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RESUMEN 
 
 
El uso indiscriminado de agroquímicos se ha relacionado con desórdenes 
neurocomportamentales que reflejan disfunción cognitiva y psicomotora, incluso 
tras exposición crónica a niveles bajos. Los plaguicidas organofosforados tipo 
oxón como el clorpirifós producen trastornos crónicos neurodegenerativos, como 
la neuropatía retardada y la leucoencefalopatía inducida por organofosforados, las 
cuales se caracterizan por disfunción motora, degeneración axonal y procesos de 
desmielinización. En el presente estudio se evaluaron los efectos tóxicos del 
clorpirifós sobre la población neuronal y la reactividad astrocitaria, microglial y de 
la proteína base mielina tras la exposición subcrónica (4 y 8 semanas) a dosis 
subletales bajas (114 µg/Kg y 228 µg/Kg) en un modelo de neurotoxicidad 
encefálica inducida en ratas Wistar. Las dosis fueron administradas semanalmente 
por gavaje y 8 días después del último tratamiento se sacrificaron los animales y 
se obtuvieron cortes coronales encefálicos de 50 µm. Mediante técnicas de 
histoquímica e inmunohistoquímica convencional se caracterizaron los cambios 
morfológicos de los astrocitos, la microglía y la proteína base mielina (MBP) en 
corteza, hipocampo (CA1), zona paraventricular, estriado y cápsula interna. De 
acuerdo a los resultados obtenidos se encontró un incremento en la 
inmunorreactividad, densidad y población astrocitaria y microglial, con cambios 
morfológicos e hiperreactividad de MBP, formas aberrantes y distribución anómala 
de la proteína. En conclusión, el clorpirifós induce cambios morfológicos y de 
inmunorreactividad en astrocitos, microglía y mielina madura, compatibles con 
neurotoxicidad subcrónica. La evidencia experimental sugiere que los anticuerpos 
anti-GFAP, anti-OX42 y anti-MBP, pueden ser usados como biomarcadores de 
neurotoxicidad crónica causada por clorpirifós. 
 
Palabras clave: Agroquímicos, Clorpirifós, neurotoxicidad, activación microglial, 
respuesta astrocitaria, desmielinización. 
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ABSTRACT 
 
 

The indiscriminate use of agrochemicals has been associated with neurobehavioral 
disorders that reflect cognitive and psychomotor dysfunction, even after chronic 
exposure to low levels. Organophosphate pesticides such as chlorpyrifos oxon 
could produce chronic neurodegenerative disorders such as Delayed neuropathy 
induced by organophosphates which are characterized by motor dysfunction, 
axonal degeneration and demyelination processes. In this study, were evaluated 
the toxic effects of chlorpyrifos on the neuronal population, astrocytic reactivity, 
microglial reaction and myelin basic protein after subchronic exposure (4 and 8 
weeks) at lower sublethal doses (114 mg / Kg and 228 mcg / kg) in a model of 
neurotoxicity induced in Wistar rat brain. Weekly doses of chlorpyrifos were 
administered by gavage and to 8 days after the last treatment the animals were 
sacrificed and coronal brain sections were obtained from 50 microns. By 
histochemical and immunohistochemical techniques conventional were 
characterized morphological changes of astrocytes, microglia and myelin basic 
protein (MBP) in cortex, hippocampus (CA1), paraventricular area, striatum and 
internal capsule. According to the obtained results was evident an increase in 
immunoreactivity and population density of astrocytes and microglial cells with 
morphological changes, Also hyperreactivity of MBP, aberrant forms and abnormal 
distribution of the protein. In conclusion, chlorpyrifos induces morphological 
changes and immunoreactivity in astrocytes, microglia and mature myelin 
compatible with subchronic neurotoxicity, whereby the anti-GFAP antibody, anti-
MBP and anti-OX42, could serve as biomarkers of chronic neurotoxicity caused by 
this type of organophosphate.  
 
Keywords: Agrochemicals, chlorpyrifos, neurotoxicity, microglial activation, 
astrocytic response, demyelination. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Actualmente se ha reportado que los compuestos químicos que se utilizan 
indiscriminadamente en el sector agropecuario, entre ellos los organofosforados, 
constituyen un riesgo potencial para la salud humana y pueden ser causa de 
trastornos neurológicos y psiquiátricos, siendo la población más vulnerable los 
trabajadores encargados de su manipulación y aplicación (Parrón, Requena, 
Hernández, & Alarcón, 2011a). Como ya es conocido, Colombia tiene una gran 
tradición en cultivos intensivos y las prácticas agropecuarias son  una  de  las  
principales  actividades  económicas, que representan aproximadamente el 40% 
de la fuerza laboral (Bonilla, Peinado, Urdaneta, & Carrascal, 2000; Fernández, 
Mancipe, & Fernandez, 2010). 
 
El clorpirifós (CPF) es un organofosforado utilizado como insecticida de amplio 
espectro en la agricultura y se ha demostrado que la exposición a dosis bajas por 
tiempo prolongado, puede producir síndromes subagudos o crónicos, como la 
neuropatía retardada inducida por organofosforados (OPIDIN) (Jokanović, 
Kosanović, Brkić, & Vukomanović, 2011) y la leucoencefalopatía inducida por 
organofosforados (LEIO); además, a niveles subletales altera la transmisión 
sináptica, inhibe la replicación celular neural, interfiere con cascadas de 
señalización involucradas en diferenciación celular (Saulsbury, Heyliger, Wang, & 
Johnson, 2009), aumenta la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
(Demir, Uzun, Durak, & Kalender, 2011) e inhibe la síntesis de ADN (Qiao, Seidler, 
& Slotkin, 2001), entre otras. 
 
Si bien es cierto que los avances alcanzados en los últimos años en cuanto al 
estudio mecanístico de los organofosforados han sido positivos, la fisiopatología 
de estos procesos no esta completamente definida (Ehrich & Jortner, 2002; 
Emerick, Deoliveira, Antonio, & Ehrich, 2012; Slotkin & Seidler, 2007). Por otra 
parte, la mayoría de los estudios de neurotoxicidad encefálica se han centrado en 
el efecto sobre las neuronas, dejando de lado otro tipo de poblaciones celulares 
especializadas como es el caso de las células gliales, que están involucradas en la 
activación inmune del sistema nervioso central (SNC) y tienen funciones claves en 
el curso de diferentes tipos de patologías (Griffiths, Gasque, & Neal, 2010); sobre 
la base de lo expuesto, se considero de importancia científica estudiar los cambios 
celulares de tipo morfológico y de la inmunorreactividad mediada por el clorpirifós 
a nivel astrocitario, microglial y de la proteína base mielina en un modelo de 
neurotoxicidad subcrónica inducida en ratas Wistar. 
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1. OBJETIVOS 
 
 
1.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Estudiar los cambios celulares morfológicos e inmunorreactivos inducidos por 
clorpirifós a nivel encefálico en un modelo de neurotoxicidad subcrónica inducida 
en ratas Wistar.  
 
1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Valorar los cambios sobre la población neuronal a nivel cortical y subcortical por 
efecto del clorpirifós administrado vía enteral a dosis bajas durante 4 y 8 semanas 
en ratas Wistar, utilizando la tinción de Nissl con azul de toluidina  
  
Evaluar la inmunorreactividad de los astrocitos y de la microglía como respuesta   
a la neurotoxicidad inducida por el clorpirifós mediante inmunohistoquímica 
convencional en cortes coronales encefálicos de rata Wistar. 
 
Caracterizar los cambios astrocitarios y microgliales producto de la neurotoxicidad 
inducida por el clorpirifós, a través del análisis morfológico, morfométrico y 
densitométrico en cortes cerebrales de rata. 

 
Determinar el tipo de inmunorreactividad de la proteína base mielina en diversos 
segmentos encefálicos como respuesta a la administración subcrónica de dosis 
subletales de clorpirifós, por medio de análisis densitométrico. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
 
2.1. GENERALIDADES DE LOS PLAGUICIDAS 
 
Los plaguicidas son sustancias o mezclas de otras sustancias de origen natural o 
sintético, que se emplean con el fin de prevenir, destruir o controlar cualquier 
plaga o especie indeseada de plantas o animales, incluyendo vectores de  
enfermedades humana o animal (Fernández et al., 2010). 
 
La utilización de los plaguicidas se ha dado ampliamente en áreas de producción 
alimentaria, agrícola, ganadera, de alimento concentrado para animales y en la 
industria maderera y sus derivados (Philp, 2001). Aunque su empleo conlleva a un 
notable incremento en el rendimiento de la producción y contribuye al control de 
enfermedades como: la malaria, el tifus, el dengue y la fiebre amarilla, entre otras, 
su uso a gran escala presenta una serie de efectos secundarios  tanto para la 
salud humana como para el medio ambiente (Bonilla et al., 2000). 
 
2.1.1. Clasificación. De acuerdo a sus propiedades fisicoquímicas los plaguicidas 
se clasifican (Asociación Colombiana de Neurología, 2001; Philp, 2001) : 
 
2.1.1.1. Según el tipo de organismo que se desea controlar: Insecticidas, 
acaricidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, 
avicidas. 
 
2.1.1.2. Según el grupo químico del principio activo: Compuestos 
organofosforados, compuestos carbamatos, compuestos organoclorados, 
piretroides, derivados del bipiridilo, triazinas, tiocarbamatos, derivados del ácido 
fenoxiacético, derivados de la cumarina, derivados del cloronitrofenol, compuestos 
organomercuriales, entre otros. 
 
2.1.1.3. Según su persistencia en el medio ambiente: Hace referencia  al tiempo 
que permanece el plaguicida en el suelo manteniendo su actividad biológica, se 
clasifican en persistentes, poco persistentes, no persistentes. 
 
2.1.1.4. Según su toxicidad aguda (O.M.S.): Esta se  basa  principalmente en la 
toxicidad por vía oral en ratas y ratones. Usualmente la dosis se registra como el 
valor DL50 (Dosis Letal Media) siendo la dosis requerida para causar la muerte al 
50% de la población de animales de experimentación y se expresa en términos de 
mg/Kg del peso corporal del animal. Se clasifican como extremadamente tóxico 
(Ia), altamente tóxico (Ib), moderadamente tóxico (II), ligeramente tóxico (III) 
(Philp, 2001). 
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2.1.2. Epidemiología. Reportes de la organización mundial de salud (OMS) 
muestran que las intoxicaciones representan un problema significativo de salud 
pública mundial, principalmente entre quienes realizan labores agrícolas en países 
de bajos y medianos ingresos; sin embargo no existe un cálculo exacto de la 
magnitud del problema y solo se tienen como referencia algunas estimaciones por 
diversas entidades (Thundiyil, 2008). Se reportan aproximadamente tres millones 
de casos de intoxicaciones agudas con insecticidas, de las cuales un millón son 
accidentales y dos millones provocadas (suicidios u homicidios) y 
aproximadamente 370.000 de estos casos terminaron en muerte (WHO, 2012)  
 
En América latina, Colombia es el tercer país, después de Brasil y México, en el 
consumo de plaguicidas. Según el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) la 
producción de plaguicidas para el año 2007 en nuestro país fue de 25.326.188 Kg 
y según el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural el consumo total de 
plaguicidas para el mismo año fue de 94.092 toneladas métricas/Km2 (DANE, 
2010), de los que aproximadamente el 97% corresponden a insecticidas 
(organofosforados y carbamatos), herbicidas y fungicidas (Hurtado C & Gutiérrez 
de Salazar, 2005). Esto debido al tradicional uso en cultivos intensivos y al gran 
porcentaje que representa la agricultura como actividad laboral en el país (Bonilla 
et al., 2000). 
 
En Colombia se han reportado tres eventos masivos de intoxicación por 
organofosforados en las últimas décadas: En Chiquinquirá, en el año 1967, donde 
cerca de 500 personas se intoxicaron con metilparatión, de las cuales  murieron 63 
personas. En 1970 en Puerto López, cerca de 190 personas se intoxicaron con un 
organofosforado no determinado,  causando la muerte a siete de ellas. y en Pasto 
en 1977, 300 personas resultaron intoxicadas con  paratión, causando la muerte a 
15 de ellas (Fernández et al., 2010)  
 
2.1.3. Efectos secundarios de su aplicación. Los efectos tóxicos que causan los 
plaguicidas por su masiva e indiscriminada aplicación y su variada composición 
química pesan más que sus efectos benéficos (Asociación Colombiana de 
Neurología, 2001), dado que se estima que menos del 0.3% de los plaguicidas 
aplicados sobre una zona agrícola alcanzan el organismo blanco (insectos, 
ácaros, etc.) y más del 99% se dispersa en el medioambiente presentando un 
riesgo potencial para los ecosistemas vecinos, particularmente con aquellos 
plaguicidas de alta persistencia (Philp, 2001). 
 
El uso generalizado de los pesticidas en diversas áreas puede llegar a producir 
efectos tales como: empobrecimiento de la biodiversidad, inhibición de otras 
especies predadoras naturales, que ayudan al control de otro tipo de plagas;  
contaminación de aguas tanto subterráneas como superficiales y amenaza para la 
salud humana, ya sea por exposición directa ó por medio de residuos en alimentos 
o en aguas potables (Arquimbau, 2001). Se ha demostrado que en humanos la 
exposición a ciertos plaguicidas durante largos periodos de tiempo, incluso a 
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niveles bajos causa intoxicaciones, mutaciones genéticas, desórdenes 
comportamentales y del sistema nervioso, además de efectos en el sistema 
endocrino e inmune (Miller, 2009). 
 
Otra desventaja del frecuente uso de los plaguicidas, es que con el transcurrir del 
tiempo las plagas generan inmunidad, tolerancia o resistencia genética a una 
amplia gama de estos agentes químicos, por procesos de selección natural 
haciéndolos menos efectivos y llevando a la necesidad de crear plaguicidas con 
mayor potencia (Arquimbau, 2001). 
 
2.2. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS 
 
Los organofosforados (OPs) son sustancias orgánicas derivadas de la molécula 
del ácido fosfórico. Constituyen el grupo más numeroso de plaguicidas y son 
utilizados ampliamente a nivel mundial, como insecticidas, nematicidas, 
herbicidas, fungicidas, plastificantes, fluidos hidráulicos (en la industria), y en 
algunos países como armas químicas. Su uso se ha dado en gran medida para 
remplazar a los plaguicidas organoclorados persistentes en el medio (Milla & 
Palomino, 2002). 
 
Estos compuestos OPs por sus propiedades químicas no persisten en el 
ambiente, son liposolubles y volátiles, características que facilitan su absorción por 
vía inhalatoria, dérmica, oral, conjuntival, parenteral y rectal (Hurtado C & 
Gutiérrez de Salazar, 2005). Se distribuyen rápidamente por vía sanguínea y 
atraviesan fácilmente las barreras biológicas, incluida la barrera hematoencefalica, 
penetrando en el Sistema Nervioso Central. Algunos productos pueden 
almacenarse en tejido graso lo que puede provocar toxicidad retardada debido a la 
liberación tardía (Milla & Palomino, 2002). 
 
Los plaguicidas OPs se caracterizan por la presencia en su estructura química de 
un átomo de fósforo central con un doble enlace a un átomo de azufre u oxígeno, 
dos grupos R1 y R2 etilo o metilo, y un grupo saliente que es específico para el 
tipo de OP (Figura 1) (Rezg, Mornagui, El-Fazaa, & Gharbi, 2010). 
 
Los OPs se dividen en 14 grupos, en los que se destacan: los fosfatos, con un 
oxígeno en las posiciones [1] y [2]; O-fosforotioatos (o tionatos), con un azufre en 
la posición  [1] y un oxígeno en la [2], S-fosforotioatos (o-tiolatos), con un azufre en 
la posición [2] y un oxígeno en [1]; fosforoditioatos (o tiolotionatos), con un azufre 
en las posiciones [1] y [2]; fosfonatos, con R1 (en lugar de R1O), oxígeno ó bien 
azufre en [1] y oxígeno en [2], y fosforoamidatos, con un Oxígeno en [1] y un 
Nitrógeno en [2] (Rezg et al., 2010). 
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depresión respiratoria son las causas usuales de muerte en el envenenamiento 
agudo por OPs (Fernández et al., 2010). 
 
Luego de los efectos agudos, es decir de 24 a 48 horas después de la exposición 
al OP, en algunos casos se puede presentar un síndrome conocido como 
síndrome intermedio caracterizado por la inhibición prolongada de la AChE. Se 
manifiesta por debilidad de los músculos proximales de las  extremidades, flexores 
del cuello, lengua, faringe  y músculos respiratorios, con compromiso de la función 
respiratoria, disminución o ausencia de los reflejos miotendinosos y compromiso 
de pares craneales (principalmente el sexto nervio abducens) (Kosanovi, 2010). 
Presenta una incidencia  del 57,1% y en Colombia se ha observado que los 
agentes más asociados a la aparición de este síndrome son el fentión, dimetoato, 
monocrotofos y metamidofos (Fernández et al., 2010). 
 
Por otro lado, se ha demostrado que la exposición a ciertos OPs (leptofos, 
diclorvos, fentión, isofenfos, tricloronato, triclorfón, merfos, metamidofos, 
clorpirifós) puede producir daño neurológico a largo tiempo, luego de 
intoxicaciones agudas o posterior a intoxicaciones crónicas que han pasado  
desapercibidas (Carod Benedico, 2002), con síntomas extrapiramidales y 
psiquiátricos como psicosis, ansiedad, depresión, alucinaciones, agresividad; 
además del inadecuado  funcionamiento  en una variedad de pruebas 
neurocomportamentales en las cuales se incluye la memoria, la concentración y el 
aprendizaje. Incluso se ha asociado como una de las causas de la enfermedad de 
Parkinson y Alzheimer (Hurtado C & Gutiérrez de Salazar, 2005; Parrón, Requena, 
Hernández, & Alarcón, 2011b) 
 
Entre estos síndromes se encuentra la neuropatía retardada  inducida por 
organofosforados (OPIDN) (Carod-Artal & Speck-Martins C., 1999; Ehrich & 
Jortner, 2002), que se caracteriza por la fosforilación e inhibición de otro tipo de 
enzima, la esterasa neurotóxica o esterasa blanco de  neuropatía (NTE) y el 
incremento del Ca2+ intracelular por alteración de la enzima calcio-calmodulina-
quinasa II, lo cual puede llevar a degeneración axonal en grandes neuronas 
distales del sistema nervioso central y periférico (El-fawal & Mccain, 2008). 
 
2.3. ESTERASA BLANCO DE NEUROPATÍA (NTE)  
 
La esterasa blanco de neuropatía fue descubierta por Johnson, M. K en 1969, es 
una proteína ampliamente distribuida en el sistema nervioso, principalmente en el 
cerebro y sustancialmente menos en médula espinal y nervios periféricos (Roldán-
Tapia & Sánchez-Santed, 2004); en el cerebro se encuentra en el retículo 
endoplasmático de neuronas pero no en el de las células gliales; además, se 
encuentra en otros tejidos, como el intestino, los riñones, los linfocitos y su 
actividad depende del contenido lipídico (Jokanović et al., 2011). 
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distal de axones largos, aportando de esta manera al mantenimiento axonal 
(Chang & Wu, 2010). 
 
Figura 4. Reacciones metabólicas de lípidos de membrana relacionadas con NTE* 

 
Fuente: Tomado de (Vose et al., 2008) 
*GPC, glicerofossfocolina; GPC ChPDE, glicerofosfocolina colinefosfodiesterasa; LCAT, lecitina: 
colesterol aciltransferasa; LPC, lisofosfatidilcolina; LPCH, lisofosfatidilcolina hidrolasa; LysoPLA, 
lisofosfolipasa; PC, fosfatidilcolina; PLA2 , fosfolipasa A2; PLB, fosfolipasa B; POC, fosforilcolina. 
 
A pesar que no ha sido completamente esclarecida la función bioquímica de la 
NTE está implicada en la regulación y funcionamiento normal de los canales de 
calcio en la membrana celular (Emerick et al., 2012). La entrada excesiva de calcio 
a la célula, induce degeneración similar a la degeneración walleriana, con la 
consecuente activación de la proteasa neutral activada del calcio (CANP), que 
promueve  la digestión  de la porción terminal de los axones  impidiendo la 
transmisión de los impulsos nerviosos de las células postsinápticas y por ende 
provocando procesos neurodegenerativos (Emerick et al., 2010). 
 
El cuadro clínico de esta neuropatía se caracteriza por parestesias en pies y 
manos, dolor en las pantorrillas, debilidad progresiva y ascendente, arreflexia 
generalizada, que suele iniciar con compromiso del reflejo aquiliano. Dichos 
síntomas pueden persistir por semanas o años y su recuperación suele ser lenta e 
incompleta (Hurtado C & Gutiérrez de Salazar, 2005). 
 
2.4. MIELINA Y PROCESOS DE DESMIELINIZACIÓN 
 
La mielina o vainas de mielina es una estructura de múltiples capas alrededor del 
axón, producida luego de una modificación de la membrana plasmática de los 
oligodendrocitos (Miron, Kuhlmann, & Antel, 2011); estas membranas, tienen un 
contenido de proteínas especialmente bajo (25-30%) y un alto contenido lipídico 
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(70-75%) que le confiere la capacidad de ser excelentes aislantes (Baumann & 
Pham-Dinh, 2001). La vaina de mielina facilita la conducción del impulso nervioso 
en los axones con velocidad y precisión, su capacidad de aislar también permite 
que haya millones de fibras en contacto unas con otras y no se produzcan 
interferencias ni confusiones en las señales (Mekhail, Almazan, & Tabrizian, 
2012). 
 
Dentro de los lípidos estructurales de la membrana de mielina se encuentran los 
fosfoglicéridos (fosfatidilcolina), los fosfoesfingolípidos (esfingomielina) y el 
colesterol; a nivel del SNC las principales proteínas son: la proteína proteolipídica 
de la mielina, proteínas básicas de mielina, que constituyen el 80 % del total de las 
proteínas y la glicoproteína asociada a la mielina (Baumann & Pham-Dinh, 2001). 
 
Se han documentado una serie de alteraciones en la mielina, causadas tanto por 
factores exógenos (exposición a xenobióticos) como endógenos (alteraciones 
genéticas), en los que se pueden afectar tanto la estructura (lípidos y proteínas), la 
biosíntesis como las células involucradas en el proceso de formación de la mielina 
(Ziemann, Wahl, Hattingen, & Tumani, 2011). Estas alteraciones finalmente llevan 
a trastornos desmielinizantes, donde hay pérdida o destrucción de mielina, que 
ralentiza o detiene los impulsos nerviosos, dando lugar a una gran cantidad de 
síntomas neurológicos (Mekhail et al., 2012). 
 
Durante los procesos de desmielinización se presentan una serie de mecanismos 
de reparación, donde las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs) 
proliferan y migran rápidamente cubriendo el área desmielinizada (Miron et al., 
2011). Este proceso consta de cuatro fases coordinadas: reclutamiento, 
proliferación, migración y diferenciación y alguna falla en cualquiera de estas 
etapas puede contribuir significativamente al fallo en el proceso de remielinización 
(Bruce, Zhao, & Franklin, 2010). 
 
Este tipo de patologías se han podido identificar por medio de marcadores de las 
proteínas estructurales de la mielina, entre las que se encuentra la proteína base 
mielina (MBP), un grupo de 7 proteínas producidas a partir de un gen único 
(Baumann & Pham-Dinh, 2001). Contribuyen a la formación, compactación y 
maduración de las vainas de mielina y se expresan considerablemente en los 
oligodendrocitos maduros y células de Schwann. Durante la mielinización, estas 
proteínas son expresadas en una secuencia altamente coordinada, además, se ha 
demostrado que en procesos de desmielinización la expresión del mRNA para 
MBP se reduce y luego durante la fase de remielinización (proceso en el que se 
restaura las vainas de mielina) se encuentra sobre-regulado (Mozafari, Sherafat, 
Javan, Mirnajafi-Zadeh, & Tiraihi, 2010). 
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2.5. RESPUESTA CELULAR DEL SNC FRENTE AL TÓXICO 
 
El sistema nervioso central presenta una serie de características específicas que 
le otorgan un estatus privilegiado, confiriéndole capacidades para proteger su 
ambiente y defenderse por si mismo de una variedad de patologías (Galea, 
Bechmann, & Perry, 2007). Entre ellas, se cuenta la presencia de una barrera 
hematoencefálica (BHE) conformada por células especializadas que lo aíslan del 
flujo sanguíneo y le permiten regular la entrada de moléculas a su interior, la 
carencia de drenaje linfático, un microambiente inmunosupresivo y la presencia 
del sistema Fas Ligando que le aporta la capacidad de inducir apoptosis celular 
(Griffiths et al., 2010). 
 
No obstante, en los últimos años se ha demostrado la presencia de interacciones 
entre el sistema nervioso y el sistema inmune, ejemplo de ello es la salida de las 
células dendríticas del cerebro y la capacidad de las células T del sistema inmune 
para acumularse en el cerebro, aportando vigilancia permanente como respuesta 
a antígenos en ausencia de inflamación o infección (Reinke & Fabry, 2006); 
aunado a ello, se encuentran las células gliales, particularmente los astrocitos y la 
microglia, los cuales constituyen la población celular más abundante del sistema 
nervioso central y cumplen funciones claves como células reguladoras del 
microambiente neuronal, empleando  mecanismos que modulan la respuesta 
inmune y limitan la inflamación inducida por cualquier injuria tisular (Hauwel et al., 
2005). 
 
2.5.1. Células astrogliales. Los astrocitos son una enorme población de células 
gliales de origen neuroectodérmico, no excitables, que representan el 80% del 
volumen cerebral y se encuentran dispuestos entre las neuronas (Pascual, 
González-Llanos, Cerdán, Carceller, & Roda, 2000). En cuanto a su morfología y 
distribución se clasifican en tres grupos principales (Chen & Swanson, 2003): 
 
 Protoplásmicos. con una morfología arbustiva, numerosas ramas y procesos 

cortos, se encuentran a través de toda la sustancia gris. 
 

 Fibrosos: presentes en sustancia blanca, exhiben una forma menos ramificada, 
los procesos son más largos y finos. 

 
 Radiales: se distribuyen alrededor de los ventrículos, orientados 

perpendicularmente a la superficie de estos y tienen unos procesos largos no 
ramificados. 

 
Los astrocitos por medio de canales proteicos de uniones gap, ubicados en los 
pies perivasculares al final de sus prolongaciones citoplasmáticas, presentan 
interacciones con las neuronas (los protoplásmicos envuelven las sinapsis y los 
fibrosos los nódulos de Ranvier) (Sofroniew & Vinters, 2010), los capilares 
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sanguíneos e intercelularmente con otras células gliales, intercambiando de esta 
manera moléculas como inositol trifosfato, glucosa, glutamato, glutamina y lactato 
(D. D. Wang & Bordey, 2008). Estas interacciones están implicadas en una 
variedad de rutas de señalización esenciales para el buen funcionamiento del 
cerebro (Ricci, Volpi, Pasquali, Petrozzi, & Siciliano, 2009). 
 
Los astrocitos son responsables de una amplia variedad de complejas y 
esenciales funciones para mantener la actividad normal del cerebro (Pascual et 
al., 2000), éstas se pueden llevar a cabo gracias a características específicas en 
su estructura como la expresión de enzimas claves involucradas en varias rutas 
metabólicas, el elevado contenido de mitocondrias y la gran variedad de canales 
iónicos y transportadores de diversos metabolitos presentes en sus membranas 
(D. D. Wang & Bordey, 2008).  
 
Dentro de las funciones están la participación en la trasmisión sináptica y 
procesamiento de la información por las neuronas (Sofroniew & Vinters, 2010), 
contribución en el soporte neuronal, regulación del metabolismo energético por 
conservación y reserva del glicógeno,  formación de la BHE, absorción y 
degradación de neurotransmisores (Hamby & Sofroniew, 2011), regulación de la 
composición iónica extracelular y de especies reactivas de oxígeno (ROS); por lo 
tanto, mantenimiento del ambiente extracelular (De Keyser, Mostert, & Koch, 
2008). 
 
Por otro lado, los astrocitos también se han asociado con la producción de 
factores neurotróficos (factor de crecimiento neural [NGF], factor neurotrófico 
derivado de cerebro [BDNF], factor neurotrófico derivado de la línea celular glial 
[GDNF]), contribución tanto en la inmunidad innata como adaptativa (Nair, 
Frederick, & Miller, 2010) y formación de cicatriz glial cuando hay perdida 
neuronal; funciones claves en la regulación del metabolismo y supervivencia 
neuronal. (Takuma, Baba, & Matsuda, 2004) 
 
2.5.1.1. Respuesta de los astrocitos ante la injuria. En respuesta a condiciones 
patológicas como isquemias, infecciones, inflamaciones, traumas, enfermedades 
neurodegenerativas, entre otras, los astrocitos sufren una serie de cambios 
comunes, transformándose en un fenotipo reactivo (Hamby & Sofroniew, 2011). 
Los cambios experimentados por los astrocitos comprenden edema, acortamiento 
de sus procesos, incremento en la producción de filamentos intermedios, 
proliferación celular, los cuales ocurren debido a hiperactividad de sus 
mecanismos de amortiguación por alteraciones del espacio extracelular 
(Middeldorp & Hol, 2011). Este fenómeno conocido como astrogliosis, permite 
limitar el daño causado, proteger las neuronas y evitar su muerte por eventos de 
excitotoxicidad (Sofroniew, 2010). 
 
Entre los marcadores que permiten determinar ese tipo de cambios en los 
astrocitos reactivos, se encuentra la proteína acídica fibrilar glial (GFAP), la 



28 

principal proteína estructural de los filamentos intermedios primarios, presentes en 
los astrocitos, que mantiene su morfología por lo que funcionan como marcador de 
astrocitos maduros (Middeldorp & Hol, 2011); además, se ha demostrado que 
mantiene la integridad de la BHE y modula la eficacia de las sinapsis. La 
sobrerregulación de GFAP, es un indicador significativo de gliosis como respuesta 
a daños en el SNC (Fatemi et al., 2008; Garcia, Seidler, & Slotkin, 2005). 
 
Los astrocitos presentan una serie de mecanismos de protección neuronal, los 
cuales están relacionados con la captación de glutamato, un aminoácido 
excitotóxico que se incrementa en la hendidura sináptica luego de una lesión (Zou 
et al., 2011). Este aminoácido es transformado en glutamina (aminoácido sin 
actividad) por medio de la enzima glutamina-sintetasa, evitando de esta forma la 
activación de receptores ionotrópicos y por consiguiente, bloqueando una serie de 
cascadas que inician eventos de excitotoxicidad, continúan con incremento del 
calcio intracelular y finalmente llevan a la muerte celular (Nair et al., 2010). 
Igualmente, por el alto contenido de antioxidantes presentes en los astrocitos y por 
la producción extracelular de precursores para el sistema antioxidante glutatión 
neuronal (GSH), resisten la acidosis metabólica y permanecen viables en pH muy 
bajos, por lo cual son capaces de regular iones perjudiciales para la viabilidad 
neuronal, como el K+ incrementado por la lisis celular y en condiciones de estrés 
oxidativo regulan el desbalance de este catión (Ricci et al., 2009). 
 
No obstante, en situaciones donde la astrogliosis se hace persistente por la 
progresión del daño, se presentan procesos neurodegenerativos como lo es la 
formación de cicatriz glial, la cual se compone principalmente de astrocitos 
reactivos y proteoglicanos (Sofroniew, 2010). Esta cicatriz aísla el tejido, los 
procesos de neurotransmisión y regeneración de axones lesionados (Nieto-
sampedro, Collazos-castro, Taylor, & Gudiño-cabrera, 2002); además, los 
astrocitos también contribuyen al incremento del daño por la producción de 
citoquinas proinflamatorias tales como IL-1B, IL-6 y TNFα (Zou et al., 2011).  
 
2.5.2. Células microgliales. Las microglías son células dinámicas, 
inmunorresidentes que representan del 10 al 20 % del total de la población celular 
en el SNC del adulto (Loane & Byrnes, 2010). Se encuentran uniformemente 
distribuidas, siendo  más comunes en sustancia gris que en sustancia blanca 
(Kitamura, Yanagisawa, Takata, & Taniguchi, 2009). Pertenecen a la línea 
fagocítica mononuclear, actúan como biosensores inmunes de la regulación 
homeostática, en consideración a que mantienen vigilancia estricta y como 
mediadores primarios de la respuesta inmune innata del cerebro contra la 
infección, el daño y las enfermedades (Liu & Hong, 2003a). 
 
De acuerdo a su morfología, la microglía se divide principalmente en 2 tipos: 
ramificada y ameboide (Polazzi & Monti, 2010). Ésta última tiene un gran cuerpo 
celular con procesos cortos asemejándose a los macrófagos, se encuentra en 
gran proporción en el desarrollo del cerebro debido a que en estados embrionarios 
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tardíos o estados postnatales tempranos un gran número de neuronas y 
oligodendrocitos sufren muerte celular de manera natural, por lo cual, induce 
apoptosis y actúa como barredores de restos o debris celulares por fagocitosis 
(Nakajima & Kohsaka, 1993); además, está implicada en la formación de vasos 
sanguíneos  y en la producción de factores neurotróficos que contribuyen al 
crecimiento y guía de las neuritas (Kitamura et al., 2009). 
 
Con el desarrollo del cerebro, la forma ameboide desaparece y la microglía 
altamente ramificada, incrementa su número y es considerada residente. Esta 
microglía presenta un cuerpo celular pequeño, con procesos largos que se 
extienden en todas las direcciones, exhibe pequeños movimientos y cambios 
estructurales (Kitamura et al., 2009), está involucrada activamente en la vigilancia 
inmune (sensor) y limpieza del fluido extracelular, fagocitando según sea 
necesario para proteger y preservar el tejido sano (Luo & Chen, 2012); además, 
expresa bajos niveles de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC)  clase I y II, así como moléculas coestimuladoras tales como CD86 y CD40, 
mostrando un rol como célula presentadora de antígenos (Yang, Han, Kaur, 
Crane, & Parsa, 2010).  
 
2.5.2.1. Respuesta de la microglía ante la injuria. Cuando el cerebro es lesionado 
por algún tipo de trauma o es afectado con algún desorden neurodegenerativo, la 
microglía sufre cambios morfológicos y moleculares graduados pero 
estereotipados (Luo & Chen, 2012), transformándose en un fenotipo activado y 
acumulándose en los sitios afectados. Dichos cambios son proporcionados por la 
severidad del tejido dañado (Kettenmann, Hanisch, Noda, & Verkhratsky, 2011) 
 
Los movimientos graduados y estereotipados que sufre la microglía en su proceso 
de activación se caracterizan por diversos estados. El primer estado luego de la 
activación se denomina “estado de retracción”, donde la microglía activada 
comienza a desramificarse y desarrolla un gran cuerpo celular con varios procesos 
cortos y engrosados (Luo & Chen, 2012). Esto ocurre durante las primeras horas 
de activación y coincide con la búsqueda, reconocimiento y adhesión a las 
neuronas dañadas; es decir, coincide con el rápido movimiento a los sitios focales 
del daño, donde proliferan, engullen células dañadas o muertas y presentan 
antígenos para la infiltración de linfocitos (Kettenmann et al., 2011). Durante el 
final de esta fase algunas células generan nuevas protrusiones, presentando un 
“estado de transición”, en el cual, la retracción de los procesos viejos ocurre 
concomitantemente con la emergencia de nuevos procesos; siendo estos últimos 
más dinámicos (Stence, Waite, & Dailey, 2001). 
 
Posteriormente, gran cantidad de células microgliales realizan una transformación 
abrupta hacia un “estado de movilidad” más dinámico, que involucra ciclos de 
extensión y retracción de los nuevos procesos (Kettenmann et al., 2011; Stence et 
al., 2001).  Algunas células después de la aparición de los nuevos procesos, 
comienzan a formar perfiles en forma de copa en los que envainan, de forma 
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temporal objetos del tamaño de una célula con el fin de registrar las propiedades 
de su superficie celular y así, distinguir entre células sanas y células dañadas o 
muertas, que luego serán removidas (Stence et al., 2001). La acción de registrar  
juega también un papel importante en la presentación de antígenos, en la 
respuesta inmune, en remover localmente sustancias tóxicas y en la distribución 
de sustancias protectivas (factores neurotróficos) producidas por la microglía 
activada (Polazzi & Monti, 2010). Finalmente, si el daño del tejido es extensivo, la 
microglía desarrolla una apariencia ameboide, en el cual continua fagocitando; 
posteriormente se convierte a una forma reactiva que muestra una morfología 
esferoide con pocos procesos pero que retiene la actividad fagocítica. Las formas 
reactiva y activada pueden eventualmente retornar al estado residente-ramificado 
(Kettenmann et al., 2011). 
 
Los cambios exhibidos por la microglía durante su activación se pueden identificar 
a través de diferentes marcadores, entre los que se encuentra OX42-CD11b una 
proteína expresada por la microglía y los macrófagos que invaden el SNC, 
reconoce el receptor 3 del complemento (CR3) (Yang et al., 2010). Actualmente no 
existe ningún marcador específico para microglía, debido a que estas células por 
pertenecer a la línea fagocítica mononuclear comparten muchos receptores de 
superficie con los macrófagos, por lo cual se hace difícil diferenciar la microglía 
con morfología ameboide de los macrófagos (Gao et al., 2008; Windelborn & 
Mitchell, 2012) 
 
Cabe resaltar que bajo condiciones patológicas la función de la microglía 
permanece en controversia debido al doble papel que juega (Polazzi & Monti, 
2010). Inicialmente, la producción de factores neurotróficos tales como factor 
derivado de la línea celular glial (GDNF), factor neurotrófico derivado de cerebro 
(BDNF), factor de crecimiento neural, factor de crecimiento transformante beta 
(TGF-B), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de crecimiento de 
hepatocitos (HGF), neurotrofinas (NTs) factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (PDGF), citoquinas anti-inflamatorias, IL-10, receptor antagonista de IL-
1 (IL-1ra) y posteriormente la reparación del tejido dañado por eliminación de 
fragmentos de células muertas y sustancias tóxicas por fagocitosis, contribuyen 
con los eventos neuroprotectivos (Kettenmann et al., 2011; Kitamura et al., 2009).  
 
Por otro lado, la expresión de sustancias neurotóxicas como la producción de 
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL12, IL6, TNF- α), radicales libres (óxido nítrico 
y superóxido) que generan especies reactivas de oxígeno (ROS) y especies 
reactivas de nitrógeno (RNS), ácidos grasos y oxido nítrico sintasa inducible 
(iNOS), contribuyen negativamente al aumentar el daño neuronal (Liu & Hong, 
2003). A pesar de ello se sabe que son más los efectos neuroprotectivos que 
ejerce que los efectos neurodegenerativos (Kitamura et al., 2009). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
3.1. MANEJO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES 
 
Los animales se manipularon bajo aprobación del comité de ética de la 
Universidad del Tolima, quien consideró adecuados los procedimientos de 
mantenimiento, ensayo y eutanasia. Además, se aplicaron las normas 
internacionales de protección y manejo de animales de laboratorio incluidas en el 
‘Guide for care and use of laboratory animals’, y lo descrito en la ley 84 de 1989 
(protección animal en Colombia) y la ley 576 de 2000 (regulación para el ejercicio 
de la medicina veterinaria en Colombia). 
 
Las unidades experimentales usadas en este estudio fueron ratas macho albinas 
de la línea Wistar, de 8 a 10 semanas de edad. Fueron suministradas por el 
Bioterio de Experimentación Animal de la Universidad del Tolima (BEA-UT) y  
mantenidas bajo condiciones sanitarias convencionales, controlando variables 
ambientales, como humedad relativa (70–80 %), temperatura (22°C±1°C), ciclo 
luz: oscuridad de 12 horas, cambios de aire: de 12 a 15 cambios por hora, 
alimento balanceado comercial (Rodentina extrudizado-Agrinal Colombia S.A.) a 
15 g/rata y agua de bebida acidulada ad-libitum. 
 
3.2. AGENTE INDUCTOR 
 
Como agente para inducir la neurotoxicidad se usó Clorpirifós (CPF), con nombre 
comercial Lorsban al 48%, comercializado por Dow Agrosciences de Colombia 
S.A. El CPF fue diluido en aceite de maíz para preparar una solución madre al 
0,48% (1 ml de CPF y 9 ml de aceite de maíz), a partir de la cual se preparo una 
solución de trabajo al 0,048%, conteniendo 1 ml de la solución madre y 99 ml de 
aceite. Ésta solución fue almacenada herméticamente por bioseguridad y porque 
el CPF es sensible a oxidación, para ser utilizada cada semana en la 
administración de los diferentes tratamientos 
 
3.3. ENSAYO PRELIMINAR PARA EL ESTABLECIMIENTO DE LAS 
POSOLOGIAS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Inicialmente se realizó un ensayo piloto, en el cual se evaluaron dos posologías de 
CPF (910 µg/Kg y 455 µg/Kg), basadas en los datos de toxicidad en rata, 
disponibles en la literatura científica (Dam, Seidler, & Slotkin, 1998), con el fin de 
ajustar la dosis máxima subletal a la cual el CPF no desencadenara un síndrome 
colinérgico y de esta manera establecer las posologías para el diseño 
experimental. Para cada posología se emplearon 2 ratas de 260 g al inicio del 
experimento. Las dosis calculadas para cada animal de acuerdo a su peso fueron 
suministradas mediante sondaje gastroesofágico (gavaje) utilizando como vehículo 
aceite de maíz a un volumen de 2 ml por dosis. Las observaciones clínicas se 
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3.6. TÉCNICA HISTOQUÍMICA  
 
Con el fin de  valorar la viabilidad y distribución de las neuronas, se realizó la 
tinción básica de Nissl, empleando como colorante el azul de toluidina. Para ello 
se siguió el protocolo estandarizado, basado  en la técnica descrita de tinción con 
azul de toluidina para células Mast, (IHC World., 2011). 
 
Inicialmente, se preparó una solución madre al 1% (0,5 g de azul de toluidina y 50 
ml de alcohol al 70%). Luego, se prepararon 200 ml de una solución de trabajo, 
conteniendo 160 ml de cloruro de sodio al 1% (pH ajustado  a 2,2) y  40 ml de la 
solución madre. A continuación, los cortes previamente  montados en láminas 
tratadas con gelatina porcina y completamente secos a temperatura ambiente 
fueron sumergidos en la solución de trabajo durante 10 minutos, seguidamente se 
lavaron 3 veces en agua desionizada. Finalmente, se realizó el proceso de 
deshidratación con alcoholes al 70% y 95% durante 2 minutos cada uno y al 100% 
por 4 minutos. El proceso de aclaramiento se realizó 2 veces durante 4 minutos en 
xileno y las láminas fueron selladas con Consult Mount. 
 
3.7. TÉCNICAS INMUNOHISTOQUÍMICAS 
 
Se seleccionaron los cortes en el bregma adecuado y se depositaron en cajas 
multipozos para proceder a realizar 5 lavados con tampón fosfato (PB) 0,1M 
durante 10 minutos cada uno. Luego se realizó la inhibición de la peroxidasa 
endógena empleando una solución de metanol y PB 0,1M (1:1) con peróxido de 
Hidrógeno (H2O2) al 30%, dejándola actuar por 20 minutos. Seguidamente se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno y se procedió a saturar los posibles 
sitios de unión inespecífica por medio del tampón de preincubación con albúmina 
sérica bovina (BSA 1%) y Tritón X-100 al 0,3% en PB 0,1M durante 90 minutos. 
Posteriormente, los cortes fueron incubados toda la noche a 4°C con el anticuerpo 
primario anti-GFAP (1:500) anti-OX42 (1:100) y anti-MBP (1:100) según el caso, 
diluidos  en tampón de incubación BSA al 0,3% y  Tritón X-100 al 0,3% en PB 
0,1M. 
 
Al día siguiente, se recuperó el anticuerpo primario para su reutilización por 1 vez. 
Los cortes fueron lavados 3 veces con PB 0,1 M por 10 minutos e incubados a 
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado anti-mouse o anti-
rabbit según el anticuerpo primario empleado (1:250), por 2 horas. De nuevo, se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos y los tejidos se incubaron en el complejo 
avidina-biotina peroxidasa (1:250 para cada reactivo A y B), por 2 horas a 
temperatura ambiente, evitando su exposición a la luz; este complejo se preparó 
media hora antes de su uso. Luego, los cortes fueron lavados 3 veces con PB 0,1 
M y se llevó a cabo el revelado con el cromógeno diaminobenzidina (DAB) al 0,1% 
y H2O2 al 0,02 % en PB 0,1 M,  hasta que los cortes viraron a un color marrón 
claro. Inmediatamente, se detuvo la reacción con PB 0,1 M. 
 



35 

Todas las incubaciones y lavados se realizaron en agitación constante (shaker) 
para asegurar un máximo contacto de los tejidos con los reactivos. Finalmente, los 
cortes fueron montados en láminas portaobjetos tratadas con gelatina porcina. 
Después de 24 horas se realizó el proceso de deshidratación con alcoholes al 
70%, 96%, 100% y xileno, para su posterior fijación con el medio de montaje 
permanente consult mount. 
 
En la inmunohistoquímica con el marcador anti-MBP previo al procedimiento de 
deshidratación y fijación se realizó el proceso de contratinción empleando como 
colorante el azul de toluidina durante 1 minuto, con el fin de contrastar la 
inmunorreactividad de la proteína base de mielina con los somas neuronales. 
 
3.8. ZONAS DE ESTUDIO 
 
La sustancia blanca ha tomado gran importancia en el desarrollo de diversos 
trastornos neurodegenerativos, dado que es el principal conector entre distintas 
regiones cerebrales, que permite que trabajen de forma unificada; además, por la 
implicación directa con funciones cognitivas (lenguaje, atención, memoria, 
funciones ejecutivas) y motoras (Kaur & Ling, 2009). La mielina junto con los 
axones son los directamente implicados en este tipo de daños ya sea por 
alteración en su estructura (proteínas y lípidos) o en las células implicadas en su 
desarrollo (Miron et al., 2011). Actualmente, se ha demostrado que la exposición 
crónica a los compuestos organofosforados constituye una afectación clara sobre 
este tipo de sustancia (Saulsbury et al., 2009). 
 
Los OPs son transportados por el líquido cefalorraquideo penetrando al cerebro a 
través de los ventrículos laterales. Territorios adyacentes a ellos representan 
zonas fronterizas, en donde células especializadas (astrocitos y microglía) llegan a 
defender y controlar los efectos contraproducentes que causan dichos compuestos 
(Bruce et al., 2010).  
 
En este sentido, se establecieron diversas zonas de estudio que permitieran 
caracterizar morfológicamente las células gliales, la mielina y los diferentes 
cambios exhibidos por efecto de la neurotoxicidad. Estas zonas fueron definidas 
de acuerdo a la reactividad de los marcadores, a la susceptibilidad de algunas 
áreas frente a los tóxicos y a la correspondencia con territorios de sustancia gris o 
blanca. Tales como, la zona subcortical paraventricular (ZPV), zona hipocampal 
CA1, corteza somatosensorial (SIBF), capsula interna (CI) y estriado (STR) (Figura 
5).  
 
3.9. REGISTRO FOTOGRÁFICO Y DENSITOMETRIA 
 
La determinación de los cambios en la expresión de las proteínas (GFAP, OX42, 
MBP) y la tinción de Nissl, entre los animales tratados respecto de los controles, 
se  realizó mediante el registro fotográfico a 10X de aumento, con la cámara Motic 
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Images Plus 2.0, seguido del análisis densitométrico usando el paquete de 
procesamiento de imágenes Fiji-Win64 (Image-J, NIH), que genera datos en 
unidades relativas de densidad. 
 
Figura 6. Zonas de estudio evaluadas en la neurotoxicidad inducida por CPF* 

 
Fuente: Modificado del Atlas estereotáxico de (Paxinos & Watson, 2007). 
*Representación gráfica del Bregma - 2.64 mm . Rojo: corteza somatosensorial (SIBF) Verde: zona 
subcortical paraventricular (ZPV); Amarillo: hipocampo CA1; Azul: cuerpo estriado lateral; Rosado: 
cápsula interna.  
 
Adicionalmente, con el marcador GFAP se determinaron y cuantificaron las 
alteraciones en la morfología de los astrocitos, evaluando variables como 
densidad, área y longitud. Para ello, se tomaron imágenes a 40 X de aumento y se 
midieron 15 astrocitos por zona y tratamiento. La densidad y el área fueron 
analizadas a través del mismo software Fiji-Win64 y la variable longitud fue 
calculada calibrando la cámara y usando el Software Motic Images Plus 2.0 Multi-
Language. 
 
3.10. ANÁLISIS ESTADISTICO 
 
La variable considerada para el análisis estadístico fue densidad interior para 
todos los marcadores y tinciones. Adicionalmente para el estudio de los astrocitos 
de forma individual se sometieron al análisis las variables longitud, densidad y 
área. Inicialmente se realizó un análisis de varianza (ANOVA) posterior a la 
comprobación de los supuestos estadísticos de normalidad (Shapiro-Wilk) y 
homogeneidad de varianzas (Levene). Seguidamente, se realizó una prueba de 
comparación múltiple entre tratamientos de Tukey ó de Games-Howell, 
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dependiendo de los resultados obtenidos en la prueba de Levene. Para todas las 
pruebas el nivel de significancia fue del 5% (α=0.05). Los datos fueron procesados 
mediante el uso del paquete estadístico SPSS Statistics Version 20 para Windows 
(IBM, USA).  
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Figura 7. Pesos corporales por tratamiento durante la inducción de neurotoxicidad 
subcrónica* 

 
Fuente: Autor 
*Promedio de pesos corporales por tratamiento. No se evidenciaron diferencias estadísticamente 
significativas entre los grupos. Grupos tratados con CPF durante 4 semanas de exposición a 
posologías de 114 µg/Kg y 228 µg/Kg respectivamente (T1,T2) y 8 semanas de exposición a 
iguales dosis (T3,T4); animales del grupo control (placebo= aceite de maíz). Grupos tratados n=3; 
Grupos control n=2. F= 7,13. 
 
Asimismo, con las posologías empleadas en el ensayo (228 µg/Kg y 114 µg/Kg) 
no se presentó mortalidad durante el tiempo de experimentación,  lo cual ratifica el 
manejo de dosis subletales establecidas para la inducción de  neurotoxicidad 
aguda y subcrónica por CPF. 
 
4.3. REACTIVIDAD DE LAS CÉLULAS ASTROGLIALES POR EFECTO DEL CPF 
 
En la zona subcortical paraventricular (ZPV) se observó un incremento en la 
densidad de astrocitos reactivos en los grupos tratados con CPF a posologías de 
114 µg/Kg y 228 µg/Kg durante 4 semanas en relación con el grupo control. Ésta 
hiperreactividad se redujo significativamente hacia las 8 semanas de tratamiento. 
Por otro lado, en la zona CA1 del hipocampo se evidenció un incremento de la 
reactividad astroglial en los dos tiempos (4 y 8 semanas) y ambas posologías (114 
µg/Kg y 228 µg/Kg), siendo más evidente en los animales tratados a 228 µg/Kg de 
CPF (Figura 7).  
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Figura 8. Hiperreactividad de las células astrogliales en ZPV e hipocampo CA1 
por efecto del CPF* 

 
Fuente: Autor.  
*Inmunohistoquímica del marcador de Proteína Acídica Glial Fibrilar (GFAP). Cortes coronales 
representativos de animales tratados con CPF a 114 µg/Kg (A,E) y 228 µg/Kg (C,G) y sus 
respectivos controles (B,D,F,H) en la ZPV e hipocampal CA1. Grupos tratados n=3, Grupos control 
n=2. Bregma - 2.64. Barra de escala=100 µm (10X). 
 
 
Dichas observaciones fueron corroboradas en el análisis estadístico obteniendo 
para  la ZPV diferencias significativas entre el tratamiento 1 respecto al tratamiento 
4 y el control, al igual que el tratamiento 2 respecto al 4 y al control (p=0,004). 
Asimismo, para la zona hipocampal CA1 se obtuvieron diferencias 
estadísticamente significativas de los tratamientos 2 y 4 con relación al grupo 
control  (P=0,029); sin presentarse diferencias mediadas por la dosis o por el 
tiempo entre los tratamientos (Figura 8). 
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Figura 9. Inmunorreactividad de la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) en ZPV e 
hipocampal CA1* 

 
Fuente: Autor.  
*Valores densitométricos en unidades relativas (UR) para el marcador de astrocitos GFAP en ZPV 
e hipocampal CA1. Grupos tratados con CPF durante 4 semanas de exposición a posologías de 
114 µg/Kg y 228 µg/Kg respectivamente (T1,T2) y 8 semanas de exposición a iguales dosis 
(T3,T4); animales del grupo control (placebo= aceite de maíz). Grupos tratados n=3; Grupos control 
n=2. *p˂0.05 vs. Control; §§ p˂ 0.01 vs. T4. 
 
Además de la reactividad de los astrocitos, se evidenció infiltración o migración de 
astrocitos hacia la zona del hipocampo CA1 y hacia la zona subgranular del giro 
dentado, (zonas ricas en neuronas) en los tratamientos a 4 semanas de 
exposición comparado con el grupo control. Ésta infiltración no fue evidente en los 
tratamientos a 8 semanas. (Ver figura 9). 
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Figura 10. Infiltración astrocitaria en zona CA1 y subgranular del giro dentado en 
el hipocampo* 

 
Fuente: Autor.  
*Infiltración de astrocitos reactivos en hipocampo. (A, B) animales tratados con CPF a posologías 
de  114 µg/Kg y 228 µg/Kg respectivamente durante 4 semanas de exposición.10X. (C, D) 
animales control tratados con aceite de maíz.10X (F, G) animales tratados con CPF a 4 semanas. 
40X. Flechas indican astrocitos en la zona CA1 del hipocampo y puntas de flecha los astrocitos 
presentes en zona subgranular. Barra de escala en D =100 µm y G =50 µm. 
 
4.4. CAMBIOS MORFOLÓGICOS DE LOS ASTROCITOS PROTOPLASMICOS 
EN ZONA CA1 DEL HIPOCAMPO POR EFECTO DEL CPF 
 
Una vez hecha la valoración de la densidad global relativa y aleatoria, se realizó 
un estudio morfológico y morfométrico para determinar los cambios presentes en 
los astrocitos. En dicho estudio  se midieron 15 astrocitos por tratamiento y por 
zona, evaluando la longitud, el área relativa y la densidad individual de área 
medida en cada astrocito. 
 
En cuanto a morfología los animales control presentaron una leve inmunotinción 
del marcador GFAP. Esto permitió identificar astrocitos de aspecto normal, no 
reactivos,  caracterizados por ser delgados, con un soma pequeño, estrecho y 
fusiforme; además con abundantes proyecciones citoplasmáticas primarias y 
secundarias largas y delgadas (Figura 10A). 
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4.5. CAMBIOS MORFOLÓGICOS DE LOS ASTROCITOS FIBROSOS DE LA ZPV 
POR EFECTO DEL CPF 
 
En la ZPV los astrocitos fibrosos del grupo control mostraron una morfología 
delgada con poca inmunorreactividad del marcador GFAP y soma fusiforme. Los 
astrocitos fibrosos exhibieron pocas proyecciones primarias de forma delgada y no 
se evidenciaron proyecciones secundarias. (Figura 11A). Contrario ocurrió en los 
animales a los que se les administró CPF los cuales mostraron unos astrocitos 
fibrosos hiperreactivos, evidenciando hipertrofia de los procesos o proyecciones 
primarias y somas polimórficos. Asimismo, en los tratamientos a 8 semanas en 
cualquiera de las dosis se observó fragmentación de los procesos y 
desorganización celular (astrocitos agolpados en determinadas regiones), tal y 
como se aprecia en la figura 11A. 
 
Estadísticamente estos cambios en los astrocitos fibrosos fueron evidentes al 
medir la variable longitud, debido que los animales tratados con la dosis de 114 
µg/Kg a 4 semanas, aumentaron significativamente el tamaño de los astrocitos 
mostrando diferencias con los demás tratamientos y el control (p=0,001); caso 
contrario sucedió con los animales tratados con la dosis de 228 µg/Kg a 8 
semanas (T4) que presentaron una marcada disminución en la longitud de los 
astrocitos obteniéndose diferencias estadísticamente significativas frente al T2 
(p=0,001) y al control (p=0,005). También se obtuvieron diferencias entre el T2 y el 
T3 con diferentes dosis y tiempos de exposición (p=0,015) (Figura 11B, Tabla 3). 
 
Por otro lado, los animales tratados con la dosis de 114 µg/Kg a 4 semanas, 
presentaron un aumento en el área de los astrocitos fibrosos con diferencias 
estadísticamente significativas en relación al T4 (p=0,011) y al control (p=0,002). 
Igualmente, los animales tratados con la dosis de 228 µg/Kg a 4 semanas 
exhibieron un aumento en la reactividad con diferencias significativas en relación 
al T4 (p=0,005) y al control (p=0,001). (Figura 11B) 
 
En cuanto a la densidad individual relativa hubo un aumento significativo en los 
astrocitos fibrosos de los animales tratados a 4 semanas respecto de los del grupo 
control (p=0,005). Además, los animales del T1 (114 µg/Kg p.v. a 4 semanas) 
presentaron diferencias estadísticamente significativas con el T4 (p=0,015). 
(Figura 11B). 
 
4.6. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE CPF SOBRE LA POBLACIÓN 
NEURONAL EN ENCÉFALO. 
 
No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la 
densidad neuronal, a ninguna de las dosis (114 µg/Kg y 228 µg/Kg) y tiempos de 
exposición (4 y 8 semanas) al CPF en corteza, hipocampo ni cuerpo estriado, 
realizada con la tinción de Nissl con azul de toluidina; aunque no se presenta la 
imagen a color se muestran los cortes representativos de las imágenes 

















53 

A nivel de la corteza somatosensorial, la administración de CPF en todos los 
grupos tratados, incrementó la inmunorreactividad de la proteína base mielina 
(MBP) con relación a los controles, con diferencias estadísticas altamente 
significativas para los tratamientos T1 (p=0,001), T2 (p=0,027) y T4 (p=0,001) 
(Figura 17). Asimismo, los animales del T4 a los que se les administro la dosis 
más alta (228 µg/Kg) a 8 semanas, fueron los que presentaron mayor reactividad 
de MBP respecto al T2 (p=0,012) y T3 (p=0,004); además, se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre los animales tratados con bajas 
dosis de CPF (114 µg/Kg) a 4 semanas T1 y 8 semanas T2 (p=0,049) (Figura 19). 
 
En el cuerpo estriado   el T1 no evidenció un marcaje importante de MBP, al 
aumentar la dosis y el tiempo de exposición, se presentó un incremento en la 
reactividad de la proteína obteniendo diferencias significativas con respecto al 
grupo control (T2 p=0,010, T3 p=0,009 y T4 p=0,001). Los animales tratados con 
la dosis de 228 µg/Kg a 8 semanas (T4) presentaron gran reactividad con 
diferencias significativas en relación a los demás tratamientos (p=0,001) (Figura 
19). 
 
Por otro lado, en capsula interna se observo un aumento del inmunomarcaje de 
MBP, que se hizo más evidente en los tratamientos con la dosis de 228 µg/Kg (T2 
y T4), que difieren estadísticamente del grupo control (T2 p=0,009 y T4 p=0,019) 
(Figura 19). 
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Figura 20. Reactividad de la proteína base de mielina (MBP) modulada  por la 
administración de CPF en encéfalo* 

 
Fuente: Autor. 
*Valores densitométricos en unidades relativas de la inmunorreactividad de la proteína base 
mielina en corteza somatosensorial (SIBF), cápsula interna (CI) y cuerpo estriado (STR). Grupos 
tratados con CPF a posologías de 114 µg/Kg (T1) y 228 µg/Kg (T2) durante cuatro semanas y ocho 
semanas de exposición a iguales posologías respectivamente (T3,T4). Animales del grupo control 
(placebo= aceite de maíz). Grupos tratados n=3; Grupos controles n=2. *p < 0,05, **p < 0,01, *** p 
< 0,001 vs. Control; § (T1 vs. T3 p˂ 0,05); ‡‡ (T4 vs. T3 p˂ 0,01); ƚƚ (T4 vs. T2 p˂ 0,01); ### 
p˂0,001 vs. T4 
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5. DISCUSIÓN 
 
 
5.1. EL CPF NO AFECTA LA GANANCIA DE PESO CORPORAL A DOSIS 
SUBLETALES Y EXPOSICIÓN SUBCRÓNICA 
 
En la presente investigación no se evidenciaron signos clínicos de toxicidad aguda 
o síndrome colinérgico debido al manejo de dosis subletales para la inducción de 
neurotoxicidad subcrónica, estas dosis se encuentran aproximadamente 20 veces 
por debajo de lo reportado por algunos autores (Marty et al., 2012; Yan et al., 
2012). Por otro lado, no se alteró el comportamiento del consumo de alimento ni la 
ganancia de peso corporal, quizá por el manejo de dosis bajas, los intervalos de 
administración y el tiempo de duración del experimento, no influyeron en el 
metabolismo energético de los animales, permitiendo de esta manera que no 
hubiese perdida de peso (Tabla 2). Si bien es cierto que no se han reportado 
estudios crónicos con este organofosforado, se ha documentado perdida de peso 
en estudios de toxicidad aguda con CPF en ratones, asociada con signos 
colinérgicos (Lim, Tay, Nadarajah, & Mitra, 2011).  
 
5.2. EL CPF A DOSIS SUBLETALES Y SUBCRÓNICAS NO AFECTA LA 
POBLACIÓN NEURONAL EN RATAS 
 
La administración semanal de CPF a posologías de 114 µg/Kg y 228 µg/Kg 
durante 4 y 8 semanas no produjo cambios en la densidad neuronal en corteza, 
hipocampo ni cuerpo estriado. Resultados que pueden ser comparables con el 
estudio de neurotoxicidad con CPF realizado por Mitra, Nadarajah, & Siong, 
(2009), quienes tampoco encontraron reducción significativa del recuento neuronal 
en tres zonas del hipocampo (CA1, CA2, CA3); sin embargo hallaron disolución de 
los gránulos de Nissl, discontinuidad en la membrana celular, picnosis en algunas 
células, efecto que fue dependiente de la concentración. 
 
5.3. EL CPF A DOSIS SUBLETALES Y SUBCRÓNICAS AFECTA LA ACTIVIDAD 
ASTROCITARIA ENCEFÁLICA EN RATAS 
 
En el presente trabajo se pudo demostrar que la administración semanal de CPF 
por 4 y 8 semanas, incrementa la inmunorreactividad de GFAP en la zona CA1 del 
hipocampo; sin embargo, la densidad más alta se registró a la dosis de 228 µg/Kg, 
lo cual sugiere un efecto dosis-dependiente. A pesar de que no se han 
referenciado trabajos similares con CPF, Lim et al (2011) reportan aumento en la 
reactividad de GFAP en la región hipocampal luego de la exposición aguda  a 
CPF. Por otro lado, se ha documentado un incremento importante en la expresión 
de GFAP luego de la exposición de astrocitos a diversos componentes tóxicos 
como plomo (Sansar, Ahboucha, & Gamrani, 2011), acetato de plomo (Luthman et 
al., 1991), trimetiltin (Harry et al., 2002), alcaloides piperidínicos (Hughes et al., 
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2006; Silva et al., 2007), flavonoides derivados de plantas (Silva et al., in press), 
entre otros. 
 
El incremento en la inmunorreactividad de GFAP obtenido en el presente estudio 
podría deberse a una gliosis reactiva, en respuesta al daño causado por la 
exposición subcrónica al CPF (Sofroniew, 2010). La activación astrocitaria 
evidenciada puede estar relacionada con un aumento en la captación de 
glutamato extracelular, reduciendo de esta forma la excitotoxicidad (Hamby & 
Sofroniew, 2011); sin embargo, la hiperreactividad astrocitaria por tiempo 
prolongado observada en la zona CA1 hipocampal, puede sugerir que este sitio es 
susceptible a un proceso de cicatrización glial, perjudicial para la interconexión 
neuronal entre segmentos encefálicos y para la remodelación tisular durante los 
eventos de plasticidad (Nair et al., 2010), resultados comparables con lo reportado 
por (Collombet et al., 2007) quienes demostraron formación de cicatriz glial 
detectable después de 60 días luego de neurotoxicidad por SOMAN. Al igual que 
Lim et al (2011), también se observó un aumento en la  longitud, densidad y área 
celular astrocitaria, que podrían explicarse por la hipertrofia y condensación del 
cuerpo celular e incremento y retracción de los procesos, morfología característica 
de la activación de las células astrogliales (Figura 4) (Middeldorp & Hol, 2011).  
 
En la ZPV, se evidenció incremento en la inmunorreactividad de GFAP y cambios 
fenotípicos en los astrocitos fibrosos de los individuos tratados con CPF a 4 
semanas; sin embargo, en los animales tratados a 8 semanas se evidenció una 
disminución marcada en la reactividad, además de formas astrocitarias aberrantes 
en las que solo se diferenciaba el citoplasma o prolongaciones del mismo (Figura 
5). Por tal motivo, se podría considerar que en esta zona de sustancia blanca la 
respuesta astrocitaria es tiempo-dependiente. Resultados similares obtuvieron 
Suárez et al (1999), quienes reportaron degeneración en los procesos de los 
astrocitos y reducción del 50% en el número de astrocitos viables en un modelo de 
neurotoxicidad por aluminio, lo cual sugiere que podría deberse a la fragmentación 
de DNA y a células que experimentan procesos de apoptosis. También se ha 
evidenciado disminución en el tamaño de los astrocitos en sustancia blanca 
subcortical en isquemia cerebral (Sullivan, Björkman, Miller, Colditz, & Pow, 2010) 
y condensación de la cromatina, fragmentación y disrupción de GFAP, por 
dehidromonocrotalina (Barreto et al., 2008).  
 
Por lo anterior, se puede inferir que los astrocitos permanecen viables y 
funcionalmente activos durante las primeras etapas de intoxicación, pero se van 
degenerando con la progresión del daño neurotóxico (Pascual et al., 2000). Dicha 
degeneración puede estar relacionada con clasmatodendrocis, un fenómeno en el 
cual los astrocitos sufren cambios degenerativos irreversibles que incluyen 
hinchazón, desintegración y fragmentación de los procesos y vacuolización de los 
cuerpos celulares; debido a que pueden llegar a estar tan acidóticos, por el intento 
de regular las concentraciones de glutamato e iones, llevando a procesos 
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posteriores de autofagia (Hulse, R, Winterfield, Kunkler, & Kraig, 2001; Ryu et al., 
2011) 
 
5.4. LA HIPERREACTIVIDAD MICROGLIAL DEPENDE DEL TIEMPO DE 
EXPOSICIÓN A CPF 
 
La administración semanal de CPF a dosis de 114 µg/Kg y 228 µg/Kg induce una 
respuesta microglial aún a 4 semanas de tratamiento, tanto en cápsula interna 
como en ZPV; sin embargo, los grupos tratados a 8 semanas fueron los que 
registraron la densidad más alta en la inmunorreactividad de OX42, lo cual sugiere 
un efecto tiempo-dependiente. Resultados similares muestran estudios previos 
como los reportados por Wang et al (2011) quienes encontraron un incremento en 
el inmunomarcaje de OX42 en ratones expuestos por 40 días a nanopartículas de 
óxido férrico (Fe2O3). Igualmente,  Pott et al (2009) observaron un aumento de las 
células microgliales luego de inducir procesos de desmielinización durante 8 
semanas con cuprizona. Si bien es cierto que no se han reportado estudios 
crónicos con CPF, si se ha documentado inmunorreactividad de OX42 en 
intoxicaciones agudas con otro tipo de organofosforados (Collombet, 2005; 
Zimmer, Ennis, & Shipley, 1997). 
 
El aumento en la inmunorreactividad de OX42 puede estar relacionado con tres  
eventos principales que ocurren cuando la microglía se activa, tales como: a) 
incremento en la expresión de receptores de superficie, entre los que podemos 
mencionar el receptor 3 del complemento (CR3/MAC1), receptor scavenger AI YII 
(SRAI YII) que median la fagocitosis de mielina después del daño axonal 
(Rotshenker, 2003), siendo el CR3 el que se expresa en un mayor porcentaje; 
además, media otro tipo de actividades como producción de citoquinas y 
citotoxicidad (Yefenof, 2000); b) rápida  proliferación celular, mediada por la vía 
MAP quinasas, que se inicia por factores de crecimiento (Neuroregulin1) (Calvo et 
al., 2011) y por factores estimulantes de colonia (M-CSF, GM-CSF) liberados por 
las neuronas y los astrocitos(Zhang et al., 2009); c) cambios morfológicos 
exhibidos por estas células (Block et al., 2004; Kettenmann et al., 2011). En el 
presente estudio los cambios morfológicos evidenciados por la microglía (a pesar 
de mantener su morfología ramificada) fueron: acortamiento, engrosamiento y 
disminución en la cantidad de los procesos, aumento en el volumen perinuclear y 
presencia de numerosas protrusiones en ZPV y capsula interna; además, en 
algunos casos se encontró microglía activada en zonas como corteza, hipocampo 
y estriado; e incluso formas ameboides; resultados consistentes con lo publicado 
por Wang et al (2011).  
 
La activación de la microglía, podría estar relacionada con daño directo sobre los 
oligodendrocitos y las neuronas, por posibles efectos de excitotoxicidad e incluso 
por alteraciones en la mielina (Kaur & Ling, 2009). Se puede sugerir que la 
microglía  reduce el daño y favorece la supervivencia de células adyacentes 
(oligodendrocitos y neuronas), por su función inicial como célula presentadora de 
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antígenos y su actividad fagocítica al remover restos celulares, mielina, proteína 
aberrante, lípidos o sustancias extrañas (Kraft & Harry, 2011; Luo & Chen, 2012); 
sin embargo, se ha mencionado que el tiempo e intensidad en la activación de la 
microglía son componentes cruciales en el resultado del daño, ya que si son bien 
controlados por factores internos se mantiene el rol neuroprotectivo de éstas 
células (Luo & Chen, 2012). No obstante, se ha reportado que la microglía 
activada puede ejercer efectos deletéreos sobre las neuronas y los 
oligodendrocitos a través de la producción y liberación de varias citoquinas 
proinflamatorias y neurotóxicas, además de liberación de radicales libres (Pott et 
al., 2009). En el presente trabajo, el estímulo neurotóxico permanente inducido por 
CPF posiblemente sea el responsable de una actividad microglial sostenida siendo 
factible que ésta se vea modificada en la medida que se suspenda el agente 
inductor. 
 
5.5. LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR CPF EXACERBA LA 
INMUNORREACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA BASE MIELINA (MBP) 
 
En comparación con el grupo control, la administración semanal de CPF a dosis 
de 114 µg/Kg y 228 µg/Kg incrementa la inmunorreactividad de MBP en todos los 
grupos tratados, tanto en capsula interna como en corteza y estriado. Aunque lo 
anterior sugiere un efecto que depende del tiempo y la concentración de CPF, la 
mayor inmunorreactividad se presentó en  los animales sometidos a la dosis de 
228 µg/Kg por 8 semanas y en las zonas con mayor porcentaje de sustancia 
blanca como capsula interna y estriado. Resultados similares obtuvieron El-fawal 
& Mccain (2008) evaluando anti-MBP sérico en un modelo de OPIDN con fenil-
saligenil fosfato. Por el contrario, otros autores han evidenciado disminución de 
MBP en diferentes modelos de desmielinización con diferentes agentes tóxicos 
como cuprizona (Pott et al., 2009; Steelman, Thompson, & Li, 2012) o lisolecitina 
(Mozafari et al., 2010) 
 
Se evidenció morfología aberrante de MBP, que condujo a la formación de 
estructuras desorganizadas con parches y distribución anómala de la proteína. 
Este fenómeno se presenció en la dosis 228 µg/Kg de CPF a 4 semanas de 
tratamiento, pero fue más contundente en los grupos expuestos a 8 semanas de 
tratamiento. Estos datos son consistentes con lo publicado por Millet, Marder, & 
Pasquini (2012), quiénes observaron procesos de mielinización ectópica y 
aberrante en un modelo de desmielinización con cuprizona. 
 
Cabe resaltar que diversos estudios relacionados con desmielinización, han 
determinado que este proceso se produce luego de la tercer a cuarta semana de 
inducción de la neurotoxicidad (Gudi et al., 2009; Millet et al., 2012; Pott et al., 
2009) y que la remielinización puede comenzar aún dentro de uno o dos meses 
después de la desmielinización activa (Hanafy & Sloane, 2011); por lo cual, se 
podría sugerir que el aumento en la inmunorreactividad de MBP y las formas de 
mielina aberrante exhibidas en el presente estudio, pueden estar asociadas con 
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mecanismos compensatorios del organismo por los procesos de desmielinización-
remielinización que se pueden estar llevando a cabo por la neurotoxicidad 
inducida con el CPF. No obstante, los procesos se podrían estar presentando de 
manera acelerada mediante la síntesis de proteína de forma exacerbada y sin 
obtener una mielina de morfología y distribución normal. Incluso, se ha 
documentado un aumento en la densidad de las mitocondrias en procesos de 
desmielinización como una respuesta adaptativa al aumento en la demanda 
energética (Millet et al., 2012). 
 
Ahora bien, estudios recientes sugieren que la exposición a CPF puede 
desencadenar una serie de eventos, que también podrían contribuir a la formación 
de estructuras aberrantes en la mielina por bloqueo en alguna fase del proceso de 
remielinización (Hanafy & Sloane, 2011); entre ellos se encuentran: alteración de 
la función celular, viabilidad y genes de expresión de los oligodendrocitos (Slotkin 
& Seidler, 2007), alteraciones en la expresión de MBP (Garcia, Seidler, & Slotkin, 
2002), reducción de los niveles de mRNA de la glicoproteína asociada a la mielina 
(MAG) (Betancourt, Burgess, & Carr, 2006) e inhibición de la síntesis de DNA en 
oligodendrocitos indiferenciados (Garcia et al., 2002).  
 
Del mismo modo, se ha reportado aumento en los niveles de expresión del mRNA 
para MBP, durante la fase de remielinización alrededor de las áreas 
desmielinizadas, que se ha relacionado con el aumento en el número de 
oligodendrocitos mielinizantes y con la edad de éstas células, dado que los 
oligodendrocitos más jóvenes reflejan mayores niveles de expresión que las 
células de la sustancia blanca intacta (Mozafari et al., 2010). Igualmente, este 
aumento en el mRNA para MBP ha sido reportado por otros autores (Nagasato, 
Farris, Dubois-Dalcq, & Voskuhl, 1997; Sim, Hinks, & Franklin, 2000). Dichos 
reportes del aumento en el mRNA para MBP se podrían relacionar con el aumento 
significativo que observamos con el marcador inmunohistoquímico anti-MBP. 
 
5.6. HIPÓTESIS DE LA DESMIELINIZACIÓN INDUCIDA POR EL CPF Y LA 
IMPLICACIÓN DE LA REACTIVIDAD CELULAR COMO MECANISMO DE 
REPARACIÓN DEL SNC 
 
Se presume que de una a tres semanas luego de la intoxicación con un 
organofosforado en este caso el CPF se ha producido la inhibición de la NTE y la 
consecuente formación de un complejo enzima-organofosforado muy estable, 
producto de la reacción de envejecimiento enzimático (“aging”), reacción 
indispensable para que se produzca la OPIDN (Emerick et al., 2012). 
 
Se ha documentado que la OPIDN causa degeneración axonal y procesos de 
desmielinización, los cuales se podrían explicar principalmente por tres razones: la 
primera, que la inhibición de la NTE altera la regulación normal de los canales de 
calcio, presentando un aumento del calcio intracelular y activando la proteasa 
neutral activada por el calcio (CANP) o calpaínas, las cuales promueven la 
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digestión proteica en el axón terminal. Segundo, la NTE regula los fosfolípidos y al 
ser inhibida por acción del OP se incrementan los niveles de lisofosfatidilcolina   en 
la membrana celular produciéndose citotoxicidad, lo cual esta asociado con 
desmielinización (Vose et al., 2008) y tercero  la inhibición en la NTE lleva a un 
incremento de las proteínas quinasas dependientes de calcio/calmodulina 
(Ca++/CaM quinasas), lo cual produce fosforilación aberrante de las proteínas del 
citoesqueleto; por lo anterior, se presentaría una desintegración secundaria de las 
vainas de mielina y procesos de desmielinización (Chang & Wu, 2010). 
 
Por otro lado, después de 3 semanas de toxicidad inducida, se ha reportado que 
se produce desmielinización (Gudi et al., 2009; Millet et al., 2012; Pott et al., 2009) 
y a partir del mes se empiezan a llevar a cabo mecanismos de reparación ó 
remielinización (Hanafy & Sloane, 2011) 
 
El daño en la mielina y en los axones activa moléculas denominadas alarminas 
(moléculas de tejidos dañados, como fragmentos de mielina, células muertas, 
productos denaturados, etc), que a su vez activan la microglia, la cual, presenta 
receptores específicos para esas alarminas. La microglia migra al sitio del daño y 
cumple la función de fagocitar y limpiar debris de mielina en pro de la reparación; 
además, libera citoquinas (IL-1, IL-6, IFN-γ, TNF-α) que contribuyen en el proceso 
inflamatorio y a la proliferación de astrocitos. Se ha demostrado que la respuesta 
inflamatoria incrementa la remielinización, además, citoquinas proinflamatorias 
como la IL-1 y el TNF-α promueven la proliferación de OPCs y mantienen elevada 
la densidad de oligodendrocitos en las áreas lesionadas, dado que su maduración 
parece estar influenciada significativamente por el ambiente inflamatorio local 
(Bruce et al., 2010). Por otra parte, la microglia libera factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF) potente regulador de la respuesta proliferativa 
seguida de la desmielinización y actúa como célula presentadora de antígenos 
para la infiltración de linfocitos-T y macrófagos 
 
Por su parte, los astrocitos en el sitio del daño desempeñan funciones claves para 
la homeostasis del medio extracelular, absorbiendo iones como K+, regulando la 
acidosis metabólica y amortiguando neurotransmisores como el glutamato; de esta 
manera, favorecen la supervivencia tanto de las neuronas como de los 
oligodendrocitos, disminuyendo la excitotoxicidad. El astrocito a su vez libera 
factor 2 de crecimiento fibroblástico (FGF-2) el cual esta implicado en la 
supervivencia, proliferación y migración de oligodendrocitos, que luego se 
diferencian e inician la reparación del daño, formando de nuevo las vainas de 
mielina, proceso denominado remielinización. Los astrocitos también liberan 
factores derivados por ellos mismo como la proteína S100B y el factor de 
maduración glial (FGM) que ayudan a su proliferación.  
 
Finalmente, este mecanismo se efectúa en pro de reparar el daño y se podría 
indicar que es un proceso que demuestra retroalimentación, dado que una célula 
libera factores que estimula a la otra y así sucesivamente, pudiendo en un 
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6 CONCLUSIONES 
 
 
6.1. Por medio del estudio histoquímico se pudo evidenciar que el CPF 
proporcionado a las dosis y en los intervalos de administración utilizados, a 4 y 8 
semanas no altera la densidad neuronal en corteza, hipocampo (CA1) y estriado. 
 
6.2. El clorpirifós administrado a dosis subletales (114 µg/Kg y 228 µg/Kg) y de 
forma subcrónica (4 y 8 semanas) genera procesos de desmielinización, con un 
efecto tiempo y concentración dependiente, evidenciados por la subsecuente 
remielinización e inmunorreactividad de MBP. 
 
6.3. La exposición subcrónica y a dosis subletales de CPF ocasiona cambios 
evidenciables en las células astrogliales y microgliales.  
 
6.4. La administración de CPF a dosis subletales (114 µg/Kg y 228 µg/Kg) y de 
forma subcrónica (4 y 8 semanas) incrementa la reactividad astrocitaria en la zona 
hipocampal CA1, en tanto en la ZPV a 8 semanas de tratamiento redujo su 
densidad. 
 
6.5. A 8 semanas de la administración del CPF a dosis subletales, se incrementa 
significativamente la reactividad microglial en ZPV y capsula interna (efecto 
tiempo-dependiente), como respuesta a la toxicidad inducida, al daño axonal y a 
las alteraciones en la mielina. 
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7. RECOMENDACIONES 
 
 

Profundizar en la morfología y cuantificación de otras poblaciones celulares como 
células progenitoras de oligodendrocitos en los territorios lesionados. 

 
Realizar estudios celulares de toxicidad crónica y el efecto a largo plazo del CPF. 
 
Estudiar la expresión y activación de los receptores de superficie microglial 
(CR3/MAC1 y SRAI YII), las interleucinas (IL-1, IL-6) y otros factores (IFN-Y, TNF-
α) implicados en inflamación, por efecto de la neurotoxicidad inducida por OPs. 
 
Investigar mediante técnicas bioquímicas y de biología molecular las proteínas 
implicadas en la estructura de las vainas de mielina y sus rutas metabólicas de 
supervivencia y muerte, para determinar procesos de desmielinización o 
remielinización errónea causada por el CPF 

 
Evaluar estos marcadores en otras enfermedades neuroinmunotoxicológicas de 
carácter crónico. 
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