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4.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La gran contaminacién del Rio Magdalena con sustancias de tipo
estrogénico afecta directamente a la Biota presente, principalmente peces
e indirectamente a los humanos que los consumen desarrollaindose una
serie de patologias hormono-dependientes que generan un problema a
nivel de salud publica.

Disruptores endocrinos




5.0BJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de sustancias con actividad estrogénica en
pescado fresco, Bagre y Bocachico, obtenido en diferentes puntos de una
plaza de mercado de Girardot.

Objetivo especificos

- Detectar la presencia de sustancias de tipo estrogénico en los dos tipos de pescado
de mayor consumo en el municipio de Girardot provenientes del rio Magdalena
mediante la técnica Yeast Estrogen Screen.

- Contrastar dos métodos de extraccion diferentes para la obtencién de sustancias
con actividad estrogénica en pescado fresco, que permitan su posterior
determinacién mediante la técnica Yeast Estrogen Screen.




6.DISENO METODOLOGICO
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mplementacion de
4 la técnica YES

Montaje placas de ensayo :

1. 4 curvas patron 17- b estradiol (concentraciones 1080 ug/L
hasta 0,128 ng/L).

2. Controles, muestras y el blanco.

@ Control positivo

T — Muestras extraidas con N- hexano

A ‘ .‘ . .' .“‘ O O Muestras extr?lidas con etanol absoluto
100000000000 Q  Control neggtivo

glelele
EOOOOOOOOO 000
FOOO000O0O0O0000O0
cO0000000000O0O Blanco: CPRG, Medio Incubacién 30°C 72 H
HOOOOOOOOOOOO Control Negativo: 100 rpm

Lectura:
Espectofotometro Biorad
540 nm - 630 nm

CPRG, Medio, etanol

Montaje placa de ensayo n° 2.




7.RESULTADOS Y DISCUSION

Curva patrén 17 f—estradiol placa n°i. Placa n° 2 de microtitulacion exhibiendo la respuesta
de la técnica YES frente a EDs presentes en pescado .

Formula correccion de resultados

D.O.muestra(540 nm)- [D.Omuestra(630 nm)-D.O blanco (630 nm)] .




N° de Concentracién  Promedio
Estabilidad de la dilucion 17 B-estradiol D.O

respuesta Bioldgica ng/L
1 16875 2,248
2 8437.5 2,106
3 4218.75 2057
4 2109.38 1.083
5 1054,7 1,871
6 527,35 1,738
7 263,7 1.613
8 131,85 1,297
9 66 1,05
10 33 0,72
1 16,5 0.521
12 8,23 0,333
13 4 0,266
14 2 0,203
15 1 021 . \
16 0,5 0,198 :' i
17 0,25 0,186 ! . :
18 0.128 0,203 : Reproducible

_______________________

Promedio de las D.O corregidas de los
ultimos 20 ensayos




Routledge and
Sumpter (1996)
I
ACTIVIDAD ESTROGENICA (ngL EEQ) Sensible
DISOLVENTES
HEXANO ETANOL
MUESTRAS
M1 |PESCADO BAGRE PLAZAPTO1 <4ngl <4 nglL
M2 |PESCADO BAGRE PLAZA PTO2 <4ngl <4ngl Especifica
M3 |PESCADO BAGRE PLAZAPTO3 <4ng/l <4 ng/L
M4 |PESCADO BAGRE PLAZAPTO 4 <4ngl <4ngl ——
M5 |PESCADO BAGRE PLAZAPTO 3 <4ngl <4ngl )
Rapida
M6 |PESCADO BOCA CHICO PLAZA PTO 6 <4ngl <4ngl
M7 |PESCADO BOCA CHICO PLAZA PTO7 <4ngl 6 ng/lL
Resultados de actividad estrogénica obtenidos con las muestras Facil
de pescado. recoleccion de
muestra
PRUEBA DE TAMIZAJE B
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Debido a su baja solubilidad y alta lipofilicidad, EDs tienden a
acumularse en los sedimentos, quienes actiian como depésito de Biodisponibilidad
los mismos a largo plazo (Liu et al., 2012b).
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Sarmani SB et al.
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8.CONCLUSIONES

La técnica Yeast Estrogen Screen cuenta con una alta sensibilidad, especificidad y
obtencion rapida de resultados para ser implementada en la deteccion de
sustancias con actividad estrogénica en pescado fresco.

Se puede reconocer al método de extraccion con etanol como el mas efectivo para la
extraccion de compuestos disruptores endocrinos en peces gracias a que cuenta con
una gran estabilidad de la fase liquida y una menor volatilidad que el n-Hexano.

La susceptibilidad de los peces a la contaminacion con EDs se asocia
principalmente al estilo de vida de cada especie el cual determina la disponibilidad
y exposicion a estos contaminantes, el porcentaje de grasa total presente en cada
especie y el tiempo de exposicion.




9.RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios teniendo en cuenta el método de extraccion para este tipo de
productos ya que de este proceso depende la recuperacion e identificacion de los compuestos
de interés.

Llevar a cabo determinaciones de sustancias con actividad estrogénica mediante la técnica
YES, en diferentes especies de pescado de importancia comercial, obtenidos en los Rios que
contribuyen a su mayor abastecimiento.

Implementar herramientas como espectrofotometria de masas, que brinden el conocimiento
de las sustancias quimicas especificas presentes en el pescado fresco.
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Tabla 5. Reportes de efectos adversos en humanos-estudio en fluidos y tejidos biclogicos
SISTEMA U ECTO AGENTE T
ORGAND & CONTAMINANTE = SRk
’ ' Estudios in vitro, in vivo y
Teratogénesis y carcinogénesis Hg v MeHg sxtracelén de ADN de humanas (63)
Sistema ) Nitrato mercdrico,
inmune Ge mﬁﬁ::;:::::snflulas Cloruro de MeHg y Linfocitos humanos [118)
Acetato de fenilHg
Inmunotoxicidad Hg Ratones y suero humano {119)
Sisterna renal Acumulacidn Hg v MeHg Higada, rifién y bazo de adultos [120)
groenlandeses étnicos
Pidncreas Resistencia a insulina/diabetes 2 He Muestras de sa ngre hurnana [121)
Aumento de susceptibilidad a .
Cardio- enfermedad cardiovascular He Plasma humano (122]
toxicidad . Hg y MeHg Cabello humanao [123)
Aumento de riesgo — -
Hg Estudios in vivo [124)
Acumulacién y autoinmunidad Hg Sangre de mujeres [125)
Glandula Alteraciones en niveles Sangre materna, del corddn
tiroides MeHg umbilical y de nifios de & meses  (126]
hormonales
de edad
. Anormalidades en morfologia v . .
. S:;t;:;;m motilidad del espermatoroides Hg Liguido seminal y sangre entera (127
P Dimorfismo sexual MeHg Cabello o sangre (128)
Pérdidas del campo visual MeHg Eualua:lénld-.!l qua visual'y (129)
andlisis de orina
Dafio de L'élulaslrm:epmras de lon Mercidrico Cultivos de tejidos celulares {1309
la visidn
Genotoxicidad (neuroblastomas y Celulares lineales {glmhl.as.tama _
MeHg ¥ neuroblastoma) del sistema (131)
gliohlastomas) .
) nervioso central
S|5t|t_lrma Dafio oxidativo MeHg Estudios in vivo (132)
nerviose Pruebas neuropsicologicas y
Alteraciones neuropsicoldgicas Hg v MeHg andlisis de orina (133)
Neurotoxicidad y apoptosis MeHg Estudios in vivo e in vitro (134)
Neurotoxicidad |Excitoxicidad y . .
estrés axidativa) MeHg Estudios in vivo e in vitro (135]
Neurotoxicidad (autismo) y H Orina y estudios in vivo e in [13B);
alteracidn en sintesis del hemo g vitro (137
Higado Citotoxicidad y Genotoxicidad Hg*™ y MeHg células hepticas derivadas de (138)
humano
Fuente: grupo de redaccion ERIA
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Tabla 10. Niveles maximos permitidos o recomendados de Hg en el

pescado e ingestas tolerables

Pais/ CONCENTRACION
ORGANIZACION TIPOS DE PECES MAX. PERMITIDA PARAMETRO DE REFERENCIA (A)
RECOMENDADA(A)

Pez espada, atin de aleta azul del sur, barramundi, 1,0 mg de He/kg
maruca y pez reloj anaranjado, raya, tiburdn. 0 Mg E PTWI: 2,8 ug Heg/kg de peso

) ) corporal por semana, para las
Todas las demas especies de peces, asi como 0,5 mg de He/kg mujeres embarazadas.
crustaceos y moluscos

Australia

NORMA/ DIRECTRIZ

Cadigo de Mormas
Alimentarias de Austrdlia

Todos los peces, excepto tiburdn, pez espada o
Canada atun fresco o congelado (expresado como Hg total 0,5 ppm de Hg total
en la parte comestible del pescado)

PTDI: 0,47 pg Heg/kg de peso
corporal por dia, para la mayor
parte de la poblacidn.

Directrices/ tolerancias de
diversos contaminantes

Liffite maximo permisible para los que consumen 0,2 pug He/kg de peso corporal quimicos en Canads
grandes cantidades de pescado, como las 0,2 ppm de Hg total por dia, para mujeres en edad
poblaciones aborigenes fértil y nifios pequefios.
China Peces de agua dulce 0,30 mg/kg de Hg total MND Mormas .53”'“"'33 para
alimentos
Pescado fresco 1,0 mg de Hg/kg

Peces depredadores

(atun pez espada) moluscos, crustaceos 0,8 mg de MeHg/kg

Reglas sobre la cantidad

) de plaguicidas, Toxinas,
. Otras especies de peces 0,5 mg de Hg/kg micotaxinas, metales e
Croacia Pescado enlatado 1,5 mg de Hg/kg ND histaminas y sustancias
Peces depredadores [atan, pez espada) 1,0 mg de Hg/kg similares que se pueden
encontrar en los alimentos
Moluscos, crustaceos 0,8 mg de Hg/kg
Todas las demads especies de Peces 0,5 mg MeHg/kg
Productos pesgueros, con excepcion de los 0,5 mg de Hg/kg de peso
enumerados mas abajo. hiamedo

Anguila, atan, bacoreta, bonito, escolar negro,
Unidn Europea  espadilla, esturién, fletan, gallineta nérdica, lucio ND
pa?l - ESTUTION, . gatl 18, JUCiD, 1 mg de Hg/kg de peso
marlin, pailona, perro del norte, pez espada, pez

Diversas decisiones,
reglamentos y directivas

vela, rape, raya, reloj anaranjado, tasarte y tiburdn himedo
(todas las especies).
Corea Pescado 0,5 mg de Hg/kg MND Ley alimentos 2000
Pez, moluscos v otros animales acudticos (FDWA). 1 ppm de MeHg Mivel de accion de la FDA
Los estados, tribus y territorios son responsables US EPA: 0,1 pg de MeHg/kg de
Estados Unidos  de emitir recomendaciones sobre el consumo de ’ | di , —
) - 0,5 ppm de MeHg peso corporal por dia Nivel de activacion local
pescado capturado localmente. Mivel de activacidn
para muchos departamentos estatales de salud
Peces (excepto depredadares). 0,5 mg de MeHg /kg

Filipinas ) MND
Peces depredadores (tiburdn, atin, pez espada) 1 mg de MeHg/kg

Codex Alimentarius
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Pez, moluscos y otros animales acuiticos [FDA).

Los estados, tribus y territorios son responsables
de emitir recomendaciones sobre el consumo de
pescado capturado localmente. Nivel de activacion
para muchos departamentos estatales de salud

Estados Unidos

1 ppm de MeHg

0,5 ppm de MeHg

US EPA: 0,1 pg de MeHg/kg de
peso corporal por dia

Mivel de accion de la FDA

Mivel de activacion local

Peces (excepto depredadores).

0,5 mg de MeHg /kg

JECFA (FAO /

DMS) Peces depredadores (tales como tiburdn, pez

espada, atin, lucio y otros)

1 mg de MeHg/kg

peso corporal/semana.
4 pg de Hg/kg de peso corporal/
semana.

Filipinas MND Codex Alimentarius
Peces depredadores (tiburdn, atdn, pez espada) 1 mg de MeHg/kg
Peces (agua dulce) y productos de la pesca. 0,3 mg de Hg/kg Normas de Georgia de
Georgia Peces (Mar Negro) 0,5 mg de Hg/kg ND calidad de los alimentos
Caviar 0,2 mg de Hg/kg 2001
India Pescado 0,5 ppm de Hg total ND MNormas de tolerancia
0,4 ppm de Hg total /kg PTWI: 0,17 mg de MeHg (0,4pg/ Lzrir:;:f:;ia:;jrﬂf
Japdn Pescado 0,3 ppm de MeHg (como kg de peso corporal por dia) .
, provisional para pescado
referencia) (142). .
¥ mariscos
Isla Mauricio Pescado 1 ppm de Hg ND Ley de alimentos 2000
Peces de agua dulce no depredadores y sus
productos. 0,1 mg de Hg total/kg
Republica Peces de agua dulce depredadores. 0,5 mg de Hg total/kg ND Cddigo de la Republica
Eslovaca Eslovaca
Peces marinos no depredadores y sus productos. 0,5 mg de Hg total/kg
Peces marinos depredadores. 1,0 mg de Hg total/kg
Reino Unido Pescado 0.3 mg d? He/kg (carne ND Morma legal europea
homeda)
Alimentos marinos 0,5pug de H ]
Tailandia HE ele ND Ncrn'lna para alumer!tns, que
Otros alimentos D,DE HE de Hglfg contienen contaminantes
Todos los peces, excepto Depredadores. 0,5 mg de MeHg/kg PTWI: 1,6 pg de MeHg/kg de

Nivel de directrices del
Codex Alimentarius

Fuente: PNUMA(13)

de febrero de 2002).

https://www.ins.gov.co/Direcciones/Vigilancia/Publicaciones%20ERIA%20y%20Plaguicidas/ER%

20MERCURIO%20EN%20PECES.pdf

{a): unidades tal como figuran en las referencias; “mg/kg"” equivale a “pug/g” y ppm (partes por millén). Cuando no se indica “peso hiimedo”
o “carne hdimeda” los valores limite para el pescado se basan en el peso himedo. 2: la Comision Europea (febrero de 2002) revisd los
contenidos maximos de Hg en un pequefio ndmero de especies de peces de consumo (Reglamento (CE) N2 221/2002 de la Comisidn de 6
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Legislacion que regula los metales pesados en Colombia

Miniambiente Ley 1658 de 2013 Disposiciones para el
Salud y proteccion comercio y uso de Hg
Social
122 de 2012 Limites maximos de (Pb: 0,3 mg/kg ;
metales pesados Cd: 0,05 mg/kg;

(NoAs) en pescadode  Hg: 0,5 mg/kg)
consumo humano

Norma Técnica Limites para consumo (Pb: 0,4mg/kg;
Colombiana (NTC) humano Cd: 0,1 mg/kg;
1443 Hg: 0,5 mg/kg)
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