.0027 0.0001 0.0001
28* 0.0236 0.3781 0.0065 0.0001

* Se presentó diferencia estadística entre los tratamientos
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Discusión

Los parámetros de calidad del agua evaluados 
durante el experimento no presentaron variaciones 
significativas entre los diferentes tratamientos. Estos 
parámetros en general se encontraron dentro del 
rango adecuado descrito para la especie (Córdoba, 
2006) y por lo tanto se considera que estos no 
se relacionan directamente con las alteraciones 
encontradas en los peces evaluados.

No se observaron manifestaciones clínicas 
asociadas a las diferentes concentraciones de 
Clorpirifos empleadas, aunque los compuestos 
organofosforados se han considerado responsables 
de efectos neurológicos y alteraciones del 
comportamiento debido a su mecanismo de acción 
(Córdoba, 2001; Gul, 2005). Estas observaciones 
difieren de lo observado en trabajos previos de 
exposición subaguda con Clorpirifos en juveniles de P. 
reticulata durante 14 días, en los que se evidenciaron 
manifestaciones clínicas de parálisis y edema ventral 
que se relacionaron directamente con la dosis del 
tóxico (De Silva y Samayawardhena, 2005). 

Las concentraciones utilizadas en nuestro 
estudio se ubican entre el 4% y 10% de la CL-50 
para la especie y no indujeron efectos clínicamente 
observables; esto posiblemente se debió a las bajas 
concentración utilizadas, a una mayor resistencia 
relacionada con la edad de los individuos y a la 
sinergia de los dos factores anteriores favoreciendo 
una detoxificación más eficiente del compuesto 
tóxico (Dai et al., 2001). 

La toxicidad de los pesticidas es altamente 
dependiente de la duración, frecuencia, e intensidad 
de la exposición, pero de igual manera es 
importante la susceptibilidad del organismo blanco, 
lo que está influenciado por la edad, el estado de 
salud y la variación genética (Chandrasekara y 
Pathiratne, 2007). La inhibición de la actividad 
de la enzima acetilcolinesterasa en el cerebro 
del pez en exposiciones tóxicas a compuestos 
organofosforados es muy específica y las 
concentraciones cercanas a la CL50 pueden inducir 
una disminución del 60% en la actividad fisiológica 
normal (De Silva y Samayawardhena, 2005, 
Rajeswary y Ramudu, 2005).

Las muertes ocurridas durante el experimento, 
probablemente fueron accidentales, ocasionadas por 
asfixia en peces que escaparon de los acuarios, es 
importante indicar que las muertes cesaron cuando 
se utilizaron mayas para cubrir los acuarios. 

IHS e IGS

En este estudio no se encontraron diferencias 
significativas entre los tratamientos con Clorpirifos 
y los índices hepatosomático y gonadosomático. 
Esto puede explicarse por la presencia de lesiones 
como cambio vacuolar hepático presentes en los 
grupos control y en los tratados, no inducidas por 
los tratamientos. Adicionalmente, las dosis utilizadas 
probablemente no fueron lo suficientemente 
altas para incrementar el grado de lesión 
hepática y gonadal, de manera que modificaran 
significativamente los valores de estos índices en 
los grupos experimentales. Es importante destacar 
que el consumo de alimento no se modificó entre los 
diferentes grupos, durante el período de estudio.

Histopatología

Los principales órganos afectados por la 
exposición subaguda al Clorpirifos fueron: encéfalo, 
riñón e hígado; y las principales alteraciones 
asociadas para dicha exposición fueron: alteraciones 
degenerativas y gliosis del tectum óptico, nefrosis 
vacuolar, hiperplasia glomerular, alteraciones 
nucleares en hígado, y gránulos eosinófilos en 
hígado y en riñón. Este es uno de los pocos estudios 
a nivel mundial que describe los efectos del 
Clorpirifos sobre diferentes órganos en peces, las 
lesiones en tectum óptico y en hígado coinciden con 
las descritas previamente por otros investigadores 
(Rajeswary y Ramudu, 2005).

En el estudio se encontró diferencia estadística 
significativa para la frecuencia de lesiones en el 
encéfalo, riñón e hígado, entre el grupo control y 
los tratamientos, lo que sugiere que estos son los 
principales órganos afectados por el Clorpirifos a 
bajas concentraciones en condiciones de exposición 
subaguda.

En el encéfalo, en los peces tratados con las 
diferentes concentraciones de Clorpirifos hubo 
un incremento en el espesor de la zona gris 
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periventricular del tectum óptico. Este incremento 
se debió a vacuolización difusa de esta zona, junto 
con gliosis y congestión multifocal. Los efectos 
adversos en el encéfalo tuvieron una relación 
dependiente de la dosis. 

El cerebro es el primer órgano blanco 
afectado por los pesticidas organofosforados (De 
Silva y Samayawardhena, 2002). En el cerebro 
el Clorpirifos interfiere con la actividad de 
enzimas como la acetilcolinesterasa, llevándola 
a una disfunción progresiva y en último caso a su 
inhibición (Córdoba, 2001). Estas alteraciones 
en conjunto se han descrito poco en la literatura; 
sin embargo, estudios previos realizados en peces 
juveniles de Oreochromis mossambicus utilizando 
dosis subletales entre 34 y 100 ug/L por un período 
de siete días, relacionan estas alteraciones en forma 
directa con la dosis utilizada (Rajeswary y Ramudu, 
2005). El tectum óptico de los peces es un centro 
que orienta patrones de respuesta que incluye los 
movimientos coordinados de la musculatura axial, 
aletas y ojos, las cuales constituyen respuestas 
naturales de los peces (Cerdá et al., 2008). 

Como se indicó previamente no se observaron 
manifestaciones clínicas compatibles con efectos 
de inhibición de colinesterasas. Lo anterior 
sugiere que posiblemente el grado de alteración 
tisular encontrado en éste estudio no implica 
efectos clínicos evidentes. Infortunadamente los 
trabajos realizados con Oreochromis mossambicus 
(Rajeswary y Ramudu, 2005), utilizando dosis 
subletales mucho mayores a las aquí empleadas, 
no relacionan los efectos clínicos asociados con 
las lesiones y las dosis utilizadas. No obstante, la 
aparición de lesiones en el tectum óptico como 
las aquí descritas en peces de cultivo o del medio 
natural, debe alertar sobre un posible efecto tóxico 
causado por organofosforados, el cual deberá 
comprobarse con evaluaciones complementarias. 

En el tejido renal la vacuolización de las células 
epiteliales tubulares fue un cambio relacionado 
directamente con los tratamientos utilizados. De lo 
anterior se concluye que este cambio es una lesión 
degenerativa, a la que otros autores han denominado 
nefrosis vacuolar (Ferguson, 2006). Esta alteración 

ha sido descrita previamente en trabajos de 
exposición a cadmio (Thophon et al., 2003), 
mercurio (Banerjee y Bhattacharya, 1994) y se ha 
asociado a la toxicidad por pesticidas, entre ellos el 
glifosato (Eslava et al., 2007).

La acumulación intracitoplasmática de 
inclusiones eosinófilas en las células de los túbulos 
renales presentó diferencias significativas entre 
el grupo no expuesto y el grupo dosificado con la 
mayor concentración de Clorpirifos. Esta alteración 
ha sido descrita previamente en Colombia por 
otros autores, asociándose con exceso de proteína 
(Iregui et al., 2004) y con toxicidad por glifosato 
(Eslava et al., 2007). Este cambio podría deberse 
en este estudio a un aumento en la absorción de 
proteínas del filtrado glomerular o a sobrecarga 
en los túbulos proximales como ha sido propuesto 
antes (Jiraungkoorskula, 2002; Read, 1991), como 
consecuencia de la exposición al Clorpirifos.

El agrandamiento aparente de los ovillos 
glomerulares y la disminución del espacio urinario 
asociado, presentó diferencias significativas entre 
los tratamientos en forma similar a la observada en 
la nefrosis vacuolar. Esta alteración ha sido descrita 
previamente por otros autores y se ha relacionado 
directamente al impacto del tejido renal por 
xenobióticos y por agentes infecciosos (Simpson 
et al., 2000). En este estudio este hallazgo podría 
explicarse como un efecto directo de la exposición 
al Clorpirifos. 

En el hígado se presentó diferencia significativa 
entre los tratamientos para las alteraciones 
nucleares, con respecto al control, con predominio 
de cariomegalia y binucleación. Estas lesiones 
se han reportado previamente en estudios en 
peces de estuario (Simpson et al., 2000) y bajo 
la exposición al glifosato (Eslava et al., 2007). 
Estos cambios, y principalmente la cariomegalia 
se ha observado como una lesión en respuesta a la 
exposición a tóxicos y a químicos carcinogénicos 
(Stentiford et al., 2003). De esta manera, la 
detección histopatológica de atipias nucleares 
podría ser útil como biomarcador de la exposición 
a contaminantes, donde el Clorpirifos podría 
desempeñar un papel importante para su desarrollo.
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La presencia de inclusiones eosinófilas en el 
citoplasma de los hepatocitos también fue una 
lesión relacionada directamente a las mayores 
concentraciónes de Clorpirifos. Al parecer estos 
gránulos hialinos están compuestos esencialmente 
de albúmina sérica y el desarrollo de estas 
inclusiones citoplasmáticas se puede deber al 
aumento en su disponibilidad y a alteraciones en la 
permeabilidad producidas por un incremento en la 
presión portal (Schlicht, 1963).

Ultraestructuralmente las gotas hialinas 
poseen una matriz granular limitada por 
retículo endoplásmico rugoso, o bien pueden 
estar constituidas por lisosomas secundarios 
(Papadimitriou et al., 2000). Esta lesión se ha 
asociado a excesos de proteína (Iregui et al., 2004) 
y se ha observado en peces expuestos a glifosato 
(Eslava et al., 2007). En este estudio se constata 
que también puede ser ocasionada por exposición 
subaguda a Clorpirifos.

No se encontraron diferencias estadísticas 
para las lesiones en las branquias. Estas lesiones 
podrían deberse a un efecto asociado a la calidad 
del agua, y a variables diferentes a los parámetros 
físico químicos evaluados, sugiriendo exposición a 
posibles contaminantes. Las branquias por estar en 
contacto directo con el medio acuático constituyen 
un blanco primario para contaminantes irritantes 
(Ferguson et al., 1992). Las lesiones encontradas 
en branquias no están asociadas a un contaminante 
particular y pueden ser originadas por metales 
pesados, pesticidas y xenobióticos orgánicos 
como se ha comunicado previamente (Eslava et 
al., 2007). De esta manera y bajo las condiciones 
del estudio, estas lesiones no se pueden definir 
como biomarcadores específicos de exposición al 
Clorpirifos.

De igual manera a lo observado en las 
branquias, no se encontró diferencia estadística 
significativa para las lesiones presentes en las 
gónadas. Al estudiar las gónadas no se observó la 
presencia de ovocitos. Las lesiones encontradas 
de fibrosis intersticial y vacuolización del epitelio 
germinal son lesiones asociadas a la exposición 
experimental con algunos xenoestrógenos (Folmar, 
2001; Rasmussen et al., 2005) y reportadas 

previamente por otros autores en peces de estuario 
impactados con químicos disruptores (Carballo 
et al., 2005; Simpson et al., 2000; Stentiford et 
al., 2003). De esta manera y bajo las condiciones 
de nuestro estudio, estas lesiones no se pueden 
definir como biomarcadores específicos de 
exposición al Clorpirifos, pero sugieren la presencia 
de contaminantes en el agua utilizada en el 
experimento.

Inmunohistoquímica 

En este trabajo se verificó la inducción de Vtg 
en hígado y gónada de los animales expuestos 
a bajas concentraciones de Clorpirifos 4, 8 y 12 
µg/L y en los no expuestos; encontrando diferencia 
estadística en la expresión de esta proteína entre 
el grupo control y los grupos con tratamiento. La 
detección de Vtg por inmunomarcación en peces 
machos confirmó la presencia de exposición 
a xenoestrógenos. La Vtg es una proteína 
específica de las hembras, sintetizada en el hígado, 
transportada a través de la sangre a los oocitos en 
crecimiento y que se acumula en el saco vitelino de 
los peces como reserva de alimento para embriones 
y estadios larvales de los peces (Arukwe et al., 
2003). La síntesis de Vtg es hormono - dependiente, 
y está mediada por la interacción entre el estradiol 
y los receptores de estrógenos (REs), llevando a 
la inducción de los genes y a su transcripción. En 
machos la activación de genes que responden a 
estrógenos se produce por muchos disruptores 
químicos, como estrógenos sintéticos, alquilfenoles, 
fitoestrógenos y algunos pesticidas (Canapa et al., 
2007; Desantis et al., 2005), los cuales pueden 
interferir con la liberación de las gonadotropinas, 
la esteroidogénesis y con la unión a los receptores 
de estrógenos nucleares (Frenzilli, 2008). Por esta 
razón, la presencia de la proteína Vtg o la expresión 
del gen de Vtg en machos se considera como un 
indicador de polución por xenoestrógenos (Folmar 
et al., 2000; Hemmer et al., 2008). 

Las especies acuáticas parecen ser 
particularmente vulnerables a los químicos 
disruptores endocrinos, debido a que sus 
ecosistemas reciben una amplia variedad de 
contaminantes (Ferreira, 2008). Este es el caso 
del presente trabajo donde la inmunomarcación 
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para Vtg se presentó tanto en los animales tratados 
con Clorpirifos, como en el grupo control sin 
tratamiento. Lo anterior sugiere que la expresión 
de Vtg observada en machos de tilapia se debe a 
xenoestrógenos circulantes en el agua utilizada 
en este experimento, procedente de un acueducto 
municipal. La producción anómala de Vtg en 
machos o peces inmaduros se mide comúnmente 
como el punto final de exposición para químicos 
o contaminantes xenoestrogénicos en especies de 
peces (Canapa et al., 2007).

En este estudio, la inmunomarcación de Vtg 
se verificó para el caso del tejido hepático en el 
citoplasma de los hepatocitos, sinusoides y plasma 
retenido de venas centrolobulillares y de vasos 
portales. Esta marcación ha descrito sido similar 
en trabajos previos de otros autores (Beyer et al., 
2007). La Vtg se produce primariamente en los 
hepatocitos, pero de igual manera aunque con bajos 
niveles de transcritos, se ha detectado en el testículo 
de varias especies de peces (Blum et al., 2008).

Para el caso del tejido gonadal en este estudio 
la inmunomarcación encontrada está de acuerdo 
a la descrita por otros investigadores (Davis et 
al., 2008), siendo esta prominente en el tejido 
intersticial, asociada a las estructuras vasculares 
y con menor frecuencia en el epitelio germinal 
testicular. 

En conjunto la evidencia de la Vtg en los 
tejidos evaluados está de acuerdo a lo relatado 
anteriormente (Beyer et al., 2007). Luego de la 
inducción de su síntesis en el tejido hepático, 
la Vtg es secretada de los hepatocitos y pasa a 
los sinusoides y de allí a la circulación general. 
Al parecer la Vtg es una proteína de secreción 
rápida, esto es sugerido por la marcación un poco 
más tenue en el citoplasma de los hepatocitos de 
los machos de este estudio, en contraste con la 
marcación más fuerte en las estructuras vasculares, 
de manera similar a lo comunicado antes por 
Canapa et al (2007).

La expresión de Vtg en el tejido hepático 
y gonadal en este trabajo presentó diferencias 
estadísticas significativas entre los tratamientos, 
siendo mayor en los grupos testigo y expuesto a 

4 µg/L de Clorpirifos que en los tratamientos de 
12 y 8 µg/L, para los días 21 y 28 de exposición. 
Las concentraciones crecientes de Clorpirifos en 
éste estudio, indujeron un efecto negativo sobre 
la expresión de Vtg, lo que sugiere un efecto de 
bloqueo de la síntesis de la proteína (Park et al., 
2007), dependiente de la concentración de éste 
insecticida y del tiempo de exposición. 

Una respuesta en la expresión de Vtg, como 
la observada en este estudio no se ha reportado 
previamente, esto hace necesario plantear algunas 
posibles explicaciones al respecto, que deberán 
comprobarse en el futuro empleando modelos 
experimentales in vitro e in vivo, como los que se 
han reportado previamente (Andersen et al., 2002, 
Kim et al., 2003).

Esta respuesta antiestrogénica, podría deberse 
a que las concentraciones experimentales de 
Clorpirifos saturaron los receptores (REs) 
inhibiendo la síntesis de Vtg; a que el Clorpirifos 
se une a los REs produciendo una alteración 
conformacional, la cual aunque permite 
la dimerización del receptor y la unión al 
contrareceptor falla en activar la transcripción o, a 
que el Clorpirifos no activa los REs y cause bloqueo 
de estos, actuando como antagonista (Lazier et al., 
1996). 

Lo anterior indica la necesidad de realizar 
futuros estudios para caracterizar a nivel molecular 
los efectos del Clorpirifos sobre la expresión de Vtg.

Estos resultados también podrían deberse a 
una alteración en la tasa de inducción de Vtg por 
efecto del agua utilizada en el experimento, que 
si bien provenía de un acueducto municipal y se 
destinaba al consumo humano, podría contener 
xenoestrógenos que no fueron determinados en este 
estudio por exceder los objetivos y los recursos 
disponibles para ello. Estos xenoestrógenos podrían 
haber competido por la unión a los REs alterando la 
síntesis de Vtg.

De este estudio se concluye que la exposición 
subaguda al Clorpirifos provoca cambios 
histopatológicos en el tectum óptico, el riñón y el 
hígado, e induce la expresión de Vtg en relación 
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inversa a la concentración utilizada, esto sugiere 
un efecto de bloqueo en la síntesis de esta proteína 
dependiente la concentración de este insecticida. 
Adicionalmente, se determinó la expresión de 
Vtg en tilapias sin tratamiento lo que insinúa la 
presencia de xenoestrógenos en el agua de un 
acueducto municipal en Antioquia utilizada para el 
consumo humano. Investigaciones futuras deberán 
incluir la identificación de los contaminantes 
presentes en el agua utilizada en este estudio y en el 
ambiente acuático de la cuenca hidrográfica donde 
se origina.

En Norte América y en la unión europea se 
han desarrollado múltiples investigaciones que 
proporcionan evidencia de disrupción endocrina 
en ecosistemas acuáticos con énfasis particular en 
contaminantes estrogénicos. En esos países estas 
investigaciones han impactado la legislación y 
las normas técnicas para monitorear disrupción 
endocrina (Matthiessen y Johnson, 2006). 

Los resultados de este estudio, junto con los 
obtenidos por otros investigadores en Colombia 
evaluando el impacto de los herbicidas y sus 
mezclas (Eslava et al, 2007; Morales y Rodríguez, 
2004; Murcia y Stashenko, 2008), son documentos 
clave, que sugieren la necesidad de establecer 
programas de monitoreo en nuestro medio 
que proporcionen información para la toma de 
decisiones, que ayuden a evaluar el impacto de estos 
contaminantes para la salud animal, para la salud 
pública, y para actualizar nuestra legislación al 
respecto.
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