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DETECCION DE SUSTANCIAS CON ACTIVIDAD ESTROGENICA EN
HORTALIZAS DEL DEPARTAMENTO DE BOYACA MEDIANTE LA TECNICA
YEAST ESTROGEN SCREEN

Resumen

Debido a que el departamento de Boyaca participa activamente en la produccién
horticola de Colombia, el presente estudio buscé identificar sustancias con actividad
estrogénica en hortalizas de la ruta Duitama-Sogamoso para lo cual se recolectaron
28 muestras en total y se utilizaron dos técnicas de extraccién con etanol (arrastre
en la superficie y macerado) que fueron procesadas mediante la técnica Yeast
Estrogen Screen (YES) que utiliza la levadura Saccharomyces cerevisiae
recombinante como bioindicador que determina cualitativa y cuantitativamente estas
sustancias.

En el primer muestreo solo se realiz6 la extraccidén por arrastre para 10 muestras de
las cuales 4 presentaron actividad estrogénica. Para los muestreos 2 y 3, 14 de las
18 muestras presentaron valores 24 ng/L en equivalentes de estradiol (EEQ), de las
cuales 12 fueron detectadas en el macerado y 2 por ambas técnicas. La presencia
de estos compuestos se puede atribuir a la aplicacibn de plaguicidas y otros
guimicos que tienen dentro de su formulacién disruptores endocrinos. Asi mismo,
estos compuestos pueden llegar a contaminar las fuentes hidricas aledafas
utilizadas como agua de riego, que durante su trayecto ha tenido contacto con otros
contaminantes de origen antropogénico. La identificacion de estos compuestos en
productos de consumo cotidiano representa un factor de riesgo que puede afectar la
salud humana. El uso de la técnica YES permite identificar de forma rapida la
presencia de disruptores endocrinos de tipo estrogénico en estos productos de alto

consumo en el pais.

Palabras clave: Disruptores endocrinos, estrogenos, Yeast Estrogen Screen, sustancias
con actividad estrogénica, plaguicidas.

Estudiantes: Danilo Mora Otalvaro y Paola Andrea Nifio Sutta

Docente: Patricia Cifuentes Prieto MSc.
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Fecha: febrero 20 de 2020
Abstract

Because the department of Boyaca actively participates in the horticultural
production of Colombia, this study sought to identify substances with estrogenic
activity in vegetables on the Duitama-Sogamoso route, for which 28 samples were
collected in total and two extraction techniques were used with ethanol (surface
swept and macerated) that were processed using the Yeast Estrogen Screen (YES)
technique that uses the recombinant Saccharomyces cerevisiae yeast as a

bioindicator that determines qualitatively and quantitatively these substances.

In the first sampling, sweep extraction was only carried out for 10 samples of which 4
presented estrogenic activity. For sampling 2 and 3, 14 of the 18 samples presented
values 24 ng / L in estradiol equivalents (EEQ), of which 12 were detected in the
mash and 2 by both techniques. The presence of these compounds can be attributed
to the application of pesticides and other chemicals that have endocrine disruptors in
their formulation. Likewise, these compounds can contaminate nearby water sources
used as irrigation water, which during its journey has had contact with other
pollutants of anthropogenic origin. The identification of these compounds in everyday
consumer products represents a risk factor that can affect human health. The use of
the YES technique allows to quickly identify the presence of endocrine disruptors of

estrogenic type in these high consumption products in the country.

Key words: Endocrine disruptors, estrogens, Yeast Estrogen Screen,

substances with estrogenic activity, pesticides.
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Introduccién

Las zonas agricolas de Colombia, se mantienen a la vanguardia con el uso de
guimicos para proteger las plantas y con los que se pretende mejorar los estandares
de calidad de los productos horticolas, que son esenciales para la economia y
alimentacion a nivel nacional. El departamento de Boyacd, es el epicentro de
produccién, dada su variabilidad climatica y la fertiidad de sus suelos (1). La
implementacion de los diferentes insumos quimicos referidos para el control de
plagas, restablece la discusion de las multiples fuentes de contaminacion a las que

estan expuestos frecuentemente las hortalizas y vegetales.

Organizaciones internacionales como la Unién Europea, vienen identificando los
presuntos quimicos disruptores endocrinos. En la variedad de compuestos
evaluados, se muestra que algunos ingredientes activos de los pesticidas, metales
pesados, son seleccionados en el mencionado grupo de sustancias (2). Basado en
estudios experimentales se ha demostrado, que las propiedades de las sustancias
guimicas disruptoras endocrinas interactdan con el sistema endocrino ocasionando
efectos adversos para la salud (3). Aparentemente, se pensaria, que los agricultores
gue intervienen en la produccion y cosecha tienen mayor grado de exposicion, pero
al final todas las personas en general han tenido contacto con los disruptores
endocrinos. La exposicion ocurre al beber agua contaminada, respirar aire
contaminado, ingerir alimentos o al tener contacto con tierra contaminada (4).
Dichas sustancias quimicas tienen homologia con hormonas de tipo estrogénico que
produce naturalmente el cuerpo para regular el equilibrio del sistema endocrino y
demas sistemas funcionales del cuerpo. Su mecanismo de accion se da por
imitacion, neutralizacion y/o bloqueo en sus respectivos receptores ocasionando
disrupcion en hormonas enddgenas como el estradiol, estriol y estrona (5). Estas
sustancias estan presentes en los vegetales por aplicacion superficial en las hojas o
por el ingreso a través de la raiz de compuestos tipo pesticida y aguas
contaminadas con sustancias que tengan actividad estrogénica. A nivel fisiologico,
la planta desencadena diferentes procesos con los que busca metabolizar y eliminar
dichas sustancias exdégenas que han ingresado a la planta. En el proceso

mencionado se han descrito tres fases transformacion, conjugacion y
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almacenamiento, que permiten la eliminacibn o bioacumulacion de dichas
sustancias (6).

En el departamento de Boyaca, el afluente del Rio Chicamocha presenta
contaminacion por la industria y desechos humanos, este es usado como agua de
riego y ademas de los plaguicidas, es el principal vehiculo de Sustancias con
Actividad Estrogénica (SAE), que por su persistencia entra en contacto con plantas
y humanos. Por consiguiente, en el presente trabajo experimental se utilizé la
técnica Yeast Estrogen Screen (YES), la cual utiliza la levadura Saccharomyces
cerevisiae recombinante como un bioindicador que expresa los receptores
presentes en las células humanas para el reconocimiento de las hormonas
esteroideas o de las SAE que estan presentes en las hortalizas cultivadas en
Boyaca.
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1. Antecedentes

Desde las primeras décadas del siglo XX se ha tratado el concepto de disruptor
endocrino (DE). En el afio 1991, se realiz6 una de las primeras menciones de este
término en la conferencia de Wingspread (7), en el que se declar6 que hay
sustancias que tienen la capacidad de alterar el sistema hormonal de animales y
humanos, tratandose de componentes relacionados a modificaciones como:
compuestos bioacumulativos (pesticidas y productos afines), algunos metales

pesados, quimicos industriales y otros productos sintéticos.

Para 1997, Schardt expone el manejo del consumo de frutas y verduras como
complemento en la prevencion de enfermedades y mejora de la salud. La
contraparte, que no era evidente, es que para el cuidado de los campos de cultivo
se utilizan pesticidas y éstos persisten en cascaras con variabilidad respecto a la
absorcién. Dependiendo de la fruta pueden ser absorbidos pues segun los analisis
respectivos que relacionan exposicién y su modo de accién en el cuerpo humano,
describen que los sistemas endocrino, nervioso e inmune se han afectado. Estos
alimentos tienen mayor probabilidad de persistencia de los plaguicidas y otros
afines, por la tendencia a permanecer en cascaras y tras la ingesta entran al

organismo, pero no pueden volver a salir actuando como un téxico (8).

En 1998 Bolger et al menciona la forma en que los ensayos in vitro definen
mecanismos moleculares responsables de los efectos que presentan los Quimicos
Disruptores Endocrinos (QDE), apreciacion que toma mayor relevancia pues se
conoce la forma en que estos mimetizan o bloguean la accion de los estrégenos
naturales y lo hacen porque modifican el control transcripcional de genes en células
especificas, por el Receptor Estrogénico (RE), ya sea asociado a crecimiento,
diferenciacion y/o funcionamiento de tejidos, donde se presenta la union receptor-
ligando (9).

Nishihara et al en el afio 2000, utilizé una prueba de ensayo con dos levaduras
hibridas, para la identificacion de los DE en mas de 500 sustancias quimicas que
mostraron una actividad estrogénica. Se logr6 mediante la modificacion del
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microorganismo que con interaccion celular realiza la deteccion, demostrando la
funcionalidad como herramienta primaria. En este estudio, las sustancias probadas,
mayoritariamente contienen el anillo fendlico en su composicion estructural, aunque
también resalta sustancias que sin fraccién fendlica acttan como DE. En esta
prueba no se requiere considerar los estrogenos enddgenos de las levaduras, pues

ellas carecen de estas moléculas (10).

La composicion de la dieta, esta claramente expuesta a ser relacionada como una
fuente de DE como se puede apreciar en el trabajo de Ward y Thompson (11) en el
2001 donde explica la forma en que los fitoestrogenos (presentes en verduras,
legumbres, frutas y algas marinas) y los micoestrogenos (principalmente en cereales
almacenados) ingeridos en la alimentacion pueden representar un riesgo a la salud
por las dosis consumidas, el tipo de compuesto, la etapa del ciclo de vida y la
susceptibilidad de desarrollar enfermedades mas complejas en la adultez, debido a
gue la estructura de dichos compuestos es similar al 17-beta-estradiol, que es un
modulador propio del cuerpo humano, relacionado con el desarrollo y crecimiento

posnatal, ademas de mantener la salud reproductiva, cardiovascular y ésea.

Con respecto a otros procedimientos para detectar los QDE, Mueller (12) en 2004,
explor6 el desarrollo de diferentes técnicas, que se miden por la union del
xenoestrégeno a los RE, y tras ello se evidenciaron con fluorescencia, coloraciones,
o también radioactividad. Demostraron que los compuestos endocrinos activos,
pueden medirse con ensayos de transactivacion transitoria, en los cuales las células
se transfectan con el cDNA para REa o REB y un gen indicador que contiene un
elemento de respuesta al estrdgeno o un promotor sensible al estrogeno. El sistema
de estrogenicidad de levadura (en inglés Yeast Estrogen Screen) mide la actividad
de RE en la levadura sin perjudicar el crecimiento de la misma y los contaminantes
presentes en estas muestras generalmente no estériles en general no van a

perjudicar la proliferacion celular en contraste con las células de mamiferos.

Las células de otros animales también se han utilizado de manera experimental para
probar la presencia de los DE como la descrita por Sugiyama et al (13), en el 2005,

el ensayo en linea celular de Xenopus laevis (nombre comun: rana de ufias), la cual
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se tradujo con un vector que contiene el gen que codifica para luciferasa. Esta
enzima se activa especificamente por las diferentes hormonas tiroideas (TH) es
decir, es inducible por este tipo de hormonas. Durante la realizacion de este ensayo
se analizaron productos quimicos como ftalatos (ftalato de diciclohexilo, ftalato de N-
butilbencilo y ftalato de di-n-butilo), dos herbicidas (ioxinilo y pentaclorofenol) y un
miticida (dicofol) los cuales tienen actividad antagonista a diferentes
concentraciones e inhiben la expresion de Triyodotironina primaria, observando
actividad disruptiva del sistema endocrino por las diferentes sustancias que son

utilizadas en la produccion agricola observando alteracion metabdlica.

Todo el auge de las sustancias que actuaban como DE, establecié que los
alimentos de origen agricola no deberian tener restos de pesticidas que actuaran
como contaminantes y si estos estaban presentes deberian estar en bajas
concentraciones dependiendo de las regulaciones mundiales establecidas por la
Union Europea, Japon y/o Estados Unidos, que han definido listados de compuestos
catalogados como DE. En el 2008, Wylie et al, hace menciéon a una hortaliza, la
espinaca, en forma de extracto, en donde se logré identificar el p,p’ DDE, que es un
producto de descomposicion del DDT, clasificado como DE y otros 10, mediante la
ya conocida GC-MS acoplada con software especializado (llamado DRS), que
relaciona la biblioteca de pesticidas y DE, de forma que involucra la sustancia
determinando si tienen disrupcion endocrina, en la muestra (productos alimenticios)

a examinar (14).

Lundgren et al en el afio 2009, realiz6 un estudio en el cual analizé las aguas
residuales de 19 industrias en USA, que se dedicaban a procesar diferentes tipos de
plantas incluyendo fabricantes de biocombustibles, se evidencié la presencia de
fitoestrogenos como Genisteina, Daidzeina, Cumestrol, Formononetina, Biochanina
A y Zearalenona. Posteriormente, se analizaron muestras de agua con previo
tratamiento biologico y lodo activado y se demostré que al someterlas a estos
procedimientos se logra la eliminacion de estos compuestos. Sin embargo, se
encontraron resultados con concentraciones mayores a 1.000 ng/L de fitoestrégenos

en las muestras de agua con tratamiento (15).
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En 2011, Mnif et al (16) realiz6 una revision en la cual menciona que la OMS
informa anualmente tres millones de casos de intoxicacion con plaguicidas
provocando 220.000 muertes en todo el mundo y en otros casos alterando
diferentes sistemas del cuerpo humano como el neurolégico, reproductor y
generando enfermedades como el cancer. Entre los pesticidas mas utilizados se
pueden encontrar los organoclorados, organofosfatos y carbamatos, los cuales
pueden actuar como disruptores endocrinos y causar diferentes sintomatologias. Es
importante reconocer la edad como factor predisponente, ya que se puede presentar
mayor susceptibilidad y como consecuencias se manifiestan con bajo peso al nacer,
muerte fetal y criptorquidia e hipospadias en fetos; en mujeres en estado de
lactancia se puede ver alterada la funcidn intelectual y retardos en el sistema
nervioso central. Segun estudios epidemioldgicos que se realizaron desde el afio
2000, se vio una decadencia en la fertilidad masculina dada por mala calidad del
semen y se encontrd la relacion entre algunos pesticidas y la alteracion de la
espermatogénesis y en las mujeres el desarrollo de cancer de mama con mas

probabilidades.

En las fuentes hidricas, también se pueden encontrar los QDE, como en el estudio
elaborado por Gonzalez et al (17) en el afio 2012 en el que catalogaron los
pesticidas de uso frecuente en los cultivos de la regién, donde el predominio de uso
fue del principio activo Mancozeb (para cultivos de papa), que se encuentra
catalogado como un DE, ademas de otros como el Malation y Clorpirifos. La
presencia de estos varia dependiendo de la concentracion aplicada en la siembra y
las proximidades de los cultivos a los rios, pues llegan a circulacion por

escorrentias.

Es asi como, teniendo en cuenta el vinculo que se establece entre los DE y el
manejo de pesticidas que llegan a las fuentes hidricas de formas exogenas,
Cifuentes (18), en el afio 2013, evalu0 la presencia de sustancias con actividad
estrogénica en el agua demostrando que tras la implementacion de la técnica en el
analisis de diferentes muestras provenientes de los rios Bogota y Tunjuelo se

detectaron estos compuestos en las muestras ambientales, los cuales son
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indicadores de contaminacion y representan un riesgo en el equilibrio endocrino del

cuerpo humano.

En México en 2013, en un estudio realizado por Pérez et al (19), tras el andlisis de
los datos de varios trabajos en cuanto a la cuantificacibn minima de algunos
plaguicidas utilizados que se encuentran presentes en hortalizas y frutas, la mayoria
presentaron residualidad de estas sustancias que estan asociadas a los QDE.
Algunos de estos son compuestos organoclorados y organofosforados como el
diazinon, metil-paration, etion, entre otros. Las organizaciones internacionales ya
han catalogado estas sustancias con capacidad disruptora en el ser humano,
ademas de afectar el medio ambiente, por ello solo su presencia en el alimento
genera un riesgo en el cuerpo de los seres vivos, sin tener en cuenta el LMR (Limite
Méaximo de Residuos) intervalo que se ha declarado para estos quimicos

analizados.

Por otra parte, en el departamento de Boyacd, uno de sus grandes afluentes es el
rio Chicamocha, este se ha visto implicado en estudios que revelan la
contaminaciéon que se ha generado a través de los afios (20). En 2015, Vergara y
Rodriguez (21) en su investigacion, determinaron metales pesados como el
mercurio y el plomo los cuales estan clasificados como DE, estos se encontraban
dentro de los limites permitidos, pero su presencia constituye un riesgo para la salud
ambiental, teniendo en cuenta las fuentes hidricas, los ciclos de vida de los
animales que pertenecen a este ecosistema y finalmente para la salud humana
dado que la ingesta prolongada de los DE pueden ser un factor de riesgo para
alterar el equilibrio corporal.

En el afio 2016, dada la preocupaciéon mundial de la inocuidad tanto microbioldgica
como quimica en alimentos frescos Mutengw et al (22), realizaron un estudio en
Africa, en el cual analizaron frutas y verduras recolectadas entre el 2012 y 2014,
para determinar residuos quimicos provenientes de los pesticidas. Se realizd un
extracto de la muestra con Acetonitrilo y otros compuestos y su deteccién se realizd
con técnicas como espectrometria de masas y cromatografia de gases. Resulté que

el 91% de las muestras cumplian con el LMR establecido por el Codex Alimentarius,
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el 8% contenian productos quimicos no registrados y el 1% restante excede el LMR.
En este analisis se encontraron 74 tipos de plaguicidas diferentes que se usan en el
sector horticola que estaban presentes en productos que no eran para exportacion,
sino para consumo local. Lo anterior genera una alta preocupacion, dado que a los
productos de tipo exportacion si se realiza un control de residuos de sustancias
guimicas, diferente a los que estan para consumo local teniendo en cuenta que
estos residuos pueden afectar a cualquier persona se deberian implementar
acciones legales para los productores que no realicen el control establecido por el

Codex Alimentarius.

Teniendo en cuenta las evidencias mostradas hasta el momento y para concluir en
el aflo 2016 Ferré et al (23), analizé y comparoé los plaguicidas que se utilizan en la
produccién de carne, frutas y verduras. Simultdneamente en Mendoza, Argentina,
se encontrd que los Clorpirifos y la Cipermetrina eran utilizados por los tres sistemas
de produccion en diferentes concentraciones, lo que origind una residualidad que
supera el LMR permitido segun el Plan Nacional de Control de Residuos. Este
estudio muestra la importancia que deberia tener la utilizacion y control de
pesticidas ya que no solamente se pueden encontrar residuos en frutas y verduras
sino también en carne, lo que puede ocasionar disrupcion endocrina generando

factores de riesgo para desarrollar enfermedades como el cancer.
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2. Marco tedrico

El funcionamiento del cuerpo humano estd mediado por diferentes sistemas, los
cuales interacttan entre si por medio de hormonas y receptores celulares. Dichas
sustancias son producidas por un grupo heterogéneo de glandulas que modulan las
reacciones manteniendo el mecanismo natural (24). Hay sustancias externas que
presentan similitud estructural, a nivel molecular, con las hormonas y provoca una
disrupcion alterando las rutas metabdlicas generando posibles riesgos que pueden

ocasionar dafio a largo plazo (4,10).

2.1 Hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas son sustancias derivadas del colesterol sintetizadas en
células especificas como el ovario, testiculos, placenta y corteza suprarrenal que se
caracterizan por tener en comun un anillo de ciclopentanofenantreno. Estan
compuestas por tres anillos de 6 carbonos (llamados A, By C) y uno de 5 carbonos
(D). Este compuesto presenta dos metilaciones en las posiciones carbono 10 (Metilo
C19) y carbono 13 (Metilo C18) y una cadena lateral en el carbono 17, dichas
hormonas regulan multiples procesos en los mamiferos como la respuesta al estrés

y la funcién reproductiva (25).

Como hormona precursora se encuentra la Pregnenolona que es sintetizada a partir
del colesterol por la Desmolasa mitocondrial en una serie de reacciones
enzimaticas. Posteriormente, actividades de isomerizacion y oxidacién dan lugar a
nuevas moléculas como estrégenos, androgenos o progestagenos (26), como se
observa en la Figura 1, los cuales son liberados al torrente sanguineo para ser
transportadas por proteinas con destino a una célula diana especifica la cual
expresara el receptor intracelular que puede estar presente en el nudcleo o
citoplasma de la célula, en algunos casos la union del complejo receptor-hormona

actia como mecanismo de induccion genomica para la produccion de proteinas,
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también se ha observado que no solo tienen mecanismo inductor, sino que ademas

pueden modular la actividad de receptores para otros mensajeros quimicos (27).
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Figura 1 . Sintesis de hormonas esteroideas. Fuente: Biomodel UAH. Espafa, 2020

Los efectos de las hormonas esteroides ocurren a corto, mediano y largo plazo dado
sus diferentes mecanismos de accién, teniendo en cuenta que son las encargadas
de procesos como la organogénesis, la reproduccion, el periodo menstrual y de

gestacion (28).

2.1.1 Estrégenos

Los estrogenos son hormonas esteroideas con naturaleza no polar lo que les
permite atravesar la membrana de la célula con facilidad; debido a esto sus
receptores actian a nivel intracelular los cuales son factores de transcripcion

activados por unién al ligando, es decir, son inducibles (29).
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Estas hormonas sexuales son producidas por el ovario y transportadas por el
torrente sanguineo a los diferentes 6rganos reproductores femeninos que le
permiten su correcto funcionamiento y tienen funciones como permitir el ciclo
menstrual en la mujer, regular el nivel de colesterol en la sangre influyendo en el
metabolismo de las grasas, inducir la produccion del colesterol HDL y actuar como
protector de la médula 6sea evitando el deterioro en la calidad del hueso y asi

mismo previene y revierte la osteoporosis (30).

Segun Gruber et al (31), las acciones fisiologicas de los estrogenos en la mujer
estan dados en diferentes tejidos como el mamario en el cual estimula la actividad
mitética logrando el crecimiento y diferenciacion del epitelio ductal y del tejido
conectivo. En el higado incrementa la produccion de las proteinas de coagulacion y
otros factores, ademas de estimular la absorcion de lipoproteinas séricas, otra de
las funciones es mantener el sistema cardiovascular dado que son vasodilatadores
arteriales con accién cardioprotector. En el sistema nervioso central actia como un

neuroprotector y reduce los cambios en el estado de &nimo en la perimenopausia.

En el sexo masculino los estrogenos son producidos por secrecion directa de los
testiculos y tienen formacion extraglandular a partir de hormonas precursoras como
la testosterona. Su concentracidbn es muy baja y el estradiol es el estrogeno mas
importante en el hombre, ya que tiene funciones como la regulaciéon del eje
hipotalamo - hipdfisis - gbnadas, permite la retroalimentacibn negativa de las
gonadotropinas ademas al igual que en las mujeres es un protector de los huesos y

favorece el metabolismo lipidico, hepatico (32).

Los estrogenos y la testosterona son diferenciadores en el metabolismo masculino,
ya que la deficiencia de estrégenos empeora los indices glucémicos en los hombres,
lo que es un factor para que aumente la resistencia insulinica. Ademas, la baja
concentracion de estrogenos es un componente de riesgo para desarrollar
enfermedades cardiovasculares ya que las hormonas sexuales regulan el colesterol
LDL y el total (33).
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2.2 Compuestos de disrupcién endocrinay su mecanismo de accion.

El término sustancia con actividad estrogénica (SAE), ha sido estudiado a través de
las décadas por grupos de cientificos en diferentes areas, que, mediante evidencia
experimental, han logrado establecer que hay compuestos que interactian con las
células, a modo de receptor-ligando y tras la exposicion, pueden alterar el funcionamiento
del sistema endocrino (4,7).

Estos compuestos representan una gran variedad de sustancias. Han sido
catalogadas de diversas maneras, pero sus origenes permiten enfocarlos de
manera comun. Se pueden distinguir los presentes en el entorno: como los
fitoestrégenos (en vegetales) y micoestrogenos, ademas de algunos metales
pesados. Por otra parte, estan aquellos donde ha intervenido el hombre: relacionado
con procesos industriales para su sintesis como los pesticidas (fungicidas,

herbicidas e insecticidas) y otros productos quimicos sintéticos (7).

Por lo anteriormente expuesto, se ha descrito que, tras la exposicion a estas
sustancias, en todo el ciclo de vida, con aumento de riesgo en etapas especificas, el
cuerpo humano pierde el equilibrio de la homeostasis regular y hay interferencia con
los procesos metabolicos corporales, siendo el sistema hormonal el més afectado
(3), es por esto que se han designado como disruptores endocrinos (DE). Es
importante mencionar que también estan implicadas: la vida silvestre y el medio

ambiente.

2.2.1 Mecanismo de accion

Metabdlicamente todas las células tienen diferentes formas de comunicacion, en la
mayoria de eéstas hay receptores especificos, que son activados por el
reconocimiento de una molécula afin, generando una cascada de sefializacién para
desarrollar una actividad especifica en el organismo como la produccién de

hormonas (34).

El sistema endocrino cuenta con un modulador esencial que es el 17 beta estradiol,

el cual permite el crecimiento y desarrollo durante todas las etapas de vida,
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incluyendo la etapa gestacional. Esta molécula puede alterar dicha homeostasis de

dos formas diferentes (5).

1. La union ligando-receptor la cual se ve afectada por la participacion de sustancias
gue se mimetizan actuando como antagonistas o0 agonistas, inhibiendo o
incrementando, respectivamente, la produccion hormonal.

2. Tras la sefalizacion efectuada por la accién anterior, la estimulacion celular se
puede ver afectada por la variacion, baja o alta, en la producciéon hormonal.

En la figura 2 se muestran las posibles reacciones de una célula con una hormona

corporal, un bloqueador hormonal y un imitador hormonal (35).

Hormona corporal

Bloqueador hormonal

Imitador hormonal

Insuficiente

Reaccion celular

Receptor
de membrana

Figura 2. Mecanismo de accion de un imitador hormonal o DE. Fuente: Rev.
Medicina de la conservacion y enfermedades de la fauna silvestre. Monsalve-
BuriticA S. 2019

2.2.2 Receptores estrogénicos

Los receptores estrogénicos (RE) pertenecen a una serie de eventos que son
denominados sefalizacion estrogénica, la cual permite la transduccién celular.
Dichos receptores estan inactivos por proteinas de choque térmico en el interior de
la célula (36).
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La union de la hormona o sustancia estrogénica con su correspondiente receptor
provoca cambios de conformacion que los separan de las proteinas de choque
térmico posibilitando su transporte al nucleo, posterior a esto se inicia la
transcripcion de genes que se activan en presencia de estas sustancias (genes
responsivos a estrégenos). Estos receptores estrogénicos fueron descubiertos en
1958 por Green y colaboradores, los cuales determinaron su estructura y
composicion. En 1996 Kuiper y colaboradores descubrieron una segunda molécula
capaz de activarse con interaccion especifica de estrégenos, el primer receptor fue
identificado como RE Alfa y el segundo como RE Beta (33,36). Con ello es posible

evidenciar diferencias entre los receptores. Ver tabla 1 (30).

Tabla 1. Diferencias entre los receptores alfa y beta

RE Alfa RE Beta
Longitud 600 amino&cidos Longitud 500 aminoacidos
Peso 67 kDa Peso 55 kDa
Presenta mas afinidad por el estradiol Presenta mas afinidad por los
fitoestrogenos

Fuente: Neurobiologia. Locia-Espinosa J, et al. 2013

Los receptores tipo alfa se expresan con mayor frecuencia en los tejidos llamados
clasicos que se encuentran en el Utero, placenta, glandula mamaria, higado, sistema
nervioso central, sistema cardiovascular y en los huesos. En los tejidos que son
considerados no clasicos como la prostata, ovarios, glandula pineal, tiroides,
paratiroides, pancreas y adrenales, piel, musculo estriado, vesicula biliar y algunas
partes del cerebro presentan baja actividad de receptores tipo alfa, éstos, a
diferencia de los clasicos presenta mayor actividad de receptores tipo beta (30).
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Figura 3. Mecanismo molecular de los RE. Fuente: Neurobiologia. Locia-Espinoza J
et al. 2013

Teniendo en cuenta la funcionalidad de los receptores estrogénicos se debe
mencionar la utilidad de la levadura Saccharomyces cerevisiae que es un organismo
eucariota unicelular y generalmente son ovaladas, pero pueden llegar a ser
esféricas, cilindricas o elipticas. Estas son de crecimiento rapido y facil de mantener
y conservar en el laboratorio, su genoma esta compuesto por 6000 genes en 16
cromosomas nucleares y fue el primer organismo eucariota en ser secuenciado en
su totalidad (37,38).

Esta levadura dada su facilidad de manipulacion es modificada genéticamente
realizando deleciones o inserciones directamente en los genes o por implantacion
de plasmidos. En este caso se realiza la recombinacién con DNAc, el cual va a

codificar para los receptores estrogénicos presentes en las células humanas y un
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gen reportero plasmidico Lac Z que codifica para la beta galactosidasa como

respuesta de la formacion del ligando (39,40).

2.2.3 Tipos de SAE que estan involucrados en disrupcién endocrina.

La composicion de las sustancias que actian como DE tiene la particularidad de
tener homologia en su estructura molecular, con las hormonas (a su vez éstas son
derivadas de compuestos esteroideos), en la posicion del anillo fendlico. Sin
embargo, no es una caracteristica exclusiva (10), a lo largo de los afios esta
propiedad ha permitido caracterizar a la mayoria de sustancias sospechosas con
este tipo de accion.

En la figura 4 se observa la caracteristica del estradiol, hormona natural,

comparando su estructura frente a otros QDE (41-44), resaltando el anillo fendlico.
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Figura 4. Estructuras quimicas de los estrégenos en comparacion con los
pesticidas, fitoestrogenos y otros compuestos. Fuente: Ecured.cu. Genisteina. 2020;
desinsectador.com. PARATION-FORMULA. 2016; Es.123rf.com. Hormonas
sexuales férmula estructural estradiol. 2020; Foodpackagingforum.org. Bisfenol A.
2014.

Debido a la gran variabilidad que se presenta en la naturaleza de SAE, no se ha

establecido una categorizacion estandar por entes internacionales, por lo cual se
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adaptd una clasificacion de éstas (5,45) teniendo en cuenta diferentes autores.

(Tabla 2).

Tabla 2. Diferentes tipos de sustancias disruptoras endocrinas.

Medioambientales
estrogénicos

Fitoestrogenos: Isoflavonas, soya

Quimicos sintéticos:

Los agonistas del 17 alfa-etinilestradiol

La estrona, el 17 alfa-estradiol y el 17 alfa-etinil-
estradiol (grupo bisfenol A).

Ftalatos (productos empleados en plasticos).

Pesticidas y quimicos
industriales relacionados

- Organoclorados (DDT, hexaclorobenceno, clordano,
clordecona, mirex, toxafeno, lindano, linurén, acetoclor
y alaclor)

- Organofosforados (Paration, Malation, Clorpirifos,
Diazinon, Diclorvos, etc.)

- Carbamatos, piretrinas y piretroides,

- Herbicidas (glifosato, atrazina, etc.)

- Fungicidas (vinclocin y otros)

ftalatos

fenoles

Compuestos organicos
persistentes

Sustancias organocloradas (PCB, dioxinas, HCB),
perfluoradas (PFOS, PFOA), bromadas (PBB, PBDE),
entre otras

Metales y metaloides

Plomo, cadmio, niguel, mercurio, compuestos
organoestanicos, arsenico.

Disolventes

Estireno, percloroetileno, triclorobenceno, resorcinol,
parafinas cloradas, etc

Fuente: Ecologistas en Accion. Romano-Mozo D. 2014; latreia. Gonzéalez AR, Alfaro

Velasquez JM. 2005

La FDA ha desarrollado a través de su division del Centro Nacional de Investigacion

Toxicolégica una base de datos denominada: Base de Datos de Actividad

Estrogénica (EADB) que pone a disposicion la informacién de més de 18.000

sustancias con actividad estrogénica, donde se muestra el nombre de la sustancia y

28



tipo de ensayo, ademas de otros datos especificos que ofrecen la informacion

concreta (46).

2.3.1 Clorotalonil

Es un fungicida de contacto de alto espectro que proviene de la familia de los
clorofenilos, presenta alta toxicidad en mamiferos aumentando la posibilidad de
mutaciones, reacciones alérgicas y puede ser un factor predisponente para
desarrollar cancer, su principal via de ingreso es la respiratoria, pero también puede

ingresar via dérmica o digestiva (47,48).

2.3 Plaguicidas

Dentro de las principales sustancias que actian como DE se encuentran los
plaguicidas, los cuales son sustancias quimicas formuladas que se utilizan para el
control de plagas como insectos (insecticidas), hongos (antifingicos) y mala hierba
(herbicidas) a nivel mundial. Estas ademas de ser DE, tienen la capacidad de
bioacumularse en diferentes entornos, se pueden clasificar teniendo en cuenta el
organismo gue controlan y su composicion quimica (49) como se observa en la tabla

a continuacion.

Tabla 3. Clasificacion de los plaguicidas.

Insecticidas Fungicidas Herbicidas
Organoclorados Dinitrofenoles Compuestos de cobre
Organofosforados Triazinas Compuestos de azufre
Carbamatos Acidos tricloroacéticos Fenoles
Piretroides

Fuente: Los Plaguicidas Altamente Peligrosos en México. Bejarano F. et al. 2017

2.3.2 Malation

Es un insecticida del grupo de los organofosforados, es de amplio espectro y su
degradacion en el ambiente es rapida, presenta una baja selectividad, es decir,
puede afectar diferentes tipos de organismos incluyendo mamiferos, anfibios e

insectos. Un estudio realizado en ratones machos que fueron expuestos al
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insecticida, demostré que habia alteracion significativa a nivel histolégico y en la

espermatogénesis (50,51).

2.3.3 Cipermetrin

Es un insecticida de la familia de los piretroides que actia en el sistema nervioso
generando alteraciones. Su absorcion se da por via respiratoria y gastrointestinal.
En algunos estudios se han detectado concentraciones en el liquido amniético,
suero del cordén umbilical y suero materno de mujeres embarazadas. Dado su
caracter lipofilico puede ser retenido por el tejido adiposo teniendo variaciéon en los
picos de concentracion y alterando los niveles plasmaticos de adrenalina y

noradrenalina (52).

2.3.4 Clorpirifos

Es un insecticida organofosforado muy utilizado en Colombia en cultivos de
hortalizas, flores y frutas. Es altamente toxico para la fauna terrestre, acuatica y para
los seres humanos. Su baja descomposicion permite que se pueda almacenar en el
suelo hasta por 20 afios, generando riesgos para la poblacion ya mencionada. La
principal via de eliminacion es la orina tanto en humanos como en ratones y se

pueden encontrar en altas concentraciones en el higado y el rifion (53,54).

2.3.5 Metomilo

Es un insecticida que pertenece al grupo de los carbamatos que actla por contacto
e ingestion, inhibe la acetilcolinesterasa como la gran mayoria de insecticidas
afectando la funcionalidad del sistema nervioso, presenta baja persistencia en el
suelo y tienen alta solubilidad en el agua con una bioacumulacion ligera. En los
humanos no causa neurotoxicidad, ni mutagenicidad, pero puede actuar como DE
(55).

2.4 Interaccion de SAE tras el contacto con la planta

Con el progreso de la agricultura a gran escala, se ha convertido en prioridad
mantener la calidad de los cultivos protegiéndolos de diversas especies de plagas
potencialmente desfavorables. Las propiedades fisicas de un pesticida en particular
determinan su modo de accion, dosis, modo de aplicacion y la quimio dinamica
ambiental posterior, ademas varia mucho segun su naturaleza quimica y

formulacion (56).
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Especialmente los pesticidas tienen propiedades fisicoquimicas caracteristicas
como: ser liposolubles, a su vez esto se relaciona con la bioacumulacion
representando alto riesgo para los sistemas bioldgicos (57), son muy polares, no se

vaporizan facilmente, son térmicamente labiles (14).

En las primeras investigaciones, como la realizada por Norris (58), se encontré que
el comportamiento del quimico al interior, depende de las altas dosis que sean
absorbidas por la planta, en consecuencia, se determina la residualidad interna

generada.
El proceso del pesticida comprende:

Translocacion: las partes involucradas mayoritariamente son el floema (transporta
la fotosintetasa) y el xilema (distribuye agua a los tejidos de la planta), aqui se

relaciona la circulacion del pesticida teniendo en cuenta la solubilidad propia.

Almacenamiento: las cantidades altas se encuentran cerca de punto de absorcion,
en células adyacentes a las vias de translocacion, la planta las absorbe por

actividad metabdlica sea activa o pasiva.

Metabolismo: la estructura inicial del quimico se altera y puede producirse una
desintoxicacién o activacion de diferentes mecanismos los cuales pueden resultar

toxicos, en una parte diferente de la planta.

Exudacién: la salida del compuesto varia por su volatilidad, si posee dicha
propiedad, serd expulsado por los estomas, ubicados en la superficie de la hoja y si,

por el contrario, no es volatil, la raiz los envia a la tierra

Teniendo en cuenta estos fundamentos y los avances de la biologia celular y
molecular, han sido establecidas puntualmente, tres fases que describen el
metabolismo de la planta y el plaguicida (6). Inicialmente se describe la

transformacion, donde la molécula que ingresa es modificada por las enzimas que

actuan hidrolizando y reduciendo la molécula inicial disminuyendo la fitotoxicidad
mediante las reacciones quimicas generadas en el proceso. Luego la conjugacion,
como el pesticida original se divide, el glutation y glucosil transferasas se activan,
aqui la planta lo trata de convertir en un constituyente natural, como si fuera la

glucosa, un aminoacido u otro similar. La fase final comprende el almacenamiento
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de los productos de la etapa anterior para que no sean toxicos, disminuyendo la
solubilidad en agua y la reactividad que posean (6). Puede ocurrir 2 sub fases como:
almacenamiento en vacuolas, para los conjugados solubles; o en pared celular para

conjugados insolubles (59); no permite que se extraigan los residuos (6).

Lo anteriormente expuesto es clave para identificar la ruta del pesticida en
condiciones normales. Ahora las alteraciones se dan por la cantidad de quimicos
utilizados sobre los vegetales, el exceso, principalmente, desencadena en efectos
negativos, esta dada por cambios en la fisiologia propia que inducen al estrés

oxidativo (6) lo que se explica a continuacion:

1. Induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS ‘Reactive Oxygen
Species’): es el efecto mas conocido de los pesticidas que es producido en varios
sitios como mitocondrias, cloroplastos, reacciones fotorespiratorias en peroxisomas
y otras oxidasas (60). Las moléculas generadas por este estrés oxidativo van a
actuar falsamente en la sefializacion, como en activacién de vias reguladoras, entre
otros. Ejemplos de ROS son: O, 6 H,O, y numerosas formas de proteinas
desnaturalizadas o modificadas y &cidos nucleicos. En consecuencia, pueden
aparecer otros cambios como presentacion de nuevas vias metabdlicas, metabolitos
de bajo peso molecular acumulados, proteinas especiales emergentes, niveles de
fitohormonas alterados y la activacion de los mecanismos de desintoxicacion.

2. Inhibicién de las vias bioquimicas: el pesticida inhibe o altera las reacciones
bioguimicas normales e induce estrés a cloroplastos y mitocondrias, provocando la
limitacion de la fijacion de CO, por la sobreproduccion de radicales superéxidos y
H.,0..

De acuerdo a la informacion expuesta en el estandar internacional del Codex
Alimentarius, de los multiples plaguicidas disponibles en el mercado se destacan los
fungicidas, herbicidas e insecticidas, por su variedad de formulaciones (61). La
categoria de herbicidas dependiendo de los requerimientos del agricultor y su uso,
presentan una permanencia en la tierra sobre la cual ha sido expuesta. Se ha
documentado que los ingredientes activos de los herbicidas persistentes se
mimetizan con las auxinas de las plantas, que son las hormonas responsables del

crecimiento y desarrollo (62).
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Las zonas acuiferas son afectadas por otros xenoestrogenos como los metales
pesados que llegan alli por procesos a cargo del hombre como la mineria o uso
industrial. Generalmente, ocurre por disposicion indebida de las aguas utilizadas,
modificando su composicién original y adicionalmente siendo cargadas con otros
elementos, la distribucion final involucra ser vertidas a rios y permitiendo
transportarse sin un aparente riesgo, por falta de tratamiento, llegar al riego de
cultivos. Los metales en contacto con las plantas interfieren en la fotosintesis, la

nutricion mineral y la absorcion de agua (63,64).

Los metales al igual que los plaguicidas, también pueden participar en procesos
intramoleculares de la célula vegetal. Esta situacion esta sujeta al ambiente en el
cual se desarrolle, pues puede absorber metales a los que se encuentre expuesta.
La manera como interactla la planta con el metal esta relacionada con el grado de
tolerancia: hipotolerantes, tolerantes basales (0 no acumuladoras) e hipotolerantes.

Generalmente en el reino vegetal son no acumuladoras (65,66).

Cuando la planta hace uso de sus mecanismos para captar los metales requeridos
como: hierro, manganeso, sodio, zinc, cobre, molibdeno y niquel, son necesarios en
minimas proporciones (también algunos metaloides como boro y cloro), utiliza
guelantes enviados desde la raiz a la rizosfera, permitiendo mejora de solubilidad
para su ingreso en la planta. Esto puede conllevar a dos situaciones: la primera,
aparentemente ser un mecanismo de defensa, creando complejos metélicos menos
solubles que son inadecuados para la planta evitando su ingreso o la segunda,
estabilizar la actividad redox de metales inestables y competir con metales que, si

son necesarios, permitiendo su paso (65,66).

Cuando logran llegar al espacio intracelular, actian unos compuestos de bajo peso
molecular para que puedan participar en las rutas metabdlicas. Luego entran los
agentes quelantes de las plantas, como la nicotianamina, acidos organicos como el
citrato, el glutation y las metalotioneinas, estas ultimas contienen metales que
podrian ser reemplazados por otros, como el niquel o cadmio, y lo hacen debido a

su flexibilidad geométrica (65).

Lo anteriormente descrito hace posible la denominada especiacion intracelular de
los metales, es decir, su ingreso a la planta en el espacio citoplasmatico provocando
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cambios en el ambiente celular redox, permitiendo que haya induccion de ROS y
gue para la desintoxicacion de metales pesados implique la utilizacion del glutation,

gue se debe recordar es un agente quelante (65).

Segun el estudio de la biologia molecular vegetal, fisiologia y genética la planta
Arabidopsis thaliana (67), ha permitido dilucidar diferentes caracteristicas como
rutas bioquimicas intracelulares, respuesta a los tipos de estrés abidtico o biotico,
entre otros. En una revision publicada recientemente por Davila, R. et al describe
gue aun con los tipos de endocitosis, la mediada por clatrina, es la via principal, los
factores abioticos, como metales, pueden inducir a la endocitosis, ocurre que tras la
respuesta al estrés se activan los receptores, que son proteinas de membrana
transportadoras para hierro y boro, los cuales son fundamentales para el desarrollo
de la planta. Durante este ingreso es posible que den paso a metaloides
innecesarios para el desarrollo vegetal, como el niquel y el cadmio; el ingreso de
estos metales en bajas en concentraciones resulta ser degradado al interior de la
célula aunque no se reconoce con claridad la ruta final del elemento (68).

La respuesta de la planta en relacion con el metal expuesto depende de la
propiedad quimica y asi se determinaran los mecanismos de tolerancia siendo mas

especificos (66).

2.5 Tipos de sustancias con actividad estrogénica en hortalizas.

Para identificar las sustancias que pueden estar relacionadas con actividad
estrogénica, se tiene como base la resolucion 2906 de 2007 (69). En dicha norma
se presenta un listado en el que se mencionan los productos agricolas colombianos,
seleccionando las hortalizas y los pesticidas que pueden ser usados para el riego,
teniendo en cuenta el limite maximo de residuos (LMR). Se relaciona también el
registro de pesticidas vigente a diciembre de 2019 (70). En este punto se utilizé la
anteriormente mencionada Base de datos de actividad estrogénica (EADB) de

manera que se encontro lo siguiente:
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Tabla 4. Tipos de plaguicidas usados en las hortalizas que actiian como DE.

Hortaliza Res. 2906/2007 compuestos
Tipos de pesticidas: ingrediente encontrados en la
activo EADB
Cebolla de Clorotalonil, Clorpirifos, diazinon, Clorotalonil, Clorpirifos,
bulbo dicloran, ditiocarbamatos, folpet, Malation,
endosulfan, folpet, Malation, Metomilo (methomyl)

metidation, Metomilo (methomyl),
procimidona, vinclozolin

Coliflor Acefato, Clorotalonil, Clorotalonil, Clorpirifos,
Clorpirifos, dimetoato, endosulfan, dimetoato
fenvalerato, Metomilo, vinclozolin

Espinaca Cipermetrin, diazinon, endosulfan, Cipermetrin, Malation
Malation
Hortalizas de Aldrin, dieldrin, deltametrin, deltametrin,
hojas tebuconazole tebuconazole
Lechugas Cipermetrin, diazinon, diclofluanida, | Cipermetrin, dimetoato,
arrepolladas dimetoato, ditiocarbamatos, folpet, iprodiona,
endosulfan, fenvalerato, folpet, Metomilo

iprodiona, Metomilo, metoxifenozida,
procimidona, vinclozolin
Perejil Clorotalonil Clorotalonil
Fuente: Resolucion 2906 de 2007: ‘Limites Maximos de Residuos de Plaguicidas,
LMR, en alimentos para consumo humano’

2.6 Caracterizacion del departamento de Boyaca y comportamiento agricola en

hortalizas.

Colombia cuenta con una ubicacion geografica privilegiada que lo convierte en un
pais apto para producir gran variedad de alimentos de cosecha dada la variabilidad
climatica. El departamento de Boyacad emplea multiples extensiones de hectareas
para siembras estratégicas de verduras, hortalizas y frutas. Estas son regadas con
las aguas provenientes de los rios que atraviesan la regibn de manera que los
pueblos utilizan estas aguas como sistemas de riego de cultivos como la papa,

cebolla, maiz y legumbres (20).

Este departamento presenta aproximadamente 8 tipos de suelo, los cuales estan
categorizados en clases agroldgicas que van del tipo | a la tipo VIII, teniendo como
referencia que las clases | y Il son las que poseen las condiciones ideales para la
produccién agricola. Segun el IGAC (Instituto Geogréfico Agustin Codazzi) Boyaca
no cuenta con la presencia de estos dos tipos de suelos, por lo cual para la
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produccion agricola y ganadera se deben realizar diferentes practicas de
conservacion de suelo con diferentes tecnologias que eviten su degradacion,
disminucién de la fertilidad y lo mas importante evitar el agotamiento del recurso (1).
(Figura 5).

Figura 5. Zonas agricolas del departamento boyacense

Fuente: Instituto Geografico Agustin Codazzi IGAC. 2012

Esta zona cuenta con gran variabilidad hidrica y est4 conformada por diferentes rios
y quebradas que nacen en la cordillera oriental, los cuales pueden ser afluentes

directos o corrientes de los rios Magdalena, Meta y Arauca (1).

En la zona centro uno de los principales cuerpos de agua es el rio Chicamocha, el
cual nace en los municipios de Tuta y Jordan en Tunja, durante su recorrido
abastece a gran parte de los municipios cercanos, la demanda de agua no es
solamente para consumo humano sino para agricultura y ganaderia. Es importante
aclarar que durante el recorrido del Chicamocha se encuentran diferentes fuentes
de contaminacibn como aguas negras generadas por el hombre, residuos
hospitalarios e industriales, aportando diferentes sustancias que son nocivas para el
hombre y que llegan a éste indirectamente por medio de los diferentes cultivos que

se presentan en la zona (1,20).
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Figura 6. Hidrografia del departamento de Boyaca

Fuente: Martinez A. Hidrografia de Boyaca: Hidrografia Departamento de Boyaca
Colombia [Internet]. todacolombia.com.

Teniendo en cuenta las condiciones hidricas y agricolas que se presentan en el
departamento de Boyaca, segun el Fondo Nacional de Fomento Hortifruticola, el
departamento cuenta con una produccion de 522.891 toneladas de -cultivos
hortifruticolas (71).

2.7 La salud humanay los DE

En los dltimos afos, los organismos internacionales estan dirigiendo sus
investigaciones para identificar los compuestos que puedan ser DE en los humanos.
Los efectos se pueden evidenciar a largo plazo y son factores de riesgo para
desarrollar diferentes patologias, dichos alteradores hormonales estan relacionados
con importantes enfermedades (3,4,45), en la Tabla 5 se exponen algunas

referencias que menciona la literatura.
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Tabla 5. Posibles enfermedades relacionadas con la presencia de SAE en el

cuerpo.
RELACION CON PRINCIPAL EFECTO
ENFERMEDADES
Dafios al sistema Disminucion de la calidad del semen e infertilidad,
reproductor malformaciones congénitas del tracto urogenital
masculino como criptorquidia (no descenso testicular) e

hipospadia (posicion anormal de la apertura de la
uretra).

Dafios al sistema
reproductor femenino

Pubertad precoz, reduccion de la fecundidad,
sindrome de ovarios poliquisticos, reduccién de la
fertilidad, resultados adversos del embarazo,
endometriosis y fiboromas uterinos (tumores no
cancerosos).

Tumores en 6rganos
hormono
dependientes

Cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de
prostata, cancer de testiculo, cancer de tiroides.

Alteraciones en el
desarrollo del
sistema neuroldgico

Déficits cognitivos o de conducta (hiperactividad,
dificultad de concentracion, pérdida de memoria,
pérdida auditiva, falta de coordinacién motora,
dificultades en el aprendizaje, etc.).

Enfermedades Sindrome metabdlico, diabetes y obesidad.
metabdlicas
Trastornos del Encefalopatia mialgica/ sindrome de fatiga
sistema cronica/ sindrome de fatiga post-viral

neuroinmunolégico

(EM/SFCISFPV), fibromialgia, y esclerosis multiple.

Fuente: Sustancias que alteran el sistema hormonal. Romano-Mozo D. 2014.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de sustancias con actividad estrogénica en hortalizas
obtenidas en el departamento de Boyaca mediante la técnica YES (Yeast Estrogen

Screen)

3.20Dbjetivos especificos

e Comparar los métodos de macerado y arrastre, para la obtencion de los
extractos a partir de las hortalizas que seran procesadas por la técnica YES.
e Cuantificar en equivalentes de estradiol (EEQ) sustancias con actividad

estrogénica en hortalizas del Departamento de Boyaca.
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4. Disefio metodoldgico

4.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo experimental.

4.2 Nivel, enfoque o alcance de la investigacion

Descriptivo transversal.

4.3 Universo, poblacién y muestra

El universo de estudio esta constituido por sustancias con actividad estrogénica que

podian estar presentes en las hortalizas.

La poblacion son las hortalizas pertenecientes al departamento de Boyacé tomadas

aleatoriamente en fincas encontradas en la ruta Duitama-Sogamoso, cercanas al

Rio Chicamocha.

Se realizaron 3 muestreos aleatorios en diferentes localizaciones del departamento

de Boyaca, se tomaron un total de 28 hortalizas y se procedié de la siguiente

manera:
Tabla 6. Muestreos
Fecha de Fecha de Numero de muestras
muestreo procesamiento de la analizadas
muestra

1/oct/2018 3/oct/2018 10
12/feb/2019 14/jun/2019 3
13/may/2019 14/jun/2019 15

Fuente: Construccion propia. Mora D., Nifio PA. 2019.

4.4 Hipotesis y variables

4.4.1. Hipotesis

Las sustancias y compuestos de tipo estrogénicos estdn presentes en varios
vegetales cultivados en el departamento de Boyaca. Ademas, muchos de estos

cultivos utilizan fuentes de agua altamente contaminadas y junto con el uso de
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pesticidas podrian aportar sustancias quimicas que pueden ser metabolizadas por la

planta y podrian encontrarse pos-cosecha.

4.4.2. Variables

Dependientes: sustancias con actividad estrogénica en las hortalizas provenientes
del departamento de Boyaca.

Independientes: hortalizas pertenecientes a los cultivos ubicados en la ruta
Duitama-Sogamoso, en Boyaca.

Controladas: temperatura (28°C) y agitacion (100 rpm) para el crecimiento de la
levadura.

4.4.3. Indicador

La enzima Beta-galactosidasa producida como estimulo de las SAE en los

receptores de Saccharomyces cerevisiae recombinante.
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4.5 Materiales y métodos

Identificacion de SAE en
hortalizas de Boyacéa

v

Lavado con agua
y secado de las

hortalizas
obtenidas durante
el muestreo
Obtencién del Obtencién del
extracto por extracto por
arrastre en la macerado con
superfice con mortero y pistilo
etanol al 99% en etanol al 99%

Y

Utilizacion de la
Ievagurat Aplicacion de la
il y técnica YES
Saccharomyces
cerevisiae

'

Montaje de la técnica
con el extracto y el
medio de trabajo que
contiene la levadura

Lectura del cambio de
color y turbidez del medio por
- espectrofotometria para
obtener los resultados en
equivalentes de estradiol

Incubacién de 18
a 24 horas a 28°C
en agitacion
continua

Figura 7. Diagrama de procedimiento.
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Hortalizas utilizadas:

Acelga (Beta vulgaris var. cicla)

Espinaca (Spinacia oleracea)

Cilantro (Coriandrum sativum)

Cebolla (Allium cepa)

Brocoli (Brassica oleracea var. italica)

Coliflor (Brassica oleracea var. botrytis)

Repollo morado (Brassica oleracea var. capitata f. rubra)
Repollo verde (Brassica oleracea var. sabellica)
Lechuga crespa (Lactuca sativa var. crispa)
Lechuga lisa (Lactuca sativa)

Perejil (Petroselinum crispum)

4 5.1 Puntos de muestreo

Tabla 7. Puntos del muestreo N° 1 - (1/oct/2018)

Lugar de recoleccién Muestra tomada
(posicion geografica)
54709 N73 04 56.3 W Cebolla larga (pequefia)
Paipa, Ramita
5°46'27.4"N 72°58'28.5"W Repollo morado hibrido
Punta Larga
54712’ N72'59 03.7 W Acelga
ruta Duitama-Sogamoso
5'44’38.5’ N 72’56°30.8' W Acelga, Lechuga crespa, Perejil
544°38.5’° N 72'56’30.8' W lechuga crespa
5°47'11.9"N 72°59'04.2"W Repollos morado y verde
5'44’16.3' N 72' 56'19.5° W Lechuga lisa

Fuente: construccion propia. Mora D., Nifio PA. 20109.
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Tabla 8. Punto del muestreo N° 2 - (12/feb/2019)

Lugar de recoleccién

Muestra tomada

11 # 16-52.

Central de Abastos de Sogamoso Calle Cebolla larga, repollo y acelga

Fuente: construccion propia. Mora D, Nifio PA. 2019.

Tabla 9. Punto del muestreo N°3 - (13/may/2019)

Lugar de recoleccién
(posicion geogréfica)

Muestra tomada

M1 5°44'25.9"N 72°56'00.3"W

Repollo morado, repollo verde, cilantro

M2 5°44'27.0"N 72°56'09.3"W

Cebolla

M3 5°43'36.3"N 72°55'58.6"W

Lechuga crespa

M4 5°44'19.9"N 72°56'06.4"W

Cilantro

M5 5°43'36.6"N 72°55'58.3"W

Lechuga

N (1-7) 5°44'28.8"N
72°56'32.1"W

Brdcoli, acelga, perejil, coliflor, cilantro,
lechuga, espinaca

Fuente: construccion propia. Mora D, Nifio PA. 20109.

4.5.2 Preparacion de las muestras para el montaje con la levadura

Las hortalizas recolectadas se lavaron inicialmente con agua de grifo como se
procede de manera habitual para el consumo. Luego se secaron con toallas
desechables para evitar hacer arrastre del agua de lavado ya que esto podia
generar interferencias en la técnica. Posteriormente, se pesaron 100g del alimento y

se procedi6 de dos maneras para realizar las extracciones por dos métodos

diferentes:

Arrastre: Se aplicaron 10 ml de etanol absoluto sobre la superficie de cada una de

las hortalizas analizadas pasando el etanol varias veces, obteniendo asi el extracto
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gue seria utilizado en el montaje de la técnica. Este extracto se recolecté en frascos

y se mantuvo en oscuridad y refrigeracion mientras se realizaron los montajes.

Macerado: Con ayuda de mortero y pistilo se maceraron las hortalizas cada una por
separado agregando 10 mL de etanol absoluto. El extracto obtenido se recolect6 en
frascos y se mantuvo en oscuridad y refrigeracion mientras se realizaron los

montajes.

4.5.3 Técnica YEAST ESTROGEN SCREEN

El ensayo realizado por medio de esta técnica comprende el uso de la levadura
recombinante Saccharomyces cerevisiae como lo describen Routledge, J vy
Sumpter, J (72). Esta cepa fue manipulada genéticamente por el Dr. John Sumpter
en la empresa Glaxo en el Reino Unido, para generar la expresion del receptor que
presentan las células humanas cuando detectan sustancias de tipo estrogénico.

Las principales variables que se tuvieron en cuenta para dicha modificacion fueron:
el conocimiento completo del genoma y la simplicidad para su crecimiento y
viabilidad, su ADN fue alterado incorporando una secuencia que codifica para el
receptor estrogénico el cual fue aislado de un gen cromosOmico humano y un
plasmido que contenia un gen reportero (lac Z) el cual induce a la produccién de la

enzima Beta-Galactosidasa.

Este biosensor manipulado genéticamente al entrar en contacto con la SAE se
convertira en un receptor activo, lo que estimulara el proceso transcripcional del gen
reportero en este caso para producir la enzima B-Galactosidasa. Este metabolito
liberado en el medio actia sobre un sustrato cromogénico como el CPRG (Cloro
Fenol Rojo B-D Galactopiranosido) o el ONPG (o-Nitrofenil B-D Galactopiranésido)
los cuales producen Galactosa y Clorofenol Rojo 6 Galactosa y o -Nitrofenol
respectivamente. En el presente estudio se utilizo6 CPRG por lo cual el medio quedo
en una tonalidad rojiza y la lectura se realiz6 por espectrofotometria a una longitud
de onda de 540y 630 nm [17].
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Figura 8. Modificacion genética de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Fuente: Environ Toxicol Chem. Routledge, J & Sumpter, J. 1996
4.5.4 Montaje de la técnica

Para el montaje de la técnica se establecioé un protocolo de lavado con agua, secado
y etanol absoluto a todos los implementos que se utilizaron como el material de
vidrio, plastico y demas, esto con el fin de eliminar las sustancias de origen

estrogénico que pudieran interferir en la técnica, y dar falsos positivos.

Para la preparacion de medio minimo de crecimiento se utilizé: glucosa, acido
aspartico y treonina, posteriormente se agrego solucién de vitaminas y sulfato de
cobre previamente filtrado en poro de 0.2 um. Para el crecimiento de la cepa se
realizaron dos inoculos y se incubaron a 28°C en agitacion (100 rpm) de 18 a 24
horas. Luego de este tiempo se procedio a realizar la lectura de la densidad 6ptica

la cual se debia ajustar a 1 para la realizacién del ensayo.

Luego del procedimiento anterior se preparo el medio de trabajo el cual se compone
de: 45 ml del medio de crecimiento, 500uL del inéculo de la levadura ajustada a la
densidad o6ptica 1 y 500 pL de sustrato cromogénico previamente reconstituido en

agua desionizada y filtrado en poro de 0.2 pym.

46



4.5.5 Montaje de las muestras

Para el montaje de las muestras, inicialmente se preparé una solucién patron con 20
mg de 17 - estradiol en 50 mL de etanol absoluto, luego se tomaron 5,4 mL y se
aforan en 100 mL de etanol; posteriormente se realizaron 24 diluciones seriadas
tomando 10 pL de cada una, con volumen final de 100 pL para construir una curva
patron con diferentes concentraciones: (16875, 8437.5, 4218.75, 2109.38, 1054.70,
527.35, 263.70, 131.85, 66, 33, 16.5, 8.25, 4, 2, 1, 0.5, 0.25y 0.128 ng/L), luego de
obtener la curva se interpolan las densidades Opticas corregidas para obtener el

resultado en ng/L en equivalentes de estradiol (EEQ).

En cada pozo se colocaron 10 pL de la muestra, la cual se dejé evaporar en cabina
de flujo laminar para evitar contaminacion. Luego se agregaron 200 pL del medio de
trabajo en cada pozo. La incubacién se llevé a cabo en agitacién a 28°C durante 72
horas. Cada muestra se montd por triplicado para observar su reproducibilidad.

Posterior a las 72 horas se realizd la lectura en el lector de Elisa BioRad a una
densidad 6ptica de 540 nm para la medicion colorimétrica dada por el CPRG y a 630

nm para leer la turbidez que proporcioné el crecimiento de la levadura.

Para obtener el valor en equivalentes de estradiol (EEQ) los resultados fueron

corregidos por medio de la férmula:
Valor corregido= DO Mx (540nm)-[DO Mx (630nm)-DO Blanco (630nm)]

La curva patrén con 17 B-estradiol se ajusté (funcidbn sigmoidal con pendiente
variable) utilizando el programa Sigma Plot el cual calcula el valor de EC50
(concentracion efectiva media) teniendo en cuenta los resultados de las 20 ultimas

curvas con 17 B-estradiol.
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A-B Curva patrén con diferentes concentraciones de 17 §3-
estradiol y etanol
C Control negativo: (Etanol, CPRG y medio de trabajo con la
levadura)
D Blanco: (CPRG y medio de trabajo con la levadura)
E-HIMuestras: (Extracto obtenido y medio de trabajo con la
levadura)

Figura 9. Distribucién de la placa de ensayo
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5. Resultados

El montaje se realiz6 en microplacas como se muestra a continuacion teniendo en
cuenta el siguiente orden: Curva, blanco, control negativo como validaciéon de la
prueba y muestras teniendo en cuenta el método de extraccion en este caso

arrastre con etanol.

Figura 10. Montaje del experimento en la microplaca

A continuacion, se presenta la imagen de la microplaca en la cual se montaron los

extractos por macerado en etanol de las muestras reflejando el viraje de color.
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Figura 11. Reaccién colorimétrica

La realizacidbn de la técnica YES permitié identificar la presencia de SAE en
diferentes productos vegetales provenientes del departamento de Boyaca como se

presenta en las figuras 13 y 14.

Para la elaboracion de la carta control de la técnica YES con 17 B-estradiol, se
realizaron 20 ensayos, en la cual se tienen en cuenta concentraciones entre 16875
ng/L y 0,128 ng/L. Para cada ensayo se calculd la concentracion efectiva media
EC50 en Excel, con la siguiente formula matematica EC50=10"LN(A)/-B), con los
resultados se obtuvo el promedio, el limite superior (106 ng/L) y el inferior (47 ng/L)
con el fin de definir el intervalo de variacién en el que se encuentra la EC50.
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Figura 12. Carta control de la técnica YES con 17 3-estradiol.

Actividad estrogénica en equivalentes de 17-p estradiol

para el Muestreo 1

4
3
2
1
0
N N N
\\,ﬁ bO@ &w‘ ,b@ {S ) % Q’@ N . ,ﬁ bO@
S & P ¥ ¥ @ K R S
U I SR I S S R )
O & R 20 @ & &
o Q/ \)Q QQ 00 \\o
R & & VR
<& VOV <&
Muestras

51

® Obtenidas por arrastre en la
superficie




Figura 13. Resultados muestreo 1

En el muestreo 1 (ver anexo 4), se implementd Unicamente el arrastre de superficie
con el uso del etanol, donde se evidencio que las muestras: cebolla M1, espinacas
M1, perejil M1 y lechuga M1, alcanzaron una lectura mayor o igual a 4 ng/L EEQ, lo
gue indica deteccidon de actividad estrogénica por parte de levadura. Las muestras

restantes son menores a 4 ng/L EEQ y no se detecta la actividad estrogénica.

Actividad estrogénica en equivalentes de 17-3 estradiol
para el Muestreo 2 y Muestreo 3

4
Q3
L
- 2
o
Cl .
m Obtenidas por arrastre en la
0 superficie
N N N OO MO MO MO MO M MO MmO O MO MO O O MmO m .
S SSSSSSSSSsSsSSsSSsSSsS°S-=s s Obtenidas por macerado
08 8 0O ® 0O 8 O B ®= O 5 8= & &
SSS28EEDSESLETES 5828
22858882850 85 99 8 <
x O EoO0&aade I 0O HOTRH
= o - 1 c ] wl
S o e O o
= & 5} >
8_0) Q 1 =
o X O 3
@ —
Muestras

Figura 14. Resultados muestreo 2y 3

Para los muestreos 2 y 3 (ver anexo 5), se utilizaron dos técnicas de extraccién, se
logré evidenciar que en las muestras de repollo M2 y brécoli M3, mostraron
concentraciones mayores o iguales a 4 ng/L EEQ, tanto en el arrastre realizado con
etanol en la superficie de la planta como en el extracto obtenido por macerado se
detectaron SAE. La mayoria de los extractos obtenidos por macerado se cuantificd y
se evidenci6 la presencia de SAE. Finalmente, las muestras: cebolla M2, repollo

morado M3, cebolla larga M3 y cilantro M3, no se detectd actividad estrogénica pues
los valores fueron menores a 4 ng/L EEQ.
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Como se menciono en la realizacion de la técnica, se utilizaron dos métodos de
extraccion, los cuales presentaron variacion, siendo los extractos obtenidos por
macerado las muestras con mayor presencia de SAE como se muestra en la figura
15.

Extracto Vs Arraste

30

20

Total de muestras Extractos Arrastres

Figura 15. Extractos Vs arrastres
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6. Discusién

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la actividad estrogénica se infiere
gue las SAE estan presentes en algunas de las hortalizas provenientes de puntos
de recolecciéon aleatorios del departamento de Boyaca y que la técnica utilizada

como tamizaje para esta identificacion fue efectiva.

Las hortalizas obtenidas de los muestreos realizados, se sometieron a la técnica de
extraccion por medio de arrastre con etanol en la superficie de la planta (ver figura
13) como en el estudio realizado por Aguirre, C en 2015 (73), en el cual se
obtuvieron 4 con presencia de SAE, 2 espinacas, acelga y tomate, de 48 muestras
(entre frutas y hortalizas). Lo anterior se relaciona con el presente trabajo donde se
obtuvieron 6 muestras de las 28: cebolla M1, espinacas M1, lechuga crespa M1,
perejil, M1 repollo M2 y brécoli M3, en las que se detectd actividad estrogénica
mayor o igual a 4 ng/L EEQ. Esto puede estar relacionado con la composicion
externa de las hojas de la planta, las cuales en la superficie presentan una capa de
cera denominada cuticula, que esta conformada por una matriz de cutina y ceras
solubles. La cuticula no es una capa homogénea y es altamente lipofilica en la
superficie externa e hidrofilica en la interna (74). De acuerdo con Devine et al (75)
en 1993 la cuticula puede describirse, como una esponja compuesta de regiones
polares y no polares discontinuas. Teniendo en cuenta lo anterior, las sustancias
con actividad estrogénica se moverian a través de estos canales o discontinuidades

de la cuticula, en funcidén de sus propiedades fisicoquimicas.

Para los muestreos 2 y 3 (ver figura 14) en los que se implementé la técnica de
extraccion por macerado se detectd actividad estrogénica en las muestras de repollo
M2, acelga M2, repollo verde M3, cilantro M3, lechuga M3, lechuga lisa M3, perejil
M3, cilantro M3, coliflor M3, lechuga crespa M3, brécoli M3, acelga M3 y espinaca
M3. Estos resultados se pueden asociar al estudio de Dubey G et al en 2016, en el
cual explica la actividad metabolica normal de un pesticida en la planta, ingresando
al sistema vascular vegetal desencadenando diferentes procesos como la
transformacion, en el que actian diferentes enzimas hidrolizando y reduciendo la

molécula inicial, luego con la molécula transformada ocurre la conjugacién, donde la
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planta lo trata de convertir en un constituyente natural, como si fuera la glucosa, un
aminoacido u otro similar; el almacenamiento, finalmente, ocasiona la
bioacumulacién de los productos de la etapa anterior como conjugados insolubles
gue se acumulan en la pared celular y permanecen en planta como residuos (6). La
composicion del plaguicida juega un papel fundamental dado que puede ser
absorbido por las diferentes partes de la planta ya sea la hoja, el tallo o la raiz (58).
En el estudio de Gonzélez-Rodriguez, R et al, en 2008, realizaron un andlisis de
insecticidas y fungicidas en extractos de hortalizas de hoja como: lechuga, acelga y
espinaca, se detectaron plaguicidas como Cipermetrina (insecticida) con mayor
concentracion en acelgas y el Tebuconazol (fungicida) principalmente en las
lechugas (76). Este hallazgo se puede correlacionar segun los resultados, con la
deteccion de SAE en las muestras obtenidas por macerado en plantas de hoja. Es
importante mencionar la eficiencia del uso de los extractos de hortalizas para la
identificacion de las SAE, como se realiz6 en un estudio en Africa por Mutengw et al
(22) en 2016, se identifico en el extracto de frutas y verduras de consumo local 74

tipos de plaguicidas diferentes usados en el sector.

Otro factor al que se puede atribuir la presencia de SAE en las muestras analizadas,
son las aguas de riego utilizadas, por su carga con sustancias exdégenas, como lo
describi6 Manrique F et al (2006) se evidencié que desde la cuenca alta y durante
todo el recorrido el Rio Chicamocha estad expuesto a contaminacion por multiples
desechos antropogénicos que no son controlados por entes gubernamentales (20).
En un analisis més reciente elaborado por Vergara y Rodriguez (2015), se encontro
plomo y mercurio en peces de la cuenca alta del Rio Chicamocha, dichos metales
tienen actividad estrogénica y ademas son bioacumulables (21). Los
xenoestrogenos como los metales y pesticidas (ademas de otros QDE), estan
presentes en las aguas residuales y representan un riesgo para los cultivos. Los
efectos en las plantas que ha descrito la investigacion cientifica apuntan a la
inhibicion de procesos fisiol6gicos importantes como la afectacion de actividades

enzimaticas, alterando la fotosintesis y otras alteraciones en estudio (64).

Durante los recorridos de muestreo se pudo evidenciar que, por la cercania del Rio
Chicamocha a las mudltiples fincas productoras, la mayoria tiene instalaciones de

tuberias, que se conectan directamente del rio, sin ningun tipo de tratamiento previo
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para el uso en los campos como fuente riego permanente por los requerimientos de
agua para los cultivos. Segun un estudio de Nasu et al (77) realizado en Japoén, las
aguas residuales sin tratamiento estan altamente cargadas con SAE, ellos lograron
demostrar que posterior al tratamiento su concentracion disminuye, lo que puede ser
un factor a tener en cuenta en el momento de la utilizacion de las diferentes
vertientes hidrograficas evitando la contaminacion de las hortalizas y asi mismo la

afectacion en el cuerpo humano.

Boyaca cuenta con diferentes fuentes de agua, que son utilizadas para el
abastecimiento del riego en los cultivos de produccion horticola, en las cuales el
Lago de Tota, es considerado el cuerpo de agua natural mas aprovechable por su
extension, segun un estudio en 2013 publicado por Mojica y Guerrero, se demostré
la presencia de plaguicidas como Malatién, Tebuconazol y Clorotalonil en aguas
superficiales que con el tiempo tienden a sedimentarse y bioacumularse a largo

plazo afectando a la flora y fauna nativa (78).

Teniendo en cuenta el uso de fuentes hidricas, el posterior riego con agua
contaminada en los cultivos genera el movimiento del plaguicida y las SAE en la
tierra las cuales pueden llegar hasta la raiz e interactuar con la planta, permitiendo
la activacion del metabolismo. Dicho movimiento o grado de lixiviacion esta influido
por las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, solubilidad del producto, frecuencia

e intensidad de la lluvia y la naturaleza quimica de los compuestos utilizados (79).

Las muestras que no presentaron actividad estrogénica como: repollo morado M1,
acelga M1, acelga M1, lechuga crespa M1, lechuga lisa M1, repollo morado M1,
cebolla M2, repollo morado M3, cebolla larga M3 y cilantro M3, puede estar
relacionado a que la técnica esta limitada por el rango minimo de deteccién de la
levadura (4 ng/L EEQ) y se debe usar otra metodologia para evaluar los diferentes
SAE.

El presente estudio se realiz6 como una prueba de tamizaje para la deteccién de
SAE en hortalizas del departamento de Boyaca. Se deberan realizar pruebas mas
especificas como la cromatografia liquida y la espectrometria de masas que logran
la identificacion de las sustancias que son las responsables de la disrupcion
endocrina, como se determind en el estudio que realiz6 Huérfano Barco et al (80),
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en el 2018, en el cual se propuso un protocolo para la identificacién de residuos de
plaguicidas en frutas y hortalizas, mediante el uso de la cromatografia de gases que
se usO para la separacion de los diferentes componentes y el espectrofotometro de
masas para la identificacion de las posibles sustancias en estudio, teniendo en
cuenta diferentes patrones de plaguicidas con una pureza superior al 95%. Se
identificaron residuos de sustancias como Clorpirifos, Pirimetanil, Diazinon,
Fentoato. Ademas, esta técnica también permite la identificacion de tensoactivos
alquilfendlicos y productos farmacéuticos teniendo en cuenta protocolos alternativos
para la extraccion y purificacion de los extractos que poseen estas sustancias en los

ambientes que se propician para la bioacumulacion de estas (81).

Para finalizar, se debe reconocer que el lavado que se realiza rutinariamente para el
posterior consumo de este grupo alimenticio no permite la eliminacion de las SAE,
dado que estas por tener un caracter lipofilico no son arrastradas de la superficie

por el agua con la que se realiza la limpieza.
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7. Conclusiones

Considerando que se implementaron dos formas diferentes de extraccion se
determind que la més efectiva fue la maceracién, ya que en comparacion con la
técnica de arrastre en la superficie el nimero de muestras que presentaron actividad

estrogénica fue menor.

Mediante la técnica YES se obtuvieron resultados cuantitativos y cualitativos en los
extractos obtenidos de las hortalizas, teniendo en cuenta que aquellos mayores o
iguales a 4 ng/L EEQ, presentaron actividad estrogénica y en las menores de 4 ng/L
EEQ no se detect6 actividad estrogénica.
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8. Recomendaciones
Teniendo en cuenta los resultados se hacen las siguientes recomendaciones:

e Posterior a la aplicacion de la técnica YES como tamizaje, se recomienda
aplicar métodos como cromatografia de gases y espectrofotometria de masas
para determinar especificamente las sustancias que actian como disruptor
endocrino.

e A nivel departamental se deben tomar acciones con el fin de disminuir la
contaminacion en las fuentes hidricas que son utilizadas como agua de riego
en los cultivos aledafios.

e A nivel nacional se deberian establecer normativas relacionadas que regulen
la presencia de disruptores endocrinos, teniendo como referencia bases de

datos como por ejemplo, la EADB de la FDA.
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ANEXO 1: Preparacion y almacenamiento del medio de crecimiento

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

MEDIO
MINIMO
E(SiNf'SL 900 ml ‘It/?g dT:I 200 ml 50ml | OBSERVACION
pH 7. Medio Minimo Medio Medio ESY
b Minimo O | Minimo Minimo | ALMACENAMIE
Utilizar agua . Esencia : :
: Esencial Esencial Esencial NTO
destilada I
desionizada
KH,PO,4 13,61 qgr | 5,44 gr 2,72 gr 0,6805 gr
(NH4),S0O4 1,95¢9r | 0,78 gr 0,39 gr 0,099 gr
KOH 4,2 gr 1,68 gr 0,84 gr 0,210 gr
MgSO4 0,2 gr 0,08 gr 0,04 gr 0,010 gr
Solucién de
Fe(S0,)s3
(Se mezclan 4
mg de
Fe(S04)3y 5 1mL 0,4 mL 0,2 mL 0,050 mL
ml de agua
destilada)
Leucina 50 mg 20 mg 10 mg 2,5 mg
Histidina 50 mg 20 mg 10 mg 2,5mg
Adenina 50 m 20m 10 m 2,5m .
g 9 9 g Esterilizar a
- 121°cy
Arginina 20 mg 8 mg 4 mg 1mg almacenar a
L temperatura
Metionina 20 mg 8 mg 4 mg 1mg ambiente
Tirosina 20 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Isoleucina 30 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Lisina 30 mg 12 mg 6 mg 1,5mg
Fenilalanina 25 mg 10 mg 5 mg 1,25 gr
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Acido

Glutamico 100 mg | 40 mg 20 mg 5 mg
Valina 150 mg | 60 mg 30 mg 7,5mg
Serina 375 mg | 150mg 75 mg 18,75 mg

COMPLEMENTOS QUE SE ADICIONAN AL MEDIO MINIMO ESENCIAL

900 ml 400 ml 200 ml 50 ml
Complemento Medio Medio Medio Medio | Observacionesy
Adicional Minimo Minimo Minimo Minimo | Almacenamiento
Esencial Esencial Esencial | Esencial
Solucién De
Glucosa .
; Esterilizar a
(Se realiza en 121°¢
un frasco 40 mL 20 mL 5 mL y
aparte v se 100 mL 8 gr) (4 gr) (1 g7) almacenar a
P y (20 gr) 9 9 9 temperatura
adiciona 1 gr/5 .
ambiente
ml)
Acido
Aspar.tlco Esterilizar a
(Se realiza en 121°¢
un frasco 10 mL 5mL | 1,25 mL y
aparte 25 mL (40 mg) (20 mg) (5 mg) almacenar a
part (200 mg) 9 9 9 temperatura
y se adicionan i
ambiente
4 mg/ml)
Treonina 8 mL 4 mL 1,6 mL 0,4 mL Esterilizar a
(Se adicionan (192 mg) (96 mg) (38 mg) | (9,6 mg) 121°cy
24 mg/ml) almacenar a 4°C
CuSOy4 Filtrar (0,2um) y
(5ml— 25 2,5mL 1mL 0,5 mL 125 L almacenar a
mg) temperatura
ambiente

SOLUCION DE VITAMINAS QUE SE ADICIONA AL MEDIO MINIMO ESENCIAL

Vitaminas
Adicionales

900 ml

Medio

Minimo

Esencial

400 ml

Medio

Minino

Esencial

200 ml

Medio

Minimo
Esencial

50 mi

Medio
Minimo
Esencial

Observaciones
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solucién
de 10 ml

. ; 4 mi 2ml 0,5 ml
vitaminas

para realizar 90 ml de solucién de vitaminas:

tiamina: 4 mg

filtrar (0,2pm)

piridoxina: 4 mg

filtrar (0,2um)

pantotenato: 4 mg

filtrar (0,2um)

inositol: 20 mg

filtrar (0,2um)

solucién de biotina 10 ml (1mg / 50 ml de H,0)

filtrar (0,2um)

Es recomendable que cuando se realice la solucion de vitaminas se adicione en el
mismo momento en el que se prepara el medio de crecimiento.

Formulacién del medio minimo segun Roughtledge y Sumper (1996)
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ANEXO 2: Preparacion del medio YNB

MEDIO YNB (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acid)

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

20 mL de solucién de dextrosa 20%

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

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

control.
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ANEXO 4. Tabla de resultados del Muestreo 1 (M1)

Actividad estrogénica en equivalentes de 17-p estradiol

Obtenidas por arrastre de superficie

Actividad estrogénica ng/L
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Acelga M1 0,199 <4
Acelga M1 0,2 <4
Perejil M1 0,274 4,12
Lechuga 0,27 4,06
crespa M1
Lechuga 0,177 <4
crespa M1
Lechuga lisa 0,189 <4
M1
Repollo 0,177 <4
morado M1

INTERPRETACION: 24 ng/L: Actividad estrogénica

<4 ng/L: No se detecta actividad estrogénica

ANEXO 5. Tabla de resultados del Muestreo 2 (M2) y Muestreo 3 (M3)

Actividad estrogénica en equivalentes de 17-B estradiol

Obtenidas por arrastre de superficie

Obtenidas por macerado

Tipo de DO Actividad Tino d : DO Actividad
muestra | corregida | estrogénica | PO G€ MUESIA 1 o\ 0 iga | estrogénica
ng/L EEQ ng/L EEQ
Repollo M2 | 0,304 7,531 Repo"iﬂg)‘”acm 0773 | 35,429
Cebolla M2 | 0,237 <4 Cebolla extracto | 0,246 <4
AcelgaM2 | 0,177 <4 Ace'gaMezx”aCto 1,259 205,82
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ree | o | o | oo | o | man
Cilantro M3 | 0,189 <4 C"a””‘lz/lgx”acm 0,357 8,844
o i | o | eEr | om | -
Lechuga M3 | 0,174 <4 Le"hugagx”acm 0707 | 32,404
Cilantro M3 | 0,152 <4 C”a””‘lz/lgx”acw 0,195 <4
Lechuga M3 | 0,158 <4 Le"hugagx”acm 1,782 540,7
LeChI‘\JA%a isa| 156 <4 ';i‘t::‘a“gg I'\'/f?"j‘ 1,758 533,41
Perejil M3 0,158 <4 Perejil extracto M3| 1,325 134,69
Cilantro M3 | 0,191 <4 C"a””‘;/lgx”a‘:to 1,166 | 73,291
Coliflor M3 | 0,228 <4 Co"f'olrv%x”a"to 0,8 36,66
teowe [ oo | | oo | o | oo
Brécoli M3 | 0,431 13,649 Bréco':v%x”acm 1,2 121,98
AcelgaM3 | 0,159 <4 Ace'gaMe:,)X"aCto 1,829 | 1031,02
Espinaca M3| 0,191 <4 S 0731 33,5

M3

INTERPRETACION: 24 ng/L: Actividad estrogénica

<4 ng/L: No se detecta actividad estrogénica
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