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Abstract

In Colombia the diagnostic techniques for implementing immunohistochemical biomarkers to fulfill biomonitoring
of environmental contamination are limited. Objective: To implement an immunohistochemical technique to
immunolocate CYP 1A in the tissue of fish, performing a subacute exposition experiment of Clofopirifos in the liver
of young male tilapia. Methods: the sublethal dosage was carried out in semi-static state, with a daily refill of 50%
of the water volume, maintaining the corresponding concentration in each group through the addition of half of the
dosage until the 28th day. The Cloropirifos concentrations for the exposition were 4, 8, and 12 pg/L in the treated
groups and 0.0 pg/L in the control group. Samples were taken for histopathological and immunohistochemical study.
Results: A significant difference (p<0.05) for some liver lesions, confirming that it is an organ affected by low dosages
of Cloropirifos. It verified that the induction of CYP 1A in hepatocyte, endothelium and biliary cells equally in
exposed animals and those that weren’t exposed. From a multidimensional perspective, no statistical difference was
found between the treatments for the variables under study. Conclusion: this study implemented and normalized an
immunohistochemical technique for the tissue immunolocation of CYP 1A that could be used in future investigations
to fulfill biomonitoring of contamination in Colombia’s hydrographic basins.

*Para citar este articulo: Chaparro J, Aranzazu Taborda DA, Urrea L, Rodriguez B de J. Inmunolocalizacién hepatica de CYP P450 en
un experimento de toxicidad subaguda por Clorpirifos 0,0-dietil 0-(3, 5, 6-tricloro-2-piridil fosforotioato) en machos juveniles de tilapia
(Oreochromis spp). Rev CES Med Zootec. 2013; Vol 8 (2): 61-72.

[61 .l Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 8 / Nimero 2 / julio - diciembre de 2013/ ISSN 1900-9607




Chaparro J et al. Inmunolocalizacion hepdtica de CYP P450 en un experimento de toxicidad subaguda por Clorpirifos en
tilapia (Oreochromis spp)

Key words

biomarkers, endocrine disruption, immunohistochemistry organophosphate compounds, vitellogenin.

Resumen

En Colombia son escasas las técnicas de diagnostico implementadas con biomarcadores inmunohistoquimicos para
realizar biomonitoreo de contaminacion ambiental. Objetivo: Implementar una técnica inmunohistoquimica para
inmunolocalizar CYP 1A en tejidos de peces, luego de realizar un experimento de exposicion subaguda al Clorpirifos
en tilapias juveniles machos. Métodos: el experimento de dosis subletal, se realizd en un sistema semiestatico,
con recambio diario del 50% del volumen de agua manteniendo la concentracién correspondiente en cada grupo
experimental mediante la adicion de la mitad de la dosis hasta el dia 28. Las concentraciones de Clorpirifos para la
exposicion fueron 4, 8,y 12 pg/L, en los grupos tratados y 0,0 pg/L en el grupo control. Se tomaron muestras para
estudio histopatologico e inmunohistoquimico. Resultados: se encontr6 diferencia significativa (p<0,05) para algunas
lesiones en el higado, confirmando que este es un 6rgano de impacto de los efectos del Clorpirifos a bajas dosis. Se
verificd la induccion de CYP 1A en el hepatocitos, endotelio y células biliares tanto de los animales expuestos como en
los no expuestos. Desde el punto de vista multidimensional no se encontrd diferencia estadistica entre los tratamientos
para las variables estudiadas. Conclusion: se implementd y normaliz6 una técnica de inmunohistoquimica para la
inmunolocalizacion tisular de CYP 1A, que podra utilizarse en futuras investigaciones para realizar biomonitoreo de
contaminacion en las cuencas hidrograficas de Colombia.

Palabras clave
biomarcadores, higado, inmunohistoquimica, organofosforados, xenobioticos

Resumo

Na Colombia sdo escassas as técnicas de diagnostico realizadas com biomarcadores imuno-histoquimicos para
realizar biomonitoramento da contaminacdo ambiental. Objetivo: Estandardizar uma técnica imuno-histoquimica
para fazer imunolocalizagdo do CYP 1* em tecidos de peixes, logo de realizar um experimento de exposicao
subaguda ao Clorpirifés em machos juvenis de tilapia. Métodos: O teste da dose subletal realizou-se num sistema
semiestatico, com recambio didrio de 50% do volume de agua mantendo a concentra¢cdo correspondente em cada
grupo experimental mediante a adicdo da metade da dose até o dia 28. As concentragdes de Clorpirifos para a
exposicao dos peixes foram 4, 8 e 12 pg/L, nos grupos tratados e 0,0 pg/L no grupo controle. Tomaram-se amostras
para o estudo histopatoldgico e imuno-histoquimico. Resultados: Encontrou-se diferenca significativa (p<0.05) para
lesoes no figado, confirmando que este ¢ um 6rgdo que recebe diretamente o impacto dos efeitos do Clorpirifos
em baixas doses. Verificou-se a indu¢do de CYP 1A nos hepatocitos, endotélio e células biliares tanto nos animais
que estiveram expostos ao Clorpirifés quanto nos animais que ndo estiveram expostos. Desde o ponto de vista
multidimensional ndo se encontrou diferenga estadistica entre os tratamentos para as variaveis estudadas. Conclusio:
Estandardizou-se e normalizou-se uma técnica de imuno-histoquimica para a imunolocalizagdo tissular de CYP
1A, que podera se utilizada em futuras pesquisas para realizar biomonitoramento da contaminacao das bacias
hidrograficas da Coldmbia, além disto.
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Introduccion

Algunos autores y la Gobernacion de Antioquia en el plan
de gobierno 2008— 2011, planteo que los desarreglos o
“patologias ambientales” son un problema que involucra
simultaneamente elementos de los ambitos biofisico,
cultural y de poder; reconocid6 que el Departamento
no cuenta con un sistema de informacién ambiental
consolidado que permita efectuar un diagnostico profundo
y pertinente de las relaciones causales de estos problemas
2528 Por esta razon plante6 como accion prioritaria
el disefio e implementacion de una metodologia, que
permita visualizar peridodicamente (monitorear) la
evolucion de ciertos parametros que definen la calidad
del ambiente en el Departamento, haciendo énfasis en las
cuencas hidrograficas %,

La medicién de los cambios bioldgicos inducidos por
la contaminacion quimica en los ambientes acuaticos
puede ser util en programas de biomonitoreo para
determinar la exposicion a toxicos ambientales 6 3%,
Esta aproximacion se ha utilizado extensamente en los
ecosistemas acuaticos en Norte América ' y en Europa
(19.27. 39 sin embargo, los estudios de las respuestas
biologicas inducidas por los contaminantes en las aguas
tropicales y suramericanas son escasos (Y. Esto se debe
entre otras causas a la carencia de especies animales
centinelas identificadas y validadas para realizar estos
estudios, a la escases de herramientas de diagnostico
implementadas para ese fin y al bajo numero de
profesionales debidamente capacitados en ictiopatologia
para realizar esos estudios.

Varias especies de peces se han utilizado para monitorear
problemas de toxicologia ambiental utilizando pruebas
implementadas por la Organizacion para el Desarrollo

y la Cooperacion Economica (OECD) y por la Agencia
de proteccion Ambiental de los EEUU (USEPA); sin
embargo, estas entidades no incluyen especies propias
de Suramérica y mucho menos de Colombia. Estas
pruebas permiten medir el impacto de las descargas
de desechos toxicos sobre las fuentes de aguas © ¥,
Esos bioensayos incluyen pruebas de supervivencia,
crecimiento y reproduccion. Recientemente la atencion
de los investigadores se ha dirigido hacia el desarrollo
de indicadores sensitivos del estrés inducido por
la contaminaciéon en las especies acuaticas . La
identificacion y la cuantificacion histopatoldgica de los
efectos sobre la salud y de las lesiones inducidas por esos
contaminantes, se usan actualmente como biomarcadores
de contaminacion 3539,

La expresion de algunas moléculas o del material
genético que las codifica también se ha utilizado como
biomarcador de contaminacion ?¥. La enzima citocromo
P450 1A monooxigenasa tiene una funcion importante en
la biotransformacién de muchos xenobidticos, entre los
que se incluyen hidrocarburos aromaticos polinucleares
y compuestos organoclorinados 7%, La exposicion
de los peces a estos compuestos lleva a la induccion
mediada por receptor del gen CYP 1A (V. La respuesta
inducida puede analizarse cuantitativamente por medio
de técnicas moleculares (RT-PCR, Northerm Blootting)
y métodos enzimaticos (EROD) en el nivel catalitico
(11). Los estudios inmunohistoquimicos proporcionan
informacion cualitativa sobre la distribucion de CYP 1A
en células y tejidos de los peces teledsteos (9.

En este contexto, y considerando que los resultados
encontrados previamente en Colombia sugieren un efecto
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toxico de las fuentes de agua sobre estas especies animales
(19 se implemento una técnica de inmunocitoquimica para
evaluar la expresion de Citocromo P450 1A (CYP 1A)
en tilapias, la principal especie de cultivo en Colombia,
mantenidas en condiciones controladas y expuestas
de manera subaguda al insecticida organofosforado
Clorpirifos, plaguicida mas utilizado en este pais .

Materiales y métodos

Consideraciones éticas

En esta investigacion se acatd la normatividad vigente
en Colombia para la investigacion Biomédica: ley 84 de
1989 y las normas reglamentarias de la resolucion 08430
de 1993 del Ministerio de Salud. El trabajo fue aprobado
para su realizacion por el Comité de Bioética para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Antioquia,
Acta No.44 de agosto de 2008. El personal encargado
del experimento observo 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 estd aprobado su uso como
insecticida para el control de insectos de pastos y cultivos
por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA.

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, clinicamente sanos,
obtenidos de un mismo desove y criados en estanques
de la estacion piscicola del Politécnico Colombiano
Jaime Isaza Cadavid, en el municipio de San Jerénimo

departamento de Antioquia, Colombia.
Condiciones experimentales

El experimento se realizO en el Laboratorio de
Bioensayos del Politécnico ~ Colombiano Jaime Isaza

Cadavid (San Jeronimo, 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
aireacion constante y filtro XY - 380; se alimentaron con
concentrado comercial (34% de proteina) dos veces/dia
con un suministro del 2% de la biomasa total de cada
grupo tanto durante la fase de aclimatacién de una semana
de duracién, como de la fase experimental subletal de 28
dias de duracion.

Durante el periodo de aclimatacion y durante el transcurso
de la fase experimental, se midieron diariamente
los parametros de calidad del agua: temperatura
(Termoémetro estandar de varilla -10 a 150°C BRAND),
oxigeno disuelto (oximetro LCD HQ10) y pH (pH-metro
PINPOINT). El agua utilizada provenia del acueducto
municipal del municipio de San Jerénimo.

El experimento de dosis subletal, se realizod en un sistema
semiestatico, con recambio diario del 50% del volumen
de agua manteniendo la concentracion correspondiente
en cada grupo experimental mediante la adicion de la
mitad de la dosis hasta el dia 28. Los peces se sometieron
a un periodo de aclimatacion de 7 dias. Previo al periodo
de aclimatacion, los peces se sometieron a un bafio en
10 g/L de sal no yodada durante una hora para eliminar
ectoparasitos.

Sustancia experimental

El Clorpirifos utilizado (0,0-dietil 0-3,5,6-tricloro-2-
piridil fosforotioato), 480 gramos por litro de formulacién
a 20 °C se adquiri6 de una fuente comercial Lorsban*
4 EC. Dow AgroSciences. Las diluciones requeridas
se realizaron en el agua de acueducto utilizada en los
acuarios.

Exposicion subaguda
Las concentraciones para la exposicion fueron de 4 pg/L,

8 ug/Ly 12 ng/L, teniendo como base los estudios previos
de toxicidad con Clorpirifos; en los que se determind que
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estas son concentraciones subletales y corresponden entre
el 4 — 10% de la Concentracion Letal (CL) 50 estimada
para el estadio de dedinos de tilapia nilotica ¢?. Con cada
concentracion se trataron 12 juveniles, con tres replicas
para cada tratamiento. El grupo de 12 peces establecido
como control no recibid dosificaciones con Clorpirifos.

Anatomopatologia

El nimero de animales vivos y muertos, asi como los
signos clinicos de los individuos se monitorearon todos
los dias, por un periodo de 12 horas hasta la culminacién
del experimento al dia 28. Tres animales por grupo,
por cada semana, considerando los peces muertos y los
vivos, los dias 7, 14, 21 y 28, se sometieron a evaluacion
macroscopica, y se tomaron muestras de tejido hepatico
de cada animal para realizar estudio histopatologico. De
los animales que murieron durante el experimento, no se
tomaron muestras para histopatologia, ya que presentaron

cambios autoliticos evidentes.

Las muestras se procesaron por técnicas de histopatologia
convencional, asi: se fijaron en formalina tamponada al
4.0%, se incluyeron en parafina, se cortaron a 4 um de
espesor y se colorearon con hematoxilina-eosina como
se ha descrito antes *. La evaluacion histopatologica
se realiz con un microscopio optico Leica DLM. Para
la denominacion de las lesiones se utilizaron criterios
establecidos previamente por otros investigadores 1632,
Las variables identificadas se categorizaron por medio de
una escala ordinal de valores segun el grado de severidad,
de acuerdo a los parametros propuestos por Bernet et al
(1999) ®, como se presenta en la tabla 1.

Las imagenes de lesiones representativas de los
diferentes se tomaron con cémara digital una camara
para microscopia digital instantanea Leica EC3 (Leica
microsystems, Heerbrugg, Switzerland).

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

Distribucion

Nivel Grado de lesion
0 Ausencia
1 Leve
2 Moderada
3S evera

No aplica

Hasta el 30% del tejido
en 10 campos de 400X
de distribucion focal.

Hasta el 60% del tejido
afectado en 10 campos
de 400X de distribucion
multifocal

Mas el 60% del tejido
afectado en 10 campos
de 400X de distribucion
difusa

Inmunohistoquimica

La deteccion de CYP 1A se realiz6 tanto para el grupo
control como para los grupos tratados con concentraciones
variables de Clorpirifos, utilizando la técnica de
inmunohistoquimica Advance (Biocompare, 2008) de

acuerdo al protocolo recomendado por Laboratorios
Dako . El procedimiento se describe a continuacion:

Para la inmunomarcacion de CYP 1A, las muestras de
hepatopéncreas se fijaron en formalina bufferada neutra
(4,0% de concentracion final), se incluyeron en parafina,
se realizaron cortes de tejido de 4 um, posteriormente se
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colocaron en laminas 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 realizd la recuperacion
antigénica de los cortes sumergidos en buffer citrato a
pH 6.0 durante 30 minutos, utilizando un vaporizador
a 100°C aproximadamente. Posteriormente se dejaron
reposar en la solucién buffer durante 30 minutos y se
estabilizaron en PBST (Solucion phosphate buffered
saline whith tween 20) (Merck Chemicals. Darmstad.
Alemania), durante 5 minutos. Después, se bloque6 la
actividad de la peroxidasa enddgena con la aplicacion de
peroxido de hidrogeno H202/ 40% en metanol (Merck
Chemicals. Darmstad. Alemania) por 10 minutos.

Los cortes se inmunocolorearon con el anticuerpo
monoclonal mouse anti-fish CYP 1A C10-7 (Biosense
Laboratorios AS, Bergen, Noruega) a diluciones de 1/200
por una hora a temperatura ambiente. Las diluciones se
realizaron en PBS conteniendo 1 % de BSA (Sigma-
Aldrich. Saint Louis MO. USA). Luego de la incubacion
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 realizd contratincion 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 deshidratacion, aclaracion en
xilol y el montaje en resina. Como controles positivos se
utilizaron higado y ovario de tilapia hembra sexualmente
madura. Para verificar y controlar la ocurrencia de de
tincion inespecifica algunos cortes no se procesaron con
el anticuerpo primario.

El conteo se hizo a partir de las nueve microfotografias
tomadas del corte histoldgico del hepatopancreas de cada
pez en un aumento de 1000x. Se tomaron 3 fotos por
region siendo éstas region con predominio de hepatocitos,
region de hepatopancreas y region perivascular central.
Se contaron positivas aquellas células que tenian
expresion de CYP 1A con intensidad de coloracion tanto
leve, moderada, como fuerte.

Analisis estadistico

Después de obtenidos los analisis de laboratorio se cred
una base de datos en el paquete Excel, luego se efectud su
control de calidad verificando la adecuada consignacion
de la informacion y se realizé el andlisis estadistico
referido a continuacion.

Se utilizo un disefio de clasificacion experimental
completamente aleatorizado, efecto fijo, desbalanceado,
mediante MANOVA con contraste canonico de tipo
ortogonal, determinando via maxima verosimilitud
la dimensionalidad del contraste. Las variables se
transformaron con base en la familia BOX — COX debido
a la naturaleza probabilistica asociada a las mismas. El
analisis se suplementd por medio de una funcién que
permitio docidar el efecto de los tratamientos. Se empled
el paquete estadistico SAS version 8.2.

Resultados

Parametros de calidad del agua

Los parametros de calidad del agua se mantuvieron
constantes durante la fase experimental. La temperatura
promedio en los acuarios fue de 24 + 0.8 °C, el pH
promedio fue de 6.90 £ 0.20 y el oxigeno disuelto en los
acuarios fuede 7.0 = 0.2 mg/L, con una dureza total del
agua de 80 mg/L.

Manifestaciones clinicas

No se observaron manifestaciones clinicas en los peces
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durante la fase experimental, relacionadas con los
tratamientos utilizados durante el periodo diurno de 12
horas por dia de observacion de los peces (6:00 a.m. a
6:00 p.m.).

Mortalidad durante el periodo del ensayo

En el tratamiento de 12 pg/L se presentaron dos muertos
para la primera semana del experimento y uno para la
tercera semana. En el tratamiento de 8 ug/L solamente se
presentd un muerto en la tercera semana del experimento.
Para el tratamiento de 4 pg/L se presentaron dos muertes
la primera semana del experimento. No se presentd
mortalidad en el grupo control. En general, las muertes
ocurrieron en horas de la noche, periodo en que no se
observaba a los peces, estos se encontraron en la mafiana
fuera de los acuarios (saltaron al exterior). Al realizar
las necropsias de estos animales sus érganos presentaron
autolisis y no fueron aptos para analisis histopatologico.

Hallazgos macroscopicos

La evaluacion macroscopica de los hepatopancreas
evidenci6 en forma general las siguientes caracteristicas:
color rojizo con areas blanco amarillentas irregulares
distribuidas en un patréon multifocal.

Hallazgos histopatologicos

Las lesiones encontradas en los hepatopancreas fueron:
cambio vacuolar (Figura 1), congestién sinusoidal,
infiltrado de células granulares eosinofilicas asociadas
principalmente a grandes vasos portales, alteraciones
nucleares como cariomegalia y binucleacion, y por altimo
la presencia de inclusiones eosindfilas en el citoplasma
de los hepatocitos. Al realizar el andlisis MANOVA se
encontrd significancia en una dimension (p<0.0001),
para las alteraciones nucleares y la presencia de granulos
citoplasmaticos eosindfilos entre los tratamientos.

Figura 1. Higado. Cambio vacuolar severo y
extenso de los hepatocitos. Hematoxilina Eosina.

Hallazgos inmunohistoquimicos

La inmunomarcacién de CYP 1A en hepatopancreas se
evidencio intensa en los hepatocitos como granulaciones
pequenias de color pardo en su citoplasma, no se
observd zonificacion en la distribucion de la coloracion
en el parénquima hepatico. Se evidencid coloracion
de las células biliares, de las células endoteliales y
ocasionalmentey conmenorintensidad enlospancreocitos
(Figura 2). Desde el punto de vista multidimensional no
se encontr6 diferencia estadistica entre los tratamientos
para las variables dosis de tratamiento, tiempo e
inmunolocalizacion de CYP 1A. El efecto de las dosis fue
igual para los diferentes grupos en el 6rgano evaluado.
Los resultados se observaron con relacion al P de Wilks
Lambda. Las inclusiones intracitoplasmaticas eosinofilas
observadas con la coloracion de hematoxilina — eosina
no fueron positivas para la inmunomarcacion.
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Figura 2. A. Cerebro de canino. Control negativo para inmunomarcacion CYP 1A. B. Inmunomarcacion de CYP 1A

en higado de tilapia. La marcacion es fuertemente positiva en los hepatocitos. C. Higado de tilapia. Inmunomarcacion

positiva en el citoplasma de las células biliares. D. Hepatopancreas de Tilapia. Inmunomarcacion positiva para CYP

1A en células endoteliales (flechas). Inmunohistoquimica. Técnica del polimero Advance. DAB. Hematoxilina de
Harris.

Discusion

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

No se observaron manifestaciones clinicas asociadas a
las diferentes concentraciones de Clorpirifos empleadas,
aunque los compuestos organofosforados se han
considerado responsables de efectos neurologicos y
alteraciones del comportamiento debido a su mecanismo
de accion ®2V. Estas observaciones difieren de lo
observado en trabajos previos de exposicion subaguda
con Clorpirifos en juveniles de P. reticulata durante
14 dias, en los que se evidenciaron manifestaciones
clinicas de paralisis y edema ventral que se relacionaron
directamente con la dosis del toxico 2.

Las concentraciones utilizadas en nuestro estudio se
ubican entre el 4 y 10% de la CL-50 para la especie

[6]

y no indujeron efectos clinicamente observables;
esto posiblemente se debid a las bajas concentracion
utilizadas, a una mayor resistencia relacionada con la
edad de los individuos y a la sinergia de los dos factores
anteriores favoreciendo una detoxificacion mas eficiente
del compuesto toxico V.

La toxicidad de los pesticidas es altamente dependiente
de la duracion, frecuencia, e intensidad de la exposicion,
pero de igual manera es importante la susceptibilidad del
organismo blanco *2*29 ]o que esta influenciado por
la edad, el estado de salud y la variacion genética. La
inhibicion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa
en el cerebro del pez en exposiciones toxicas a compuestos
organofosforados es muy especifica y las concentraciones
cercanas a la CL50 pueden inducir una disminucién del
60% en la actividad fisiologica normal (123D,

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

Revista CES Medicina Veterina-cnia / Volumen 8 / Nimero 2 / julio - diciembre de 2013/ ISSN 1900-9607 ”




Chaparro J et al. Inmunolocalizacion hepdtica de CYP P450 en un experimento de toxicidad subaguda por Clorpirifos en
tilapia (Oreochromis spp)

utilizaron mayas para cubrir los acuarios.
Histopatologia

Las lesiones encontradas en hepatopancreas coinciden
con las descritas previamente por otros investigadores
@D, Se encontré diferencia estadistica significativa para
la frecuencia de lesiones hepaticas entre el grupo control
y los grupos tratados, lo que indica un efecto sobre
el higado del Clorpirifos a bajas concentraciones en
condiciones de exposicion subaguda.

Las alteraciones nucleares presentaron diferencias
significativas entre los grupos tratados, con respecto
al grupo control, con predominio de cariomegalia
y Dbinucleacion. Estas lesiones se han reportado
previamente en estudios en peces de estuario * y
bajo la exposicion al glifosato 9. Estos cambios, y
principalmente la cariomegalia se ha observado como
una lesion en respuesta a la exposicion a toxicos y a
quimicos carcinogénicos . De esta manera, la deteccion
histopatologica de atipias nucleares podria ser util como
biomarcador de la exposicidon a contaminantes, donde el
Clorpirifos podria desempefiar un papel importante para
su desarrollo.

La presencia de inclusiones eosinoéfilas en el citoplasma
de los hepatocitos también fue una lesion relacionada
directamente a las mayores concentraciones de
Clorpirifos. Al parecer estos granulos hialinos estan
compuestos esencialmente de albumina sérica y el
desarrollo de estas inclusiones citoplasmaticas se puede
deber al aumento en su disponibilidad y a alteraciones
en la permeabilidad producidas por un incremento
en la presion portal. Ultraestructuralmente las gotas
hialinas poseen una matriz granular limitada por reticulo
endopldsmico rugoso, o bien pueden estar constituidas
por lisosomas secundarios. Esta lesion se ha asociado
a excesos de proteina ®® y se ha observado en peces
expuestos a glifosato '°. En este estudio se constata que
también puede ser ocasionada por exposicion subaguda
a Clorpirifos.

Inmunohistoquimica

En éste trabajo se verific6 la induccion de CYP 1A
tanto en los higados de los animales expuestos a bajas
concentraciones de Clorpirifos 4, 8 y 12 pg/L, como
en los de los no expuestos. La expresion de CYP 1A
en el higado de los peces en este estudio, es consistente
con lo comunicado por otros autores quienes resaltan
la importancia de este drgano en el metabolismo y la
excrecion de xenobidticos ?*%3. Aunque la expresion
de CYP 1A en los hepatocitos puede ser constitutiva,
su expresion en células endoteliales y biliares se ha
considerado de naturaleza inducida, como se observo en
este estudio (1,

La enzima citocromo monoxigenasa dependiente P450,
comprende una familia de proteinas que participan en el
metabolismo oxidativo de un amplio rango de sustratos
que incluyen quimicos ambientales, entre los que se
incluyen hidrocarburos aromaticos polinucleares y
compuestos organoclorinados *2%3%, Los xenobioticos
inducen la sintesis de novo de CYP 1A en mamifero y
en peces 17, por esta razon se ha sugerido su uso como
biomarcador en estudios de monitoreo de contaminacion
en el ambiente acuatico 4!, Un amplio nimero de
estudios en las ultimas décadas ha establecido que
CYP 1A se aumenta en peces muestreados en aguas
contaminadas (¥.

Las especies acudticas parecen ser particularmente
vulnerables a los téxicos ambientales, debido a que
sus ecosistemas reciben una amplia variedad de
contaminantes ¢339, Este es el caso del presente trabajo
donde la inmunomarcacion para CYP 1A se presentod
tanto en los animales tratados con Clorpirifos, como en
el grupo control sin tratamiento en células endoteliales y
biliares. Lo anterior sugiere que la expresion observada
en machos de tilapia se debe a xenobidticos circulantes
en el agua utilizada en este experimento, procedente
de un acueducto municipal, la cual es empleada para el
consumo humano, por lo que puede constituir un riesgo
para la salud publica.
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En este estudio se implementd y normalizd una técnica
de inmunohistoquimica para la inmunolocalizacién
tisular de CYP 1A, que podrd utilizarse en futuras
investigaciones, junto con otras técnicas implementadas
previamente por este grupo para realizar biomonitoreo de
contaminacion en las cuencas hidrograficas de Colombia.
Los resultados de este estudio, junto con los obtenidos por
otros investigadores en Colombia evaluando el impacto
de los herbicidas y sus mezclas 122 son documentos
que sugieren la necesidad de establecer programas
de monitoreo en nuestro medio que proporcionen
informacion para la toma de decisiones, que ayuden a
evaluar el impacto de estos contaminantes para la salud
animal, para la salud publica, y para actualizar nuestra
legislacion al respecto.
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