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INTRODUCCION



1. EL PROBLEMA DEL CANCER

Durantelos últimos años,el mundooccidentalha ido controlandoprácticamentelas

enfermedadesinfecciosascómo causade mortalidadsignificativa.

La mayoríade las muertes,en nuestro medio, ocurrenahoraen la vejez y pueden

atribuirsea enfermedadesque sonpropiasde la edadavanzada,crónicaso de largaduración

(Cairns, 1986).

En éste contexto,el cáncerse ha convertido en la entidad más importante,siendo

responsabledealrededordel 20% de la mortalidadabsolutaen los paísesdesarrollados(Axtelí

y col..1972).

Dejandoa un ladola importanciacuantitativade la enfermedad,no debemosperder

devistasus connotacionespsico-sociales;de todosessabidoquelagentesecomportade muy

distinta maneraanteun cáncerque anteotra entidad independientementede la gravedadde

éstaúltima.

Incluso entre gentes cultivadas, se considera al cáncer como una enfermedad

imprevisible, queatacaindiscriminadamentea ricos y pobres,obesosy delgados,ancianos

y hombresen la plenitudde su vida como si no guardaserelacióncon causaexternaalguna.

A pesardeesteconceptotanextendido,actualmenteconocemosque la mayoríade las

neoplasiasse debena factoresambientalesy, como quieraque en gran manerapodemos

modificar el ambiente,éstos cáncerespuedenser en gran partepotencialmenteevitables

(Murray y AxteIl, 1974).

Se han propuestovarios modelosde carcinogénesis(AxteIl, 1972). Segúnuno de los

más aceptados,la célula dispone de varios genes cada uno de los cuales le impide el

desarrollode un determinadotipo de tumor, y no daráorigen a ningunode ellos hastaque

cadagen no quedeinactivadopor unamutación.

2



Introducción

La probabilidadde que la célulapresentemutacionesen los “n” genesprotectores,

se elevaa la enésimapotenciacon la edad. Así podríamosafirmar que el logaritmode la

incidenciade cáncerdebeguardaruna relaciónlineal con el logaritmo de la edad.La teoría

suele ir en perfectoacuerdocon la distribuciónobservadaen las gráficasestadísticasde la

incidenciadel cáncerpor edades(Peto, 1985).

Suponiendoque el modelo seacorrecto,puedecalcularse,a partir de la pendientede

la relación logarítmicalineal, el númerode mutacionesnecesariaspara dar origen a un

cáncer. En un cáncer típico como es el de intestino grueso, el número adecuadode

mutacionespareceserde aproximadamentecinco (Caims, 1986).

Se considerapuésa cadatipo de cáncer, cómo el resultadofinal de la acción de

distintasmutacionesquepuedenhaberocurridoen cualquiermomentoen lavida del paciente.

Por lo tanto, el períodode incubaciónde cualquiertipo de cáncerseremontaal momentoen

que tuvo lugar la primera mutación,de modo quecubrea menudogran partede la vida del

paciente.

Muchosestudiosen poblacionesnómadasmuestranquela incidenciademuchostipos

de cáncerescomunes,sedebeparcialmenteal ambienteen el que discurrela juventud de

éstossujetos(Peto, 1985).

De forma parecida,los tumoresprofesionalesinducidospor la exposicióna ciertos

productosquímicosindustriales,puedentardaren aparecerhastadiezo veinteañosdespués

de que el individuo hubieseabandonadoel trabajo,y por tanto la exposiciónal agentenocivo.

De todo ello se deduceque cuandoindagamoslas causasde un tipo particularde

cáncer,no debemospoíarizarexclusivamentela atenciónen el pasadorecientedel paciente.

A la inversa, si una población seexpone,sin concienciade ello, a un agentecancerígeno,

puedentranscurrir muchosañosantes de que afloren las primerasmanifestacionesde la

enfermedady puedeserentoncesdemasiadotardeparahacerfrentea la ola de tumoresque

seavecína.
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Introducción

El conocimientodela relaciónentrela edady la tasademuertesporcáncerno precisa

las causas que lo determinan, informando sólo de que los pasos que a él conducen

probablementesehan ido acumulandodurantemuchosaños(Peto, 1985).

La principal cuestiónque seplantea,essabersí las causaso factoresmásimportantes

son ambientales,y por lo tanto potencialmenteevitables.Habríaqueconocertambién,si las

mutacionesquejalonanla formaciónde unacélulacancerosavieneninducidaspormutágenos

externos,ambientaleso bien sedebena un error espontáneoen la replicacióndel ADN.

Paraahondaren estacuestión,resultaútil observarel influjo de las migracionesde

una comunidadde un paísa otro en la incidenciadel cáncer. Cuandoun japonésemigraa

EstadosUnidos las diferenciasen la incidenciadecáncerde estómago(muchomásfrecuente

en el Japón)se pierdeen una o dos generaciones(Murray y AxteIl, 1974). Dado que los

japonesestiendena casarsedentrodel propiogrupo,el cambioen la incidenciadel cáncerde

estómagodebeatribuirsea factoresambientalesmásque a factoresgenéticos.

Más aun, dado que la frecuenciade los distintos tipos de cáncertarda más de una

generaciónen alcanzarlos nivelestípicosde EstadosUnidos,algunosagentescausalesserán

factoresdietéticosque tienden a persistir como partede una herenciacultural y no los

contaminantesatmosféricosquetiendena ser idénticosparatodala poblaciónque conviveen

un determinadolugar (AxteIl, 1972).

Por supuesto,al demostrarla influenciadel ambientedeningunaformaexcluimosla

contribuciónde los factoresgenéticosque siempredebentenersepresentesen el origen del

cáncer.

II. MUTAGENIESIS Y CARCINOGENIESIS

2.1. MUTACIONES ESPONTANEAS

La mutagénesises la partede la Genéticaqueestudialas mutacionesen relacióncon

su génesis,transmisióny detección.Consecuentemente,los mutágenossonlos agentesfísicos

o químicoscapacesde inducir, directao indirectamente,mutaciones(Velazquez,1987).
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Introducción

Considerandoel gen como la información hereditariacontenidaen un segmento

determinadodel ADN, y portantocon unaestructuralineal definidapor la secuenciadepares

de basesquelo componen,una mutaciónpuntual o intragénicapuedeconsiderarsecomo un

cambioen la secuenciade paresde basesquealterandola expresióndel gen da lugar a un

individuo mutante(Auerbachy Kilbey, 1971).

El cambiomáspequeñoseríael correspondientea un pardebases,pero la expresión

‘mutaciónpuntual” quea vecesseutiliza, serefieretambiéna un cierto númerodeparesde

basesadyacenteso incluso a pérdidao intercalaciónde bases(OPS/OMS, 1980).

La alteración en la secuenciade basesde un gen da lugar a la alteración en la

secuenciade basesdel ARN-m, que setranscribeen el punto o región del ADN afectadoy

por lo tanto en la proteínatraducida.

La estabilidadde las moléculashereditarias,que significamos como un requisito

necesarioparahacerfrentea su papelbiológico, essin embargorelativa.El grandespliegue

de formasbiológicasque existeny han existido, y la variabilidady diversidadde formasde

vida originadasa partir del primer ser vivo, han surgido graciasa la aparición de errores

sistemáticos que han permitido una diversificación de las moléculas hereditarias

autoduplicables(Auerbachy Kilbey, 1971).

Las mutacionesaparecenespontáneamentecon unafrecuenciarelativamentebaja. Así

seestimaque la frecuenciade mutaciónde un locus por gametoy por generación,en un

eucariontesuperiores, por término medio, de io~ a l0~. En un gametode un eucarionte

superior que tuviese del orden de unos 500.000 genes, habría una media de 0,5 a 5

mutacionesrepartidasaleatoriamentepor el genoma(Miller y Miller, 1981).

Convienedistinguir las mutacionesespontáneasquetienenlugarocasionalmenteen la

naturaleza,deaquellasque son producidaspor el efectode agentesinductoreso mutágenos

físicos y químicos. Los mecanismosmolecularesproductoresdel cambiode la secuenciade

basespuedenser muy diferentessegúnlos casos.
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2.2. MUTACIONES INDUCIDAS

Son numerososlos agentesinductoresde mutacionesgénicaso cromosómicastanto

físicos como químicos. Entreellos deben destacarsela radiación UVA (ultravioleta) y los

mutagenosquímicos.

Los mutágenosquímicospuedencausaralteracionesen lasecuenciadebasesdel ADN

de tres formasprincipalmente(Sugimura,1982):

a. Reaccionandoy alterandodirectamentelas basesdel ADN. Esteseríael casodelácido

nitroso, la hidroxilaminay los agentesalquilantes.

b. Sustituyendoa una o más basesdurante la replicación (análogosde bases).Por

ejemplo,5-bromouraciloy 2-aminopúrica.

c. Distorsionando las moléculas de ADN por introducirse en ellas, causando

consecuentementepérdida o adición de bases.Así actuaríanlas acridinas y las

moléculasaromáticas.

De acuerdocon la naturalezadel gen al que afectan, las mutacionespuedentener

distinta repercusión.Hablamospuesde mutacionesen genesestructurales,quesetranscriben

y traducen,y en el otro caso de genesquese transcribenpero no setraducen.

Estas mutacionespodríantransntitirsea la progeniede los individuos afectadosa

través de las células germinales(mutación germinal), o podríanapareceren individuos

expuestosa mutágenosy sertransmitidasde una generacióncelulara otra, dentrodel mismo

individuo (mutación somática) (OPS/OMS,1980).

Ademáses bien conocidala estrecharelación existenteentre los mecanismosde

mutación y reparación, y el hecho de encontrar mutantes “mutadores” y mutantes

“antimutadores”.Estosúltimos son variantesgénicasque tienen aumentadala capacidadde

reparacióne indirectamentecausanun aumentode la estabilidaddel ADN (Peto, 1985).
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El gran interésderivadodel descubrimientode estosgenes,encargadosde garantizar

la reparaciónde la moléculasde ADN, radicaen que con ello sedemuestraque la tasade

mutaciónesdependientedel propiogenotipode las especies.Es decir, existeun equipomás

o menoscomplejo de genesquegarantizanuna determinadafrecuenciade mutación.

Cadaespecieestápor tanto sometidaa la selecciónnatural que para cadasistema

biológico le proporcionael nivel más adecuadode variabilidad genéticarespetandolos

requerimientosadaptativospropios de especie.

En función de ello podemosentenderla mayor lasa de mutaciónobservadaen los

eucariontes(lOa a l0~) con relacióna los procariontes(1O~) (Sugimura,1982).

2.3. MECANISMOS DE CARCINOGENESIS

Numerosaslesiones en el ADN que podían producir mutacionespueden quedar

anuladasy restauradasmedianteuna eficaz reparación(Taylor,1982).

Por otro lado, el fallo en el mecanismode reparaciónde una lesión del ADN puede

conducira la implantaciónde la secuenciade basesdiferentea la original duranteel proceso

de replicación, lo quesi bien puededar continuidadfísicaa la molécula,puedesin embargo

generarla producciónde la mutación.A esteúltimo fenómenose le denominamutagénesis

indirecta, para distinguirlo de la que se produce por acción inmediata de un agente

mutagénicosobrela moléculade ADN o mutagénesisdirecta(Bartschy col., 1980).

Los avancesen los últimos deceniospermitenexaminarparalelamenteciertosaspectos

de la mutagénesisy la carcinogénesis.En otraspalabrasse tiene ahoracrecienteevidencia

de que, en la mayoríade los casos,intervienenmutacionessomáticasen la conversiónde

célulasnormalesen célulasneoplásicas(Jennery Testa, 1981).

El cánceren definitiva, consisteen una alteracióndel ciclo de las célulasque pasan

a dividirse de formaincontraladay adquierenciertastransformacionesquepuedenconducir

al establecimientode linajes celularesque invadeny alteranregionesy órganosdel cuerno

(OCDE, 1986).
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El cáncerseproducecomo consecuenciadeuna perturbaciónen el funcionamientode

ciertos genes y esta perturbación puede tener diversos origenes.

En realidad el cáncer no es una única enfermedad,sino un grupo complejo de

enfermedades,existiendovarios cientosde tipos y múltiplesagentesproductores.

La cancerogénesisasí vista es un complejo proceso biológico que puede

desencadenarseal menospor dos mecanismos:genéticoy epigenético(OPS¡OMS,1980).

2.3.1. MECANISMOS GENETICOS

Algunos cancengenosquímicospuedenser responsablesde solamenteuna pequeña

partedelos procesosquedesencadenanel cáncery no seconsiderancarcinógenoscompletos.

Así por ejemplo,algunosagentesinteractuancon el ADN e inician el procesopor el cual se

induce la lesión primaria y éstosson los llamadosiniciadores(Rinkus y Legator, 1979).

Otroscompuestosfavorecenla progesióndel cambioinicial del ADN y son por tanto

los llamadospromotorestumorales.

Un tercer grupo incluye a los agentesquímicos conocidos como carcinógenos

completosy que son descritoscomogenotóxicos(Giner-Sorolla,1986).

El términogenotoxicidad,que literalmentesignifica “toxicidad del genoma”, denota

un conceptoy no unaconsecuencia.Los efectostóxicos producidospor un agentegenotóxico

incluyen entreotros: mutagénesis,carcinogénesis,teratogénesis,retrasocelular, inducción

de fagosy roturascromosómicas.Cadaunade estasconsecuenciaspuedeservir de indicador

de genotoxicidadde un determinadocompuesto(Velazquez,1987).

Los mecanismosgenéticosde carcinogénesissebasanen una alteracióndel material

genético,es decir en una mutación(accióngenotóxica).

Estos son probablementelos responsablesde la mayoríade los cánceresobservados

en el hombre, y se derivan del establecimientode un enlacecovalenteentre el agente

cancerígenoy el ADN celular. De estaalteraciónderivaríauna mutaciónsomáticaquedaría
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lugar a la formaciónde un clon de célulastransformadas(Amesy col, 1989).

El mecanismomutágenicode la carcinogénesis,tambiénconocidocomo teoría de la

mutaciónsomática,o inducción del cáncer, gira en torno a la interaccióndel agentecon el

ADN.

Los oncólogosafirman que estemecanismoimplica un procesocon varios estadios,

incluyendoiniciación (reaccióncon el ADN), promocióny finalmenteprogresióndel tumor

(Boutwell 1974).

Los ensayosde carcinogenicidaden animales son capacesde detectar tanto los

irnciadores como los promotores.Los tests de mutagenicidaddeberíanser teorícamente

capacesde detectarcarcinógenosiniciadores(Amesy col., 1973a).

Ademásdemutacionespuntuales,ciertostestsdemutagenicidaddetectantambiénotros

tipos de daños genéticos, incluyendo alteracionescromosómicas,mutacionesmúltiples

específicasde locus y recombinaciones.

Así podemosestablecerdos tipos fundamentalesde daño genético: mutaciones

genéticasy aberracionescromosómicas.Los testsbacterianosde mutagenicidaddetectansólo

mutacionesgenéticas.

Los cancerígenosgenotóxicosconstituyenun conjunto de sustanciascarentes,en su

mayoría, de una característicaestructuralcomún. Sin embargo,se sabe que las formas

reactivas últimas de muchos carcinógenos químicos son reactivos electofflicos que

interaccionanconmacromoléculascelularescríticas,alterándolasde tal modoque, en algunos

casos,podríallegar a desarrollarseun procesocanceroso(Miller y Miller, 1981).

Estos agentesgenotóxicospuedenafectar tanto al material genéticode las células

germinalescomoal de las somáticas.Las mutacionesa nivel de las célulasgerminalesno dan

lugara cánceresmásque muy raramente(retinoblastoma).

Por el contrario las mutacionesque afectana las células somáticasson responsables

de la mayoríade los cánceresen el hombre.
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La primeraetapade la carcinogénesisllamadainiciación, comienzadespuésde una

mutacióninducidapor unasustanciacancerígena.Los estudiosen animaleshan demostrado

que una sola administraciónde la sustanciapuedesersuficientepara iniciar un cáncer.No

obstante,pareceque la iniciación no esadquiridadefinitivamenteo fijada masque después

de algunasdivisionescelularesque dan nacimientoa variascélulashijasa partir de las cuales

sedesarrollael tumor (Caims, 1986).

Los mecanismosmolecularesde iniciación sonpuesrelativamentecomplejosy pueden

diferir de un cancerígenoa otro, por lo que un mismo testreaccionacon diferenteprecisión

antesustanciasquímicasde distintanaturaleza.

La segundaetapade la cancerogénesis,la promoción,correspondea la expresiónde

la mutación a nivel de la célula inicial. La experimentaciónanimal ha demostradoque la

promoción puede inducirse por la repetidaadministraciónde sustanciasque se llaman

promotores(Land y col., 1983). Estasson sustanciasdesprovistasde actividadcancerígena

intrínseca,pero que aumentanconsiderablementela formación de tumoresdespuésde la

administraciónde un cancerígenoiniciador.

Pero la realidadesque la mayor partede los cancerígenossona la vez iniciadoresy

promotores,y por lo tanto, puedeninducir por si solosel procesode cancerogénesis.

Contrariamentea la iniciación la promociónno esel resultadode modificacionesen

el materialgenético, lo cual no significa que no se produzcanmás mutacionesduranteel

transcursode la fase de promoción; muy al contrario, el genomade la célula cancerosa

continúa desorganizándose,como consecuenciade la actividad genotóxica de algunos

promotoreso del cancerígenoiniciador, si esquese mantienela exposicióna éste(Bartsch

y col., 1980).

Porotro lado, se piensaqueun efectogenotóxicoesresponsablede la transiciónentre

la etapa de promoción y la etapa de progresión. Esta tercera y última etapa de la

cancerogénesisse caracterizapor la apariciónde metástasisa distancia.
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2.3.2. MECANISMOS EPIGENETICOS

El cáncer de origen epigenético es el resultado de la interferencia del agente

cancerígenocon los procesosque controlan la división y la diferenciacióncelulares,y todo

ello sin modificacionesdel material genético.

Es probableque la mayoría de los mecanismosepigenéticosdescritos hastahoy,

procedansólo de la experimentaciónanimal, puesto que la dosis que requierenpara su

inducción sonelevadasy sin comparaciónposiblecon la exposiciónhumana(Amesy col.,

1973b>.

Entre las sustanciasque actuaríanpor estos mecanismosestarían: los pesticidas

organoclorados,el fenobarbital,el tetraclorurode carbono,o sustanciashormonalescomoel

dietilbestrol.

Se puedeconcluir diciendoque la cancerogénesisesun procesomultifásicoen el que

sepuedendistinguir la iniciación, lapromocióny laprogresión.La cancerogénesisesademás

multifactorial, determinadapor factoresendógenosy exógenos.Porúltimo lacancerogénesis

tambiénes multigénica.Si el cáncerpuedeseriniciado poruna solamutación,semanifiesta

no obstantepor un caos genéticocrecientequecaracterizaa la célulacancerosa,animando

la activación o la inactivaciónde un gran número de genes,de los que algunoscomo los

protooncogenes o los anti-oncogenes, pueden acelerar la activación neoplásica

(OPS/OMS,1980).

Además es importante también subrayar, que el proceso de cancerogénesis

normalmentees muy largo. Las células iniciadaspuedenpermanecerdurmientesdurante

muchosañosy entrela iniciación y la apariciónclínica del cáncer,puedetranscurrircomo

media, un períodode tiempo quesepuedeestimarentre 15 y 20 años.
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III. CARCINOGENESIS AMBIENTAL

El efecto cancerígenode determinadosproductosquímicos presentesen el medio

ambienteseha ido apreciandolentamente,aúncuandoseconozcandesdehacemuchotiempo

ejemplosdecáncercausadospor lo que podríamosllamar unaexposiciónprofesional.

Ya en 1.775, el médico británico Sir Percival Pott, correlacionóla incidenciade

cáncerdeescrotoen los deshollinadorescon la acumulaciónde hollín en la ingle, ocurrida

muchosañosantes

Los descubrimientossobrecarcinógenosquímicosse remontanal menosa 1915 año

en que Yamagiway Itchikawa en japonésy en 1918en inglés,publicaronque “la repetición

de una continua irritación crónica causacáncer”, trás comprobarque las aplicaciones

repetidasde alquitrán de hulla sobrela piel de la orejade los conejosprovocabacáncer; a

partir de este momento, se puedeconsiderarque comienza la cancerogénesisquímica

experimental(Laborday DeLa Peña, 1982).

El progresohacia la comprensiónde la carcinogénesisquímica ha sido sin embargo

lento, debidoal menosa tres razones(OMS, 1978).

Primero, la mayoríade los carcinógenosquímicosno son biológicamenteactivos en

su forma original, de maneraque al analizar dicho estado,no se descubresu naturaleza

cancerígena.

Recientementeha quedadoclaro cómo resultadode las investigacionesde JamesA.

Miller y ElizabethC. Miller, de la Universidadde Winsconsim,quelos procesosmetabólicos

normalesque transformanlos alimentosen sustanciasque el organismopuedeabsorbery

eliminar, y convienenlos compuestosdañinosen inofensivos,tambiéntransformanciertas

sustanciasquímicasdel medioambienteen metabolitoscancerígenos.Habíapuésqueconocer

éstos metabolitosantesde poder considerarcomo una amenazalos productosde los que

provienen(Laborday de la Peña, 1982).
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Una segundacausade retrasofué que la función clave que desempeñala lesión del

ADN en la carcinogenesispor productosquímicos se ha descubiertorecientementey los

ensayoscon bacteriashanproporcionadouna pruebacontundente,aunqueindirecta,dedicho

mecanismo.

Finalmentela comprensiónde la carcinogénesisquímicaha estadoenmascaradapor

el hechodequela lesióndel ADN, aún siendoesencialen la iniciación de la carcinogénesis,

no provocanormalmenteporsi solala transformacióncancerosa;serequierenunosfactores

adicionalesparapromoverla complejasecuenciade acontecimientoscelularesqueculminan

en la transformacióncancerosa.Los agentesque dañanel ADN son por tantocancerígenos

únicamenteen potencia(McCanny Ames, 1978).

3.1. PREVENCION DE LA CARCINOGEN?ESISAMBIENTAL

Desde 1973 el Programade NacionesUnidaspara el Medio Ambiente tiene como

objetivos (OMS, 1980):

a. Evaluarla informacióndisponiblesobrela relaciónentrela exposicióna los agentes

del medioy la saluddel hombrey establecerlas pautasparafijar limites deexposición

compatiblescon la protecciónde la salud

b. Identificar riesgos nuevos o posibles de origen químico mediante un examen

preliminarde las sustanciasquímicasde las que puedepreverseuna utilización cada

vez mayor en la industria, la agriculturao el medio doméstico.

La prevención de la carcinogénesisestá estrechamenterelacionadacon nuestra

capacidadpara valorar la posible actividad cancerígenaen el hombrede las sustancias

químicas.

Paraello sepuedenutilizar distintostiposde estudiosquea continuacióncomentamos.
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3d.1. OBSERVACIONESEN EL HOMBRE

Los estudios epidemiológicos sobre el cáncer chocan con muchas dificultades. Ante

todo, dado el largo período de latencia de estos procesos,estosestudiosno son a veces

concluyentes,necesitandoincluso20-30añosdespuésde la exposiciónparaquesedesarrolle

el tumor (McCanny Ames, 1977).

Ademásla exposicióncon frecuenciaes múltiple y está mal caracterizadalo que

complicala identificacióndel agentecausal.

En basea esto,estáclaroqueel númerode sustanciasreconocidascomocancerígenos

parael hombreen basealas observacionesepidemiológicas,estaríaclaramentesubestimando

la realidad(Devoret, l979~

3.1.2. ENSAYOS A LARGO PLAZO EN ANIMALES

Los ensayosse efectúanen laboratorios especializadossegún un protocolo bien

definido y deben utilizarseal menosdos especiesde animales,por regla generalratas y

ratones.

Actualmentemásde 800 sustanciassehan ensayadocon estametodologíay el 65%

sehan mostradocomocancerígenasparaal menosuna especie(IARC, 1986).

Esta tasatan elevadase debea que se ensayanprioritariamentelas sustanciasmás

sospechosasde ser cancerígenos,y tambiéna que se utilizan dosis muy elevadasde las

mismas lo cual produceuna saturaciónde las vías de inactivación y de reparacióndel

organismoy favorecelos mecanismosepigenéticosde cancerogénesisy consiguientemente

éstolleva a una sobreestimacióndel númerode sustanciascancerígenasparael hombre.

La extrapolaciónde datosde los animalesal hombreesademásincierta. Tambiénes

inciertala extrapolacióna las dosisdébilesmuchomásacordescon la verdaderaexposición

en el hombre.
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El punto más delicadoes la existenciade un umbral por debajodel cual, no existe

riesgo. Algunosautoresconsideranque efectivamenteexisteun umbral, pordebajodel cual

los procesosde inactivación y de reparaciónestán progresivamentesaturados,lo que se

traduceen una elevaciónproporcionaldel riesgo de iniciar un cáncer.

Peropor contraotros autores(IARC, 1975 y 1986) defiendenque, en función de la

ley de acciónde masas,siempreexistela posibilidad de que una moléculadel carcinógeno

escapede esos mecanismosde defensae induzca un cáncer ya que ésteen teoría puede

desarrollarsepor una sola mutación.Según estasegundateoríano existeumbral para los

cancerígenosgenotóxicos.

Por último los ensayosen animalespresentanel inconvenientede ser largos y

costosos. Esto hace que solo una pequeñafracción del total de sustanciasquímicas

introducidas anualmenteen el ambientepuedan ser estudiadasa través de los ensayos

convencionalesen animales(Laborday De La Peña, 1982).

3.1.3. TEST RÁPIDOS “IN VIVO” E “IN VITRO’

El númerode sustanciasquímicasaisladaso sintetizadassuperalos cuatromillones

de los que más de 10.000 productosestán presentesen nuestro ambiente, 1.500 como

plaguicidas,másde 4.000 medicamentos,2.000 excipientesy 5.000 aditivos (OMS, 1978).

Ademáscadaaño sesintetizanunas2.000sustanciasnuevas.Todo ello haconducido

al desarrolloen las últimas décadas,como procedimientoalternativopara la detecciónde

sustanciasquímicasnuevascon potencialpodercarcinógeno,de un grupodeensayosrápidos,

queofrecenresultadosen díaso semanasy son muchomásbaratos,ya que utilizan sistemas

biológicos en lugarde mamíferoscompleto. Existen unacentenade tests rápidos o a

corto píazo, para el cribado de sustanciaspotencialmentecancerígenas,que se pueden

clasifificar como test “in vitro” y test “in vivo” ( OMS, 1978; IARC, 1975 y 1986).

Los tests“in vivo” investiganporejemplo,mutacionescromosómicasen los animales

tratadoscon un determinadoagente.
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Los test “in vitro”, sellevanacaboen bacterias,hongoslevadurasy cultivo decélulas

de mamíferos,y son los cte másfácil realizacióny los mássensibles.

Son numerosaslas publicacionessobreestetemaentreotras las deorganismostales

como : OMS 1964; 1969; 1971 y 1974; UICC 1969 y IARC 1980.

3.1.3.1. ENSAYOS MUTAGENICOS CON BACTERIAS

a. Test de Ames, con Salmonella ¿yphimuñum, para la detección de mutaciones

estructuraleso de sustitución de paresde bases,con distintas cepasy con y sin

fracción microsomal.

b. Escherichía cotí K-12 en mutación reversa,dependientede arginina(Mohn 1973) y

de triptófano (Oreen 1976); en mutación directa, el 5 metiltriptófano o la

estreptomicina(Mohn 1973, Wild 1973).

3.1.3.2. ENSAYOS MUTAGENICOS CON CELULAS DE MAMíFEROS

Varios sistemasexperimentaleshansido desarrolladosparamedir mutacionesen locus

específicosen cultivos celularesde mamíferos.El másusadoesel marcadogenéticamente

resistenteal B-azaguaninaen U79 y células de hamsterchino CHO y célulasde ratones

L5178Y (Abbondalo 1977).

3.1.3.3. ENSAYOS MUTAGENICOS CON MOHOS Y LEVADURAS

a. Sacharomices cerevisiae: normalmentela cepautilizableesD-7 (Zimmermannet al.

1975).

b. Schízosaccharomyces pombe: las cepasmásutilizadasson Pl, P2, P3 y DC (Loprieno

1973 y 1974).

e. Neurospora crasa (Ongand De Senes, 1972).

d. Aspergí/tus nidutans (Baranowskaet al., 1973).
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3.1.3.4. ENSAYOSMUTAGENICOSCONDROSOPHIL4

Este ensayorepresentaun sistemaindicador “in vivo” que permite simultaneary

probareficientementevarios tipos de dañosgenéticosa nivel moleculary nivel cromosómico

(Vogel and Sobels,1976).

3.1.3.5. TRANSFORMACION EN CULTIVOS CELULARES

Este sistema es muy utilizado por la respuestaa los procesosde transformación

neoplásica“in vivo”. La transformaciónpuntual másfrecuenteesel crecimientode un grupo

de células con una menor inhibición de la célula. Existe una buenacorrelaciónentre los

cancerígenosconocidosy la capacidadpara producir una transformación(Benedictet al.

1977, Borek 1979).

3.1.3.6. DAÑO Y REPARACION DEL ADN

El efectotóxico y heredablede los productosquímicosparael materialgenéticoseha

descritocomogenotoxicidad(Brokeset a]. 1973). Los efectosgenotóxicosson detectadospor

suinteraccióncon el ADN y por las consecuenciasde estainteraccióntalescomoalteración

cromosómica,mutagénesis,inhibición de la síntesisy reparacióndel ADN (Brokes, 1977).

3.1.3.7. DAÑOS CITOGENETICOS

Gran proporciónde agentesinteractúancon el ADN celular y son extremadamente

potentesparainducir dañocromosómicoque detectacitológicamente(Miller, 1978; Holstein

et al. 1979). Les diferentestipos de daño son: aberracionescromosómicasen células en

metafase;cambiosen las cromatidashijas; fragmentosen célulasen anafase;y micronúcleos

en célulasen interfase.

3.1.3.7. ENSAYOS MUTAGENICOS CON MAMIFEROS

a. Letal dominante(Bateman1977).

b. Traslocaciónheredable(Eicher 1970).

c. Disminución y no disyuccióndel cromosomasexual(Russell, 1976).

17



Introducción

d. Locus específico (Russell, 1951).

IV. TESTS BACTERIANOS

Ya hemosvisto que el hecho de que ciertosagentesfísicos y químicospresentesen

el medio ambiente,aumentenla incidenciadecáncerha cobradogran interés,y porello, es

inmediatoqueunaadecuadalimitación de la exposicióndel hombreasustanciascancerígenas

salvaríamuchasvidas.

Se hace pués urgente, identificar que sustancias del medio ambiente son

potencialmentecarcinógenas

En lo que se refiere a los carcinógenosquímicos, ya hemosvisto que no setrata de

una labor fácil. Se calcula que más de 500 o 1.000 nuevosproductosquímicos distintos

irrumpencadaaño en el mercado(Devoret, 1979).

Dadoquelos ensayoshabitualesefectuadosenanimalesdeexperimentación,requieren

muchotiempo y dinero, se hacenecesariootra alternativa.

Afortunadamente,podemossacarprovechode la profundaunidadde la materiaviva,

recurriendoa las bacteriascomoorganismosde ensayo(Amesy col, 1980; Maron y Ames,

1983).

El cánceresunaenfermedadpropiade organismospluricelularesmuy evolucionados,

comoel hombre, mientrasque las bacterias,en el otro extremode la escalaevolutiva, son

diminutosseresunicelulares;pero la paradojano esmásque aparente.

Se tiende a imaginar el cáncer, cómo un tumor que puedeextendersepor todo el

cuerpo, formando múltiples colonias tumoraleso metástasis.Es ésta una visión clínica,

macroscópicadel cáncer en un estudiopluricelular, puestoque un solo gramo de tumor

contienehastaun millón de células cancerígenas(Purchase,1982).

Perono hay que olvidarque el cáncercomienzaa nivel de una sola célula.
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Ciertos agentesambientalesprovocan el cáncer dañandoel ADN, el material

hereditariode las células. La lesión del ADN inicia el complejoprocesoque en las células

de los mamíferos,puedeconducircon el tiempo, a un estadocanceroso.Los agentesque

lesionanel ADN, son por tanto cancerígenosen potencia<Ames y McCann, 1981).

Ahorabién, dadoqueel ADN escomúna todaslas célulasvivas y, tanto las lesiones

del ADN como los procesosde reparacióndel mismo son notablementesimilares en las

bacteriasy en las células humanas:lo que perjudicaal ADN bacteriano,dañaigualmenteal

serhumano.Estaes lajustificación teóricaquepermitesustituirlascélulasde los mamíferos

por bacteriasen la detecciónde lesionesdel ADN. La justificación teórica se apoya en

resultadosexperimentalesy prácticos.Ademáslos ensayosbacterianos,al ser mucho más

rápidos y económicos,hacende la detecciónde carcinógenosa gran escalaun objetivo

alcanzable(Devoret, 1979).

Otra de las grandesventajas de los análisis efectuadosen bacteriases la enorme

amplificaciónbiológica implícita en toda manipulaciónbacteriana.Es sencillo hacercrecer

unosmil millones de bacterias(10~) por ml de medio de cultivo (Amesy col, 1975).

Una mutación,como el cambiode un solo par de basesen el ADN bacteriano,que

esimposiblededetectarmediantelos métodosbioquímicosal uso, quedaríapuestade relieve

en forma de una bacteriamutante.

Estapuedeserseleccionadaentrelas iO~ célulashijas, y solo ellas, puedenproliferar

y dar lugar a unacolonia apreciablea simplevistaen unaplacade agarnutritivo. Dadoque

una colonia constade alrededorde un millón debacterias,una mutaciónpocofrecuenteque

tengaunaprobabilidadde uno entre100 millones,quedaríaamplificadapor un factorde l0’~

(cien billones).

19



Introducción

4.1. TEST DE AMES

4.1.1. FUNDAMENTOSDEL TEST DE AMES

El descubrimientode la mutagénesisinducida,primerofísica y luego química, sirvió

depunto de partidaparala búsquedade métodossensiblescapacesde detectarla presencia

de mutaciones.

Así, M. Demerecen 1956, planteala deteccióndemutágenosambientalesmediante

el desarrollode sistemasbacterianosy centra toda su investigaciónen Salmonella como

organismoa utilizar. PosteriormenteHartmany Ames,en 1971, desarrollaronunatécnicade

mutacióncon Sa/monet/a.

En esemismoaño, Malling verificó la formaciónde compuestosmutagénicosa partir

de otros no mutagénicospor interaccióncon microsomashepáticosde ratón, y sugirió que

la incubaciónde las bacteriascon un sistemametabolizantede mamíferospodríatenergran

valor a la hora de evaluarla mutagenicidadde los productosquímicos.

En 1975, Ames y col., en la Universidadde Berkeley, desarrollaronel ensayo

Satmonet/a/hígadode mamífero, más conocido hoy en día como test de Ames, que es

normalmenteel tomadocomocriterio y el másusadopor los laboratoriosde todo el mundo

(Ames y col., 1975; Amesy McCann, 1976).

El organismoutilizado en la prueba, son distintas cepas derivadasde Sa/monetta

typhimurium LT2, una bacteriadel colon portadorade una mutación (his-) que le impide

fabricar uno de los enzimas requeridospara la síntesis del aminoácidohistidina, un

componenteesencialde las proteínas.

A consecuenciade la mutación, la bacteriano puedecrecer en un medio nutritivo

mineral, a menosque el medio seacomplementadocon una fuenteexternade histidina.

En muy rarasocasionesla mutaciónhis- sufreuna reversión:una mutaciónreversa

restaurala secuencianormal en el código de ADN para el enzima requeridoy con ello

devuelveel suministrointernode histidina.La reversiónsedescubreya quesolo lasbacterias
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devuelveel suministrointernode histidina.La reversiónsedescubreyaquesolo lasbacterias

quela han sufrido puedenformar coloniasen un medio sin histidina.

Obviamentela tasa de mutación reversa, que ordinariamentees muy baja, se

incrementaconsiderablementesi la bacteriahis- es expuestaa un productoque provoque

mutaciones.Estaes la baseteóricadel testde Ames.

PosteriormenteAmes y col., introdujerontres modificacionesimportantesen la cepa

original his- para hacerlamássensibley adaptablea las condicionesexperimentales.

La S. typhimurium tiene una cubiertabastanteimpermeableque reducee incluso

impide la penetraciónde muchosproductosquímicosen la célula. Amesy cols. superaron

estabarreraintroduciendoen ella una mutación queprovocabadefectosen la pared.

En segundolugar, lograron hacerla cepamás sensiblea los agentesque dañanel

ADN, eliminandosu capacidadde llevar a caboel procesode reparaciónpor escisión,de

maneraque la mayorpartede las lesionesoriginales no fuesenreparadas.

Por último introdujeron un plásmido, un elementogenético externo que hace la

duplicacióndel ADN máspropensaa errores.

Pormedio de estastres modificacionescrearonunacepaen laquetansólo unaspocas

moléculasdecarcinógenoerancapacesde provocarlesionesen el ADN y por tanto, dar lugar

a mutaciones:de estasalgunaspodrán restaurarel suministrointerno de histidina.

Ahora bién, lo verdaderamenteimportante,lo que hizo realmenteeficaz el testde

Ames, fué la ocurrenciadel autor de mezclarlas bacteriasdel ensayocon un extractode

hígado de rata (S9 mix), y así someteral producto químico analizadoa los procesos

metabólicosde los mamíferos,dado que como ya comentamos,normalmenteno son las

formas originalesde los compuestosquímicos los que son carcinógenosactivos, sino sus

metabolitos.

En la práctica el test de Ames se efectúaañadiendoel producto a analizara las
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bacterias his- inmersas en un extractode hígadode rata y, posteriormentesembrandola

mezclaen un medio nutritivo carentede histidina.

Trás dos días de incubación,cualquiercélula que haya sufrido la mutaciónreversa

dará lugar a colonias. El númerode coloniasproporcionauna estimaciónde la capacidad

mutagénicadel producto.

Aunqueel protocoloexperimental,utilizado comunmente,es básicamenteel descrito

por Amesen 1975, a lo largo de los añossehan introducidomejorasen el mismo. Así, se

hanañadidomáscepasa las utilizadasinicialmente,aumentandola posibilidaddedetectarun

mayornúmerode mutágenos.

A las cepasprimitivas TA1535, TA1536, TA1537 y TA1538 (Amesy col., 1973),

seañadieronTA98 y TAI00 (Amesy col., 1975),TA97 (Levin y col.,1982),TAlO2 (Levin

y col., 1984) y la TA 104 (Amescomunicaciónpersonal).Además,sehan realizadodistintos

tiposde modificacionesal protocolo,dandolugara varios métodosde ensayo,cadauno de

los cuales es válido dependiendodel tipo de información que se deseeobtenery de la

naturalezadel compuestoa ensayar.

4.1.2. CORRELACION CARCINOGENICIDAD-MUTAGENICIDAD

Una de las cuestionesmás importantesque se nosplantea,es si los carcinógenos

genotóxicosy no genotóxicos,demostradospor el test de Ames y otros test bacterianos,

presentanriesgoscomparablespara el hombre(Purchase,1982).

Pudo obtenerseuna respuestaa estacuestión comparandola genotoxicidadde las

sustanciasreconocidas como cancerígenaspara el hombre (grupo 1 de la Agencia

Internacionaldel Cáncer.I.A.R.C) por medio de dostest, un test “in vivo” que busquelas

aberracionescromosómicasen animalesy un test “in vitro”.

Con esteprotocolo,con algunasexcepcionescomopor ejemploel asbesto,todos los

productoscancerígenospara el hombreson positivosen al menosun test, y la mayorparte

lo son en los dos. De aquí se deduceque las sustanciascancerígenasque presentanriesgo
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parael hombrepuedenserdespistadaspor un adecuadotestde mutagénesis.

La másextensavalidaciónde los ensayosbacterianos,fué la llevadaa caboporAmes

y Mc Cann (1975y 1976),quienesllevaron a caboun estudioen el que se incluyeronmas

de 300 productosquímicosnuevos,que habíansido probadospreviamenteen animalespara

ver su podercarcinógeno,o bien queeran conocidoscarcinógenosen humanos.

Es bien conocidala gran incertidumbrequeexistesobrela extrapolaciónde los datos

de carcinógenosanimalesal hombre.En generalpodemosdecir que las sustanciasquímicas

que son carcinógenaspara una especielo son también para otras, aunquela potencia

cancerígena,puedevariar considerablementedependiendode la especieanimal en la que se

ensayay de la forma de administraciónusada(McCanny col, 1984).

Por otro lado, clasificar a una sustanciacomo no carcinógena,también entraña

dificultades.Se exigeel usode un test de duraciónadecuada,en al menosdosespeciesde

animales,a varios niveles dosis y los controlespositivos deberíanser del mismo grupo

químico que el agentea ensayar.

La potencia mutagénicade cadaagentequímico se calcula en base a la lasa de

reversiónde la cepamássensible,teniendoen cuentaquelas tasaspuedenvariar dentrode

un rangode ío~: así puedeser de7.057 revertantes/nmolparala Aflatoxina Bí, y solo de

0,02 revertantes/nmolen el casodel benzil cloruro (OMS, 1980).

Hayqueteneren cuentaademás,queagentesquímicosde diferenteestructurapueden

diferir muchoen la lasade mutagenicidady por lo tanto, en la potenciacancerígena.

McCannet al. en 1.975 obtuvieronen su estudiode másde 300 productosquímicos

pormediodel testdeAmes,unasensibilidaddel 90% (157/175)y una especificidaddel 87%

(94/108); en el mismo estudio,el 10% (18/175)de los carcinógenosfueron no mutagénicos

o falsosnegativos,y muchosde ellosse comprobómástardeque producíanmetabolitosque

si eran mutagénicosen el testde Ames

Por otro lado, el 13% (14/108) de los no carcinógenosfueron falsospositivos, al
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mostraralgúngradode mutagenicidaden el test.

Purchaseet al. en 1978, seleccionaroncuidadosamente120 productosquímicosy los

investigaronen una serie de test a corto plazo. El análisis de éstos y otros estudiosha

mostradoqueel éxito de los test bacterianosparadetectarcarcinógenos,estáinfluido porel

tipo o la clasedeagentequímico que seestudiay por los criterios bajo los cualessejuzga

la actividadcarcinogénicaen los animales.

Rinkus y Legator(1979),revisaronlos datos de diversostestbacterianosrealizados

sobre 465 carcinógenosconocidoso sospechados;los compuestosse dividieron segúnsu

estructuraquímicaen categoríasseparadas.Las sustanciasque mostraronmejor correlación

(94%) entreactividad mutagénicay carcinogénica,fueron aquéllasque podíanreaccionar

directamentecon el ADN, o que podíanseractivadasporenzimasmetabólicasreactantescon

el ADN.

Las sustanciasque por su estructuraparecíanno seradecuadasparareccionarcon el

ADN, mostraron una pobre relación entre actividad carcinógenay mutagenicidad;estas

últimas sustanciasproducirían cáncer por un mecanismo diferente, posiblementeno

genotóxico.

En España, Laborda y cols. 1981, han relizado a su vez una evaluaciónde la

carcinogenicidady mutagenicidadde 99 plaguicidas,obteniendouna sensibilidaddel 51 % y

unaespecificidaddel 67%, con un 49% de falsos negativosy 33% de falsospositivos.

Peroel másambiciosoejercicio devalidaciónde éstos test realizadohastala fecha,

ha sido el ProgramaInternacionalparala EvaluacióndeTest de Mutagenicidada corto plazo

(De Serresy Ashby, 1981), en el que participaronmás de 50 laboratoriosy en el cual se

evaluaronmás<le treintaensayos“in vivo~~ e “in vitro”, con el fin dedeterminarsu capacidad

paradiscernirentrecompuestoscarcinógenosy no carcinógenos.

Se llegó a la conclusiónde quelos ensayossonválidosen su mayoría,proporcionando

resultadosfidedignosen gran númerode laboratorios,y sehan confirmadocomo la primera
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opcióna la hora de iniciar un estudiode evaluaciónde un nuevoproducto.

4.1.3. USOSDEL TEST DE AMES

El test <le Amespuedejugar un importantepapeldentrode cualquierprogramade

prevención del cáncer, tendente a identificar y minimizar la exposición humana a

carcinógenosambientalesy mutágenos.Es un complementoa los testsen animales.

Los testsde mutagenicidadson de gran utilidad paraindustriasquímicasy compañías

farmaceúticas,que los utilizan de forma rutinaria para detectarprecozmentela posible

mutagenicidadde sus nuevosproductos,sustituyéndolosporotros en el casodeque puedan

serpeligrososparael hombre.

Tanto las sustanciasquímicamentepuras como las mezclas complejas, pueden

estudiarsepor medio del testde Ames y otros tests bacterianos,para tratar de aislar los

productosmutagénicos,por ejemplo: componentesdel tabaco, contenidodel colon, heces

humanasy orina; granvariedadde sustanciasambientalesa las queestánexpuestoslos seres

humanos (fuentes de agua, contaminantesambientales, tintes y cosméticos, aditivos

alimentarios,pesticidas,etc) (McCanny Ames, 1976).

Además, el test puedeservir para hallar el metabolito activo de los carcinógenos

químicos,asícomoparaclarificar cuálesson los mecanismosbásicosde mutagénesisde estos

productos.

De esta manera, se vió que muchos carcinógenosaromáticos son mutágenos

“frameshift” (una modificacióndel ADN queconsisteenañadiro deleccionarunabase)con

una particular secuenciade bases,y el papel de diferentessistemasde reparaciónen la

mutagenicidadinducidaporalgunoscarcinógenos(Rosenkranzy col, 1980).

El daño al ADN por mutágenosambientalespuede ser una importantecausade

mortalidady morbilidad en sociedadesavanzadas.Estedaño acumuladodurantela vida del

individuo, inicia muchoscánceresy defectosgenéticos.
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Por medio de la identificación de estos mutágenosambientalesy disminuyendoo

haciendodesaparecerla exposicióna los mismos, se puedeprevenirestedaño. El testde

Amesjuegapor tanto un papel trascendentalen la consecuciónde esteobjetivo (Devoret,

1979).

Y. ESTRATEGIAS PARA LA EVALUACION DEL RIESGO

CANCERIGENO DE LOS PRODUCTOS QUIMIICOS

El gradode estudiode un compuestoquímicono dependesólo del nivel deutilización

del mismo, de tal forma quepara un determinadoproductoquímico puedenexistir estudios

epidemiológicos,de carcinogenicidaden animalesy de mutagenicidadutilizando diferentes

tipos de ensayos(Laborday De La Peña, 1982).

Por todo ello la situaciónde los estudiosactualesde un productoquímico en usose

podría representarcomo se muestraen la Figura 1, en dondepuedeocurrir que sobre un

productoquímico existan:

a. Estudiosepidemiológicosprospectivosy retrospectivossobrepoblacionesque han

estadoexpuestasal mismo.

b. Pruebasde carcinogenicidaden animales,con diferentesespeciesy cepas.

c. Ensayos mutagénicos con diferentes microorganismos, con o sin activación

metabólica.

Se estimade máximaprioridad la evaluaciónmutagénicade los productosquímicos

atendiendoal interésde la CEE en los programasplurianualesde investigacióny desarrollo

en el ámbito del medio ambiente, (86/234/CEE),donde el punto tercero del contenido

científico del programaestádedicadoa la evaluaciónde los productosquímicos, bajo los

aspectossiguientes:desarrolloy evaluaciónde los procedimientosdeprueba;sustituciónde

los vertebradosen pruebasde toxicidad; relación estructura/actividad;y evaluaciónde los

productosquímicos.
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FIGURA 1

PRODUcTOSQUIMICOSEN USO

EH - Estudios epidemialágicos
CAE . Pruebas de carcinogenicidad
MUT- Ensayos de mutagenicidad
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En suma,ello implica la integraciónde todosestosestudiospararealizarunaadecuada

prevenciónde la carcinogénesisquímica.

Por otro lado, cuando se trata de productosnuevos o en vías de utilización la

estrategiaes muy diferente,siendo recomendablerealizarlos estudioscomenzandocon una

preselecciónmediantediferentestipos de ensayosdemutagenicidad,eliminandoaquellosque

fuesen positivos. En aquellosque diesenegativo se continuaríacon las experienciassobre

animalesdecidiendoposteriormenteen función de los resultadosobtenidos;y finalmente su

uso deberíaser controlado estableciendoun seguimientoepidemiológicoque permitiera

detectarel más mínimo riesgo(Figura2) (Hofnung y col., 1986).

En definitiva, podemosconcluirqueel estudiodecarcinogénesisquímicadebehacerse

con todos los mediosa nuestroalcance,es decirmedianteensayosdemutagenecidad,pruebas

de carcinogenicidaden animales, asi como por medio de los estudiosepidemiológicos

retrospectivosy prospectivos,que nos permitenconocerel riesgopotencialque todos estos

productospuedenrepresentarpara la saluddel hombre.

VI. EL PROBLEMA DE LA CLORACION DE AGUAS DE

CONSUMO PUBLICO

6.1. GENERALIDADES DEL SUMINISTRO DE AGUA POTABLE

Los ríos, torrentes,lagosy embalses,son las másimportantesreservasdeaguadulce.

En el pasadoera muy frecuenteque estasfuentestuviesenun alto nivel de contaminación

comoconsecuenciade las descargasde aguasresiduales,y constituíanun factor importante

en la trasmisiónde enfermedadesinfecciosastalescomoel cólerao el tifus.

Con la mejorade los sistemasde alcantarillado,el desarrolloy protecciónde las

fuentesacuíferasy el tratamientodel aguade consumo,cadavez es menor el númerode

brotesde enfermedadestransmitidaspor el agua(Craun, 1988).
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La tradiciónjurídicaespañolaen materiade aguasesfuertementeintervencionistapor

parte de los poderespúblicos. Sus orígenesse remontanal Derecho romano(El aguaen

España,Instituto TecnológicoGeominero,1992).

La Real Ordende 1860 declaradel dominio público las aguasque discurrenpor los

“ríos, riachuelos,rieras,arroyoso cualquieraotra clasede corrientesnaturales,seacual fuere

su denominación.Esteprincipio serecogióen la Ley de Aguasde 1866 y en la de 1879, que

iba a tenerunavigenciade 107 años.

La actual Ley de Aguas de 2 de agostode 1985, publicadaen el ROE 189 de 8 de

agostode 1985., estávigentedesdeel 1 de enerode 1986, e incorporéal dominio público

todas las aguascontinentales,superficialeso subterráneas,así como los caucespúblicos,

riberas, márgenes,lechosde lagunasy lagos situadosen caucespúblicos, y los acuíferos

subterráneos.

En EstadosUnidoslas fuentesdeaguade superficiesonutilizadasen la actualidadpor

unos 155 millones de personasen 6000 sistemasde agua comunitarios, de los cuales

alrededordel 23 % proporcionanaguano depuradaa unos21 millones depersonas(National

Academyof Sciences,1977).

La mayoríade estascomunidadesson pequeñas,pero 15 ciudadescon poblaciones

superioresa los 100.000habitantessiguensuministrandoaguadesuperficieno filtradaa unos

16 millones de consumidores.

Aunquemuchasde estaspoblacionesutilizan recursosacuíferosprotegidos,en alguna

medidade la contaminaciónproducidapor las descargasde aguasresidualeshumanas,se

confíaúnicamenteen la desinfecciónparaevitar la transmisiónde agentesinfecciososa través

del agua, haciéndosenecesariovalorar si sólo con la desinfecciónse puedeesperarla

protecciónnecesariafrentea los agentesvehiculadospor él.

Además debe tenersemuy en cuenta otra cuestiónrelacionadacon los sistemas

acuíferosde superficie: el efecto potencialmenteadversoque puedetenerpara la salud el
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consumoprolongadodecloro o derivadosdorados,utilizadoscomodesinfectantes(Anderson

y col, 1987).

Abel y Wolman (Wolman, 1986)nos recuerdanque la cloracióndel aguaha salvado

muchas vidas y que los riesgos potencialesde la misma deben contraponersea sus

demostradasventajas.

Este temaesde especial importancia,en comunidadesque continúan surtiéndosede

aguade superficieno filtrada. En estoscasosresultanecesarioaumentarlas dosisde cloro

paragarantizarla desactivaciónde los quistesde protozoosmásresistentes;peroel hechode

reducir el riesgode apariciónde enfermedadesinfecciosastransmitidaspor el agua,puede

traercomo consecuenciael aumentode los niveles de derivadosdorados(De Greffy col.,

1980).

A esterespecto,son muchoslos informesepidemiológicos(Craun, 1984; Davisy col.,

1984; Crump, 1981)que apuntanel aumentode riesgode padecercánceren las poblaciones

que consumenaguasdoradas,confirmandola necesidadde profundizaren el temadesde

múltiples vertientes,paraaclarar las dudasexistentesen la actualidadsobre los riesgosy

beneficiospotencialesque la desinfeccióncon cloro puedellevar consigo.

6.2. CONSIDERACIONESHISTORICAS

A principiosde siglo, la protecciónde los recursosacuíferosde los vertidosdeaguas

residualesde origen humano,la filtración del aguade superficiey la desinfecciónpor cloro,

fueron factoresfundamentalesque determinaronla drásticareducciónde las enfermedades

transmitidaspor el aguatalescomo las fiebrestifoideas y el cólera (Craun, 1988).

En 1893 Milís y Reinke(Craun, 1988),advertíansobrela mejoríade la saludgeneral

de unacomunidad,unavez queel suministrode aguacontaminadahabíasido sustituidopor

otro libre de contaminacion.

En 1903, Hazenrelacionóla mejorageneralde la saludcon el tratamientodel agua

de consumo;observóque cuando el suministrode aguarecibíael adecuadotratamientola
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mortalidaden esacomunidadsereducía.

La filtración lenta dearenadel suministromunicipalparaaguasde consumoseaplicó

por primera vez en EstadosUnidos en Albany, Nueva York, en 1889, y el primer filtro

rápido o mecánico de arena se instaló en 1893 en Lawrens, Massachussets. Tras la filtración

el indice de mortalidadprovocadapor fiebre tifoideasse redujoen ambasciudades.

En 1908 Whipple advertíaque “la filtración proporcionala mayor seguridadpara

aguasde superficie frentea los agentesquese transmitenpor el agua” (Craun, 1988).

La primeraaplicacióndel cloro parala desinfecciónse produjo en 1908 en Estados

Unidos, en NuevaYork, y el agenteutilizado fue el hipoclorito sódico.

GeorgesJohnson,al proponer la cloración como método de desinfecciónen 1911,

afirmaba que la filtración era inadecuadacomo método único de tratamientodel agua

contaminada.

La rápidaaceptacióndel cloro como salvaguardade la saludpública y el desarrollo

de los equiposnecesariosparala aplicacióndecloro gaseosoen lasestacionesdepuradoras

de agua, ha contribuidoa la rápidaexpansiónde estesistemade desinfección.

6.3. EL CONCEPTODE BARRERA MULTWLE

Tanto la filtración del aguade superficiecomo la desinfección,se consideranparte

esencialdel conceptode barrera múltiple, que ha ido evolucionandobasándoseen las

prácticasdel suministrode aguay en la experienciaadquirida.

De acuerdocon este concepto, la confianza se deposita en el conjunto de los

tratamientosdestinadosa protegerel aguade la transmisiónde enfermedades(Clark. 1987

y 1982).

Ningún tratamientoes infalible por lo que las barrerasmúltiplesdebenmantenerse

siempreque seaposible.
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La desinfeccióncon cloro u otro agentealternativoconstituye la última línea de

defensao la barrerafinal. Paraquela desinfecciónseauna última barreraeficaz, las barreras

anterioresdebenhaber reducido la población biológica y eliminado el mayor número de

sustanciasque interfieranfacilitando la acción del desinfectante.

Los procesosde clarificación del aguabien pensadosy llevadosa cabo,constituyen

barrerasefectiva.sque reducenel númerode microorganismosquequedanen el agua.

En lasplantasconvencionalesdedepuración,la sedimentaciónesla primeralíneade

tratamiento; la segundala proporcionala filtración. La última barrera, la desinfección,

desactivalos microorganismosrestantes.

Un problemaadicional lo constituyenlos protozoos(Haas, 1987) . El ciclo de vida

de los protozoos incluyen la fase de quiste, durante la cual estos organismos son

especialmenteresistentesa concentracionesbajasde cloro y a los tiempos de contactoque

normalmenteseaplicanen las prácticasde desinfeccióndel aguapotable.

Paraeliminarlos quistesdeprotozoos,talescomola Giardiay el Cryptosporidiumdel

aguaes necesarioel adecuadofuncionamientode los filtros, así como un pretratamiento

adecuadoanteriorque incluya coagulación,floculación y sedimentación(Clark, 1992).

La inactivaciónde los quistescon un clorógeno,hacenecesarioel usode altasdosis

decloro y aumentarel tiempo de contacto:porejemploa una temperaturade 5”C y con un

pH de 6.0, son necesarios2.0 mgr de HOCL/L durante40 minutos, o de 1.0 mgr de

HOCL/L durante80 minutos,parainactivarel 99% de los quistesde Giardialamblia (Haas,

1987).

6.4. EL PROBLEMA DE LOS DERIVADOS CLORADOS

El cloro es, desdehace60 años,el desinfectantequímico másutilizado en el mundo

occidentalparadesinfectarel aguade consumopúblico.
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Seha comprobadoen la rata,queel cloro no esun tóxico agudo, trásadministración

oral de una dosisde 850 mgr/Kg(DL5O), de hipoclorito de calcio (Orme y col., 1987).

En estudiosde toxicidada corto plazo,el hígadoy el riñón, parecenserlos órganos

diana. En estesentido,dosispequeñasde 143 mgr/Kg de hipoclorito de sodio administradas

a ratasdieron lugara cambiosmorfológicosy bioquímicosen el hígado,en un períododedos

días.

Cunningham(Cotruvo, 1981) afirma que en ratasque recibieron200 mgr/Kg y día

de hipoclorito de sodio, se vió aumentodel aclaramientorenal, disminuciónde la tyroxina

y aumentodel colesterolen plasmay del volumen cardíaco,en animalesqueconsumieronde

2 a 15 mgr/L de cloro en forma de hipoclorito de sodio en aguade bebida durantetres

meses.

No se han visto sin embargo,efectosclínicos en voluntarios humanosque han

consumido24 mgr/L de cloro durante18 días.

Se necesitannuevosestudiosque confirmenla potencialcarcinogenicidaddel cloro

para poderasídeterminarde forma másestrictael máximo nivel admisibledel mismo.

El usodel cloro comodesinfectantegeneraunaseriedecompuestosorgánicosdorados

en el aguapotable.Bajo determinadascondiciones,el cloro libre reaccionacon determinados

precursoresen el aguapotableproduciendoun grupo de compuestosde carbonosimple y

halógenosustituido que se conocengenerícamentecomo tihalometanostotales (THMs)

(Cooperycol., 1987; Jolley, 1987; Oliver y col., 1981; Pereira,1981; Scully y col., 1987).

Los THMs incluyen carcinógenos humanos sospechosos y las normativas

internacionalesexigen su control. El hígadoy riñon se han identificadocomoórganosdiana

para los THMs en ratasratonesy perrosexpuestosa dosisde 60 mgr/Kg o mayores(Jolley,

1987).

EstosTHMs, cloroformo,bromoformo,bromodiclorometanoy dibromoclorometano,

se originan por la reaccióndel cloro con la materiaorgánica del agua en el procesode
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desinfección.

La concentraciónde los THMs va a dependerde la presenciay concentraciónde los

precursores,de las dosisdecloro y del tiempode contacto,de la temperaturadel aguay del

pH.

En la mayoríade los casoslos THMs seproducensobretodo, en aguasde superficie

claradas,peroen algunaszonaslas aguassubterráneasson capacesde producir altosniveles

de los mismos.Dado que los precursoresimportantesque reaccionancon el cloro libre se

derivande las sustanciasacuáticashúmicas,es indudablequelos THMs han estadopresentes

en los suministrosdeaguasiemprequeseha utilizado cloro comodesinfectante.

La toxicidad de los THMs no estáclaradel todo, pero en generales similar a la del

cloroformo(Monarcay col., 1985).El efectomásnotoriode la exposicióna los THMs y en

paniculardel cloroformo, es la carcinogenicidad.

El National CancerInstitutede EstadosUnidos, denotaun aumentode la incidencia

de tumores renales en ratas macho y hepáticos en machos y hembras, cuando se les

administró cloroformo por vía oral en vehículo aceitoso. Ademásel cloroformo ha sido

implicadoen la aparicióndecáncerdevegigay rectoen humanos,pero los estudiosa este

respectono son aún concluyentes(Murphy y Craun, 1987).

El Acta de Aguasde BebidaSeguras(SafeDrinking Water Act), promulgadapor la

U.S. EnvironmentalProtectionAgency(EPA),especificalos contaminantesquepuedentener

un efectoadversoparala saludpública, y paracadauno deellos, estableceun máximonivel

contaminante(MCL).

En estesentido y en relación a los THMs, y especialmenteal cloroformo, la EPA

establecióun MCL de 100 microgramos(l,en el año 1979. Estevalor no esdefinitivo, sino

que deberáserrevisadoperiódicamente.

En Españalos parámetrosde calidad del aguapotablede consumopúblico, vienen

recogidosen el Real Decreto1138/1990de 14 deSeptiembre,publicadoen el BOE 226 de
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20 de Septiembrede 1990, donde se detalla la ReglamentaciónTecnico-Sanitariapara el

abastecimientoy control de calidadde las aguaspotablesde consumopúblico.

6.4.1. MUTAGENOS EN AGUAS CLORADAS

En la últimadécadahan aparecidoen la literaturacientíficanumerosaspublicaciones

que tratande la presenciade actividadgenotóxicaen los concentradosorgánicosderivados

de las aguaspotables(Meier, 1988 y 19%; Chehy col., 1980; Kool y col., 1984; Rapson

y col., 1980).

Esta actividad mutagénicay genotóxica ha sido demostrada“in vitro” en los tests

bacterianos.

Sin embargo,se han realizadopocosestudiosparaconfirmar la existenciade daño

genotóxico“in vivo”, no teniendoevidenciao evidenciasmuy pequeñas,de genotoxicidaden

ensayosen animalesde experimentación.

Existen una seriede fuentespotencialesde mutágenosen el aguade bebida(Meier

1990);pero la cloracióndel aguapareceser el principal responsablede la apariciónde estos

compuestosen el aguapotable.

Los distintostipos deagentesmutágenospresentesen fuentesdeaguacontaminadason

sustancialmentediferentes de aquellos que se forman por la cloración de aguas no

contaminadas( Meier y col., 1982 y 1983).

Loper en 1984, sugirió quela mutagénesisderivadade fuentesde aguascontaminadas

con residuosindustrialeso de la agricultura(Hearileiny col., 1981),dependede la activación

microsomal,mientrasqueaguasno contaminadasy por lo tantono mutagénicasen principio,

muestranactividadmutagénicadirectatras la cloración,la cualdisminuyeen presenciade S9

mix (fracciónmicrosoma]de hígadode rata) utilizadocomocofactorenzimáticoen el testde

Ames.
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Dada la preocupaciónexistentesobrela presenciade mutágenosconsideradoscomo

posiblescarcinógenosy comoagentesinductoresde mutacioneshereditarias,ha surgido una

importantecuestiónsobre si la exposicióncrónica a lo largo de la vida a los mutágenos

químicoscontenidosen el aguade consumo,suponeun riesgoparala salud (Crump, 1981;

Glatz y col., 1978).

Otra preguntatodavía sin respuestaes si los promutágenosen fuentes de agua

contaminadas,los cualesson activadospor las enzimashepáticas,planteanun mayor riesgo

quelos mutágenosdirectamenteactivos, formadosdurantelacloración,y quesoninactivados

por las preparacionesenzimáticashepáticas.

Como un primer pasohaciaun mejorconocimientodel riesgoparala saludde estos

agentes,un grupode investigadores(Meier y col., 1982)sehan propuestoidentificarcuáles

son los agentesquímicos responsablesde la actividad mutagénica observadaen los

concentradosde aguasde consumopúblico.

Desafortunadamente,latareadeatribuirnivelesmutagénicosacontaminantesquímicos

específicosse ha mostradomuy dificultosa.

Dada la amplia variación en la potencia mutagénicade las distintas sustancias

químicas,la actividadmutagénicadel aguapotablepuedeser debidaa la acción acumulada

de un gran número de compuestos,o puede atribuirse principalmentea unos pocos

compuestospero de gran potencia(Meier, 1990).

Una confirmación de la última posibilidad, ha venido tras la identificación en los

últimosañosdel3-cloro-4-(diclorometil)-5-hidroxi-2(5H)furanona(MX), comoun importante

componentemutagénicodel aguapotabledesinfectadacon cloro ( Kromberg y col., 1987 y

1988;Backlundy col., 1989; Holmbon y col., 1987).

El MX es un potente y directo mutágenoen el test de Ames, que no necesita

activaciónmetabólica,produciendounarespuestade alrededor13000 his+ revertantes/nmol

con la cepaTA 100 del testde Ames (Meier, 1990).
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En tres estudiosdistintosen USA en fuentesde aguapotable, seha estimadoque la

contribución a la actividad mutagénica del MXfue del 15%, 33% y 34% respectivamente,

aunquelos nivelesde hechode MX presentesen el aguaproblemafueron sólo deentre2 a

34 ngr/L (Tabla 1) (Meier, 1990).

Incluso con un protocolode aislamientoy fraccionamientoadecuado,el MX resultó

serun componenteminoritario al final del procesode fraccionamientocon HPLC.

A pesarde las dificultadesanalíticas,el MX ha sido identificadoy cuantificadoen un

total de 37 muestrasdeaguapotableen los EstadosUnidos, Finlandiay Gran Bretaña,a las

que nos hemosreferido y que vienenrecogidasen la Tabla 1.

Seestimaqueestasustanciaesresponsablede entreel 5 y el 60% de lamutagenicidad

total con un valor medio del 30% en el estudio de Kromberg y Vartianen (Kromberg y

Vartianen, 1988).

Porotro lado, Krombergy col.(1984y 1988), han puestode manifiestola existencia

del isómero E-2-cloro-3-(diclorometil)-4-ácidooxobutenoico (E-MX) en fracciones

mutagénicasde aguasde bebidadoradas,asícomode otrosisómerosde MX (formasabiertas

y cerradasZ y E), los cualestodos juntos contribuyen a menosdel 10% de la actividad

mutagénicatotal.

Todasestasformas isoméricastienendiferentesactividadesmutagénicasy diferente

estabilidadquímica, y puedeninterconvertirsedependiendodel pH, lo cual podría explicar

los patronesde estabilidad-inestabilidadobservados.

La cuestiónde si el MX o cualquierotro derivadodoradorepresentaun riesgoreal

para la salud permanecesin resolver. En general la hipótesisque emergede estudioscon

concentradosde aguade bebida,materialeshúmicosdoradosy variasclasesde productos

desinfectantes,es que estassustanciasson genotóxicasde acción directa (in vitro) pero no

genotóxicaspara animalestras su administraciónoral (Christmany col., 1980; Colemany

col., 1980: Dolara y col, 1981; Erikssony col., 1979; Glaze y col., 1979; Horth y col.,
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PAíS N~ MUESTRAS
AGUA

CONCENT.
MX (ng/1)

% CONTRIBUCION
MUTAGENICIDAD*

HEMING
et al 1986

METER
et al 1987

KROMBERG
et al 1988

HORTH
et al 1989

FINLANDIA

USA

FINLANDIA

GRAN
BRETAÑA

* Basado en resultados con la cepa TAbO (-59) de S. typhitniuriuni

TABLA 1. CONTRIBUCION DEL MX A LA MUTAGENICIDAD DE AGUA DE
CONSUMO.

ESTUDIO

2 20—61

3

5—20

2—33

26

15—3 4

5—67

8

15—57

2—29 30—60
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1987; Kopfler y col., 1984; Oliver, 1988).

Lo quesi parececlaro, es quea temperaturay pH similaresa los del tratamientodel

agua,la vida mediade MX y otros mutágenos,puedeserde hasta4,6 días.Por lo tanto una

parteimportantede estos compuestosva a persistira través del sistemade distribución.

La cloracióna altasconcentracionesde aguasde bebidageneratambiéncompuestos

del tipo de los ácidosdi y tricloroacético, y del cloroformo,queno parecensergenotóxicos

pero que sin embargose ha visto que inducen tumoreshepáticosen el ratón en estudiode

carcinogenicidada largo plazo (Loper y col., 1987).

Thompson(1985) ha recopiladodatos de 216 agentescon test tanto “in vivo” como

“in vitro”, que indican que una respuestanegativa“in vitro” es altamentepredictivade la

respuesta“in vivo”; de la mismamaneraque una respuestapositiva “in vitro” esaltamente

predictivade lo queocurrirá “in vivo

Las diferenciasentrelos resultados“in vitro” e “in vivo”, puedenexplicarsede varias

maneras:uno de los factores,la activaciónmetabólicaes unaposibilidadaltamenteprobable

paraexplicar la falta de respuestagenotóxicaen médulaespinalde ratones,por productos

derivadosde la cloración (Tikkaneny Kromberg,1990).

Muchosestudioshan mostradoque los mutágenosdirectos se inactivan de forma

sustancialpor el S9. La metabolizaciónpor la fracción microsomalpuedeprevenir que la

forma activa del compuestose distribuya por el organismoy alcancea diferentes tejidos

corporales.

Estudios“in vitro” handemostradoqueel MX puedeinactivarsecomo mutágenopor

el glutatión y estopuedeser de interésparasu detoxificación “in vivo”(Meier et al. 1989).

Wilcox y Williamson (1986) hanencontradoque la presenciade sueroen el medio de

tratamiento,disminuyela actividadclastogénicade extractosde aguade bebidasobrecultivos

de célulasde mamífero.
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Esto puedequererdecir que aparte de la ingestión, los compuestosmutagénicos

puedenrelacionarsecon los constituyentesdel sueroduranteel transportey la distribución

por el organismo.

Las célulasdel tracto gastro-intestinal,son el primer contactocon estassustancias,

pero probablementetienen mayor tropismo por las célulasde la médulaósea,ocasionando

en ellasdañogenotóxicoinducido por los derivadosdorados.

Recientestrabajoshan demostradoasí mismo, queMX provocadañosen las células

del estómagode ratase inducenanomalíasnuclearesen células duodenalesdel ratón (Loper

y col., 1979).

Los resultadospositivosde los estudios“in vitro”, la evidencialimitada de estudios

decarcinogenicidaden animalesde experimentación,lademostracióndeactividadgenotóxica

de un númerodeagentesderivadosde la cloraciónporproductos,y los resultadosdeestudios

epidemiológicos,tienden en conjunto a sugerirque la exposicióna productosdoradosen

aguasdebebidadeberíacontrolarsey en lo posibleminimizarse.

6.5. ESTUDIOSEPIDEMIOLOGICOS

Desde1974sehanllevado acaboen EEUU y en otrasnaciones,una seriedeestudios

epidemiológicosdestinadosa evaluarla relaciónexistenteentreel cáncery la calidaddel agua

potablede consumopúblico (Craun, 1984).

Dado lo extendidode la exposicióna derivadosdoradosy que las investigaciones

experimentalesapuntanhaciala posibleaccióncarcinogénicade los mismos, la mayoríade

de los estudiosse centranen la cloracióndel aguade bebida( Peto, 1977; Roberts, 1987;

Stevensy col., 1978).

Como medidade la exposicióna los derivadosdorados,fundamentalmenteTHMs,

sehautilizado la informaciónhistóricasobrefuentesde aguay prácticasde desinfección,así

como tambiénlos nivelesactualesde THMs en las poblacionesdeestudio.
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6.5.1. ESTUDIOS ECOLOGICOS

La mayoríade los primerosestudiosepidemiológicosque se realizaronsobreaguas

potables,eranestudiosecológicos,ya que solamentedisponíande información sobrecáncer

y uso de aguas doradas globalmente para grupos de población.

El subcomitéde epidemiologíadel Comité de Agua PotableSegurade la Academia

NacionaldeCienciasde EEUU, revisó los estudiosdescriptivosde tipo ecológicorealizados

hasta 1978. Nuevede diezestudiosde estetipo, encontraronasociacionesentreel consumo

deaguasdoradasy , o bien la incidenciadecáncero la mortalidadporestacausa,mientras

quetresestudios.encontraronasociaciónentrelos nivelesdeTHMs y lamortalidadporcáncer

(Craun, 1984).

Sin embargo,estosestudiostienenun valor limitado porqueal serestudiosecológicos

no es posibleinterpretarsi la relaciónobservadaes el resultadode la exposiciónal agua

doradao bien a otros agentesque no han sido valorados.

La revisiónefectuadapor la AcademiaNacionalde CienciasdeEstadosUnidosllegó

a la conclusiónde que la vejiga, el estómago,el intestino grueso y el recto, fueron los

órganosdianaparala aparicióndel procesocanceroso.

Dichaentidadexigeademásun estudiomásprofundoy recomendóque serealizaran

estudiosepidemiológicosanalíticos.

6.5.2. ESTIJDIOSANALíTICOS

Tanto los estudiosde casosy control como los estudioslongitudinaleso de cohortes

relativos a la asociaciónentre la exposicióna aguadoraday la apariciónde un proceso

tumoral,exigenuna valoraciónde las exposicionespreviasalo largo dela vida del individuo

dadoel largo períodode latencianecesariopara el desarrollodel cáncer.

Wilkins y Comstock( Craun, 1984)estudiarontres cohorteshistóricascadauna de

ellas con un grado diferentede exposiciónal cloroformo y a otros derivadosdorados.La

42



Introducción

incidenciadel cáncerde vejiga y de hígadoen la cohorteexpuestaresultéser prácticamente

el doble con respectoa los sujetosqueconsumíanaguade bebidano dorada.No obstante,

los resultadosno fueron concluyentesdadoque las cohortesno erandel todo homogéneasy

la pequeñatasade incidenciade cánceren estaspoblaciones.

La revisión de cinco estudiosde casosy control realizadaen 1981 (Craun, 1984),

llegaba a la conclusiónde que la información aportadapor estos reforzabala asociación

postuladaentreel cáncerde recto, colon y vejiga y la cloracióndel aguadeconsumo.No se

pudosin embargoestablecerrelación causalentreconsumodeaguadoraday cáncer.

Dosestudiosrecienteshan utilizado la metodologíadecasosy control parainvestigar

dichaasociación.Cragle(Cragle y col., 1987) realizó un estudiosobrecloración de aguay

cáncerdecolon en Carolinadel Norte, con 200 enfermosy 407 controlessin historia familiar

de pólipos, colitis ulcerosao cualquierotra enfermedadintestinal crónica. Tanto los casos

comolos controleshabianresididoen el mismo Estadoduranteal menos10 años.Se tuvieron

en cuentaademásotrasvariablespotencialmenteconfusorascomoconsumodealcohol, dieta,

región geográfica,educaciónetc.

Se concluyóque la asociaciónexistenteentreconsumode aguadoraday cáncerde

colonteníaunagran relacióncon la edad(mayorriesgorelativoen aquellosqueconsumieron

dicho agua durante 16 años o más). Pero sólo se comprobóasociaciónestadisticamente

significativa, controlandolos posibles factoresde confusión, para aquellaspersonascon

edadessuperioresa los 60 años.

Cantoret al. (Craun, 1984) informaronde los resultadosde un estudiorealizadopor

USEPA (Agencia de proteccióndel Medio Ambiente) y el Instituto Nacional del Cáncer,

sobrela asociaciónexistenteentrela cloracióndeaguay el cáncerde vejiga.

El estudioincluyó a 2982 casosque residíanen 10 Estadosde los EstadosUnidos y

5782controlesemparejadoscon los casosteniendoen cuentasexo,edad,y zonadeestudio.

Se realizó además,análisis de regresiónlogística para controlar los posibles factoresde
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confusión.

El riesgo relativo sólo fue estadisticamentesignificativo paralos no fumadoresque

habíanresidido60 añoso másen la zonade estudioy habíaconsumidoaguadorada.En este

caso el riesgode cáncerdevejiga resultóser másdel doble (RR=2,3) respectode aquellos

que residíanen áreasabastecidasporaguano dorada.

RecientementeCantor(Cantory col., 1981 y 1984) ha informadode otros análisis

realizadosa nivel nacional por USEPA-NCI, en los que se mantienela asociaciónpara

aquellosconsumidoresdeaguadesinfectadacon cloro duranteal menos40 añosy laaparición

del cáncerdevejiga.

Paraconfirmar la asociaciónentreconsumode aguadoraday cáncerde vejiga y

colon, la Universidadde Iowa junto con el NCI iniciaron un estudiode casosy controles

apareados,en 1986. Comoparámetrosde valoraciónde la calidaddel aguadesinfectadacon

cloro se midieron los THMs, el carbonoorgánicototal, el pH, la temperatura,los sólidos

disueltostotalesy los nitratos.Dicho estudiocontinúarealizándoseen la actualidad(Isacson

y col., 1981).

Lynch y col. (Craun, 1984) realizó un análisis por separado de los datos

proporcionadosporel Estadode Iowa y observómayoresRR de cáncerde vejigacuandoel

análisis comparabasólo a poblacionesque consumíanaguapotableque habíasido dorada

antesdeser filtrada, con respectoa aquellaspoblacionesqueconsumíanaguano dorada.Por

supuesto,setratade aguasen las que los THMs suelensersuperiores.

Young y col.(1981),informaronde la asociaciónentrela mortalidadoriginadapor

cáncer de colon en Wisconsin y la exposicióna THMs secundariacloración del agua,

estimadaéstapor la dosismediadiaria de cloro en el aguaduranteun períodode 20 años.

Dado que no se dispusode datos sobrelos niveles pasadosde THMs, y estos se

estimaron utilizando un modelo estadísticopredictivo basadoen los niveles cuantitativos

actualesde THMs no se puedeestablecerla responsabilidaddirectade los mismos en la
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aparicióndel cáncerde colon.

Dadoquelos nivelesdeTHMs en estossuministrosdeaguade Wisconsineranen el

momentodel estudiogeneralmentebajos (un98% de las muestrasteníanconcentracionesde

THMs inferioresa 100gr/l) y dadoque las aguasestudiadashan podidoestarcontaminadas

con compuestosorgánicosvolátilessintéticosse realizó un nuevo estudioparaexaminarlas

exposicionesde la población a estos contaminantesorgánicos. Los datos preliminares

muestranriesgosrelativos estimadossuperiores(RR=1,6-2,4)de incidenciade cancerde

colon en poblacionesexpuestasal tetracloroetileno,tricloroetilenoy 1,1.1- tricloroetanode

las aguasmunicipales(Craun, 1988).

Por otro lado dado que la desinfeccióndel agua por medio de la utilización de

cloraminashaprobadono producirTHMs seha realizadoun estudioen Massachussettsdonde

desde 1938 se utiliza la combinaciónde cloro y amoníacopara desinfectarel agua de

superficiesuministradaa la mayoríade las comunidadesde la zonametropolitanade Boston

(Flanagany col., 1979).

Unavaloraciónrealizadarecientementesobremortalidadporcáncerdevejiga mostró

un ligeroaumentode ésteen la poblacióndeMassachussettsqueconsumióaguade superficie

desinfectadacon cloraminasen comparacióncon poblacionesque no usaroneste mediode

desinfección.Al compararlos resultadosde esteestudiocon respectoa los realizadosentre

sujetosque consumenaguadoradasecomprobóque el riesgo de mortalidadpor cáncerde

vejiga entre los consumidoresde aguadoradaera el triple que el de los consumidoresde

aguadesinfectadacon cloraminas(Craun, 1988).

Estoshallazgossugierenunaposibleasociaciónde los THMs conel cáncerdevejiga,

pero no proporcionauna evidenciadirecta de ello. Sin cálculosexactosde exposiciones

previasa THMs y a otros contaminantesdel agua, los resultadosobtenidoshastala fecha

debeninterpretarsesólo en términosdeexposiciónglobal al aguadorada.Aunquelos THMs

puedanestarasociados,con los datosquetenemoshastaahoratambiénpodríanestarlootros

subproductosdoradoso contaminantesdel agua(Bunchery col., 1977).
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Ante todos estos hallazgos, la preguntaque cabe hacersees ¿quéproporción de

cánceres podría atribuirse a la exposición al agua potable desinfectada con cloro si la relación

fuese causal?. La respuestadependede la conclusiónde los estudiosen realización y del

inicio de trabajosfuturos másdetalladosy estrictos.
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OBJETIVOS

El propósitode estaTesises:

1. Comprobarla existenciade actividad mutagénicaen muestrasde aguasde

consumopúblico de unacomunidadmayor de 100.000habitantes,por medio

del test de Ames.

2. Valorar, en caso de comprobarseque existe dicha actividad, si esta

mutagenicidadsedebea los concentradosorgánicosdorados,generadosen el

procesode desinfeccióndel agua.

3. Evaluarsi dicha mutagenicidaddependeo no, de la presenciao ausenciade

la activación microsomal(59).

4. Determinar los índices de mutagenicidad correspondientes.
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PROCEDIMIENTOS DEL TEST DE AMES

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. CEPAS DE ENSAYO

En el test de mutagénesisse usa una colecciónde cepasde Sa/monet/a histidina

dependientes.Todasellas derivanoriginalmentede Sa/monet/a typhimurium LT2 y poseen

un tipo de mutacióndistinto en el operón histidina, de forma que requierenhistidina en el

medio de crecimientoporque son incapacesde sintetizaría.

Las diferenciasespecíficasentrelas cepasvienemarcadaporla mutaciónen el operón

de la histidina (Maron y Ames, 1983) (Figura 3).

Ademásde estamutación,las cepasde ensayoposeenotrasqueaumentansu eficacia

para detectarmutágenos.

Una de ellas, es la rfa, que causapérdidaparcial de la barreradepolisacáridosque

protegenla superficiede la bacteria,causandoun aumentode la permeabilidadpara las

moléculasvoluminosasque normalmenteno podríanatravesarla paredcelularnormal.

La mutaciónuvrB, causala delecciónde un gen quecodificael sistemade escisión

repairpara DNA. Puestoque estaregión es nacesariaparaque sepuedadar la reparación

por escisión, la eliminación de la misma implica la desapariciónde este mecanismode

reparaciónen las cepasmutantes,confiriéndolesun aumentode sensibilidadpara detectar

agentesmutagénicos.

Por razonestécnicasestadelecciónse extiendeal bio” gen y como consecuencia

estascepasnecesitanbiotinapara su crecimiento. Por último, algunas cepas poseen el

plásmido factor R pKM 101, el cual les confiere resistenciaal antibiótico Ampicilina y

aumentala mutaciónespontáneae inducidaal incrementarel sistemade reparacióncon error,

normalmentepresenteen estosorganismos.Estascepascon factor R reviertenmejorquelas

cepasde las cualesproceden,detectandomejor los factoresmutagénicos.
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En la Tabla II, se indican los genotiposde las cepasde Sa/monet/a diseñadasparael

test de mutagénesis.

Todaslas cepasde Sa/mone/la typhimurium utilizadasen esteensayo,hansido cedidas

por el Dr. H.N. Ames, Departmentof Biochemistry, University of California.

En este ensayose han utilizado las cepasrecomendadaspor Ames para ensayos

generalesde mutagenicidad,TA98, TAl00, TA1535 y TA1538.

1.1.1. Salmonella typhimurium CepaTA 98

Características:his D3052,rfa, uvrBj R.

Es un mutantehis D3052,con las mismascaracterísticasgenotipicasde la cepalA

1538de la quederiva,diferenciándoseen la presenciadel plásmidoPKM 101 (factorR), que

le confiere resistenciaa la ampicilina y aumenta la probabilidad de error durante la

duplicación del ADN.Es un mutantesensible a los mutágenos“frameshift”(una basees

añadidao deleccionada,causandoun desplazamientoen el marcode lectura o desfase

genético).

1.1.2. Salmonella typhimurium CepaTA 100

Características:his 646, rfa, uvrB, R.

Es un mutante646, con las mismascaracterísticasgenotipicasde la cepaTA 1535

de la que procede,diferenciándoseen la presenciadel plásmido PKM 101 (factor R).

Es unacepasensiblea los mutágenosque causansustitucionesde bases.

1.1.3. Salmonella typhimurium Cepa TA 1535

Características:his 646, rfa, uvrBt

Es un mutantehis 646,que presentauna sustituciónde unabasehaciendoimposible

la biosíntesisdel aminoácidohistidina.

Estacepaseutiliza paradetectarmutagenosque produzcansustitucionesdeparesde

bases,comoson los agentesalquilantes.
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CEPA MUTACION
OPERON

HISTIDINA

TIPO MUTACTON
DETECTADA

SISTEMA
REPABACION

LP5 PLASMIDO

TAl53S hisG46 Sustitución
pares bases

¿XuvrB rl a-

(G-C)

TAl53S hisD3O52 Desplazamiento MivrB rl a-
lectura afecta
das pares bases

(G—C)

TAlOD hisG46 Sustitución AuvrB ría pkMlOl
pares bases

(O—O)

TA9S hisD3O52 Desplazamiento AuvTB rfa pkMlOl
lectura afecta
dos pares bases

(G-C)

TABLA II. CARACTERíSTICAS
typhiniuriuni.

GENETICAS DE LAS CEPAS DE S.
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Es ademásuna cepadeficienteen el mecanismode escisióna reparación(uvrB), y

poseeuna mutaciónrfa que hacea las bacteriasmáspermeablesa las macromoléculas.

1.1.4. Salmonellatyphimurium Cepa lA 1538

Características:his 133052, rfa, uvrB.

Es un mutante his 03052, resultadode la delecciónde un par de bases,cuya

reversiónal fenotiposalvajehis+, la efectúanmutágenosquedeleccionandasparesdebases

adyacentes,situadasen unazonapróximaa la mutaciónqueposeauna secuenciarepetitiva-

C-G-C-G-C-G, de forma que quedarestauradoel marcode lecturaoriginal.

Se trata por tanto de una mutación“frameshift”.

1.2. FRACCION MICROSOMAL DE HíGADO DE RATA (S9)

1.2.1. Fracción59

Esta preparaciónse obtuvo de IFFA CREDO, que la comercializa como “S9

Fraction’. Tantoel transportecomo la conservaciónulterior debehacersesin quelas cepas

pierdanla temperaturaadecuada.

Se utilizan ratasmacho“513-OFA’, con un pesomedio de 200 gramos,mantenidas

con piensoy agua“ad libitum.

Como inductorenzimáticoseempleaAroclor, administradoa una concentraciónde

500 mg por Kg de peso,durantela semanaanterioral sacrificio.

Una vez sacrificadoslos animalesseextraenlos hígadosy secentrifugan10 minutos

a 9.000 revoluciones.El sobrenadantesedecantay es lo que sedenominafracción 59.

Las fraccionesS9 frescassedistribuyenen vialesde plásticode 1 ml y secongelan

rápidamente a -800C.

1.2.2. S9- mix (S9+)

La solución se preparainmediatamenteantesde su uso. Se añadenpor orden, las

siguientespreparaciones:
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* FracciónMicrosomal S9 3,0 ml

*NADp(0,1M) 0,4m1

*66.P(0,lM) 0,5m1

* C12 Mg (0,1 M) 0,5 ml

*CIK (0,33M) 1,Oml

~Cl2Mg(0,lM) 0,Sml

* Buffer Fosfato(0,2 M) 4,6 ml

II. METODOS

2.1. OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS CEPAS

Trás la recepciónde la cepasseprocedeinmediatamentea efectuarsubcultivos,para

su almacenamientoy posterioraplicaciónen el métodooperatoriorutinario.

Las líneas microbianasutilizadas no son salvajes. Poseenvarias mutacionespara

hacerlasmás sensibles,con vistasa evaluarposterioresmutaciones.

Como resultadode lo anterior, no son cepasestables,y los métodosde almacenaje

convencionales en microbiología no son los más adecuados.

En éstecaso, lo que se hacees obtenersubcultivosen fase estacionariaen caldo

nutritivo, a 37
0C durante 24 h, en baño con agitación. Estos subcultivos se reparten

alicuotamenteen tubos estérilesNunc, a los que previamentese les a añadido0,09 ml de

DMSO, por ml de cultivo, queactúa comoagentecrioprotector.

Despuéslos criotubos se etiquetan indicando cepa y fecha de preparacióny se

mantienenen hielo picado,hastasu congelación;despuésseconservanen arcóncongelador,

a -800C hastasu utilización (aunqueteóricamentepuedenmantenerseasí viablesdurante

años, se recomiendano pasarde 2 años).
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AA mismotiempoque sepreparanlos congeladospermanentes,y para la obtención

de stocks bacterianos,se rayan placasde agar nutritivo a partir de un cultivo en fase

estacionaria. Estas placas llamadas placas ‘master”, se incuban en estufa a 370 durante24h.

Despuésseguardanen el frigorífico a40C, dondepuedenconservarsehastaun mes.

Una sola colonia de estas placas puede servir para obtener nuevos subcultivos.

2.2. VERIFICACION DE LAS CARACTERíSTICAS GENOTIPICAS DE LAS

CEPAS

Es esencialverificar periódicamentequelas característicasde las cepasno hansufrido

modificaciones,es decir, realizarun control de calidad de las bacterias,para lo cuál se

efectúanlos siguientescontroles:

a. Inmediatamentedespuésde recibir las cepas

b. Cuandosepreparancongeladospermanentes

c. Cuandoaumentael númerode revertientesespontáneas

d. Cuandohay pérdidade sensibilidada los mutágenosestandar

2.2.1. CONCENTRACIONCELULAR

Sediluye un cultivo en faseestacionaria( obtenidopor incubaciónen caldonutritivo

durante12-16 h en oscuridad),usandopasosde dilución de 1 en 10 en tampónsalino o en

caldo nutritivo; seagitan los tubos diluidos en todos los pasospara evitar el agrupamiento

de células.

Se vierten 0,1 ml de la dilución 10~ en placasdeagarnutritivo vehiculadosen

2 ml de agar blandode superficie. Las placasposteriormentese incubandurante24h en

estufaa 370C.

Dadoque seconsideraque un cultivo de nochetiene aproximadamente1-2 por i0~

células/mí,transcurridoel períodode incubaciónhabráaproximadamente100- 200 colonias

porplacay no deberíaexistir contaminaciónalguna.
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2.2.2. FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA

Existen unosintervalosestandardde mutaciónespontáneay un experimentosolo será

aceptablesi los valoresde control negativoestándentrode éstos limites (Maron y Ames,

1983).

La reversiónespontáneade las cepasindependientesfrentea la histidina, seexpresa

por el número de colonias revertidasespontáneamentepor placa. Estas colonias se ven

claramente,ya que asientan sobre el fondo opaco producido por el crecimientode las

bacteriasauxotrofas.

Cadaceparevieneespontáneamentecon unasfrecuenciascaracterísticas,que según

De Senesy Shelby (1979), son:

- CepaTA 1535: entre5 y 50

- CepaTA 1538: entre5 y 40

- CepaTA 98: entre 15 y 75

- CepaTA 100: entre60 y 220

Unadesviaciónque estéobviamentefueradel rangoaceptable.indicarála necesidad

de comprobarlas característicasgenéticasde la cepacuestionada.

Unatasamuy elevadaindicacontaminacióno acumulaciónde retromutantes,en cuyo

casola cepadebereaislarsedel cultivo permanente.

La tasade reversiónespontáneavienetambién influenciadapor la concentraciónde

histidina y por tanto, fluctuacionesen el contenidode histidinadel top agar se reflejaránen

las correspondientesvariacionesdel númerode revertientespor placa.

También la presenciade mutágenosen el ambientepuedeelevar el númerode

revertantespor placa.
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Procedimiento

Se añade0, 1 ml de cultivo bacterianoen faseestacionaria,a 2 ml deagarblando; se

mezclay se vierte en la superficiede una placa de agar glucosado.Si el ensayose

realizacon activación metabólica,se añadenademásal tubo de agar blando0,5 ml

de mezcla S-9; se deja solidificar y se incubanen estufa a 37W durante 48 h.

Finalizadoel períodode incubación,secuentanlas coloniasrevertidasen cadaplaca

y si no seencuentrandentrodel intervaloadecuado,esdecirestánfueradel rangode

reversiónespontáneaque correspondientea la cepa,debendesecharselos ‘stocks’

bacterianos.

2.2.3. RESPUESTAANTE TESTIGOSPOSITIVOS

Se realizapara confirmar la sensibilidadde las cepasbacterianasantemutágenos

conocidos. En nuestro ensayolos controlespositivos se han realizadocon las siguientes

sustancias:

- En el ensayosin activación metabólica:

CepaTA1535, Azida sódica(l,5x103 mg/placa)

CepaTA1538, 2-Nitrofluoreno(2,5x1W mg/placa)

CepaTA9S, 2-Nitrofluoreno (2,5x l0~ mg/placa)

CepaTA100, Azida sódica(l,5x103 mg/placa)

- En el ensayocon activaciónmetabólicaseha empleadoen todos los casos

2-Aminofluoreno(íxlW mg/placa).

Procedimiento

Se procedecomo en el caso anterior pero añadiendoademás0,1 ml del control

positivoen el tubo de agarblando.
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2.2.4. SENSIBILIDAD A LA LUZ ULTRAVIOLETA (UV)

La mutaciónuvrB sepuedeconfirmardemostrandola sensibilidada las radiaciones

ultravioletaen las cepasque contienenestamutación.

Procedimiento

Serayan diversasplacasde agarnutritivo con las diferentescepas.Secubrela mitad

de cadaplaca rayadacon un cartón y se irradia la placacon una lámparade luz

ultravioletaa unadistanciade 33 cm durante6 segundosparalas cepaslA 1535 y

TA 1538 y durante8 segundospara las cepasTA 98 y lA 100. Posteriormentese

retira el cartón y se incuban las placasa 370C durante24 horas, apareciendo

crecimientosolo en la zonade la placano irradiada.

2.2.5. RESISTENCIA A LA AMPICILINA

Se realizapara confirmar el plásmido pKM 101, ya que éste les confiere a las

bacteriasla propiedadde hacerlasresistentesa la ampicilina.

Procedimiento

Se añaden0,1 ml decultivo en faseestacionariaa un tubo con 2 ml de agar blando

y se vierte sobre placas de agar nutritivo, se deja secary sedepositaen la placaun

disco que contiene 10 mcg de ampicilina. Se incuba 24 h en estufa a 370C, y

transcurridoel tiempode incubaciónlas cepassensiblesa la ampicilina (carecendel

FactorR) presentaránun halode inhibición de crecimientoalrededordel disco (TA

1535 y TA 1538), y las cepaslA 98 y lA 100 que son resistentesa la misma,

tendránun crecimientonormalsin halode inhibición (confirmaciónde la existencia

del FactorR)
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2.2.6. RESISTENCIA AL CRISTAL VIOLETA

Se utiliza paradetectarla presenciadel factor R.

Procedimiento

En placasde agarnutritivo conteniendo0,1 ml de cultivo de nochevehiculadoen

agar blando, se coloca un disco de papel de filtro estéril, impregnadocon una

solución de cristal violeta de concentración 1 mg/mí, en el centro de la placa.

Despuésde incubaciónen estufaa 370, durantedocehoras, seobservauna zonade

inhibición alrededordel disco confirmandola presenciadel factor rfa.

2.2.7. MEDIDA DE LA SUPERVIVENCIA BACTERIANA

La medidade la supervivenciaen el test de Ameses muy importanteparavalorarsi

la toxicidadde los compuestosde ensayojuegaun papelsignificativo. Por ello Andersony

col., en 1984, propusieron realizar un ensayode toxicidad paralelamenteal ensayode

incorporaciónen placa.

Procedimiento

En placasdeagarnutritivo, sevierteagarlíquido, suplementadocon histidina,al que

previamenteseañaden0,1 ml de la dilución l0~ de la cepay 0,1 ml de la solución

del compuestoa ensayar.

2.3. OBTENCION DEL CULTIVO EN FASE ESTACIONARIA

Es lo que seconocecon el nombrede cultivo de noche.

Procedimiento

Un matrazque contenga100 ml de caldonutritivo sereparteen frascosestérilescon

tapón de rosca, a razón de 5 ml por frasco. Se utilizan dos frascosporcepay otros

dossedejancomotestigos.A continuaciónde los tuboscongeladosquecontienenlas

cepas,seextraepor raspaduracon unacucharitaestéril, unaporcióncongeladade la

cepa y se incuba en el caldo nutritivo. Los frascos se preservan de la luz
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envolviéndolosen papelde aluminio y se sumerjenen baño con agitacióna 370C

durante12-16horas; transcurridoéstetiempo se sacandel bañoy se guardanen el

frigorífico a 40C, hastael momentode la siembra.

2.4. ENSAYO DE MUTAGENICIIDAD

El ensayode mutacióncon Sa/monella typ/ñmurium, puederealizarsemediantedos

métodos:

a. Método de preincubación

b. Métodode incorporaciónen placa

Se ha elegidoel segundode éstosmétodos,que en síntesisconsisteen que tanto las

distintas cepasbacterianascomo la sustanciaproblemase mezclancon top agar o agar

blando, y sevierten en una placade agarglucosado;dicho métodovieneesquematizadoen

la Figura 4.

Estemétodo seha realizadocon dosvariantes:

1. Con incorporaciónde activación enzimáticaS9-mix (S9-1-)

2. Sin incorporaciónde activaciónenzimática(59-)

Las cepasbacterianasse han cultivadoa 370C hastael final de ~afase estacionaria

de crecimiento.La densidadcelularosciló entre 1-2 por iO~ célulaspor ml.

Estadensidadelevadaesnecesariapor lo siguiente:

- El número de revertientesespontáneosparacadacepa,dependendel número de

histidin-auxótrofosque crezcana las 48 horas de incubación.Este número viene

determinadopor la concentraciónde histidinadel agar, y es independientedentrode

los límites (l0~ a l0~ células) del númerode bacteriasdel inóculo inicial.
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-El número de revertientes inducidos depende del inóculo inicial, y puesto que la

frecuencia de mutaciones es baja, es esencial usar poblaciones de título elevado para

poderdetectaría.Si el inóculo esbajo, el númerode revertientesespontáneospodría

ser normal, pero el númerode los inducidospor el mutágenopodría ser menor e

inclusopasarinadvertida.

2.4.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA

Las muestrasdeaguaque van a serensayadas,debenserpreviamentefiltradas por

membranade Millipore con porode 0,2 mm, para garantizarsu esterilidad.

Procedimiento

A 100 ml de top agar licuado a una temperaturade 450C , se incorporan 10 ml de

la solución estéril de Histidina-Biotina, se agita y se distribuyen en tubos estériles a

razón de 2 ml por tubo, manteniéndoseen un baño a 450C.

En el ensayosin incorporaciónde 59, a los tubosde 2 ml deagarblandoseles añade

0,1 ml de la sustanciaproblemay 0,1 ml del cultivo bacterianofresco(en faseestacionaria).

Paralos ensayoscon activaciónmetabólica(59+), seañadeal agarblando0,5 ml de

la mezclade activaciónenzimática.

El contenidode cadatubo se mezclay se vierte en la superficie de una placa de agar

glucosado.

El agar se deja solidificar y las placas se incuban a 370C durante 48-72 horas.

Finalizadoel períodode incubación,secuentanel numerodeUFC revertidasen cadaplaca.

Cadaplacautilizada en el ensayoha sido realizadapor triplicado.

Los resultadosseconsideranpositivos, si la muestraestudiadaproduceuna mediade

coloniasque sobrepasaen el doblea la mediade las que seproducenen las placascontrol.

Debenincluirse en el ensayocontrolespositivosy negativos.
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2.4.2. ENSAYO CON FRACCION MICROSOMAL <S9+)

En cadaensayoserealizanlos siguientesgrupos:

A. Control negativo: 0,1 ml de cepa

0,5 ml de S9

B. Control con disolvente:

0,1 mIdecepa

0,5 ml de S9

0,1 ml de DM50 (disolvente)

C. Control positivo:

0,1 ml de cepa

0,5 ml de 59

0,1 ml de mutágenoestandar

13. Test:

0,1 mIde cepa

0,5 ml de S9

0,1 ml de muestraproblema

2.4.3. ENSAYO SIN FRACCION MICROSOMAL (S9-)

A. Control negativo:

0,1 ml de cepa

B. Control con disolvente:

0,1 mIdecepa

0,1 ml de DM50
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C. Control positivo:

0,1 ml de cepa

0,1 ml de mutágenoestandar

13. Test:

0,1 ml decepa

0,1 ml de muestraproblema

2.5. CONTROLES

typhimurium

DE ESTERILIDAD DE LOS ENSAYOS CON Salmonella

En cadaensayo

garantizar y comprobar

debenademásrealizarselos siguientescontroles encaminadosa

la esterilidadde los mediosutilizados:

1. Dos tubos de agarblando con 0,5 ml de fracción microsomalsedecantanen sendas

placasde agarglucosadoy seincubanen estufadurante48-72horas,a 370C.

2. Dos tubos de agarblando, se mezclancon el DMSO que seutilizado paradisolver

las muestrasy sedecantanen placasde agarglucosado.Se incubanen estufaa 37”C

durante48-72 horas.

3. Dos tubos que contienen agar blando que provienendel mismo matraz que los

empleadosen la siembrase introducenen el mismo bañoa 450C y se extienden al

final de ]a siembraen placasde agarglucosado,que se incubanjunto con las placas

inoculadas, hasta el momento de la lectura.

4. Dos placasde agar glucosadode la misma fechade realizaciónque las empleadas

parala siembra,son asimismoincubadasen estufa a 370C durantelas 48-72horas.
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hL MATERIAL DE LABORATORIO

3.1. REACTIVOS Y SOLUCIONES

3.1.1. REACTIVOS

Los reactivosutilizados han sido:

- Mutágenosstandard:Azida sódica(Merck)

2-Aminofluoreno(Aldrich)

2-Nitrofluoreno (Aldrich)

- Acetonitrilo CH3CN (Panreac)

- Metanol CH3OH (Merck)

- Dimetilsulfóxido (DMSO) (CH3)2S0 (Panreac)

- L-histidina C6H1QCíN3O,.H200.SmM (Merck)

- L-biotina C10H16N,0350.5mM (Merck)

- Soluciónde Cristal Violeta (Panreac)

- Discos de Ampicilina (Oxoid)

- PermanganatopotásicoKMnO4 (Panreac)

- Acido Oxálico 2-hidrato(COOH),. 21-120 (Panreac)

- Acido sulfúrico 96%, S04H2 (Panreac)

- Discosde papelde filtro estériles(Difco)

- 0-Tolidinnasolución 0,1 % (Panreac)

- Agua bidestiladaBio-Selí s.a.l.
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3.1.2. SOLUCIONES

1. Solución de Buifer-Fosfaro (pH = 7.4), cuya composición es:

- FosfatomonosódicoNaH2PO4(0.2M) (Merck)... 60 ml

- Fosfatodisódico Na2HPO4(0.2M) (Merck) 440 ml

Se autoclava20 minutosa 1210 C y se conservaa 40 C hastasu uso.

2. Solución de 1-Jistidina-Biotina 0,05M cuya composiciónes:

- L-Histidina 26,21 mg

- D-Biotina 30,54 mg

- aguabidestilada 250 ml

La solución se esterilizafiltrandola a travésde una membranade Millipore y bajo

campanade flujo laminar, seguardaen frascocon tapónde roscaprotegidade la luz, a 4
0C

hastasu utilización.

3. Solución de Glucosa al 40%:

- GlucosaanhidraC
61-11206(Merck)

- Agua bidestilada

Se autoclavala solucióndurante20 minutos a 121
0C y seconsrevaa 4”C.

4. Solución de Vogel-Bonner, cuya composición es:

Agua bidestiladatemplada(450C) 670 ml

SulfatomagnésicoMgSO
4.7H20 10 gr

Acido cítrico monohidratado 100 gr

Fosfato potásicodibásico(anhídrido) 500 gr

Sodio amonio fosfato NaHNH4PO4.4H~O 175 gr
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Añadir las sales en el orden indicado, permitiendo a cada sal disolverse antes de

añadirla siguiente.Autoclavardurante20 minutosa 1210C. Se guardaa 40C protegidade

la luz hastasu uso.

3.2. MEDIOS

1. Medio Agar, cuya composición es:

- Agar 15 gr

- aguabidestilada 930 ml

Una vez mezclado, se lleva a ebullición por llevar agar. Se autoclava 20 minutosa

1210C y se guarda a 4’>C hasta su uso.

2. Agar blando (Top Agar), cuyacomposiciónes:

- agar 6gr

- cloruro sódico 5 gr

- aguabidestilada 1000 ml

Se procedeigual que en el casoanterior.

3. Agar Nutritivo, cuya composición es:

Nutrient Broth n02 25 gr

agar 15 gr

aguabidestilada 1000ml

Sepreparaen un matrazy selleva aebullición (por llevaragar). Seautoclavadurante

20 minutos a 121 <>C. Se vierte en las placasdirectamentesin añadirningunaotra solución

(Placasde agar nutritivo).
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4. Medio Agar Glucosado, cuyacomposiciones:

Medio agar 465 ml

- SoluciónVogel-Bonner 10 ml

- SoluciónGlucosaal 40% 25 ml

El agarse licúa mediantecalor y a continuaciónse añadencon pipetay en cabinade

flujo laminar los demáscomponentes.Seagita bien y despuessedejareposardurante4 ó 5

minutoscon el fin dequedesaparezcanlas burbujasy sevierte en las placasa continuación

(Placasde agarglucosado).

5. Caldo Nutritivo para cultivo de noche,cuya composiciónes:

- Nutrient Broth n0 2 25 gr

- aguabidestilada 1000 ml

Se disuelve(noes necesariohervir), y sereparteen frascosde 25 ml de capacidad,

a razón de 9 ml de caldocadauno. Seautoclavadurante20 minutosa 1210C y seguarda

en neveradurantetres mesesa 40C.

3.3. MATERIAL E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

- Cabinade flujo laminar (Telstar)

- Autoclave

- Estufadecultivo

- Arcón CongeladorRevco <Giralt)

- Baño Selecta(Unitronic)

- Placamagnéticacalienteagitadora

- Agitadorde tubos

- Microscopio
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- Balanzade precisión

- Contadorde placas

- Rota-vapor

- Bomba peristálticade velocidadfija (Waters)

- MicropipetaDigital

- Material no reutilizable:

- CriotubosNunc (1,8 mí)

Placasde Petri estérilesde 100 mm dediámetro

de 16 por 100 mm

- Jeringasestérilesde un solo uso

- Material reutilizable:

- Pipetasdevidrio

- Puntasde micropipeta

- Tubos de vidrio

- Frascoscon tapón de rosca

- Matraces

Tubos estériles
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IV. MUESTRAS DE AGUA

Paravalorarlaposiblemutagenicidadderivadade lapresenciade compuestosdorados

en el aguade la red de la ciudadde Madrid, se siguieronlos siguientespasos:

4.1. PREENSAYO

El ámbito geográficodel estudio,en principio quedódelimitadoporel áreamunicipal

de Madrid.

Bajo el reinadode Isabel II, se terminóen 1852 el Canalde Castilla, del que secreó

el Canalde IsabelII que desde1857 abastecea Madrid.

En la actualidad, el Canal de Isabel II suministrade aguaa Madrid capital y a la

mayoríade los municipios y núcleos urbanosde la ComunidadAutónomade Madrid (un

95% de la población).

4.1.1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

El preensayoabarcóun muestreode seis depósitosreguladoresde aguadel áreade

estudio. Estos puntosde recogidafueron:

a) SantaEngracia

b) IslasFilipinas

c) Plazade Castilla

d) Hortaleza

e) Vallecas

o San Blas

En total serecogieron30 muestrasde aguade los 6 puntosdemuestreo,durantelos

meses de Septiembre a Noviembre de 1991.
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4.1.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Los análisisque se realizaronen las muestrasde aguarecogidasfueron:

4.1.2.1. Determinacióndel cloro libre residual

De acuerdocon el Artículo 20 de la ReglamentaciónTecnico-Sanitariapara el

abastecimientoy controlde las aguaspotablesde consumopúblico (RealDecreto1138/1990,

de 14 deSeptiembre;BOE de 20 deSeptiembrede 1990),las aguaspotablesdebencontener

a lo largo de toda la red de distribucióndel sistemade abastecimientoy en todo momento,

cloro residual libre o combinado (u otro agente desinfectanteen

concentracionesque determinela AdministraciónSanitariacompetente.

En Madrid como en el resto del territorio Nacional, la concentraciónexigida del

desinfectanteesde 0,2-0,4ppm de CLR (cloro libre residual).

Paradeterminarla dosis de cloro del aguaproblema, se eligió el método de la

ortotolidina (Am. Pub. HealthAssoc., 1971).

La ortotolidina reaccionacon el cloro residual, dando una coloración amarillenta

proporcionala la cantidadde cloro del agua.

La reacciónconstade dos fases:

a) Reaccióncon el cloro libre residual

b) Reaccióncon el cloro libre combinado

De las dos fasessólo fué de nuestrointerésdeterminarla primerao reacciónconel

cloro libre residual, que espracticamenteinstantáneacon la apariciónde la coloraciónen

menosde 15 segundos.

Después,el vial con el agua problema es enfrentadoa la escala colorimétrica

contenidaen el clorómetro, la cual nos da, de una forma aproximada,la dosisde CLR en

ppm que tiene eseagua.

su caso), en las
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4.1.2.2. Valoración de la cantidad de materia orgánica total

Como medidaindirectade la cantidadde materiaorgánicatota], se usóel métodode

la oxidabilidadal permanganatoo demandaquímicade oxígeno,másconocidocomoDQO

(Am. Pub. HealthAssoc., 1971).

Según la ReglamentaciónTécnico-Sanitariaantescitada, el nivel guía para el agua

potableen nuestropaís, es de 2 mg/l de 02, y la concentración máxima admisible es de 5

mg/l de 02.

Procedimiento

Se distinguendos fases:

1. Calculo del factor del permanganato potásico: a un matraz de 500 ml se le añaden

100 ml de aguadestilada,15 ml de ácidosulfúrico y 10 ml depermanganatoN/100.

Se pone al fuego y cuando hierva seañadeal líquido anterior que es rosado,ácido

oxálico hasta que la solución sevuelva incolora. Posteriormenteseañade10 ml de

ácidooxálico N/ 100 y sevalorael factor añadiendopermanganatogotaa gotahasta

obtenerun color levementerosado(en función de los ml de MnO4K empleados).

2. Calculo de la D.Q.O: setiran el líquido anteriory en el mismo matrazsin lavarlo,

se añaden100 ml del aguaproblema. 10 ml de ácido sulfúrico al tercio, y se lleva

a ebullición. Se añaden10 ml de permanganato,y de nuevoselleva a ebullición 10

minutosexactos.Entoncesseañaden10 ml de ácidooxálico (líquido incoloro) y se

valora añadiendopermanganatogota a gota hasta que apareceel color rosado

mantenido. En función del permanganatogastadoy del factor antescalculado, se

obtienen los mg/l de 02 ,que contiene el aguaproblema y que correspondea la

DemandaQuímicade Oxigeno de eseagua.

4.1.3. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultadosobtenidosen el preensayo,tantoen lo que respectaa la determinación

del cloro libre residual como de materia orgánica total, fueron analizadospor medio de un
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análisis de la varianza (ANOVA) (Doménech, 1991), para comprobar si las diferencias

aparecidas en los resultados de los seis puntos de muestreo eran significativas.

4.2. PREPARACIONDE LAS MUESTRAS

Las muestras de estudio pueden clasificarse en tres grupos:

- Muestra 1: Concentradode 5 litros de agua

- Muestra2: Concentradode 10 litros de agua

- Muestra3: Concentradode 20 litros de agua

4.2.1. TOMA DE MUESTRAS DE AGUA DE LA RED

Dado que trás analizarlos resultadosdel preensayono se obtuvierondiferencias

estadísticamentesignificativasentre las muestrasde los seis puntosde recogida, se decidió

recogerlas muestrasde la red de distribución del distrito de Moncloa, Madrid, durantelos

mesesde Octubrede 1991 a Junio de 1992.

Paraefectuarlas tomas,se siguió la metodologíaoficial paraanálisisde aguas,que

viene recogidaen la OrdenMinisterial de 27 de Julio de 1983, publicadaen el BOE de 13

de Agostode 1983.

Pararecogerel agua,se emplearonrecipientesestérilesy opacospara protegera las

muestrasde la luz. Antesde tomar la muestra,se flameael extremodel grifo y sedejaque

el aguafluya abundantementeparaqueserenuevela contenidaen la tuberíadealimentación.

La toma siempredebeserrepresentativade la calidad del aguaquehay queanalizar.

Unaveztomadas,las muestrasseconservanen neveraa4”C, hastasu procesamiento.

Estedebe ser inmediato a la recogidaya que estádemostradoque si no se haceasí, los

derivadosdoradossepierden.
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4.2.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

1. Determinación del cloro libre residual

Se utilizó el método de la ortotolidina como se ha descritoanteriormenteen el

preensayo.

2. Valoración de la cantidad de materia orgánica

Este análisis se efectuó por medio del método anteriormente descrito de la

Oxidabilidad al Permanganato o DemandaQuímicade Oxígeno.

3. Detenninacióndelpl]

Según la reglamentación en vigor, el pH normal del agua de bebida (nivel guía), es

de 6,5-8,5, es decir neutro. El máximo admisible está fijado en 9,5.

El pH se midió por medio de un Indicador de pH en varillas (Merck); para obtener

el valor del pH, se sumerge la varilla en el agua problema hasta el cambio de color de ésta

(1-10 minutos)y secomparaentoncescon la escalacolorimétrica.

4.2.3. CONCENTRACIONDE LAS MUESTRAS

Todaslas muestrasfueronprocesadascon el fin deconcentrarlos solventesorgánicos

que pudiesencontener, buscandocon ello obtener los mejores resultados en los test

bacterianos.

El método elegido fué el Sistema Sep-Pakde Waters (Millipore).

El Sep-Pak es un dispositivo fabricado por Waters Associates mc, que podría definirse

como una técnicaperfeccionadade la cromatografíade columna.El cartuchode Sep-Pak,

se acoplaa una bombadeagua,o simplementea unajeringa, pasandoasí la muestray los

eluyentescon ciertapresión.

Deentrelos diferentescartuchosSep-Pak,sehaempleadoel C18 Cartridge,diseñado

especialmenteparamuestrasdisueltasen agua,aguacon tampones,agua-acetonitrilo,agua-

metanol,esdecir, aguacon disolventesacuosos.
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En cuanto a las características físico- químicas de estos cartuchos, hay que señalar que

el cartucho C1~, contiene 360 mg de sorbente, constituido por paniculas de entre 55-105

milimicras de tamaño y con poros de 125 A.

Cadacartuchotieneunacapacidadde retenciónqueabarcadesde1-2 miligramoshasta

100 miligramos, dependiendodel tipo de compuesto.En ningún caso se recomiendapasar

másde 1000 - 1500 ml de aguaa través de un solo cartucho,para evitar la hidrólisis del

sorbente.

Procedimiento

Antesde usarlos cartuchos,debenprepararseéstos,haciendopasarporcadaunode

ellos, 5 ml de acetonitrilo. El aguaes impulsadaa travésdel cartuchopor medio de

una bombaperistálticade velocidadfija.

4.2.4. EXTRACCION CON DISOLVENTES

Dado que las muestras de agua contienen compuestosorgánicos de distintas

característicasfisico-quimicas(compuestospolaresy no polares),paraaumentarla eficacia

del procedimientode extracciónsepasarontres tipos de disolventes,en ordende polaridad,

de mása menospolaridad:

* Agua destilada: 10 ml

* Metanol: 10 ml

* Acetonitrilo: 10 ml

Procedimiento

Los tresdisolventesserecogieronporseparado,y seprocesaronpor separado,en un

Rota-Vapor,hastaobtenerun residuo seco en forma de polvo. Posteriormenteel

residuose redisolvióen 10 ml de DM50 y seguardóen neveraa 4~’C, protegidode

la luz, hastasu utilización.
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y. CUANTIIFICACION DEL EFECTO MIJTAGENICO

5.1. METODO BASADO EN EL CALCULO DEL INDICE DE MUTACION

Se denomina índice de mutación al cociente resultante de dividir los revertantes

inducidos por los revertantes espontáneos. El índice de mutación es un término equivalente

al incremento relativo de revertantes (Mattern, 1981).

El número de revertantes por placa corresponde en realidad , a la media del número

de revertantes obtenido en las tres placas de cada nivel dosis, pues como ya se ha dicho,

todas las experiencias se realizan por triplicado.

En nuestro caso hemos utilizado para evaluar el índice de mutación la llamada “regla

de las dos veces” (Ames y col., 1975). Atendiendo al índice de mutación, los valores

comprendidos entre 1,5 y 2 se consideran como “ligera mutación” y los valores superiores

a 2, “mutaciónpositiva”.

La cualidad es una estimacióndel índicede mutación y así las distintasanotaciones

correspondientesa la cualidadtienen el siguientesignificado:

NM = No mutagénico (índice menor de 1,5)

LM = Ligera mutación (índice entre 1,5 y 2)

MP = Mutación positiva (índice mayor de 2)

T = Efecto tóxico (ausenciade céspedbacteriano)

5.2. NIETODO ESTADISTICO BASADO EN EL ANALISIS DE LA VARIANZA ~

ha utilizado el método estadísticodescritoporMoore y Felton (1983), queen primerlugar

consisteen un análisisde la varianzamodelo 1 <ANOVA U de los datos,paracomparar

las diferenciasentregruposdebidasa las distintasdosisdel productoa analizar.Cuandolas

condiciones requeridas(homogeneidadde varianzas y normalidad de los datos) no se

cumplen,hemosutilizado la pruebano paramétricade Kruskall- Walhis.
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Además se ha utilizado el análisis de la varianza para medidas repetidas

(Doménech, 1991), determinando si existen variaciones al ensayar un mismo producto en

ausencia y en presencia de 59+, y si estas diferencias son o no significativas.

78



RESULTADOS



1. RESULTADOS DEL PREENSAYO

De acuerdocon lo especificadoen el apartadode Materialesy Métodos,el primer

pasode nuestroestudiofue realizarun preensayoqueabarcóun muestreode seisdepósitos

reguladoresde aguadel áreade estudio, que en principio se extendíaa toda el área

municipal de Madrid.

En total serecogieron30 muestrasdeaguadecadauno de los puntosmencionados.

En todos los casossedeterminéel cloro libre residualy la materiaorgánicatotal.

Los resultadosobtenidosfueron los siguientes:

1.1. DETERMINACION DEL CLORO LIBRE RESIDUAL

La mediade las determinacionesde las seis muestrassedetallaa continuación:

- SantaEngracia

Media= 0.13 ppm

DesviaciónEstandar~0.062

- IslasFilipinas

Media= 0.13 ppm

DesviaciónEstandar=0.053

- Plazade Castilla

Media= 0.13

DesviaciónEstandar=0.047

- Hortaleza

Media= 0.14

DesviaciónEstandar=0.05
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- Vallecas

Media= 0.14

DesviaciónEstandar=0.05

- San Blas

Media= 0.15

DesviaciónEstandar=0.05

La media total de cloro libre residual fue de 0.1366 ppm, con una desviación

estandarde 0.081.

El análisisestadísticomedianteel ANOVA, no fue significativo (p> 0.05),por lo

quepodemosafirmarqueno existierondiferenciasestadísticamentesignificativasentrelos

distintospuntosde muestreo,en cuantoa la cantidaddecloro libre residualquesedetecta

al final del sistemade distribución.

1.2. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE MATERIA ORGANICA TOTAL

Se obtuvieronlos siguientesresultados:

— SantaEngracia

Media= 1.61 mg/l

DesviaciónEstandar=0.28

- IslasFilipinas

Media=1.72mg/l

DesviaciónEstandar=0.466
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- PlazaCastilla

Media= 1.61 mg/1

DesviaciónEstandar=0.21

- Hortaleza

Media= 1.64 mg/1

DesviaciónEstandar=0.45

- Vallecas

Medía= 1.64 mg/l

DesviaciónEstandar=0.31

- San Blas

Media= 1.72 mg/l

DesviaciónEstandar=0.24

La media de las seis determinacionesnos dió una cifra de materiaorgánicatotal

de 1.6566mg/l (des.st= 0.05). El análisisde la varianzaresulténo significativo por lo

que podemosconcluir que las diferenciasencontradasentre los seis puntosde muestreo,

no fueron estadísticamentesignificativas

II. RESULTADOS DEL ENSAYO

Con el fin de valorar la posible mutagenicidadderivada de la presencia de

compuestosorgánicosdoradosen un aguade consumopúblico, desinfectadacon cloro,

procedimosa realizar cuatroensayosde mutagenicidadpor medio del test de Ames,

duranteel períodode estudioanteriormentemencionado.

Estosensayosvienenrecogidosen las tablasde resultadosy se denominan:ensayo

1, ensayo2, ensayo3 y ensayo4.
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Los ensayossellevaron a cabopor duplicado(ensayos1 y 2; ensayos3 y 4), tal

como exige el protocolo del estudio, y sembrando siempre tres placas por cada

experiencia,lo quesupone12 datosparacadauna de las tomasanalizadascon cadauna

de las cepasde estudio,y otros doceal realizarseel experimentoañadiendola fracción

microsomal(S9+).

Previamentea la realizaciónde los mismos,se procedióa analizarlas muestras

de aguatomadasde la red, siguiendola pautaanteriormentedescrita:

1. Determinacióndel cloro libre residualporel métodode la ortotolidina.

2. Determinaciónde la cantidadde materiaorgánicatotal.

3. Determinacióndel pH del agua.

En todos los casos,estos tres parámetrosestuvierondentro de los límites de la

normalidad,tal y comosecomprobóduranteel preensayo:cloro libre residual entre0.2

a 0.4 ppm: materiaorgánicatotal inferior a 5 mg/l y pH neutro.

Las muestrasde estudiose clasificaronen tres grupos:

- Muestra 1: correspondienteal residuo orgánicoextraído de 5 litros de agua

problema

- Muestra2: correspondienteal residuoorgánicoextraídotraslaconcentraciónde

10 litros de agua problema

- Muestra3: concentradode 20 litros de aguaproblema

Todos las muestras se disolvieron en dimetilsulfóxido (DMSO) antes de

incorporarlasal ensayo.

En cadaexperienciase ensayaronlas cuatro cepas descritasen el apartadode

Materialesy Métodos: lA 1535, TA1538, TA98 y TAIOO.
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Ademásen cadaensayoseincluyeron:el controlnegativo,el controlcon disolvente

y el control positivo.

Se realizarontambién los correspondientescontrolesde supervivenciabacteriana

y no seobservóen ningún casoni halo de inhibición bacteriana,ni ausenciade céspedlo

que indicó que no existió toxicidad con ningunade las muestrasensayadas.

Los resultadosindividualesde cadaensayovienendescritosen las tablas: III, IV,

y, vi, Vii, Viii, IX, X, XI, XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII Y XVIII, y en ellasse

especificanlos siguientesparámetros:

- Muestras: 1, 2, 3, DM50 (control con DM50) y M.E (mutaciónespontánea)

- RV/P: N0 decoloniasrevertantesporplaca

- M.R: Media de revertantes

- ¡ M Indice de mutagenicidad

Cualidad

La cualidadrefleja el valor del índice de mutación. Cuandodicho índice alcanza

valorescomprendidosentre 1.5 y 2 se considera“ligera mutación” (L.M); si el índicees

superiora 2 correspondea mutaciónpositiva” (M.P) y todo valor inferior a 1.5 equivale

a “no mutagénico”(N.M).

En cuantoal análisisestadístico,se detallanen cadatabla tanto el Análisis de la

Varianza(ANOVA) para los experimentoscon y sin 59, comoel Análisis de la Varianza

paraMedidasRepetidasque comparalos resultadosde ambosensayosconjuntamente.
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2.1. CEPA TAJS3S

2.1.1. ENSAYO 1

En el ensayo 1 sin S9, que viene descritoen la Tabla III, seobservaun ligero

incrementodel númerode revertantespor placaen las muestras2 y 3 con respectoa la

muestra1 y los controles.

Asimismo, los índices de mutagenicidadse incrementancomo ocurría con el

número de revertantes,en las muestras2 y 3, alcanzandoen amboscasosnivelesde

“ligera mutación” (1.76parala muestranúmero 2 y 1.94 parala muestra3). Como seve

esteúltimo caso raza la cualidad“mutación positiva”, segúnla reglade las “dos veces”

que es la empleadaen esteestudio.

En cuantoal análisisestadístico,secalculó el ANOVA y podemosver queresultó

“no significativo”, con lo que no podemosafirmar que las variacionesen el númerode

revertantesseandebidasa las diferentesconcentracionesde las muestrasproblema,que

a su vez reflejan las distintascantidadesde aguade las queprocedecadauna deellas.

En el estudio paralelocon incorporaciónde la fracción microsomal (S9+), se

observóel mismo comportamientoen cuantoal númerode revertantespor placaque en

el casoanterior,siendomayoresparala muestranúmero3. El índicedemutagenicidadfue

1.02 en el caso de la muestranúmero3, mayor que los de las dos muestrasanteriores

(0.87y 0.89).Todos ellos resultaronpor lo tanto, no mutagénicos.

El ANOVA de este ensayo, tampoco fue significativo, por lo que no podemos

establecer relación directa entre el número de revertantes y el aumento en las

concentracionesde las muestras.

Al realizarel análisis de la varianzapara medidasrepetidaspara compararlos

resultadosdeambosensayoscon y sin S9+, no sealcanzóla significaciónestadística.Por

ello, aunquese ve claramenteun aumentotantoen el númerode revertantescomo en los

índices de mutagenicidaden la experiencia sin activación metabólica(S9-), se puede

85



Resultados

afirmar que:

1. Las concentracionesdiferentesde las tres muestrasno influyen significativamente

en el númerode revertantes.

2. La fracción microsomal(S9), tampocoinfluye en estecaso significativamenteen

el númerode revertantes.

3. Las distintasconcentracionesen las tres muestrasde estudiono influyen de forma

estadísticamentesignificativa sobreel númerode revertantesde la cepaTA1535,

en funciónde la presenciao ausenciade S9.

Asimismo en la Tabla III, se recogenlos resultadosobtenidoscon el control

negativo (M. E) y el control con disolvente (DMSO), estandoambosen los rangosde

normalidadde la cepaTA1535.

El controlpositivo serealizó con Azida sádicapara la mutaciónsin S9, y con 2-

Aminofluorenopara la mutacióncon S9. En la Tabla XIX se especificanlos resultados

obtenidoscon dichosmutágenosestandar.Laceparespondióadecuadamentea los mismos,

yaquecomopuedeverseel númerode revertantesinducidosporel agenteempleadocomo

control positivo duplica al menos,la mediaesperadade mutaciónespontánea.

No aparecióefecto tóxico alguno con ninguna de las muestrasensayadasy el

análisis de supervivenciaque se realizó paralelamente,fue asimismo adecuado(Tabla

XXIV).

2.1.2. ENSAYO 2

La Tabla VII recogelos resultadosobtenidosen el ensayo2, con la cepaTA1535.

En la experiencia sin activación metabólica(-S9), se puedever que existeun

incrementoen la media de revertantes(M.R.) por placa en las muestras3 y 4, con

respectoa la muestranúmero 1.
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Por otro lado, el aumentoen el númerode revertantesinducidoscon respectoal

control,originaunosíndicesde mutagenicidadqueson asimismomayoresen las muestras

2 y 3. Ademásen amboscasosalcanzanla cualidadde “ligera mutación” por sobrepasar

el valor 1.5 (muestra2, 1.71; muestra3, 1.80).

Al efectuarel análisis estadísticopor medio del ANOVA, se obtuvo una

0.0056, resultandopor tanto en el límite de significación, lo que suponeque las

variacionesencontradasen el númerode revertantesen esteensayo,puedenatribuirsea

las distintasconcentracionesensayadas.

En cuantoa la prueba con fracción microsomal (S9+), podemosver que se

mantienela gradaciónascendenteen el númerode revertantesconformepasamosde la

muestra1 a la 2 y a la 3; sin embargolas diferenciasentreestasúltimas (muestras2 y 3)

son muy pequeñas.

Los índicesdemutagenicidadson muy inferioresa los delensayosin S9,resultando

todos ellos “no mutagénicos”.

El análisisde la varianzaresultéen estecaso no significativo (p= 0.404),por lo

que no podemosestablecerrelacióndirectaentreel aumentodel númerode revertantesy

las distintas muestrasde ensayo.

Por último, paracompararentresilos resultadosobtenidosen la experienciacon

59 y sin 59, procedimosa realizarel análisisdela varianzaparamedidasrepetidas,el cual

arrojó los siguientesresultados:

1. Se alcanzóla significación estadísticaal analizarlas diferenciasen el númerode

revertantesen relacióna las tres concentracionesensayadas,lo cual nosdice que

en esteensayo,las concentracionesdel aguaproblemainfluyen significativamente

en la mutacióninducida.

2. La fracción microsomalno varié de forma significativalos resultadosdel ensayo.
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3. Tampocopodemosafirmar que la presenciao ausenciade 59 influya de forma

significativa en las variacionesen el número de revertantesinducidos según

aumentanlas concentracionesde las muestrasproblema.

En la Tabla XIX, se recogen los resultadosde los controlescon el mutágeno

estandar,en nuestrocasoAzida sódicaparala experienciasin S9 y 2-Aminofluorenopara

el experimentocon S9. En amboscasosla ceparespondióde formacorrectaa los mismos.

Los análisis de supervivencia(Tabla XXIV) resultaronasimismoadecuadosy no

sedetectéefectotóxico algunoen ningunade las muestras.

2.1.3. ENSAYO 3

En el ensayosin 59, se observaun incrementoen el númerode revertantesen las

dos muestrasinferioresde la Tabla XI, que se correspondencon las mayorestasasde

concentradosdel aguaproblema,esdecir la muestra2 y la 3.

Al analizarlos índicesde mutagenicidad,vemosque las tres concentracionesse

califican como “ligera mutagenicidad”,al ser superioresa 1.5 y no rebasarningunael

valor 2 (1.55; 1.76; 1.94). Podemosobservar,al igual queocurríaen los otros ensayos,

comoaumentanlos valoressegúnavanzamosen las concentracionesensayadas.

Sin embargo,apesarde las diferenciasentrelas muestras,el análisisde la varianza

arrojó una p= 0.5259,con lo que no se alcanzóla significaciónestadística.

En el estudiocon la adición de 59, tantoel númerode revertantesinducidoscomo

los indicesde mutagenicidad,aumentanprogresivamentedesdela muestra1, a la 2 y a la

3.

Además ambos parámetros fueron netamenteinferiores a los del ensayo sin

activaciónmetabólica.

El ANOVA no fue significativo, por lo que no podemosestablecerrelaciónentre

el aumentoen el númerodecoloniasy las concentracionesde las muestrasensayadas.
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En cuanto al análisis conjunto de los dos experimentoscon y sin S9, el test

estadístico(ANOVA paramedidasrepetidas),no alcanzóen ningúncasounap <0.05.con

lo queno podemosafirmar queni las diferentesconcentraciones,ni lapresenciao ausencia

de S9, influyan significativamenteen el númerode revertantesinducidos.

La Tabla XIX, exponelos resultadosde los controlespositivos, tanto para el

ensayosin S9 comoparael ensayocon fracción microsomal. La respuestade la cepaen

amboscasosestuvodentrodel rangoaceptable.

No aparecióefecto tóxico alguno y el análisisde la supervivenciaviene recogido

en la Tabla XXIV.

2.1.4 ENSAYO 4

Los resultadosdel ensayo4 con la cepaTA1535, se muestranen la Tabla XV.

En el experimentosin S9, el númerode revertantesy las mediasde los mismos,

se incrementanconformepasamosa concentracionessuperiores(1.50parala muestra1;

1.75 para la 2 y 1.94 parala 3).

Los índicesde mutagenicidadderivadosde compararestascoloniasinducidascon

la mutaciónespontánea,arrojan unosvaloresqueresultanligeramentemutagénicosen el

caso de las ¡nuestras2 y 3, estandoel índice de la muestra1 en el límite de la ligera

mutagenicidad,al ser igual a 1.5 exactamente.

Ademásal ser el ANOVA significativo (p= o.oooo), podemosafirmar que las

variacionesen el númerode revertantestienenrelación con las distintas concentraciones

ensayadas.

En cuantoa los resultadosobtenidoscon S9, podemosver como en estecaso la

media del númerode coloniaspor placa fue mayor en las muestras1 y 3, con respectoa

la 2 y la misma tónicasiguieron los índicesde mutagenicidad.Ambosparámetrosfueron

además,claramenteinferioressilos comparamoscon los valoresque seobtuvieronen el
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ensayosin 59. El ANOVA no fue significativo (p= 0.8135).

Al compararlos resultadosobtenidoscon y sin 59, por medio del análisis de la

varianzaparamedidasrepetidas,podemosdestacarque:

1. Las concentracionesde las muestrasde ensayono infuyen de forma significativa

en la reversióninducida.

2. La fracción microsomalsi influye significativamenteen el númerode revertantes.

3. Las concentracionesde las muestrasde ensayoinfluyen en el númerode revertantes

de forma diferente,dependiendode la presenciao ausenciade S9.

Tantolos controlespositivos (Tabla XIX), como los análisisde supervivenciade

la bacteria(TablaXXIV), resultaronadecuadosy no apareciórastrode toxicidad.

2.2. CEPA TA1538

2.2.1. ENSAYO 1

En la Tabla IV seexponenlos resultadosdel test, con la cepaTA1538 y en los dos

ensayosparalelos,con y sin 59.

En el experimentosin 59 (-59), se obtuvo mayornúmerode revertantesinducidos

con la muestra3, seguidade la 1 y por último el menornúmerode revertantespor placa

correspondióa la muestranúmero2.

La mismareglasiguieronlos índicesde mutación,resultandotodoselloscalificados

como “no mutagénicos”,ya que ningunoalcanzóel valor 2.

Secalculé,comoen todos los casos,el ANOVA paracomprobarsi las diferencias

encontradasen el númerode revertantesse relacionabancon las distintasconcentraciones

de las muestrasproblema,y dicho análisisresulténo significativo.

En el estudiocon S9 (±59),la media de las tres lecturasde los revertantespor

placaaumentóal hacerlola concentración,siendomayoren las muestras3 y 2 queen la
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1. De igual manerase comportaronlos índices de mutación, que ademásfueron muy

semejantesa los obtenidosen el ensayo sin fracción microsomal. Todos fueron “no

¡nutagénicos’.El análisisde la varianza,fue no significativo.

Por último, se realizó el análisis de la varianza para medidasrepetidas y se

comprobé que la concentración de las muestras problema no influía de forma

estadísticamentesignificativa en el númerode revertantesdependiendode la presenciao

ausenciade S9.

Asimismo, en la Tabla IV, seexpresanlos resultadosdel control negativo (M.E)

y del control con disolvente(OMSO), estandoambosen el rangonormalparala cepade

ensayo.

Los controlespositivossellevaronacabocon 2-nitrofluoreno,paralamutaciónsin

S9 y con 2-Aminofluorenoparala experienciacon S9. En amboscasosla cepareaccionó

de forma adecuada,como se detallaen la TablaXX.

No se detectétoxicidad en ninguno de los experimentosy la medida de la

supervivenciabacterianafue satisfactoria(Tabla XXV).

2.2.2. ENSAYO 2

La Tabla VIII, traducelos resultadosde esteensayoen sus dosmodalidades,con

y sin S9-rnix.

En la pruebasin 59, se observaun aumentode revertantesconformeaumentala

concentración,de la muestra1 a la 3.

Los índicesde mutagenicidadson tambiénmayoresen la muestra3 queen las dos

anteriores,y ningunoalcanzóel valor de 1.5, resultandopor tanto “no mutagénicos”.

El análisis estadísticopor medio del ANOVA, no fue significativo por lo que no

podemosafirmar que la variaciónen el númerodecoloniasinducidasestédirectamente

relacionadacon las distintas muestrasproblema.
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En el casodel ensayocon S9 (+59), se mantieneestatendenciaa subir la media

de revertantesen las dos últimas muestras (2 y 3), y sobre todo los índices de

mutagenicidad,siendomuy semejantesen las muestras2 y 3. Globalmenteconsiderados,

estosíndicesresultaronen esteensayo,superioresa los obtenidosen la pruebasin 59 (-

59).

El análisis estadísticoparala experienciacon 59, no fue significativo.

Al compararambosestudios,el análisispara medidasrepetidasfue significativo

para la fracción microsomal,pero no para el experimentoen conjunto por lo que no

podemosafirmar que la presenciao ausenciade 59, influya de forma decisiva en el

experimento.

La Tabla XX recogelos controlespositivos parala cepay la Tabla XXV hacelo

mismo para el análisis de la supervivencia. En ambos casos la cepa respondió

adecuadamentea los mutágenosestandary no hubo rastrode toxicidad.

2.2.3. ENSAYO 3

En el ensayosin activación metabólicatanto el númerode revertantescomo los

índices de mutagenicidad,fueron mayores en la muestraque representa la menor

concentración(muestra1) y menoresen la muestranúmero2, siendo los valoresde la

muestra3 de rangointermedio(Tabla XII). Todos los índicesfueron “no mutagénicos”.

Los resultados del análisis estadístico fueron no significativos, ya que el ANOVA

arrojó un valor de p de 0. 6327.

Al añadirla fracción microsomalal ensayode incorporaciónen placa, disminuyó

el númerode revertantesporplacay, en cuantoal comportamientomutagénico,podemos

ver comoel índice de mutagenicidadde la muestra1 es inferior al correspondientedel

ensayosin 59, y los otros dos (el de la muestra2 y 3), son sin embargosupenores.
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El ANOVA no alcanzó tampocola significación estadísticapara la pruebacon

activaciónmetabólica.

Con el análisis de la varianza para medidas repetidas, vemos que las

concentracionesno influyensignificativamenteen el númerode revertantes;el S9sí influye

de forma significativa en el mismo; y las variacionesen el númerode revertantesde

acuerdocon las concentraciones,no dependende la existenciao no de 59.

Los controles positivos vienen explicados en la Tabla XX y el análisis de

supervivenciaen la Tabla XXV.

2.2.4. ENSAYO 4

El ensayovienereflejadoen la Tabla XVI, y en el experimentosin 59 podemosver

comoel númerode revertantesesmenoren la muestra1, siendomuy semejanteen el caso

de las muestras2 y 3.

Por contra los índices de mutagenicidadsecomportande maneradiferente,siendo

mayor el índice correspondientea la muestranúmero 2, que se correspondecon la

concentraciónintermedia.Todos fueron inferioresa 1.5 (N.M).

En el ensayocon activación metabólica,seve un aumentoprogresivotanto en el

númerode revertantesinducidoscomo en los índicesde mutagenicidadconformeaumenta

la concentración,siendo mayoresparala muestra3. En estaocasión,al igual que en la

experienciasin 59, todosfueron “no mutagénicos”.

El ANOVA no fue significativo y el análisisde la varianzaparamedidasrepetidas,

confirmé que las diferentesconcentracionesensayadasno influyen en el número de

revertantesde maneradistinta, en función de la presenciao ausenciade S9.

El control positivo se realizó con 2-Nitrofluoreno (-S9) y con 2-Aminofluoreno

(+59) y estárecogidoen la TablaXX. El controlde supervivenciade la cepafué correcto

comosedetalla en la Tabla XXV.
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2.3. CEPA TA98

2.3.1. ENSAYO 1

Con el fin de evaluar la posible mutagenicidadde las tres muestrasde agua

problema,serealizó un primerensayoutilizando lacepaTA98. El estudiosellevó acabo,

como en los otros casoscon y sin fracción microsomal.Los resultadosse recogenen la

Tabla V.

En el estudiosin S9, el númerode revertantesinducidosaumentóen la muestra2,

siendomuy semejantesen las muestras1 y 3. En cuantoa los índicesde mutagenicidad,

el mayor correspondióasimismo a la muestra2 (1.33), que se correspondecon la

concentraciónintermedia (derivadade 10 litros de agua problema). Ninguno de ellos

resultósermutagénico.

En cuantoal análisisestadístico,se calculó el ANOVA parael experimento-59,

y se obtuvo la significaciónestadística(p= 0,044).

Con 59+, disminuye la actividad mutagénica, hecho que se refleja en la

disminución del númerode revertantespor placa en todas las muestrasrespectoa la

experienciasin 59. Los índicesde mutagenicidadfueron todosno mutagénicos.El análisis

estadísticofue no significativo.

Con el análisisdela varianzaparamedidasrepetidas,secompararonlos resultados

de ambos ensayosy se pudo concluir que hubo significación estadísticapara las

concentracionesy el 59, que por tanto en este ensayoinfluyen significativamenteen el

númerode revertantes,perode formatotalmenteindependientede la presenciao ausencia

de la fracción microsomal.

En laTabla XXI, se detallanlos resultadosdelos controlespositivosrealizadoscon

2-Nitrofluoreno(ensayo sin 59) y 2-Aminofluoreno para el ensayocon 59. La cepa

respondióde forma adecuadaen los dos casosobteniéndoseun númerode revertantes

inducidosde al menosel doblede la mediade mutaciónespontáneaesperada.
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El análisis de supervivenciafue satisfactorio(Tabla XXI).

2.3.2. ENSAYO 2

En el ensayo2 sin activación metabólica,tal comosedescribeen la Tabla IX, el

mayor númerode revertantesporplacaseobtuvocon laconcentraciónintermedia(muestra

2), siendomuy semejantesen el caso de las otras dos muestrasensayadas.

Los índicesde mutagenicidadno alcanzaronen ningunade las concentracionesun

valor igual o superiora 1.5, resultandopor lo tanto todos ellos “no mutagénicos”.

El análisis estadísticoresultóno significativo, por lo que no podemosestablecer

relación entre la variación en el númerode revertantesy las distintas concentraciones

estudiadas.

Al añadiral ensayo la fracción microsomal, disminuyeen todas las muestrasla

mutagenicidad,siendo todos los índices inferioresa la unidad. El ANOVA resultó no

significativo.

Se realizó el análisisde la varianzapara medidasrepetidasy se comprobó,que la

fracción microsomal influyó de forma estadísticamentesignificativa en el númerode

revertantes.pero no así las concentracionesde las muestrasproblema; ademásestas

diferentesconcentracionesno influyeron sobrela mutacióninducidadediferenteformaen

función de la existenciao no de la 59.

Tantolos controlespositivos(TablaXXI), comoel análisisdesupervivencia(Tabla

XXVI), se realizaronparalelamenteal estudioy no aparecióefecto indeseablealguno,ni

signosde toxicidad.

2.3.3. ENSAYO 3

La descripcióndelensayovienereflejadaen laTablaXIII, mostrandolos resultados

obtenidoscon cadauna de las muestrasproblemaasícomo con los controlesnegativosy

con disolvente.
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En la experienciasin S9, obtenemosmediasde revertantesporplacamuy similares

paralas muestrasextremas(1 y 3), siendomayorel númeroobtenidocon la concentración

intermedia(muestra2).

Los índices de mutagenicidadfueron todos ellos inferiores al nivel 1.5 y el

ANOVA fue levementesignificativo (p=O.O49).

Como ocurrió en los dosensayosanteriores,al duplicar el ensayocon activación

metabólica(59+), disminuyeel númerode revertantesinducidosasi como los índicesde

mutagenicidad,correspondiendolos mayoresvaloresen estaexperienciaa los obtenidos

con la muestranúmero2. Ademásel análisisde la varianzano fue significativo.

Los controlespositivosseIJevarona cabocon los mutágenosestandaradecuados

para la cepaTA98 y serecogenen la TablaXXI.

La medidade la supervivenciabacterianafue correctatanto con como sin 59.

2.3.4. ENSAYO 4

Tantoen el ensayocon 59 como en la experienciasin 59, seobservaun número

de revertantesinducidosmayorpara la muestra2, esdecir para la muestraque equivale

a la concentraciónintermedia(Tabla XVII).

Ninguno de los índicesde mutagenicidaden las dos pruebas,alcanzóel valor >

1.5, siendopor lo tanto todos “no mutagénicos’.Los análisisestadísticosrealizadoscon

el ANOVA simple, no resultaronsignificativosen ningunode los dos test, por lo que no

sepudoestablecerrelaciónentreel númerode revertantesy las diferentesconcentraciones

de estudio.

El análisis combinadode la varianzapara medidasrepetidasno fue significativo,

por lo que tampoco podemosestablecerque las diferentesconcentracionesdel estudio

tengan una influencia significativa sobre el número de revertantes,en función de la

presenciao ausenciade 59.
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Las TablasXXI y XXVI, reproducenlos resultadosde los controlespositivo y de

supervivencia,tanto sin como con S9.

2.4. CEPA TAJOO

2.4.1. ENSAYO 1

En el ensayo1 sin activaciónmetabólica(-S9),descritoen la Tabla VI, seobserva

un claro aumentoen el numerode revertantesinducidosconformeavanzamosen las

concentracionesde estudio,es decir de las muestras1 a la 3, y también respectoa los

controles.

En el casode los índicesde mutagenicidad,estosaumentanparalelamentecon el

númerode coloniasinducidas,siendocalificadoscomo “ligeramentemutagénico” en la

muestra3.

En cuanto al análisis estadístico,el ANOVA resultó significativo con lo que

podemosafirmar que las diferenciasen el númerode revertantesse relacionande forma

estadísticamentesignificativa con las distintasconcentracionesde las muestrasproblema.

Al añadirla fracción microsomal,desciendende forma visible tanto el númerode

revertantescomo los índices de mutagenicidad,resultandopara las tres muestras“no

mutagénicos”.Ademásel análisisde la varianzano alcnzó la significaciónestadística.

Al compararel estudiocon y sin S9. por medio del análisisde la varianzapara

medidasrepetidas,se observóque:

1. Las diferentes concentracionesde las muestrasde estudio influyen de forma

significativa en el númerode revertantesinducidos.

2. La fracción microsomaltambién influye de forma significativaen la apariciónde

estascolonias.

3. Sin embargono se pudo afirmar que las diferentesconcentracionesobjeto de

estudioinfluyerande formasignificativasobreel númerode revertantes,dedistinta
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maneraen presenciay en ausenciade 59.

Se realizaronlos correspondientescontrolespositivosutilizandoAzida sódicapara

el ensayosin 59 y 2-Aminofluoreno para el ensayo con 59 (Tabla XXII). La cepa

respondióbien a ambosmutágenosestandar.

En el ensayode supervivenciase apreciauna buenaviabilidad de la bacteriatanto

con 59 como sin dicha fracción (Tabla XXVII).

2.4.2. ENSAYO 2

Podemosver en la TablaX los resultadosdel ensayo2, con la cepaTAlOO. Como

en el ensayoprecedente,observamosen el experimentosin 59, un incrementoen el

númerode revertantesconformeaumentala concentraciónde las muestrasproblema.

El mayor índice de mutacióncorrespondeal obtenido con la muestra3, es decir

con la concentraciónmayor,peroen estecasono alcanzael valor 1.5, calificándosecomo

“no mutagénico”

El tratamientoestadísticoponede nuevode manifiestola relaciónentreel aumento

en las concentracionesy el incremento en el número de revertantes (ANOVA

significativo).

En el experimentocon la adición de S9, se mantienela tendenciaa aumentarlos

índicesde mutagenicidadconformeaumentala concentración.Ademásse observa una

clara disminuciónde los mismosen comparacióna la pruebasin 59.

El ANOVA en estesegundocaso, fue ademásno significativo.

El análisisde la varianzaparamedidasrepetidas,pusode manifiestola influencia

de la fracciónS9 en el efecto mutagénicoproducidopor las muestrasde ensayo,asícomo

el de las diferentesconcentracionesde las mismas;pero no seobtuvo significaciónen el

análisis conjunto de los dosensayosen función de la presenciao ausenciade 59.
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Los controlespositivosy la medidade la supervivenciabacterianassedetallanen

las TablasXXII y XXVII.

2.4.3. ENSAYO 3

En estaocasión,seempleóde nuevoun dobleensayocon 59 y sin 59, paraevaluar

la respuestamutagénicade los derivadosorgánicosdoradosen las muestrasde aguade

consumo.

Como puedeverseen la TablaXIV, en la experienciasin activaciónmetabólica,

aumentanel número de revertantesy los índices de mutación conforme lo hace la

concentraciónensayada,desdelas muestras 1 a la 3. Ninguno de los índices resultó

mutagénico,siendoel más elevadode ellos igual a 1.21 (muestra3).

Con el ANOVA seconfirmé la relación entreel aumentoen la concentracióny el

incrementoen el númerode revertantesy la “p” fue significativa.

Con la adición de la fracción 59, decrecela mutagenicidadaunquese mantieneel

gradienteconcentración/n0de revertantes.El ANOVA sin embargo,no alcanzóel nivel

de significaciónestadística.

El análisisconjunto pormedio del análisisde la varianzapara medidasrepetidas,

no fue significativo para ningunode los parámetrosde estudio.

Las TablasXXII y XXVII, recogenlos resultadosde los controlespositivosy de

la supervivenciade la bacteria.No seaprecióen ningún caso ningún signo de toxicidad.

2.4.4. ENSAYO 4

Los resultadosde este ensayo, nos muestran un aumento en el número de

revertantespor placaa medidaque aumentala concentraciónen las muestrasproblema,

tanto en el ensayosin activaciónmetabólicacomo con S9 (Tabla XVIII).

Los índicesde mutagenicidadaumentantambiéndesdelas muestras1 a la 3, pero

no alcanzanen ninguno de los niveles el valor 2, necesariopara calificarlos como
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mutagénicos.

El testestadísticono fue significativo en ningunade las experiencias,sin y con 59.

El análisis de la varianzapara medidasrepetidas, puso de manifiestoque tanto las

diferentesconcentracionescomo la fracción microsomal, consideradasindividualmente,

influyen en el número de revertantes,pero no fue así al considerarglobalmentela

presenciao ausenciade S9.

La ceparespondióadecuadamentea los controlespositivos (TablaXXII).

No aparecióefecto tóxico alguno con ninguna de las muestrasensayadasy el

análisisdesupervivenciamostróun comportamientocorrectode labacteria(TablaXXVII).
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LII. RESUMEN DE LA EVALUACION MUTAGEMCA

Comoresumende la evaluaciónmutagénicade los concentradosorgánicosdorados,

procedentesde aguasde consumopúblico, podemosdestacarlos siguientesresultados:

1.En cuantoa las cepasdeestudio,las mássensiblesparadetectarla mutagenicidad

inducidapor las muestrasproblemaparecenser la TA1535 y TAbO. Las cepas

restantes,TA1538y TA98, nosofreceníndicesdemutagenicidadmenoresen todos

los ensayos,tal y como viene reflejado en las Tablas XXVIII y XXIX, que

resumenlos índicesmediosdemutagenicidadtantoen presenciacomo en ausencia

de S9.

2. En cuantoa la relaciónnúmeroderevertantes/aumentode las concentraciones,

estegradientesolo semantienecon las cepasTA1535 y TAbO, tantoen el ensayo

sin fracción microsomal(+59), comoen la experienciacon activación metabólica

(-59). Esto indica en estos casos,que segúnaumentala concentraciónde los

residuosorgánicosdorados(muestras2 y 3), seincrementala reversióninducida.

El grado de significaciónestadísticade estaasociación,que viene dado por el

cálculo del ANOVA, varió sin embargoampliamentede unosensayosa otros.

3. En cuantoa la fracción S9, seobservauna disminuciónde la actividadmutagénica

en los ensayoscon activaciónenzimática(+59), con respectoa los ensayossin 59;

este hecho es notorio sobre todo en las cepasTA1535 y TAlOO, algo menos

evidenteen lacepaTA9S, y no siempreseconfirmaen el casode la cepa1A1538

(TablasXXVIII y XXIX). Sin embargo,la aplicación de los testestadísticospara

valorarestadiferencia(análisisde la varianzapara medidasrepetidas)no fueron

significativos,exceptuandoquizásel casodel ensayo4 con la cepaTA1535, en el

cual se rozó el nivel de significación estadística(p= 0.0507). Por lo tanto,

solamenteen el caso de estacepay de este ensayo,podemosafirmar que las

distintas concentracionesensayadas(muestras1, 2 y 3), influyen en el númerode

revertantesinducidosde maneradiferenteen funciónde queestépresenteo ausente
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la fracción S9.

4. En lo que respectaa laevaluaciónmutagénica,podemosafirmarque ningunade

las muestrasde concentradosde aguas de consumo público ensayadasse han

mostradocomo mutagénicas,al no alcanzarlos índicesde mutagenicidadel valor

2, necesarioparacalificar un productocomomutagénicoen el testde Amessegún

la “regla de las dos veces”. En el caso de las muestras2 y 3, y con la cepa

TA1535, podemosver en la Tabla XXVIII como en el ensayosin Sg, seobtienen

indicesde mutagenicidadmediosde 1.74 (muestra2) y 1.90 (muestra3), que se

califican comoL.M. (ligeramentemutagénicos),al superarel valor 1.5.

5. Los controlespositivosefectuadosparacadacepadel ensayo,vienen resumidos

en la Tabla XXIII, donde se puedecomprobarque todas las cepasrespondieron

adecuadamente.No huboademásrastro de toxicidaden ningunade las pruebasy

las medidasde supervivenciade las bacteriasfueron asimismosatisfactorias.
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ENSAYO 1

—89

CEPA TA1535

-1-89

MUESTRA M.R. I.M. C RV/P M.R. I.M. C

1
20
10
1.2

14.0 1.20 N.M.
24
22
12

19.3 0.87 N.M.

2
20
24
16

20.0 1.76 L.M.
16
22
21

19.6 0.89 N.M.

3
22
20
24

22.0 1.94 L.M.
38
16
44

22.6 1.02 N.M.

DM50
23.

8
15

11.3 N.M.
19
17
30

22.0 N.M.

ME
20
11
32

19.6
20
22
28

23.3

E’ = 1.035 p = 0.436 F = 1.32 p = 0.33

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 1.92
F(59) = 3.59
F(C*) = 0.51

p = 0.1467
p = 0.0728
p = 0.7280

* Conhinación de M y S9

TABLA III. RESULTADOS DEL ENSAYO 1 CON LA CEPA TA1535.

ANOVA



ENSAYO 1 CEPA TA1538

—sg

MUESTRA RV/P M.R. I.M. C RV/P M.R. ]7.M. C

1
23
24
34

27.0 1.09 N.M.
1

12
21

13.6 1.08 N.M.

2
34
24
18

25.3 1.02 N.M.
12
14
19

15.0 1.19 N.M.

3
41
26
31

32.6 1.32 N.M.
19
17
13

16.3 1.30 N.M.

DMSO
1.7
23
34

24.6 N.M.
22
12

4
12.6 N.M.

ME
21
13
10

14.6
20
22

6
16.0

F = 2.380 p = 0.12 E’ = 0.351 p = 0.84

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 1.22
F(S9) = 16.16
F(C*) = t45

p = 0.3300
p = 0.0007
p = 0.2451

TABLA IV. RESULTADOSDEL ENSAYO 1 CON LA CEPA TA1538.

+39

ANOVA

* Combinación de M y S9



ENSAYO 1 CEPA TA9S

—Ss

MUESTRA ~RV/P M.R. I.M. C RV/P M.R. I.M. C

1
33
33
31

32.3 0.96 l’LM.
11
21
25

19.0 0.90 N.M.

2
56
40
39

45.0 1.33 N.M.
20
23
23

22.0 1.04 N.M.

3
35
26
37

32.6 0.97 N.M.
12
21
10

14.3 0.68 N.M.

DM50
34
27
35

33.6 N.M.
17
19
27

21.0 N.M.

ME
26
32
30

29.3
16
15
25

18.6

E’ = 3.653 p = 0.044 E’ = 0.886 p = 0.506

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 3.21
E’(S9) = 57.75
E’(C*) = 1.39

p = 0.0343
p = 0.0000
p = 0.2727

TABLA V. RESULTADOS DEL ENSAYO 1 CON LA CEPA TA9B.

±S9

ANOVA

* Combinación de 14 y S9



ENSAYO 1

—39

CEPA TA100

+39

MUESTRA ______M.R. I.M. C RV/P M.R. 1.14. C

1
94

116
126

112.0 1.10 N.M.
94
81

136
103.6 0.94 N.14.

2
146
136
138

140.0 1.44 N.M.
100
113
112

108.3 0.99 11.14.

3
147
145
154

148.6 1.53 L.M.
103
112
125

113.3 1.03 N.M.

DM30
83

103
105

97.0 N.M.
127
118

83
109.3 11.14.

ME
100
110
12.0

110.0
110
120

90
106.6

E’ = 14.787 p = 0.0003 E = 0.107 p = 0.978

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E’(M) = 3.89
E’(59) = 6.32
E’<C*) = 2.60

p = 0.0171
p = 0.0200
p = 0.0672

* Combinación de 14 y 59

TABLA VI. RESULTADOS DEL ENSAYO 1 CON LA CEPA TAbO.

ANOVA



ENSAYO 2 CEPA

—SS

MUESTRA RV/P M.R. I.M. C RV/P M.R. 1.14. C

1
21
13
12

15.3 1.12 11.14.
16
19
10

11.6 0.71 N.M.

2
24
26
20

23.3 1.71 L.M.
20
25
16

20.3 1.02 N.M.

3
25
24
24

24.3 1.80 L.M.
20
21
18

19.6 1.20 11.14.

DM30
20
10
11

13.6 N.M.
21

9
19

16.3 N.M.

ME
1.2
14
1.1

12.3
13
17
15

15.0

E’ = 7.108 p = 0.0056 E’ = 1.109 p

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E’(M) = 6.30
E’ (39
F(C*)

= 0.14
= 1.05

p = 0.0019
p = 0.7190
p = 0.4055

* Combinación de M y 39

TABLA VII. RESULTADOS DEL ENSAYO 2 CON LA CEPA TA1535.

TA1535

+39

ANOVA — 0.404



ENSAYO 2

—39

CEPA TA1538

+59

MUESTRA~RV/P M.R. 1.14. C RV/P M.R. 1.14. C

1
31
21
24

25.3 1.07 11.14.
1

14
22

14.6 1.16 11.14.

2
30
26
22

26.0 1.10 N.M.
16
14
20

16.6 1.31 11.14.

3
35
30
32

32.3 1.37 11.14.
20
15
15

16.6 1.32 11.14.

DM50
20
21
30

23.6 N.M.
17
10
11

16.6 11.14.

ME
20
18
27

21.6
13
14
16

14.3

E’ = 2.857 p = 0.0811 E’ = 0.518 p = 0.724

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 2.32
F(59) = 47.29
F(C*) = 0.77

p = 0.0924
p = 0.0000
p = 0.5583

* Combinación de 14 y 59

TABLA VIII. RESULTADOS DEL ENSAYO 2 CON LA CEPA TA1538.

ANOVA



ENSAYO 2

—S9

CEPA TA98

+59

MUESTRA ~RV/P M.R. 1.14. C RV¡P M.R. I.M. O

1
30
31
32

31.0 1.02 11.14.
11
21
24

18.6 0.87 11.14.

2
34
35
33

34.0 1.12 11.14.
19
21
23

21.0 0.98 11.M.

3
35
29
34

32.6 1.07 11.14.
15
20
16

17.0 0.79 N.M.

DM50
26
34
31

30.3 11.14.
18
20
26

21.3 11.14.

ME
23
21
39

27.6
21
21
16

19.3

E’ = 0.692 p = 0.6143 E’ = 0.568 p = 0.6917

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

= 0.63
= 48.84
= 0.65

p = 0.6457
p = 0.0000
p = 0.6309

* Combinación de 14 y 59

TABLA IX. RESULTADOSDEL ENSAYO 2 CON LA CEPA TA9S.

ANOVA

F(M)
F(59)
F(C*)



ENSAYO 2 CEPA TALOO

—59

MUESTRA RV/P M.R. I.M. C RV/P M.R. I.M. C

1
90

115
120

108.3 1.09 11.M.
94
32

130
102.0 0.94 11.M.

2
1:38
140
136

138.0 1.39 N.M.
100
110
108

106.0 0.97 N.M.

3
145
146
1:39

143.3 1.44 11.14.
104
108
125

112.3 1.03 11.M.

DMSO
82

110
105

99.0 N.M.
115
120

90
108.3 11.14.

ME
103
106
108

105.6
115
109
114

112.6

E’ = 12.188 p = 0.0007 E’ = 0.288 p = 0.8791

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

= 4.47
= 5.43
= 3.87

p 0.0096
p = 0.0303
p = 0.1740

* Combinación de 14 y 59

TABLA X. RESULTADOS DEL ENSAYO 2 CON LA CEPA TAbO.

+S9

ANOVA

E’(M)
E’ (59
E’ (C*



ENSAYO 3 CEPA TA1535

—39

MUESTRA ~RV¡P M.R. I.M. e RV¡P M.R. I.M. e

1
14
18
21

17,6 1.55 L.M.
24
22
12

19.3 0.87 11.14.

2
20
24
16

20.0 1.76 L.14.
22
16
21

19.6 0.89 N.M.

3
22
24
20

22.0 1.94 L.14.
38
16
14

22.6 1.03 11.14.

DMSO
:21

8
15

11.3 N.M.
19
17
30

22.0 11.14.

ME
22
10
24

18.6
18
20
21

19.6

E = 0.848 p = 0.5259 E’ = 0.128 p = 0.9689

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E’(M) = 0.38
F(59) = 0.78
F(C*) = 0.33

p = 0.8183
p = 0.3979
p = 0.8516

TABLA XI. RESULTADOS DEL ENSAYO 3 CON LA CEPA TA1535.

+39

ANOVA

* Combinación de 14 y 59



ENSAYO 3

—39

CEPA TA1538

+59

MUESTRA RV/P M.R. 1.14. e RV/P M.R. DM. e

1
41
26
31

32.6 1.32 11.14.
12
21

8
13.6 1.08 11.14.

2
24
34
18

25.3 1.02 11.14.
14
12
19

15.0 1.19 11.14.

3
23
24
34

27.0 1.09 11.14.
19
17
13

16.3 1.32 11.14.

DM50
17
23
34

24.6 11.14.
22
12

4
12.6 N.M.

ME
32
22
16

23.3
18
16
20

18.0

E’ = 0.661 p = 0.6327 E’ 0.442 p = 0.7760

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E’(M) = 0.37
E’(S9) = 21.80
F(C*) = 0.80

p = 0.8232
p = 0.0001
p = 0.5350

* Combinación de 14 y 59

TABLA XII. RESULTADOSDEL ENSAYO 3 CON LA CEPA TA1538.

ANOVA



ENSAYO 3 CEPA TA98

—59

1
33
33
31

32.3 0.96 11.14.
11
21
25

19.0 0.90 11.14.

2
56
40
39

45.0 1.33 11.14.
20
23
23

22.0 1.04 N.M.

3
2:6
35
37

32.6 0.97 11.14.
12
21
10

14.3 0.68 11.M.

DMSO
34
27
35

33.6 N.M.
19
27
17

21.0 11.M.

ME
30
32
31

31.0
21
22
22

21.6

E’ = 3.497 p = 0.0493 E’ = 1.278 p = 0.3416

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

= 3.23
= 63.84
= 1.79

p = 0.0330
p = 0.0000
p = 0.1710

* Combinación de 14 y 59

TABLA XIII., RESULTADOS DEL ENSAYO 3 CON LA CEPA TA98.

+39

ANOVA

E’(M)
E’ (S9
F(C*



ENSAYO 3 CEPA TA100

—59

1
104
136
126

122.0 1.07 N.M.
94
81

136
103.6 0.94 11.14.

2
1:36
126
128

130.0 1.14 N.M.
112
113
100

108.3 0.99 11.14.

3
133
133
147

137.6 1.21 11.14.
103
125
112

113.3 1.03 11.14.

DMSO
93

123
125

113.6 N.M.
127
118

83
109.3 N.M.

ME
97
73

103
91.0

120
114

89
107.6

E’ = 5.179 p = 0.0160 E’ = 0.100 p = 0.9801

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E’(M) = 2.08
E’(59) = 2.95
E’(C*) = 1.57

p = 0.1213
p = 0.1011
p = 0.2196

* Combinación de M y 59

TABLA XIV. RESULTADOSDEL ENSAYO 3 CON LA CEPA TAbO.

+39

ANOVA



ENSAYO 4 CEPA TA1535

—39

1
18
20
16

18.0 1.50 11.14.
20
19
21

20.0 0.95 11.14.

2
23
20
20

21.0 1.75 L.M.
14
24
20

19.3 0.92 N.M.

3
22
24
24

23.3 1.94 L.M.
26
20
16

27.0 1.28 11.14.

DM30
12
10
14

12.0 N.M.
18
18
27

21.0 N.M.

ME
16
15
14

15.0
18
18
30

22.0

E’ = 23.163 p = 0.0000 E’ = 0.387 p = 0.8135

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 1.78
E’(59) = 4.00
E’(C*) = 2.85

p = 0A730
p = 0.0592
p = 0.0507

* Combinación de M y 39

TABLA XV. RESULTADOS DEL ENSAYO 4 CON LA CEPA TA1535.

+39

ANOVA



ENSAYO 4 CEPA TA1538

—39

MUESTRA ~RV/P M.R. 1.14. C RV/P M.R. I.M. C

1
16
28
30

24.6 1.02 11.14.
14
20
10

18.0 0.85 N.M.

2
34
30
22

28.6 1.19 11.14.
18
16
22

18.6 0.88 11.14.

3
30
26
25

27.0 1.12 N.M.
30
26
25

27.0 1.28 11.14.

DM50
22
24
2.6

24.0 11.M.
16
20
27

21.0 11.14.

ME
1.6
28
22

22.0
20
23
23

22.0

E’ = 4.064 p = 0.0328 E = 0.720 p = 0.5975

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

E(M) = 1.99
F(59) = 7.30
F(C*) = 1.78

p = 0.1353
p = 0.0137
p = 0.1723

* Combinación de 14 y 59

TABLA XVI. RESULTADOSDEL ENSAYO 4 CON LA CEPA TA1S3S.

+S9

ANOVA



ENSAYO 4 CEPA TA9S

—59

MUESTRA RV/P M.R. I.M. C RV/P M.R. I.M. C

1
36
26
32

31.3 1.09 11.14.
12
14
20

15.3 0.80 11.14.

2
32
36
36

34.6 1.21 11.M.
22
21
18

20.3 1.07 11.14.

3
36
32
20

29.3 1.02 N.M.
16
18
22

18.6 0.98 11.14.

DM30
28
28
3; 0

28.6 bLM.
15
16
26

19.0 N.M.

ME
38
16
34

29.3
19
27
17

21.0

E’ = 0.377 p = 0.8200 E’ = 0.752 p = 0.5791

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 0.50
F(39) = 31.20
F(C*) = 0.47

p = 0.7364
p = 0.0000
p = 0.7574

* Combinación de 14 y S9

TABLA XVII. RESULTADOS DEL ENSAYO 4 CON LA CEPA TA98.

+59

ANOVA



ENSAYO 4

—S9

CEPA TA100

-4-39

MUESTRA M.R. I.M. C RV/P M.R. 1.14. C_______

1
110

96
100

102.0 0.93 N.M.
90
86
99

91.6 0.86 11.14.

2
120
132
136

129.3 1.19 11.M.
112
100
104

105.3 0.99 N.M.

3
140
160
113

137.6 1.26 N.M.
112
126

96
111.3 1.05 11.14.

DM50
100

96
130

108.0 N.M.
120
108

90
106.0 bLM.

ME
103
112
125

113.3
100
113
112

108.3

E’ = 2.881 p = 0.0796 E’ = 1.462 p = 0.2845

ANOVA DE MEDIDAS REPETIDAS

F(M) = 3.07
E’(59) = 7.95
E’(C*) = 0.66

p = 0.0402
p = 0.0106
p = 0.6292

* Combinación de 14 y S9

TABLA XVIII. RESULTADOS DEL ENSAYO 4 CON LA CEPA TAbO.

ANOVA
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TABLA XXIII

INDICES MEDIOS DE MIJTACION CON PA¶WONES POSITIVOS

CEPA SIN SS+ CON S9+

TA 98 25,51 63,19

TA 100 6,40 > 12,78

TA 1535 43,01 > 105,96

TA 1538 27,38 > 69,63
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MUESTRA
C E P A 5

TA1535 TA1538 TA98 TA100

1 1.34 1.12 1.00 1.04

2 1.74 1.08 1.24 1.29

3 1.90 1.22 1.00 1.36

TABLA 28. INDICES MEDIOS DE MUTACION SIN S9+.



MUESTRA
C E P A 5

TA1SJ5 TATS3B TASB TAlGO

1 0.85 1.04 0.86 0.92

2 0.93 1.14 1.03 0.98

3 1.13 1.30 0.78 1.03

TABLA 29. INDICES MEDIOS DE MUTACION CON S9+.
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1. EVALUACION MIJTAGENICA

En la actualidad existen más de 100 ensayosdestinadosa predecir el riesgo

genotóxicode los productosquímicosparael hombre.El queexistaun númerotanelevado

deensayosindica claramentequeningunodeellospor sí solopuedesuministrarlos datos

necesariosparaestablecerdicho riesgopor varias razones:

1. Las mutacionescomprendenunagranvariedadde efectosgenéticosy un únicotest

tan sólo podríadamos informaciónde efectosespecíficos.

2. Un único test podría no ser lo suficientementesensiblecomo para demostrarla

existenciade un efecto mutagénico.

3. Un mutágenopodríaserespecíficode órganoso especies,de formaque, si no se

utilizan los sistemasde ensayosapropiados,podríano ser detectadocomo tal.

De todo ello se deducequeel usode una bateriadeensayoses indispensablepara

la evaluacióndel riesgogenotóxicode los productosquímicosy útil paralapredicciónde

su carcinogenicidad(Maron y Ames, 1983).

Porello, todaslas recomendacionesefectuadaspor la EPA proponenquetodoslos

agentessospechososde poseerpotencial mutagénico/carcinogénico,sean sometidosa

múltiplesensayos.

Según Sobels, (1980), la evaluaciónmutagénicade un determinadoproducto

deberíade constarde cuatro etapasconsecutivas:

1. Identificación,mediantepruebasconsistemasbacterianos(Salmonellatyphimurium,

Escherichiacok).

2. Verificación, empleandoensayoseucarióticos(Drosophila, Neurospora crasa,

Aspergillus,Saccharomyces,etc).

3. Cuantificación,haciendouso de pruebascon cultivos celulares por su elevada

precísion.
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4. Extrapolaciónal hombre, medianteensayoscon mamíferos.

En principio los datosprocedentesde sistemasbasadosen procariontespuedenser

utilizadosparapreverlacapacidadqueposeeun productoquímicodeprovocarmutaciones

herediteriaso cáncer en el hombre, pero hay que formular previamenteuna serie de

hipótesis:

* El efectose manifestarlaen células de mamíferos.

* Las condicionesdel metabolismo“in vitro” reflejarían bién el metabolismo “in

vivo”.

* Una mutaciónsomáticaocasionadala formaciónde un tumor, o bienuna mutación

germinal se transmitida a la siguientegeneracióny dadalugar a un fenotipo

anormal.

Cualquierresultadoobtenidoen diferentessistemasde ensayopuedeutilizarsepara

prever lo que ocurriría en otros sistemasdiferentescon gradosde confianzavariables

(Figura 5) (OCDE, 1986).

Sin discutirque lo ideal paraestablecerel riesgopotencialde un productoquímico

esutilizar una bateríade ensayos,sin embargo,en muchasocasionescuandosetrata de

evaluar un númeroelevado de productosen un corto período de tiempo, acatardicha

recomendaciónresultaimposible.

Por ello, creemosnecesarioestablecerprioridadesal realizarensayosde mayor

complejidad,y la evaluaciónporetapasobliga a adoptaruna solución de compromiso.

Todoslos productosquímicosdebenevaluarseinicialmentemedianteun testrápido

y poco costosocomo es el test de Ames (Bridges, 1974; Ashby, 1986). Aquellos que

resultaran mutagénicosen estos test, pasadana ser evaluadoscon otros ensayosmas

precisosy apropiadosparapredecirel riesgo, siguiendola secuenciade la Figura5.
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Ahora bien, esta estrategiano es perfecta ya que puedeocurrir que productos

químicosqueoriginen efectos genotóxicos específicos den resultadosnegativosen los tests

preliminares, escapandoasí a estudiosmáscomplejos.

Encualquiercaso,los ensayoscon Sa/monet/atyph¡muriumconstituyenel elemento

baseen la bateríade ensayosde mutagenicidad,y sehan impuestoen la actualidadtanto

por organismoscientíficoscomo públicos, para la realizaciónde un estudiobásicode todo

productoquímico, y por ello lo hemoselegido como soportede nuestroestudio.

II. TECNICAS DE MUTAGENESIS

Los numerososensayosde mutagenicidadvarían en cuantoa su sensibilidad,su

complejidad y su habilidad para detectarcarcinógenospotencialespudiéndoseclasificar

atendiendoa diversosparámetros:

1. Segúnselleven a cabo“in vivo” o “in vitro”.

Algunos ensayosde mutagénesisse llevan a cabo “in vitro” con bacterias,

levaduras,hongos o cultivos celulares. Otros se realizan “in vivo” utilizando

mamíferoscomo organismosde ensayo.Paranuestraexperienciahemosutilizado

un ensayo Un vitro” ya que estosestánconsideradoscomo los más sencillos y

sensibles(Taylor, 1986).

2. Segúnseutilicen organismosprocariotaso eucariotas.

En el testde Amesseutiliza Salmonellaryphimuriumun organismoprocariota.El

material genéticode los procariotastiene algunasdiferenciasbásicascon el de los

eucariotas. Dichas diferencias pueden tener alguna importancia en el valor

predictivo de los sistemasde detecciónde mutágenos;así por ejemplo muchos

productos químicos no son mutagénicoso carcinogénicos“per se”, sino que

necesitanactivación metabólica.Estospromutágenoso procarcinógenosnecesitan

activarse por sistemasenzimáticos presentesen organismos superiores. Para

solventaresteproblemahemosutilizadoen nuestroensayo,el sistemade activación
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másconocido,consistenteen una fracción microsomalde hígadode ratón (Ames

et al, 1975)quecontienetodoslos enzimasnecesarios,asemejándosea los procesos

de metabolizaciónde los mamíferos.

3. Dependiendodel tipo de mutaciónque genereel compuesto.

Los ensayosde mutagenicidadvan a detectardistintos tipos de daño genético,

principalmentemutacionesgenéticasy aberracionescromosómicas.Los tests de

mutagénesisbacterianos, incluido el testde Amesempleadopornosotros,detectan

solo mutacionesgenéticas.Dado que el procesode inicio de la carcinogénesis

inducidaporproductosquímicosesunamutacióngenética(Boutwell et al, 1974),

el ensayoelegidopornosotrosparanuestroestudioesteóricamenteuno de los que

imitan más de cerca los procesosde iniciación de la carcinogénesisquímica

(Tayior, 1982).

Porotro lado, en todasla técnicasde mutagénesisestápresenteel problemade la

fiabilidad de los datos y su extrapolacióna organismossuperioresy al hombre.

Sonnumerososlos factoresquepuedenserresponsablesde falsosnegativosy por

lo tanto de la disminuciónde la sensibilidaddel test:

1.Toxicidadde la sustancia

Algunos compuestosquímicos pueden ejercer acción bactericida sobre los

organismosde ensayo,pudiendofalsearlos resultados(Purchaseet al, 1976). Para

evitar esteposibleerror, hemosllevadoa caboparalelamentecon el testde Ames,

ensayosdesupervivenciabacteriana,comprobandoque ningunade las muestrasa

las concentracionespor nosotrosestudiadas,disminuye el númerode bacterias

viablespor placade modo significativo.

2. Estructuraquímicadel compuestoproblema

El tipo de compuestoquímico objeto de ensayo tiene gran importancia en la
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sensibilidadde la técnicade mutagénesis.Diversoestudios(Mc Cann et al, 1975;

Rinkus y Legator, 1979; Sugimuraetal, 1976;Bartschet al, 1980) handemostrado

el gradode sensibilidaddel ensayode Amesparadistintoscompuestosquímicos.

No hemosencontradoen la bibliografíaconsultadaningúnestudioquenosmuestre

la sensibilidaddel test de Ames para los mutágenoscontenidosen un aguade

consumopúblico.

3. Inadecuadosistemade transporte

El transportea travésde la membranacelular, puedeser otro factor responsable

de falsos negativos,ya que puede diferir de las bacteriasa las célulasde los

mamíferos.Un claroejemploes la Actinomicina D, conocidocarcinógenoquees

sin embargonegativoen el testde Ames(Heddley Bruce,1977), presumiblemente

por su incapacidadpara atravesarla membranabacteriana(Rinkus y Legator,

1979). Por ello en esteensayosehan empleadocepascon la mutaciónrfa, que

causapérdidaparcial de la paredbacterianaaumentandoasíla permeabilidadalas

macromoléculas.

4. Imposibilidaddedetectaraberracionescromosómicas

Un conocido ejemplo de falso negativo originado por este mecanismoes la

Griseofulvina, un carcinógenodemostradoque actúa causandodisfunción en el

aparatomitótico, procesopresumiblementemutagénicoy que sin embargono se

detectaen células microbianas(Heddley Bruce, 1977).

Por otra parte son varios los factores responsablesde la incidencia de falsos

positivosen los ensayosde mutagénesis:

1.Activación bacterianade los compuestosquímicos

Si la bacteriaempleadatieneenzimascapacesdemetabolizaral compuestoquímico

a una forma activa y si estosenzimasno estánpresentesen mamíferos,se puede

generarun falso positivo (Mc Cann y Ames, 1979). Este problema lo hemos
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solventadoen nuestroestudio,al emplearSa/monet/a£yphimurium,una bacteria

presenteen la flora intestinal de los mamíferos.

2. Presenciade impurezasmutagénicas

La presenciade impurezasmutagénicaspuedegenerarfalsospositivos. En nuestro

casolas muestrasno han sido purificadas,ya quelo quese pretendees evaluarla

posibleactividadmutagénicaglobal de los concentradosde aguade bebida.

3. Limitacionesen la sensibilidadde los ensayosde carcinogénesis

En algunos casos los ensayos de carcinogénesisanimal pueden no ser lo

suficientementesensiblespara detectarpotencialescarcinógenosque han sido

identificadoscomomutágenosen ensayosbacterianos(Taylor, 1982).Estasituación

puedeparecerun falso positivo, cuando realmenteno lo es. Según Mc Cann y

Ames (1977), muchos mutágenosdébilesse clasifican como falsos positivos e

inclusootros máspotentesestánclasificadoscomo talescuandola evidenciade

carcinogenicidadno es contundente.

4. Exclusión de importantesmecanismosde detoxificacióny protección

Los ensayosde mutagénesis“in vitro” no incluyen importantesmecanismosde

detoxificaciónpresentesen los mamíferos(Isudaet al, 1980). La acciónenzimática

de la. flora intestinal, las limitaciones impuestaspor el tracto gastro-intestinal,el

transportey vías de excrección y detoxificación,representanejemplosclaros de

mecanismosde defensade los que carecenlos ensayosbacterianosy que pueden

ser motivo de aparición de falsos positivos.

Como hemosindicadoanteriormente,el apoyarseen un solo ensayopodríagenerar

un aumento significativo del número de falso positivos y negativos. Por todo lo

anteriormenteexpuesto,el Food Safety Council <1980) ha sugerido como ya hemos

comentado,la aplicaciónde unabateríade ensayoscomo métodoparalimitar la incidencia

de resultadosque pudieranllevar a confusión.
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En relacióncon esteúltimo punto, hemosde precisarque paralelamentea nuestro

estudiose estárealizandoun estudiogemelo,utilizando Eseherichiacali comoorganismo

de ensayo. La comparaciónde los resultadosde ambos, permitirá, en un futuro próximo

los erroresal calificar el productocomo “mutagénico” o “no mutagénico”.

1111. MIETODOS DE ENSAYO

3.1. ENSAYO DE INCORPORACIONEN PLACA

Es preciso tener en cuenta las relacionesmutagenicidad-toxicidady mutación

espontánea-inducidaa la hora de evaluarel resultadoobtenidocon esteprocedimientode

ensayo.

En el primer caso, el efecto tóxico que pueden ejercer determinadas

concentracionesde un productoquímico sobrelas bacteriaspodríaenmascararel efecto

mutagénico, principalmente cuando la acción letal del compuesto sea elevada a

concentracionesdébilmentemutagénicas;o bien podríainduciraerror en la interpretación

de resultados,ya que las colonias revertantescrecen sobre un céspedde bacterias

auxotróficasqueaparecendebidoa las trazasde histidina y biotina añadidasal medio, de

forma que en el casode que la concentraciónensayadaseatóxica y, por tanto produzca

unamuertemasivade las bacteriashis-, habrámayorcantidadde histidinadisponiblepara

las bacteriassupervivientes.

A consecuenciade lo anterior, seproducirámayordivisión celular y apareceran

coloniaspequeñasque puedenconfundirsecon revertantesinducidas,sin serlo. Por ello

espor lo quedebeexaminarsesiemprecon atenciónel céspedbacteriano.

La medidade la supervivenciaen el testde Amesllega a serimportantecuandola

toxicidaddel compuestoessignificativa. El númerode revertantesobservadosen la placa

es el resultadofinal de una serie de acontecimientoscomplejos y aunquepoco se sabe

acercade la naturalezade estosprocesos,sepodríaargumentarqueel resultadofinal es

decir, el número de revertantespor placa, está determinadopor el número final de
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El método es más sensibleque el ensayoen placa convencional(Matsushima,

1980), debido a que el compuestoa ensayar, la bacteriay la fracción microsomal se

incubanaunaconcentraciónsuperior. facilitándoseasíel contactoentreellosy haciéndose

másfactible la metabolizacióndel compuesto.

Sin embargoAmesen 1975, lo propusosolo comoapoyoal métodoconvencional,

ya que aunqueexistenproductosque han sido eficazmentedetectadospor estemétodo

como la dietilnitrosamina,existenotros queno sedetectan.Estopudieradeberseaquela

preincubaciónrequiereun períodode tiempo(20-30 minutos),duranteel cuallos enzimas

han de estar a 370C, temperaturaa la cual los microsomaspierden su actividad

rápidamente,mientras que en el ensayoconvencionalpermanecenactivos entreseis y

nuevehoras,probablementedebido a la estabilizaciónde los enzimasinmovilizadaspor

el agar.

En todo casoel métodode preincubaciónseconsideraventajosoparala detección

de mutágenosdependiendodel comportamientoy las característicasdel compuestoa

ensayar;así seráválidocuandoel compuestodebidoa su inestabilidadrequieraunarápida

metabolizacióndel mismo paraejercersu efecto mutagénico.

En esteúltimo punto nos basamosparaelegir el ensayoconvencionalen placaen

lugar de la preincubación,dadoque la literaturaconsultadasobreel tema(Loper, 1984),

nos informabaque la mutagénesisderivada de aguas de bebidadoradasdisminuíaen

presenciade S9 mix, en el testde Ames. Por tanto, nospareciómásadecuadoestudiarlos

compuestossin preincubación,paravalorarmejor su potenciamutagénica.

IV. REPRODUCIBILIDAD DE LOS ENSAYOS

El carácter cuantitativo de un ensayo está definido por su capacidadde

reproducción;si no existieraestacapacidad,el ensayosolo tendríavalidezdesdeel punto

de vista cualitativo.
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Para que el ensayo sea reproducible,es necesarioestandarizaral máximo el

protocolo experimental, a fin de comparar los resultados. En la práctica todos los

investigadoressuelen emplear pequeñasmodificacionesdel protocolo original, y éstas

podrían ser responsablesde las diferenciasobtenidasen los resultadosde los distintos

laboratorios,al evaluaruna misma sustancia.

Existen múltiples factores que influyen en la precisión del test, algunos de los

cualesestán asociadoscon la manipulacióno las condicionesde realizacióndel mismo

(Maron y Ames, 1983).

El númerode bacteriasplaqueadas como ya hemoscomentadopuedeafectara

la respuestaobteniday porello muchosautoresrecomiendanque solo los resultadosdonde

dichonúmeroseencuentrecomprendidoentre5x107 y 2x108 seanconsideradosadecuados,

para evitar la pequeñavariabilidad que pudiera atribuirse al número de bacterias

plaqueadas,(Maron y Ames,1983;Andersony col, 1987).

El númerode revertantesespontáneosque como sabemos,es independientedel

númerodebacteriasplaqueadasdentrode los límitesde í0~ a ío~ (Maron y Ames, 1983).

Sin embargolos mutantespreexistentes,originadosduranteel crecimientodel cultivo de

noche, dependendirectamentedel número de bacteriasplaqueadas(Anderson y col.,

1897).

El númerofinal de bacteriasexistentesen la placa, que dependetambién de la

concentracióndehistidinapresenteen el medio, vaadeterminarel númerode revertantes

espontáneos(Creen, 1981).

Los cambiosen las concentracionesde histidinatambiénparecenafectaral número

de revertantesinducidos;aunquesabemosqueel númerodecoloniasespontáneasaumenta

conformelo hacela concentraciónde histidina, la influenciaen el númerode revertantes

inducidosdependemásde la naturalezadel compuestoensayado(Anderson, 1984).
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Grafe y col. en 1981, indican queotra fuentede variaciónson las condicionesen

las que se incubanlos cultivos de nocheen cadalaboratorio,ya que la bacteriapodría

estar en diferentesfasesde crecimiento y el estado fisiológico de la misma sería el

responsablede las vanacionesobservadas.

Existe una relación entrela fasede crecimientoen que se encuentrala bacteriay

la duraciónde la fasede latenciaen el cultivo de agarmínimo; así parecemásapropiado

usarbacteriascon el máximo de actividad fisiológica y capacesde reducir al mínimo la

fasede latencia.Esto seconsigueutilizando cultivos bacterianosqueesténalcanzandola

faseestacionariadadoqueesen estepunto dondese obtienenel mayornúmerode formas

viables,independientementede la hora a la que sealcancedichafaseen cadalaboratorio;

por lo tanto esperarde 16 a 18 horasno supondráningunaventajasi las bacteriashan

alcanzadoantesla faseestacionaria,ya que solamenteunapartede las mismasserácapaz

de superarla fasede latenciaen el agarmínimo y en el casode que la superen,si estase

alarga, muchassustanciaspueden perder su actividad biológica dando lugar a falsos

negativos(Amesy col., 1978).

Por todo esto variosautores(Belsery col., 198 It Goggelmany col., 1981; Maron

y Ames, 1983), recomiendanquelas bacteriasutilizadasen el ensayoseencuentrenal final

de la fasede crecimientoexponencial,razonesestasquejustifican el método seguidoen

nuestroestudio.

Barbery col. (1983),describenlos resultadosobtenidosal realizarestudiosacerca

del crecimientode las bacteriasen el agary compruebanqueel númerodecoloniasfinales

dependede la concentraciónde histidina.Ademásel tiempodeduplicaciónes similar para

las cepasTA 1535, TAbO, TA1538 y TA98, y es50 + 5 minutos.

Por otro lado, el númerode duplicacionesse ha establecidoen 5 ±0,1 cuandoel

inóculo es lx lE!. El tiempo de dependenciade la reversiónno es función del mutágeno

bajo estudiosino que es una propiedadintrínsecadel ensayode incorporaciónen placa,

y tampocoesun fenómenoespecíficode las cepas.
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Existe unainterdependenciaentrela reversiónde la bacteriay su crecimientoen

la placa, así la reversión no tiene lugar durante las primerascuatro horas despuésde

plaquearla bacteriay estopuedetenerefectosimportantescuandoseensayanproductos

químicosde cortavida.

Noexistepuésunarelaciónconstantequeindiquequea mayormutaciónespontánea

de la cepa,mayor respuestaal mutágenoestandar(Cheli y col., 1980).

Esto vieneapoyadopor todo lo expuestohastaahora,en el sentidode que existen

múltiples factores que pueden causar fluctuacionesen las proporcionesde mutación

espontáneae inducida.

Dependiendode las propiedadesdel compuestoa ensayarconvendráutilizaro bien

el protocolo estandar del ensayo de incorporación en placa, o bien introducir

modificacionesdel mismo,con el propósitode obteneruna mejoraen los resultadosy, una

vez adoptadoel criterio a seguir, el protocolodebeserestrictamenteestandarizadoa fin

de asegurarla reproducibilidadde los resultados.

De todo esto se deduceque el test de Ames no puede usarse para realizar

determinacionescuantitativasde la potenciamutagénicade un productoa causade los

múltiples factoresinternosquehemosmencionadoy quepuedeninfluir en la obtenciónde

la misma; sin embargo,el conocimientode estos factores puede ayudara una mejor

interpretaciónde los resultadosy permite realizar una estimaciónaproximadade la

potenciamutagénicaque ademásdebebasarseen los resultadosde los test estadísticos.

La valideze importanciadel testde Ames semantiene,sobretodo si secompara

con la escasaestandarizaciónde la mayoríade los ensayosde cortaduraciónutilizados

para predecirel riesgocarcinógenode los productosquímicos.
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y. CUANTIFICACION DEL EFECTO MUTAGENICO

Se han propuestovarios métodosparala interpretaciónde los resultadosobtenidos

en el ensayoen placa; todos ellos tienen como finalidad establecerun criterio para

consideraral compuestomutagénico/nomutagénicoy cuantificardicho efecto.

A lahoradeclasificarun compuestocomo mutagénicoo no mutagénicolos autores

no se ponen de acuerdoy empleandistintoscriterios. Generalmentese aplica la llamada

reglade las dosveces’ (Amesy col. 1975).

El incrementode dosvecessobreel valor de la mutaciónespontánea,tiene varias

desventajas. En cepascon una mutaciónespontáneamuy baja(2-5), el incrementode dos

veces indica un efectopositivo si se obtiene una respuestapor ejemplo de 4-10 a una

determinadaconcentracióndel producto, aunqueestarespuestase encuentredentrodel

rangode mutaciónespontáneaaceptable.

En estos casosel “incremento de dos veces modificado”, que introduce el

requerimientode una relación dosis/respuestaparaconsiderarlos resultadospositivos,

mejorael promediode falsospositivos paralas cepassin plásmido aunqueno lo elimina

totalmente(Chu y col., 1981).

Por otro lado, para las cepascon una mutaciónespontáneaalta, como la TA100.

el incrementode dos vecespodría ser un requerimientomuy restrictivo paradeterminar

el efecto positivo. Por ello algunosautoresno consideranválida estareglapara la cepa

TAIOO y en estecaso aplican el criterio de 100 revertantesen excesode los controles

(Moriya y col., 1983).

Un resultadopositivo, para la mayoría de los compuestosevaluados,indica la

existenciade un grupode concentracionesqueproduceuna curvadedosis/respuestacon

una porción lineal; éstaa medida que se incrementala concentracióndel productose

achata y finalmentedesciendedebido,principalmente,a efectosde toxicidad.
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A veces,seobtienencurvasno lineales,como en el casode mutágenosconocidos

como la 9-aminoacridina,y estodebetenerseen cuentaal valorar la mutagenicidaddel

producto.

Una medidade la potenciamutagénicade un producto,si seasumeuna relación

dosis/respuestalineal a bajasdosismutagénicasseríala pendientede la recta, esdecir,el

incrementoabsolutodel númerode revertantesporunidad dedosis,o su inversa,la dosis

requeridapara producir un incrementode una unidad en el númerode revertantes.La

pendiente de la curva de dosis/respuesta depende de la escala de concentraciones utilizada.

Basándose en ésto, Bernstein y col.,(1982) describen una aproximación para elegir

las concentraciones que se encuentran en ésta porción lineal de la curva de dosis/respuesta

así como un método para estimar la pendiente inicial de la curva y determinarla bondad

del ajuste.

More y Felton (1983),describen un método estadístico consistente en un análisis

de la varianza y posteriormente un análisis de regresión. La comparación de ambos

métodos indica que están de acuerdo en la clasificación de los agentes como mutagénicos

y no mutagénicos.

Otros autoresparaestimar la respuestamutagénica.utilizan modelosestadísticos

comoes el casode Weinsteiny Lewinson (1978)que aplican un análisisconvencionalde

lavarianza.Ademásde la mutagénesisy la toxicidad, son muchoslos factoresque pueden

afectara la pendientede lacurva de dosis/respuesta,porello a la horadehacerun análisis

estadísticode los datos muchosautores han elegido modelosque tienen en cuenta la

toxicidad del producto y otros factoresque podríanafectar a la pendientede la curva

(Haynesy Eckard, 1980; Margolin y col., 1981).

Sin embargoesdifícil incorporaren un modelo los múltiples factoresquepueden

afectara la pendientede la curva de dosis/respuestay en particular, el mecanismode

toxicidad queprobablementevaríeparalos distintosproductos.
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Chu y col. (1981) despuésde realizarun análisisde los métodosutilizados,para

determinarsi un ensayode mutagenicidadseconsiderabapositivo o negativoindican que

en general,los métodosestadísticosdan lugara un elevadonúmerode falsospositivosy

que la “regla de las dos veces” puede dar lugar a falsos positivos o falsos negativos

dependiendode la tasade mutación espontánea.

Por último McCann y col.(1984) realizanuna evaluaciónde los datosdel test de

Ames,existentesen la literaturapublicada,aplicandoel métodoestadísticode Bersteiny

col. (1982)y comparanlos resultadosobtenidosen el testestadísticocon la opiniónde los

autoresque, en la mayoríade los casos,sueleser la llamada“regla de las dosveces

Los resultadosen amboscasosfueron coincidentesen su mayorparte.sin embargo

se observaronalgunosdesacuerdos.Las razonesde los mismos seríanpor una parte la

tendenciade los métodosestadísticosa considerarmás experimentospositivos cuando

existeuna relacióndosis/respuestalineal, mientrasque los autorespor su parte,tienden

ajuzgarmásexperimentospositivosquelos métodosestadísticoscuandoladosis/respuesta

no es lineal.

Esto ponede manifiestoquela eleccióndel métodoinfluye en la interpretacióndel

resultado,por lo que seconsideraconvenienteel establecimientode un mismocriterio para

informar un resultado y, puesto que ninguno es consideradocomo el ideal, podría

admitirseel uso combinadode más de un método, basadosiempreen la realizaciónde

ensayosrepetidos.

Por todo lo expuesto, decidimos utilizar en nuestro estudio dos metodologías

diferentes,paracuantificar el efecto mutagénicocon mayoresgarantías.Estos métodos

son:

1. El cálculo del índice de mutagenicidad en función de la “regla de las dos veces”.

2. El métodoestadísticopor mediodel cálculodel análisisdela varianzay del análisis

de la varianzaparamedidasrepetidas.

147



Discusión

bebida

1.

VI. FORMACION DE MiUTAGENOS EN AGUAS CLORADAS

Desdeque en las últimas décadashan ido apareciendoen la literaturanumerosas

publicacionescientíficas que hablan de la presenciade actividad genotóxica en los

concentradosorgánicosderivadosde las aguaspotables,multitud de investigadoresse han

centradoen estudiarel problemaen las fuentesde aguade consumo(Am. Pu. H. Ass.,

1971 y 1975; iolley y col., 1987; Kopfier y col., 1987).

6.1. FUENTESDE MiUTAGENOS POTENCIALES

Parececlaro queexistenmásde una fuentepotencialde mutágenosen la aguade

(Meier, 1988), entrelas que hemosde tenerpresenteal menoslas siguientes:

Contaminantesde las aguaslibres o no tratadas

a. Algas y materiashúmicas

b. Descargasindustriales

c. Efluentesde las plantasde tratamientodeaguasresiduales

d. Residuosde los terrenoso de la agricultura

2. Contaminantesquímicosañadidoso formadosduranteel procesode tratamientodel

agua

a.

b.

Sustanciasutilizadascomo coagulantes/floculantes

Productosutilizados parala desinfección

c. Aparición de compuestosorgánicosdorados

3. Contaminantesquímicosque segeneranduranteel procesode distribución

a. Compuestosproducidosen los tanquesde almacenamientoo en las tuberías

b. Transformaciónmicrobianade compuestosquímicos en mutágenos
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Perola opinión de la mayoríade los autorescoincideen afirmar que la cloración

del aguapareceser la máxima responsablede la apariciónde mutágenosen aguasde

consumopúblico ( Colemany col.. 1980; Douglasy col., 1980; Kim y col., 1989; Kool

y col., 1984; Kopfler y col., 1987).

Otroproblemacon el que seencontraronlos investigadoresqueestudiaronel tema,

era la ideaexpresadaporLoper (Lopery col., 1987),de que la mutagénesisderivadade

aguascontaminadasdependíade la activaciónmicrosomal (±59),mientrasque aguasno

contaminadasy por tanto no mutagénicasen principio, mostrabanactividadmutagénica

directa en el testde Amestrás la cloración, la cual disminuíaen presenciade S9.

Esto apoyala idea de que en amboscasossetrata de mutágenosde naturalezadiferente

(Nazary col., 1980; Nestmany col., 1981; RooK, 1980).

6.2. AISLAMIENTO DE LOS AGENTES MUTAGENICOS

Dadala preocupaciónqueexistesobrela exposicióncrónica a lo largo de todala

vida a mutágenosque pueden comportarsecomo posibles carcinógenos,al beber en

nuestrasciudadesaguasdoradas,se intentaavanzarlo másposibleen el conocimientoy

aislamientode los agentesresponsablesde estaactividadmutagénica.

Desafortunadamenteno es una tareafácil, debido en primer lugar a que másde

1100 compuestoshan sido identificadosy se ha visto que la mayoríaestabanpresentesa

unosnivelesinferioresa 1 gg/l en el agua.En segundolugar, secalculaque másdel 90%

de los compuestosorgánicosdisueltosen el aguason volátiles y por tanto difíciles de

analizar.Por último debidoa la carenciade datos, la contribuciónde la mayoríade los

mutágenosidentificadosesdesconocida(Meier, 1990).

Varios estudiosen Finlandia,USA y Gran Bretaña(Heming y col., 1986; Meier

y col., 1987; Kromberg y col., 1988 y Horth y col., 1989), han estimadoque la

contribuciónde uno de los principalesmutágenosaislados,el MX, se rangaentreel 5 y

el 60%.
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Por su parte, el otro isómero importantebién conocido, el E-MX y otros

compuestosdel grupo todos juntos no contribuyen a más del 10% de la actividad

mutagénicatotal (Kromberg y col., 1988).

Dado que incluso con un protocolo de aislamiento y fraccionamiento adecuado el

MX y sus isómerosson muy difíciles de aislar, al sercomponentesminoritarios de las

aguasde consumo,en el presenteestudio hemospreferido limitarnos a concentrarde

forma global todos los compuestosorganicosno volátilescontenidosen el aguaobjeto de

estudio, por lo que solo podemoshablar de actividad mutagénicaen conjunto y no

atribuidaa un determinadocompuesto.Consideramosconvenientecontinuarlos estudios

en esta línea, para llegar a la identificación y el aislamientode los mutágenosque

permanecensin ser reconocidos.

La cuestiónque subyacea todo el problema,es si el MX o cualquierderivado

doradorepresentaun peligro realparala saluddel hombre.Lo quesi parececlaro esque

a la temperaturay pH similares a los del aguade consumopúblico, la vida mediadeestos

mutágenosesde 4 a 6 días (Meier, 1990),por lo tanto unaparteimportanteva a persistir

a travésdel sistemade distribución.

Sin embargono debemosdejarde mencionarquevarios autores(Maruokay col.,

1983; Norwood y col., 1981), han comprobadoque el pH ácido aumentala actividad

mutagénicade las aguas de consumodesinfectadascon cloro. Así, según Kromberg

(Krombergy col., 1989), conformeaumentael pH del aguadisminuyela estabilidaddel

MX y de sus isómeros,llegandoa pH 8 o superior a la degradacióne hidrólisis de los

mismos. La mayorestabilidadde los mutágenosestaríasegúnel autora un pH de 2.

Nuestrotrabajose ha realizadoa pH neutro, condición que reproducela situación

natural del aguade abastecimientoque se ha ensayado,y tal y como les llega desdeel

sistema de distribución a los consumidores.Quizás sería interesanterepetir el ensayo

acidificando Las muestrasantesde procesaríasy concentrarías,con el fin de mantenerla

estabilidadde los compuestosdisueltosen el aguay conseguirel aislamientode un mayor
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númerode sustanciaspotencialmentemutagénicas.

6.3. TEST “IN VIVO” E “IN VITRO”

En cuanto a las técnicasde detecciónde la genotoxicidadde estassustancias,

Thompson(1985)recopiló datosde másde 200 agentes,analizadostanto “in vivo” como

“in vitro”, y vió que la respuesta“in vitro” esaltamentepredictivade lo que ocurrirá ‘in

vivo” y viceversa.

Sin embargo,se mantienendiferenciasentre los resultados“in vitro” e “in vivo”

que puedenexplicarsepor vanasrazones(Meier, 1990; Bartsch y col., 1980):

1. En primer lugar hay que tener en cuenta las diferencias inherentes en la

sensibilidadde los distintos tipos de organismosy de células.

2. En segundolugar, los posibles errores que se cometen al administrar a los

animales,en los ensayos“in vivo”, dosislo suficientementealtasparaprovocaruna

respuestaforzada.

3. Por último, factorescomo la inestabilidadquímicadelos compuestos,la influencia

de los procesosdedetoxificacióny metabolizacióno de activaciónmetabólicay los

mecanismosfarmacocinéticosque previenenel accesoa los órganosy tejidos.

Comoya hemoscomentadomásarriba, la bibliografíaconsultadanosmuestraque

en la mayoríade las ocasiones,estos mutágenosqueestudiamosse metabolizande forma

favorablecon la fracción microsomal,hechoquepuedeprevenirquelas formasactivasse

distribuyanporel organismoy alcancenlos tejidoscorporales.Ademásestudios“in vitro”

handemostradoqueel MX puedeinactivarseporel glutatión (Meier y col., 1987; Mejer,

1990) y esto puedeserde interéspara su detoxificación“in vivo”.

En nuestroestudio,seconfirmanla tesis de los autoresquehan trabajadocon test

“in vitro”, para evaluar la actividad mutagénicade derivadosdorados en aguas de

consumo, en el sentido de una disminución de la mutagenicidadal añadir a las
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preparaciones la fracción microsomal. Sería por tanto un eficaz sistema depurador que si

actúa de igual forma en el interior de los mamíferos, prevendría el acceso de los

mutágenos activos al organismo de estos.

6.4. CONSISTENCIA DE LAS ASOCIACIONES “IN VIVO”

A diferencia de lo que ocurre con las técnicas ‘in vitro”, en el caso de los estudios

“in vivo”, resulta mucho más dificil probar una asociación.

Las medidas de calidad de agua usadas en estos estudios son muy globales. El

efecto de la cloración depende de la cantidad y tipo de materiales orgánicos presentes en

el agua.Por lo tanto los efectoscarcinogénicospotencialesde las fuentesde aguadoradas

diferirán en función de sus características. Este es el principal problema con el que nos

encontramosen nuestroestudio.

En general los estudios epidemiológicosrealizadoshan encontrado un riesgo

asociadocon el consumodeaguadesinfectadacon cloro de 1. 1 a 2.0 vecesmayorquecon

el aguano doradaparael cáncerde recto, vejiga y colon (Craun, 1988; Kopfler y col.,

1984).

Esteriesgorelativoestásin embargosujetoa imprecisiones,porquepuededeberse

a la existenciade factoresde confusión.En muchoscasoslos datos sobrela enfermedad

se extrajeronde los certificadosde defunción.Por otro lado no se controlaronmuchas

característicaspersonalesy demográfica.Otro problema que se presentaa la hora de

valorarel riesgo parael ser humano,esdefinir la proporciónde casosde cáncerque es

atribuibleo sepresumeque estácausadapor la exposiciónde interés.

Nosotros en nuestro estudio, nos hemos centradoen la determinación de la

mutagenicidadcon un test “in vitro”, por lo que no podemosaportarningún dato nuevo

en lo que se refiere a extrapolaciónal hombre.
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VII. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENII)OS

La aplicación del test de Ames, utilizando el método de incorporaciónen placanos

ha permitido valorar los compuestos orgánicos formados durante la cloración de un agua

de consumo público desde el punto de vista de su posible mutagenicidad.

Las cepas de estudio que proporcionaron los índices de mutagenicidad mayores,

fueron la TA1535 y la TAbO. Este hechocoincide con la opinión de los autoresque

señalan especialmente a la cepa TAlOO como la más sensibleparadetectarmutagenicidad

de concentrados orgánicos dorados (Bulí y col., 1982; Forstery col., 1981; Jolley, 1981

y 1987).

La cepa TA 1535, es un mutante hisG46, es decir que presenta una sustitución de

una base, haciendo por tanto imposible la biosíntesis de la histidina. Presenta además,

como se recoge en la Tabla II, una deficiencia en el mecanismo de escisión reparación

(uvrB) y una mutaciónrfa, quehacea la bacteriamáspermeablea las macromoléculas.

En cuantoa la cepaTAIOO, esuna bacteriamutantecon las mismascaracterísticas

genotípicas de la cepa TA 1535 de la que procede, diferenciándosesolamenteen la

presencia del plásmido pKM 101, el cual le confiere un aumento de la posibilidad de error

durante la duplicación del ADN.

Estas cepas, detectan sobre todo mutaciones que produzcan sustituciones de pares

de bases, por lo que podemos pensar que las posibles mutaciones originadas por los

compuestos ensayados se llevarían a cabo por este mecanismo.

En cuanto a las cepas lA 1538 y TA98, podemos afirmar que no han sido

adecuadas para valorar la mutagenicidad de los concentrados obtenidos de las aguas

problema y por lo tanto, al ser cepas que detectan sobre todo mutágenos “frameshift”, es

pocoprobablequelas mutacionesinducidaspor estetipo decompuestos.seandel tipo de

las que ocasionanun desplazamientoen el marcode lecturao desfasegenético.
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No se ha obtenido en ninguno de los ensayos, una evaluación mutagénica positiva.

Tan solo en el caso de la cepa TAIS3S, sin S9, se ha rozado la positividad ya que

practicamente se cumplió la condición de la “regla de las dos veces”.

Ya hemos comentado que el empleo de la “regla de las dos veces” tiene varias

desventajas, sobre todo en lo que se refiere a las cepas de mutación muy alta, como es el

caso de la cepa TAbO, en la que el incremento de dos veces sobre el valor de la mutación

espontánea, podría ser un requerimiento muyrestrictivo para determinar el efecto positivo

(Moriya y col., 1983).

Quizás, esto pueda explicar el hecho de que en nuestro ensayo los índices de

mutagenicidadobtenidoscon la cepa TAbO, a pesar de haber sido los segundosen

importancia, no hayanalcanzadolos nivelesde la cepaTA1535, que esdecaracterísticas

muy semejantes.

Por otro lado, un resultadopositivo indicada la existencia de un grupo de

concentracionesque produceuna curva de dosis/respuestacon una porción lineal, que se

incrementacon la concentracióndel producto, y finalmente desciendeal aparecerla

toxicidad.

En el caso de los ensayos expuestos, no hemos calculado esta curva dosis respuesta

porque los test estadísticos utilizados han proporcionado unos niveles no significativos,

incluso con la cepa TA1535, y ademásmuy variablesentre unos ensayos y otros, aún

dentro de la misma cepa.

En algunos ensayos, especialmente con la cepa TA1535, se han obtenido diferencias

significativas al realizar el análisis de la varianza (ANOVA) con respecto a los controles,

peroestono esrepresentativodadoqueestetestapreciadiferenciasquepuedenserdebidas

a factoresde variabilidady sin evidenciabiológica significativa (More y Felton, 1983).

Por ello a la hora de juzgar a los compuestoscomo no mutagénicos.solamentehemos

tenido en cuentael “índice de mutación”.
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Sería aconsejable en este sentido, utilizar otros métodos de ensayo como serian la

preincubación en placa, para repetir el ensayo con el fin de profundizar en el estudio de

estos compuestos, intentando obtener además las curvas dosis/respuestay la potencia

mutagénica.

Los resultadosobtenidossin S9, son netamentesuperioresen cuantoal númerode

revertantesy a los índicesde mutagenicidad,con respectoa los que se obtienenen los

ensayoscon 59; estoes especialmentenotorio con las cepasTA1535 y TA100, y algo

menosclaro en la TA98 y sobretodo TA1538, la cual secomportade manerainversaen

varios de los ensayos.

En esto también coincidimos con la mayoría de los autores que encuentran

resultadossimilares,en otras fuentesde aguadesinfectadascon cloro (disminuciónde la

mutagenicidaden presenciade S9) (Lopery col, 1987; Meier y col, 1987).Y nosreafirma

en la ideade que las cepasTA1538 y TA98, no son muy adecuadasparavalorar estos

compuestos.

No podemosestablecerunacomparacióncon los resultadosde otrosautoresporque,

si bien se ha estudiadoesteproblemaampliamenteen otros paises,no hemosencontrado

publicado ningún estudio en España, que hubiera analizadoaguas con las mismas

característicasque las nuestras.

Otros posibles factoresa teneren cuentapara explicar, los resultadosobtenidos,

son:

1. El método deconcentraciónde las muestrasque seha utilizado

Varios autores(Kromberg y col., 1989; Dukta y col., 1981; Epler y col., 1978;

Guerreroy col., 1979; Jpn. W. W. As., 1978),proponíanmétodosbasadosen la

extracción con resinas cambialones y posterior aplicación de tecnicas de

cromatografía.Nosotroshemoselegidoel sistemaSep-Pak(Waters)debidoa que

poseeuna seriede ventajas:operarcomo unacromatografíade columna,ahorrar
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tiempo porque permite trabajar a presión, tener un bajo consumo de disolventes y

un bajo coste (Fontane, 1981).

2. El efecto de los disolventes utilizados para la extracción y disolución de los

residuos retenidos en los cartuchos.

Los viales conteniendo los productos obtenidos con cada disolvente fueron

procesados por separado en un rota-vapor, para extraer finalmente un residuo seco

en forma depolvo, que posteriormentees redisueltoen DMSO e incluido de esta

maneraen el ensayo.La posibleacción mutagénicadel DMSO, ha sido ensayada

paralelamenteen cadapruebay resulté“no mutagénico”con todas las cepasy en

todaslas expenencías.

Por último, podemosresaltarque seríanecesariorealizarestudiosmáscomplejos,

quecuentencon el adecuadotamañomuestral,detalladacuantificaciónde la exposiciónal

aguadorada,y que ofrezcanun control válido de los principalesfactoresde confusión,

paradeestemodo,confirmar las evidenciasque sugierenla relaciónentreel consumode

aguadoraday la apariciónde cáncerde recto, vejiga y colon.
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CONCLUSIONES

1. Con respecto a la evaluación mutagénica de los concentradosorgánicosderivados

del agua de consumo público analizada, no hemos encontrado actividad mutagénica

positiva en ninguna de las muestras ensayadas con el test de Ames.

2. Las cepasde Salmonellatvphimurium lA 1535 y TA 100 han mostradoser las más

adecuadas para detectar la mutagenicidad de los concentrados orgánicos dorados.

3. Con la cepaSalmonellatyphimurium TA1535 se ha alcanzado la calificación de

“ligera mutagenicidad” al obtener índices superiores a 1.5.

4. Se postulaque la acción mutagénicade estosderivadosdoradospodría consistir

en la sustitución de pares de bases.

5. La presencia de la fracción microsomal (59+) disminuye la mutagenicidad inducida

en todas las cepas, pero sin diferencias estadísticamente significativas.

Por todo ello, seponede manifiestola necesidadde continuarlas investigaciones

en este sentido,con el fin de valorar de forma rigurosa los efectosque sobrela salud

humanapuedatener la exposiciónprolongadaa los derivadosdoradoscontenidosen el

agua de consumo público. Y en su caso considerar otros agentesdesinfectantes

alternativos.
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