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Resumen

La agricultura intensiva ha llevado al uso indiscriminado de pesticidas en las Gltimas décadas
afectando los ecosistemas y en Ultima estancia al ser humano. Muchos de ellos estan
involucrados en el desarrollo de enfermedades que afectan significativamente la salud. En
trabajos anteriores, los investigadores del presente proyecto han estudiado la influencia de
resorcinarenos (moléculas macrociclicas) y su efecto en la actividad de enzimas como la
catalasa, encontrando cambios conformacionales que llevaron a disminuir la actividad de la
enzima significativamente. Con este trabajo se pretende a nivel in vitro estudiar el efecto que
pueda tener la interaccion entre resorcinarenos y pesticidas comunes como nicotina, glifosato
y acido amino metil fosfonico (AMPA) sobre la integridad de eritrocitos humanos. Para esto,
los eritrocitos seran sometidos a contacto con estas moléculas (incubacion) y se realizaran
medidas de actividad catalasa, oxidacion de proteinas, actividad antioxidante, estabilidad del
grupo prostético e integridad a través de microscopia. Con los resultados se pretende
contribuir al conocimiento del impacto de este tipo de moléculas sobre la salud del ser
humano y el potencial de los resorcinarenos como moléculas coadyuvantes o sinérgicas en

la interaccion con los pesticidas.
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Introduccion

Se han reportado estudios para la biodegradabilidad de glifosato y sus metabolitos en suelo
con microorganismos (Zhan et al., 2018). Por otra parte, el uso de quercetina se ha estudiado
con el fin de evaluar su efecto en la proteccion de danos oxidativos a nivel celular frente a la
nicotina (Yarahmadi et al., 2017). Sin embargo, no hay reportes de estudios de moléculas
sintéticas que puedan interactuar con estos pesticidas y que puedan llegar a constituirse en
posibilidades para la mitigacion de su impacto sobre ecosistemas y el ser humano. El uso de
aditivos sintéticos presenta potencial, tanto para inhibir como para potenciar los efectos de
plaguicidas.

Las moléculas sintéticas que se proponen son resorcinarenos sulfonados, que han sido
previamente estudiados en la interaccion con el amiloide abeta (Han Park, et al. 2017) y la
insulina (Han Tian, et. al. 2017), donde se revel6 una interaccién que conduce la inhibicion
de la fibrilacién de ambas proteinas. Ademads, solamente el estudio con abeta incluyd un
indicio acerca de la inocuidad de los resorcinarenos frente a embriones de erizo de mar.
Previamente, nuestro grupo de investigacion (asociado a la U. Antonio Narifio) estudio el
efecto de cinco resorcinarenos sobre catalasa, una enzima que controla el estrés oxidativo.
En dicho estudio (Resultados en proceso de publicacion) se encontrd una inhibicion de tipo
no-competitivo que va desde 10-70 %.

Las moléculas de tipo resorcinareno han sido estudiadas por su capacidad de formar uniones
supramoleculares con gran variedad de moléculas, conocidas como “huéspedes”. Esto debido
a dos factores: presentan forma de “cono” en donde pueden alojarse los huéspedes, y
presentan una gran variedad de posibilidades de interaccion (puentes de hidrogeno, van der
Waals, etc.). Se ha experimentado no solo con proteinas, sino con otras moléculas como
huéspedes: aminoacidos, medicamentos, y otras sustancias bioldgicamente relevantes
(Sanabria y Maldonado, 2019).

Con base en esas investigaciones, es interesante el estudio de la actividad de la catalasa, ya
no sobre la proteina purificada, sino a nivel celular. Donde el target de eleccion son los

eritrocitos humanos, células que presentan la mayor actividad en cuanto a especies reactivas
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de oxigeno. Adicionalmente, pueden ser usadas moléculas de interés en agricultura como
huéspedes en interacciones de competencia. De tal manera que se han escogido: glifosato,
AMPA y nicotina. Esto permite tener un panorama in vitro de las interacciones entre

moléculas a nivel biologico.

Planteamiento del problema y pregunta de investigacion.

El uso de pesticidas para el control de plagas, el manejo de malezas o cultivos ilicitos es un
tema de gran complejidad dado que se hace necesario contar con un gran numero de
evidencias sobre sus efectos sobre el ecosistema y la salud humana para poder legislar al
respecto. Aunque existen varios estudios que han revelado la afectacion que muchos de estos
generan sobre diferentes organismos a nivel in vivo e in vitro, son pocos los que proponen
una alternativa para su remediaciéon. Teniendo en cuenta lo anterior se plantea en este
proyecto las siguientes preguntas de investigacion:

(La presencia de resorcinarenos puede tener un efecto sinérgico o inhibidor sobre el
mecanismo de interaccion de los pesticidas en los eritrocitos humanos? , ;el estudio de estas
interacciones puede aportar al conocimiento de mecanismos de accidn de los pesticidas sobre

los eritrocitos?, ;el conocimiento de estos mecanismos aportarian a procesos de remediacion?

Justificacion de la investigacion.

La necesidad de lograr mayores volimenes de produccion de alimentos para satisfacer la
demanda alimenticia ha llevado a cultivadores a incrementar significativamente el uso de
pesticidas y plaguicidas sin tener en cuenta la afectacion que estos puedan tener sobre los
ecosistemas y la salud del ser humano. El glifosato y sus metabolito (AMPA) se ha usado
para controlar malezas (Steinrticken y Amrhein, 1980) y en la erradicacién de cultivos
ilicitos. La nicotina por su parte es un alcaloide presente en hojas de tabaco usado como
pesticida (Luttrell y Vogel, 2014). Estudios realizados metabolitos (Van Bruggen et al., 2018;
Kwiatkowska et al., 2014; Kurenbach et al., 2015) han demostrado los efectos nocivos que
tienen para el medio ambiente y la salud el glifosato, sus y la nicotina (Padmavathi et al.,
2010; Sikdar et al., 2017). Esto resultados hacen necesario profundizar en los efectos y
mecanismos de accion de estos pesticidas sobre la salud humana, asi como alternativas para
su tratamiento o remediacion. Los resorcinarenos, son moléculas sintéticas que han

demostrado la capacidad de interaccion con distintos tipos de moléculas (Han, 2017), entre
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las que se encuentran algunas de naturaleza proteica, por lo que son moléculas con potencial
para interactuar con efecto sinérgico o inhibidor en procesos metabolicos como los que se
llevan a cabo entre pesticidas y eritrocitos.

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende estudiar la interaccion entre Glifosato,
AMPA y nicotina sobre la integridad y procesos metabdlicos en eritrocitos humanos en
presencia de resorcinarenos, y de esta manera contribuir al entendimiento de la afectacion de
estos pesticidas sobre la salud humana y el potencial de los resorcinarenos como moléculas

sinérgicas o inhibidoras de dichos procesos.
Objetivos
Objetivo general

Establecer el papel de cinco resorcinarenos sulfonados sobre los efectos de nicotina,

glifosato, AMPA en parametros metabolicos e integridad de eritrocitos humanos
Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad catalasa en eritrocitos ante la presencia de pesticidas.

2. Evaluar la actividad catalasa en eritrocitos ante la presencia de resorcinarenos
sulfonados.

3. Establecer el efecto de resorcinarenos en presencia de los pesticidas sobre la actividad
catalasa

4. Evaluar parametros bioquimicos (oxidaciéon de proteina, poder antioxidante,
porcentaje de hemolisis, determinacion de hemoglobina y liberacion de hemo)
resultantes de la interaccion entre eritrocitos en presencia de plaguicidas y
resorcinarenos

5. Observar la integridad de eritrocitos tratados con los pesticidas en presencia de

resorcinarenos por microscopia.

Marco Teorico

Glifosato y AMPA

El glifosato [N-(fosfometil) glicina] es un herbicida de amplio espectro cominmente usado
para el control de malezas (fig. 1). Este, al ser absorbido por las hojas, se transporta a todas

las partes de la planta causdndole finalmente la muerte. Esto como consecuencia de la

BOGOTA - Linea gratuita nacions PBX

VICERRICTORIA GINIRAL DE UNIVERSIDAD ABMATA Y A DISTANCIA (VUAD) « Te

ACREDITACION
NSTITUCIONAL

DE ALTA CALIDAD
MULTICAMPUS




UNIVERSIDAD SANTO TOMAS

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA

inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS) lo que genera
acumulacion de 4acido Shiquimico y finalmente la interrupcion de la biosintesis de
aminoacidos aromaticos como triptdéfano, fenilalanina y tirosina, indispensables en otros

procesos bioquimicos de la planta (Steinrticken y Amrhein, 1980).
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Figura 1. Molécula del N-(fosfonometil)glicina (Glifosato)

El AMPA, acido aminometilfosfonico (fig. 2) es un producto de degradacioén de fosfonato,
degradacion microbiana de glifosato en suelo y de fotodegradacion de amino-plofosfonatos

en el agua.
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» Figura 2. Acido aminometilfosfonico (AMPA)

Esta molécula se caracteriza por ser muy estable debido a los fuertes enlaces carbono-fosforo,
por tanto, su vida util y acumulacién en medios acudticos, suelos, sedimentos, productos

vegetales y 6rganos animales se ve favorecida (Grandcoin et al., 2017).

En 2015 La Organizacién Mundial de la Salud reclasific6 al glifosato como probablemente
carcindogeno para los humanos (Van Bruggen et al., 2018), y ya se han reportado estudios
donde se evidencia cambios en los parametros metabolicos de eritrocitos humanos como
consecuencia del contacto con el glifosato y sus metabolitos (Kwiatkowska et al., 2014).
Alteraciones significativas en procesos metabdlicos y hematoldgicos en peces (De Moura et
al., 2017), y se ha relacionado el uso de este herbicida con la resistencia a los antibioticos y
agentes microbianos de importancia clinica en algunas bacterias (Kurenbach et al., 2015).
Nicotina

Con nombre 3-(1-metil-2-pirrolidin)piridina (fig. 3) es extraida de las hojas de Nicotiana

tabacum. Es un liquido oleoso de color amarillo palido, higroscopico. Se clasifica como un

ACREDITACION
NSTITUCIONAL

BOGOTA - Linea gratuita nacions PBX

VICERRICTORIA GINIRAL DE UNIVERSIDAD ABMATA Y A DISTANCIA (VUAD) « Te

o M N O o T - e b PO

DE ALTA CALIDAD
MULTICAMPUS




UNIVERSIDAD SANTO TOMAS

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA

alcaloide con potentes propiedades adictivas. Estd presente en productos como el tabaco y
sus extractos se han tenido diversos usos como pesticidas (Luttrell y Vogel, 2014), debido a
su efecto neurotoxico sobre los insectos. Sin embargo, dada su alta toxicidad por ingestion
accidental, inhalacion o contacto con la piel ha sido prohibida en muchos paises para fines

agricolas.

Figura 3. Nicotina
La nicotina se degrada principalmente en el higado por procesos enzimaticos y su tiempo de
vida media es de aproximadamente 2 horas generando cotinina (Alkam y Nabeshima, 2019).
Debido a su alta solubilidad en agua, esta puede migrar a cuerpos de agua, por tanto, puede
constituirse en un riesgo para el medio ambiente asi como para la salud humana.
A nivel de estudios in vitro, existen reportes de dafios en eritrocitos de fumadores por
hemolisis, peroxidacion lipidica, aumento en las especies reactivas de oxigeno entre otras
afectaciones (Padmavathi et al., 2010), y alteraciones morfoldgicas (Sikdar et al., 2017).
Resorcinarenos
Los resorcinarenos (fig. 4) son macrociclos derivados del resorcinol que poseen una gran
versatilidad en el reconocimiento de sustancias. Son poco solubles en agua. Estos compuestos
tienen la facultad de formar una cavidad tridimensional en donde se menciona que pueden
alojar diferentes iones o moléculas neutras, por medio de interacciones como puente de

hidrogeno, dipolo-dipolo, catién- grupos pi e hidrofobicas (Han, 2017).

(A) (B)
Figura 4. (A) Resorcinarenos propuestos en el presente estudio. NasMeRA R;=-CHs,
R,=CH,SO3;Na; NasEtRA R;=-CH>CH3, Ro>= CH2SO3Na; NasPrRA R;=- CH, CH>CH3, Ro=
CH2SO3Na; NasSRA Ri=- CH, CH2SCH3, Ro= CH2SO3Na; NasESRA R=- CH>,CH>SOsNa,
R>=H. Estrutura tipica en forma de copa de Resorcinareno (B)
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La interaccion de resorcinarenos con moléculas de naturaleza proteica como enzimas
(catalasa y lipasa) y albimina ya se ha estudiado por los autores de este proyecto,
encontrandose un efecto inhibitorio de su actividad en el caso de catalasa y aumento de esta
en lipasa. Por tanto, se convierten en moléculas con potencial para interactuar con efecto
sinérgico o inhibidor en procesos metabdlicos.

Eritrocitos

Los eritrocitos son células sanguineas que se originan en la médula d6sea. Carecen de
estructuras internas de membrana, se pueden aislar facilmente y como caracteristica
importante presentan cambios morfologicos, liberacion extracelular de hemoglobina,
aumento del contenido de adenosintrifosfato (ATP) cuando son expuestos a xenobioticos.
Los eritrocitos son vulnerables a la peroxidacion lipidica frente a la presencia de estas
sustancias. Los cambios en la capacidad antioxidante de los glébulos rojos son indicativo de
la capacidad del xenobidtico para generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que llevan al
dafio oxidativo los hacen un buen modelo para diferentes ensayos de citotoxicidad in vitro
(Faraga y Alagawany, 2018).

Catalasa

La catalasa es una metaloenzima con un grupo hemo como cofactor. Presenta en su estructura
cadenas de polipéptidos orientadas en forma de dimeros o tetrameros con un ntcleo de hierro.
Cataliza la reaccion donde el ion férrico del grupo hemo reduce el peroxido de hidrégeno
para producir oxigeno y agua (Vlasits et al, 2010). Uno de los papeles mas importante de esta
enzima es en procesos antioxidantes a nivel celular, dado que esta involucrada en mecanismo
de defensa frente a especies reactivas de oxigeno (ROS), razén por la que cuantificar la
actividad de esta enzima es un indicador usado como marcador rapido, no invasivo para
identificar diversas anomalias a nivel celular (Sepasi y Moosavi-Movahedi, 2018). Este
criterio se ha aplicado con mucho éxito en otros campos como indicador en la identificacion

y seguimiento de exposicion a polucion quimica (Vasylkiv et al, 2011).

Las células de casi cualquier organismo estdn expuestas a ambientes oxidantes siendo el
oxigeno la molécula del metabolismo aerodbico responsable de generar productos
denominadas especies reactivas de oxigeno (ROS) con altisima habilidad para oxidar. Entre

las ROS se encuentran: oxigeno molecular (O2), ozono (O3), oxigeno singulete (02 ') anion
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superdxido (02 *), peroxido de hidrogeno (H20z), hidroperoxido (OHz *) y radical hidroxilo
(OH"). Como sistema de defensa frente a estas especies reactivas los distintos organismos
han desarrollado sistemas antioxidantes que pueden contrarrestarlos. Entre los sistemas
antioxidantes se pueden encontrar macromoléculas que alas ROS; enzimas antioxidantes
como la glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, transferasa y catalasa; cosustratos
antioxidantes y enzimas que los producen; antioxidantes endogenos y exogenos y sistemas
de reparacion. Una forma de evaluar el grado de afectacion de una sustancia xenobidtica en
una célula es determinar la capacidad antioxidante, este parametro refleja el estado del
sistema antioxidante ante un factor oxidativo en un sistema en particular. Su evaluacion
depende del tejido, célula o fluido de interés pues cada uno tiene un sistema antioxidante

caracteristico (Quintanar y Calderon, 2009).

Metodologia

Obtencion, aislamiento y tratamiento de eritrocitos

El proceso para la obtencion de muestra contara con el formato de consentimiento informado
y la aprobacion del comité de ética USTA.

Los ensayos se realizardn a partir de muestras bioldgicas, especificamente se realizard una
venopuncion a pacientes donadores sanos con edades entre 24-27 afos, no fumadores, no
medicados y no consumidores de bebidas alcohdlicas (Rodrigues et al., 2014), previa firma
de consentimiento informado. Se tomard la muestra en tubo con anticoagulante EDTA o

heparina y se procedera a procesar en un tiempo no mayor a 2 horas.

La sangre entera se centrifugara a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C, y se procedera a retirar el
plasma y el paquete de globulos blancos y plaquetas. Los eritrocitos se lavaran con buffer
tamponado pH 7.4 (PBS) tres veces y se resuspenderan en una solucion 10% v/v

(Maheshwari et al., 2019).

Disposicion de residuos

Los residuos biologicos que se generen en los procedimientos de laboratorio para el
desarrollo del proyecto se gelificaran usando el producto comercial “Biosorb” y se
dispondran en el galon de residuos anatomopatologicos que seran recogidos por servicios

generales (encargada del laboratorio en la UAN) y quién transportara dicho recipiente en
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bolsa roja rotulada al centro de acopio de la Universidad, mientras lo recoge la empresa
contratada para tal fin (Ecocapital). Estos procedimientos estan estandarizados en la UAN.

Los residuos provenientes de los procesos de sintesis quimica se dispondran de acuerdo a los
procedimientos establecidos en la UAN, para lo cual se cuenta con contenedores certificados

incluidos en los servicios de Ecocapital.

Preparacion de soluciones de pesticidas y resorcinarenos

Se prepararan soluciones de cada uno de los resorcinarenos en buffer TBS a partir de las
cuales se obtendran cantidades requeridas para tener concentraciones (se propone entre 0.01
y 0.1 M) en la muestra de eritrocitos.

En el caso de nicotina se preparard una soluciéon en TBS, a partir de la cual se obtendran

concentraciones en la muestra propuesta entre 8 y 20 mg.

El glifosato y AMPA se prepararan en buffer TBS para obtener concentraciones que se
proponen entre 0.01-5 mM en la muestra (Kwiatkowska, 2014).

Interaccion eritrocitos con pesticidas y resorcinarenos

La metodologia se llevara a cabo teniendo en cuenta lo reportado Maheshwari (2019) con
algunas modificaciones. Los eritrocitos se incubaran con cada uno de los compuestos de
interés en las concentraciones mencionadas anteriormente, durante 4 h a 37°C en bano de
agua con agitacion. También se contard con muestra control de eritrocitos, es decir, muestras
de eritrocitros bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura pero sin los
xenobioticos. Finalizada la incubacion, se separaran los eritrocitos por centrifugacion, se
realizaran lavados con buffer y se provocara su rompimiento por adicion de buffer
hipotonico). El material de interés obtenido se separara por centrifugacion y se almacena a
-20 °C (Maheshwari, 2019).

Degradacion de grupo hemo

Hemolizados se diluyen 20 veces con buffer TBS y se mide su fluorescencia a 480 nm
utilizando 325 nm como longitud de onda de excitacion (Nagababu et al, 2008). La cantidad
de hierro liberado se cuantificard usando ferrozina la cual produce un complejo color rosa

con absorbancia a 550 nm.
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Oxidacion de proteina

Se cuantificara tratando la muestra con 2-4 dinitrofenilhidrazina, la cual da un complejo de
hidrazona que absorbe a 360 nm. Los productos de la oxidacion (AOPP) se cuantificaran por
espectrofotometria a 340 nm. Grupos amino libres se evaluaran realizando lecturas a 420 nm
de los productos de color amarillo formados por la adicion de 2,4,6-trinitrobencenosulfonato
(Maheshwari, 2019).

Actividad catalasa

La actividad de la catalasa se determinara siguiendo el decrecimiento de la absorbancia
resultado de la descomposicion de H>O> a 240 nm cada tres segundos durante 30 segundos
de acuerdo a Aebi (1984). La actividad CAT se expresara como mM H>O> consumida
min 'mg proteina!

Porcentaje de Hemdlisis

El porcentaje de hemolisis se determinara tal y como lo describe Pieniazek et al. (2004).
Poder antioxidante

Se llevard a cabo por el método del ABTS. La muestra es tratada con solucion 7 mM de
ABTS con persulfato de potasio 2.45 mM en la oscuridad. Posteriormente, esta solucion se
diluye con TBS y se adicionara el hemolizado. Se obtendra una solucién de color purpura.
Se evaluard la absorbancia con espectrofotometro a 734 nm durante 5 min. Los resultados se
reportaran como en trolox equivalentes por mg de Hb (Re et al 1999).

Integridad de eritrocitos Microscopia

Se realizara observacion de los eritrocitos tratados por microscopia electronica con el fin de
observar anormalidades en la estructura celular. Aqui los eritrocitos se lavaran tres veces con
PBS y se fijardan con glutaraldehido por 1 hora a temperatura ambiente (Maheshwari et al.,
2019). Se realizaran lavados con PBS y luego puestas sobre laminas de vidrio, secadas,
lavadas con etanol y cubiertas con oro, para posteriormente ser leidas a una magnificacion
de 2500X.

Analisis estadistico

Todos los andlisis se reportaran como el promedio de triplicados +/- S. Se realizara un analisis
estadistico ANOVA usando el software SPSS. Un nivel de probabilidad P< 0.05 para
establecer diferencias estadisticamente significativas. Todos los experimentos se llevaran a

cabo con muestras de un solo donante.
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Presupuesto
Valor partida Valor
FINANCI . contraparti
ACION RECURSO DESCRIPCION da Total ($)
(Externa)
*Paquete de anélisis $4.000.000
Servicios Técnicos microscopico $ 6.000.000
*Desarrollo de software $2.000.000
Salidas de campo
RUBRO
S Equipos $2.000.000 $2.000.000
Reactivos: $1.800.000
Materiales. i Nicotina, Glifosato, AMPA,
ateriales, Insumos y Buffers, Ferrozina, ABTS $ 1.800.000
software 2-4 dinitrofenilhidrazina
2,4,6-
trinitrobencenosulfonato
Papeleria
Fotocopias
Material bibliografico
BOLSA
S Auxilio de transporte
Movilidad Ponencias para socializacion
Publicaciones .
(Articulos,  proceso Traduccion de articulos
editorial y traduccion)
TOTAL DEL PROYECTO: | $9.800.000

Presupuesto
Horas néomina

B Sede/ Seccional
Concepto Nombre Escalafon Horas mes Total (S)
o Externo

Horas Nomina Obradith Bogota (10 meses):
(Investigador Caicedo B 80 20.085 000’
Principal) (USTA) S
Andrés Malagén Docente 48 Bogota
5 investigador 5 g
R TR e 31”(513?1 investigador Bosota 25.000.000
Investigadores o €
rvestigadores)  pemal Rosas R 32 15.000.000
(UAN)
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Consideraciones éticas
Anexos

1. Cartas de aval de las instituciones donde se realiza la investigacion o donde se

recogen datos/muestras, si aplica.

&8 UnIVERSIDAD SANTO TOMAS

PRIMER CLAUSTRO

Datos generales y vistos buenos a la propuesta

Fecha: Agosto 6 de 2019

Sefiores

DIRECCION DE INVESTIGACION E INNOVACION
SEDE PRINCIPAL

Universidad Santo Tomds

A continuacién, comunicamos que la propuesta titulada “Estudio in vitro de la alteracién de
eritrocitos humanos por pesticidas de uso extendido y moléculas macrociclicas™.

se presenta a la DECIMOQUINTA CONVOCATORIA PARA EL FOMENTO DE LA
INVESTIGACION Y LA INNOVACION 2020. Esta ha sido evaluada por el Comité de
Investigacion del Departamento de Ciencias Bésicas el dia 06/08/2019 y se determiné que
cumple con todos los requisitos exigidos en la misma.

Adicionalmente la propuesta cuenta con el visto bueno del lider del grupo CIM (Ciencia e
Ingenieria de Materiales), profesor Fabio Castillejo, y del director del Departamento de
Ciencias Basicas, Ing. Nelson Rojas, quien asignard a los investigadores las horas de
acuerdo con la siguiente distribucion:

Numero de horas a asignar
Docente Rol en 2020
Obradith Caicedo Orjuela Investigadora principal 80 /mes
Atentamente

Investigador prin al— Director ento de Ciencias Basicas

Coordinador Comité de investigacion

Departamento de Ciencias Bésicas
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2. Formato de consentimiento informado y/o asentimiento (cuando la investigacion lo

amerite).

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA VENOPUNCION
JPor qué se realiza toma de muestra?

El proyecto hace parte de una Convocatoria interna de la Universidad Santo Tomas, titulado:
Estudio in vitro de la alteracion de eritrocitos humanos por pesticidas de uso extendido y
moléculas macrociclicas. Aca se pretende evaluar el efecto de algunos compuestos quimicos
y moléculas encontradas en el ambiente (Resorcinarenos sulfonados sobre los efectos de

nicotina, glifosato, AMPA) sobre los eritrocitos humanos.

Se pretende contribuir al conocimiento del impacto de este tipo de moléculas sobre la salud
del ser humano y el potencial de los resorcinarenos como moléculas coadyuvantes o

sinérgicas en la interaccion con los pesticidas.

De acuerdo a los objetivos planteados se hace necesario tomar muestra de sangre para lo cual
contamos con la Bacteridloga quien es el personal de Salud autorizado y calificado para

realizar el procedimiento.
,Como se realizara la toma de muestra?

En primera instancia la Bacteriologa realizara una serie de preguntas al voluntario, con el
fin de conocer si sufre de alguna patologia, o si posee algun antecedente médico. Luego de
evaluar que el voluntario se encuentra en las condiciones adecuadas para la donacion, se le
explicara el procedimiento y se realizard la extraccion.

La puncién venosa es la recoleccion de una muestra de sangre que se obtiene punzando una
vena (el sitio de punciéon mas comun es el brazo). Las venas son vasos sanguineos que se
encuentran cerca de la superficie de la piel y por su estructura tienen un color azulado. El
area se limpia con un liquido antiséptico (como lo es el alcohol) y un algodon después se

realiza una puncion con una aguja nueva y estéril la cual es dirigida a la vena para luego
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recoger la sangre en un contenedor (tubo pequeiio de plastico estéril), finalmente, se retira la
aguja y se coloca un algodén con alcohol nuevamente para evitar algiin sangrado y dejar

limpia la zona.

NOTA: Si usted decide facilitar una muestra de sangre para este estudio, se marcara el tubo
con cddigo especial el cual no revelard su nombre, tan solo la fecha y nimero de muestra.
Luego nosotros extraecremos alrededor de 4 ml de sangre de una vena de su antebrazo. La

sangre serd llevada al laboratorio de la UAN donde se realizara el procedimiento de analisis.
.Qué efectos secundarios se pueden presentar después de la toma de muestra?

* Dolor en el sitio de puncion: Todo procedimiento médico invasivo, por minimo que
sea, puede provocar dolor. La percepcion del mismo varia en cada individuo, siendo
mas pronunciado en algunas personas.

* El estrés generado por la toma, con frecuencia es mayor que la puncion en si.

* Desmayo, palidez e hipotension: Antes, durante o después de la toma de muestra,
algunos individuos pueden presentar los efectos adversos mencionados, debido
principalmente al nerviosismo o ansiedad que causan este tipo de procedimientos.

* Aparicion de hematoma en la zona de puncion.

NOTA: Muchos de los pacientes suelen presentar mayor dolor al momento del
procedimiento, debido a que por la ansiedad que presentan, realizan movimientos bruscos los

cuales causan mayores lesiones al momento de la puncion.

CERTIFICADO DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Soy Mayor de 18 afios, acepto participar y donar una muestra de sangre para el desarrollo de
este proyecto. He tenido la oportunidad de hacer preguntas y siento que todas mis inquietudes
al respecto han sido resueltas. Entiendo que el donar una muestra de sangre es mi eleccion y

comprendo los riesgos que se pueden presentar durante y después de la toma de muestra.
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Confirmo que he leido la seccion de como se realiza la toma, que efectos secundarios se
pueden presentar y conozco que mi informacion personal y los resultados que resulten de mi
persona seran confidenciales y,por tanto, acepto que mi muestra de sangre sea utilizada para
fines de investigacion y acepto voluntariamente participar en este estudio y entiendo que
tengo derecho de retirarme del mismo en cualquier momento sin que esto afecte en alguna

forma mi servicio médico  Si No

Nombre del Participante:

Tipo de identificacion: N° de identificacion:
Edad: Sexo: N¢ de celular/ teléfono:
Departamento/Municipio: Direccion residencia:

Firma del Participante:

En caso de emergencia llamar a:

Vinculo: Teléfono de contacto:

Nombre del Testigo:

Firma del Testigo:

(Seleccionado por el participante y sin nexos con el grupo de investigacion).

Nombre del Encuestador:

Firma del Encuestador:

Fecha /] (dd/mm/aa)
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3. Hojas de vida de los investigadores, segun el formato dispuesto.
Obradith Caicedo Orjuela. Docente investigadora U. Santo Tomas.
http://scienti.colciencias.gov.c0:808 1/cvlac/visualizador/generarCurriculoCv.do?cod_rh=00

00729191

Edwin Andres Malagon Bernal. Docente investigador U. Antonio Narifio
http://scienti.colciencias.gov.c0:808 1/cvlac/visualizador/generarCurriculoCv.do?cod_rh=00

00713287

Yuly Bernal. Docente U. Antonio Narifio
http://scienti.colciencias.gov.c0:808 1/cvlac/visualizador/generarCurriculoCv.do?cod_rh=00

00981230
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