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RESUMEN

Los Compuestos de Disrupcién Endocrina (EDCs) son sustancias capaces de alterar
el sistema hormonal del organismo humano o animal y generar un dafio en su funcion;
generalmente éstas provienen de actividades y/o productos altamente contaminantes.
En la actualidad se ha logrado demostrar que ciertos productos de uso cotidiano,
como los plaguicidas en el &mbito agricola, poseen concentraciones considerables de
disruptores endocrinos. De esta forma, al ser aplicados sobre diversos cultivos, se
adhieren a ellos y una vez consumidos llegan al organismo humano, causando
algunos problemas sistémicos.

El presente estudio buscé identificar disruptores endocrinos con actividad estrogénica
en diferentes tipos de hortalizas determinando cuantitativamente en Equivalentes de
Estradiol las concentraciones a las cuales se ve expuesto el consumidor. Se utiliz6 la
técnica YES (Yeast Estrogen Screen) en 32 hortalizas provenientes de diferentes
zonas de la sabana de Bogot4, de las cuales cinco presentaron actividad estrogénica.
El cilantro de Tabio y Sop0, la espinaca de Cota y Bogota y el perejil de Zipaquira
presentaron positividad (135ng/L, 8ng/L, 4ng/L, 11ng/L, y 10 ng/L Equivalentes de
estradiol, respectivamente).

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante considerar que la implementacién de
productos altamente tdxicos como los plaguicidas y el uso de agua contaminada en
el riego de los cultivos puede influir directamente y en gran medida sobre la presencia
de compuestos estrogénicos en las hortalizas. Sin embargo, se puso en evidencia
gue el uso de plaguicidas no es la Unica fuente de contaminacion ya que las técnicas
y herramientas empleadas en los diferentes tipos de cultivo pueden variar, y asi
mismo influir sobre la presencia de sustancias con actividad estrogénica en los
productos agricolas analizados.

Palabras clave: Yeast Estrogen Screen, estrégenos, disruptores endocrinos,
plaguicidas.
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ABSTRACT

Endocrine Disruption Compounds (EDCs) are substances capable of altering the
hormonal system of the human or animal organism and generating damage to its
function; Generally, these come from highly polluting activities and / or products.
Today it has been demonstrated that certain products for everyday use, such as
pesticides in the agricultural field, have considerable concentrations of endocrine
disruptors. In this way, when applied to various crops, they adhere to them and once
consumed they reach the human organism, causing some systemic problems.

The present study sought to identify endocrine disruptors with estrogenic activity in
different types of vegetables by quantitatively determining in Estradiol Equivalents the
concentrations to which the consumer is exposed. The YES (Yeast Estrogen Screen)
technique was used in 32 vegetables from different areas of the Bogot& savannah, of
which five had estrogenic activity. The cilantro of Tabio and Sop6, the spinach of Cota
and Bogota and the parsley of Zipaquiréa presented positivity (135ng /L, 8ng/L, 4ng/
L, 11ng /L, and 10 ng / L equivalent of estradiol, respectively).

Given the above, it is important to consider that the implementation of highly toxic
products such as pesticides and the use of contaminated water in crop irrigation can
directly and greatly influence the presence of estrogenic compounds in vegetables.
However, it was shown that the use of pesticides is not the only source of
contamination since the techniques and tools used in the different types of crops may
vary, and also influence the presence of substances with estrogenic activity in the
analyzed agricultural products.

Key words: Yeast Estrogen Screen, estrogens, endocrine disruptors, pesticides.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha observado un aumento en la implementacion de plaguicidas
en el sector agricola con el objetivo de controlar, beneficiar y maximizar las siembras;
siendo las hortalizas uno de los principales cultivos a los que se le aplican las mayores
dosis de estos productos. Si bien su uso mejora satisfactoriamente la produccion
agricola, también es cierto que desde hace unas décadas atras se ha podido
evidenciar que ciertas sustancias que componen estos productos estan implicadas en
la aparicion de diversas enfermedades en el ser humano (1). Segun el ICA (Instituto
Colombiano Agropecuario), en Colombia se pas6 de 770 formulaciones de
plaguicidas registradas a 1370 para el 2003, aumentando progresivamente en los
siguientes afios y en donde se sabe que al menos una quinta parte de las sustancias
gue componen estos productos tienen la capacidad potencial de perjudicar
exponencialmente el sistema endocrino del ser humano a corto, mediano y/o largo
plazo (2).

Actualmente, estas sustancias nocivas son conocidas como compuestos de
disrupcion endocrina (EDCs), los cuales pueden actuar modificando la biosintesis, el
transporte y el metabolismo de distintas hormonas como los estrégenos (3); por lo
cual en el caso de una exposicion con un agente quimico que contenga disruptores
estrogénicos, éste puede provocar alteraciones en el equilibrio fisiologico hormonal
causando diferentes enfermedades (4). No obstante, estas sustancias no se limitan
solo a productos quimicos destinados al sector agricola; también se pueden encontrar
en alimentos de consumo en fresco por residualidad, al igual que en plasticos,
detergentes, cosméticos y otros por sus componentes a la hora de su elaboracion.
Asi mismo, se han detectado disruptores estrogénicos en rios, lagos, océanos y hasta
en el aire gracias en gran parte a la contaminacion ambiental ocasionada por residuos
generados en industrias, empresas, hogares, entre otros (5).

El impacto negativo que han tenido los disruptores con actividad estrogénica en el
organismo ha generado la implementacién de la vigilancia en la utilizacién de estas
sustancias como parte de la composicion de distintos productos de uso generalizado,
sobre todo en el sector agricola, llegando a aceptar por normatividad su presencia en
algunos productos a determinadas concentraciones (6). No obstante, estudios
publicados en los ultimos 20 afios han logrado evidenciar que a bajas dosis también
son perjudiciales cuando la exposicion es frecuente, debido a un proceso de
bioacumulacién que se genera en el organismo especialmente en el tejido graso (7,
8).

Colombia tiene una normatividad en relacion a este tipo de sustancias en productos
guimicos comerciales asegurando que las concentraciones de cada disruptor
estrogénico presente en los productos se encuentran por debajo del limite maximo
establecido como seguro; sin embargo, no se tiene en cuenta que la presencia de dos
sustancias débilmente estrogénicas puede tener un efecto mas potente o producir
mas efectos conjuntamente, que por si solas — efecto sinérgico — (9).

Considerando el uso frecuente de pesticidas, plaguicidas y otros componentes en
actividades agricolas, y teniendo en cuenta que en la mayoria de los casos hay
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presencia de disruptores endocrinos con actividad estrogénica en estos productos; es
fundamental determinar el tipo de efecto que estas sustancias quimicas pueden
generar sobre el alimento y que pueden prevalecer al momento de su ingesta, sobre
todo si son responsables de dafios a futuro en la salud del consumidor. Sin embargo,
es dificil implementar técnicas para su determinacién analitica sobre todo en cultivos
gracias a su compleja estructura. Aun asi, los métodos mas empleados en la
determinacién de disruptores endocrinos con actividad estrogénica van desde la
cromatografia, ya sea de gases o liquida, acompafada de espectrofotometria de
masas, meétodos no celulares como ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay) 6
ELRA (Enzyme Linked Receptor Assay), hasta métodos biolégicos en donde uno de
los ensayos mas representativos es el YES (Yeast Estrogen Screen) (10).

En Colombia la normatividad vigente para alimentos no menciona ninguna técnica
oficial para la determinacién de sustancias con actividad estrogénica, aunque si se
tiene conocimiento de la regulacion del uso de plaguicidas y otras sustancias quimicas
no se conoce la relacién de algunas de estas con su actividad como disruptor
endocrino. Con respecto a lo anterior, se considera que existe una alta probabilidad
de encontrar sustancias con actividad estrogénica en hortalizas, ya fuera por la
utilizacion de productos quimicos en el momento de su siembra y/o por la
implementacion de agua contaminada para el riego de las mismas. Por consiguiente,
el presente trabajo se encamina a la implementacion del método YES utilizando una
cepa de Saccharomyces cerevisiae recombinante para la cuantificacion de
disruptores endocrinos con actividad estrogénica en hortalizas cultivadas en la
sabana de Bogot4, teniendo en cuenta plaguicidas empleados en las hortalizas y los
rios o cuencas aledafias con las que se riegan este tipo de cultivos.
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1. ANTECEDENTES

Desde hace algun tiempo se han investigado diferentes compuestos quimicos que
podrian tener un efecto sobre la actividad hormonal de los seres vivos. Una de las
acciones hormonales mejor documentada atribuible a los compuestos de disrupcion
endocrina (EDCs), es su capacidad para mimetizar el efecto de los estrégenos. Por
ende, desde unas décadas atras se han venido estableciendo registros de
compuestos quimicos con actividad disruptora, en donde para el caso se han logrado
identificar mas de 500 compuestos quimicos con actividad estrogénica.

Los disruptores estrogénicos mas investigados se relacionan principalmente con la
presencia de compuestos farmacéuticos, alquilfenoles, ftalatos, bisfenoles, bisfenoles
policlorados (PCBs), plaguicidas organoclorados, y dioxinas y furanos; los cuales
dependen de la presencia de al menos una estructura de anillo fendlico hidroxi para
ser activos estrogénicamente; aun asi, debido a que no son transportados por
proteinas sus niveles son biolégicamente activos pudiendo alterar el balance
hormonal y por ende comprometiendo el organismo (11). No obstante, existen otros
compuestos como los polietoxilatos, los cuales no son estrogénicos, pero pueden
adquirir propiedades de tipo estrogénico por medio de la degradacién microbiana; lo
anterior ocurre por ejemplo por el tratamiento de aguas residuales en donde la cadena
de los polietoxilatos se acorta y se liberan mono y dietoxilatos, alquilfenoles y acidos
alquilfenol carboxilicos (12).

La primera evidencia de disruptores estrogénicos en productos quimicos fue
publicada en 1936 a través de investigaciones de Dodds y Lowson (13) en donde
demostraron que los para-alquilfenoles podrian ser estrogénicos; lo anterior fue
confirmado en posteriores estudios por Muller y Kim en 1978 (14). También para 1936,
Dodds y Lawson (13) investigaron los bisfenoles y los ftalatos, demostrando que la
administracion de bisfenoles a ratas actia como mimetizador estrogénico causando
cornificaciéon vaginal e incremento de peso uterino, y en cuanto a los ftalatos
mencionaron que poseen caracter estrogénico débil y pueden competir con el
estradiol por su union al receptor hormonal. Estas observaciones fueron apoyadas
posteriormente por Reid y Wilson argumentando también acerca de la bioacumulacion
de bisfenoles y afadiendo que sustancias haldgenas (clorados y bromados) estaban
presentes en leche materna y bebida de consumo (12, 15, 16).

A finales del siglo XIX, se sintetiza el derivado organoclorado conocido como DDT
(dicloro difenil tricloroetano) y gracias a Miiller (17) se descubre su accion insecticida.
Este plaguicida se utilizé ampliamente durante la segunda guerra mundial, pero
actualmente la mayoria de los paises industrializados ha prohibido la utilizacion del
compuesto quimico después de haberse revelado sus efectos adversos sobre la
salud, sobre todo a nivel estrogénico; sin embargo, al tratarse de una molécula rigida
y liposoluble, el DDT se acumula y se concentra por lo que aun hoy se puede
encontrar a lo largo de toda la cadena alimentaria (18).

En el afio 1991 Soto y colaboradores (19) empezaron a desarrollar diversos trabajos,
los cuales tenian como propésito demostrar la actividad estrogénica en diferentes
compuestos quimicos de uso general. En uno de los primeros ensayos emplearon
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células estrégeno-sensibles descubriendo que las células proliferaban auin en
ausencia de estrogenos y aseguraron que este efecto se producia debido al
nonilfenol, componente utilizado en la fabricacion de los tubos de plastico de
poliestireno utilizados para almacenar el medio de cultivo celular (19). En 1995 otro
de sus trabajos demostré la estrogenicidad del endosulfan, plaguicida organoclorado
de uso habitual, en donde éste ejercia un efecto proliferativo sobre las células
responsables de cdncer de mama, mencionandose por primera vez la afinidad de
estos plaguicidas por el receptor estrogénico y su capacidad para inducir la sintesis y
secrecion de proteinas estrogeno-inducidas (15). En ese mismo afio Jobling y
Sumpter (20) demostraron las propiedades estrogénicas de algunos alquilfenoles y
alquilfenol polietoxilatos mencionando que estas sustancias se encontraban como
productos de degradacion en agua depurada, destinada para el consumo humano.

Los alimentos que constituyen parte fundamental de la nutricion de los seres vivos,
sobre todo los productos de origen vegetal -frutas y hortalizas-, son uno de los
productos mas afectados por el uso de diferentes pesticidas, herbicidas, insecticidas
y demas sustancias quimicas cuyo objetivo se centra en mantener los cultivos éptimos
y evitar que se dafien por diferentes plagas (2). Diversos estudios reportaron la
presencia de residuos de plaguicidas en productos horticolas en donde se analizaron
algunos vegetales que ingresaron al mercado estadounidense durante el periodo
1996-2006. Se observé que de un total de 36.221 millones de toneladas métricas, el
5,2% de las muestras registré residuos de plaguicidas nocivos, siendo México el pais
gue contribuyé con el mayor volumen (66%), y entre ellas el 52 % presento residuos
de algun tipo de plaguicida (21). No obstante, durante el afio 2003 y 2011 en Colombia
y Chile respectivamente, se determinaron residuos de plaguicidas en alimentos
empleando métodos analiticos por cromatografia liquida y gaseosa. En Colombia, se
detectd la presencia de clorpirifos en tomate (22) y en Chile se obtuvieron como
resultados la presencia de Carbaril en jugo de naranja, Iprodiona en papillas de ciruela
y durazno y concentraciones de Pirimifols-metil en sopa de esparragos (23).

Para el 2013 en Colombia, se realiz6 un estudio evaluando la presencia de sustancias
estrogénicas en agua implementando la técnica Yeast Estrogen Screen (YES) (24);
en donde se comprobd la sensibilidad de la levadura Saccharomyces cerevisiae
recombinante, para detectar sustancias con actividad estrogénica en muestras
ambientales. En el 2015 se volvié a emplear la misma técnica en dos trabajos de
grado; uno de ellos determiné sustancias con actividad estrogénica en fresas (10) en
donde se utilizaron diferentes métodos de extraccion (acetato de etilo y hexano) para
la posterior cuantificacién de disruptores endocrinos de tipo estrogénico, validando la
técnica en muestras falseadas y obteniendo resultados negativos en las muestras
analizadas. El segundo trabajo, analiz6 la presencia de sustancias estrogénicas en
alimentos de consumo en fresco que provenian de distintos puntos de venta en la
ciudad de Bogotd (25) y se comprobd que existen sustancias con actividad
estrogénica en la superficie de algunos de los alimentos provenientes de las distintas
centrales de venta relacionandolo con el alto grado de contaminacion ambiental por
diversidad de compuestos.

Sin embargo; para el 2014, las ventas de pesticidas alcanzaron las 400.000
toneladas, de los cuales actualmente 33 plaguicidas de los mas empleados a nivel
mundial poseen propiedades de disrupcion estrogénica (26). La Autoridad Europea
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de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha publicado en multiples informes que cerca de la
mitad de las muestras de alimentos europeos tienen niveles detectables de residuos
de cientos de pesticidas. Esto implica que la exposicion a pesticidas a través de la
dieta es generalizada y llega a millones de personas (27). En el afio 2016 se determino
que los clorpirifos son los plaguicidas que mas se hallaban en los residuos de
alimentos, especificamente se encontraron restos de este insecticida en 20 alimentos
diferentes. Estudios indican que los clorpirifos —presente en insecticidas— afectan al
sistema hormonal humano y se relacionan con graves problemas a nivel cerebral en
los nifios. Adicionalmente, son persistentes, bioacumulables y pueden llegar a alterar
el ADN cuando los niveles de exposicion son diarios, aun cuando estén por debajo de
los limites de residuos permitidos (26).

Otro factor que se empezé a considerar fue el agua, en donde lamentablemente
durante su recorrido por diferentes lugares se contamina con desechos biolégicos
humanos, animales e industriales y genera que las fuentes hidricas contengan gran
cantidad de sustancias toxicas. Diversos estudios han comprobado que en el agua de
rios, lagos, lagunas e incluso agua tratada, existe presencia de sustancias con
actividad estrogénica (28). El agua contaminada por este tipo de sustancias puede
ser ingerida directamente, o bien puede ser utilizada para el riego de diferentes
cultivos y absorbido y/o adsorbido por vegetales y frutas que finalmente seran
utilizados en la cadena alimentaria. Es por ello que surgio la necesidad de tener un
control eficiente de dichos compuestos en aguas empleando tecnologias eficientes
de tratamiento para asegurar su plena calidad a la hora de su utilizacién (28).

El Rio Bogota es uno de los rios mas contaminados de Colombia, recorre toda la
sabana de Bogota con varias desembocaduras a lo largo y ancho del departamento.
Muchos de los agricultores utilizan aguas extraidas del rio Bogota para regar sus
cultivos; sin embargo, estadisticas recientes en Colombia demostraron que en
corrientes superficiales de la cuenca media y baja del rio Tunjuelito y la cuenca baja
del rio Bogota y el rio Sumapaz, poseen niveles altos de compuestos con actividad
estrogénica (24). Aun asi, actualmente se utilizan aguas que provienen directamente
de rios con altos grados de contaminacion, como en el caso del rio Bogot4, para
diferentes usos agricolas e incluso para consumo humano en algunas poblaciones
vulnerables.

En Cundinamarca 47 municipios cercanos a la ribera del rio Bogotd consumen
verduras que probablemente se riegan con sus aguas contaminadas de metales
pesados y bacterias que ponen en riesgo la salud. Estudios realizados en la capital
del pais demostraron la presencia de altas concentraciones de mercurio, cadmio,
arsénico y plomo en hortalizas cultivadas en este territorio, metales pesados que son
sustancias con actividad estrogénica. Se encontraron ademas coliformes,
enterobacterias, protozoos y residuos de medicamentos (29). Por otro lado, se ha
puesto en evidencia que campesinos de una vereda al norte de Bogota regaban sus
cultivos de hortalizas con aguas extraidas directamente del rio Bogot4, hallazgo que
puso en evidencia la baja calidad de algunos alimentos que se consumen en la
sabana (30).
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2. MARCO TEORICO

2.1 DISRUPTORES ENDOCRINOS

Los disruptores endocrinos (EDCs) se definen como sustancias o mezclas de
sustancias exdgenas al organismo (naturales o sintéticas) que tienen la capacidad de
alterar una o varias funciones del sistema endocrino (hormonal) por similitud, afinidad
hormonal, antagonismo, interferencia fisiolégica o modificacibn de receptores
especificos provocando efectos adversos en la salud de un organismo, en sus
descendientes, en la poblacion en general o en una subpoblacion en particular (31).

Cuando los EDCs reaccionan con los constituyentes celulares de diferentes tejidos a
través de diversos mecanismos de accion, pueden producir un desequilibrio en el
balance hormonal. Adicionalmente, en muchas ocasiones, estas sustancias toxicas
son persistentes en el organismo ya que una vez que entran no pueden ser
eliminadas; por lo tanto, se bioacumulan en diferentes drganos convirtiéndose asi en
un factor mas para que se originen multiples y diversas enfermedades (32,33).

Los EDCs pueden ser de origen natural, procedentes de humanos, animales, plantas
u hongos, y también pueden ser de origen quimico (sintético). Dentro de los EDCs de
origen natural, humano y animal, se encuentran los androgenos como la testosterona
y el 5-a-dihidrotestosterona y los estrégenos como el 173- estradiol (E2), estrona (E1)
y estriol (E3), los cuales constituyen una clase de hormonas que regulan el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion de los 6rganos sexuales secundarios de los
mamiferos (24).

Los estrogenos son hormonas esteroideas derivadas del colesterol y son sintetizadas
en células especificas de los ovarios, la placenta, la corteza adrenal y los testiculos.
En los mamiferos, los ovarios segregan estradiol, androstenediona y progesterona, la
placenta secreta estradiol y progesterona, en la corteza adrenal se produce
aldosterona, cortisol y la DHEA (dehidroepiandrosterona), y los testiculos se encargan
de secretar androstenediona y estradiol (Figura 1.) (34,35).
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FIGURA 1. Sintesis de Hormonas Esteroideas (Esteroidogénesis).

Fuente: Elaboracién propia. Tomando como referencia Becerro M. Las hormonas
esteroideas sexuales, el envejecimiento y el ejercicio. Revista Andaluza de Medicina
del Deporte. 2008; 1(1):22-36. y Gémez E, Larrea F, Martinez F. Vias de sefalizacion
asociadas a la esteroidogénesis. Revista Especializada en Ciencias Quimico-
Bioldgicas. 2012; 15(1):24-36.

Existen tres estrégenos naturales principales en el organismo: la estrona, el estradiol
y el estriol. Estos poseen 18 atomos de carbono (C18) y son derivados quimicos del
ciclo-pentano-perhidro-fenantreno, esteroides formados por tres anillos ciclohexanos
(denominados A, B, C) y un anillo de ciclo pentano (denominado D). Dentro de este
grupo de estrégenos naturales, uno de los mas importantes y potentes es el 17(1-
estradiol, el cual tiene 3 dobles ligaduras en el anillo A, un OH en C3, y otro OH en
C17 en posicion beta (24). El anillo fendlico A es la caracteristica estructural que
permite la unién selectiva y de alta afinidad a receptores estrogénicos (36).

La estrona es un producto de oxidacién del estradiol, incorpora una funcién cetona en
Ci7, se encuentra en menor concentracion y es sintetizada a partir de la
androstenediona. El estradiol es sintetizado a partir de la estrona. La testosterona es
la hormona que se encuentra en mayor concentracion en el organismo durante los
afios de fertilidad y el estriol es una consecuencia de la hidratacién del estradiol,
posee un OH adicional en Cis, es sintetizado por la androsterona principalmente en
el higado y se encuentra en concentraciones elevadas durante el embarazo (37, 38,
39).

Los estrogenos son los principales responsables del desarrollo de las caracteristicas
sexuales en las mujeres, y desempefian una funcion indispensable en el crecimiento,
desarrollo y diferenciacion de los tejidos reproductores. Asi mismo, influyen en el
mantenimiento de la fertilidad y el ciclo reproductivo. Sin embargo, existen muchas
otras funciones en las que las hormonas esteroidales intervienen debido a que la
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presencia de sus receptores en Organos diana externos son numMerosos y se
involucran en muchos otros procesos fisicos del organismo (40). Algunas de estas
funciones son: cambios en los depdsitos de grasa corporal, el desarrollo y crecimiento
mamario, el desarrollo del cuello uterino, endometrio, trompas de falopio y epitelio
vaginal, la maduracién de los ovarios, la produccion de hormonas esteroides durante
la fase Iuteal del embarazo y la diferenciacion de las caracteristicas sexuales
secundarias. De igual forma, también se encuentran implicados en el control de la
conducta sexual femenina a nivel del sistema nervioso central (35, 41).

La principal funcion de los estrogenos es la proliferacion y maduracion celular en los
diferentes tejidos donde se encuentren receptores estrogénicos, asi como la
regulacion de la concentracion de sus propios receptores, los cuales se encuentran
localizados en multiples sitios del organismo. Estan involucrados en el metabolismo
de los lipidos, las proteinas y el calcio. Participan en la coagulacion sanguinea y en
aspectos relacionados con la fisiologia vascular tales como la proliferacion epitelial de
los vasos sanguineos siendo factores cardioprotectores. Por otra parte, también
participan en el sistema 0seo, siendo necesarios para el mantenimiento del equilibrio
de la masa 6sea (41), y en el sistema nervioso los receptores estrogénicos estan
presentes en el hipotdlamo, la amigdala, el hipocampo y el tronco cerebral basal, lo
gue explica sus efectos en la funcion reproductora y en la memoria (42).

Los fitoestrogenos u hormonas vegetales son componentes no esteroideos de origen
natural que se encuentran presentes en alimentos, y pueden tener un origen
directamente vegetal o pueden ser el resultado del metabolismo de sustancias
precursoras presentes en las plantas. Dichos componentes se pueden encontrar en
los flavonoides, especialmente de las subclases isoflavonas (genisteina, daidzeina y
gliciteina) que se encuentran en la soja. Los lignanos de las semillas (cereales
integrales), los cumestanos presentes en las leguminosas, las coles o la alfalfa y las
lactonas del acido resorcilico producidas por algunos hongos que contaminan los
cereales (micoestrogenos) hacen parte de algunos de los fitoestrégenos
frecuentemente mas encontrados en los vegetales (43,44,45).

Los fitoestrogenos se ingieren y por medio de la accidon enzimética de las bacterias
intestinales son hidrolizadas por glucosidasas para ser transformados en formas
activas (agliconas) para que se puedan absorber. Luego son conjugados en el higado
con acido glucurénico o sulfarico y son excretadas en la bilis, donde parte del
contenido biliar se puede volver a desconjugar en el intestino para ser reabsorbido y
reconjugado nuevamente en el higado para finalmente ser excretados por la via
urinaria (43, 46). Teniendo en cuenta que los fitoestrogenos poseen una estructura
guimica semejante a los estrdgenos humanos, logran unirse a los receptores
estrogénicos tipo alfa y beta (presentan mayor afinidad por los receptores
estrogénicos beta), se desplazan hasta el nicleo de las células y pueden cambiar la
expresion de ciertos genes. Sin embargo, tienen un efecto estrogénico débil (menor
que el 17B-estradiol) y por lo tanto su respuesta es menor a la que ocurre con otras
sustancias con actividad estrogénica o con los estrogenos propiamente sintetizados
por el cuerpo (37, 43, 46).

Aungue los fitoestrogenos tienen un efecto estrogénico débil, se han estudiado por su
capacidad de ser agonistas o antagonistas del receptor de estrogenos y pueden tener
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una acciéon benéfica o generar efectos adversos en el organismo (46). Diferentes
estudios han demostrado que estas moléculas también estan dotadas de accion
antioxidante, antiangiogénica, antiproliferativa e inhibidora de ciertas enzimas que
desempeiian un papel importante en la tumorogénesis. Algunas clases de
fitoestrégenos reducen los sintomas climatéricos como los sofocos, previenen la
osteoporosis, reducen los factores de riesgo para enfermedad cardiaca e inhiben la
carcinogénesis mamaria (43, 47, 48).

Por otro lado, los EDCs de origen quimico sintético se pueden encontrar como
contaminantes ambientales, en aguas residuales y en productos naturales e
industriales (26). Estas sustancias se pueden producir intencionalmente para alterar
o regular el sistema endocrino y tienen caracteristicas estructurales similares a los
estrogenos naturales de los humanos o animales (anticonceptivos y tratamientos de
sustituciéon hormonal) (49). Las sustancias de origen quimico sintético que no se
producen intencionalmente, son fabricadas por el hombre para usos industriales o
agricolas (50). Muchos de estos se conocen como xenoestrogenos (XE), un grupo
diverso de sustancias que no tienen similitudes estructurales con los estrégenos
naturales pero que interfieren en la homeostasis hormonal. Estos incluyen los
pesticidas, plaguicidas, fertilizantes, metales pesados, detergentes, envases
plasticos, envolturas de alimentos y cosméticos (33, 51, 52). Los Xenoestrégenos
(XE) funcionan uniéndose a los receptores estrogénicos, pueden originar rutas de
sefales bioquimicas o inducir la transcripcion del ADN y esto a su vez genera una
respuesta estrogénica, mediante la transmision de sefiales que activan ciertos genes
(53).

Son muchos los compuestos quimicos y antropogénicos que se conocen como EDCs,
dia a dia se afiaden mas en la lista de xenoestrégenos. A continuacion, se tratan
algunos grupos:

2.2 PLAGUICIDAS

Estos se utilizan a nivel mundial para el control de plagas en la agricultura y algunas
situaciones de salud publica; sin embargo, algunas de las sustancias quimicas que
componen estos productos, ademas de tener caracteristicas disruptoras a nivel
endocrino, tienen la capacidad de bioacumularse tanto en el medio ambiente como
en la grasa de los animales y del hombre llegando a poder detectarse concentraciones
de éstos muchos afios después de la exposicién inicial (54).

Los plaguicidas organoclorados como diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus
metabolitos (o,p’ -DDT, p,p’ -DDT, o,p’ -DDD, p,p’ -DDD, p,p’ -DDE) se utilizaban como
insecticidas, pero su uso fue prohibido en 1972 por su alta lipofilidad, estabilidad
guimica, su capacidad para almacenarse en el tejido graso y su bioacumulacion en el
ambiente (tienen una vida media de aproximadamente 100 afios). Los metabolitos del
DDT son un ejemplo de plaguicidas que comparten como caracteristica su capacidad
para mimetizar a las hormonas naturales, estimulando o inhibiendo sus efectos
estrogénicos. Al metabolito p.p’-DDE se le ha atribuido actividad estrogénica, o,p’-
DDT induce el estro en ratas y es el isbmero mas estrogénico y p,p’-DDT muestra
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caracteristicas estrogénicas débiles tanto en Utero de rata como en cultivos de células
de cancer de mama (12, 55).

Otros plaguicidas como los organofosforados también han demostrado producir
alteraciones hormonales estrogénicas. Los clorpirifos por ejemplo, se emplean para
el control de plagas contra insectos como cochinillas y barrenadores en la produccion
de frutas, hortalizas, cereales y plantas ornamentales, pero se ha observado que tiene
efectos disruptores ya que en células dependientes de estrégenos puede incrementar
su proliferacion, mediante la fosforilacion del receptor alfa (56). Sin embargo, existen
muchos plaguicidas toxicos que se usan en gran cantidad en cultivos agricolas y
actuan interfiriendo en la homeostasis estrogénica (Tabla 1.).

TABLA 1. Algunos Plaguicidas con Actividad Estrogénica y sus Efectos en el
Organismo

Plaguicida Uso Efecto adverso
Endosulfan Insecticida e Atrofia testicular y disminucion de los

y acaricida niveles de testosterona en ratas
Mancozeb Fungicida e Inhibe la espermatogénesis (disminuye

el nimero de espermatogonia,
espermatocitos primarios,
esperméatidas y espermatozoides)

e Disminuye los niveles de estradiol,
progesterona y testosterona en suero
de ratas

Carbofurano Insecticida e Aumento significativo de los niveles de
estradiol y disminucion de testosterona
en el suero de ratas

Clorpirifos Insecticida e Aumenta la proliferacién celular

Metoxicloro Insecticida e Actla como disruptor estrogénico al

imitar la accién de los estrogenos

Fuente: Elaboracién propia. Tomando como referencia Kwon D, Chung Hk, Shin WS,
Sun PY, Kwon SC, Song JS. Toxicological evaluation of dithiocarbamate fungicide
mancozeb on the endocrine functions in male rats. Molecular & cellular toxicology.
2018; 14(1): 105-112.; Goat RT, Goad JT, Atieh BH, Gupta RC. Carbofuran-Induced
Endocrine Disruption in Adult Male Rats. Toxicology Mechanisms and Methods. 2004;
14(4): 233-239.; Mueller GC, Displacement of Estradiol from Estrogen Receptors by
Simple Alkyl Phenols. Endocrinology. 1978; 102(5):1429-1435.

2.2.1 PCBs, DIOXINAS Y FURANOS

Los PCBs, las dioxinas y los furanos son compuestos organoclorados muy estables y
lipofilicos que pueden bioacumularse (no pueden ser expulsados por la orina, las
heces o el sudor y tienden a alojarse en el tejido graso) y biomagnificarse a través de
la cadena alimenticia, de un animal a otro, hasta llegar al ser humano quien puede
alcanzar altas concentraciones al tener multiples fuentes de exposicion con estos
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productos quimicos (57). Los PCBs son compuestos sintéticos organoclorados
(C12H10-nClIn) utilizados en la fabricacion de equipamientos eléctricos como fluidos
aislantes de transformadores y condensadores, plastificantes y fluidos hidraulicos,
debido a su gran estabilidad quimica, resistencia al calor y propiedades aislantes. Las
mezclas comerciales contienen diferentes isbmeros en cantidades y concentraciones
distintas lo cual determina sus caracteristicas especificas y se pueden clasificar como
homélogos (nombre general de un PCB dependiendo del nimero de 4&tomos de cloro
gue éste posea), congéneres (indican la posicién de cada cloro dentro de la molécula
y se reconocen con el término genérico bifenilos policlorados) y mezclas (varios
bifenilos con diferente grado de cloracién) (58).

Los PCBs también se pueden clasificar en diferentes grupos de acuerdo a las
caracteristicas quimicas de los congéneres. El grupo | posee una o dos posiciones
“para” libres y dos carbonos no sustituidos en al menos uno de los anillos del bifenilo,
el grupo Il estructuralmente requiere ausencia de sustitucion en las posiciones “orto”
de los dos anillos y los congéneres del grupo Il estan altamente sustituidos (12, 59).
Los compuestos organicos triciclicos clorados como policlorodibenzo-p-dioxinas
(PCDDs) conocidos como dioxinas y policlorodibenzofuranos (PCDFs) conocidos
como furanos, estdn compuestos por una molécula que es triciclica aromatica y
halogenada, con un anillo comun a todas. Se conocen 209 congéneres de las dioxinas
y 153 de los furanos, estos son principalmente subproductos que se generan de forma
natural o antropogénica de forma espontdnea como resultado de una serie de
procesos de combustion (erupciones volcanicas, incendios forestales, incineraciones,
entre otros) y reacciones quimicas en las que se encuentra presente materia organica
y una fuente disponible de cloro (produccion de papel y PVC, sintesis de plaguicidas,
metales, entre otros) (60).

Diversos compuestos organoclorados han mostrado efectos adversos sobre las
hormonas ya que algunos son estrogénicos y otros adquieren esta caracteristica
después de ser transformados in vivo por la desaparicion y sustitucion de algunos
cloros por grupos hidroxilo, permitiendo que se puedan unir al receptor de estrégenos
(12). Algunos PBCs han manifestado su actividad estrogénica al incrementar el peso
del utero, producir proliferacion de las células de cancer mamario, competir por la
unién al receptor estrogénico, favorecer el metabolismo de estradiol hacia la estrona
e interrumpir la sefalizacion a traves de varios receptores inhibiendo la
esteroidogénesis suprarrenal (61). Por otro lado, se ha evidenciado que las dioxinas
pueden llegar a estimular y alterar la accion de la aromatasa lo cual afecta la
conversién de testosterona a estradiol (62). Algunas dioxinas como el TCDD (2,3,7,8-
tetracloro dibenzoparadioxina) y congéneres de los PCBs también pueden actuar
como disruptores estrogénicos ya que inducen la expresién génica y la sintesis de
enzimas pertenecientes a la familia del citocromo P450, que estan involucrados en la
reduccion y aumento de la respuesta estrogénica (12, 63)

2.2.2 FTALATOS

Los ftalatos como DEHP (Dietilhexilftalato), DIBP (diisobutilftalato), DBP
(dibutilftalato) o BBP (bencilbutilftalato) son compuestos quimicos utilizados como
plastificantes en la manufactura de materiales plasticos, fijadores de aromas
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artificiales y antioxidantes en gran cantidad de productos comerciales empleados en
el empaquetado, conservacion o almacenaje de articulos para el consumo humano
(alimentos, cosméticos, productos de limpieza y cuidado personal, productos
hospitalarios, etc.). Su funcion como plastificante es incrementar la flexibilidad de
polimeros de gran peso molecular como el cloruro de polivinilo para que sea mas
suave y manejable. No obstante, los ftalatos no estan unidos quimicamente a la matriz
de plastico, por lo cual, pueden liberarse y migrar hacia diferentes medios como los
alimentos, el agua, el suelo, entre otros (12, 64). La exposicion a ftalatos se asocia
con obesidad, resistencia a la insulina, cancer de préstata, malformaciones genitales
congénitas y efectos adversos en la tiroides, el sistema inmune o la fertilidad. También
son disruptores estrogénicos débiles y actian como agonistas compitiendo con el
estradiol por su unién al receptor hormonal (20).

2.3 RECEPTORES ESTROGENICOS (ER)

Los estrogenos son hormonas esteroides liposolubles de naturaleza no polar, esto les
permite difundirse dentro y fuera de las células atravesando la membrana celular
hasta alcanzar el nacleo (37). Las hormonas estrogénicas viajan a través del sistema
sanguineo y entran a la célula, una vez localizan al receptor estrogénico se une a este
para formar el complejo hormona-receptor. La union activa al receptor hormonal e
inicia procesos celulares especificos, originando una cascada de sefales para que se
produzcan cambios como respuesta tipica a este tipo de complejos (53).

El complejo receptor-estrogeno genera modificaciones en el receptor y se introduce
en el nucleo de la célula, donde se une a la cromatina que tiene un sitio aceptor de
estrogeno. Después de esta unidén se generan una serie de factores de transcripcion
gue activan determinados genes y a partir de esto se da la sintesis de moléculas
proteicas reguladoras encargadas de generar el efecto deseado en el érgano en el
gue se encuentran. Se han identificado varios receptores de estrégenos, los mas
importantes y sobre los que se tiene mas conocimiento son ERa, ERB y sus isoformas.
Estos dos receptores son codificados por diferentes genes (37,40). Los receptores
estrogénicos ERa se encuentran en los tejidos del utero, glandula mamaria, placenta,
higado, sistema nervioso central, sistema cardiovascular y hueso. Otras células diana
poseen mayor cantidad de ER[B y expresan poca cantidad de Era. Estos tejidos son
los de la prostata, ovarios, glandula pineal, glandula tiroides, paratiroides, adrenal,
pancreas, vesicula biliar, piel, tracto urinario, tejido linfoide, tejido eritroide, pulmon,
epitelio intestinal y algunas regiones del cerebro (65).

La accion de las hormonas esteroideas se ejerce mediante la union a dos tipos de
receptores; su unién a un receptor de la membrana o del citoplasma con una accion
rapida (efectos no gendmicos del receptor estrogénico) y su unién a un receptor
nuclear con la consecuente activacion de la transcripcion de proteinas, una accién
lenta (efectos genomicos del receptor estrogénico) (37). En los efectos no gendmicos
del receptor estrogénico no es necesaria la transcripcion ni la sintesis de proteinas
para que se genere un efecto; en este intervienen procesos de reclutamiento de
sefales que se localizan en la membrana celular e incluyen AMP ciclico, calcio y 6xido
nitrico, asi como la activacion de cinasas como tirosincinasa, proteincinasa A,
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proteincinasa C, ERK (extracellular signal-regulated kinase), proteincinasa B, entre
otros. Estos procesos se han observado en los tejidos como el Utero, el pancreas,
células endoteliales, sistemas cardiovascular, nervioso y 6seo.

En los efectos gendmicos, los receptores nucleares estrogénicos modulan la
transcripcion al interactuar con las secuencias reguladoras del ADN celular, al unirse
con secuencias especificas del genoma (REa esta organizado en seis dominios, la
region A/B activa la transcripcion genética, la region de unién al ADN o dominio C que
esta presente en todos los receptores esteroidales, la regién D o region de bisagra
participa en la union a la proteina chaperona y la region F/G o dominio de unién al
ligando, donde se une la hormona), asi como a correpresores y coactivadores para
regular la accién del complejo de ARN polimerasa (24, 36). Al unirse los ER con los
estrogenos, desencadenan cambios en la forma del receptor que consisten en la
disociacion de un complejo correpresor del ER y la union de éste con un complejo
coactivador. Estas moléculas interactian con el receptor y le confieren la actividad de
transcripcion de genes que contienen elementos de respuesta a los estrogenos (65).

2.4 MECANISMOS DE ACCION

Las hormonas se unen a un receptor celular especifico y originan una cascada de
sefiales que desencadenan una reaccion para producir cambios como una respuesta
tipica a este tipo de complejos de acuerdo con la funcion metabdlica que se esté
regulando. Los disruptores endocrinos tienen la capacidad de interferir en el
funcionamiento normal de los productos glandulares y mediante diferentes
mecanismos de accion logran alterar la comunicacion celular suplantando a las
hormonas naturales, bloqueando su accién y aumentando o disminuyendo sus niveles
de expresion (53).

Los mecanismos de accion de los disruptores endocrinos no se han establecido
completamente debido a que intervienen diferentes factores como el érgano diana,
las circunstancias de expresion y la funcion de los niveles de estrégenos, la potencia
hormonal de los xenoestrogenos, la variedad en cuanto a su haturaleza, su estructura
qguimica y la falta de disponibilidad de métodos para evaluar tales efectos. Sin
embargo, se han estudiado algunos mecanismos de accién que incluyen la
mimetizacion o antagonizacion de la accion de las hormonas, la union a otros
receptores (puede activar o inactivar el receptor), la modificaciéon del metabolismo
hormonal (pueden efectuar el camino metabolico del estradiol, activar enzimas o
modificar la produccion normal de hormonas naturales), la modulacién de los niveles
de los receptores, la inhibicion selectiva de la transcripcion del DNA y la alteracion de
los patrones de sintesis y metabolismo (8, 66).

En una reaccion hormonal dada entre mensajeros quimicos y receptores celulares,
en la que interfieren disruptores endocrinos, se puede producir una respuesta similar
a la de la hormona endogena o una respuesta anormal. Incluso puede que no se
genere ninguna respuesta al bloquear el sitio de unién del receptor y evitar asi el
acople de la hormona enddégena. De esta manera, los disruptores endocrinos también
pueden generar una reaccidbn mas potente o débil de la normal en el momento
inadecuado (9). Se han descrito diferentes mecanismos, por inhibicion o por
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mimetizacion en las cuales los xenoestrogenos modifican la sintesis, metabolismo y
accion de las hormonas esteroideas naturales (Tabla 2.) (42).

TABLA 2. Mecanismos de Accién de Algunas Sustancias Quimicas con Actividad
Estrogénica

Sustancia quimica Uso Mecanismo de accién como
disruptor estrogénico
Atrazina Herbicida e Aumenta la expresion de la
enzima aromatasa
Clorpirifos Insecticida e Fosforilaciéon del ER
Metoxicloro Insecticida e FijaelER
Dicofol Acaricida e Imitador débil de
estrégenos
e Actlla como agonista de ER
Dioxinas cloradas Hidrocarburos e Aumenta la expresion de
(TCDD) clorados generados las enzimas CYP1 que
durante procesos catalizan la hidroxilacion del
industriales y de estradiol
combustion
Alqguilfenoles Produccion de e Imitador de estrogenos
agentes tensioactivos e Previenen la unién del
o detergentes, estradiol ya que desplazan
humectantes, la hormona pre-unida de los
emulsionantes o ER

plastificantes

Fuente: Elaboracién propia. Tomando como referencia Hoekstra PF, Kent B, Wayne
A, Neheli T, Muir D. Estrogenic activity of dicofol with the human estrogen receptor:
Isomer- and enantiomer-specific implications. Chemospere. 2006; 64(1): 174-177.;
Badawi AF, Cavalieri EL; Rogan EG. Effect of chlorinated hydrocarbons on expression
of cytochrome P450 1A1, 1A2 and 1B1 and 2- and 4-hydroxylation of 173- estradiol in
female Sprague—Dawley rats. Carcinogenesis. 2000; 21(8): 1593-1599.; Mueller GC,
Displacement of Estradiol from Estrogen Receptors by Simple Alkyl Phenols.
Endocrinology. 1978; 102(5):1429-1435.

2.5 SUSTANCIAS CON ACTIVIDAD ESTROGENICA EN EL AGUA

El agua es uno de los principales componentes ambientales que tiene un alto riesgo
de presentar contaminacion por presencia de sustancias con actividad estrogénica.
Uno de sus usos actualmente estd enfocado en actividades agricolas, en donde es
empleada como riego para cultivos que luego son distribuidos y consumidos por la
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poblacion. Los principales compuestos que afiaden estas sustancias con efecto
endocrino al agua son los desechos industriales de aguas residuales a causa de
jabones, farmacos, plaguicidas, plasticos y otros productos industriales procesados
cuyos desechos son arrojados a rios, lagunas, arroyos etc. Asimismo, otro medio por
el que pueden llegar disruptores endocrinos a estas fuentes hidricas es a traves de
residualidad excretada en la orina por el consumo de pildoras anticonceptivas,
farmacos u otros productos que son desechados por el inodoro o por lavado, los
cuales finalmente van a desembocar en aguas naturales (28).

Por otra parte, el agua envasada también puede presentar disruptores endocrinos.
Esto se debe a que los envases pueden ser una fuente de contaminacion gracias a
los diversos compuestos quimicos empleados para la fabricacion del envase, los
tapones y las lineas de envasado. Esto sucede principalmente porque los aditivos
pueden migrar al agua por procesos relacionados al almacenamiento. El reutilizar las
botellas de agua y/o dejarlas expuestas al sol son factores que pueden desencadenar
el paso de sustancias con efecto endocrino al agua, ya que el tiempo y la radiacion
ayudan a su liberacion en la misma (67). No obstante, la implementacién de
tratamientos en el agua potable busca, mediante la oxidacion, eliminar compuestos
organicos indeseables incluyendo toxinas de cianobacterias y contaminantes
antropogénicos. Estos procesos emplean una combinacién de eliminacién de
particulas, oxidacion del ozono y adsorcion de carbon activado para reducir en gran
medida los contaminantes organicos en el agua potable logrando resultados
favorables; sobre todo con sustancias con actividad estrogénica en donde se ha
demostrado una exitosa eliminacion de mas del 99% con ozono (44)

2.6 ALIMENTOS CON DISRUPTORES ESTROGENICOS

Segun estudios, se evidencia que los consumidores podrian estar expuestos a un
méaximo de 30 residuos diferentes de sustancias con actividad estrogénica. Tales
residuos estan presentes en diversos alimentos como la lechuga, los tomates o los
pepinos y pueden provocar efectos “muy negativos” en el organismo. La mayoria de
las altas concentraciones de este tipo de sustancias en los alimentos son moduladas
por la cantidad de fertilizantes, pesticidas y plaguicidas utilizados en los mismos al
momento de la siembra. Sin embargo, la mayor concentracion de dichas sustancias
no siempre se encuentra en frutas y verduras de cultivos comerciales, sino también
en productos carnicos debido a que dichas sustancias con actividad estrogénica se
acumulan en el tejido adiposo de los animales (Tabla 3) (37).
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TABLA 3. Sustancias Disruptoras Estrogénicas en Alimentos

Compuesto o sustancia

Bisfenol A
Ftalatos

Hidroxibutilanisol

Ketoconazol
Metiltestosterona

Flutamida
Clomifeno
Finasterida
Letrozol
Emate
Dieldrin
Endosulfan
Diazinon
Lindano
Metil clorpirifos,
cipermetrina
Fenoxicarb
Deltametrin
Clorpirifos

Cipermetrina
Clozolinato
Vinclozolina
Bupirimato
Captan
Clorotalonil
Ciproconazole
Triadimenol
Iprodiona
Epoxiconazole
Tebuconazole
Propizamida

Uso
Plasticos

Antioxidante

Antimicético

Medicamento — Farmaco

Agricultura — Insecticida

Agricultura — Insecticida
Agricultura — Insecticida

Agricultura — Insecticida
Agricultura — Fungicida

Agricultura — Fungicida
Agricultura — Fungicida

Agricultura — Herbicida

Presencia en alimentos
Aguay jugos
embotellados

Cereales, pasteles,
pastas, derivados de

soya, aceites vegetales y

grasas animales
(manteca, mantequilla,
lardo)
Contaminante del agua

Contaminante del agua

Cultivos de frutas y
verduras

Cereales
Productos carnicos y
procesados, frutas y

verduras

Alimentos procesados
Cultivos de frutas y
verduras

Bebidas a base de fruta

Cereales

Cultivos de frutas y
verduras

Fuente: Tomado y modificado de Romano D. Disruptores endocrinos. Nuevas
respuestas para nuevos retos. Instituto Sindical de Trabajo, Ambiente y Salud. 2013.
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Teniendo en cuenta que los plaguicidas son sustancias toxicas con actividad
disruptora endocrina y se aplican directamente a los productos alimenticios, se
establecen unas normas y leyes que rigen su uso, aplicacion y manejo. A nivel
mundial la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) a través de la Comision del Codex
Alimentarius, proponen a los gobiernos los Limites Maximos de Residuos (LMR) que
establecen la concentracion maxima de un residuo de plaguicida que se permite
legalmente como aceptable en o sobre un producto agricola para consumo humano
o animal y publica el “Manual sobre la Presentacion y Evaluacion de Datos sobre
Residuos de Plaguicidas para la Estimacion de los Limites Maximos de Residuos en
Alimentos y Piensos”, donde se incorporan los principios actuales de trabajo para la
evaluacion de residuos de plaguicidas y recomendar el LMR (68). La FAO también
establece el Codigo Internacional de Conducta para la Distribucién y Utilizacion de
Plaguicidas (69) donde se estipula la normatividad de caracter mundial para el manejo
de plaguicidas, ensayo de plaguicidas, reduccion de los riesgos para la salud y el
ambiente, requisitos reglamentarios y técnicos, disponibilidad y utilizacién,
distribucién y comercio, cumplimiento del Cadigo y seguimiento de su aplicacion.

Adicionalmente, relativo al LMR en productos vegetales; se dispone del Real Decreto
espafol 280/1994 de 18 de febrero (70) , sobre limites maximos y control de residuos
de plaguicidas en productos vegetales y el Reglamento (CE) N ° 396/2005 del
parlamento europeo y del consejo de 23 de febrero de 2005 (71) donde se estipula
gue los LMR en alimentos de origen vegetal y animal, a fin de proteger la salud animal
y humana, fijan un limite maximo de 0,01 mg/kg aplicable por defecto.

En Colombia, segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) se han registrado
2543 plaguicidas hasta la fecha (72) y tanto su uso como manejo se reglamenta
mediante el Decreto 1843 de 1991, donde estipula que los LMR en alimentos del
Codex Alimentario se adoptan como estandares nacionales. Ademas, se menciona la
clasificacion de toxicidad y permisos de uso en el pais (capitulo Ill), La produccion,
proceso y formulacion de plaguicidas (capitulo V). Los pardmetros establecidos para
la aplicacion de plaguicidas en formas aérea y terrestre para los diferentes ambitos:
agricolas, pecuarios, edificaciones, area publica, productos alimenticios (capitulo 1X),
los desechos y los residuos de plaguicidas (capitulo Xll), la vigilancia epidemiol6gica
y control sanitario de plaguicidas (capitulo XV) (73).

Aunque las concentraciones de disruptores estrogénicos que se han encontrado en
la mayoria de alimentos —hortalizas-, cumplen con el LMR (74,75) y la Ingesta diaria
admisible (IDA) establecidos por la Union Europea (71) y el Codex alimentarius (76)
(Tabla 4), el consumidor debe saber que estos valores no tienen en cuenta sus efectos
acumulativos ni el efecto sinérgico que se puede llegar a presentar, ya que la
combinaciéon de dos o mas plaguicidas presentes en el producto alimenticio y/o
algunas formulaciones de plaguicidas que contienen aditivos (coadyuvantes) pueden
aumentar la actividad de la sustancia estrogénica; por ende, estas combinaciones son
generalmente mas toxicas (7,9).
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TABLA 4. Ingesta diaria admisible (IDA) de plaguicidas y limites méximos de
residuos (LMR) para hortalizas

Plaguicidas IDA (mg/kg de peso LMR (mg/kg)
corporal)

Endosulfan 0.006 Espinaca 2.0
Apio 2.0
Malathion 0.02 Espinaca 3.0
Clorpirifos 0.01 Lechuga 0.1
Dimetotato 0.01 Lechuga 2.0
Diazinon 0.03 Lechuga 0.5
Espinaca 0.5
Iprodiona 0.06 Lechuga 10
Clorotalonil 0,003 Perejil 3.0
Deltametrin 0.01 Rugula 2.0

Fuente: Elaboracién propia. Tomando como referencia el Decreto Numero 1843 de
1991, por el cual se reglamentan parcialmente los titulos Ill, V, VI, VIl y Xl de la ley 09
de 1979, sobre uso y manejo de plaguicidas, la Resolucion Numero 2906 de 2007,
por la cual se establecen los Limites Maximos de Residuos de Plaguicidas — LMR- en
alimentos para consumo humano y en piensos o forrajes y el Reglamento (UE)
2018/687 de la comision de 4 de mayo de 2018, que modifica los anexos Il y Il del
Reglamento (CE) n.o 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que
respecta a los limites maximos de residuos de acibenzolar-S-metilo, benzovindiflupir,
bifentrina, bixafen, clorantraniliprol, deltametrin, flonicamid, fluazifop-P, isofetamida,
metrafenona, pendimetalina y teflubenzurén en determinados productos.

2.7 EFECTOS CLINICOS EN EL SISTEMA ENDOCRINO POR SUSTANCIAS CON
ACTIVIDAD ESTROGENICA

El sistema endocrino esta conformado por un conjunto de glandulas, tales como la de
la tiroides, las gonadas y las glandulas adrenal y pituitaria, que sintetizan y liberan
hormonas como tiroxina, estrégenos, progesterona y adrenalina, entre otras
importantes para el desarrollo de muchos procesos del organismo como el
crecimiento, la reproduccion, el metabolismo y el comportamiento de animales (34).

Durante los ultimos afios, muchos estudios han querido determinar como se ve
afectada la salud por la presencia de disruptores endocrinos en diferentes productos
usados habitualmente. En muchos de ellos se concluye que la incidencia de
enfermedades ocasionadas por estas sustancias ocurre en los paises mas
industrializados; siendo estos lugares los que mas datos han proporcionado en
relacion a efectos a largo plazo, no s6lo observados en animales salvajes y/o de

30



experimentacion, sino por los que ya se han podido observar en personas y en
diversos estudios epidemioldgicos (1).

Los efectos comprobados en diversos estudios varian desde, alteraciones en el
sistema inmunolégico (77) y aumento del retraso del crecimiento intrauterino y
malformaciones tipo criptorquidia, hipospadias y politelia por exposicion perinatal a
PCBs y DDT respectivamente (78); disminucion del recuento espermético (79);
alteraciones del desarrollo sexual (menarquia precoz, ginecomastia) y de
enfermedades hormono dependientes como la endometriosis (80). También se
establece una relacion en la aparicion de células tumorales interviniendo en la
formacion de céancer de ovario, testiculos y tiroides, asi como en el desarrollo de
enfermedades neuroldgicas, inmunolégicas y metabodlicas tales como sindrome
metabdlico, obesidad y diabetes (19) (Tabla 5.).

TABLA 5. Efectos adversos que generan los disruptores endocrinos sobre la salud.

Enfermedades ocasionadas
Infertilidad y malformaciones congénitas tracto
urogenital como criptorquidia (no descenso
testicular) e hipospadias (posicién anormal de la
apertura de la uretra).

Sistema afectado

Sistema reproductor
masculino

Enfermedades metabdlicas

Tumores en 6rganos
Hormono —Dependientes
Sistema neuroldgico

Sistema reproductor femenino

Trastornos del sistema neuro-
inmunologico

Enfermedades
cardiovasculares

Sindrome metabdlico, diabetes, obesidad.

Céancer de mama, cancer de ovarios, cancer de
préstata, cancer de testiculo, cancer de tiroides.
Déficits cognitivos o de conducta: hiperactividad y
dificultad de concentracion, pérdida de memoria,
pérdida auditiva, falta de coordinacién motora,
dificultades en el aprendizaje.

Pubertad precoz, reduccion de la fecundidad,
sindrome de ovarios poliquistico, reduccion de la
fertilidad, resultados adversos del embarazo,
endometriosis, fibroides uterinos (tumores no
cancerosos).

Encefalopatia mialgica, sindrome de fatiga
cronica, sindrome de fatiga postviral, fibromialgia,
esclerosis multiple.

Riesgo de enfermedades cardiovasculares,
hipertension arterial (presion alta), cardiopatia
coronaria (infarto de miocardio), enfermedad
cerebrovascular (apoplejia), enfermedad vascular
periférica, insuficiencia cardiaca, cardiopatia
reumatica, cardiopatia congénita,
miocardiopatias.

Fuente: Tomado y modificado de Garcia K, Romano D. Directo a tus hormonas: guia
de alimentos disruptores Residuos de plaguicidas con capacidad de alterar el sistema
endocrino en los alimentos espafioles. Ecologistas en Accion. 2016.
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Por otro lado, la exposicion de los seres vivos a los plaguicidas; cuya composicion
viene a estar dada como un coctel de sustancias (algunas estrogénicas) y no
solamente un principio activo; representan un gran peligro a la salud debido a que en
su mayoria pueden producir efectos -citotoxicos, genotoxicos, teratogénicos,
carcinogénicos y demas (Tabla 6), produciendo asi un efecto negativo en el desarrollo
y reproduccién de muchas especies; adicionalmente, muchos de estos compuestos
son contaminantes organicos persistentes (COPSs) y por ello tienen la capacidad de
bioacumularse y biomagnificarse en el medio ambiente, la cadena alimenticia e
incluso llegan a depositarse en el tejido adiposo de los animales y del hombre (54).

TABLA 6. Efectos toxicos de los plaguicidas en seres vivos.

durante 3 dias
y exposicion
cronica 1,12y

2,24mg/kg/dia

durante 90 dias
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Plaguicida Concentracion Modelo Efectos toxicos
experimental
Anfibios- * DL50 después de wuna
1-3 mg/L Renacuajos exposicion entre 24 y 96
horas
 Disminucion significativa en
los testiculos del peso
hiamedo, la motilidad de los
espermatozoides, el
75-175 recuento de
mg/kg/dia Ratas espermatozoides
durante 30 epididimarios y el contenido
dias. de acido sialico y glucégeno.
 Disminucion de testosterona
en suero
» Cambios degenerativos
>12.5mg Ratas severos con un marcado
Clorpirifos dafo del epitelio,
espermatogénesis irregular
e incompleta y carencia de
esperma en estudios
histoldgicos testiculares
40.4mg/L - Ratas * Aumenta la inhibicion de
101mg/kg acetilcolinesterasa entre
74,64% y 97,06%,
respectivamente.
Exposicion  Se evidencia que el indice de
agudaa50y dafo del ADN aumenta
100mg/kg/dia Ratas significativamente 'y es

dependiente de las dosis
administradas. Tanto la
exposicibn aguda como
cronica es potencialmente
genotoxica



Flurocloridona
en
presentaciones
comerciales
Twin Pack Gold
(TPG)y
Rainbow

Dimetoato

0,25-15 pg/ml.

5 ug/ml de
formulacién

comercial TPG

10 - 15 pg/ml

2,96 mg/L de
formulacién

comercial TPG
y 2,85 mg/L de

formulacion
comercial
Rainbow
0,71 mg/L de
formulacion
comercial
Rainbow
24,64 ug/L y
60.00 ug/L

35 ug/L

0.03y 0.4 mg/L

0,041-0. 053
mg/L

Linea celular
CHO-K1in
vitro

Lineas
celulares
CHO-K1y
HepG2 in
vitro

Lineas
celulares
CHO-K1ly
HepG2in
vitro

Anfibios-
Renacuajos

Anfibios-
Renacuajos

Pez cebra

Pez cebra

Anfibios-
Renacuajos

Anfibios-
Renacuajos
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* Los

compuestos  fueron
capaces de inducir el
intercambio de cromatides
hermanas

El indice de proliferacion
celular decrece

Incrementa la frecuencia de
micronucleos

Efectos citotoxicos (cambios
morfologicos, pérdidas de la
integridad de la membrana
plasmética y alteraciones
nucleares)

En células HepG2 se
observd que los formulados
comerciales fueron capaces
de inducir alteraciones de la
actividad mitocondrial vy
lisosomal.

DL50 a las 96 horas después
de exposicion

Inducen efectos genotoxicos
a las 48 como a las 96 horas
de exposicion

Incrementa la frecuencia de
micronucleos a las 48 horas
de exposicion

DL50 después de 72 horas
de exposicion del embrion y
DL50 después de 96 horas
de exposicion del adulto,
respectivamente.

La mortalidad de embriones
se increment6 a 88%.

Se produce paralisis extensa

La mortalidad de renacuajos
se incrementa



» Potencialmente teratogénico

1mg/kg/dia de * Induce toxicidad en el

Endosulfan endosulfan Ratas desarrollo (provoca
desde el dia 6 gestantes hidrocefalia interna,

al 20 del hipoplasia cerebelosa, la

embarazo. microftalmia, los rifiones

contraidos y con muescas, el
higado  multilobulado, Ila
pelvis renal dilatada, la
osificacion incompleta de los
huesos del craneo, Ilas
anomalias de las costillas,

etc.).
1.25,25,5.0y Huevosde -« Mortalidad del 6.66, 30.00,
10.0 mg/huevo gallinas 63.33 y 70.00%,
fértiles respectivamente.
Malation 1.25,25,5.0y Huevosde - Mortalidad del 10.0, 30.0,
10.0 mg/huevo gallinas 83.33 y 93.33%,
fértiles respectivamente

Fuente: Elaboracién propia. Tomando como referencia Sparling DW, Fellers G.
Comparative toxicity of chlorpyrifos, diazinon, malathion and their oxon derivatives to
larval Rana boylii. Environmental Pollution. 2007; 147(3): 535 — 539.; Suresh CJ,
Mathur R, Gulati N. Testicular toxicity of chlorpyrifos (an organophosphate pesticide)
in albino rat. Toxicology and Industrial Health. 2007; 23(7): 439 — 444.; Nilesh KM,
How HS, Vishna DN. Evaluation of neurotoxicity of repeated dermal application of
chlorpyrifos on hippocampus of adult mice. Ann Agric Environ Med. 2008; 15: 211-
216.; Anugya M, Radhey SV, Nalini S. Chlorpyrifos-induced DNA damage in rat liver
and brain. Environmental and Molecular Mutagenesis. 2008; 49(6): 426 — 433,
Nikoloff N. Genotoxicidad de herbicidas de importancia agroeconémica en Argentina.
[Trabajo de grado doctorado en Ciencias Naturales]. Argentina: Universidad Nacional
de la plata. Facultad de Ciencias Naturales y Museo; 2013.; Shabnam A, Badre AA.
Embryo and Fingerling Toxicity of Dimethoate and Effect on Fecundity, Viability,
Hatchability and Survival of Zebrafish, Danio rerio (Cyprinidae). World Journal of Fish
and Marine Sciences. 2011; 3(2): 167 — 173.; Berrill M, Coulson D, McGillivray L, Pauli
B. Toxicity of endosulfan to aquatic stages of anuran amphibians. Environmental
Toxicology and Chemistry. 1998; 17(9): 1738 — 1744.; Pourmirza AA. Toxic Effects of
Malathion and Endosulfan on Chick Embryo. J. Agr. Sci. Tech. 2000; 2: 161 — 166.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Detectar la presencia de sustancias con actividad estrogénica en la superficie de
diferentes productos agricolas de la sabana de Bogota previamente lavados de
manera rutinaria utilizando la técnica YES (Yeast Estrogen Screen)

3.2 ESPECIFICOS

- Cuantificar en Equivalentes de Estradiol (EEQ) sustancias con actividad
estrogénica en hortalizas provenientes de la sabana de Bogota.

- Comprobar la efectividad del lavado rutinario de los productos agricolas frente
a la eliminacion de sustancias con actividad estrogénica

- Asociar con posibles practicas agricolas la presencia de sustancias con
actividad estrogénica en hortalizas de la sabana de Bogota.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo es de tipo experimental.

4.2 POBLACION DE ESTUDIO

Hortalizas con posible presencia de sustancias con actividad estrogénica

4.3 MUESTRA
Hortalizas provenientes de cultivos ubicados en zonas aledafias a fuentes hidricas

(rios) de la sabana de Bogotd que posiblemente presentan contaminacion con
disruptores hormonales de tipo estrogénico.

4.4 HIPOTESIS Y VARIABLES

4.4.1 HIPOTESIS

Existe la presencia de sustancias y compuestos de tipo estrogénico en diversas
hortalizas que se cultivan en la sabana de Bogota. Muchos de estos cultivos utilizan
fuentes hidricas con altos grados de contaminacion y adicionalmente son tratados con
una gran cantidad de plaguicidas que pueden quedar adheridos en la superficie de
las hortalizas y que no pueden ser retirados eficientemente con un lavado rutinario.

4.4.2 VARIABLES INDEPENDIENTES
Hortalizas pertenecientes a cultivos ubicados en la sabana de Bogota, de las cuales

se sospecha el uso de plaguicidas y fuentes hidricas aledafias que se encuentran
contaminadas

4.4.3 INDICADORES

Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente para detectar actividad
estrogeénica.
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4.4.4 VARIABLES DEPENDIENTES

Sustancias con actividad estrogénica en las hortalizas provenientes de la sabana de
Bogota

4.5 TECNICA Y PROCEDIMIENTO

4.5.1 METODO

El método empleado para detectar la presencia de disruptores endocrinos con
actividad estrogénica en las hortalizas es la técnica Yeast Estrogen Screen; esta es
utilizada para detectar y cuantificar actividades estrogénicas de compuestos capaces
de unirse al receptor humano de estrogenos. Se basa en el uso de una levadura
recombinante (Saccharomyces cerevisiae) que expresa el receptor estrogénico
humano (hERa), y plasmidos de expresion que llevan secuencias sensibles al
estrogeno (ER) que controlan la expresion del gen informador lac-Z, codificando la
enzima (- galactosidasa. Por lo tanto, en presencia de estrogenos, la 3- galactosidasa
se sintetiza y se secreta en un medio que contiene un indicador cromogénico —CPRG
(clorofenol rojo B-D galactopirandsido) —, actuando sobre €l como sustrato y
reduciéndolo para posteriormente producir galactosa y clorofenol rojo que causaran
un cambio o viraje de color amarillo a rojo en el medio. El resultado se detecta
mediante la lectura espectrofotométrica a 540 nm (24, 81).

Una de las ventajas de esta técnica es que la levadura naturalmente no posee un
receptor de estrégeno y evita la compleja interaccion que existe entre el receptor de
estroégeno y los receptores para otros esteroides, hormonas peptidicas y factores de
crecimiento que pueden estar asociados con los sistemas (82). Ademas, esta técnica
arroja resultados cuali y cuantitativos, es altamente especifica, reproducible y rapida.

4.5.2 RECONSTITUCION DE LA CEPA

En esta fase inicial, se toma la cepa recombinante de Saccharomyces cerevisiae y se
inocula en medio de crecimiento. Este medio se prepara siguiendo el protocolo de
Roughtledge y Sumpter (1996) (ver Anexo 1); para ello, se tiene en cuenta que la
preparacion se debe realizar en recipientes de vidrio que no estén contaminados y
gue no hayan tenido contacto previo con una sustancia quimica estrogénica, de otro
modo conduciran a falsos positivos. El material de vidrio, espatulas y todo el material
del procedimiento se limpian escrupulosamente con etanol absoluto.

En el proceso se utiliza un frasco de 200 mL al cual se le agrega 50 mL de medio de
crecimiento y un volumen de in6culo de 500 uL, se deja incubando con agitacion de
100 rpm a una temperatura de 30°C por 24 horas; posteriormente se realiza lectura
de la densidad 6ptica a 630 nm ajustando el inéculo para que quede entre 0,8 y 1 con
el medio de crecimiento con el fin de obtener una concentracion aproximada de 4x10
ufc/mL. Por dltimo, la evaluacién y seguimiento de la levadura al término de la
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incubacion se evidencia por crecimiento en agar YNB (ver Anexo 2) en donde se
observan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas propias de la levadura.

4.5.3 VIABILIDAD DE LA CEPA

Luego de la reconstitucion de la levadura se realiza un bioensayo inicial con el objetivo
de verificar la actividad de la cepa recombinante frente a una solucion patrén de 17
beta estradiol. Aparte de ello, también se elabora una solucién stock de 10 mg/mL de
cloro fenol rojo B-D galactopirandsido (sustrato cromogénico), la cual se pasa por filtro
de 0,2 um, recogiendo el filtrado en frascos de vidrio estériles para posteriormente
utilizarlo en el medio de trabajo.

El medio de trabajo se prepara con 50 mL de medio de crecimiento, 500 pL del cultivo
de levadura incubada por 24 horas —cuya densidad ya esta previamente ajustada—y
500 pL de la solucion del sustrato cromogénico clorofenol rojo - D galactopirandsido
(medio que luego se utiliza para la prueba). Se monta en placas de ELISA utilizando
el protocolo de la técnica YES y se incuba para luego realizar su respectiva lectura.
Como el montaje del bioensayo tiene estradiol, en el pozo se produce un cambio de
color de amarillo a rojo gracias al sustrato cromogénico validando la presencia de
sustancias estrogénicas (Figura 2.).
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FIGURA 2. Procedimiento para la reconstitucién y viabilidad de la i:ébé: Bioensayo
preliminar utilizando la técnica yes (yeast estrogen screen).

4.5.4 RECOLECCION DE HORTALIZAS

Las hortalizas se obtuvieron de diferentes municipios de la sabana de Bogota:
Facatativa, Tabio, Tenjo, Cota, Chia, Zipaquira, Tocancipa, Gachancipa, Sopo,
Mosquera, Bojaca y Bogota. Se tomaron muestras de diversos tipos de hortalizas
como lechuga lisa (Lactuca sativa), lechuga crespa (Lactuca sativa var. crispa),
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cilantro (Coriandrum sativum), espinaca (Spinacia oleracea), perejil (Petroselinum
crispum), apio (Apium graveolens) y rugula (Eruca vesicaria).

Para la seleccion de las hortalizas se tuvieron en cuenta las siguientes caracteristicas:

e Las muestras pueden provenir de un mismo municipio, pero no de un mismo cultivo
(finca)

e Cercania de los cultivos a una fuente hidrica con la que posiblemente riegan los
cultivos

e Debe presentar un aspecto fisico aceptado para su consumo (Color, olor, textura,
apariencia)

4.5.5 PROCESO PARA EXTRACCION DE MUESTRAS PROBLEMA

De cada hortaliza se pesan 150 gramos, se lavan con agua para retirar los restos de
tierra o suciedad como se realiza rutinariamente en los hogares y posteriormente se
secan por contacto con toallas de papel desechables. Luego, con ayuda de una
jeringa se realiza un lavado durante 1 minuto con 5 mL de etanol absoluto para extraer
de la superficie cualquier sustancia lipofilica que pueda estar presente, y que
posiblemente tenga actividad de tipo estrogénico. El etanol que se obtiene después
del lavado de las hortalizas (sobrenadante) se guarda en frascos color &mbar y se
lleva a 4°C para su posterior analisis (Figura 3.).

Pesar 150gr de
cada muestra

Lavar las hortalizas de manera

rutinaria como en los hogares y

‘ luego secarlas por contacto con

. toallas de papel desechables
Hortalizas de la sabana de ~ i

Bogota j W

Recoleccion de las muestras |

Lavar con etanol absoluto la
superficie de cada muestra para
lograr extraer sustancias lipofilicas
con posible actividad estrogénica

Recolectar el etanol absoluto
con el que se lavo la superficie
de las hortalizas en un frasco

FIGURA 3. Procedimiento para la extraccion de muestras problema. Técnica de
lavado con etanol realizada en cada hortaliza.
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4.5.6 PROTOCOLO DE LA PRUEBA

Para realizar los ensayos se prepard una solucién patrén de 26,1 mg/L 17(3- estradiol
marca Calbiochem (Merck) (CAS 50-28-2) de 97% de pureza en etanol absoluto y a
partir de esta se hicieron 18 diluciones seriadas para obtener concentraciones de:
16875, 8437.5,4218.75, 2109.38, 1054.70, 527.35, 263.70, 131.85, 66, 33, 16.5, 8.25,
4, 2,1, 0.5, 0.25 y 0.128 ng/L. Estas diluciones de 17B- estradiol se hicieron para
elaborar una curva de calibracion con la que se interpolan los resultados de las
muestras.

A partir de cada una de las diluciones preparadas de 17-3-estradiol y las muestras de
etanol obtenidas después de la extraccion de las hortalizas, se realiz6 el montaje por
triplicado en donde se coloco 10 pL a cada uno de los pozos de la microplaca, se dej6
evaporar en cabina de flujo laminar y luego se adicionaron 200 yL del medio de
trabajo. Posteriormente, se incuban las placas a 30°C con agitacion de 100 rpm
durante 72 horas y se realiza la lectura en un lector de placas de ELISA BioRad a 540
nm (densidad Optica a la cual se realiza la lectura colorimétrica del CPRG) y a 630 nm
(densidad optica a la cual se lee la turbidez del crecimiento de la levadura) (Figura
4)).
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FIGURA 4. Disposicién para el montaje en placas de ensayo. Ejecucion de la curva
control y muestras en microplaca para su respectivo analisis.

Los resultados obtenidos de las diferentes diluciones de 17p3- estradiol y las muestras
se obtuvieron utilizando la siguiente ecuacion:

Valor corregido= D.O.muestra (540 nm)-[D.O muestra (630 nm)-D.O blanco (630 nm)]
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La actividad estrogénica de las muestras se calcula interpolando la lectura corregida
en la curva dosis-respuesta del 17B-estradiol realizada con concentraciones entre
16875 ng/L a 0,128 ng/L. La actividad estrogénica se expreso en Equivalentes de
Estradiol (EEQ). La curva de 17 3-estradiol se ajusté (funcion sigmoidal con pendiente
variable) utilizando el programa Sigma Plot, el cual calcula el valor EC50
(Concentracion Efectiva Media).

Para establecer la reproducibilidad de la prueba se construyo la carta control con los
resultados de EC50 obtenidos en veinte pruebas sucesivas con 17 -estradiol, con la
cual se puede verificar la estabilidad de la respuesta biolégica obtenida con
Saccharomyces cerevisiae recombinante. Se calcul6 el valor promedio y la desviacion
estandar de los resultados obtenidos, asi como el limite superior e inferior (promedio
mas o menos dos desviaciones estandar) para definir el intervalo de variacion en el
gue se encuentra el valor de EC50. Los valores EC50 se graficaron colocando el punto
final (EC50) en la ordenada y el numero del ensayo en la abscisa.

Ademas, se determinaron los valores NOEC (mayor concentracion ensayada sin
efecto observable) y LOEC (menor concentracion ensayada con efecto observable)
en la curva dosis- respuesta.
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5. RESULTADOS

Las muestras fueron montadas en microplacas junto a una curva 173-estradiol (Figura
5.), un control negativo y un blanco; una vez incubadas las placas se realiza lectura
por espectrofotometria. Se obtiene una curva éptima, un control negativo validando la
prueba y los resultados para las muestras problema. Asi mismo, se tiene en cuenta
el viraje de color amarillo a rojo en presencia de sustancias con actividad estrogénica.

NN\ SN

V9V O 0 Dé |
FIGURA 5. Viraje de color amarillo a rojo en las curvas realizadas con solucion patrén
de 17B-estradiol

‘.-. -

Se realizaron 20 ensayos con 17 3- estradiol con concentraciones entre 16875 ng/L y
0,128 ng/L. Los resultados de las 20 pruebas se presentan en la tabla del Anexo 3.
Se calcul6 para cada ensayo la Concentracion Efectiva Media (EC50) en excel con la
férmula matematica EC50=10"(LN(A)/-B). Con estos valores se elabord la carta
control de la prueba, mostrando el promedio y el limite superior (106 ng/L) e inferior
(47 ng/L) para definir el intervalo de variacion en el que se encuentra el valor de EC50
(Figura 6).
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FIGURA 6. Carta control de la técnica Yeast Estrogen Screen con 173-estradiol.

En la figura 7 se presenta la curva dosis-respuesta para las diferentes
concentraciones de 17 B-estradiol (0,128 ng/L a 16875 ng/L) expresada como la
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actividad de la B-galactosidasa. Para la medicion de esta actividad se utilizo el
programa Sigma Plot. Los resultados correspondientes a los veinte ensayos
mostraron que el valor promedio de la EC50 fue de 76,6 ng/L con una desviacion
estandar de 14,75 ng/L valores del mismo orden de magnitud que los obtenidos por
Cifuentes en el afio 2013 (24) de 79,1 ng/L con una desviacion estandar de 11 ng/L.
Ademas, se obtuvo una concentracion de 2ng/L para NOEC y 4ng/L para LOEC.
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FIGURA 7. Densidad 6ptica relativa vs. concentracion de 173-estradiol.

Los resultados obtenidos de los ensayos frente a la actividad estrogénica de las
hortalizas seleccionadas en los diferentes municipios de la sabana de Bogota
aparecen en la tabla 7, tabla 8 y la figura 8. Los datos que alli se encuentran son
concentraciones equivalentes en estradiol (EEQ) en los cuales se tuvo en cuenta las
densidades Opticas corregidas de las muestras y de las curvas en la carta control

(Anexo 3).
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TABLA 7. Resultados de actividad estrogénica obtenidos en las diferentes muestras
de hortalizas de la sabana de Bogota.

Ubicacién Muestra Densidad 6ptica Actividad
(Hortaliza) corregida estrogénica
(ng/L EEQ)
Cota Perejil 0,179 <4
Perejil 0,197 <4
Lechuga Lisa 0,181 <4
Espinaca 0,286 4
Tenjo Lechuga Lisa 0,185 <4
Espinaca 0,182 <4
Tabio Cilantro 1,328 135
Lechuga Lisa 0,205 <4
Espinaca 0,211 <4
Facatativa Lechuga Lisa 0,26 <4
Lechuga Crespa 0,165 <4
Lechuga Crespa 0,165 <4
Lechuga Lisa 0,188 <4
Espinaca 0,168 <4
Espinaca 0,16 <4
Perejil 0,166 <4
Mosquera Lechuga Lisa 0,169 <4
Cilantro 0,168 <4
Espinaca 0,163 <4
Lechuga Lisa 0,168 <4
Apio 0,17 <4
Sopo Lechuga Lisa 0,167 <4
Cilantro 0,34 8
Chia Espinaca 0,17 <4
Lechuga Lisa 0,221 <4
Zipaquira Perejil 0,396 10
Lechuga Lisa 0,167 <4
Gachancipa Espinaca 0,197 <4
Rugula 0,25 <4
Bojaca Lechuga Crespa 0,179 <4
Tocancipa Lechuga Lisa 0,166 <4
Cultivo Organico de
la capital de Espinaca 0,445 11

Cundinamarca
(Bogota D.C)

INTERPRETACION: =4 ng/L: Actividad estrogénica
<4 ng/L: No se detecta actividad estrogénica
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FIGURA 8. Porcentaje de muestras con concentraciones >4 ng/l 6 <4 ng/l EEQ.

TABLA 8. Resultados porcentuales de la actividad estrogénica (EEQ) en las
muestras analizadas.

MUESTRAS MUESTRAS % MUESTRAS % (<4 TOTAL DE

>4 ng/L (>4 <4 ng/L ng/L) MUESTRAS
ng/L)
ESPINACA 2 22 7 78 9
LECHUGA 0 0 9 100 9
LISA

LECHUGA 0 0 5 100 5

CRESPA
CILANTRO 2 67 1 33 3
PEREJIL 1 25 3 75 4
RUGULA 0 0 1 100 1
APIO 0 0 1 100 1
TOTAL 5 16 27 84 32
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6. DISCUSION

Con los resultados obtenidos, se observa que de las 32 muestras analizadas solo 5
presentan sustancias con actividad estrogénica mayor a 4 ng/L EEQ, las cuales
fueron el cilantro de Tabio y Sop0, la espinaca de Cota y Bogota y el perejil de
Zipaquird. Se tiene en cuenta que aun cuando se analizaron diversos tipos de
hortalizas procedentes de un mismo municipio, cada muestra provenia de un cultivo
distinto. Por lo anterior, las concentraciones >4 ng/L (Limite de deteccién de la
levadura) puede corresponder a diferentes factores como el lugar de procedencia, el
tipo de hortaliza y el diferente manejo que se le dé a la siembra en el proceso de
cultivo ya sea por el uso de plaguicidas (Tabla 9), el uso de fuentes hidricas con las
gue se riega el cultivo (Tabla 10) y el tipo de suelo utilizado para la actividad agricola.

TABLA 9. Pesticidas y plaguicidas usados generalmente en los cultivos de
hortalizas.

Hortalizas Plaguicidas utilizados

» FEtilentiourea

Lechuga crespa * Pronamida
* Profam
+ Etilentiourea
Lechuga lisa * Pronamida
* Profam

* Ometoato
» Clorpirifos
Cilantro » Endosulfan
+ Dimetoato
+ Ditiocarbamatos: maneb y
Espinaca mancozeb
* Clorpirifos
+ Cipermetrina
+ Deltametrin

Apio * Clorotalonil
Rugula » Clorpirifos
* Clorpirifos
Perejil * Glifosato

Fuente: Elaboracion propia. Tomando como referencia los Registros Nacionales de
pesticidas y plaguicidas del 2019 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y la
Resolucién Numero 2906 de 2007, por la cual se establecen los Limites Maximos de
Residuos de Plaguicidas — LMR- en alimentos para consumo humano y en piensos o
forrajes.
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TABLA 10. Posibles fuentes hidricas de abastecimiento para riego de cultivos de las
muestras analizadas.

UBICACION AGUA DE RIEGO
COTA Rio Bogota y la subcuenca Sector Tibitd
TENJO Rio Chicu
TABIO Rio Frio
Agua tratada
FACATATIVA Rio Los Andes
MOSQUERA Laguna de la Herrera y Rio Bogota
Rio Bogota
SOPO Rio Teusaca
TOCANCIPA Rio Tibité Chiquito (entre el Rio Neusa y Tibitd6 Grande)
ZIPAQUIRA Rio Neusa

Fuente: Elaboracion propia tomando como referencia Miranda D, Carranza C, Fischer
G. Calidad de agua de riego en la sabana de Bogot4. Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de Agronomia. Grupo de Horticultura. 2008; Pérez Preciado J. La
estructura ecoldgica principal de la Sabana de Bogota. [Sociedad Geografica de
Colombia]. Academia de ciencias geogréficas; 2018. CAR. Plan de ordenamiento y
manejo de la cuenca hidrografica del rio Bogota. [Resumen ejecutivo]. Autoridad
Ambiental; 2006. CAR. Hidrogeologia en la zona critica en la sabana de Bogota.
[Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca]. Subdireccion de administracion
de recursos naturales y areas protegidas; 21 de mayo de 2009.

En el caso de la espinaca cultivada en la capital de Cundinamarca (Bogota D.C) se
esperaria que al provenir de un cultivo organico no deberia mostrar altas
concentraciones de sustancias con actividad estrogénica ya que se evita el uso de
compuestos quimicos como plaguicida o pesticidas y en lo posible se utilizan abonos
sin fertilizantes. Sin embargo, fue una de las muestras donde se encontr6 mayor
concentracion de disruptores estrogénicos por lo que probablemente otros factores
diferentes al uso de plaguicidas y el agua de riego proveniente de rios aledafios sean
las causantes de dicha presencia; sobre todo, considerando que es el agua de lluvia
la utilizada para el riego del cultivo. En este caso se tiene en cuenta factores como el
uso de abono organico producido mediante el compostaje y el uso de la misma agua
lluvia; no obstante, no se puede descartar la posibilidad de que contrariamente a lo
esperado en este tipo de cultivos alternativos, si se estén utilizando compuestos
guimicos con el objetivo de maximizar la siembra. En el caso del compostaje, para su
elaboracion se utilizan residuos como la materia organica y las heces de algunos
animales; esto hace que en el abono organico utilizado en el suelo del cultivo pueda
haber una mayor probabilidad de concentracion de fitoestrogenos, xenoestrogenos y
hormonas naturales que se mezclan y actian sinérgicamente potencializando asi la
accion de los mismos.

Con respecto al uso del agua lluvia como parte de la forma de riego del cultivo, se
observa que también influye en la concentracion de sustancias con actividad
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estrogénica en las hortalizas debido a que contiene gran cantidad de contaminantes.
Segun estudios realizados por Torres y colaboradores (83), en la capital de
Cundinamarca durante el 2011 se determiné que el agua de lluvia contiene metales
pesados como cadmio o plomo y estan presentes en elevadas concentraciones
superando el valor limite recomendado para riego agricola; y recientemente en el
2018 Madera y colaboradores (84), determinaron altas concentraciones de estronas,
4-iso-nonilfenol y bisfenol A en el ciclo urbano del agua en Colombia. Por lo cual, la
calidad de este tipo de agua no es apta para aprovecharla en actividades de riego en
plantas.

Por otro lado, la espinaca procedente del municipio de Cota arrojo resultados también
positivos superiores a 4 ng/L EEQ; no obstante, esta hortaliza provenia de un cultivo
convencional. Los pesticidas posiblemente empleados (Ver tabla 9) pueden ser la
causa de la presencia de sustancias con actividad estrogénica en la superficie de la
hortaliza. Con respecto a lo anterior, es necesario tener en cuenta que el cultivo de
espinaca es bastante exigente, prefiere terrenos fértiles, profundos, bien drenados,
ricos en materia organica y nitrégeno. Debido al alto contenido de nutrientes, este
cultivo es propenso a diversas plagas y enfermedades como nematodos, pulgones,
gusanos grises, moscas de la remolacha, entre otros. Lo anterior provoca que las
multiples sustancias pesticidas y quimicos utilizados para combatir estas
enfermedades sean suministrados en concentraciones elevadas. Dicha informacion
ya ha sido comprobada en diversos analisis en los cuales se han cuantificado residuos
de pesticidas y fungicidas superando los limites permitidos establecidos, lo que indica
gue probablemente sea el origen de la presencia de disruptores estrogénicos en la
hortaliza (85).

Con el cilantro, se observa que las dos muestras obtenidas en dos municipios distintos
(Tabio y Sopd) arrojaron resultados >4ng/L para sustancias con actividad estrogénica.
Aunque no se conocen muchas enfermedades en el cilantro, es necesario usar
pesticidas de amplio espectro debido a la posible enfermedad cominmente conocida
como mancha bacteriana; el patbgeno causante se ubica en la semilla por lo que la
enfermedad se propaga a través de la misma pudiendo llegar a contaminar a otros
cultivos. La lluvia y el riego favorecen el desarrollo y la propagacion de la enfermedad,
por lo cual en la mayoria de los casos se usan clorpirifos junto a otros componentes
guimicos que actuan inhibiendo el crecimiento de la bacteria causante de la
enfermedad, y a su vez actdan contra la maleza, insectos, plagas, roedores y otros a
los que puede estar expuesto el cultivo de cilantro por la cercania al suelo (40 a 60
cm de altura). Actualmente, otro de los pesticidas empleados en el cilantro es el
endosulfan; en el mercado su uso es prohibido por la alta toxicidad y su alto potencial
de contaminacion ambiental y de bioacumulacion por ser considerado como disruptor
estrogénico. Sin embargo, en algunas regiones de Colombia se sigue
comercializando, por lo cual no se descarta la posibilidad de su implementacion en
cultivos como la muestra de cilantro recolectada en el municipio de Tabio por la
elevada concentracion de estrégenos encontrados sobre su superficie (86,87).

La muestra de Perejil correspondiente al municipio de Zipaquira mostré una
concentracion >4 ng/L EEQ. Los pesticidas mas utilizados en estos cultivos, como en
el caso anterior, son los clorpirifos, pero también se encuentra el glifosato. No
obstante, estudios han demostrado que estas sustancias generan diversos riesgos

48



sobre la salud humana y los agro-ecosistemas a nivel mundial. Estos componentes
pueden actuar como mimetizadores estrogénicos y ser responsables de la deteccion
de disruptores con actividad estrogénica en el ensayo realizado para la cuantificacion
de dichas sustancias.

No obstante, se ha observado que las raices de las plantas tienden a absorber del
suelo residuos de plaguicidas, por lo que muchas veces es mayor su concentracion
en ellas que en las partes altas o aéreas de la planta (88,89). Aun asi, la totalidad de
la planta se puede ver afectada cuando son muy cercanas al suelo como en el caso
de algunas hortalizas mencionadas previamente; lo anterior, debido a que este tipo
de vegetales, en su mayoria, posee hojas grandes pudiendo retener mayor cantidad
de pesticidas y evitando que una parte de dichas sustancias caiga en el suelo.

Posiblemente, algunos cultivos de donde se obtuvieron las muestras analizadas se
abastecen para sus riegos de diversos puntos de rios cercanos, en los cuales se
evidencia que las fuentes hidricas presentan un alto grado de contaminacioén. El rio
Bogoté recorre varios municipios de Cundinamarca, abasteciendo a un gran nimero
de personas, que utilizan esta fuente para actividades agricolas e industriales. Este
rio presenta un 98% de contaminacién en diferentes niveles por cuenta de las aguas
residuales de mas de ocho millones de bogotanos y de aproximadamente 47
municipios de Cundinamarca, sin contar con las aguas residuales de las industrias y
los residuos de pesticidas utilizados en la agricultura de la sabana (90). La utilizacién
del agua del rio Bogota o de las subcuencas altas y bajas para riego directo sobre los
cultivos, hace suponer que incrementa la posibilidad de contaminacion por disruptores
estrogénicos en las muestras recolectadas para el analisis. Aun asi, no se puede
asegurar que es esta la principal razon de los hallazgos encontrados durante el
estudio.

Finalmente, aunque de las 32 muestras analizadas solo el 16% obtuvieron resultados
> 4ng/L para sustancias con actividad estrogénica (Tabla 8.), no se garantiza que el
porcentaje restante de las muestras analizadas (84%) que obtuvieron resultados
<4ng/L en el bioensayo estén en efecto libres de compuestos estrogénicos, puesto
gue la deteccion de disruptores estrogénicos solamente se realizé de manera
superficial en las hortalizas sin tener en cuenta procesos de absorcién de pesticidas
o la afinidad e interaccién de estos con las células vegetales que puedan haber
presentado las muestras analizadas disminuyendo de esta manera las
concentraciones de actividad estrogénica a nivel superficial (91).

Se debe considerar que, aunque algunas hortalizas presentaron concentraciones muy
bajas de este tipo de sustancias, los disruptores tienden a presentar procesos de
bioacumulacién en el organismo del consumidor generando problemas de salud. Esto
se puede evidenciar en estudios realizados en diversos organismos donde la
administracion cronica de plaguicidas incluso en bajas dosis puede producir efectos
teratogénicos, citotdxicos, genotoéxicos y demas (ver tabla 6) que pueden generar
efectos adversos en el desarrollo de los seres vivos.

Cabe resaltar que los procesos de limpieza que se le realizan a este tipo de productos
para su consumo no serian suficientes para eliminar este tipo sustancias. Por ello,
este tema requiere mas atencion y analisis para aumentar las lineas de investigacion
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gue propongan meétodos y protocolos estandarizados que ayuden a detectar y regular
los limites maximos de estos compuestos en los alimentos agricolas consumidos en
el pais.
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7. CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de sustancias con actividad estrogénica en la superficie de 5
muestras de las 32 hortalizas analizadas (sometidas previamente a un lavado rutinario
con agua) a través de la técnica Yeast Estrogen Screen, la cual resulta util para
brindar un acercamiento en cuanto a la presencia de este tipo de sustancias. Se
hallaron concentraciones >4ng/L EEQ en el cilantro de Tabio (135ng/L) y Sopd
(8ng/L), la espinaca de Cota (4ng/L) y Bogota (11ng/L) y el perejil de Zipaquira (10
ng/L) y en las 27 muestras analizadas restantes se obtuvieron concentraciones
<4ng/L EEQ. Lo anterior indica que las practicas de limpieza que se realizan
rutinariamente en los hogares colombianos con el uso de agua para retirar particulas
de suciedad a este tipo de productos agricolas no son suficientes para eliminar
completamente compuestos con actividad estrogénica.

La presencia de sustancias con actividad estrogénica en las hortalizas se puede
asociar a la implementacion de diversas practicas agricolas como el uso de los
plaguicidas y/o pesticidas. Los cuales dependiendo de su composicion y necesidades
especificas de los cultivos (control de insectos, hongos, maleza, etc.) se aplican
directamente en los mismos y aumentan la concentracién de sustancias con actividad
estrogénica. Adicionalmente, la implementacion de aguas provenientes de fuentes
hidricas contaminadas puede influir aumentando las concentraciones de sustancias
con actividad estrogénica o actuando sinérgicamente con los pesticidas logrando
potencializar los efectos de disrupcion endocrina.

Sin embargo, queda en evidencia que otras practicas como el uso de agua lluvia para
el riego del cultivo o el abono organico empleado por el agricultor durante la siembra
puede llegar a influir directamente en el aumento o disminucién de sustancias con
actividad estrogénica que se puedan llegar a detectar en la superficie de las
hortalizas.
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8. RECOMENDACIONES

A partir de los presentes resultados se hacen las siguientes recomendaciones:

e Se debe realizar un estudio mas profundo en otros posibles factores que
puedan llegar a influir en la presencia de sustancias con actividad estrogénica
en las hortalizas como el tipo de cultivo (hidroponico, organico, entre otros.), el
tipo de abono, el uso de fertilizantes, etc.

e Hacer determinaciones de actividad estrogénica mediante la técnica Yeast

Estrogen Screen en muestras agricolas, y confirmar con analisis
cromatografico la presencia de compuestos quimicos especificos
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ANEXO 1: Preparacion y almacenamiento del medio de crecimiento

MEDIO DE CRECIMIENTO PARA LA LEVADURA Saccharomyces cerevisiae
EMPLEADA EN LA TECNICA Yeast Estrogen Screen.

MEDIO
MINIMO 900 ml 400 ml 200 mi 50 ml OBSERVACIONES
ESENCIAL Medio Medio Medio Medio Y
(pH 7.1) Minimo Minimo Minimo Minimo ~ ALMACENAMIENT
! Esencial Esencial @ Esencial = Esencial O
Utilizar
agua
destilada
desionizada

KH2PO4 13,61 gr 5,44 gr 2,72 gr 0,6805 gr
(NH4)2S0O4 = 1,95 ¢gr 0,78 gr 0,39 gr 0,099 gr

KOH 4,2 gr 1,68 gr 0,84 gr 0,210 gr
MgSO4 0,2 gr 0,08 gr 0,04 gr 0,010 gr
Solucion de
Fe(So4)3
(Se 1mL 0,4 mL 0,2 mL 0,050 mL
mezclan 4
mg de
Fe(So4)3y
5 ml de
agua
destilada) Esterilizar a 121°c
Leucina 50 mg 20 mg 10 mg 2,5mg y almacenar a
Histidina 50 mg 20 mg 10 mg 2,5mg UETPEEI
: ambiente
Adenina 50 mg 20 mg 10 mg 2,5mg
Arginina 20 mg 8 mg 4 mg 1 mg
Metionina 20 mg 8 mg 4 mg 1 mg
Tirosina 20 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Isoleucina 30 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Lisina 30 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Fenilalanina 25 mg 10 mg 5mg 1,25gr
Acido 100 mg 40 mg 20 mg 5mg
Glutamico
Valina 150 mg 60 mg 30 mg 7,5mg

Serina 375 mg 150mg 75 mg 18,75 mg
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COMPLEMENTOS QUE SE ADICIONAN AL MEDIO MINIMO ESENCIAL

200 ml 50 ml
Medio Medio
Minimo Minimo
Esencial Esencial
20 mL 5mL
(4 9n) (g
5mL 1,25 mL
(20mg)  (5mg)
1,6 mL 0,4 mL
(38 mg) (9,6 mg)
05mL  125puL

Observaciones y
Almacenamiento

Esterilizar a
121°cy
almacenar a
temperatura
ambiente

Esterilizar a
121°cy
almacenar a
temperatura
ambiente

Esterilizar a
121°cy
almacenar a 4°C

Filtrar (0,2um) y
almacenar a
temperatura

ambiente

SOLUCION DE VITAMINAS QUE SE ADICIONA AL MEDIO MINIMO ESENCIAL

Complemento 900 ml 400 ml
Adicional Medio Medio
Minimo Minimo
Esencial Esencial
Solucién De
Glucosa
(Se realiza en 100 mL 40 mL
un frasco (20 gr) (8 gn
aparte y se
adiciona 1 gr/5
ml)
Acido
Aspartico
(Se realiza en 25 mL 10 mL
un frasco (100 mg) (40 mq)
aparte
y se adicionan
4 mg/ml)
Treonina 8 mL 4 mL
(Se adicionan = (192mg) (96 mQ)
24 mg/ml)
CuS0O4 2,5mL 1mL
5ml— 25
mg)
900 ml 400 ml
Vitaminas Medio Medio
Adicionales Minimo Minino
Esencial Esencial
solucién
de 10 ml 4 ml
vitaminas

200 ml 50 ml

Medio Medio

Minimo Minimo
Esencial Esencial

2ml 0,5 ml

para realizar 90 ml de solucion de vitaminas:

tiamina: 4 mg
piridoxina: 4 mg

pantotenato: 4 mg

inositol: 20 mg

solucion de biotina 10 ml (Img / 50 ml de h20)

Es recomendable que cuando se realice la solucién de vitaminas se adicione en el
mismo momento en el que se prepara el medio de crecimiento.
Formulaciéon del medio minimo segun Roughtledge y Sumper (1996)

Observaciones

filtrar (0,2um)
filtrar (0,2um)
filtrar (0,2um)
filtrar (0,2um)
filtrar (0,2um)



ANEXO 2: Preparacion del medio YNB

MEDIO YNB (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acid)

4 gr de agar base y 156 mL de agua destilada desionizada
(Esterilizar a 121°C)

20 mL de solucion de dextrosa 20%

2 mL de solucion de Lisina
(Filtrar (0,2um)

2 mL de solucion de Histidina
(Filtrar (0,2um)
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ANEXO 3: Tabla de densidades épticas corregidas de las curvas para la carta

control.
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