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man consumption are usually contaminated by industrial,

agricultural and waste water, which contribute to the pres-
ence of compounds with mutagenic properties. In this work the
mutagenic and genotoxic activity of water extracts obtained using
XAD2 and XAD7 resins, from an affluent that supplies a water treat-
ment plant and from the untreated water that arrives to the plant,
were evaluated through the Ames test and the comet assay, respec-
tively. A concentration-response effect between water extracts and
mutagenic effect was evidenced, exhibiting that TA98 strain in pres-
ence of microsomal fraction S9 had the most number of revertants.
Besides the mutagenic activity exhibited by the affluent and plant ex-
tracts was different being 12% more mutagenic than affluent water.
The genotoxicity results showed that the different quantities of the
extracts of the water samples can induce different levels of damage in
the DNA of human lymphocytes, independently of the sample site.
The most tail length of the Comet observed was 75.8 pm at 1.5mg,
the maximum concentration evaluated. Results suggest that a con-

g bstract: Waters that supply waters treatment plants for hu-
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siderable amount of mutagenic and genotoxic contaminants that are
discharged into the effluent can arrive to the plant.

Keywords: Mutagenicity, Genotoxicity, Raw water, Ames test, Comet
assay.

Resumen: Las aguas que surten las plantas de potabilizaciéon para
luego ser tratadas para el consumo humano, generalmente son con-
taminadas por desechos industriales, agricolas y aguas negras, los
cuales contribuyen a la presencia de compuestos con propiedades
mutagénicas. En este trabajo se evalué la mutagenicidad y genotox-
icidad de extractos de aguas concentrados mediante resinas XAD2
y XAD7. Las aguas fueron tomadas de un afluente que abastece una
planta de potabilizacién y del agua de dicha planta sin tratar. Las ac-
tividades mutagénicas y genotoxicas se estudiaron usando el ensayo
de Amesy el ensayo cometa, respectivamente. Se evidencioé un efecto
concentracion-respuesta entre los extractos de agua y el efecto mu-
tagénico, prevaleciendo el numero de revertantes en la cepa TA98 en
presencia de enzimas metabdlicas. Ademads, la actividad mutagénica
exhibida por los extractos del afluente y de la planta fue diferente,
siendo las aguas de la planta 12% mads mutagénicas. Los resultados de
genotoxicidad mostraron que las distintas cantidades de los extractos
de las muestras de agua, pueden inducir diferentes niveles de dafio en
el ADN de linfocitos humanos, independiente del sitio de muestreo.
La maxima longitud de cola observada fue de 75.8 pm en la maxima
concentracion de extracto de agua, 1.5mg.

Palabras claves: Mutagenicidad, Genotoxicidad, Aguas negras, Test
de Ames, Ensayo cometa.
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1. INTRODUCCION

Un ambiente acudtico, como un rio, es un depositario de descargas
antropogénicas, domeésticas, agricolas e industriales, constituyén-
dose asi en reservorios potenciales de mutagenos, los cuales pueden
ser usados para alimentar plantas de potabilizacion de aguas. Diver-
sos estudios han revelado que las aguas superficiales pueden con-
taminarse con componentes genotoxicos y mutagénicos a través de
diferentes fuentes como desechos industriales, aguas negras, lixiv-
iados agricolas con agroquimicos, entre otros [1, 2]. Consecuente-
mente, la contaminacion del agua puede ser un serio problema para
los ecosistemas acudticos y para la salud humana, ya que muchos
de estos compuestos son transportados por el agua y transformados
en subproductos activos por los tratamientos de desinfeccion, hasta
llegar a aguas domiciliarias [3, 4]. Compuestos mutagénicos como
las aminas heterociclicas (AHs), formadas en las partes quemadas de
carnes fritas y asadas; hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA)
formados por la combustion incompleta del material organico, en-
tre otros desechos, pueden llegar a los rios por distintos tipos de
desechos contaminantes [5].

Existen diversos tipos de desechos industriales que presentan efecto
mutagénico y son frecuentemente vertidos a las aguas de quebradas
y rios. Por ejemplo, el benceno es ampliamente usado como materia
prima en la sintesis de plasticos, hules, resinas, nylon, anilina, de-
tergentes, medicamentos, colorantes e insecticidas, por lo tanto, esta
contenido en muchos residuos industriales y estd asociado con un
incremento en la incidencia de leucemias y aneuploidias en células
madre hematopoyéticas [6]. Compuestos como los ftalatos también
han mostrado ser mutagénicos [7], entre ellos estan: dibutilftalato
(DBP) y diidobutilftalato (DiBP), los cuales son usados para mejo-
rar el procesamiento quimico de materiales plasticos, de lacas, de
cauchos, cosméticos, juguetes de ninos y lubricantes. Las plantas de
colorantes trabajan a base de arilaminas, que son compuestos mu-
tagénicos y carcinogénicos [8] capaces de permanecer intactos por
mucho tiempo en el agua cuando son arrojados a los rios o pueden
ser absorbidos por los sedimentos [9]. Los benzotriazoles, tales
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como 2-fenil-benzotriazol, son productos de la industria de colo-
rantes, pesticidas y caucho y se ha observado que inducen una alta
mutagenicidad [10].

Las aguas negras, procedentes de domicilios, hospitales, fabricas,
estaciones de gasolina, e.t.c contienen aminas heterociclicas (AHs),
con alta potencialidad mutacarcinogénica. Las AHs ya sea en forma
libre o en mezclas complejas, llegan a las aguas negras por medio de
la orina y heces fecales de personas que consumen dichos alimentos
[11]. Dichas aminas se forman en la costra quemada de alimentos
proteicos ricos en creatina, como carnes, pescado fritos y asados. En-
tre las AHs estan las amino-imidazo azarenas (AIA) que han dem-
ostrado ser potentes mutagenos. Los niveles de produccién de los
AJA en la costra quemada varian en bajos rangos de p.p.b, depend-
iendo del tiempo de calor y temperatura, pero también son influen-
ciados por el contenido de agua, proporcién de aminoacidos y tipo
de carne [1]. En general, las aminas heterociclicas pueden dividirse
en dos grupos: aminas polares que contienen el anillo imidazo y las
aminas no polares que tienen en comun una molécula Piridoindol o
Dipiridoimidazol. La mayoria de aminas heterociclicas son formadas
de la mezcla creatinina, aminodacidos y carbohidratos, expuesta a al-
tas temperaturas [12].

Investigaciones hechas con sistemas modelo, muestran que la cre-
atina juega un papel importante en la formacién de mutdgenos que
contienen el anillo imidazo como 1Q, IQx (2-amino-3 metilimid-
azo [4,5-f] Quinolina), MelQx (2-amino-3-metil-3h-imidazo(4,5f)
quinolina), y DiMelQx (2-amino-3,4-dimetil-3h-imidazo(4,5f)quin-
olina) [13]. Por la coccién de la carne también se pueden originar
moléculas piridoindol tal como el 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo
[4-5-b] piridina (PhIP). Estudios han demostrado que el PhIP incre-
menta la proliferacion del receptor estrogénico ER, obteniendo una
respuesta mitogénica por activacion de proteinas kinasas (MAPK)
[14], aumentando asi la promocién y progresion de enfermedades
neoplasicas. Todas las aminoarenas formadas en alimentos expues-
tos a altas temperaturas (fritos y asados) son potentes mutagenos y
se ha evidenciado que pueden inducir cancer en ratas, ratones y si-
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mios en diferentes 6rganos como higado, pulmoén, estémago, mama,
intestino, pancreas, colon, vejiga y prostata [15].

Las aguas negras también contienen hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPA) que en su mayoria son también mutacarcinogéni-
cos, por ejemplo, el benzo (a) pireno. Los HPA carcinogénicos se
forman por combustién incompleta y pirolisis de material organico,
por lo tanto se encuentran en el humo, cenizas, hollin y aceites que-
mados que son vertidos en el agua [16]. Los mutagenos del humo
también llegan a las quebradas y rios al ser arrastrados por el viento y
precipitados a las aguas a través de la lluvia. La mayoria de los HPAs
también son pre-mutagenos indirectos que requieren oxidacion por
citocromo p450 para ser convertidos en forma activa y tener efec-
to carcinogénico [17]. Existen HPAs que pueden transformarse en
mutagenos directos por fotoreactivacion en los cuerpos de agua [18].

Existe una estrecha relacion entre la exposicion crénica a bajas do-
sis de mutagenos y la incidencia de cancer, a través de la fijacion de
mutaciones [19]. Debe tenerse en cuenta que la exposicion crénica a
pequeiisimas dosis de mutagenos puede resultar en la acumulacién
de mutaciones en células blanco, hasta convertirlas en iniciadoras del
proceso carcinogénico. Aunque las dosis de mutagenos contenidas
en el agua son muy pequeias, del orden de partes por billéon (p.p.b),
al llegar continuamente al organismo y no causar muerte celular, el
dafo genético puede acumularse en una sola célula hasta convertirla
en cancerosa. Por lo tanto, es de suma importancia conocer las vias
por las cuales llegan los mutagenos al organismo y asi poderlos evitar.

Una planta de potabilizacion, ubicada al suroriente de Medellin (Co-
lombia), que distribuye agua potable a mas de 1.500.000 habitantes
de la parte sur de Medellin y municipios aledafios, potabiliza agua
del afluente y de otros rios que pueden estar contaminados con agro-
quimicos, desechos industriales y aguas negras domiciliarias. El aflu-
ente, ademas recibe aguas negras provenientes de un corregimien-
to, de algunas veredas y de expendio de carnes fritas y asadas, asi
como de carpinterias ricas en solventes y de bombas de gasolina.
Los mutagenos disueltos en el agua pueden encontrarse en pequefias
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concentraciones las cuales pueden ser imperceptibles por ensayos
mutagénicos de rutina. Por lo tanto, es necesaria la extraccién de la
materia organica de estas aguas usando resina XAD. Esta resina es un
copolimero de estireno-divenilbenzeno de baja polaridad que posee
caracteristicas macrorreticulares, esenciales para su alta capacidad
de adsorcion de quimicos polares y apolares potencialmente efecti-
vos en pruebas toxicas y genotoxicas.

El ensayo de mutagenicidad de Ames, que consiste en usar cepas
auxotrofas de Salmonella typhimurium con mutacion en el operén
histidina, determinan si algiin compuesto o mezcla es mutagénica
o no, dependiendo de la cantidad de colonias revertantes de his- a
his+. Este ensayo, ha sido ampliamente usado para detectar activi-
dad mutagénica en mezclas complejas ambientales, asi como de agua
de rio. Cepas altamente sensibles responden a aminas aromaticas
y/o nitrocompuestos que también han sido encontrados ambiental-
mente en algunas aguas superficiales [20]. El ensayo de cometa per-
mite cuantificar la cantidad de dafio en el ADN como resultado de
la interaccién con agentes genotoxicos contenidos en las aguas que
se estan evaluando. En este trabajo se logré determinar la actividad
mutagénica y genotdxica de extractos de aguas que alimentan una
planta de potabilizacion, cuyos resultados evidencian un potencial
riesgo para los habitantes expuestos a estas aguas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestras.

Las muestras de agua fueron colectadas en un afluente y en una plan-
ta de tratamiento de aguas antes de tratar, de acuerdo al Standard
Methods for the Examination of Water and Waste Water [21]. 100 li-
tros de agua fueron tomados en el afluente a 1 metro de profundi-
dad, mientras que los 100L de agua antes de tratar se tomaron en el
laboratorio de la planta de tratamiento de agua. Ambas muestras se
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tomaron en 3 ocasiones distintas con igualdad de condiciones clima-
tologicas. Posteriormente los 100L de agua de cada uno de los sitios
muestreados se pasaron por un filtro de gasa con el fin de retener
cualquier material sdlido.

2.2. Extraccion del material orgdnico.

Las muestras de agua se ajustaron a un pH 7, muy similar al natural.
Luego se procedio a concentrar el material organico de cada muestra;
para esto, el agua (100L) se pasd por una columna de vidrio que con-
tenia 100 gramos de resina XAD-7 y 100 gramos de resina XAD-2.
El agua se paso por gravedad a una velocidad aproximada de 15 ml/
mm. El material organico de la columna fue consecutivamente elui-
do con 4 volumenes de acetona seguida de tres volimenes de dietil
éter. Los solventes se retiraron por rota evaporacion a baja presion y
50°C hasta alcanzar la sequedad para poder pesarlos y etiquetarlos.
En la parte inferior y superior de la columna se colocé algodén que
también se lavé con metanol. Las concentraciones que se trabajaron
se obtuvieron diluyendo 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 y 3 mg de extracto en un
mililitro de DMSO al 50%.

2.3. Mutagenicidad por el test de Ames.

El efecto mutagénico de los extractos del material organico del agua
obtenidos por resinas se evalué por medio del test de Ames, usan-
do el protocolo descrito por Maron y Ames [22]. Se trabajé con dos
cepas mutantes auxotrofas de Salmonella typhimurium, TA-98 y TA-
100, con mutaciones en el operdn histidina por perdida/ganancia de
bases y por sustitucién de bases, respectivamente. Se evalu6 la mu-
tagenicidad de cada extracto usando concentraciones que no sean
toxicas o solo lleguen a LC . 10° bacterias mutantes contenidas en
caldo nutritivo fueron mezcladas con las distintas concentraciones
de los extractos previamente mencionadas, en presencia o ausencia
de enzimas activadoras contenidas en un homogenizado de higado
(mezcla S9) de rata macho, con el fin de activar algunos mutagenos
indirectos de manera metabdlica. La mezcla se pre-incub¢6 a 37°C
por una hora y luego se sembré en agar minimo. El conteo de colo-
nias se realiz6 luego de 48 horas de incubacién a 37°C. Para el control
positivo se utilizé 2-aminofluoreno (2-AF). Como control negativo
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se usaron agua desionizada y bi-destilada, y como control interno se
us6 DMSO al 7%. Para cuantificar la mutagenicidad se determind
el indice mutagénico (IM), el cual es la proporcion entre el nime-
ro de revertantes inducidas por el tratamiento con respecto a las re-
vertantes espontaneas del control negativo. Los resultados de cada
concentracion se expresaron como el promedio de tres experimentos
independientes, cada uno por duplicado.

2.4. Evaluacion de la citotoxicidad por azul de tripdn y de la geno-
toxicidad mediante el ensayo Cometa.

La muestra de sangre fue colectada de un voluntario (saludable, no
fumador, de 22 afios de edad) en vacuntainer estéril con heparina
como anticoagulante. Los linfocitos fueron aislados de las muestras
de sangre a base de ficoll, mediante centrifugacién a 2000rpm por
30". Fueron lavados con Buffer fosfato salino (PBS) y tratados inde-
pendientemente a distintas concentraciones: 0.25; 0.5; 0.75; 1; 1.25;
1.5 mg/ml DMSO (1%). Las células fueron rutinariamente chequea-
das por viabilidad celular mediante azul de tripan, antes y después de
una hora de tratamiento. Posteriormente el ensayo cometa fue lleva-
do a cabo y se proceso segin la metodologia propuesta por Singh et
al,, [23]. Las células tratadas, mezcladas con agarosa de bajo punto de
fusién (LMA) al 0.5%, se pipetearon sobre portaobjetos previamente
impregnados con agarosa de punto de fusién normal (NMA), inme-
diatamente se cubrieron con cubreobjetos para sumergirlo en solu-
cion de lisis fresca, por minimo una hora. Después, los portaobjetos
se colocaron en una camara de electroforesis horizontal con tampén
alcalino (pH >13) (NaOH 10N y EDTA 200mM) a 4°C por 20 min
para que el pH alcalino desnaturalice el ADN y optimice las rup-
turas de los sitios apurinicos (AP) ocasionados por los genotoxicos.
Al cumplirse este tiempo, se corrid la electroforesis a 25 V, 300mA
por 30 min. Los portaobjetos se lavaron con tampdn neutralizante
y se tifleron con bromuro de etidio. Las células se observaron de
manera manual en un microscopio marca Nikon con un filtro verde
de una longitud de onda de 540nm, con un aumento de 400X y un
micrémetro ocular de 20X con un valor maximo de medicién de
100pm. Se hicieron tres experimentos independientes y se analiza-
ron 100 células por cada tratamiento (50 células por placa) en cada
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experimento. El dafio del ADN se midi6 con base en la longitud en
um de la migracion de los fragmentos de ADN (cola) de los cometas
(a mayor longitud de cola, hay mas fraccionamiento del ADN) [24].
Para medir el dafio también se tiene en cuenta la frecuencia de célu-
las dafiadas. Los linfocitos, cuyas colas sean mayores a dos veces la
longitud promedio del control, se clasificaron como células dafiadas.

2.5. Anadlisis estadistico.

Los resultados del test de Ames se analizaron mediante la variable
de indice mutagénico (IM), que significa la cantidad de revertantes
inducidas por el tratamiento sobre las revertantes espontaneas. El
analisis se hizo mediante pruebas no paramétricas de Mann Witney
y andlisis de correlacién de Spearman. Para los datos de genotoxici-
dad evaluada mediante el ensayo cometa solo se tom¢ el parametro
de (longitud de cola en um) por que la lectura se hizo manual segun
Rajaguru, Vidya et al. [25], se promediaron (medianas) con base en
los datos de 50 células por cultivo de linfocitos (unidad experimen-
tal) se analizaron mediante ANOVA factorial. El andlisis se hizo con
el programa estadistico SPSS 19.0 (IBM Software, NY, USA), con un
nivel de significancia maximo de 0.05. En todas las tablas, N se refiere
al namero de platos o cajas de petri.

3. RESULTADOS

3.1. Ensayo de Salmonella.

En la Tabla 1 se resumen los resultados promedio (Media y desvi-
acion estandar) de la mutagenicidad expresada como indice mu-
tagénico (IM) obtenida con el test de Ames, para cada uno de los
cuatro factores incluidos en el estudio (sitio de muestreo, cepa, acti-
vacion metabdlica y concentracion del extracto).

Los resultados demostraron que las aguas de la planta tuvieron una
influencia significativamente mayor sobre el IM (p<0.05) en com-
paracion con las aguas del afluente, exhibiendo un incremento de la
mutagenicidad alrededor del 12%. Por otro lado, la cepa de S. typh-
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imurium TA-98 y la presencia de enzimas metabolicas, extracto S9,
influyen significativamente en el IM con respecto al control negativo
(p< 0.05). El incremento promedio del nimero de revertantes de la
cepa TA-98 respecto a la cepa TA-100 es del 70%, mientras que el
incremento promedio de la mutagenicidad de los extractos de agua
en presencia de S9 es del 77%.

Se observo un efecto claro de concentracion-respuesta entre los ex-
tractos y la actividad mutagénica mediante la prueba no paramétri-
ca de correlacion de Spearman, identificando una asociacion lineal
positiva, significativa estadisticamente (p<0.05), entre las concentra-
ciones del extracto y el IM (tabla 1). Desde la concentracion mas
baja de extracto (0.5mg/mL) se observa una influencia significativa
sobre el IM con respecto al control negativo (p< 0.05), y el IM in-
crementa dependiendo directamente de la concentracion mostrando
asi, mayor promedio de IM en la concentracién mas alta (3mg/ml) y
el menor promedio de IM es exhibido por la concentraciéon mas baja
(0.5mg/ml).

26



José Oriate-Garzon, Ivin Meléndez Gelvez, Ary Fabidn Paruma Velasco,
Héctor Hugo Cdrdenas, Margarita Zuleta y Carlos Alberto Peldez

Tabla 1. Valores del indice de mutagenicidad de acuerdo al sitio de muestreo,

a la cepa, a la presencia y ausencia de enzimas metabdlicas y a las Concen-
traciones. Los resultados son expresados como el promedio de 3 experimen-
tos independientes, cada tratamiento por duplicado.

Indice de Mutacion

Prueba; p = sig-
FACTORES *X + DE N nificancia es-
tadistica
Afluente |2.029 £0.074 | 168 _ a
SITIO U = 11742.000
Planta |2.145 +0.074 | 168 | P =0.007
TA-98 |2.622+0.074 | 168 _ .
CEPA U = 10682.500
TA-100 |1.552+0.074 | 168 |P =0.000
ACTIVACION CONS-9 [2.671£0.074 | 168 | U = 9422.000°
METABOLICA SINS-9 |1.503+0.074 | 168 |P=0.000
0.5 1.140 + 0.037 |56
1 1.296 +0.037 |56
CONCENTRACION 1.5 1.644 +0.037 |56
DE EXTRACTO EN Rho =0.825
mg/mL 2 2.476 £0.037 |56 | 1, ~ 0,000
2.5 3.154 +0.037 |56
3 3.896 + 0.037 |56

En la Figura 1 se observa el analisis de regresion entre la concen-
tracion de los extractos de agua de ambos sitios y el IM, indicando
que la concentracién es directamente proporcional al IM. El coefi-
ciente de determinacion (R*= 0.95) permite inferir que la variabil-
idad observada en el indice de mutacién depende en un 95% de la
concentracion de los extractos acuosos. El 5% restante, posiblemente
depende de otros factores tales como el sitio de muestreo, de la cepa
y de la activacién metabolica.
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Figura 1. Asociacion lineal positiva entre la concentracion de los extractos
del afluente y la planta, y el promedio de los indices mutagénicos (IM) exhi-
bidos por ambos sitios de muestreo.
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3.2. Ensayo Cometa.

En la tabla 2, se resume el efecto genotdxico en linfocitos humanos
por los extractos de agua de los dos sitios de muestreo, evaluado
mediante el ensayo Cometa. El biomarcador de genotoxicidad es la
“longitud de cola” en um y entre mayor longitud mas es el dafio en el
material genético. Mediante analisis de varianza factorial univariado,
se detecta un débil incremento en la longitud de cola en los linfoc-
itos tratados con el extracto del agua del afluente (57.4 + 15.1 um)
respecto de la longitud de cola de los linfocitos tratados con agua de
la planta (54.2 £ 14.5 um); no obstante, la diferencia no alcanza a ser
significativa al nivel del 5% (p = 0.06) (Ver tabla 2).
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Tabla 2. Longitud de cola como resultado de la fragmentacion del ADN,
inducida por los extractos de los dos sitios de muestreo e interaccion entre
concentracion y sitio de muestreo. También se observa la F y la p de ANOVA

para cada caso.

T Longitud de cola ) .
tracién ‘X (um) +e.e. Longitud en funcion
de la concentracion
(mg/mL) | Afluente Planta
DMSO 31.1+2.8 329+2.8 32+49
0.5 489+ 2.8 46.5+ 2.8 477+ 2.3
0.75 58 + 2.8 543428 | 56163 | pos3g
1 595+ 2.8 58.5+ 2.8 59+ 6.5 p*=0.00
1.25 70+ 2.8 64.6 +2.8 67.3+7.9
1.5 75.8 £ 2.7 68.1 +2.8 72 £10.4
Longitud 57.2 +15.1 542 +14.5 55.7 + 14.8
en funcion e ol e o
del sitio | F=3-36: p’=0.08 =0.71;p*=0.6

p= Significancia estadistica al comparar las concentraciones.

pP= Significancia estadistica al comparar los sitios de muestreo.

p= Significancia estadistica de la interaccion entre concentracion y si-
tios de muestreo.

"Media + error estandar (Tamaiio de muestra)

En consecuencia, se puede afirmar que las aguas de ambos sitios se
asemejan en funcion a la genotoxicidad. Cuando se comparan las
medias de longitud de cola de las diferentes concentraciones, inclui-
do el control negativo, se determina diferencia significativa de todas
las concentraciones respecto al control negativo (F = 53.81; p< 0.05).
La diferencia en el efecto genotoxico de los extractos de agua, resultd
ser independiente del sitio de origen, pues la interaccidn entre los
dos factores (sitio y concentracion) no fue significativa estadistica-
mente (F = 0.71; p = 0.6). Ambos sitios de muestreo no presentaron
diferencias significativas en funcion a la genotoxicidad (F= 3.36; p =
0.08). Mediante analisis de correlacion y regresion se identificé una
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asociacion lineal positiva significativa estadisticamente (afluente: r’=
0.98, p<0.05; planta: r’= 0.98, p< 0.05), entre la concentracion de los
extractos y la longitud de la cola de las 300 células evaluadas por cada
concentracion (figura 2). El coeficiente de determinacién (r?) per-
mite inferir que la variabilidad de la longitud de cola depende en un
98% de la concentracion del extracto, para ambos sitios de muestreo.

Figura 2. Asociacion lineal positiva entre longitud de cola y la concentracion

del extracto de dos sitios de muestreo: afluente y la planta, promediado a
partir de 300 datos por cada concentracion.

90 -

80 4 y =28,686x + 33,429
Rz =0,9809

* Afluente
a Planta

=24 171x + 33,857
R?=0,9839

0 025 05075 1 125 15

Concentracion de extracto (mg/ml)

3.3. Ensayo de viabilidad celular mediante azul de tripan.

La viabilidad de los linfocitos humanos en el pre - tratamiento oscild
entre 97 y 99%. En la tabla 3 y figuras 3 y 4, se presenta el porcentaje
de viabilidad celular de los eritrocitos y el porcentaje de células dafa-
das (son las células con longitud de cola mayor al promedio del con-
trol) como resultado a mas de una hora de exposicion a los extractos
de las aguas de ambos sitios. Se realizaron registros en 300 células por
cada concentracion, en cada sitio.
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Tabla 3. Porcentaje de viabilidad y porcentaje de dario en eritrocitos, in-
ducido por los extractos de las aguas del afluente y de la planta a diferentes
concentraciones evaluadas.

Sitio Concentracion | % Viabilidad % de daiio

(mg/ml) post-tratamiento ?
DMSO 96 16
0.5 92 65
0.75 87 82

Afluente
1 90 94
1.25 86 90
1.5 85 99
DMSO 96 16
0.5 89 50
0.75 85 58
Planta

1 87 70
1.25 85 83
1.5 80 94

El porcentaje de células dafiadas como consecuencia del efecto de los
extractos de agua fue directamente proporcional a la concentracion.
De hecho en la figura 3, se puede observar un dafio considerable a
partir de las concentraciones mas bajas para ambas muestras de agua.
De manera general, las aguas del afluente mostraron un porcentaje
de dano mayor en las concentraciones mas bajas en comparacion con
las aguas de la planta. No obstante, en las concentraciones maximas
de los extractos, el efecto genotdxico inducido por los dos sitios de
muestreo es muy similar.
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos humanos dafiados, expuestos por una hora
a cinco concentraciones de los extractos de las aguas del afluente (o) y del
agua cruda al entrar a la planta (A ).
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La viabilidad de los linfocitos humanos post-tratamiento disminuyd
en funcién del aumento de la concentracion de los extractos de agua
de ambos sitios de muestreo. Bajo la influencia de las aguas del aflu-
ente, la viabilidad disminuy¢ del 96% al 85% en forma dosis depend-
iente, mientras que las aguas de la planta disminuyeron la viabilidad
desde el 96% hasta el 80% en la maxima concentracion evaluada.
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Figura 4. Viabilidad de linfocitos humanos después de una hora de trata-

miento con cinco concentraciones de extractos de agua del afluente (®) y

de agua cruda al entrar a la planta ( A ) mediante coloracion con azul de
tripan.
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4. DISCUSION.

Los estudios nacionales e internacionales sobre mutagenos en cuer-
pos de aguas contaminadas con residuos industriales, agroquimicos
y aguas negras, demuestran una asociacion lineal positiva entre el au-
mento de la concentracion de los extractos de agua y el IM junto con
la longitud de cola de los cometas [2, 26-29], en concordancia con
nuestros resultados, en donde se evidenci6 un incremento del nime-
ro de revertantes en las cepas TA 98 y TA 100 con y sin activacién
metabolica, mostrando predominancia de la actividad mutagénica
en la TA98, debido a que la mayoria de las mezclas complejas am-
bientales a excepcion del agua clorada, tienen mayor actividad en la
cepa TA98 en comparacion con la TA100 [30]. Diversos estudios han
utilizado estas dos cepas para evaluar la mutagenicidad de distintas
muestras complejas ambientales [31-34].
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Los mayores valores de IM se evidenciaron en presencia de S9, indi-
cando que estas aguas se encuentran influenciadas por desechos de
zonas urbanas, zonas agricolas e industriales (carpinteria y bombas
de gasolina), arrojando mutagenos al afluente y transportandolos
hasta la planta. El agua de la planta mostré mayor efecto mutagéni-
co que el agua del afluente. Este incremento en la mutagenicidad es
debido a que en la planta se acumulan mutdgenos provenientes del
afluente y de otros cuerpos de agua que la surten. Segun Vargas et al.,
[35], algunos mutagenos organicos polares desechados por las indus-
trias, son transportados por el agua conservando sus caracteristicas
fisicas y quimicas.

La mayor actividad mutagénica observada en los dos sitios de mues-
treo fue de accion indirecta en presencia de enzimas metabolicas
para ambas cepas analizadas, TA98 y TA100. Esto indica que en estas
aguas hay mayor concentraciéon de mutagenos indirectos ¢ sea que
necesitan ser metabolizados para activarse y asi poder interactuar
con el ADN bacteriano. Entre estos compuestos, los mas comunes
que se han encontrado en estudios similares son: aminas heterocicli-
cas [36], hidrocarburos policiclicos aromaticos [37] y nitrosaminas
[38]. Los mecanismos para que estos compuestos se activen son los
siguientes: El primero es llevado a cabo por citocromo P450 (CY-
P1A2) y el segundo es llevado a cabo por o-acetyltransferasa y sulfo-
transferasa, ocasionando asi especies altamente reactivas capaces de
unirse al ADN [39, 40].

En este trabajo la mayor actividad mutagénica fue observada en la
cepa TA98, la cual detecta mutagenos que actuan por pérdida y/o
ganancia de bases. El incremento en el nimero de revertantes de esta
cepa puede ser debido a la presencia de aminas heterociclicas en es-
tas aguas, ya que son mutagenos indirectos muy comunes en aguas
negras residuales, que inducen mutacién por pérdida o ganancia de
bases [41]. Las aminas hterociclicas son formadas en la costra que-
mada de alimentos proteicos fritos y asados [42] y pueden llegar a las
aguas de los rios por medio de la orina y heces fecales de las perso-
nas que las consumen. Las aminas mas abundantes encontradas en
los cuerpos de agua que presentan este tipo de contaminacién son
las arilaminas, las cuales son compuestos altamente mutagénicos y
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eventualmente carcinogénicos [43]. Estas sustancias se encuentran
generalmente en desechos industriales; que en el caso particular de
las aguas de la planta y las del afluente, vienen en desechos de colo-
rantes usados en la carpinteria. Algunos colorantes, cuando son des-
cargados dentro del rio, pueden permanecer suspendidos en el agua
o pueden ser absorbidos por el boton de sedimentos o bioconcentra-
dos [44, 45].

Otros compuestos también son muy comunes en cuerpos de aguas
tales como los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA), que
provocan mutacion por pérdida o ganancia de bases y son forma-
dos por la combustidon incompleta de material organico [46]; pueden
llegar a las aguas muestreadas por desechos industriales, residuos
domiciliarios, lluvias, escorrentias o procesos atmosféricos [47, 48].
El benzo a pireno es uno de los HPA mas comunes en el ambiente, ya
sea libre o mezclado con otra sustancia [49] y por lo tanto uno de los
mas estudiados. El mecanismo de accion del benzo- a -pireno en la
cepa TA 98 ha sido determinado [50] y consiste en una mutacion in-
ducida en una secuencia de bases repetidas consistente en la delecién
de bases (CG 6 GC) en la secuencia CGCGCGCG.

La baja actividad mutagénica de la cepa TA100 con y sin activacion
metabdlica, en comparacion con la TA98, tanto en el afluente como
en la planta, puede ser atribuido a varios procesos de interaccién
entre metabolitos y blancos genéticos en la cepa TA100 (HisG46,
G-C) [51]. Las aguas estudiadas, son alimentadas principalmente
con desechos domiciliarios y no han sido sometidas a procesos de
cloracioén, por lo tanto, no hay productos de cloracién como triha-
lometanos y furanonas, que son mutagenos que revierten la cepa
TA100 [52].

En esta investigacion se identificé una relacién concentracion-re-
spuesta entre las concentraciones de los extractos de ambos sitios y
la mutagenicidad (IM) y el dafio genético (Longitud de cola). La aso-
ciacidn lineal positiva entre las concentraciones y los biomarcadores
de mutagenicidad y genotoxicidad puede deberse a la sumatoria en-
tre compuestos intrinsecos de cada extracto de agua como mezcla
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compleja, que expresa las sumas de las respuestas mutagénicas con
respecto al incremento proporcional de la concentracion. Ademas,
Taylor y colaboradores [53], afirmaron que las interacciones entre
dos mutagenos similares no tienden a reaccionar entre si por sus car-
acteristicas electrofilicas, sino que reaccionan con otras moléculas
presentes en el extracto, macromoléculas celulares o de la mezcla S9.

Los resultados del ensayo cometa, demuestran que los extractos ac-
uosos del afluente y de la planta, inducen diferentes niveles de dafio
del ADN en linfocitos humanos. Generalmente, resultados asi son
relacionados con la presencia de mutagenos en el agua tales como
hidrocarburos policiclicos aromaticos, aminas heterociclicas y nitro-
saminas, que forman aductos con el ADN [54-56], ocasionando si-
tios apurinicos que fragmentan e incrementan la cola de los cometas
[57].

Con respecto a la genotoxicidad los dos sitios, afluente y planta, no
presentaron diferencia significativa estadisticamente, lo que sugiere
que las sustancias genotdxicas que llegan a la planta son las mismas
que aporta el afluente, omitiendo las contribuciones genotoxicas de
otros afluentes y contrastando con los resultados obtenidos con la
actividad mutagénica, en donde se observo que las aguas de la planta
tenian un mayor efecto mutagénico en comparacion con las del aflu-
ente. Se debe tener en cuenta que los principios fisioldgicos y bio-
quimicos de ambos ensayos no son iguales, y que la taza de revertan-
cia en una célula procariota en funcién a un fenémeno de mutacion,
y la longitud de cola en una eucariota como resultado de un evento
genotoxico, no deben ser necesariamente correlacionados, ya que un
efecto genotodxico se origina primariamente y de no ser reparado se
establece una mutacion. De hecho, cada resultado del biomarcador
obtenido es inherente al modelo bioldgico en el que se evalua.

Ademas, no se puede ignorar que las aguas que llegan en la planta
se encuentran represadas. Esto puede promover la sedimentacién
de algunas sustancias genotoxicas ya sea en forma libre o unidas al
material organico tales como acidos humicos y fulvicos [58], impidi-
endo asi su solubilidad en las aguas superficiales de la planta que fue
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en donde se tomo la muestra. La viabilidad disminuy6 en presencia
de los extractos de agua. Este efecto se debe a la presencia de varios
contaminantes que pueden llegar a cuerpos de agua tales como pes-
ticidas, metales, hidrocarburos policiclicos aromaticos, entre otros
contaminantes organicos, los cuales tienen efectos toxicos disminuy-
endo la viabilidad en varios tipos de células [59, 60].

CONCLUSION

Con los resultados, se puede concluir que las aguas que llegan a la
planta contienen mutagenos en su gran mayoria, aquellos que indu-
cen perdida o ganancia de bases en el ADN, y que ademas necesitan
activacion metabdlica para su accion. De acuerdo a la literatura es-
tos compuestos podrian ser hidrocarburos policiclicos aromaticos,
aminas heterociclicas, ptalatos, y benzotriazoles, los cuales se han
evidenciado estar presentes en aguas influenciadas por intervencion
antrdpica. Las practicas agricolas, el estilo de vida y los procesos in-
dustriales de esta region colombiana, contribuyen a la contaminacién
de estos cuerpos de agua que surten una planta de potabilizaciéon de
Medellin. Ademas, se evidencié que los compuestos que constituyen
estas aguas, tienen la capacidad de interactuar con el ADN en linfoc-
itos humanos, lo que indica que muchos de estos compuestos pueden
ser potencialmente peligrosos.
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