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RESUMEN

El Rio Magdalena representa la principal actividad de pesca en Colombia siendo una de las
fuentes fundamentales de abastecimiento para consumo humano. Los productos que
masivamente han mostrado incremento en el consumo a nivel nacional son: Bocachico y
Bagre. Sin embargo, algunas especies de peces se han visto afectadas por compuestos de
disrupcion endocrina capaces de generar desequilibrio hormonal y como consecuencia
desencadenar una serie de patologias que terminan afectando 6rganos diana donde ejercen sus
efectos, ademas de perjudicar indirectamente al ser humano que lo consume. Dichas
sustancias son producto de la contaminacion a la que diariamente el Rio Magdalena se ve
expuesto, al ser una desembocadura para vertimientos de aguas residuales domeésticas,
industriales y agricolas que impactan negativamente sobre sus caracteristicas fisico-quimicas

y determinan su perfil eco toxicoldgico.

Por tal razon en el presente trabajo se propuso evaluar la presencia de sustancias de tipo
estrogenico en pescado fresco: Bocachico y Bagre, obtenidos de diferentes puntos de una
plaza de mercado del municipio de Girardot provenientes del rio Magdalena, mediante la
técnica Yeast Estrogen Screen empleando dos tipos de solventes diferentes para su
extraccion: n- Hexano y etanol absoluto. De acuerdo a los resultados obtenidos solo una
muestra correspondiente a extraccion con etanol absoluto, presentd sustancias con actividad
estrogénica exhibiendo una concentracibn de 6 ng/L en equivalentes de
17 pB-estradiol (EEQ).

Estos resultados permitieron concluir que la técnica YES es sensible, especifica y rapida para
la determinacion de EDs en pescados cuando se trabaja bajo condiciones especificas de

prueba.

Palabras clave: Disruptores endocrinos, Yeast Estrogen Screen, Rio Magdalena,

Contaminantes organico persistentes, Pescado fresco.
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1. INTRODUCCION

Afios después de la revolucion industrial donde inicié la generacién de productos industriales
para solventar las llamadas ‘“necesidades humanas™; se desarrollaron una serie de
enfermedades sin causa aparente; debida a su alta incidencia, en la segunda mitad del siglo
XX se empezaron a llevar a cabo investigaciones para determinar nuevas aproximaciones en
la etiologia de la enfermedad®. La produccién deliberada de sustancias quimicas introducidas
al medio ambiente aumenté significativamente, al mismo tiempo que se correlacionaba con
un aumento de la incidencia de enfermedades Hormono-dependientes en personas con
mayores niveles de exposicion. Posteriormente se identificaron alteraciones en varias

especies acuaticas y terrestres principalmente a nivel del sistema reproductor?>.

La tesis patogénica subyacente explica que existen varias sustancias quimicas capaces de
funcionar como hormonas produciendo un desequilibrio en la homeostasis hormonal. Dichos
compuestos exdgenos o Xenobidticos actlan como agonistas 0 antagonistas hormonales
imitando o blogueando su accion natural, gracias a la condicion que les confiere su estructura
quimica capaz de unirse al receptor de estrogenos, por lo cual se les atribuye el término de

Disruptores Endocrinos (EDs)>®.

El término Compuesto de Disrupcion Endocrino (Endocrine Disrupting Chemicals / EDCs)
define un conjunto diverso y heterogéneo de compuestos quimicos exdgenos, capaces de
alterar la sintesis, liberacién, transporte, metabolismo, enlace, accidén o eliminacién de las
hormonas naturales en el organismo. Estas sustancias se conocen por su capacidad de actuar
alterando la sintesis de hormonas, vias metabdlicas, modificando el aclaramiento plasmaético
0 actuando directamente sobre la expresion génica mediante modificaciones genéticas sin
cambiar las secuencias nucleotidicas provocando dafios neuroldgicos, reproductivos,
metabdlicos, inmunoldgicos entre otros; correlacionados con la interferencia de sustancias no
pertenecientes al organismo de animales o humanos, con la afinidad entre su naturaleza

quimica y una célula diana capaz de reconocerla’.

Los contaminantes organicos persistentes o COPS constituyen el grupo de compuestos de
Disruptores endocrinos (EDs) mayormente implicados en los dafios provocados a la salud y

el medio ambiente. Se conocen por persistir en el medio ambiente, bioacumularse y
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transportarse a largas distancias gracias a su estabilidad. Actualmente, se habla de
compuestos que facilmente interactian en la vida cotidiana de humanos y animales
integrando la composicion de productos quimicos que va desde Bifenilos policlorados y
Ftalatos presentes en materiales plastificantes hasta plaguicidas empleados en el control de

plagas en la agroindustria "®.

La creciente e inevitable sobreproduccién de estos quimicos ha causado un desequilibrio
ambiental ya que no se eliminan con la misma celeridad con la que se producen, como
consecuencia se encuentran contaminando las masas de aire y los cuerpos de agua; ambientes

indispensables para la vida terrestre y acuatica ®°.

Las especies méas afectadas son las especies acuéticas lo cual se explica por ser los cuerpos de
agua puntos claves para confluir la mayor parte de residuos domésticos e industriales; los
peces empleados para el abastecimiento del comercio resultan preocupantes. Grandes series
de estudios alrededor del mundo han reportado cambios morfofisioldgicos, principalmente a
nivel de sistema reproductivo tales como: hermafroditismo, disminucion del éxito de
eclosion, hiposex, disminucion del recuento espermaético, esterilidad, vitellogenesis en pez
macho, infertilidad, desfeminizacién entre otras °. Patrones claves que determinan la
presencia de EDs en animales de gran importancia comercial, que si no se regulan pueden
suponer cambios drasticos en la produccion e inocuidad de los alimentos, suponiendo no solo
un dafio a nivel industrial sino un costo especifico a nivel de Salud Publica, por el aumento de
casos de enfermedades hormono-dependientes que se producen por consumo de especies

contaminadas con sustancias quimicas sin regulacion estatal.

Sin embargo, esta problematica no es netamente atribuible a los COPS, ya que a éstos se
suman los metales pesados siendo fuentes importantes de contaminacion de los cuerpos de
agua colombianos, como consecuencia de la mineria ilegal. La macrocuenca del rio
Magdalena supone una de las fuentes fluviales mas afectadas y el mercurio se encuentra entre

los hallazgos toxicologicos en peces mas frecuentes.

Teniendo en cuenta el grado de contaminacién de las aguas superficiales de Colombia,
haciendo énfasis en el rio Magdalena, los patrones de contaminacion de uso de compuestos

quimicos en el pais y las especies susceptibles; se expone la necesidad de determinar la
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presencia de sustancias con capacidad disruptora endocrina en pescado fresco proveniente del
rio Magdalena, obtenido de diferentes puntos de una plaza de mercado del municipio de
Girardot que pueden afectar directamente a peces e indirectamente a humanos cuando estos
lo consumen. El presente trabajo dispone de un protocolo de actividades desarrolladas para su
determinacion, cuantificacion y andlisis a partir de la implementacion de la Técnica Yeast
Estrogen Screen (YES).
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2. OBJETIVOS

e General

Determinar la presencia de sustancias con actividad estrogénica en pescado fresco, Bagre y

Bocachico, obtenido en diferentes puntos de una plaza de mercado de Girardot.

e Especificos

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

Yeast Estrogen Screen.

- Contrastar dos métodos de extraccion diferentes para la obtencién de sustancias con
actividad estrogénica en pescado fresco, que permitan su posterior determinacion mediante la

técnica Yeast Estrogen Screen.

18



3. ANTECEDENTES

Los Disruptores Endocrinos (EDs) han retomado importancia desde la presentacion del libro
Primavera silenciosa (Silent spring) de Carson, el cual fue publicado el 27 de septiembre de
1962, en este libro se resalta la importancia del ambiente y cdmo afecta directamente la salud,
advierte de los efectos perjudiciales de los pesticidas en el medio ambiente, tanto en animales
como en humanos y culpa a la industria quimica de la creciente contaminacion®. Ademas,
infiere que “gracias a las acciones del hombre en su afan de controlar todo tipo de insectos,
hongos y plantas de malezas, hoy las personas estan siendo envenenadas en una escala
infame, dichos productos quimicos capaces de inducir cancer permanecen como residuos en
prdcticamente todo lo que comemos y bebemos*. Estos nuevos conceptos fueron rechazados
por algunos cientificos que los definieron como argumentos carentes de sentido®. Sin
embargo, se convirtié en la primera alerta que dio conocimiento sobre la contaminacion

ambiental y modelo para generar conciencia ecoldgica.

A partir de este momento, el libro se convirtié en una inspiracion para llevar a cabo una
movilizaciéon ecoldgica, la cual consiguié que el departamento de agricultura revisara su
politica sobre pesticidas, donde se logré que el Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT) un
compuesto organoclorado principal, se prohibiera. Posteriormente, se cre6 la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (1970), EPA*, con lo que se logré después de 23
afios que varios paises incluyendo Colombia, desarrollaran sistemas de proteccién ambiental

cuyas normas y directrices protegieran el patrimonio ambiental de cada pais.

Vale la pena establecer que el término disruptor endocrino fue acufiado por primera vez en
1991 en una conferencia de Racine, Wisconsin impartida por Theo Colborn, entonces
miembro del World Wildlife Fund y de la W. Alton Jones Foundation. Aparece por primera
vez en la literatura cientifica en un articulo de 1993 la Teoria de la disrupcion endocrina®
mediante la cual se define que varias sustancias presentes en el ambiente impiden la
homeostasis hormonal, bloqueando al sistema endocrino de su accion fisioldgica y una

exposicion a largo plazo puede provocar efectos irreversibles’.
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Desde antes de 1995 hasta hoy estudios han reportado la presencia de EDs en los cuerpos
acuiferos; la gran diversidad y nimero de estas sustancias ha dificultado la capacidad de las
investigaciones para determinar el tipo de compuestos que se ven implicados y su
procedencia. Autores afirman que la contaminacion de los rios se presenta principalmente por
los indebidos procesos de tratamiento de las aguas residuales e industriales, que muchas
veces son omitidos y como consecuencia desembocan en los cuerpos de agua: rios , lagos y
mares; produciendo su contaminacion y por lo tanto alterando la fisiologia normal de las
especies acuaticas que lo integran. En respuesta a este problema se han estudiado nuevos
modelos biologicos para identificar la presencia de disruptores endocrinos en cuerpos
acuiferos ® ya que; muchos de estos quimicos pueden perturbar el desarrollo del sistema
endocrino y de los érganos que responden a las sefiales hormonales en organismos expuestos
indirectamente durante la vida prenatal y/o postnatal temprana. Los efectos de la exposicién

durante el desarrollo son permanentes e irreversibles®.

Los peces son las especies acuaticas mas empleadas en los estudios de determinacién de
disruptores endocrinos. Los reportes realizados concuerdan con que estas sustancias
interactan principalmente con el sistema reproductor masculino y femenino a nivel del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas, produciendo diferentes respuestas que implican cambios
sexuales en las diferentes especies °. Sumpter J. fue uno de los primeros investigadores en
interesarse sobre el funcionamiento de los estrégenos ambientales y los efectos que producia
en peces. Inicialmente baso sus estudios en entender el por qué este tipo de animales varia en
el nimero y tamafio de los huevos que produce. Trabajo en la determinacion de niveles de
vitelogenina en plasma de peces hembra y macho; estudio a partir del cual formuld la
hip6tesis de que la produccioén irregular de dicho analito en peces macho, podia ser causa de
la presencia de pildoras anticonceptivas o sustancias quimicas en los efluentes; ' que
estimulan su produccién por su actuacion a través de receptores especificos de

estrdgeno que se encuentran presentes en grandes concentraciones en el higado ***2,

Como resultado de las alteraciones encontradas en peces macho y basado en reportes
anteriores donde afirmaban el aumento de desfeminizacién de esta especie y otros animales,
como por ejemplo los caimanes macho; nace la hipétesis de la teoria de los disruptores
endocrinos: “la disminucion de la salud reproductiva masculina y la posible disminucion de

la fertilidad, pueden estar relacionadas con la presencia en el entorno de compuestos
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quimicos que imitan o alteran los estrogenos (las hormonas sexuales femeninas) o los

andrégenos (las hormonas masculinas)”*.

Sumpter y su equipo iniciaron investigaciones sobre el proceso de feminizacion de los peces
y llevaron a cabo la determinacion de quimicos estrogénicos mas prevalentes en los efluentes
de aguas residuales, encontrandose asi que nueve de veinte contaminantes quimicos eran
capaces de unirse al receptor de estrogenos y producir su activacion comprobando la teoria de

la disrupcion endocrina **.

Por estas razones, las enfermedades producidas por EDs en peces, han sido sustentadas por
diferentes estudios en los cuales se ha coincidido con el desarrollo de una enfermedad en
particular; obteniéndose como resultado una vision general de las alteraciones sobre la salud
méas frecuentes, asociados a la exposicion de sustancias quimicas de sintesis en peces
incluyendo enfermedades hormono-dependientes, incluso si los EDs se encuentran en
cantidades limitadas, pues se les atribuye la capacidad de acumulacion y persistencia en el

organismo™.

Asi pues, debido a la problematica global de EDs persistentes en el ambiente, se han llevado
a cabo investigaciones para determinar la capacidad de estas sustancias de interferir en la
fisiologia normal de especies acuéticas, las cuales se describen a continuacion en orden

cronoldgico.

Suiza 2002: reporte de disminucion en la captura de mas del 50% de peces en lagos y rios
desde 1985-1999; siendo la trucha la especie més afectada, presencia de niveles elevados de
vitelogenina en peces macho, malformacién gonadal, actividad estrogénica elevada aguas

abajo de la salida de los efluentes y aguas residuales®.

Determinacion de vitelogenina serica como marcador biologico posterior a la exposicion de
peces a compuestos quimicos estrogénicos como: estradiol, etinilestradiol, nonilfenol,
octilfenol y bisfenol A; empleados de manera individual y conjunta, cuyo estudio demostrd
resultados insignificantes de produccién de vitelogenina cuando acttan solos y un aumento

en los niveles de vitelogenina mayor al 50% cuando actian de manera aditiva™.
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Efectos morfolégicos como aumento en el tamafio de los peces, desfeminizacion,
disminucion del tamafio testicular, del recuento espermatico, esterilidad, hipertrofia de las
celulas de sertoli y disminucion en el numero de células esperméticas de los peces guppy
(Poecilia reticulata), cuando son expuestos a concentraciones elevadas de 17-etinilestradiol

(200 ng/L) desde su nacimiento hasta la edad adulta®’.

En Alemania un estudio llevado a cabo con peces Besugo del rio Elba demostrd la
correlacion entre la disminucién de la actividad aromatasa, enzima implicada en los procesos
de biosintesis de estrégenos, con la disminucion en la produccién de estradiol (E2) y 11-
Ketosterona, definiendo asi a los EDs como inhibidores de la sintesis final de estrégenos y
andrégenos; los cuales, ademas se relacionan con procesos como la regulacion de la

proliferacion neuronal y la sinaptogénesis en los mamiferos™,

En Trondheim, Noruega determinaron los efectos de los EDs sobre los peces salmonidos y la
capacidad de inducir la transcripcién de genes implicados en la esteroidogénesis encontrando
variacion en la regulacién transcripcional de las expresiones de los genes StAR, P450scc y
CYP11p en el cerebro del salmén y en la corteza suprarrenal. La interrupcion de la proteina
StAR y la sobreexpresion del P450scc producen un desequilibrio neuronal ya que grandes
cantidades de esta proteina induce la produccion de sustancias bioactivas tdxicas y como

consecuencia interfiere en el funcionamiento del cerebro *°.

Reporte de EDs como responsables del desequilibrio en la homeostasis inmune en teledsteos:
El efecto inmunomodulador de los EDs sobre el sistema inmune se explica por la amplia
distribucion de los receptores estrogénicos en los tejidos inmunes; 6rganos diana para
esteroides sexuales. Esta relacién puede explicar la sensibilidad a las enfermedades
infecciosas durante la gametogénesis, como consecuencia de la inmunosupresion por
esteroides sexuales y se ilustra por el impacto de sus EDs relacionados en la inmunidad de los

peces®.

Deformidades esqueléticas como anomalias en espinas, arcos vertebrales y mandibulas en
poblaciones de Aphanius fasciatus recogidas en la costa Tunecina se reportaron al mismo
tiempo que el nivel de contaminacion de los peces con metales pesados e hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAP).%
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Como resultado de la exposicion inadvertida de los humanos y animales a sustancias
disruptoras endocrinas entre ellas pesticidas, nacen dos leyes mediante las cuales se busca
regular la produccion de quimicos persistentes en el ambiente capaces de interrumpir la
fisiologia humana; Ley 1252 de 2008 “Por medio de la cual se dictan normas prohibitivas en
materia ambiental, referentes a los desechos peligrosos” 22 y Ley 1196 de 2008 “Por medio de
la cual se aprueba el Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistente
(COPS)"%,

Los compuestos organoclorados son COPS que se encuentran con mayor frecuencia presentes
en el medio ambiente y en la cadena alimentaria humana. Estos compuestos se han
encontrado de manera diversa en peces y otros animales de vida acuética, cuya relacion
directa en su concentracion estd dada por la cantidad de materia grasa presente en los
animales que permiten una mayor captacion de los contaminantes y, de esta manera facilitar
su incorporacion en el cuerpo humano mediante la dieta. COPS implicados: DDT y DDE;
metoxicloro; clordano dicofol; dieldrina; endosulfan; lindano; heptacloro hexaclorobenceno,
Acidos 2,4-dicloro 'y 2,4,5-tricloro-fenoxiacético;  Bifenilos policlorados (PCB)

,Dibenzodioxinas policloradas (PCDD), dibenzofuranospoliclorados (PCDF) 2.

Hay evidencia concluyente que muestra que, en general, el pescado en la dieta humana
contribuye con una proporcién significativa de la ingesta total de COPs, particularmente
pescado con niveles mas altos de grasa 2*. Estudios comparativos realizados en diferentes
partes del mundo se llevaron a cabo midiendo el plasma y leche materna de personas que
basan su dieta principalmente en fuentes marinas, comparado con iguales muestras
biol6gicas de personas que rara vez optan por este tipo de dieta (poblacion control), los
resultados de las diferentes investigaciones concertaron en que los niveles de COPS estaban

considerablemente mas altos en personas expuestas comparadas con la poblacién control 24?°,

Como consecuencia de la acumulacion de EDs en humanos se describen enfermedades
importantes que muestran un panorama puntual de sus efectos frente al sistema endocrino
humano, cuyas consecuencias se relacionan con las presentadas en los peces ya que estos
comparten caracteristicas morfo-fisiologicas. A continuacion se nombran las enfermedades

relacionadas con la presencia a EDs en el ambiente: Niveles hormonales en sangre anormales,

23



reduccién de la fertilidad, alteracion del comportamiento sexual , modificacion del sistema
inmunoldgico , masculinizacion de hembras , feminizacion de machos (reduccion del tamafio
de testiculos y pene) ,criptorquidia (no descenso testicular) , cénceres en Organos
reproductores femeninos y masculinos , malformaciones de trompas de Falopio, Utero y

cérvix,alteraciones de la densidad y estructura ésea. 2%

Como resultado de los efectos confirmados como consecuencia de la exposicién inadvertida
de los EDs en animales y humanos, se han realizado investigaciones para reportar el grado
de contaminacidn al que diariamente se esta expuesto. Estudiantes de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca han reportado la presencia de EDs en la superficie de alimentos para
consumo en fresco procedentes de varias centrales de venta de Bogota®, en la fresa (fragaria
sp)® y en los cuerpos de agua cuenca alta del rio Bogota relacionados con descargas de

aguas residuales, industriales y domésticas®
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4. MARCO TEORICO

Las hormonas son mensajeros bioquimicos que dirigen las funciones de los érganos del
cuerpo y otros tejidos. Estos productos quimicos ordenan a las células a nivel sistémico. El
cerebro coordina la liberacion de hormonas y envia a estos mensajeros mediante el torrente
sanguineo a un oOrgano diana cuando se requiere mediar una actividad especifica.
Actualmente existen quimicos industriales y contaminantes que pueden imitarlos; una vez
ingresan al cuerpo pueden alterar el sistema de sefializacion hormonal definiendo cuando,

como y donde actuar en el cuerpo.

En toxicologia, los cientificos que estudian los efectos de productos tdxicos y venenosos
sobre el organismo, se refieren a estos imitadores de hormonas como COMPUESTOS DE
DISRUPCION ENDOCRINA (CDEs)*.

4.1 Compuestos de Disrupcion Endocrina

A partir de la Conferencia de Wingspread celebrada en Wisconsin, USA, en 1991
fundamentada en el principio de precaucion, se acufia por primera vez el término de disruptor
endocrino ED para referirse a un grupo de sustancias quimicas exdgenas al organismo que
interfieren con la produccion, liberacion, transporte, metabolismo, union, accién bioldgica o
eliminacion de las hormonas responsables del mantenimiento de la homeostasis y regulacion

del desarrollo .

Los EDs pueden ser naturales como la estrona (E1), el estradiol (E2) y el estriol (E3)
producidos de forma natural en el organismo a partir del colesterol; o sintéticos
(xenoestrogenos) presentes en el medio ambiente capaces de desencadenar una respuesta
estrogenica por imitar la accion del 17-B-estradiol (E2) enddgeno, mediante su estructura
quimica que les confiere la capacidad de unirse a receptores alfa o beta estrogenos y ejercer
su accién *°. Los xenoestrogenos se caracterizan por encontrarse de manera persistente en el
ambiente, estar presentes en concentraciones elevadas y ser bioacumulables en los 6rganos y

tejidos tanto de animales y humanos gracias a la naturaleza lipofilica que poseen *.
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Actualmente, las sustancias que se conocen con potencial estrogénico presentes en el medio
ambiente son numerosas. Hacen parte de xenoestrégenos de gran importancia gracias a su
persistencia, bioacumulacion y quimica Organohaldégena sustancias como: plaguicidas
(fungicidas,herbicidas e insecticidas), sustancias quimicas industriales, productos sintéticos y

metales pesados *.

Los EDs se basan en cuatro principales mecanismos de accién para interferir en la
sefializacion y regulacién natural del sistema endocrino en el cuerpo:1) mimetizan la accion
de los estrogenos naturales. 2)Antagonizan la accion de las hormonas. 3)Alteran el patron de
sintesis y metabolismo de las hormonas naturales modificando sus niveles fisioldgicos. 4)
Modulan los niveles de receptores hormonales *'.

Al ser sustancias que no integran el sistema fisioldgico y regulatorio del cuerpo, ejercen
efectos toxicos dependientes del tiempo de exposicion y la concentracion en la que se

encuentren disponibles en el ambiente .

La complejidad de los EDs, sus mecanismos de accion y la variabilidad de sus efectos
impiden condicionar la relacion de causalidad entre exposicién y enfermedad ya que poseen
caracteristicas particulares que difieren distintivamente de otros tdxicos. No todos los
xenoestrogenos ejercen el mismo mecanismo y producen siempre la misma enfermedad. Los
efectos son adversos y no existe la maxima de causa-efecto; razén por la cual se le atribuyen
caracteristicas particulares de toxicidad. 1) La fase de desarrollo concebida como el momento
de exposicion ( embrion, feto, organismo, perinatal, adulto) es decisiva para determinar la
gravedad del efecto y su posterior evolucion. 2)Los efectos no aparecen en el momento en
que se da la exposiciéon. 3)No hay una dosis umbral que demuestre un efecto téxico del
compuesto. 4) Los EDs tienen la facultad de actuar conjuntamente produciendo un efecto

sinérgico, antagénico o aditivo ®.

Los mecanismos de accion se desarrollan como consecuencia principal de la interaccion
directa de los EDs con receptores nucleares como: estrégenos, androgenos, progesterona,
tiroideos, entre otros. Sin embargo hoy, diferentes investigaciones confirman que ejercen su

efecto a un nivel mas amplio y complejo; ademas de alterar la sefializacion de los receptores
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nucleares, los EDs actlan via receptores no nucleares de hormona esteroidea, receptores
esteroideos (receptores neurotransmisores como el de serotonina, dopamina, norepinefrina)
coactivadores transcripcionales, vias enzimaticas relacionadas con la biosintesis y/o
metabolismo de los esteroides. Ademéas son capaces de actuar sobre los genes y producir
cambios epigenéticos con principal susceptibilidad de las especies en etapas prematuras de
desarrollo, generando cambios en la expresion del fenotipo y como consecuencia conllevar a

la herencia transgeneracional de la enfermedad 3.

4.1.1 ESTROGENOS

Segun su naturaleza quimica las hormonas se clasifican en aminas, péptidos y esteroides. Las
hormonas esteroideas se generan a partir del colesterol y son sintetizadas por diferentes
glandulas endocrinas como gdnadas, corteza adrenal y placenta. Estas se clasifican a la vez en
estrégenos y andrégenos, hormonas implicadas en la determinacion, diferenciacion y
desarrollo sexual *. El estradiol, la estrona y el estriol son los principales estrégenos
naturales producidos por los mamiferos, mientras los principales andrégenos son la
testosterona y el 5-alfa -dihidrotestosterona. Tanto los esteroides naturales como los sintéticos
se emplean actualmente en la clinica cuando existen deficiencias endocrinas relacionadas con
produccidn de estrégenos; en la anticoncepcion, terapia de reemplazo hormonal y canceres

metastasicos como el cancer de prostata **.

La regulacion de la secrecion de estrdgenos esta coordinada por el eje hipotadlamo-hipdfisis.
En el hipotdlamo se sintetiza el factor liberador de gonadotropinas (GnRH), que estimula la
liberacion de las hormonas foliculo estimulante (FSH) vy luteinizante (LH) en la
adenohipofisis que estimula la sintesis de estrégenos. Se regulan mediante mecanismos de
retroalimentacion positiva y negativa segin sean las necesidades del organismo en

condiciones fisiologicas normales.

Las hormonas esteroideas son productos derivados del metabolismo del colesterol. La
biosintesis de estrogenos a partir del colesterol se lleva a cabo siguiendo la ruta metabdlica
desde colesterol y teniendo como intermediario comdn a la pregnenolona que, después de

algunas biotransformaciones, conduce a la produccion de androstenediona o testosterona que
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pueden aromatizarse a E2 o E1 respectivamente. La accion de una 16-alfa-hidroxilasa sobre
estos productos podra generar E3, que es el metabolito mas abundante de E2 y la 16-alfa-

hidroxiestrona *.

Colesterol
E
Pregnenolona
OH
;' fo v ; | fm“
0 0
Androstenediona Testosterona
Aromatasa Aromatase
Y OH
Y ‘ 0] ‘ o H
< »
Estrona Estradiol i
' O ' .\H\NH
HO HO ;
16 a-hidroxiestrona Estriol

Figura 1. Biosintesis de estrégenos. Tomado de: /books.google.com.co/books?id.Estrégenos.

El estrogeno natural mas potente en seres humanos es el 17 beta-estradiol, seguido por la E1
y el E3. Cada uno de estos metabolitos, es un esteroide de 18 carbonos, compuestos por un
anillo A (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo b-hidroxilo
o0 cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo fendlico A es la principal caracteristica
estructural que le confiere a este tipo de moléculas la capacidad de unién selectiva y de alta
afinidad a receptores de estrégenos **.

Los estrdgenos son sintetizados principalmente por el ovario y la placenta, sin embargo
también son secretados en pequefias proporciones por los testiculos. Para dar inicio a la

sintesis de E2 es necesaria la accion conjunta de las gonadotropinas (LH) y (FSH); esta
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molécula es capaz de fijarse con gran afinidad a la globulina fijadora de 17B-estradiol
presente en el plasma circulante, caracteristica que difiere de la E1 y el E3 por fijarse

débilmente a la proteina transportadora.

De esta manera E2 presenta un complejo metabolismo a nivel de tejidos periféricos y el
higado, en este ltimo se oxida a E1, que posteriormente puede ser hidratado a E3 ****. Estos
tres estrogenos aparecen después en la orina como glucurénidos o sulfatos, la determinacion
cuantitativa de estos productos son de importancia clinica al estimar la velocidad de recambio

de las hormonas esteroideas, siendo Utiles en el diagnéstico de determinadas patologias **.

Los estrogenos son hormonas implicadas en llevar a cabo el correcto funcionamiento de
diversos tejidos y 6rganos del cuerpo. Actdan a nivel de sistema reproductor tanto femenino
como masculino, al mismo tiempo que son capaces de generar efectos sobre el sistema 0seo,
nervioso y cardiovascular. El amplio espectro en el que las hormonas esteroideas se
desarrollan a nivel de la fisiologia humana y animal, puede desencadenar diversas patologias
por una sobreproduccion o inhibicion en las concentraciones, ya que se requieren cantidades

correspondientes con la demanda fisiol6gica natural.

Los estrégenos son considerados principalmente hormonas feminizantes, debido a la
diversidad de efectos que ejercen sobre las funciones reproductivas de la hembra. Dichas
hormonas se ven implicadas en la generacion de cambios en los depdsitos de grasa corporal,
el desarrollo y crecimiento mamario, la estimulacion de la proliferacion celular del epitelio
vaginal, Utero y trompas de falopio, la maduracién de los ovarios y la continua produccion de
hormonas esteroides durante la fase luteal del embarazo. También son responsables de
mantener el control de la conducta sexual femenina a nivel del sistema nervioso central. Asi
mismo mantienen el equilibrio hidroeléctrico y de la masa dsea, ademas de participar en la

fisiologia vascular como factores cardioprotectores *°.

En los machos inhiben la secrecion de testosterona al ejercer feedback negativo sobre la
hormona luteinizante en la glandula pituitaria, que estimula su produccion, lo cual genera
una disminucion en la produccién de Dihidrotestosterona (DHT). Ademas se relaciona con la
conducta sexual y pautas conductuales como la ereccién y monta ya que se requieren de la

presencia tanto de androgenos como estrégenos a nivel de sistema nervioso central. Otros
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efectos no menos importantes se dan en el desarrollo y la funcion testicular, reabsorcion de
fluidos a nivel del epididimo y acciones directas e indirectas en el desarrollo y funcion de la

glandula prostatica *>*°.

La E1 por su parte es un estrogeno ovarico débil. En las mujeres postmenopausicas, es el
estrégeno plasmatico dominante y se forma en su mayoria por la conversion de
androstenediona corticosuprarrenal en los tejidos periféricos, principalmente en el higado y
tejido adiposo. ElI E3 no es secretado por el ovario, se forma en pequefias cantidades en el
higado a partir del E2 y la E1. Durante el embarazo se secretan en grandes cantidades cuando
es producido por la placenta, lo cual permite ser empleado como parametro para evaluar la

funcién fetoplacentaria en el embarazo®’.

e Receptores estrogénicos.

La mayor parte de los efectos de los estrogenos en sus 6rganos blanco se deben a la cadena de
eventos celulares conocida como ‘“sefializacion estrogénica”, la cual es una via de
transduccion celular que inicia con la activacion de los receptores estrogénicos (RE) . Los RE
son moléculas de naturaleza proteica capaces de desencadenar procesos que inician la
sintesis de ARN por lo cual se catalogan como factores de transcripcion clasificados dentro
de la clase 11 de la superfamilia de receptores nucleares a hormonas esteroideas *.

En general, este tipo de receptores estan conformados por seis dominios denotados de la A a
la F, codificados por 8-9 exones (Fig. 2). Ambos tienen un dominio central de union al DNA
(DBD) muy conservado que mediante dos “dedos de zinc”, se une a secuencias especificas en
el promotor o a los sitios “enhancer” de genes regulados por estrogenos. La region carboxilo-
terminal del receptor constituye el dominio de unién a ligando (LBD) el cual reconoce a los
estrogenos naturales como 17f-estradiol (E2) y a ligandos sintéticos que pueden ser
antagonistas totales 0 SERMs (Moduladores Selectivos del ER), que pueden activar o inhibir
al receptor dependiendo del contexto celular y del promotor. Adicionalmente, el LBD
contiene una region de localizacién nuclear, regiones de homodimerizacion y un dominio de

transactivacion denominado AF-2, el cual es dependiente de ligando. La interaccion con E2
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activa al receptor promoviendo una serie de cambios conformacionales que incluyen
dimerizacion, localizacion nuclear y una superficie sobre la region AF-2 que promueve su
interaccion con coactivadores transcripcionales. Entre el DBD y el LBD existe una region
variable denominada bisagra la cual participa en la union a la proteina chaperona de choque
térmico hsp90 que en ausencia de ligando inactivan los RE manteniendo una conformacion
que oculta sus péptidos de sefial de localizacién nuclear *°. La regién amino-terminal es la
mas variable entre los miembros de la familia, tanto en tamafio como en secuencia de
aminodcidos, y contiene una region de transactivacion denominada AF-1, la cual es ligando-
independiente. Las regiones AF-1 y AF-2 pueden activar la transcripcion de manera
independiente o sinergista dependiendo del contexto celular y del promotor. Por ultimo, en la
region N-terminal existen diversos sitios de fosforilacién regulados por una variedad de

proteinas cinasas *.

Existen dos subtipos de proteinas de estrogenos denominados RE alfa y RE beta
respectivamente. Hasta en 1986 en que se secuencio el receptor estrogénico, se pensaba que
era la Unica molécula capaz de mediar los efectos de los estrogenos en los tejidos blanco. Sin
embargo, en 1996 se descubrid un segundo receptor capaz de ejercer el mismo efecto,
denominandose RE Beta (RE-B) para diferenciarlo de su predecesor al que se le denomind
RE-a.

A nivel estructural de RE-a como RE-B existe una gran homologia entre los dominios de
unién al ADN (region C) y el ligando (region E) correspondiéndose 96% y 58%
respectivamente, las cuales difieren de las regiones D y F al no estar bien conservadas. Los
genes de ambos receptores son codificados por 8 exones y se localizan en diferentes
cromosomas. El RE-a en el brazo largo del cromosoma 6 y el RE-f en el brazo largo del
cromosoma 14 confirmando que cada receptor es el producto de genes independientes. La
expresion de estos genes determinada por los niveles de RNAm y por su afinidad de union a
ligandos, varia en cada tejido blanco, lo que sugiere que cada receptor tiene un papel
bioldgico distinto *°. ERa es expresado predominantemente en érganos reproductivos ((tero,
mama Yy ovario), asi como en el higado y en el sistema nervioso central, en tanto que la forma
B es expresada mayoritariamente en otros tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto

urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata *°.
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Figura 2. Estructura de los receptores de estrogenos alfa y beta. Tomado de:
http://www3.uah.es/chemevol/index.php/2019/12/05/receptor-de-estrogenos/

e Efectos Gendmicos.

Los ERs se comportan de acuerdo a la teoria clésica de accion de las hormonas esteroideas
por la cual median los efectos bioldgicos de los estrogenos; implica su actuacién como
factores de transcripcién dependientes del ligando. Dicho mecanismo comprende la union del
estrogeno especifico, en este caso 17B-estradiol al receptor del nucleo, después el receptor
sufre un cambio conformacional originando una homo o heterodimerizacion (dos RE-a o un
RE-a se heterodimeriza con un ER-b) que permite la union del complejo hormona-receptor a
elementos de respuesta especificos (EREs) localizados en los promotores de los genes **. Esta
secuencia consiste en un palindrome invertido de 15 pares de bases sobre el cual el complejo
ER-estrdgeno se sitla y regula la maquinaria de transcripcion, bien sea a través de una

interaccion directa o por medio de otros factores de transcripcion 2.

En consecuencia el ER dimerizado se une a proteinas coactivadoras como SRC1 y CBP-
P300 que forman el complejo de iniciacion de la transcripcion conformado por la union de
Receptor-ligando a co-activadores, represores y proteinas reguladoras de la transcripcion,
dando paso a la sintesis de ARN. Dependiendo del tejido donde ocurre la transcripcion
estimulada por ERs, actian de manera especifica dependiendo de la composicion del

complejo de iniciacion de la transcripcion °*.
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El proceso de transcripcién va a estar regulado por el complejo de preiniciacion que incluye
la interaccidn de factores transcripcionales basales con el complejo hormona receptor junto
con la unién de proteinas co-reguladoras denominadas: proteinas de interaccion con
receptores o0 RIPS (Receptor Interacting Proteins), las cuales son capaces de activar (co-
activadores) o represar (co-represores) la transcripcion. La induccion de la sintesis de ARN
con consiguiente produccion de proteinas, es un proceso que precisa un tiempo de por lo

menos 1-2 horas después de que el ligando se une a su respectivo receptor >* .

e Efectos no gendémicos

Ademés del mecanismo clasico de union a los RNs (receptores nucleares) (efectos
genodmicos); los estrogenos han demostrado la capacidad de desarrollar respuestas rapidas
actuando por medio de mecanismos alternativos a la transcripcion génica (efectos no
gendmicos). Dichos efectos se producen en cuestion de minutos o segundos al no requerir los
procesos de transcripcion y sintesis de proteinas para poder producir su efecto primario ya
que el complejo hormona- receptor que se encuentra relacionado con las respuestas no
gendmicas de esteroides, se encuentra situado en las membranas plasmaticas. De este modo
los esteroides , actGan mediante los mecanismos clasicos de los receptores asociados a las

mismas, a través de segundos mensajeros 2.

Los efectos no gendmicos de los estrogenos incluyen: flujo de iones, desencadenamiento de
potenciales de accion, descarga de vesiculas secretoras, estimulacion de la adenilato ciclasa y
sintesis de AMPc, activacion de quinasas MAP, activacién de receptores tirosin-quinasa y
activacion de proteinas G, las cuales desencadenan respuestas biologicas especificas del tipo

celular donde se encuentre >,

Por otra parte existen acciones genémicas- no gendémicas de los ERs en donde las respuestas
no gendmicas de los estrogenos van actuar en la regulacion de factores de transcripcion. El
mecanismo por el cual es posible una respuesta tipo genémica se da por la regulacion de
factores de transcripcién a través de fosforilaciones mediadas por quinasas(22), como es el

caso de la induccién de AP-1 por el 17B-estradiol en donde se produce la activacion de una
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quinasa MAP por union al estrogeno especifico, que a su vez estimula la union de AP1 al

DNA induciendo la transcripcién génica >3,

Figura 3. llustracion esquematica de los mecanismos de sefializacion de los ER. Tomado
de:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15695368

1. Los E2-ER nucleares se unen directamente a ERE en promotores de genes diana. 2. ERE- acciones
genomicas independientes. Los complejos nucleares E2-ER estan unidos mediante interacciones
proteina-proteina a un complejo de factor de transcripcion (TF) que contacta con el promotor del gen
diana. 3. Acciones genomicas independientes del ligando. Los factores de crecimiento (GF) activan
las cascadas de proteina quinasa, lo que conduce a la fosforilacion (P) y la activacion de ER
nucleares en ERE. 4. Acciones no genomicas. Los complejos de membrana E2-ER activan las
cascadas de proteina-quinasa, lo que conduce a funciones alteradas de las proteinas en el
citoplasma, por ejemplo: activacién de 6xido nitrico sintetasa endotelial (Enos), o para la regulacion

de la expresion génica a través de la fosforilacion (P) y la activacion de un TF.”
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4.2 XENOESTROGENOS ASOCIADOS A LOS PECES Y SUS EFECTOS
DURANTE EL DESARROLLO FOLICULAR

En peces, los estrogenos son hormonas efectoras que regulan funciones clave en la
diferenciacion sexual, en el metabolismo de los acidos grasos y en la sintesis de vitelogenina
en el higado. Los peces han sido uno de las principales especies acuéticas estudiadas para la
determinacion de EDs como consecuencia de la continua contaminacion de cuerpos de agua
superficiales. Gran cantidad de investigaciones se han centrado en los efectos directos de los
disruptores endocrinos a nivel del sistema reproductor de peces, ya que son los principales
organos blanco donde actian, provocando la inadecuada regularizacién y homeostasis

fisiolégica de las hormonas implicadas en el proceso reproductivo.

e Fisiologia reproductiva del pez hembra: Eje hipotalamo hipdfisis gonadal

En peces al igual que en humanos, la reproduccion esta regulada por el eje hipotalamo-
hipofisis-gonadal; las hormonas gonadales controlan procesos reproductivos como desove,
espermatogénesis y ovogénesis. El ciclo reproductivo se sucede por la accion del hipotalamo
tras la sintesis y liberacion de la GnRHs que tiene como fin estimular la liberacién de
hormonas gonadotropinas (GtH) en la hipdfisis, facilitando la reproduccién en peces
mediante un sistema dual (GTH): FSH y LH.**
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Célulasdelateca

FSH: Hormona foliculo estimulante
T: Testosterona
E2: 17 b Estradiol
VTG: Vitelogenina
LH: Hormona luteinizante

MIS; Esteroide inductor de maduracion

reeoonp

GnRH: Hormona bberadora de
gonadotropma

Figura 4. Proceso de estimulacion hormonal en peces eje hipotdlamo-hipofisis gonadal Tomado de:
https://www.semanticscholar.org/paper/Molecular-Characterization-of-the-Mummichog-Ovarian-Kan

Las hormonas gonadales se liberan al torrente sanguineo con posterior unién a los respectivos
receptores sanguineos ovaricos de la superficie celular FSHr y LHr. La activacion de LHr
estimula las funciones gonadales incluida la sintesis y liberacion de hormonas esteroideas
implicadas en la reproducciéon. La FSH se encuentra implicada principalmente en la
regulacién de la esteroidogénesis gonadal en el ovario en las etapas de desarrollo temprano,
especialmente durante la vitelogénesis. La vitelogenina (Vtg) como las proteinas de zona
radiada (Zrp) son los principales componentes del huevo, estas se sintetizan en el higado de
hembras bajo regulacion endocrina y son transportados por via circulatoria para la toma
posterior por el oocito. La Vtg es una fosfolipido-glicoproteina serica precursora de la
formacion de la yema del huevo. Su sintesis se da como consecuencia de la estimulacién de
los receptores estrogénicos hepéticos por accion de la hormona 17-a-estradiol (E2).

Tanto los peces hembra y machos poseen receptores estrogénicos en el higado; sin embargo
solo las hembras se encuentran expuestas normalmente a los estrégenos **; por lo tanto la Vtg

es una proteina especifica de peces hembra.
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Por otra parte la funcion principal de la LH es regular las etapas finales del desarrollo ovarico
y el desove, como consecuencia de su capacidad de estimulacion de 17a, 20B-dihidroxi-4-
pregnen-3-ona (17a, 20B-P), o esteroide inductor de maduracién (MIS), producidas a partir
de la capa de células granulosas del foliculo ovarico. El 17a, 20B3-dihidroxi-4-pregnen-3-ona
(170, 20B-P) es el esteroide mas efectivo en la induccion de la descomposicion de la vesicula
germinal (GVBD) que ocurre cuando un foliculo ya ha completado su maduracion. MIS

actta a nivel de la membrana del oocito induciendo su maduracion final °°.

e Receptores estrogénicos

Los receptores de estrogenos nucleares son los principales mediadores de la actividad de E2,
sin embargo, la esteroidogénesis puede ser activada tanto por receptores nucleares como de

membrana. En peces se han identificado dos tipos de receptores implicados: ER a y ER B.

4.2.1 ESTEROIDOGENESIS EN PECES.

La esteroidogénesis es el proceso mediante el cual se producen las hormonas esteroideas a
partir del colesterol, el cual estd mediado por diversos intermediarios y conversiones
enzimaticas anteriores a su liberacion en las gonadas. La sintesis de los diferentes tipos de
esteroides es dependiente de la cantidad de colesterol y su suministro para servir como
sustrato de 3 enzimas pertenecientes a la superfamilia del citocromo P450 quienes efectlan
su conversién. En principio el proceso se inicia con el transporte del colesterol a las
mitocondrias mediante la proteina reguladora esteroidogénica (StAR) la cual es una proteina
transportadora de esteroles. La ruptura de la cadena lateral del citocromo P450 se presenta en
la membrana mitocondrial interna y convierte el colesterol en pregnenolona. Al ser un
esteroide basal, la pregnenolona actla como sustrato para el citocromo P450 C17 el cual
cataliza su hidroxilacion a 17a-hidroxiprogesterona (17a-HP) y luego a androstenediona la
cual se convierte en testosterona por la accion de la enzima 173-HSD (HSD: hidroxiesteroide
deshidrogenasa), con posterior conversion a 11-cetotestosterona (11-KT) en los hombres. La

sintesis de estrogenos es dependiente de la aromatasa P450 (P450arom), que se vale de la T
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como sustrato para producir E2. Durante la maduracion de los ovocitos, los foliculos post-
vitelogénicos tienen que sintetizar una gran cantidad de MIS.MIS se produce a partir de la
conversion de 17a-hidroxiprogesterona a 17a, 20B-P, con la enzima 20B3-HSD, que se cree

que se inicia con un aumento en la produccion de LH 7.

CITOPLASMA

N

COLESTEROL
LIBRE

MITOCONDRIA

f StAR = proteina reguladora esteroidogénica
aguda
(ayuda en el transporte del colesterol)
Scc = escision de cadena lateral
Arom = Aromatasa
HSD = Hidroxiesteroidehidrogenasa

1 P450 = Citocromo P450
P450 sce
Pregnenolo
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ENDOPLASMATICO
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Figura 5. Esteroidogénesis. Tomado de: https://www.semanticscholar.org/paper/Molecular-Characterization-of-

the-Mummichog-Ovarian-Kan



e Ovogénesis

La ovogénesis se define como el proceso de formacion de las células sexuales femeninas; que
implica la conversion de las células germinales primordiales (PGC) en évulos maduros listos
para ser fertilizados. EIl ciclo del desarrollo ovérico se basa en 6 principales pasos: 1.
formacion de PGC (linea de segregacion germinal) , 2.transformacion de PGC en oogonia
(diferenciacién sexual), 3. transformaciéon de oogonia en ovocitos (inicio de meiosis), 4.
crecimiento de ovocitos mientras se encuentra en cese meiotico, 5. reanudacion de la meiosis

(maduracion) y 6. expulsién del évulo de su foliculo (ovulacion).

El epitelio germinativo es el principal componente de los ovarios de las hembras sexualmente
inmaduras, las células germinales primordiales que integran dicho tejido se diferencian en
oogonias durante la época de diferenciacion sexual *°. Una vez alcanzada la madurez sexual
se da lugar la ovogénesis la cual parte con una etapa de proliferacion oogonial en el que las
oogonias presentes en el ovario sufre dos divisiones mitéticas y una meiotica que cesa al

llegar a la profase, transforméandose en oocitos primario ®°.

En la primera de las dos detenciones meioticas durante la ovogénesis en la profase, se da
inicio a una primera etapa de crecimiento denominada pre vitelogénesis, tiempo en el cual el
didmetro del foliculo ovérico aumenta en mas de un orden de magnitud y se da wun
incremento de la sintesis de ARN producidos por nucléolos ubicados en la periferia de la
vesicula germinal o nlcleo de los oocitos 2%, En esta etapa los ovocitos se caracterizan por
tener un gran ndcleo rodeado por numerosos nucleolos, ademas de un citoplasma que integra
un corpusculo de balbini formado por varios organelos que le permitiran servir de centro
metabolico y de formacién de organelos dentro del ovocito *°. El foliculo ovérico, que rodea
a cada ovocito, consta de dos capas celulares principales: una capa celular tecal externa y una
capa celular de granulosa interna. A medida que crecen los ovocitos, las células foliculares se
multiplican y forman una capa folicular continua (capa de células de la granulosa); la capa

folicular cambia para apoyar, nutrir y regular el desarrollo de los ovocitos de manera continua
57
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La siguiente fase es la vitelogénesis que comprende la incorporacion de vitelo a su
citoplasma, material formado por: proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos que

sirven como fuente de energia durante el desarrollo embrionario .

e Vitelogénesis.

La induccion natural de vitelogenina se da por la activacion del eje hipotadlamo-hipéfisis-
gonadal con la produccién de gonadotropinas que inducen la sintesis de estradiol-17p (E2)
con posterior liberacion al torrente sanguineo y estimulacion de la vitelogénesis hepatica por
activacion de receptores de estrogenos especificos. Una vez producida, via hematdgena
atraviesa el foliculo ovarico y se adhiere a receptores de vitelogenina ubicados en la
superficie del ovocito siendo incorporada al citoplasma por macropinocitosis *. Cuando se
incorpora sufre protedlisis dando lugar a dos principales proteinas de la yema del huevo,
lipovitelina Lv y fosfovitina Pv .El producto Vg mas grande es Lv es un nutriente con
importante fuente de aminodcidos y lipidos que apoyan el desarrollo embrionario. La
fosvitina Pv entrega los minerales necesarios al desarrollar embriones para el desarrollo

esquelético y metabélico 8.

Los oocitos post-vitelogénesis han crecido y desarrollado bajo la accién de la FSH y E2, sin
embargo son fisiol6gicamente inmaduros por lo que no pueden ser fertilizados. EI proceso de
maduracion se da como consecuencia de la disminucion de la produccién de E2 en las células
tecales y un significativo incremento de produccion de MIS, proceso estimulado por la accién
de la LH en las células de la granulosa necesario para conseguir la completa maduracion de

los ovocitos y su posterior liberacién para ser fertilizados®.
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Figura 6. Regulacion hormonal de la maduracion de oocitos en peces. Tomado de:
https://www.researchgate.net/figure/Figura-12-Control-hormonal-de-la-vitelogenesis.

4.2.2 EFECTOS GENOMICOS DE LOS EDs SOBRE LA SALUD
REPRODUCTIVA DE PECES.

En general, tanto vertebrados mamiferos como no mamiferos poseen una fisiologia
reproductiva similar en estructura y funcion; al igual que las vias de biosintesis de hormonas
se conservan en las dos especies. Sin embargo, algunos aspectos de la fisiologia reproductiva
que poseen los peces permite que estos respondan de una manera diferente a los EDs, ya que
un cambio en la estimulacion y secrecion de hormonas sexuales se ve influenciado por

sefiales en respuesta al ambiente.

De igual manera, la expresion de genes, durante la etapa de diferenciacion sexual esta
regulada por factores epigenéticos dependientes de la dotacién cromosdémica de cada especie.
Los peces poseen un numero reducido de cromosomas generalmente homomorficos y se han
determinado genes maestros asociados con el desarrollo sexual, como es el caso del gen dmy
equivalente al gen sry reportado para mamiferos, sin embargo la expresion de estos genes se
ve modificada por cambios de temperatura y factores ambientales, repercutiendo en la

diferenciacion gonadal y de estructuras sexuales secundarias en etapas de desarrollo.
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Los estudios en peces enfocados principalmente en aquellos que se encuentran expuestos a
ambientes no favorables debido a la gran contaminacion de aguas superficiales, han
demostrado la relacion que existe entre las caracteristicas fenotipicas de los peces y la
exposicion a EDs. Los desordenes frecuentemente hallados son: inhibicion en el desarrollo y
maduracion de los oocitos, incremento en atresia folicular, depésito anormal y formacion de
yema en los oocitos, alta mortalidad, machos con ovotestis, intersexos, disminucion en el
crecimiento del testiculo, reduccion del indice gonadosomal y esterilidad, histologia gonadal
alterada, maduracién y produccion anormal de huevos,desfeminizacion de hembras,
feminizacion de machos, hipertrofia de las células de sertoli y disminucion en el nimero de
células espermaticas en etapas tempranas y aumento en la cantidad de células intersticiales en

los conductos eferentes, entre otras *'.

Dichos desdrdenes se relacionan principalmente con la capacidad de los EDs para inducir o
inhibir la expresion de genes que regulan el ciclo sexual en peces. Uno de los mas
importantes y el que se encuentra implicado como causante de la mayoria de las alteraciones
fenotipicas al encontrarse con mayor frecuencia, es la induccion de la expresion del gen de
los estrdgenos naturales, activando receptores estrogénicos nucleares a nivel del higado con
posterior induccién de la sintesis de vitelogenina, provocando un aumento anormal de las
concentraciones en plasma (la vtg se incrementa hasta un millén de veces en plasma) en
peces de ambos sexos; sin embargo se considera marcador bioldgico de exposicion de peces a
EDs por generarse en peces macho, ya que en condiciones fisiol6gicas normales no es

producido en concentraciones detectables®.
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Figura 7. Biosintesis de proteinas ovogénicas estimuladas por compuestos estrogénicos. Tomado de:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid

Por otra parte, los Xenoestrogenos se relacionan con la capacidad de induccidn e inhibicién
de la transcripcion de genes implicados en el inicio de la esteroidogénesis produciéndose una
variacion en la regulacion transcripcional dependiente del tiempo y la concentracién, de las
expresiones de los genes StAR y P450scc. Como consecuencia en una interrupcion de la
proteina StAR y la expresion de P450ssc se explican los eventos relacionados con la
produccién de toxicidad inducida por xenoestrégenos Yy alteraciones transmisibles a nivel de

todo el organismo incluyendo la disminucién de fertilidad en peces *°.

Asi mismo, los EDs pueden actuar como inhibidores de la transcripcion de genes implicados
en el desarrollo de la sintesis final de estrégenos. Un estudio llevado a cabo en Alemania con
peces Besugo del rio Elba, demostré una correlacion entre la disminucion de la actividad
Aromatasa con la disminucion en la produccion de E2 y 11-Ketosterona implicadas en el

desarrollo de caracteres sexuales en peces *®.

Por ultimo la exposicion continua a EDs, a nivel de activacion de receptores estrogénicos
nucleares puede generar cambios en la expresion del gen P53 (proteina supresora de tumores)

esencial para inducir la respuesta de la célula ante el dafio del ADN, deteniendo el ciclo
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celular en caso de mutacién. El gen p53 es un gen supresor tumoral que desempefia un papel
importante en apoptosis y control del ciclo celular. Un p53 defectuoso podria permitir que las
celulas anormales proliferen dando por resultado céncer. Estudios en el pez hermafrodita
Kryptolebias marmoratus sugiere que el gen Km-p53 estaria involucrado en el mecanismo
de defensa celular en la etapa temprana de exposicion a EDs y la exposicion a largo plazo
puede suprimir su expresion lo que explica la generacion de canceres a nivel sistémico

incluyendo 6rganos reproductivos ®.

4.3 PRESENCIA DE SUSTANCIAS DISRUPTORAS ENDOCRINAS EN EL
AMBIENTE.

La presencia de estrogenos en el ambiente es de origen natural y antropogénico. Como fuente
natural se conoce hormonas sintetizadas y excretadas a diario por el cuerpo humano como el
E1l, E2 y el E3; los cuales varian en sus concentraciones dependiendo de quien provenga. En
hombres se estima una excrecion diaria de (1.6, 3.9, 1.5 pg, ), mientras que en mujeres se
aumenta (3.5, 8, 4.8 ug ), siendo la etapa de embarazo el periodo donde la excrecion de

estriol puede llegar hasta 6000 pg ®.

Como fuente antropogénica se le ha atribuido la presencia de estrégenos en el ambiente
relacionada con la masa total manufacturada, prescrita o adquirida para terapias hormonales
tanto para humanos como para animales; sin embargo, hoy por hoy se sabe que no es la
Unica fuente antropogénica de la cual proviene ya que se conocen una variedad de productos
industriales de uso doméstico que a diario entran en contacto con los seres humanos y que
actlan como EDs gracias a la naturaleza quimica que poseen. Entre ellas se encuentran
sustancias persistentes, bioacumulativas y organohalégenas como algunos plaguicidas
(fungicidas, herbicidas e insecticidas), sustancias quimicas industriales, productos sintéticos y

metales pesados entre otros .
Los EDs representan un gran riesgo ambiental por su alto potencial de persistir en los

ecosistemas y la gran capacidad de bioacumulacion y toxicidad en los seres vivos. Dichas

sustancias se han encontrado tanto en aguas tratadas como superficiales cuyas principales
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fuentes son las aguas residuales municipales que una vez incorporadas ejercen una actividad
estrogénica en los cuerpos receptores .

Figura 8. Medios de exposicion a los estrogenos. Tomado de :
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S007-242220150005000032

El agua ha sido el mayor blanco de contaminacién y lugar de acopio del cual se valen los EDs
para incorporarse y persistir en el ambiente siendo las especies acuéticas las mayores
afectadas y con principales repercusiones reportadas a nivel sistémico.
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4.3.1 Principales compuestos quimicos con actividad estrogénica en el medio

acuatico.
Disruptores endocrinos comunes en el medio acuatico
Compuestos Usos v vias de exposicién Caracteristicas
Denominados compuestos
DDT v sus metabolitos. Pesticida: DDT fue quimicos crganoclorados
o,p-DDT prohibido en 1972 pero este | quienes integran el mavor
pp-DDT producto, asi como sus grupo de contaminantes
o,p-DDD metabolitos, aparece aun Emergentes presentes en
P.P-DDE hov en dia en el ambiente. comida marina. Se
relacionan con la
Transformadores eléctricos | interferencia en la
PCE prohibidos en 1970 homeostasis de la hormona
Dioxinas v furanos Metabolitos productos dela | tiroidea, asi como
PCDD combustién de compuestos | desérdenes en sistema
PCDF clorados reproductor masculino v
femenino actuando como
sustancias estrogénicas o
antiandrogénicas®.
Dieldrin Pesticida prohibido en
Estados Unidos en 1974
Clordecona Pesticida prohibido en
Estados Unidos en 1977

Endosulfan ¥ compuestos
relacionados

Alfa-sulfan

Beta-sulfan
Endosulfan/éter
Endosulfan-diol

Pesticidas actualmente en
uso

Toxafeno
Metoxicloro
Alquilfenoles Surfactantes industriales
presentes en
detergentes;componentes de
pldstico con propiedades
antioxidantes v/o maliables
Ftalatos DPlastificantes de PVC Son solubles en grasas, se
acumulan en tejido
adiposo®’.
Bisfenol A Precursores de resina epoxi;

subproductos de plastico
tras digestion microbiana

Esteroides estrogénicos
Bioldgicos
17 b- estradiol
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Estrona
Estriol

Antropogénicos

17-o-etinil-estradiol

Ingrediente activo de la
pildora anticonceptiva, uso
en terapias de
reemplazamiento
estrogénico v tratammento de
cancer de pecho

Se excreta porheces v omnna
en fonma de metabolitos
conjugados como
glucoronides o sulfatos, los
cuales pueden sufnr
desconjugaacn durante los
procesos de tratamiento de
aguasresiduales v confluir
en los cuerpos de agua en
forma activa®® La potencia
dismiptora endocrina del

1 T-e-etinil-estra diol

ez 10 a 30 vecesmas
elevada quela de otros
estrogenos naturales dado
gque poseeuna larga vida
media de 92 dias v una alta
tendencia a bio
concentrarse®.

Metales pesados:
Mercurio organico
Metilmercurio
Etilmercurio
fenilmercurio

Producto dela muneria v
desechos industriales

El metibmercuno es el
prncipal compuesto
relacionado conla
contarnacion de aguay
acurnulacion en organismos
aumentando su
concentradon enlas
cadenas alimentanas,
especialmentes enla cadena
alimentaria amatica en
peces v mamiferos mannos
siendo ingendos porlos
humanos a traves delos
productos delmar.

Tiene efectos neurotoxcos,
faciidad paratraspasarla
barmera hematoencefalica v
transplacentaria’®’L72.

DDD:dicderedifenildiclorostano.

DDE: dicloredistinildiclorostane.

DDT: clofenetano; PCE:

bifenilos policloradoes PV C: demro de polivenile PCDD policloredibenzodioxinas;

PCDF policleredibenzofuranos.

Tabla 1. Disruptores endocrinos comunes en el medio acuatico. Tomado de:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11983271
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La contaminacion de lagos, rios, vias navegables y mares por compuestos organoclorados,
PCBs, y sustancias quimicas relacionadas se da por la disolucién de estas sustancias presentes
en la atmdsfera a partir de la quema de residuos, en suelos, rellenos sanitarios por lluvia, y
por incontroladas descargas de efluentes industriales y cloacales contaminados. A pesar de la
poca solubilidad de este tipo de compuestos especialmente en agua de mar, su caracter
lipofilico permite a los peces e invertebrados absorber, retener y concentrarlos principalmente

en tejidos grasos .

Los quimicos son adsorbidos en particulas y sedimentos submarinos, esto se traduce en una
fuente disponible para la ingesta de animales, adicionalmente la perturbacion de los
sedimentos, especialmente de compuestos quimicos organoclorados, pueden liberar méas
contaminantes. Su distribucion en los ambientes acuaticos y absorcion por las especies

acuaticas es dinamica, compleja y esta sujeto a variaciones estacionales y condiciones locales
66

4.4 SITUACION DE PESCA EN COLOMBIA

Colombia es un pais rico en peces, al contar con una gran variedad de ecosistemas acuaticos
marinos Yy dulces permite desarrollar innumerables cantidades de vida. Hace tres décadas se
clasifico a Colombia como el cuarto pais con mayor riqueza hidrica, al contar con el 44% del
territorio nacional marino (919.376 Kmz2), distribuido en el mar Caribe y en el Océano
Pacifico: mas 309 zonas hidrogréficas; 1800 lagunas y embalses; 5.300.000 hectéareas de
sabanas y selvas inundables (Orinoguia y Amazonia) y 5.600.000 hectareas de ciénagas

principalmente en los departamentos de Bolivar y Magdalena ”.

A pesar de contar con areas pesqueras muy amplias: Océano Pacifico, Mar Caribe y areas
continentales, los volumenes de captura se han reducido en las tres presentando una tendencia
decreciente que se ha venido acelerando en los Gltimos afios. Existen causas directas que
explican este fendbmeno como: la colmatacion y disminucién de la profundidad de los lechos
de los rios ocasionada principalmente por la deforestacion en sus nacimientos y a lo largo de
sus riberas, lo cual impide la adecuada migracion de los peces; la desecacion de muchos de
los cuerpos de agua que conforman las cuencas disminuye asi las areas de larvicultura, la

contaminacion con metales pesados procedentes de explotaciones mineras, las aguas servidas
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de los asentamientos humanos riberefios y la pesca de forma inadecuada por realizacion de
capturas en épocas de reproduccion, irrespeto de las tallas minimas de captura establecidas y
el uso de artes de pesca no selectivos, han producido que el pais descienda al puesto nimero
28 en poseer la mayor riqueza hidrica con la correspondiente reduccion de sus productos

pesqueros ',

El Sistema de Informacion sobre Biodiversidad de Colombia, ha definido que existen cerca
de 2000 especies de peces marinos y 1435 de agua dulce habitando el territorio, lo cual
equivale a que mas del 25% de los peces del mundo se encuentran en Colombia; constituyen
importantes recursos pesqueros, fuentes de alimentos e ingresos econémicos para miles de

pescadores.

La pesca continental esta representada principalmente por la actividad en la cuenca del rio
Magdalena el cual posee una longitud de 1,540 km y un area de 199,294 Km? equivalentes
al 17% del territorio colombiano y alberga aproximadamente la mitad de la poblacion del
Pais. La cuenca cuenta con una alta riqueza ictica y se reportan un total de 146 especies, entre
las cuales se reconocen 40 de interés para la pesca ™.

La cuenca del rio Magdalena registrd una captura anual promedio de 47 000 toneladas en la
década de los 80 del siglo pasado, alcanzando un méximo de captura de 60.180 toneladas en
1987, mientras que en 2010 solamente se registraron 8.753 toneladas y en 2011, 15.262
toneladas, segun los estimativos de Instituto Colombiano de desarrollo rural ( Incoder) y de

Corporacién Colombia Internacional (CCI) ",

De acuerdo con los registros multianuales, la cuenca presenta un ciclo hidroldgico con cuatro
periodos, que se denominan segin los movimientos de los peces migradores (reofilicos o
potamodromos) asociados a éstos, como subienda (diciembre a marzo), bajanza (abril a
junio), mitaca (julio a agosto) y bajanza de mitaca (septiembre a noviembre) los cuales varian
anualmente; estos periodos determinan en buena proporcion las dindmicas biologicas y

pesqueras de la cuenca ™.

Estratégicamente la cuenca del Magdalena estd dividida en tres grandes regiones que son:
alto, medio y bajo Magdalena. El alto Magdalena tiene sus origenes en el departamento del
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Huila y se extiende hasta el municipio de Honda, con una superficie estimada de 300 Kmz2; el
Magdalena Medio abarca todo el sur del Cesar con un area aproximada de 551 km2 y
finalmente el Bajo Magdalena es la ampliacion de los valles inundables hasta la

desembocadura del rio Magdalena.
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Figura 9. Perfil del Rio Magdalena. Tomado de:
http://sepec.aunap.gov.co/archivos/aunap/produccion_pesquera-cuenca_del_rio_magdalena.

El Bocachico, Prochilodus magdalenae, es la especie mas abundante y representa el 53% de
la produccion histérica de la cuenca. Junto con el Bagre rayado (Pseudoplatystoma

magdaleniatum, son los recursos emblematicos de la cuenca del Magdalena ™.

4.4.1 Contaminacion rio Magdalena.

La contaminacion del rio Magdalena procede principalmente de tres tipos de agua residuales:
urbanas, industriales y agricolas, las cuales contribuyen en el aumento de sustancias
perjudiciales para la biomasa presente y la vida de los seres humanos que se abastecen de
agua y peces de las diferentes cuencas del rio Magdalena para suplir sus necesidades. Este
tipo de contaminacién se conoce como fuente de riesgo inducida por la actividad humana la
cual posee potencial para causar dafios, dada las caracteristicas ambientales y la gran masa

contaminante, el riesgo y la peligrosidad de estas sustancias aumentan en la medida que el
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ambiente disminuye su capacidad para asimilar, procesar, dispersar, diluir o filtrar los

residuos o efluentes que se incorporen al medio fisico ™.

Las aguas residuales urbanas ejercen gran presion sobre el ambiente. Los residuos liquidos
domésticos, son las aguas de abastecimiento que después de ser utilizadas en las actividades
domésticas (consumo humano, cocimiento de alimentos, aseo personal y local, lavado, etc.)
se descargan como aguas servidas, aguas grises o de lavado al alcantarillado o directamente
al ambiente, representando una fuente importante de materia orgéanica, detergentes, sélidos,
nutrientes inorganicos, microorganismos de origen fecal y que aumentan la demanda
bioldgica de oxigeno (DBO) en las mismas, debido a las inadecuadas préacticas de uso, el
escaso ahorro de agua y los volumenes de efluentes; debido al escaso, inadecuado o nulo
tratamiento que reciben antes del vertimiento final impactan al ecosistema, flora y fauna
asociada. El rio Magdalena es susceptible de este tipo de contaminacion ya que cuenta con la
propiedad de ser desembocadura de diferentes rios del pais a lo largo de su cauce; siendo el

rio Bogota una de las principales fuentes de contaminacion urbana ™.

La diversidad de propiedades que poseen las aguas residuales industriales se deben a los
diferentes procesos de los cuales proceden, y en funcion de ellos puede tener una
composicién relativamente constante o puede estar sujeta a variaciones cuantitativas y/o
cualitativas considerables, segun los horarios de funcionamiento de las industrias, la demanda
del mercado o la posible influencia estacional en la produccidn. Este tipo de agua contribuye
con el aporte de efluentes puntuales como productos minerales no metalicos, productos
quimicos, petroleo y sus derivados, metales pesados como consecuencia de la mineria ilegal

siendo el mercurio el mayor contaminante encontrado en especies acuéticas’®.

Por otra parte las aguas residuales agricolas estan constituidas por una mezcla de aguas
domésticas de la poblacion, acompafadas por las aguas de riego y las del manejo de ganado y
cultivos. En busqueda por mejorar la productividad agricola se ha llegado a implementar
nuevas sustancias que por una parte aportan beneficios, por la otra parte causan un dafio de
forma indirecta, ya que los fertilizantes poseen unos agregados como los nitritos, fosfatos y
compuestos de amonio que resultan contaminando rios, lagos y mares, alterando el equilibrio
de las especies acudticas; al igual que los plaguicidas ejercen efectos tdxicos sobre la

poblacion expuesta.

51



Por otra parte se evidencia que estas aguas residuales recogen los residuos del ganado que
estdn muy cargados de materia fecal afectando los afluentes de donde se hace la captacion de
agua para su distribucion a los hogares ™.

Fuentes, actividades humanas y tributarios

Residuos y contaminantes de
importancia

Bolivar

Antioquia

Cuatro asentamientos humanos costeros (Santa Marta,
ciénaga, Sitio Nuevo, Pueblo Viejo), actividad maritima y
portuaria, transporte de carbon, transporte y manejo de
hidrocarburos, agricultura (banano), actividad turistica y
hotelera, emisario submarino, relleno sanitario, rios
Manzanares, Gaira, Cérdoba, Toribio, Buritaca, Don Diego,
Guachaca, Piedras y Mendihuaca, ademas del sistema
lagunar de la Ciénaga Grande de Santa Marta.

Cinco asentamientos humanos costeros (Barranquilla,
Puerto Colombia, Juan de Acosta, Pioj6, Tubard), plantas
de tratamiento de ARD, puerto fluvial, y maritimo,
alcantariliado, relleno sanitario, aguas residuales
domésticas, zona industrial via 40 (metalirgicas, quimicas,
farmacéuticos, cementeras, curtiembres, agroquimicos,
procesadoras de alimentos y bebidas, textileras, efc), zona
Franca, El rlo Magdalena recoge mas del 70% de los
desechos del pals, con un alto arastre de sedimentos y
sustancias contaminantes. Las ciénagas de Mallorquin,
Balboa y del Totumo son los principales cuerpos de agua de
la zona costera del departamento.

Dos asentamientos humanos costeros (Cartagena y Santa
Catalina), plantas de tratamiento de ARD, emisarios de
emergencia, relleno sanitario, sector industrial de Mamonal
y zona comercial de El Bosque, actividad maritima y
portuaria, refineria, manejo de hidrocarburos, aportes de
Canal del Dique.

Cuatro asentamientos humanos costeros (Arboletes, San
Juan de Uraba, Turbo y Necocll), lagunas de oxidacion,
Residuos sdlidos, aguas residuales domésticas, actividad
portuaria en Turbo, cultivo de banano, aportes por
cormientes naturales (Rio Atrato), mineria de oro, aportes de
los rios Caiman, Turbo, Ledn y Atrato.

Materia organica, residuos solidos,
aguas residuales municipales,
residuos de carbon, hidrocarburos,
aceites lubricantes, microoganismos,
solidos en suspension y disueltos
agroquimicos.

Materia organica, residuos solidos,
nutrientes, desechos industriales,
hidrocarburos,  microorganismos,
aceites lubricantes, sélidos en
suspension y disueltos
agroquimicos.

Residuos sdlidos, aguas residuales
municipales, materia  organica,
arrastre de sedimentos, nutnientes,
sélidos disueltos y en suspension,
hidrocarburos, residuos oleosos,
aceites y grasas, metales pesados,
microorganismos, desechos
industriales.

Materia organica, nutnientes,
agroquimicos, plaguicidas, solidos
suspendidos, microorganismos,
hidrocarburos, mercurio,
sedimentos, residuos liquidos y
sdlidos

Tabla 2. . Principales departamentos, fuentes y actividades humanas que afectan al rio Magdalena. Tomado de :
http://www.invemar.org.co/documents/10182/14479/Informe_REDCAM_2009.pdf
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45 METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE
DISRUPCION ENDOCRINA EN PECES.

Se define como biomarcadores de disrupcion endocrina a una serie de cambios que sufre un
organismo a nivel molecular, celular, histopatolégico como consecuencia de la exposicién a

xenobidticos.

Segun la Organizacion Mundial de Salud, existen tres subdivisiones de biomarcadores, a
saber: 1)Biomarcadores de exposicion los cuales incluyen la deteccion y medicion de una
sustancia exdgena o sus metabolitos, o producto entre una interaccion entre una sustancia
quimica y una célula diana. 2) Biomarcadores de efecto los cuales se basan en mediciones
bioquimicas, fisioldgicas u otras alteraciones presentes en tejidos o liquidos corporales de un
organismo, asociados a deterioro de salud o enfermedad. y 3)Biomarcadores de
susceptibilidad: determinan la susceptibilidad hereditaria o adquirida de un organismo para
responder al ambiente en presencia de xenobidticos los cuales incluyen expresion de genes
especificos y cambios en los receptores que pueden incrementar la susceptibilidad de un

organismo en exposicion .

La exposicion a un contaminante ambiental y la determinacién de sus efectos en peces en
ecosistemas acudaticos, puede examinarse utilizando biomarcadores como: enzimas de
biotransformacion como la citocromo P-450; parametros de estrés oxidativo a partir de la
medicién de la actividad de enzimas como Glutation peroxidasa y catalasa; parametros
hematoldgicos; inmunoldgicos; reproductivos y endocrinos. Asi como, parametros

genotoxicos, neuromusculares, e histomorfoldgicos.

Los principales biomarcadores de efecto de EDs en tejidos empleados en peces han sido
principalmente histopatoldgicos, en los cuales se determina una serie de caracteristicas
cuando se expone a un organismo por periodos cronicos a una sustancia xenobioética. Estos
ensayos permiten medir caracteristicas como: indice gonadal, disminucion o ausencia de
celulas de Sertoli caracteristico de infertilidad, evidencia en la falta de desarrollo del

conducto gonadal, lo que impide el transporte de gametos y por ende su fertilidad, entre otros.
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Ademas, si se exponen los peces a EDs en etapa de diferenciacion sexual se pueden
evidenciar caracteristicas como reversion sexual, intersexo, infertilidad, entre otras o puede
que la histologia gonadal no muestre un impacto adverso en el individuo, pero este efecto

individual podria significar o alertar sobre la existencia de un efecto adverso en la poblacién
77

Existen diversas técnicas desarrolladas para medir la expresion de proteinas oogénicas en
peces dependiendo de los tejidos u o6rganos blanco a evaluar; las cuales incluyen:
radioinmunoensayo (RIA), ELISA, e inmuno histopatologia (IH) empleando anticuerpos

policlonales o monoclonales.

La induccién de vitelogenina es el principal biomarcador de efecto bioquimico que permite
determinar dicha proteina en plasma cuando los peces han sido expuestos a cantidades
determinadas de contaminantes quimicos por periodos de tiempo cortos o prolongados, posee
diferentes ventajas entre las que se enmarcan: su especificidad para los estrogenos, la
sensibilidad y la magnitud de la respuesta posible que hacen que la concentracion de Vtg
puede incrementarse hasta un millon de veces en plasma; sin embargo, es una prueba limitada
ya que emplea determinadas cantidades de plasma para identificar el analito y muchas veces

impiden su obtencién en peces pequefios ”’.

Actualmente, se ha incrementado el uso de técnicas como RT-PCR (Reaccion de la Cadena
de la Polimerasa en Transcripcion reversa), la cual evalia de una manera efectiva la
expresion génica por ejemplo ARN mensajero de vitelogenina. Esta prueba expresa mayor
sensibilidad comparada con pruebas que utilizan anticuerpos policlonales para su deteccion
ya que es capaz de detectar niveles muy bajos de expresion génica (menores a 1 ng/mL),
ademas posee una especificidad que no brindan otras técnicas como los inmunoensayos ya

que pueden presentar reacciones cruzadas con Vtg de otras especies .

Por otra parte las técnicas cromatograficas se enfocan principalmente en la determinacion de
las concentraciones de un analito en especifico, por lo cual puede ser empleada con el fin de

identificar cada uno de los Disruptores endocrinos presentes en la Biota y sus
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concentraciones. Algunas de ellas son: Cromatografia liquida de alta eficiencia de deteccion
por fluorescencia, Cromatografia de gases/Espectrometria de masas (GC/MS), Cromatografia
de gases-Espectrometria de masas/Espectrometria de masas(GC-MS/MS), Cromatografia
liquida-Espectrometria de masas (LC-MS) y Cromatografia liquida-Espectrometria de masas
| Espectrometria de masas (LC-MS/MS). A pesar de contar con una alta especificidad y
sensibilidad para la determinacién y cuantificacion de EDs el desarrollo de este tipo de
técnicas resulta ser limitado debido a su alto costo ya que emplea diferentes cantidades de
compuestos y equipos que muchas veces no estan disponibles para la poblacién, ademés
requiere de cantidades elevadas de muestra, procedimientos extensos para su purificacion y

disponibilidad de tiempo ya que son métodos de larga duracion.

Actualmente, existe un ensayo capaz de determinar la presencia de disruptores endocrinos en
agua, que no ha sido empleado en la determinacién de EDs en peces pero su desarrollo y
metodologia lo sugieren como método potencial para la determinacion de estas sustancias en

peces.

e Yeast Estrogen Screen (YES).

Es un ensayo de deteccion que comprende un sistema de expresion inducible por estrégenos
en levaduras. ElI Departamento de Genética de Glaxo en el Reino Unido desarroll6 un
biosensor que emplea levaduras Saccharomyces cerevisiae transformadas genéticamente.
Dicha técnica ha sido validada y muestra una alta especificidad en la deteccion de

compuestos similares al estrégeno .

Se ha demostrado que la implementacion de este tipo de levaduras tiene ventajas que facilitan
su utilizacion en la técnica tales como: ser un hongo unicelular, poseer células de tipo
eucarioticas, presentar ciclos de vida corto, gran capacidad de reproduccion y facil cultivo.
Adicionalmente, S. cerevisiae es un organismo al que se le conoce totalmente su genoma.

Por otra parte existen otras propiedades intrinsecas que avalan su utilizaciébn como: no poseer
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otro tipo de receptor nuclear homologo a los de vertebrados que pudiera interferir; asi mismo
el plegamiento y las modificaciones post-traduccionales de proteinas de vertebrados en
levaduras, es muy similar a la de mamiferos, propiedad que determina la especificidad del

sistema, la cual se establece por los elementos genéticos externos insertados en la levadura®.

La levadura se modificé adicionando la secuencia de ADN del receptor estrogénico humano
(hER-0) en el genoma propio de la levadura y de un plasmido que lleva el gen reportero (Lac-
Z). Por lo tanto ante la presencia de un agente con potencial biologico en el medio
(estrogeno), se activard la transcripcion del receptor el cual funcionard como activador
transcripcional de LacZ, que codifica para la sintesis de la proteina f-galactosidasa cuya
actividad enzimatica, es facilmente detectada y cuantificada mediante el sustrato
cromogénico clorofenol rojo-B-D-galactopiranésido (CPRG) el cual cambia de color amarillo

a rojo.

EY

Estragan
Estrogen Receptor
Activated Receptor

B-Galactosidase

2 MK 4

Medium

Nucleus

Cytoplasm

Figura 10. Esquema del sistema de expresion inducible por estrégenos en levadura. Tomado de: https:/sci-
hub.tw/10.1002/etc.5620150303
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo mixto.
Niveles de investigacion: experimental y descriptivo.

5.2 Poblacion de estudio

La poblacién de estudio corresponde a pescados frescos provenientes del Rio Magdalena.

5.3 Muestra

7 pescados frescos obtenidos de diferentes puntos de una plaza de mercado de Girardot
provenientes del Rio Magdalena procesados mediante 2 métodos de extraccion: n- Hexano y
etanol absoluto.

5.4 Hipotesis y Variables

54.1 Hipotesis

Existen sustancias de tipo estrogénico en diversas muestras de pescados provenientes del Rio
Magdalena, Como consecuencia de la exposicion a diversos contaminantes de origen natural
0 antropogénico que integran la cuenca al desembocar mediante aguas residuales en sus
riberas, afectando negativamente a la biota, principalmente peces y a los humanos que lo

consumen.
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5.4.2 Variables independientes

Entre las variables independientes se encuentran pescados frescos, agua, sedimentos,
contaminantes emergentes con actividad estrogenica presentes en el agua y sedimentos del

Rio Magdalena.

5.4.3  Variables dependientes

Presencia o ausencia de sustancias estrogénicas en pescado fresco del Rio Magdalena.

5.5 Indicadores

- La cepa de Sacharomyces cerevisiae recombinante genéticamente presenta su gen
reportero (Lac-Z) que se une a la sustancia con actividad estrogénica presente en la muestra.
Si esta reaccion es positiva, se genera la produccion de B-galactosidasa, actuando sobre el
sustrato CPRG (Clorofenol Rojo p-D Galactopiranosido) y su producto es Clorofenol Rojo.

Se evidencia esta interaccion por el cambio de color del medio de amarillo a rojo.

- Contaminacion presente en el agua y sedimentos del Rio Magdalena.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Toma de muestras.

Las muestras se tomaron en diferentes puntos de la plaza de mercado que se encuentra frente
al puente Mariano Ospina Pérez el cual cruza el rio Magdalena, conectando los
departamentos de Tolima y Cundinamarca a la altura de las ciudades de Girardot y Flandes.
Para la toma de muestra se garantizé que los pescados seleccionados para el presente ensayo
procedieran especificamente del rio Magdalena. Una vez identificados se tomaron 7
muestras: 5 tajadas de Bagre y 2 pescado enteros de Bocachico, los cuales expresaban
caracteristicas morfologicas integras para su consumo; la cantidad de muestra se eligio

basados en el método de muestreo no probabilistico por conveniencia.

6.1.1 Preparacion de las muestras.

La técnica que se describe a continuacion estuvo basada en la Técnica de extraccion de
Serrano R., Lépez F.J, Hernandez F. empleada en la extraccion de compuestos
organoclorados y organofosforados en tejidos de ballena detectado mediante

espectrofotometria de masas.

Las muestras fueron cortadas en cubos de aproximadamente 10 x 10 mm y transferidas a una
base de papel aluminio debidamente rotuladas, luego se incubaron a 65° C por 8 horas con el
fin de extraer la cantidad de agua presente en las muestras. A continuacion se traspasaron a
mortero y se maceraron hasta obtener una pasta la cual fue eluida con n- hexano por un lado
y etanol absoluto por otro, con el fin de extraer los analitos en estudio presentes en la grasa

de cada muestra de pescado y definir cual eluyente es mas efectivo para su obtencion.
La capacidad de los eluyentes para extraer EDs se evalud en funcién de la recuperacion de

estrégenos en tejido de pescado; para lo cual se emplearon muestras de pescado sumergidas

en 17-B estradiol (Control Positivo) y otras en ausencia de este compuesto (control negativo);
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la actividad de la prueba se correspondia con los resultados esperados por lo cual se validd la

capacidad extractiva de los dos eluyentes.

Los extractos obtenidos se transfirieron a frascos de vidrio &mbar para protegerlos de la luz, y

fueron conservados a 4°C hasta su consiguiente procesamiento.

« Procedimiento de preparacion y extraccion de muestras.

Corte cubos de
10x10cm

Incubacion

Obtencién de extractos
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6.2 MONTAJE E IMPLEMENTACION DE LA TECNICA

6.2.1 Reconstitucion de la cepa Saccharomyces cerevisiae.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae se reconstituy6 de acuerdo al protocolo establecido en
el trabajo de implementacion de la Técnica YES para evaluar la presencia de sustancias
estrogenicas en agua siguiendo los protocolos establecidos por Routledge y Sumpter. El
biosensor empleado es capaz de captar cualquier compuesto analogo a los estrégenos cuando
estos se unen al receptor hormonal, de tal manera que se transforma en un receptor activo que
va a estimular al activador transcripcional para que exprese al gen reportero, el cual induce la
expresion de la enzima Pgalactosidasa. Una vez liberada en el medio actua sobre el sustrato
cromogénico empleado, CPRG (Clorofenol Rojo B-D Galactopiranosido), obteniéndose
como producto Galactosa y Clorofenol Rojo. El indicador vira dependiendo la concentracion

de analito detectado y se expresa mediante un cambio de color de amarillo a rojo.

6.2.2 Implementacioén de la Técnica YES

El montaje de la prueba se llevo a cabo segun el protocolo descrito por Roughtledge y
Sumpter, (1996). A partir de las recomendaciones descritas en el procedimiento el material de
vidrio destinado para la prueba se someti6 a una cuidadosa y efectiva limpieza para evitar la
presencia de contaminantes que alteraran los resultados obteniéndose como consecuencia
resultados falsos positivos. EI material se enjuagd dos veces con etanol absoluto y se dejé

secar. Al mismo tiempo que se preparaban las soluciones de ensayo.
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e Compuesto de Referencia

Para llevar a cabo los ensayos se prepard una solucion patron de 21,6 mg/L de 17p-estradiol
marca Calbiochem (Merck) (CAS 50-28-2) de 97% de pureza en etanol absoluto marca
Chemi de 98% de pureza, la cual se empled para realizar diluciones seriadas en etanol
absoluto preparando concentraciones desde 1080 upg/L hasta 0,128 ng/L. Asi mismo, se
prepar6 una solucion stock de 10mg/mL del sustrato cromogénico Clorofenol Rojo B-D
Galactopiranosido sal sodica de 98,9% de pureza marca Calbiochem (Merck), la cual se
purifica en un filtro de 0,2 pum y se colecta en frascos de vidrio estériles, en cabina de flujo

laminar con posterior conservacion a 4°C.

e Protocolo de la prueba

Se realiz6 la transferencia de 10 puL. de cada una de las diluciones preparadas de 17-B-
estradiol y los 14 extractos a cada uno de los pozos de la fila de la microplaca de 96 pozos y
se dejo evaporar hasta sequedad en cabina de flujo laminar. Una vez cumplida la
evaporacion, se adicionaron 200 pL del medio de trabajo, el cual se prepard adicionando 50
mL de medio de crecimiento, 500 pL de cultivo de la levadura (con previo crecimiento
durante 18 horas y con densidad optica ajustada a 1) y 500uL de la solucion del sustrato

cromogénico Clorofenol Rojo - D Galactopiranésido.

La microplaca 1 contenia:

1. 4 curvas de 17-B estradiol comprendida por las diluciones anteriormente

mencionadas.
Nota: Se realizaron 4 curvas de 17 B-estradiol en el presente estudio, con el fin de

complementar los resultados obtenidos en 16 ensayos anteriormente realizados y obtener un

promedio de las D.O corregidas de las ultimas 20 curvas para desarrollar la curva patron.
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La microplaca 2 contenia:

1. Un control positivo integrado por muestras de pescado sometidas a tratamiento con

etinilestradiol representados en las filas A y B de la microplaca.

2. Un blanco integrado por el CPRG y el medio de crecimiento Fila F (pozos 7-12) y
fila H.

3. Un control negativo integrado por el solvente (etanol), CPRG y medio de crecimiento
Fila G.

4. Montaje de Muestras extraidas con Hexano y etanol Filas C, D, E y F (pozos 1-6).

Las 14 muestras de pescado, 7 extraidas con etanol y 7 con hexano respectivamente; se
montaron por triplicado a lo largo de la placa. Para evitar la contaminacion de la prueba con
el agua de condensacidn procedente del bafio seroldgico se procedié a cubrirla con papel
filtro estéril. Se incubaron a 30°C por 72 h con agitacion orbital constante y seguidamente se
Ilevd a cabo la lectura en un lector de placas de ELISA BioRad a 540 nm (densidad Optica
para CPRG) y 630 nm (densidad Optica para la turbidez producida por el crecimiento de la

levadura).

0 0 12 \
A......QQQQ.

B .. ‘ ‘ ‘ . ."‘ ‘ . Control positivo

OO0
EOOOOOOOOOOOO
FOOOOOOOOOOOO O Control negativo
Q00000000000 | O :u
HOOOOOOOOO0OOO0

O Muestras extraidas con etanol absoluto

Figura 11. Montaje placa de ensayo n° 2.
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Una vez implementada la técnica se procedio a elaborar la curva concentracion respuesta.

Los resultados obtenidos fueron corregidos bajo la siguiente formula.

D.0.muestra(540 nm)-[D.Omuestra(630 nm)-D.O blanco (630 nm)] .

La actividad estrogénica de las muestras se calculd interpolando la lectura corregida en la

curva dosis-respuesta del 17 B-estradiol.

Nota: Para realizar la tabla n® 3 del promedio de las D.O corregidas obtenidas de los ultimos
20 ensayos, se tuvieron en cuenta concentraciones de 17 p-estradiol desde 16875 ng/L hasta
0,128 ng/L, ya que concentraciones superiores de 16875 ng/L producen resultados positivos
lineales, razon por la cual se decide limitar los datos empleando 18 de las 24 concentraciones

realizadas.

64



7. RESULTADOS Y DISCUSION.

Figura 12. Curva patrén 17 f—estradiol placa n°1.

Figura 13. Placa n° 2 de microtitulacién exhibiendo la respuesta de la técnica YES frente a EDs presentes en
pescado .
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N° de Concentraciéon  Promedio

dilucién 17 B-estradiol D.O
ng/L
1 16875 2,248
2 8437,5 2,106
3 4218,75 2,057
4 2109,38 1,983
5 1054,7 1,871
6 527,35 1,738
7 263,7 1,613
8 131,85 1,297
9 66 1,05
10 33 0,72
11 16,5 0,521
12 8,25 0,333
13 4 0,266
14 2 0,203
15 1 0,21
16 0,5 0,198
17 0,25 0,186
18 0,128 0,203

Tabla 3. Promedio de las D.O corregidas de los ultimos 20 ensayos.

ACTIVIDAD ESTROGENICA (ng'L EEQ)
DISOLVENTES
HEXANO ETANOL
MUESTRAS

M1 |PESCADO BAGRE PLAZA PTO 1 <4ngl <dngl
M2 |PESCADO BAGRE PLAZA PTO 2 <4ngl <dngl
M3 |PESCADO BAGRE PLAZA PTO 3 <4ngl <4ngl
M4 [PESCADO BAGRE PLAZA PTO 4 <4ngl <4ngl
M5 |PESCADO BAGRE PLAZAPTO 5 <4ngl <4ngl
M6 [PESCADO BOCA CHICO PLAZA PTO 6 <4ngl <dngl
M7 |PESCADO BOCA CHICO PLAZA PTO7 <4ngl 6 gl

Tabla 4. Resultados de actividad estrogénica obtenidos con las muestras de pescado.
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Se han desarrollado una amplia variedad de ensayos para determinar la presencia de
sustancias con actividad estrogénica en pescados. La principal consiste en un método
indirecto de estimulacién de la produccidén de vitelogenina en suero definido como marcador
bioldgico de disrupcion endocrina en peces, cuando se estd expuesto a ciertas
concentraciones de sustancias quimicas capaces de activar los receptores estrogénicos. El
presente trabajo describe un ensayo alterno que emplea un método de identificacion directa
en el que hER es expresado en la levadura de una forma capaz de activar la transcripcion de
un promotor portador de ERE, de una manera dependiente de estrogenos. Saccharomyces
cerevisiae, s una especie cuyo genoma se conoce totalmente, caracteristica que favorece el
desarrollo del estudio ya que normalmente no contiene un receptor de estrdgenos y por
consiguiente los EDs presentes en las muestras no ejercen efecto en otros genes; por lo tanto
en su ausencia no se consideran objetivos diana para este tipo de compuestos, lo que permite
excluir resultados falsos positivos cuando se trabaja y se cumple con todas las condiciones de
prueba, manteniendo la esterilidad de la muestra y los procesos, evitando asi la presencia de
microorganismos que puedan actuar sobre el compuesto cromogénico CPRG.

Siguiendo los protocolos establecidos descritos por Cifuentes P. en su trabajo, para la
implementacién de la técnica YES, se logré obtener un crecimiento 6ptimo de la cepa,
determinado por el balance de componentes proporcionado por el medio. La solucién patron,
el sustrato cromogénico, los solventes y las condiciones especificas de temperatura
permitieron llevar a cabo el ensayo sin ninguna interferencia, se excluye la presencia de

contaminacion en cualquiera de los elementos empleados.

Para la determinacion de la actividad estrogénica presentada en cada una de las muestras, se
realizd una curva patrén cuya dosis estaba determinada por cada una de las concentraciones
de 17 PB- estradiol 16875 ng/L a 0,128 ng/L empleadas en la técnica; y la densidad dptica
promedio obtenida de cada una como respuesta en los tltimos 20 ensayos; expresada como la

actividad de la enzima B-galactosidasa.

La prueba cuenta con una sensibilidad de 4 ng/L de 17 p- estradiol. Ademas posee varias

ventajas ya que se realiza en placas de 96 pozos de microtitulacion que permiten la deteccion
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de cualquier compuesto con actividad estrogénica que se encuentre presente; y se pueden
obtener resultados en 3 a 4 dias sin la necesidad de recoleccion de cantidades especificas de
suero de peces, procedimiento que se emplea para la determinacion de los niveles de
vitelogenina y se ve limitado ya que se obtienen muestras insuficientes como producto de su
tamafo, ademas de ser un proceso que demanda mayor cantidad de tiempo y en ciertas
ocasiones empleo de grandes concentraciones de compuestos quimicos para provocar una
respuesta estrogénica caracteristicas relacionadas con lo expuesto por Routledge y Sumpter
1996. En la técnica YES el cambio de color se puede ver a simple vista, lo que permite que
los resultados sean cualitativos o cuantitativos. Ademas, a partir del protocolo se evidencia
que este sistema es altamente especifico, reproducible y rapido, lo que facilita su uso como
un ensayo de rutina para la deteccion de sustancias con actividad estrogénica en pescado

como producto de consumo.

Los ensayos convencionales histopatoldgicos y bioquimicos miden la respuesta biologica de
los peces a xenobioticos estrogénicos, sin embargo se ven limitados ya que funcionan
Unicamente como marcadores indirectos de exposicion a EDs al no determinar directamente
la presencia de estas sustancias quimicas y las concentraciones biodisponibles en cada
especie; no reflejan la real situacion que se da en el medio ambiente acuatico, donde la biota
se encuentra con gran probabilidad de exposicion cronica a contaminantes a lo largo de su

vida.

A partir de los resultados obtenidos en la Tabla nimero 3, se observa la positividad de la
muestra 7 correspondiente al pescado Bocachico obtenido del punto 7 de la plaza de mercado
de Girardot mediante la extraccidn con etanol absoluto. La respuesta generada corresponde a
0,2895 D.O expresada como actividad de la enzima [3-galactosidasa sobre el 17 B-estradiol, la
cual produjo un cambio de color en el medio. La positividad de una muestra en la presente
técnica es representativa cuando la respuesta generada supera una D.O 0.260 ABS, necesaria
para definir la concentracion de la dosis que la produce. Las respuestas que se encontraron
por debajo de la sensibilidad de la técnica generada por muestras en 13 de 14 extracciones
realizadas, no son concluyentes para definir la inocuidad de los pescados provenientes del rio
Magdalena, ya que no se correlaciona con las caracteristicas de contaminacion del agua de

la que provienen. Los resultados se relacionan con tres situaciones especificas: la cantidad de
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muestra empleada para la obtencion de los extractos, el solvente usado para la extracciéon y la

cantidad de eluato obtenido constituido por lipidos recuperados de las muestras.

Con respecto a la cantidad de la muestra, el porcentaje de carne y tamafio diferia entre las 2
especies. Para la extraccion de las muestras de bagre (1-5) se utilizaron rebanadas de 4 cm de
grosor y 10 cm de diametro, cada rebanada pertenecia a un pescado diferente representativo
de cada uno de los puntos de la plaza. Para la extraccion de las muestras de Bocachico (6-7)
se emplearon pescados completos de longitud de 20 cm cada uno, se decidio realizar el
ensayo segun cantidades referidas ya que el porcentaje de carne de las rebanadas de Bagre
que se podria obtener se correlacionaba con la carne de un Bocachico completo que segun
morfologia impediria la obtencion de cierta cantidad de muestra de un sitio especifico.
Ademas, se garantizaron condiciones iguales a cada muestra ya que al desecarse mediante
calor por 8 horas a 65°C, la humedad presente en cada una se redujo de tal manera que
contribuyd en la obtencion de extractos con nulo porcentaje de agua que interfiriera con el
eluyente; sin embargo, la proporcion existente entre las dos especies con respecto a las
cantidades de muestra empleada se perdio, pues al ser el Bagre la especie que presenta

mayor humedad se gener6 una disminucion en su tamafio.

Por otro lado, se debe tener en cuenta que se usaron dos tipos de solventes n-hexano y Etanol
absoluto para realizar dos extracciones diferentes en el pescado fresco. EI n-Hexano, se eligié
de acuerdo al protocolo realizado por Serrano R., Lopez F., Hernandez F., para la extraccion
de compuestos organoclorados y organofosforados en tejidos de ballena detectado mediante
espectrofotometria de masas. Con respecto al Etanol absoluto, se us6é para identificar su
comportamiento para detectar este tipo de sustancias en pescado fresco, ya que se habia
usado obteniéndose excelentes resultados en un estudio realizado por Aguirre C. en 2015 para
la determinacidn de sustancias con actividad estrogénica en frutas y hortalizas de consumo en

fresco en puntos de venta de la ciudad de Bogota.
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Densidad Punto de Solubilidad en
Disolvente g/'mL ebullicion H20 mgL
n-Hexano 0.634|69°C f.1
Etanol absolutg 0,789 7EC miscible

Tabla 5. Caracteristicas quimicas de los disolventes.

El uso del n-hexano como disolvente organico se ha empleado en varios estudios para la
extraccion de grasas, ya que se caracteriza por ser liposoluble al poseer baja polaridad;
propiedad determinante en la solubilidad de sustancias de tipo estrogénico al ser estas
lipofilicas. Su empleo como eluyente permite obtener una mayor adsorcion de los lipidos
presentes en las muestras y por lo tanto una mayor recuperacion de EDs al propiciar su

coelucion.

Sin embargo, la obtencion de extractos con este solvente se vio limitada por su alta
volatilidad; una efectiva extraccion con este compuesto requiere de mayor cantidad de
volumen de reactivo debido a que se evapora rapidamente y dificulta la recuperacion de
cantidades representativas y/o apreciables de muestra, pues solo se logro obtener %5 parte del
vial y a simple vista se podia apreciar que el porcentaje de grasa extraido era minimo. A pesar
de las limitaciones presentadas con este solvente, como consecuencia de sus caracteristicas
quimicas que impidieron la obtencion de una cantidad apreciable de extracto lipidico, que
facilitara la recuperacién de EDs en las muestras y por lo tanto exhibiera resultados positivos;
es importante resaltar que su empleo es un método efectivo para la extraccion de sustancias
de tipo estrogénico, segin la validacion de la capacidad extractiva de cada eluyente, en
funcion de la recuperacion de estrogenos en tejido de pescado, descrito en el protocolo de
preparacion de muestras desarrollado en el presente estudio. No obstante se debe replantear
un protocolo de extraccion con este compuesto, en donde se controlen las condiciones para
obtener un Optimo resultado y se valide su capacidad extractiva mediante el empleo de
muestras de pescado tratadas con diferentes tipos de sustancias estrogénicas, durante periodos
de tiempo prolongados para ser empleados como controles positivos; de tal manera que se
garantice el ingreso de estas sustancias a los tejidos grasos de los pescados para su posterior

extraccion con n-Hexano.
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El etanol absoluto ha demostrado ser un eficiente eluyente; en resultados obtenidos por
Cifuentes P. para la determinacion de EDs en aguas, mostrd el mayor porcentaje de
recuperacion de los solventes utilizados para extraccion en fase solida. En el presente estudio
el etanol empleado en la extraccion comparado con n-Hexano, exhibié una mayor eficiencia
como eluyente hecho que se correlaciona con la fuerza de elucion que este tipo de compuesto
posee (0.88) superior a la presentada por n-Hexano (0.01) descrita en la serie de Snyder.
Ademas, mostro tener una mayor estabilidad de su fase al no evaporarse y por lo tanto una
menor demanda de reactivo, la recuperacion de extractos fue mayor a las % partes de cada
vial empleado, sin embargo, solo la muestra 7 de Bocachico tratada con este compuesto fue
positiva, suceso que se relaciona con la variable 3. al obtenerse un mayor porcentaje de
materia grasa de esta especie, el porcentaje de material lipidico aumenta y por lo tanto
aumenta la recuperacion de EDs. En este punto el extracto obtenido de la muestra 7, el
porcentaje de grasa fue tal que logro la solidificacion del eluato.

Con relacion al porcentaje de grasa total presente en 100g de bagre es de 1.70g, cantidad
superior comparada con la que contiene un Bocachico 1.50g en 100 g de pescado, valores
determinados por la Fundacién Iberoamericana (FUNIBER) presentada en la base de datos
internacional de composicion de los alimentos. Sin embargo, de acuerdo con la cantidad de
muestra empleada para el ensayo ( Bocachico completo, Bagre por rebanadas), del Bocachico
se extrajo mayor cantidad de grasa siendo proporcional a la cantidad de gramos empleada.
Ademas al emplear la totalidad de la masa de esta especie se asegurd la recuperacion de
extractos con mayor cantidad de lipidos; que segun fisiologia se encuentran integrando gran

parte del tejido adiposo del vientre de cada pescado.

La técnica no logro percibir resultados cuali o cuantitativos de la presencia de disruptores
endocrinos referentes a la muestra 6 a pesar de ser una muestra que comparte caracteristicas
similares, al provenir del mismo rio, al ser de la misma especie que la muestra 7 y obtenerse
mediante el mismo procedimiento de extraccion; los resultados obtenidos difirieron ya que la
grasa extraida fue menor a pesar de una cantidad empleada similar a la muestra 7;
caracteristica que aumenta las probabilidades de coelucion con sustancias de tipo estrogénico

y por lo tanto una mayor recuperacién mediante la técnica empleada.
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No obstante la susceptibilidad de las especies a sufrir de contaminacion por EDs no se
relaciona Unicamente con la proporcion de grasa que esta presente correlacionada con un
incremento del tiempo de exposicién a EDs, pues el estilo de vida de cada especie es
determinante ya que la disponibilidad y exposicion a EDs van a depender de las

caracteristicas en las que se desarrolle.

Los estilos de vida de las especies empleadas para el ensayo varian; el Bagre es una especie
que se encuentra en zonas poco profundas, se alimenta de algas que le proporciona el
ambiente ya que es una especie oportunista, no migratoria; al no ser un gran cazador emplea
poca energia lo que le permite la acumulacion de grasa. Por otro lado el Bocachico es una
especie migratoria que se alimenta de detritus (succionando con su boca el lodo para
aprovecharlos) lo que garantiza un rapido crecimiento del pez y acumulacion de grasa, sin
embargo esta disminuye al realizar largos desplazamientos desde las ciénagas hasta los

tributarios laterales en periodos de aguas bajas.

Las aguas del Rio Magdalena por su parte presentan una enorme variedad en su composicion,
esta composicién quimica depende, en primer lugar, de lo que el agua pueda disolver del
suelo por el que discurre, por lo tanto es el suelo lo que determina la composicién quimica del
agua; al ser el rio Magdalena una desembocadura para diferentes rios y vertimientos
contaminados, la composicion del agua va a estar determinada en gran parte por los
contaminantes quimicos presentes asociados al suelo. Esto se explica porque los sedimentos
presentes en estos cuerpos de agua se caracterizan por ser matrices receptoras de los
contaminantes emergentes; al poseer una alta actividad electrostatica y de fuerzas
moleculares adsorbe cationes y moléculas exdgenas, funcionando de esta manera como
amortiguadores de contaminantes como lo expresa Liu et al 2012 Debido a su baja
solubilidad y alta lipofilicidad, EDs tienden a acumularse en los sedimentos, quienes acttan
como depdsito de los mismos a largo plazo. Sin embargo, al funcionar como almacén
también pueden liberar dichos contaminantes a corto plazo bajo condiciones fisicas y
quimicas cambiantes resultando en su movilizacion. El agua intersticial presente en los
sedimentos constituye un sumidero de COPs caracteristica que la hacen favorable como
indicador de impacto ambiental; y los compuestos que se encuentran en esta se consideran
biodisponibles propiedad que determina la verdadera exposicion de los organismos a los
contaminantes. De acuerdo con estudios realizados por Olivero y Tejeda en el Rio
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Magdalena, los contaminantes emergentes se ven principalmente asociados a los sedimentos
en comparacion con los que se encuentran disueltos en el agua descritos por investigaciones
desarrolladas por Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras José Benito Vives de
Andréis (INVEMAR).

Por consiguiente las especies de Bochachico presentan mayor susceptibilidad a sufrir de
contaminacion ya que a pesar de que posee menor cantidad grasa, la biodisponibilidad de los
EDs es mayor debido a que se alimentan de detritus continuamente, exponiéndose de esta
manera a mayores concentraciones de contaminantes durante mayor periodo de tiempo, por
lo tanto las caracteristicas en las que se desarrolla una especie pueden actuar como factores

protectores o factores de riesgo.

Como lo exponen Wasserman JC, et al. 2003 y Simoneau M et al.2005: la bioacumulacion y
biomagnificacion van a depender en gran medida del nivel tréfico de una especie ya que va a
influir en los niveles de contaminacion presentes en cada organismo. Estudio realizado por
Marrugo, Negrete et al. 2008 en 16 pescados de Mojana Bolivar Colombia; determinaron
que las concentraciones de mercurio presentes en especies carnivoras era mayor que las
presentes en especies no carnivoras, ya que las primeras obtienen la contaminacion

proveniente de las presas que injieren.

La susceptibilidad a los EDs entre organismos de una misma especie varia debido a las
condiciones de escasez 0 abundancia de alimento en las cuales se desarrollan (Fent et al.
2006), la edad de cada pescado (Houtman et al.,2011), las caracteristicas fisicoquimicas de
las fuentes de agua dulce de las que provienen (Echarri. 1998). Al ser el Bocachico una
especie migratoria se desconocen las caracteristicas exactas del agua en términos de materia
organica, sélidos suspendidos, sedimentos contaminados y la presencia de contaminantes
organico persistentes, a lo largo del cauce del rio en las que se desarrollo, ya que las
concentraciones en las que se encuentran estos elementos varian dependiendo de la cercania y
constante exposicion de las empresas, industrias y hogares que contribuyen a su vertimiento.
La exposicion de los Bocachicos empleados en el presente estudio a diferentes ambientes

dentro del bioma acuatico, se pudo comprobar al detectar a simple vista que la carne de la
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muestra 6 presentaba un color anaranjado comparado con la muestra 7 y las muestras de

pescado Bagre que poseian un color natural.

8. CONCLUSIONES.

- La técnica Yeast Estrogen Screen cuenta con una alta sensibilidad, especificidad y
obtencion rapida de resultados para ser implementada en la deteccidon de sustancias

con actividad estrogénica en pescado fresco.

- Se puede reconocer al método de extraccion con etanol como el mas efectivo para la
extraccion de compuestos disruptores endocrinos en peces gracias a que cuenta con

una gran estabilidad de la fase liquida y una menor volatilidad que el n-Hexano.

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

de exposicion.
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9. RECOMENDACIONES.

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

compuestos de interés.
Llevar a cabo determinaciones de sustancias con actividad estrogénica mediante la
técnica YES, en diferentes especies de pescado de importancia comercial, obtenidos

en los Rios que contribuyen a su mayor abastecimiento.

Implementar herramientas como espectrofotometria de masas, que brinden el

conocimiento de las sustancias quimicas especificas presentes en el pescado fresco.
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