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Resumen

El estudio pretende evaluar el impacto del vertimiento de plaguicidas en la cuenca
alta del rio Bogota (municipio de Suesca), sobre la fauna ictica (pez capitan de la
sabana, Eremophilus mutisii) y sobre la poblacion que tradicionalmente ha
consumido este pez. Se analizaran las concentraciones de plaguicidas
organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y organoclorados en muestras de
agua del rio Bogota tomadas en Suesca, en la poblaciéon habitante de la zona de
muestreo y en peces. Para ello, se hardn muestreos mensuales del pez, mediante su
captura con anzuelo y en la poblacién de Suesca, a través de la toma (consentida)
de muestras, de orina y sangre y del desarrollo de encuestas conducentes a
establecer la exposicion ocupacional a plaguicidas. Adicionalmente, como
biomarcador de efecto, se evaluara la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en
humanos (técnica cuantitativa de Michel & Aldrige en glébulos rojos y plasma) y en
peces (segun Ellman) y en éstos se evaluara mediante histologia convencional el
efecto de la contaminacién en la morfologia de branquias, cerebro, génadas, higado
y musculo y se haran frotis sanguineos para observar alteraciones en su

morfologia celular. Los andlisis de plaguicidas (_

_ heptacloro epéxido, a-clordano, y-clordano, oxiclordano, a-endosulfan,
B-endosulfan, endosulfan sulfato, 2,4-_ y
dieldrin), se realizaran a través de la extraccion en fase sélida y cromatografia de
gases de alta resolucién con detector de captura de electrones (HRGC/ECD) y de
cromatografia liquida (HPLC/UV). Los resultados permitirdn comprobar la
existencia de plaguicidas (organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y
organoclorados) en la aguas de la cuenca alta del rio Bogota, determinar los
biomarcadores de exposicion y el efecto de estos plaguicidas en el pez “capitan de
la sabana”, asi como en la poblacion que habita la zona y es consumidora de este
pez en su dieta. Los datos seran publicados y constituiran un factor de motivacion
para que los habitantes de la zona y la comunidad en general se adhieran a un
programa de control del vertimiento de plaguicidas en la cuenca alta del rio
Bogotd, contribuyendo a disminuir en un largo plazo la grave contaminacién que

padece el rio Bogota.



1. INTRODUCCION

La contaminacién del agua por plaguicidas se produce en forma directa por su
aplicacién en los riegos, por lavado de envases o equipos y por descarga de
remanentes. Su impacto indirecto se origina por la infiltracién de estos productos a
los mantos de agua subterranea (EPA) o al ser arrastrados por el agua de los
campos de cultivo hasta los rios y mares donde se introducen en las cadenas
alimenticias provocando la muerte de varias formas de vida necesarias en el
balance de algunos ecosistemas. Algunos efectos de esta contaminaciéon se
traducen en la aparicion de organismos resistentes, persistencia ambiental de
residuos toéxicos 6 degradacion de la flora y fauna. Para el caso de la fauna ictica,
estos compuestos quimicos se acumulan en tejidos de peces los que a su vez ponen
en peligro la salud y vida de sus consumidores y algunos provocan la muerte de
peces tanto en agua dulce como de mar. En condiciones de laboratorio se ha
observado que algunos de estos productos son cancerigenos, teratogénicos y

mutagenos en ratas, hamsters, peces y monos (Pastor, 2002).

Segun datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), anualmente se
intoxican en el mundo cerca de dos millones de personas por exposicion directa o
indirecta a plaguicidas. De ese total, las 3/4 partes de afectados pertenecen a los
paises subdesarrollados, donde se emplea el 25% de la produccién mundial de
plaguicidas. La produccién mundial actual de plaguicidas excede los 3 billones de
Kg/afno. Colombia consume al afio 21 millones de kilogramos de plaguicidas
quimicos, de los cuales 17,1 se aplican en el sector agrario, ubicandose en el tercer
puesto en Latinoamérica después de Brasil y México y en el tercero en cuanto a
grado de exposicion, solo eclipsada por Panamé y Costa Rica (Zarate et al., 1997;

Idrovo, 1999).

En Colombia, el problema de la contaminacién por plaguicidas es cada vez mas
grave, tanto por la cantidad y diversidad, como por la resistencia adquirida por
algunos organismos, que obliga al uso de mayor cantidad de producto o su
sustitucién por compuestos mas agresivos o incluso mas téxicos (EPA). Asi, la
flora y fauna nativas vienen siendo afectadas cada vez en mayor grado, lo que trae

la destruccién de la diversidad natural de las regiones en que se usan, como es el



caso de la cuenca alta del rio Bogota (Rodriguez et al, 2006). Segun los datos
publicados por Asocolflores, para el afo 2.006, en Colombia se encuentran
registrados mas de 120 principios activos de plaguicidas y reguladores de
crecimiento para ser utilizados en los cultivos de flores. En Bogotd y la cuenca alta
de su rio no existen estudios que indiquen la magnitud del efecto del vertimiento
de plaguicidas y sus sustancias acompafnantes sobre el agua, los peces y los seres

humanos.

El propoésito de este estudio es comprobar la existencia de plaguicidas
(organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y organoclorados) en la aguas de
la cuenca alta del rio Bogotd, determinar los biomarcadores de exposiciéon y efecto
de estos plaguicidas en el pez “capitan de la sabana”, asi como en la poblacién que

habita la zona y es consumidora de este pez en su dieta.

Este trabajo pretende dar respuesta a la ausencia de conocimientos y estudios
realizados sobre el efecto de la contaminacién por vertimiento de plaguicidas en la
cuenca alta del rio Bogota y las consecuencias que estos vertimientos generan
sobre los recursos naturales, especificamente sobre la fauna ictica, y sobre las
implicaciones que se pueden derivar del consumo de estos peces por parte de
poblacién habitante de la zona aledafia a los vertidos. Los resultados encontrados
en esta investigacion permitiran tomar medidas o ajustar las ya existentes,
conducentes a disminuir el impacto provocado por los vertimientos, mediante un
mayor control por parte de las entidades ambientales y a concientizacidn sobre la
necesidad de proteger nuestros recursos naturales y la vida de habitantes que
corren riesgo de estar contaminados por el manejo inadecuado de los residuos por

parte de la industria de flores y otros cultivos.

2. MARCO TEORICO

Para contextualizar esta problematica es necesario considerar informacién
relacionada con los plaguicidas, los estudios previos en materia de efectos de la
exposicion de plaguicidas sobre los peces y sobre la poblaciéon humana que los

consume, y realizar una resefia general de la region objeto del estudio.



Segin la OMS, “un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias, de caracter organico o inorganico, que estd destinada a combatir
insectos, acaros, roedores y otras especies indeseables de plantas y animales que
son perjudiciales para el hombre o que interfieren de cualquier otra forma en la
producciéon, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, produccién de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera o alimentos para animales; y que puedan administrarse a los animales
para combatir insectos ardcnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos”. El
término plaguicida también incluye: reguladores del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta, agentes para
evitar la caida prematura de la fruta y sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha, para proteger el producto contra el deterioro, durante el
almacenamiento y transporte, que pueden tener potencial téxico por si mismas

(Olea et al., 1995).

La contaminacién de los cursos de agua se produce en forma directa por la
aplicacién de plaguicidas en las aguas, por lavado de envases o equipos y por
descarga de remanentes y residuos (Pastor, 2002). Otra fuente de contaminacién
de agua se da por via indirecta, la cual es producida por la lixiviacién (infiltracién)
de productos, caida por desniveles y por contaminaciéon de suelos. Las aguas
contaminadas expanden el toxico a la flora y fauna produciendo la muerte de
especies, el aumento de la intoxicacion humana, la pérdida del curso de agua como
recurso utilizable y la probable contaminacién de las reservas hidricas (Wolf et al.,
1993). Ademas, el empobrecimiento de la biodiversidad puede conducir a la
proliferacion de las especies antagonicas de aquellas extinguidas, provocando
nuevos desequilibrios ecolégicos y nuevas plagas. Un efecto adverso adicional
proviene de la inadecuada disposicion de envases y contenedores vacios, ya que en
Colombia no se cumplen las normativas para su eliminacion, y frecuentemente se
realiza la incineracion a cielo abierto, sin tener en cuenta que algunos productos al
ser expuestos al calor desprenden dioxinas cuya toxicidad es mayor que el

agrotoxico original. Los factores mencionados forman un ciclo cerrado que se



retroalimenta y refuerza profundizando los efectos adversos (Olivera & Rodriguez-

Ithurralde, 2002).

Los grupos de plaguicidas de interés para el presente estudio pertenecen a los
organoclorados, ditiocarbamatos, organofosforados y carbamatos.

Los insecticidas organoclorados (OCl) son hidrocarburos ciclicos, muy estables en
los diferentes ecosistemas y no biodegradables, con efectos de biomagnificacion y
bioacumulaciéon. Penetran al organismo por todas las vias: oral, dérmica e
inhalatoria y por su gran liposolubilidad se absorben facilmente por la piel. Alli se
distribuyen en todos los tejidos, principalmente en el tejido graso, por lo cual se
eliminan lentamente por orina. Producen graves efectos neurotoxicos en el ser
humano e interactiian con los acidos nucléicos provocando efectos genéticos que
desencadenan efectos mutagénicos 6 carcinogénicos de manera inmediata 6 a largo

plazo (Goldfrank et al., 1986; Cassaret, 1991; Eastmond, 1989; Major et al., 1994 ).

Los ditiocarbamatos (D) se utilizan como fungicidas, aunque algunos tienen
propiedades como insecticidas y herbicidas. Son compuestos moderadamente o
poco téxicos; hidrosolubles, no volatiles y sin accién inhibitoria sobre la
acetilcolinesterasa. Desencadenan dermatitis de contacto, inducen sensibilizacién
y son irritantes de piel y mucosas. Durante su metabolismo dan lugar a la
etilentiourea, que puede estar presente en el fungicida aplicado o resultar de la
transformacion en el vegetal o después de la ingestién por el animal o el hombre.
Se acumula en la glandula tiroides, se elimina por orina y heces. En animales de
experimentacion ha producido hiperplasia de tiroides, adenocarcinoma y efectos

teratogénicos (Gosselin et al., 2000; Aprea, et al, 1996; Aprea et al., 1997).

Los insecticidas organofosforados (OF), son utilizados como insumos agricolas,
plaguicidas domésticos 6 para el control de vectores de enfermedades epidémicas.
Son ésteres del acido fosforico y de sus derivados e inhiben la acetilcolinesterasa.
Se hidrolizan facilmente y tienen escaso poder de permanencia en el medio.
Penetran al organismo por inhalacidén, ingestién y a través de la piel debido a su
alta liposolubilidad. Una vez absorbidos y distribuidos en el organismo, como

consecuencia de la acumulacion de acetilcolina producen un sindrome muscarinico



(Henao & Corey 1991). Se eliminan por la orina y las heces (Obiols, 2.004). Dentro
de los efectos cronicos se encuentran la neurotoxicidad del sistema nervioso
central y periférico (Keifer & Mahurin 1997), la carcinogenicidad con incremento
en la frecuencia de leucemia, linfoma tipo No-Hodgkin, mieloma multiple, sarcoma
de tejido blando y cancer de la piel, labio, estdbmago, cerebro y préstata (Blair et al.,
1995; Zahm et al 1997) y desérdenes reproductivos y del desarrollo humano
temprano (Sever et al, 1997).

Los carbamatos (C) han sido usados como insecticidas, herbicidas y fungicidas y
son de uso agricola, veterinario y domisanitario. En general, son plaguicidas no
bioacumulables que desaparecen rapidamente por hidrélisis y fotodegradacion. Su
absorcion, metabolismo y mecanismo de accién es similar al de los plaguicidas
organofosforados, pero la gran diferencia con estos, es que los carbamatos

producen inhibicion reversible de la acetilcolinesterasa (Pastor, 2002).

Los plaguicidas son uno de los principales toxicos que causan dafios en peces;
algunos de sus compuestos inducen hipoxia, afectan el metabolismo general del
organismo en diferentes formas y grados; si los cambios son drasticos, pueden
provocar la necrosis celular de un érgano y afectar su homeostasis. Por ejemplo, el
efecto del insecticida DDT en los peces, es su acumulacion en el tejido graso, en el
sistema nervioso y en el intestino, donde las exposiciones crénicas afectan la
absorcion de varios nutrientes esenciales como los electrolitos y los aminoacidos
(Weis & Weis, 1987). Los organofosforados (mg/l 6 ppm) producen tres veces
mayor toxicidad aguda en peces que los compuestos organoclorados (ug/l 6 ppb).
Los herbicidas son menos téxicos para los peces que los insecticidas, sin embargo,
pueden tener un efecto indirecto, cuando se aplican para controlar hierbas
acuaticas. En este caso incrementan significativamente la cantidad de materia
vegetal muerta en el cuerpo de agua, cuya putrefaccion consume grandes

cantidades de oxigeno disuelto, produciendo ambientes hipoxicos (OPS, 1987).

Algunos estudios internacionales han demostrado la presencia de residuos OCI,
endosulfan, arsénico y selenio en el pez gato Tachysurus thalassinus, en el bagre de

agua dulce Clarias batrachus, en la carpa comun (Cyprinus carpio), en el boca



dorada (Micropterus salmoides), en el ciclido Aequidens portalegrensis y en
salmones Chinook (Oncorhynchus tshawytscha), cuyos efectos se relacionan con el
declive en la eficiencia del metabolismo de la energia aerébica en la musculatura,
congestion branquial y edema, hemorragias y telangiectasia, higado con necrosis y
degeneracion vacuolar; lesiones que desaparecen después de exponer a los peces a
un ambiente sano. A su vez, se han detectado indices gonadosomaticos
relativamente bajos, concentraciones elevadas de vitelogenina en machos y
grandes porcentajes de huevos atrésicos, algin grado de lordosis y anormalidad
mio-esqueletal, sin respuesta a estimulos, nataciéon anormal y descenso en las
concentraciones de ATP y de fosfocreatina en ovas embrionadas y disminucion en
la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) y de la butirilcolinesterasa (BuChE)
(Sunderam, et al., 1992; Jonsson & Toledo, 1993; Das et al., 2002; Mishra & Shukla,
2003; Domitrovic (s.f.); Schmitta et a, 2005; Yan et al, 2006; Viant et al, 2006;
Abdel-Halim et al,, 2006).

En Colombia, son pocos los estudios sobre el efecto de los plaguicidas en peces,
Gonzalez et al (2007), evaluaron el efecto del Glifosato en tilapia roja, yamu y
bocachico, observandose una disminucién de la actividad colinesterasa cuando los
peces son sometidos a diferentes exposiciones de este plaguicida. Ochoa y
Gonzdalez (2007) documentaron el estrés oxidativo en juveniles de cachama
expuestos a condiciones subletales de glifosato. Un trabajo similar, pero realizando
un estudio anatomopatolégico se desarrollé en la misma especie por Eslava et al

(2007).

La exposicidn de seres humanos a plaguicidas, se conoce como causa de morbilidad
y mortalidad, por ejemplo, en el departamento de Antioquia, entre 1998 y 2001 se
presentaron 463 muertes por intoxicaciones agudas por diversas sustancias,
incluidos los plaguicidas inhibidores de la colinesterasa, que explicaban la casi
totalidad, el 20% debido a exposicion laboral; entre 2000 y 2002 los casos
aumentaron en 70% (la incidencia pasé de 2,8 a 3,9 por cien mil habitantes)
(Carmona, 2006); sin embargo, no se conoce cual puede ser el aporte a las cifras de

morbilidad de la ingesta de alimentos contaminados con plaguicidas.
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Con el objeto de dilucidar el estatus de los contaminantes quimicos sobre peces y
crustaceos que consumen los humanos, en la regiéon de Calcuta (India), Sankar et al
(2006), colectaron muestras de peces de diferentes lugares, evaluando los residuos
de pesticidas organoclorados (OCl) y metales pesados. Las mayores
concentraciones de OCl se encontraron en su orden en peces marinos, estuarinos y
de agua dulce para consumo. El BHC y el heptacloro epéxido fueron los principales
compuestos en los peces marinos, en tanto que los BHCs presentaron las mayores
concentraciones en los peces estuarinos y de agua dulce. Concentraciones de Cu,
Zn, Mn y Cr se presentaron indistintamente de su lugar de coleccién y cerca del
22% de las muestras de las areas de agua dulce contenian Pb por encima del limite
legal permitido. El mercurio se detect6 en el 55% de las muestras provenientes de
habitats marinos. Las concentraciones de OCl y metales pesados en general, se
encontraron por debajo del maximo nivel residual recomendado por varias

organizaciones.

Por su parte, Tsukinoa et al (2006) evaluaron los niveles en suero de compuestos
organoclorados (OCl) entre mujeres japonesas en edad reproductiva e
investigaron si los factores de la forma de vida, especialmente factores dietéticos,
se podian asociar a estos niveles. Se realizé un estudio en 80 mujeres japonesas
infértiles (26 y 43 anos) a las cuales se les confirmé la ausencia de endometriosis.
Se midieron los niveles de suero de equivalencia toxica total (TEQ). Los niveles
totales de TEQ, PCDDs/PCDFs/cPCBs, PCBs y plaguicidas estuvieron asociados
positivamente con la edad y con la frecuencia en el consumo de peces. El estudio
sugirido que las mujeres japonesas que consumen pescado con frecuencia en su

periodo reproductivo tienden a acumular los OCI en sus cuerpos.

Por su parte, el rio Bogota nace al nororiente de Cundinamarca en el Paramo de
Guacheneque municipio de Villapinzén, a 3300 m.s.n.m. y desemboca en Girardot
en el rio Magdalena a 280 m.s.n.m. En la cuenca del rio habita cerca del 20% de la
poblacion del pais y se genera el 28% de la actividad socioeconémica nacional. El
rio drena las aguas de una cuenca de 6000 Km? y de 40 municipios y recibe de los
municipios 25.185 toneladas/afio de carga orgdnica y 149.633 toneladas de

Bogota. La floricultura constituye un importante renglén en la economia de la
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region, toda vez que el mayor porcentaje del area cultivada del pais -70%- se
encuentra en el Departamento de Cundinamarca y muy especialmente en la Sabana
de Bogota (Zarate et al., 1997). Las consecuencias que se pueden desprender de
esta actividad se reflejan en el rio y la grave catastrofe ecolégica que padece, pues
la floricultura hace parte del 28% de la actividad socioeconémica generada sobre
su cuenca (CAR, 1998).

Uno de los recursos mas afectados por las actividades econémicas alrededor del
rio Bogotj, es la fauna que ha desaparecido de la mayor parte del rio. En el pasado,
el curso alto del rio y sus afluentes era rico en especies autéctonas como el
capitanejo (Pygidium bogotensis), el capitan de la sabana (Eremophylus mutisii), la
guapucha (Grundulus bogotensis) y el cangrejo sabanero (Hypolobocera
neostrangeria macropora). Estas especies desaparecieron a partir del curso bajo
de la desembocadura de los rios Negro, Frio, Chicu, Balsillas, Juan Amarillo, Fucha,
Tunjuelo y Soacha. El pez capitdn se mantiene hoy en los sectores altos y
tormentosos del rio Bogota y sus tributarios libres de contaminacion y en los
embalses del Sisga, Tominé, Neusa y algunas lagunas naturales tales como Siecha,
Guatavita y Chisacj, entre otras. La especie es muy valorada en la rivera del rio y
se pesca con frecuencia para el consumo de los pobladores de estas zonas. Los
campesinos lo pescan tradicionalmente para luego venderlo en los mercados de la
zona, obteniendo ganancias razonables. La captura se desarrolla sin ningtin control
por parte de las entidades gubernamentales y no hay procesos de capacitacion
para efectuar pescas controladas que verifiquen su calidad y aseguren la

permanencia de la especie.

3. OBJETIVOS
3.1. General
Determinar los efectos en la salud de habitantes de Suesca y en el pez capitan

debidos a la exposicidn por plaguicidas vertidos en la cuenca alta del rio Bogota.

3.2. Especificos
o Establecer los niveles de plaguicidas organofosforados, carbamatos,
ditiocarbamatos y organoclorados en muestras de agua y en musculo de pez

“capitan de la sabana” del rio Bogota tomadas en Suesca.

12



e Determinar los biomarcadores de exposicion y efecto de plaguicidas
organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y organoclorados en la
poblacién habitante de Suesca.

e Establecer la exposicion ocupacional a plaguicidas en la poblacion de
Suesca, el conocimiento y utilizacién de medidas de proteccion personal en
su actividad laboral.

e Evaluar la actividad acetilcolinesterasa en pez capitan y utilizarlo como
biomarcador para la contaminacién acuatica.

e Describir los cambios morfolégicos en branquias, cerebro, génadas, higado

y musculo y en células sanguineas del pez capitan.

4. METODOLOGIA
4.1. TIPO DE ESTUDIO

Se plantea realizar un estudio descriptivo transversal.

4.2. AREA DE ESTUDIO

Municipio de Suesca, situado en el departamento de Cundinamarca, en la cuenca
alta del rio Bogota. Esta cuenca se ubica al norte de Bogota (longitud de 170 km) y
abastece de agua para consumo doméstico y uso agricola a 18 municipios de la
zona y a una buena parte de Bogota y cuenta con 3 embalses que regulan el flujo
del rio. A esta cuenca la contaminan los vertimientos de 190 curtiembres,
mataderos, industrias, cultivos, aguas negras y cabeceras municipales. Comprende
los municipios de Villapinzén, Choconta y Suesca. Su temperatura media presenta
valores entre los 92C y 142C anuales. La humedad relativa promedio presenta
valores entre el 76.5% y 82.5%. La zona muestra dos periodos de precipitacion
correspondientes a los meses de abril a mayo y agosto a septiembre. La
precipitacion se encuentra en un rango que varia entre los 745 y 1941 mm/afio

(Alarcén et al., 2005).

4.3. POBLACION Y MUESTRA

4.3.1. Tamaiio de la muestra
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Humanos

La poblacion muestra estara constituida por 114 individuos pertenecientes a la
zona de Suesca. Se utiliz6 una prevalencia esperada del 50% con un nivel de
confianza del 95%, un poder del 80% y un porcentaje de pérdidas del 20%,
teniendo en cuenta que la poblacién total del municipio de Suesca es de 10.410
habitantes (7474 del area rural y 2936 del area urbana).

Tamafio poblacional: 10.410

Prevalencia esperada: 50%

Peor resultado esperado: 40%

Nivel de confianza: 95%

Tamafio muestra: 95

Porcentaje de pérdidas: 20%.

Total tamafio poblacional: 114

Peces
Mensualmente se tomardan 5 peces provenientes de la zona de estudio. Para
comparar, se capturaran un total de 10 capitanes provenientes de una zona libre

de contaminacién por plaguicidas.

Agua

Se colectard mensualmente un litro de agua en frascos estériles, los cuales

permaneceran refrigerados (4°C), hasta su analisis en laboratorio.

4.3.2. Seleccion de la muestra en humanos

Criterios de inclusion

Entraran al estudio todos los individuos que hayan vivido al menos 5 afios en el
municipio de Suesca, que sean mayores de 18 afios y que hayan aceptado

voluntariamente participar en el estudio.
Criterios de exclusion
Seran los individuos que tengan menos de 5 afios de residencia en el municipio de

Suesca, sean menores de 18 afios y los que no acepten participar.
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4.4. VARIABLES

Poblacion ribereiia

e Sociodemograficas: edad, sexo, escolaridad, afiliacién al SGSSS.

e Ocupacionales: tipo de oficio, tiempo de exposicién en el oficio, capacitaciéon
recibida en uso y manejo de plaguicidas, utilizacion de elementos de proteccion
personal, medidas de higiene y seguridad industrial, exposiciones extralaborales,
tiempo de trabajo en el sector agricola, habitos en el trabajo y exposicion a otros
toxicos ambientales.

e C(linicas: signos y sintomas compatibles con intoxicacién con plaguicidas OF, C,
OCly ditiocarbamatos.

e Toxicoldgicas: condicion de fumador y consumo de alcohol.

e Habitos alimenticios: Frecuencia de consumo de pez capitdn de la sabana,
cangrejo, frutas, verduras, tubérculos.

e Biomarcadores de exposicion y efecto: niveles de acetilcolinesterasa en sangre,

niveles de organoclorados en suero, niveles de ditiocarbamatos en orina.

Peces

e C(Caracteristicas biométricas y sexo: peso y longitud, identificacion sexual.
e Determinacién de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa.

e Morfologia externa e interna.

e Morfologia de células sanguineas.

Agua

e Andlisis fisicoquimico.

e Niveles de organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y organoclorados.

4.5. TECNICA DE RECOLECCION DE INFORMACION Y MUESTRAS EN HUMANOS
4.5.1. Encuesta sociodemografica y laboral

El registro de la encuesta sociodemografica y laboral (Anexo No.1) estara a cargo
de profesionales del area de la salud quienes la aplicaran de manera individual a
cada uno de los individuos seleccionados en la muestra. Se elaborara un instructivo
como guia para el adecuado diligenciamiento, realizdndole los ajustes necesarios

después de llevar a cabo el estudio piloto. Antes de iniciar la fase de recoleccién de
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la informacién se ofrecera una induccién a los profesionales encargados de

realizarla para garantizar la aplicacién uniforme de la misma.

4.5.2. Toma de muestras de sangre

A cada individuo seleccionado se le tomara una muestra de 10 ml de sangre de los
cuales 2 ml se colocardn en tubos con heparina. Los 8 ml de sangre restantes se
recolectaran sin anticoagulante en tubos de vidrio duro tipo pyrex o similar. Las
muestras seran centrifugadas y los sueros separados se trasvasardn a un tubo

pyrex o similar cuya boca se cubrira con papel de aluminio.

4.5.3. Toma de muestras de orina
A cada individuo seleccionado se le tomara una muestra de orina de una miccién

(aproximadamente 50 ml) en frascos de polipropileno con tapa rosca.

La recoleccion y rotulada de todas las muestras biologicas estara a cargo de
profesionales (médicos/microbiélogas). Para la toma de muestras bioldgicas cada
paciente sera codificado con el nimero correspondiente a la encuesta laboral. Una
vez lleguen las muestras a los laboratorios, seran recodificadas para minimizar el

sesgo del analista, por una persona distinta a éste y al investigador.

4.6. TOMA DE MUESTRAS DE AGUA

Se tomaran muestras de agua en botellas de un litro de vidrio &mbar, previamente
lavadas y enjuagadas con agua destilada y etanol. Se mantendran refrigeradas a 4°
C. La toma se realizara por inmersidon del frasco el cual se rotulara anotando el sitio
de muestreo, punto de muestreo, hora y fecha. En la boca del frasco quedara un

sello de teflon o una lamina de papel de aluminio.

Ademas de estudiar la concentracion de plaguicidas en agua, también se estudiara
el grado de acidez o alcalinidad (pH) mediante potenciometria, la concentracién de
nitritos (NO2) (mg/l) mediante diazotizacién y la alcalinidad y dureza

(CaCO03)(mg/1) por medio del Kit de Hach SF1 para analisis de calidad de aguas

4.7. TOMA DE MUESTRAS DE PECES
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Los capitanes seran pescados con anzuelo en las horas de la mafiana, estabulados
en tanques de 50 litros de capacidad, adecuadamente marcados y separados con
agua proveniente del mismo medio de donde fueron extraidos. Las muestras se
transportaran al laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional. Los capitanes seran depositados en
acuarios separados por zona de muestreo hasta que se proceda a su analisis. Con el
fin de cumplir las normas internacionales de manejo de especies en el laboratorio,
cada animal serd sometido a una sobredosis de anestésico (tricaino-metil-
sulfonato, MS 222) durante 2 - 3 minutos. Durante ese tiempo los animales seran
pesados, medidos y sexados. Al cabo de 3 minutos se procedera a su sacrificio
mediante el corte de la base entre la cabeza y la columna vertebral, luego de lo cual
se disecaran y se tomaran muestras de branquias, cerebro, génadas, higado y
musculo, los cuales se dividiran en dos partes para ser procesados para el estudio
de plaguicidas en el Instituto Nacional de Salud y para el analisis histolégico por

parte de la fundacién Al Verde Vivo.

4.8. TECNICAS ANALITICAS DE LABORATORIO

4.8.1. Determinacion de la enzima acetilcolinesterasa en sangre humana

Se realizara la determinacion de la actividad de la colinesterasa como biomarcador
de efecto. Se utilizara la técnica cuantitativa de Michel & Aldrige para la
determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa en glébulos rojos y plasma.
Esta técnica se basa en la medida del acido acético producido por la accién de la
acetilcolinesterasa sobre la acetilcolina. La cantidad de acido es medida en
términos de cambio de pH producido por la actividad enzimatica en una soluciéon
tampon estandar en un periodo de tiempo definido (Michel, 1949). Esta técnica
sera empleada por el laboratorio de Salud Ambiental del INS (Anexo No. 2).

Determinacién de la enzima acetilcolinesterasa mediante la técnica de Michel:

RANGO PROMEDIO
(ApH/hora) | (ApH/hora)

DETERMINACIONES | SEXO

Hombres| 0.58 -0.95 0.766
Eritrocitos

Mujeres | 0.56 - 0.94 0.750

Hombres| 0.52-1.39 0.953
Plasma

Mujeres | 0.38-1.25 0.817
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Fuente: Michel HO, 1949.

4.8.2. Determinacion de los niveles de plaguicidas organoclorados en suero
humano

Se efectuara a través de la extraccidn en fase sdlida y cromatografia de gases de
alta resolucion con detector de captura de electrones (HRGC/ECD). El analisis se
realizara por microextraccién en fase so6lida (SPME) en modo headspace (HS), la
muestra se ubica en un vial de HS se sella con un septum de silicona y se calienta a
120°C durante 15 min. La jeringa de SPME se coloca en el HS del vial y se expone la
fibra de PDMS (polidimetilsiloxano). (Anexo No.3). Se determinardn 18
plaguicidas: o-BHC, B-BHC, 8-BHC, HCB, heptacloro, heptacloro epéxido, -
clordano, y-clordano, oxiclordano, a-endosulfan, -endosulfan, endosulfan sulfato,

2,4-DDT, 4,4-DDT, 4,4-DDE, 4,4-DDD, aldrin y dieldrin.

4.8.3. Determinacion de los niveles de plaguicidas ditiocarbamatos en orina
humana

Mediante cromatografia liquida (HPLC/UV), se analizaran los ditiocarbamatos en
orina. Se determinara la etilentiourea (ETU) en orina por medio de extraccién con
solvente con posterior analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con

deteccion ultravioleta visible (Anexo No.4).

4.8.4. Determinacion de los niveles de plaguicidas organofosforados,
carbamatos, organoclorados y ditiocarbamatos en muestras de peces
A través de cromatografia de gases y cromatografia liquida se determinara la

concentracion de plaguicidas en musculatura de peces.

4.8.5. Determinacion de la enzima acetilcolinesterasa en peces mediante la
técnica de Ellman (1961)

Se tomaran muestras de cerebro y musculo que se conservaran a -80°C. Se
determinara la proteina total de acuerdo con Lowry et al., (1951) para expresar la
actividad especifica de la AChE. Esta enzima sera evaluada a través de la hidrolisis
de la acetilcolina a acido acético y tiocolina por la accion de la AChE. Todos los

valores de la AChE seran expresados como mmol/min/mg proteina.
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4.8.6. Analisis histoldgico en peces

La histologia de branquias, cerebro, gébnadas, higado y musculo del pez capitan se
procesara mediante el método convencional. Muestras de 1 cm3 se deshidrataran
en gradientes de etanol y se incluirdn en parafina, después se cortaran con un
micrétomo en cortes de 7 micras de espesor y se tefiirdn con Hematoxilina-Eosina

(H-E) con el fin ser analizadas al microscopio.

4.8.7. Frotis sanguineo

Se ubica una gota de sangre del pez en un extremo de un portaobjetos limpio, se
hace su extension, se deja secar, luego de lo cual se fija con unas gotas de metanol.
Posteriormente se tifie con Giemsa y se procede a observar la morfologia celular

sanguinea.

4.8.8. Determinacion de plaguicidas organoclorados y organofosforados en
muestras de agua

Mediante cromatografia de gases con detector de captura de electrones y con
detector de nitrégeno-fosforo utilizando extraccién liquido-liquido continuo y

extraccién en fase sélida siguiendo los métodos EPA 507 y 508.

4.8.9. Determinacion de carbamatos en muestras de agua
Se determinardn n-metilcarbooximas, n-metilcarbamatos por inyeccién directa de
la muestra de agua con derivatizaciéon post-columna utilizando cromatografia

liquida de alta eficiencia y detector de fluorescencia (Métodos EPA 531.1 y 547).

4.8.10. Determinacion de ditiocarbamatos en muestras de agua
El andlisis de ditiocarbamatos y su metabolito la etilentiourea se realizara
utilizando extraccion con solventes y cromatografia liquida de alta eficiencia con

detector ultravioleta visible (Método EPA 630).

4.9. CONSIDERACIONES ETICAS
Teniendo en cuenta la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud que

establece las normas académicas, técnicas y administrativas para la investigaciéon
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en salud, en el Titulo II Capitulo I Articulo 11 sobre los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos, se clasifica esta investigacion como de riesgo

minimo.

A cada individuo se le proporcionara una hoja de consentimiento (Anexo No.5) la
cual deben firmar antes de contestar las preguntas de la encuesta individual y de la
toma de muestras biolégicas. Antes de iniciar la recoleccién de la informacion y de
las muestras, se comunicara a los individuos los objetivos y el tipo de estudio que
se llevara a cabo, su importancia y los beneficios que les traera el participar,
aclarandoles que se les entregaran los resultados de las pruebas paraclinicas. Los
individuos que lo ameriten seran remitidos a la EPS o ARS correspondiente con el
fin de definir la conducta médica a seguir, los que no cuenten con EPS tendran un

seguimiento a través de la Direccion Local de Salud de Suesca.
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5. ORGANIGRAMA DEL GRUPO EJECUTOR

Fernando Vazquez

Adriana Rodriguez F. PhD FUNDACION AL VERDE
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ARAWANA DE COLOMBIA e or

Histopatologia,
Toxicologia de peces

Jaime F. Gonzélez PhD
Marcela Varona MD Alejandra Salcedo MD Universidad Nacional
INS Universidad del Rosario Lab. Toxicologia Acuatica
Toxicologia humanos Fac. Medicina Histopatologia, Toxicologia de
Toxicologia humanos peces
[ |
Angélica Lancheros
—
Sonia Diaz 2 z Tesista pre-grado
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Tesista pre-grado
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6. CRONOGRAMA

ACTIVIDADES

9]}

10

11

12

Revision y actualizacién bibliografica

Elaboracién del protocolo

Presentacion del proyecto al Comité Técnico de
Investigacion y al Comité de Etica de las
instituciones participantes

Visita de la zona del estudio

Seleccién de la poblacion humana

Localizacion de los individuos del estudio

Estudio Piloto

Estandarizacién, validacién e implementacion
del plaguicidas

>

Aplicacién encuesta y toma de muestras
biolégicas

Toma de muestras de peces

Procesamiento y andlisis de las muestras

Estructuracion de la base de datos

Digitacién de las encuestas

>[R[ R

Informes de avance

PR | D[R

Anilisis de datos, resultados y conclusiones

Elaboracion del informe final




7. PRESUPUESTO
(Anexo No 7)

8. RESULTADOS ESPERADOS

DIRECTOS

Generacion de nuevo conocimiento

El aporte de informacion que enriquece la caracterizacidon de la problematica del
uso de plaguicidas en la cuenca alta del rio Bogota.

El aprendizaje y establecimiento de una metodologia de laboratorio compartida
para el estudio de biomarcadores en humanos y animales de consumo, en este
caso, peces.

El diagndstico de la toxicidad por exposicion a plaguicidas en las comunidades
icticas y humanas de la region.

El diagnéstico de la influencia de los habitos alimenticios en la salud humana de la

poblacion que habita la region.

Fortalecimiento de la comunidad cientifica

El afianzamiento de los vinculos alrededor de la investigaciéon por parte de los
entes académicos, las instituciones oficiales y las organizaciones particulares que
intentan intervenir en la problematica medio ambiental actual.

La difusién en la ciudadania, la academia, las organizaciones y la comunidad
cientifica de los hallazgos del estudio.

El establecimiento de cooperacion e intercambio de informacion entre entidades
nacionales (ONG’s, institutos relacionados con el area de la salud y el medio

ambiente y universidades).

INDIRECTOS
Ser una herramienta de formacién de personal investigador dada la participacién

de estudiantes de pre-grado mediante la elaboracion de 2 tesis de pre-grado.



Aportar a la produccion cientifica nacional, mediante la difusién de los resultados
obtenidos a través de la presentacion a nivel nacional e internacional en eventos
relacionados con la conservacién del medio ambiente y la proteccién de la salud,
asi como también mediante publicaciones cientificas.

Al ser el capitan de la sabana una especie muy apetecida en las areas rurales del
altiplano cundi-boyacense, pero a la vez, catalogada como vulnerable, se pretende
llamar la atencién sobre su adecuada explotacién en los habitantes de la region.
Fortalecer la colaboracién entre centros de investigacion cientifica nacionales.

La creacion de red de intercambio de informacién y asesoria telematica que
permita el contacto e intercambio de informacion entre los investigadores del
proyecto.

Divulgacion de un video informativo sobre el estudio, enfatizando en la

importancia biolédgica, cultural y ecoldgica del capitan de la sabana.

En definitiva, los resultados obtenidos permitiran:

- Emplear la evidencia del efecto de plaguicidas obtenida en el estudio, como factor
de motivacion, para que los sujetos participantes en él y quienes tengan acceso a
esta informacién, se adhieran a un programa de control del vertimiento de

plaguicidas en la cuenca alta del rio Bogota.

- Proveer una metodologia de estudio para establecer el impacto de la
contaminacion de las aguas del rio Bogota en la salud publica, su repercusion en el
funcionamiento social al reconocerlo como un generador de enfermedad y pérdida
de afios de vida saludables (AVISAs), que gravita con un exceso no necesario sobre

los costos asistenciales directos del Sistema General de Seguridad Social en Salud.

- Motivar la accion de las autoridades sanitarias para que, basados en la evidencia
aportada por el estudio, desarrollen o fortalezcan politicas, planes y programas de
promocion de la adopcién de medidas de control del uso abusivo de plaguicidas en
la zona, el vertimiento de contaminantes al rio Bogota y el consumo y explotacién

del pez capitan de la sabana.
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- Los datos obtenidos en el estudio permitiran a las autoridades sanitarias y a las
entidades promotoras de salud recomendar medidas de higiene y adecuados

habitos alimenticios para los habitantes de la region.

- Proveer a los investigadores el fundamento para su continuacién como grupo de

investigacion y su afianzamiento como red de colaboracién interinstitucional.

10. USUARIOS POTENCIALES

Profesionales del area (investigadores, técnicos) a los que se les aportara el
conocimiento cientifico y técnico del estudio realizado.

Empresarios relacionados con la agroindustria a los cuales se les presentaran los
resultados obtenidos con el fin de mejorar sus procesos de cultivo y disminuir el
impacto del efecto de los vertidos sobre el medio ambiente. A su vez, optimizaran
los estandares de calidad fitosanitarias.

Comunidades de pescadores, a los que se les informara sobre el riesgo potencial
del consumo y venta de productos provenientes de su actividad.

Organizaciones gubernamentales y no gubernamentales que trabajan en la
conservacion del medio ambiente y/o la proteccion de la salud humana y animal.
Comunidad en general quien conocerd los posibles efectos de la exposicién a

plaguicidas en su actividad laboral o en sus habitos alimenticios.

11. ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

Un informe técnico, sobre los hallazgos obtenidos en este estudio.

Publicacion de por lo menos dos articulos sobre el efecto de los plaguicidas en la
zona de estudio, en revistas de circulaciéon internacional indexadas o en las
principales revistas nacionales.

Elaboracién de un documental sobre el tema de estudio como estrategia de
transferencia de informacién a la comunidad.

Presentaciéon de los resultados en los eventos relacionados con el tema en el

ambito nacional e internacional.
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Comunicacion continua y discusion de los resultados con otros grupos de
investigacion interesados en el tema, como las universidades, fundaciones y

asociaciones de floricultores, agricultores, industriales, etc.
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12. IMPACTOS ESPERADOS
Impactos cientificos y tecnolégicos

Aumento del conocimiento del impacto de los
plaguicidas sobre la cuenca alta del rio Bogota.

Culminacién de pre-grados.

Consolidacién de un grupo de investigaciéon en salud
ambiental referida al rio Bogota.

Fortalecimiento de la linea de investigacién en salud
humana y salud ambiental en las organizaciones
participantes.

Colaboracion entre centros de

cientifica nacional.

investigacion

Impactos sobre el medio ambiente y la sociedad

Mejor conocimiento del producto de la pesca por
parte de los pescadores de la region.

Mejor conocimiento de las autoridades
gubernamentales en relacién con los impactos sobre
la salud humana y animal del vertimiento de
plaguicidas en la cuenca alta del rio Bogota.

Mejor utilizacién de los recursos naturales, hidricos,
vegetales y animales en la region.

Difusidn de la investigacion.

Control del uso indiscriminado de plaguicidas en las
précticas agricolas de la cuenca alta del rio Bogota.

Enriquecimiento para la comunidad cientifica y para
la sociedad.

Preservacién de la biodiversidad.

Incremento del conocimiento y experiencia de la
metodologia de estudio de los efectos de los
plaguicidas en poblaciones humana e ictica del
altiplano cundi-boyacense.
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Indicador verificable

Demostracién del efecto de los plaguicidas
en los biomarcadores de exposiciéon y
efecto, o evidencia de daios en salud
humana y animal.

Elaboracion de tesis de grado.

Reuniones de trabajo, difusién de
resultados: articulos, cartillas, videos.

Incremento de los  procesos de
investigacion de las Facultades de Medicina
(U.Rosario), de Veterinaria (Toxicologia
Acuatica, U.Nacional) y del Grupo Salud
Ambiental (INS)

Red de intercambio.

Indicador verificable

Registro del estado de sanidad del capitan
de la sabana.

Registro y atencion de problemas
relacionados con la exposicibn a los
plaguicidas: salud, agricultura y medio
ambiente.

Adecuada explotacién y preservacidon del
capitan de la sabana. Adecuado manejo de
plaguicidas y residuos téxicos.

Publicaciones en revistas nacionales e
internacionales indexadas.

Realizacién de un video educativo

Priorizaciéon de acciones encaminadas a la
prevencion de los impactos en salud,
agricultura, medio ambiente, legales y
econdmicos, como consecuencia del uso y
manejo de sustancias tdxicas.

Mejoramiento de la calidad de vida de los
campesinos de la regién.

Adopcion de medidas de proteccién
personal y disminucidn de la exposicion a
sustancias téxicas.

Disminucion del impacto de la explotacion
de los recursos naturales de la zona.

Publicacién de los hallazgos del grupo
multidisciplinario = de  cientificos y
continuacion de la participacién en
proyectos de investigacién en el tema.
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Anexo No. 2

METODO ELECTROMETRICO DE MICHEL

Se basa en la medida del acido acético producido por la accion de la
acetilcolinesterasa sobre la acetilcolina. La cantidad de acido es medida en
términos de cambio de pH producido por la actividad enzimatica en una solucion
tampon estandar en un periodo de tiempo definido. ElI pH es medido con un
microelectrodo de vidrio.

Dentro de las ventajas de este método se encuentra su simplicidad de ejecucién, el
requerimiento de equipo es minimo y la posibilidad de realizar un nimero grande
de determinaciones en un tiempo relativamente corto. La lectura del pH puede
hacerse facilmente en un tiempo de un minuto por cada muestra. Por lo tanto es
posible hacer una serie grande de determinaciones en pocas horas agregando el
substrato a las muestras en intervalos de un minuto.

Procedimiento

Calibrar el medidor de pH, con soluciones tampén de diferentes pH, si al verificar
el pH de las soluciones estan por encima ajustar a 8.0 para plasma y a 8.1 para
eritrocitos con HCI 0.1N.

Pasos para eritrocitos

e Medir 20 pL de eritrocitos, colocarlos en un tubo de ensayo o de centrifuga
graduado que contenga 1.0 ml de solucién de NaCl 0.9%, agitar suavemente.

e Centrifugar a 2.000 rpm durante 10 minutos para lavar los eritrocitos.

e Aspirar y descartar con una pipeta de transferencia la soluciéon sobrenadante,
dejando 0.2 ml en el tubo.

e Agregar 1.0 ml de solucion de saponina 0.01%, agitar suavemente para
hemolizar los eritrocitos.

e Agregar 1.0 ml de soluciéon tampon para eritrocitos y agitar para estabilizar el
pH.

e Dejar en reposo 10 minutos aproximadamente

e Agitar, medir el pH1 (inicial) y anotarlo. Si mide por debajo de 7.97 descartar la
prueba empezar de nuevo.

e Agregar 0.2 ml de sustrato de acetilcolina para eritrocitos, agitar suavemente y
registrar el tiempo.

e Dejar en reposo para que se produzca la hidrolisis enzimatica durante 60 a 90
minutos a 25°C.

e Medir el pHzal final de la reaccién y registrar el tiempo exacto.

Pasos para Plasma

e Medir 20 pL de plasma, colocarlos en un tubo de ensayo o vaso de precipitado
de 5 ml que contenga 1.0 ml de agua destilada y agitar suavemente.
e Agregar 1.0 ml de solucién tampoén para plasma y agitar suavemente.
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Dejar en reposo 10 minutos aproximadamente, agitar medir el pH; (inicial) y
registrarlo. Valores de pH por debajo de 7.97 descartar la prueba empezar de
nuevo.

Agregar 0.2 ml de sustrato de acetilcolina para plasma, agitar suavemente y
registrar el tiempo como T1

Dejar en reposo para que se produzca la hidrdlisis enzimatica durante 60 a 90
minutos a 25 °C.

Agitar, medir el pHz al final de la reaccién y registrar el tiempo exacto.
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Anexo No. 3
DETERMINACION DE ORGANOCLORADOS EN SUERO

Andlisis cromatogrdfico. Se realiza en un cromatdégrafo de gases HP 5890 Series I,
con detector de captura de electrones (ECD, 63Ni), con puerto de inyeccién
split/splitless y un sistema de datos HP ChemStation HP Rev. A.06.03 [509]. Se
utiliza una columna HP-5, 30 m x 0.32 mm (di) x 0.25um 5% fenil-
poli(metilsiloxano). Las temperaturas del inyector y del detector permanecieron a
250 y 300°C respectivamente, la programacion de temperatura de la columna fue
asi: 105°C hasta 205°C (2 min) a 5°C/min, luego a 3°C/min hasta 215°C (2 min),
posteriormente a 5°C/min hasta 280°C (5 min). Como gas de arrastre se utiliz6 helio
(99.995%, Aga-Fano S.A.) en modo splitlessy como gas auxiliar argén/metano (95:5)
a una velocidad de flujo de 20 mL/min.

Nivel minimo de deteccién. Se determina diluyendo e inyectando, una muestra
patrén de 1 ppm preparada a partir de una solucién “stock” de 40 ppm de los POC,
hasta obtener un drea cromatografica tres veces superior al nivel del ruido.

Curva de calibracién. A partir de cada uno de los estandares de POC se prepara una
solucién patrén individual, pesando una cantidad exacta entre 1.2 y 1.9 mg y
aforando a 100 ml con isoctano, hexano, metanol acetona y/6 mezclas de solventes,
teniendo en cuenta la solubilidad del plaguicida.

Se emplea el método de estandarizacion externa, usando balones aforados de 1 mL
para preparar soluciones de trabajo en el rango de concentraciones de 5 a 800 ppb,
partiendo de una solucién “stock” de 1 ppm, preparada a partir de las soluciones
patron de cada uno de los POC. 1 uL de cada una de las soluciones de trabajo se
inyecta al cromatégrafo de gases de alta resolucién con detector de captura de
electrones (HRGC/ECD).

Extracciéon en Fase Sélida utilizando discos Cis: El acondicionamiento del disco se
lleva a cabo agregando 4 mL de metanol y 4 mL de agua HPLC permitiendo que corra
por el disco sin que este se seque. Luego la muestra se prepara de la siguiente forma:
2 mL de suero se diluyeron con 2 mL de agua HPLC y 4 mL de metanol, se agit6
durante 2 min a 2000 rpm y se expuso la mezcla durante 10 min a frecuencias
ultrasénicas sin calentamiento. Esta mezcla se paso por el disco de extraccién en fase
solida y se prosiguié al lavado con 4 mL de agua HPLC por dos veces. A continuacion
se llevé a cabo la elucién de los analitos con 5 mL de hexano y se concentré a 1 mL
bajo flujo de nitrogeno. Por ultimo 1 uL del extracto se inyect6 en el sistema
HRGC/ECD.
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Anexo No. 4
DETERMINACION DE DITIOCARBAMATOS EN ORINA

Andlisis cromatogrdfico. Se realiza en un cromatoégrafo liquido de alta eficiencia con
detector de ultravioleta visible a 243 nm. Con una columna RP8 de 5 um; utilizando
una fase movil de hexano/alcohol isopropilico/ alcohol etilico (93:6:1 v/v)
adicionando 0.6 mL/L de butilamina.

Nivel minimo de deteccion. Se determina diluyendo e inyectando, una muestra
patréon de 1 ppm preparada a partir de una soluciéon “stock” de 100 ppm de los
analitos, hasta obtener un area cromatografica tres veces superior al nivel del ruido.

Curva de calibracién. A partir de cada uno de los estandares se prepara una solucién
patrén individual. Se emplea el método de estandarizacidn externa, usando balones
aforados de 1 mL para preparar soluciones de trabajo en el rango de
concentraciones de 5 a 800 ppb, partiendo de wuna solucién “stock” de 1 ppm,
preparada a partir de las soluciones patrén de cada uno de los analitos. 5 L de cada
una de las soluciones de trabajo se inyecta al cromatoégrafo liquido de alta eficiencia
con detector UV.

Extraccion Liquido Liquido: La extraccion de los analitos de la matriz se realiza

utilizando como solvente de extraccion diclorometano mediante una particion
liquido liquido convencional.
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ANEXO No. 5

Q. 7 . Instituto
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HOJA DE CONSENTIMIENTO

s

La Universidad del Rosario, el Instituto Nacional de Salud, la Fundacion Al Verde Vivo y la Universidad
Nacional de Colombia llevaran a cabo una investigaciéon para determinar los niveles de diversos
contaminantes en la poblacidn de Suesca afectada por la contaminacién del rio Bogota.

Por este motivo necesitamos toda su colaboracién y sinceridad para contestar la encuesta que
realizaremos, y para suministrarnos una muestra de sangre de 10 mL y una de orina (50 mL) por una
Unica vez con el fin de medir algunos plaguicidas como organofosforados, carbamatos, organoclorados
y ditiocarbamatos. La muestra de sangre no representara ningun riesgo para usted ya que los
materiales utilizados son estériles, sin embargo, puede haber una pequefia molestia al obtener esta
muestra. La realizaciéon de estas pruebas de laboratorio no tendra costo econémico para usted y los
resultados se entregardn personalmente una vez sean analizadas las muestras. La informacion
recolectada es confidencial y serd manejada tinicamente por el grupo de investigadores.

El estudio tendra una duracién de 1 afio. Los individuos podran retirarse del mismo en el momento que
lo deseen. El beneficio que traera el participar en éste estudio es el poder contar con los resultados de
las pruebas realizadas las cuales indicaran el nivel de exposicion a plaguicidas organofosforados,
carbamatos, organoclorados y ditiocarbamatos y servirdn para tomar acciones correctivas o de
prevencion. Los individuos que lo ameriten seran remitidos a la EPS o ARS correspondiente con el fin
de definir la conducta médica a seguir; los que no cuenten con EPS tendran un seguimiento a través de
la Direccién Local de Salud de Suesca.

con cédula de ciudadania ndmero
de acepto participar voluntariamente en este estudio y cooperaré
respondiendo las preguntas de la encuesta que se aplicara y dando 10 mL de sangre y una muestra de
orina de una miccién, necesarios para los analisis correspondientes. Asi mismo declaro que he tenido
oportunidad de preguntar y que las inquietudes que he tenido me han sido resueltas.

Por lo tanto, yo

Firma: CC No.

Testigos

Nombre: Nombre:

CC No. CC No.

Direccion: Direccion:

Teléfono: Teléfono:

Firma: Firma:

Investigadores:

Alejandra Salcedo Marcela Varona  Adriana Rodriguez Jaime F. Gonzalez
de de 2008.
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Documento de Consentimiento Informado

PLAGUICIDAS EN EL RiO0 BOGOTA: EFECTO EN EL PEZ CAPITAN Y EN LA
POBLACION QUE LO CONSUME

Investigadores Responsables:
Alejandra Salcedo, Marcela Varona, Adriana Rodriguez y Jaime F. Gonzalez

Estimado Seiior/Sefiora:

La produccién de cultivos agricolas, como el de las flores, bajo el sistema intensivo que se
practica en la Sabana de Bogotd, requiere la aplicacién de grandes cantidades de
plaguicidas para el control fitosanitario.

Las consecuencias que se pueden desprender de esta actividad se reflejan en el rio Bogota
y la grave catastrofe ecoldgica que padece, pues la floricultura hace parte del 28% de la
actividad socioeconémica generada sobre la cuenca del rio.

Es el propdsito de este estudio verificar la existencia de elevados niveles de plaguicidas
(organofosforados, carbamatos, ditiocarbamatos y organoclorados) en la aguas de la
cuenca alta del rio Bogot4, determinar los biomarcadores de exposicién y efecto de los
plaguicidas mencionados en el pez “capitan de la sabana”, asi como en la poblaciéon que
habita la zona y es consumidora del pez en su dieta.

Queremos invitarlos a participar voluntariamente en el estudio, pero se requerira de la
autorizacion libre e informada de cada uno de ustedes.

Este documento contiene la informacién necesaria para que usted pueda decidir si desea o
no participar en el estudio, le pedimos que lo lea cuidadosamente y nos haga todas las
consultas que estime conveniente antes de darnos su decisién.

A cada individuo se le solicitard una muestra de 10 ml de sangre y una muestra de orina
(50 mL), en la cual se realizard la determinaciéon de plaguicidas organofosforados,
carbamatos, organoclorados y ditiocarbamatos.

Riesgos y beneficios del estudio

La toma de muestra de sangre y de orina no implica riesgo para la salud y se tomara una
Unica vez. Se le entregaran los resultados a cada individuo con la explicacién respectiva.
Los individuos que lo ameriten seran remitidos a la EPS o ARS correspondiente con el fin de
definir la conducta médica a seguir, los que no cuenten con EPS tendran un seguimiento a
través de la Direccion Local de Salud de Suesca.

Derecho de los participantes

La participacion es completamente libre, voluntaria y gratuita. Si usted decide rechazar
esta invitacion a participar, ello no afectara la atencidon que usted recibe en las entidades
de salud, ni perderd ninguno de los beneficios que le corresponde por Ley. Toda la
informacién del estudio sera guardada en forma confidencial y an6nima. S6lo el personal a
cargo del estudio y el Comité de Etica que lo supervisara podra tener acceso a sus datos
personales.

Personas que le pueden dar informacion adicional
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Si usted desea hacer cualquier consulta sobre el estudio puede contactar a los siguientes
investigadores:

Dra. Alejandra Salcedo 3474570 Ext.338 Bogota
Dra. Marcela Varona 2207700 Ext.447 Bogota
Dra. Adriana Rodriguez 6918398 Bogota
Dr. Jaime Fernando Gonzalez 3165524 Bogota
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