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L INTRODUCCION

Durante los pasados 150 años se han producido cambios importantes en las causas

de muerte en las sociedadesoccidentales.En particular, desde1850 las mejorasen la

SaludPública han supuestouna disminuciónen el númerode muertespor enfermedades

infecciosas.Estatendenciasedemuestraactualmenteporel hechodequelasenfermedades

vascularescausanhoy dfa, en las sociedadesindustrializadas,50 vecesmás muertesque

lasenfermedadesinfecciosas.

La epidemiologíade las diferentespoblacionesy de los movimientosmigratorios

de un áreaa otra, sugierenqueel cánceres causadopor influenciasambientalesy que la

prevencióndel mismo consisteen evitardicha influencia, basándoseen la identificación

precisade aquéllasquecontribuyena la alta incidenciade esteproceso(1).

Los estudiosepidemiológicosefectuadosdesdehacemásde 20 añoshan llegado

a la conclusióndeque los procesostumoralesenel hombresedebenen muchasocasiones

a factores ambientales;aquí el término ambienteestá tomado en el sentido de su más

ampliaacepción,englobandoa la vez el ambientesocio-cultural,quedeterminanuestros

modos de vida y nuestros comportamientos,y el ambiente físico-químico cuyas

característicasestáncadavez másalteradaspor la actividadhumana(2).

Los epidemiólogosestimanqueal menosel 70% del cáncerhumanoen el mundo,

enprincipio, podríaevitarsesilosprincipalesfactoresderiesgopudieranseridentificados.

Estopuedeexplicarsesi observamosla incidenciade diferentestipos específicosdecáncer

en ciertas partesdel mundo dondela población tiene estilos de vida diferentes. Por

ejemplo,el cáncerde colony el de mama,los cualesestánentrelos tipos másimportantes

en EstadosUnidos, son bastanterarosentre los japonesesnativos, pero no entre los

japoneses-americanos(3).
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Introducción

Las estimaciones de Dolí y Peto, que son las más frecuentemente citadas en la

literatura, indican que alrededor del 35% de las muertes por cáncer se deberían a los

hábitos alimenticios, el 10% al comportamiento sexual y reproductor, el 3% al consumo

excesivode alcohol, el 2% a la contaminacióndel ambiente,otro 2% corresponderíaa

factores ocupacionales,como por ejemplo el asbestoy el 1 % o menosa los factores

yatrógenos,aditivosalimenticiosy productosindustrialescomercializados(3).

Durantelaspasadasdécadas,sehanrealizadograndesavancesen la comprensión

del procesoque conduceal desarrollode tumoracionesmalignas. Parececlaro que las

alteracionesdel materialgenéticoestánimplicadasen esosprocesosy queun grannúmero

de compuestoscarcinógenosson capacesde inducir dichasalteracionesbajo condiciones

propicias(4).

Tradicionalmentela identificaciónde estosproductossehallevadoa cabomediante

estudiosepidemiológicosy experimentales,a largo plazo, sobre la carcinogenicidaden

animales. Ambos métodos son costososy de larga duración, motivo por el cual se

desarrollarontestspredictivosdecarcinogenicidadcortos,económicos,pero sin embargo

precisos(1).

1. HISTORIA

El desarrollo de tests predictivos de carcinogenicidad ha sido espectacular en los

últimos años, y estábasadoen la información procedentede la investigaciónsobre el

cáncerquecomenzóa finales del siglo pasado.

La primendemostraciónde quelos compuestosquímicospodíaninducir procesos

tumoralesen animales, fue la producciónde cáncerde piel en conejosdespuésde la

aplicaciónrepetidadecarbónen formade alquitrán(5). En lossiguientesañosseprocedió

al aislamientode los componentesde estasustancia.Perohasta 1947 no se sugirió que

algunas de estas sustancias químicas, relativamente inertes, requerían conversión
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Introducción

metabólicaparaconvertirseen constituyentesactivos (6).

Los trabajosrealizadosdurantelos siguientes20 añosconfirmaronestasuposición.

Finalmente,en 1969, fue posible demostrarque una gran proporción de carcinógenos

químicosrequeríanconversiónen metabolitosactivosantesde quepudieranejercersus

efectos cancerígenos (7).

La primen inducción química de mutación en sistemas experimentalesfue

demostradaen 1946 conDrosophyla (8). El conocimientode la estructuradel ADN y

ARN permitió aclararla comprensiónde los mecanismosrelacionadosconla inducciónde

la mutaciónen sistemasexperimentales.

A partir de 1969 aparecieronnuevaspublicacionesacercade quela activaciónin

vitro de compuestosquímicosen metabolitosmutagénicos,eracapazde producirefectos

tóxicos o mutagénicos(9,10).Estasobservacionesprepararonel terrenoparael desarrollo

por Ames y colaboradoresde un testparadetectarcarcinógenosbasadoen un metabolismo

iii vitro y en la inducción de mutacionesen Sabnonella (11,12,13).

2. CARACTERISTICASGENETICA5

Lascaracterísticasde unacélulau organismopluricelular, vienencontenidasen su

materialgenético,el cual estácompuestoporel ácido desoxirribonucleicoo ADN,

El hechode que la estructurabásicahelicoidal del ADN y el código genéticosea

comúna todos los organismosvivos, tantobacteriascomoplantaso mamíferos,significa

quelos datosobtenidosde los efectosde un productoquímicosobreunade éstasespecies,

puedeser usadocomofactor predictorde posiblesrespuestasgenéticasen otrasfrente al

mismoagente.

Por lo que se refiere a las bacterias,organismocentralde nuestroestudio, son

procariontescuyacomposiciónquímicafundamentalno difierede la de las célulasde los

eucariontes:lípidos, proteínasy los dostipos deácidosnucleicos(ADN y ARN), perosin
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embargo difieren en su estructura. En contraste con los eucariontes, los organismos

procariontes, no tienen espacio genético definido, ya que carecen de membrana celular,

pues únicamente constan de una pared celular rígida, dentro de la cual se encuentra una

membrana que actúa de barren de permeabilidad regulando la entrada de sustancias.

3. MUTACIONES

Losagentesquímicosmutágenospuedenproducirtantocambiosocasionalesdeunas

basespor otras, comosueliminacióno el intercalamientode basesen unasecuenciadada,

provocandolo que llamaremosmutación; mientrasqueel intercambiode información

genética o de segmentosde ADN entre cromosomasdiferentes, conduce a la

recombinachin.

Las alteracionesen la informaciónque transportael ADN sucedencomoresultado

de pequeñoscambios en la estructurade la moléculadel mismo; de ésta forma, la

secuenciaque se transmitea la siguientegeneraciónes diferente,dandocomo resultado

descendientescuyascaracterísticasdifierende las de suspredecesores.

Estasalteracionesen el ADN, son mutacionesy, aunquealgunasde ellas son

letales, otras son compatiblescon la vida, siendoresponsablede las sutiles diferencias

entremiembrosde unamismaespeciey constituyendoel inicio de la evolución.

Dichos cambiosen el AUN, puedenquedaranuladosy restauradoseficazmente,

pero el fallo en la reparacióndel mismo, puede conducir a la implantaciónde una

secuenciade basesdiferentesa la original duranteel procesode replicación(reparación

postreplicación),lo quesi bienpermitedarcontinuidadfísica a la molécula,puedegenerar

la producciónde mutaciones.A ésteúltimo fenómenosele da el nombredemutagénesis

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

mutagénicosobreunamoléculade ADN, o mutagénesisdirecta.
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Los cancerígenosgenotóxicospuedendallar el material genéticode las células

germinalesy de las somáticas.

Cuandolas mutacionesimplicancambiosen la informacióngenéticaquellevanlas

célulasgerminales,la progeniede cadauno de los afectadospuedeexpresarla mutación

en formadeenfermedado de anormalidadheredable.Las mutacionesa nivel de las células

germinalesdanlugaracánceresmuy pocofrecuentes,comoporejemploel retinoblastoma.

Si las mutacionessucedenen células somáticas,esto se traduce en cambios

celularesirreversiblesquepuedenestarencubiertosy producir un crecimientocanceroso.

Por tanto, las mutacionesque afectana las células somáticasson responsablesde la

mayoríade los procesostumoralesmalignosen el hombre(2).

4. MECANISMOS DE ACCION DE COMPUESTOS QUíMICOS

MLI TAGENOS

La acciónde los mutágenospuedeproducirefectosen el AUN totalmentealeatorios

y erráticoso bienpuedenfavorecercienostiposde mutaciones(delecciones,sustituciones)

o actuardirectamentesobre determinadasregiones(sedesmutacionales)del AUN (14).

Loscompuestosquímicosmuttgenosinteractúancori el AUN causandocambiosen

su estructuraproduciendocualquierade las lesionessiguientes:

- El mutígenono se incorporaal ADN pero alteraunabase,de maneraqueno se

produceel apareamientoespecíficocomplementario;esel mecanismode acciónde

muchosagentesalquilantes.

- El mutígeno se incorpora al AUN en el lugar de una de sus bases normales,

induciendoerroresen la replicación,a los quesedenominaanálogosde bases.

- Distorsionando las moléculas de AUN, por introducirse en ellas, causando

consecuentementepérdidao adición de bases;así actúanlas acridinas, que son

moléculasaromáticas.
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- El mutágeno actúa como fuente intercalante, produciendo mutaciones de cambio de

cuadro a lo que se denomina frameshíft” (15).

5. CARCINOGENESIS

La carcinogénesises un procesodilatadoen el tiempo, con múltiples estadiosy

diferentesfactoresque influyen sobre la progresióndel normal funcionamientocelular

haciaun tumor invasivo.

Un carcinógenose define como el agenteque aumentasignificativamentela

frecuenciade neoplasiasmalignasen la población.

Los carcinógenospuedenser agentesfísicos, químicos o biológicos.

Sepuedendestacartres tipos de carcinógenossegúnsu mecanismode acción, ya

quealgunoscompuestosquímicos de éste tipo no son consideradoscomo carcinógenos

completos,sinoque son sólo responsablesde una partede procesos:

- Iniciadores,interactdanconel ADN comportándosecomomutágenosque inician

el procesopor el cual seinducela lesión primariadel mismo y el dañoquecausan

generalmentees irreversible.

- Promotorestumorales,no sonmutagénicosy únicamentemuestranla influencia

de la expresióny progresióndel cambio inicial del AUN

- Carcinógenoscompletosy queson probablementecapacesde iniciar y promover

actividad<2).

Todos los compuestosquímicos queproducendaño en el AUN y conducena

mutacioneso cáncer, incluyendo los iniciadores y los carcinógenoscompletos, son

descritoscomo genotóxicos;éstos provocandañoen el genomaproduciendodiferentes

efectos: mutagénesis,carcinogénesis,muerte celular, inducción del fago, rotura del

cromosoma,los cualessontodos irreversibles(16).
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6. MECANISMOS DE LA CARCINOGENESISQUIMICA

La carcínogénesis es un proceso biológico complejo que puede ocurrir por al menos

dos mecanismos: genéticos o epigenéticos (17).

6.1 MECANISMOSGENETICOS

En los mecanismosgenéticos,el cáncertiene su origen en una alteración del

materialgenético,es deciruna mutación(acción genotóxica).

Los mecanismosgenéticosprobablementeson los responsablesdela mayoríade los

cánceresobservadosen el hombre,y derivande un enlacecovalenteentreel carcinógeno

y el ADN; éstaalteraciónproduciríauna mutaciónsomáticaquedaríalugarala formación

de un clon de célulastransformadas.

El mecanismomutagénicode la carcinogénesis,también llamado “Teoría de la

MutaciónSomáticaenla Induccióndel Cáncer”,giraen tomoala interacciónde químicos

o formasactivadasde químicoscon el ADN.

Los tipos de daño genéticose establecenen dos categoríasbásicas:mutaciones

genéticasy aberracionescromosómicas.

Los sistemasde mutagénesisbacterianadetectansólo mutacionesgenéticas;otros

sistemas cómo los de la traslocación heredable detectan solamente aberraciones

cromosómicas;algunossistemascomoel que sedesarrollaen el dípteroDrosophila son

capacesde detectarambostipos de dañogenético.

El mecanismode la carcinogénesisimplica un proceso de varios estadios,

incluyendoiniciación (reaccióncon el ADN), promocióny finalmenteprogresióndel

tumor (18).
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6.1.1 ETAPAS DE LA CARCINOGENESIS

Las etapas citadas anteriormente son las que se describen a continuación:

A. Primera etapa

Llamada iniciación, comienza después de una mutación inducida por una sustancia

cancerígena.

Los estudiosen animales han demostradoque una sola administración de la

sustanciapuedesersuficienteparainiciar el cáncer.No obstante,la iniciación comienza

definitivamentedespuésdealgunasdivisionescelularesquedannacimientoavariascélulas

hijas, a partir de las cualesse puededesarrollarel cáncer(19).

Los mecanismosmolecularesque conducena la iniciación son relativamente

complejosy puedendiferir de un cancerígenoa otro, ya queun mismo test reaccionacon

diferenteprecisiónantequímicosde diferentestipos (20).

La mayoría de las sustanciascancerígenasson de naturalezaorgánica. Estos

cancerígenosorgánicos cuya estructura es extremadamentevariable presentanuna

propiedadtóxico-cinéticacomún: la de engendrarreactivoselectrofificos despuésde la

activación metabólica.A partir de éstaconsideraciónsepuedendiferenciardos tipos de

cancerígenos:

Cancerígenosdirectos: Son directamenteelectroffficos, por ejemplo, los agentes

alquilantes,cromo, arsénico.

Precancerígenos: Sehacenelectrofflicosdespuésde la activación metabólica,

por ejemplolas fibrasde asbesto(21).

Para que haya iniciación, no es suficiente con que una sustancia electrófila

reaccionecon el ADN, sino queademáses necesarioqueéstainteraccióntengalugar a

nivel de genes muy específicos, siendo éste un fenómenoqueexplicaenparteel carácter

estocástico del cáncer.

9
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Hasta hoy, se han identificado tres tipos de genes o secuencias del ADNcomo

lugares posibles de iniciación:

a) Proto-oncogenes, el cáncer puede iniciarse por una activación del proto-oncogen

a través de una mutación puntual o más amplia (traslocación) que lo transforme en

oncogen o gen inductor del cáncer.

b) Anti-oncogeneso genesinhibidoresde cáncery

c) Secuenciaspromotorasde la transcripción.

Las células iniciadas puedenpermanecerdurmientesdurantenumerososañosy,

entre la iniciación y la apariciónclínica del cáncer, puedetranscurrir, como media,un

períodoqueseestimaentre 15 y 20 años(2).

Según algunos autores (22) su potencialidad de crecimiento anárquico sería

reprimidapor mediadoresprovenientesde la vecindadcelular.

B. Segundaetapa

Denominadapromoción,correspondea la expresiónde la mutacióna nivel de una

célulainiciada.Estacélula sufrediversasmodificacionesbioquímicaso morfológicasque

producensu expansiónclonaly la formaciónde un tumor benigno.

La experimentaciónanimal ha demostradoque la promociónpuedeinducirsepor

la repetidaadministraciónde sustanciasquese llaman promotoras.

Las promotoras,son sustanciasdesprovistasde actividad cancerígenaintrínseca,

pero que incrementande maneraconsiderablela formación de tumoresdespuésde la

administraciónde un cancerígenoiniciador.

En realidad, la mayor parte de los cancerígenosson a la vez iniciadores y

promotoresy por tantopuedeninducir por si mismosel procesode la carcinogénesis(2).
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C. Terceraetapa

También denominadaprogresióndel tumor, daría lugar a la aparición de las

consiguientesmetástasis.

6.2 MECANISMOS EPIGENETICOS

Los cánceres de origen epigenético, son el resultado de la interferencia del agente

cancerígenocon los procesosquecontrolanla división y diferenciacióncelular pero sin

modificacionesdel materialgenético.

Es probablequela mayoríadelos mecanismosepigenéticosdescritoshastahoysólo

puedantenerlugaren la experimentaciónanimal,puestoquela dosisque requierenpara

su induccióneselevaday sin comparaciónposiblecon la exposiciónhumana.

A continuaciónsecitan los gruposdesustanciasno genotóxicasquepuedeninducir

un cánceren el animalexpuestode modocontinuo,a dosiscon frecuenciamuy elevadas:

- Promotores, que favorecen la aparición de tumores debidos a mutaciones

espontáneas,en éstacategoríaseincluyenlos pesticidasorganoclorados(DDT), el

fenobarbitalo la dioxina.

- Sustanciascito-tóxicascomoel tetraclorurode carbono,que puedeproducir un

cáncerde hígadoen la ratao la gasolina,quepuedeinducir un cáncerrenalen la

rata macho.

- Cancerígenosen estadosólido <algunasmateriasplásticas,asbesto).

- Irradiaciones(luz ultravioleta,radiacionesionizantes).

- Sustanciasque aculan por un mecanismo hormonal (por ejemplo amitrol,

dietilestilbestrol).

La cuestiónqueahoraseplantea,esdeterminarsiloscancerígenosgenotóxicosy

no genotóxicospresentanriesgoscomparablesparael hombre.
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Se obtuvo una respuestaa ésta cuestión comparandola genotoxicidadde las

sustanciasreconocidascomo cancerígenaspara el hombre(grupo 1 de la I.A.R.C.:

Agencia Internacionalpara la Investigacióndel Cáncer) (2) por medio de dos tests de

mutagénesis,un test iii vivo y un test in vftro, comprobándoseque, con algunas

excepciones,todoslos productoscancerígenosparael hombresonpositivosen, al menos,

un testy que la mayorpartelo son enlos dos tests.Deéstaobservaciónsededucequelas

sustanciascancerígenasquerepresentenriesgoparael hombredebenser despistadas por

uno test de mutagénesisadecuado.

7. BASEMOLECULAR DE LA REPÁ4RÁClON

Ante la agresiónde un tóxico, la célula disponede determinadosmecanismosde

reacciónparaintentarrestaurarla secuenciadel AUN dañadao perdida, los principales

son:

- Inactivaciónmetabólicade los reactivoselectróflios.

- Reparaciónpor sustituciónde la región lesionada,medianteel mecanismode

reparaciónpor escisión.

- Reparaciónporcortocircuitodela lesión, mediantemecanismosdereparaciónpost-

replicación.

- Reparaciónin situ, medianteel mecanismode acciónenzimáticade los daños

causadosen el AUN.

- Eliminación por el sistema inmunitario (linfocitos T citotóxicos) de las células

cancerosasaberrantes.Numerosostóxicos pueden,inhibiendoéstemecanismo,

sensibilizar al organismo a los procesoscancerosos;pero a su vez pueden

estimularsepor diversassustanciasa lasquealgunoscalifican de anticancerosas,

como las vitaminas A, C o E, el selenioo inclusoalgunosxenobióticosvegetales

(2).
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8. EVALUACION DE LA MUTAGENICIDAD DE LAS SUSTANCIAS

QUíMICAS

Paraidentificarlas sustanciaspotencialmentecancerígenasen el hombresepueden

utilizar cuatro tipos de metodologías diferentes.

8.1 OBSERVACIONESENEL HOMBRE

Generalmentees el métodoquemejor evalúala carcinogenicidadde las sustancias

químicasen el hombre, pero los estudiosepidemiológicossobre el cáncerencuentran

numerosasdificultades,de las quepodemoscomentarlas siguientes:

- Se tratade estudiosqueno son concluyentes,ya quedebidoal largo períodode

latenciadelprocesotumoral, la exposiciónal agentecausalpuedehaberseiniciado

del ordende 20 a 30 añosantes.

- En ocasiones,la exposiciónanteriores múltiple y estámal caracterizada,lo que

complicala identificaciónde la sustanciacancerígena.En estesentidoel tabacoy

la alimentaciónson importantesfactoresde confusión.

- Por último, con frecuencia,el númerode sujetoseslimitado.

Estáclaro que, con tantascontrariedades,los estudiosepidemiológicassobreel

cáncer,no seancapacesde identificar todaslas sustanciascancerígenasparael hombre,

estandopor tanto su númerosubestimado(2).

8.2 ENSAYOSA LARGO PLAZO EN ANIMALES

Actualmente los ensayos de carcinogenicidada largo plazo se efectúan en

laboratoriosespecializados,utilizando animalesde experimentaciónsegúnun protocolo

bien estructuradoquese puededefinir de la siguienteforma:
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a) Se deben utilizar al menos dos especies animales, por regla general se eligen ratas

y ratones, lo que permite satisfacer el criterio de, al menos, 50 animales machos

y hembras por dosis.

b) El tratamientodebeincluir, al menos,3 dosisde másen el grupo control. Con el

fin de obtener el máximo de sensibilidad, se eligen dosis elevadas.

c) Los animalesestánexpuestosen generalhastalos dosañosde edady, al término

de la experiencia,los animalessupervivientesson sacrificadospara un exánien

histopatológicocompleto.

Actualmente,800 sustanciassehan probadosegúnéstetipo de protocoloy el 65%

sehanmostradocancerígenasparaunaespecieal menos(23).

Estatasamuy elevadadecancerígenossedebe,por unaparte,al hechodequelas

sustancias sospechosasde producir carcinogenicidad son las que se prueban

prioritariamentey, por otra parte, a la utilizaciónde dosis muy elevadasdictadaspor el

criterio de sensibilidad.

Losensayosdecarcinogenicidadenanimalessoncapacesdedetectarlos iniciadores

y los promotores,asícomolos carcinógenosepigenéticos.

Estosestudios,segúnel protocoloanterior,presentanalgunoslimites:

- La administraciónde dosis elevadasproduce la saturación de las vías de

inactivacióny dereparacióndel organismoy favorecelosmecanismosepigenéticos,lo que

inevitablementelleva a una superestimacióndel número de sustanciaspotencialmente

cancerígenasparael hombre.

- La extrapolaciónal hombrede los datosobtenidosen la experimentaciónanimal

ha de hacersecon cautela(23) y ademáshemosde tenerpresenteque la mayoríade los

estudiosen animalesse realizan con dosis superioresa las que el hombrepuedeestar

expuesto.
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- Este tipo de ensayos presentan el inconveniente de ser largos y costosos. Desde la

planificación del estudio hasta la publicación del informe pasan con frecuencia más de

cinco años y el coste total del estudio supera ampliamente el millón de dólares americanos.

8.3 TESTS DE MUTAGENICIDAD

Numerosos productos químicos, incluyendo derivados farmacéuticos, conservantes

alimenticios, productos de limpieza, industriales, etc.., están presentes en el ambiente.

Cada año se introducen un elevado número de sustancias nuevas, cuyo uso, en

ocasiones, es indiscriminado, a pesar de desconocerse sus posibles efectos perjudiciales

sobre la salud.

En ocasiones, se trata de compuestos que se generan de manera natural, y de los

cuales se sabe que son potenciales carcinógenos y/o mutágenos.

Todo ello ha conducido al desarrollo en las últimas décadas de numerosos ensayos

rápidoso estudiosa cono tiempo, como procedimiento alternativo para la detección de

compuestos químicos con poder potencial de carcinógenos, llamados así, ya que ofrecen

resultados en días o semanas, y son baratos en cuanto a recursos puesto que utilizan

sistemas biológicos en lugar de mamíferos completos.

Entre las ventajas más destacables a la hora de utilizar éstos tipos de tests se

mencionanlas siguientes:

a) Algunos tests de mutagenicidad son capaces de detectar las reacciones de

determinadosproductos químicos con el ADN, lo cual da como resultado

mutacionessomáticas.Consecuentemente,éstosestudiosde mutagenicidadserían

teóricamentecapacesde detectarcarcinógenosiniciadores, sin embargono serían

capacesde descubrirsustanciaspromotorasó carcinógenosepigenéticos.

b) Ademásde mutacionespuntuales,cieftos tests de mutagenicidaddetectanotros

tipos de daño genético incluyendo alteraciones cromosómicas, mutaciones múltiples
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específicas de locus y recofúinaciones.

c) Estudian las sustancias potencialmente cancerígenas para el hombre investigando

las alteraciones que pudieran inducir en el material genético bacteriano o de células

de mamíferos.

d) A diferencia de organismos más especializados, en los cuales el ADN está

organizado en complejas estructuras cromosómicas, las bacterias contienen una

cadenasencillade ADN circular, queesrealmenteaccesiblea los agentesquímicos

quepuedenatravesarla paredcelular.

e) Los tests bacterianos tienen además la ventaja de que en un simple ensayo pueden

estudiarse distintas generaciones de una población de varios millones de células

(24).

Dentro de ellos el más conocido y utilizado es el test de mutagénesis sobre

Salmonella desarrollado por Ames en 1971 (12). Una pruebaalternativade similares

característicasutiliza unacepade Escherichia cotila cual fue desarrolladapor Moreauet

al. (25) en el Instituto Pasteur.

8.3.1 MUTAGENESISIN VITRO

Como señalaSmith (26), en la última décadala mutagénesisin vitro ha llegadoa

ser una de las herramientas más poderosas del análisis genético.

Su poderradicaen la capacidadde cambiar, mediantemanipulaciónquímicao

enzimática,una secuenciaespecíficadel ADN de forma definida y predeterminada;es

decir, se trata de inducir in vitro una mutagénesis dirigida cuyo objetivo, es establecer la

relaciónentreel cambiogenéticoinducidoy el cambioen la expresióngénicao sucontrol

o el cambioen las propiedadesde los productosgénicos.

Los avancesen la tecnologíamolecularhan permitido desarrollarmétodospara

construir mutantesin vitro (mutagénesis in vitro), modificandoel ADN de secuencia
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conocida y reintegrando dicho ADNen el organismo.

Los principales procedimientos de inducción de mutagénesis in vitro se pueden

incluir en cuatro amplias categorías:

- Reestructuración de fragmentos de ADN: induciendo delecciones o añadiendo

secuencias cortas.

- Muta génesis al azar localizada: sobreuna sedeo región concretadel ADN.

- Miela génesis inducida por oligonucleátidos: implica la síntesis de un oligonucleótido

mutante y su utilización como cebador para la síntesis de una segunda cadena de

AUN; si el ADN esbicatenario,se sintetizandosoligonucleótidoscomplementarios

y se mezclanconla moléculagrandeabierta(plasmidio,virus) paraqueseintegre

en ella.

- Reemplazamiento de alelos, se basa en inducir una mutación en una pequena

porción del genoma del organismo, utilizando las enzimas celulares para transferir

dicha mutación.

Entre los inconvenientes de éste tipo de estudios destacan:

a. Los sistemas in vitro no mimetizan exactamente los resultados en animales.

b. Además, algunos químicos no son mutagénicos ó carcinogénicosen si mismos,sino

que se trata de sustancias promutágenas o procarcinógenas, las cualesdebenser

activadas por sistemas enzimáticos presentes en los organismos huéspedes.

9. VÁ4LIDA ClON DE LOS TESTSBACTERIANOS

Antes de emplearse los tests a cono tiempo como ensayos para determinar la

posible capacidad mutagénica de ciertas sustancias, se valoró su sensibilidad y precisión

para de éste modo comprobar el grado de confianza cuando fueran usados con fines

determinativos.
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Aunque hay descritos en la literatura más de un centenar de tests para investigar

la genotoxicídad de una sustancia, menos de 20 tienen un uso regular e incluso algunos de

ellos sólo están disponibles en laboratorios especializados.

Los ensayos que preconizan el uso de una bacteria para detectar mutágenos

químicos, son los más ampliamente usados y en general los más profundamente validados.

La másextensavalidaciónde los estudiosbacterianosa corto tiempofue realizada

por Ames y colaboradores (27,28), quienes llevaron a cabo un estudio en el que se

incluyeron más de 300 productos químicos; en el cual cerca del 90% de los carcinógenos

resultaron ser mutígenos para la bacteria, y dentro de los no carcinógenos, el 90%

mostraronactividadmutagénica.

Siguiendo éste modelo, Purchaseet al (29) seleccionaroncuidadosamente120

productos químicos y los investigaron en una serie de seis tests rápidos, obteniendo

resultados similares a los del estudio anterior.

Rinkus y Legator (30) y Taylor (20), revisaron los datos de diversos tests

bacterianos realizados sobre 465 carcinógenos conocidos o sospechados.

Los compuestos se dividieron según su estructura química en categorías separadas.

Los químicos que mostraron la mejor correlación (94%) entre actividad mutagénica y

carciinogénica fueron aquellos que reaccionaban directamente con el AUN, o que podían

seractivadospor enzimasmetabólicasreactantescon el ADN.

Los compuestos químicos que por su estructura no eran adecuados para reaccionar

con el ADN, mostraron una pobre relación entre actividad carcinogénica y mutagenicidad;

éstas últimas sustancias producirían cáncer por un mecanismo diferente, posiblemente no

genotóxico.

En España,Laborda et al. (31) han realizado a su vez una evaluaciónde la

carcinogenicidad y mutagenicidad de 99 plaguicidas, obteniendo una sensibilidad del 51 %
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y una especificidad del 67%, con un 49% de falsos negativos y 33% de falsos positivos.

El más ambicioso ejercicio de validación realizado hasta la fecha ha sido el

Programa Internacional para la Evaluación de Tests de Mutagenicidad a corto tiempo (32).

en el que participaron más de 50 laboratorios y en el cual se evaluaron unos 30 ensayos

in vivo e in vitro, con el fin de determinar su capacidad para discriminar entre compuestos

carcinógenos y no carcinógenos.

Después de ser investigados cerca de 25 carcinógenos y 17 no carcinógenos,

incluyendo14 paresde carcinógenos/nocarcinógenos,se llegóa la conclusiónde que los

ensayosdemutaciónbacterianadanen conjuntoun alto gradode confianzaproporcionando

resultadosfidedignosen un gran númerode laboratorios,y sehan confirmadocomola

primeraopción a la hora de iniciar un estudiode evaluaciónde un producto.

Un estudiocolaborativode mayoresdimensionesqueel de de Serresy Ashby, fue

conducidobajo los auspiciosdel ProgramaInternacionalen SeguridadQuímica.

El objeto de éste proyectoera identificar el o los mejorestesIs in vitro para

complementarel ensayode activaciónbacteriana(33).

Aunquelos ensayosde mutaciónbacterianatienenun alto valor predictivoparala

carcinogenicidad,en muchosestudiosde validaciónal menosel 10% dieron resultados

discordantescon los datosobtenidosde cánceren animales.Por éstarazón,esaceptado

de manerageneralque los ensayosbacterianosno deberíanser usadosde forma aislada

parael análisisde productosquímicos,recomendándoseel usode unabateríade ensayos

a cono tiempocomoestudiopreliminar.

Algunasautoridadescomo la Organizaciónparala CooperaciónEconómicay el

Desarrollo(OECD), la ComunidadEconómicaEuropea(CEE) y la AgenciaAmericana

para la Proteccióndel Medio Ambiente (US EPA), emplean tests específicospara ser

llevados a cabo en ciertos compuestos químicos.
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10. ENSAYODE MUTAClON REVERSA EN ESCHERICHL4 COLI

El ensayo se basa en la capacidadque tienen ciertos productos químicosde

provocar mutaciones bacterianas.

El sistemafue descritoinicialmentepor Bridgesy lasbacteriasutilizadasson cepas

de Escheri chía coli portadorasdeunamutacióntriptófano-dependiente(trpj, quele impide

fabricar uno de los enzimas requeridos para la síntesis del aminoácido triptófano

(componente esencial de las proteínas). A consecuencia de ésta mutación, la bacteria no

puede crecer en un medio nutritivo mineral a menos que el medio sea complementado con

una fuenteexternade triptófano.

En algunas ocasiones, la mutación trp sufre una reversión, es decir una mutación

reversa restaura la secuencia normal en el código del ADNpara el enzimarequerido,y

con ello devuelve el suministro interno de triptófano.

La reversión se descubre ya que sólo aquéllas bacterias que la sufren, pueden

formar colonias en un medio sin triptófano.

De ésta manera, la tasa de mutación reversa, normalmente muy baja, se incrementa

considerablemente si la bacteria trp- está expuesta a un producto que provoque mutación.

Los mutantes triptófano-independientes llamados revertantes, pueden aumentar a

causade un cambiode baseen el lugar de la alteración original o por un cambio de base

en cualquier sitio del cromosoma, como indican Bridges (34) y Osbornet al. (35).

Es pues un ensayo microbiano que permite medir la reversión trp a trp~, inducida

por los productosquímicosqueprovocansustituciónde baseen el genomadel organismo

o como se define en las directrices de la OECD(36) para los ensayos de productos

químicos: “un ensayo de mutación reversa sobre Escherichia coli, detectalas mutaciones

que tienen lugar en un gen de una cepa bacteriana trp-dependiente para producir una cepa

trp-independiente”.
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Las bacterias se exponen a las sustancias de ensayo con y sin activación metabólica.

Después de un período de incubación adecuado en un medio mínimo, se cuentan las

colonias revertidas y se compara con el número de las revertidas espontáneamente,

observadas en un cultivo testigo, no tratado y/o en presencia del disolvente utilizado.

Las cepas derivadas de la cepa WP2 son deficientes en diferentes procesos de

reparacióndel ADN de tal maneraque puedentener segúnWitkin (37) las siguientes

características:

- Mostrar creciente mutabilidad si el sistema de reparación perdido pudiera

normalmente eliminar la parte dañada de la molécula de ADN, reparándola

posteriormentede forma adecuada.

- Mostrar mutabilidad reducida si el proceso reparador es necesario para la

conversión del daño de ADNen una secuencia final de bases mutadas.

Este mismo autor indica que ambos tipos son muy útiles, el primero porque dosis

más bajas pueden ser utilizadas para obtener el mismo efecto mutagénico, y el segundo

porqueesmás sensiblea los agentesquedañanel ADN.

Indicaasimismoquela principal desventaja,esqueno detectaagentesquecausan

específicamente mutaciones de pares de bases “frameshift”.

Esta desventaja,pudo ser en parteobviadacuandoposteriormentese utilizaron

cepasqueconteníanel plásmidopKM 101, segúnClarkey Wade(38), perono cabeduda

que éste mismo sistema empleado por Ames para las cepas TA 100 y TA 1535 es

consideradode másfiabilidad.

Este ensayo ha tenido diversas modificaciones y evoluciones entre las que merecen

citarse la de Green y Muriel (39) y las de Brusick et al. (40) de las que parten los

protocolosestandarizadosde organismosinternacionalesactualmenteen vigor.
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Igualmente, Rossman y Klein (40) y Little et al. (42) realizan una revisión de éste

ensayo tratando de buscar una correlación del mismo, con respecto al efecto genotóxico

encontrado en ensayos con células de mamífero.

Las ventajas de éste método es que es rápido, de bajo costo y se obtienen medidas

de un sucesogenéticoespecífico.Analiza sustanciasque no puedenser evaluadascon

Salmonella tiphymurium; por ello se utiliza junto al test de Ames como preensayo en

carcinogénesis dentro del primer nivel de estudios.

En cuanto a los inconvenientes, tiene las limitaciones siguientes:

- Utiliza un organismoprocariota,lo que complicalas extrapolacionesal

hombre

- No detecta algunos tipos de carcinógenos químicos

- Requiereun sistemaexógenode activaciónmetabólica

- Indica solamente actividad mutagénica intrínseca y no puede ser utilizado

para la estimación del riesgo humano

- Exclusivamentedetectamutacionespuntuales,no traslocaciones

- Tiene menosbasesde datos que Salmonella,ya quesu empleo ha sido

menor

11. CLORÁClON DE AGUAS DE CONSUMOPUBUCO

La aplicaciónde la filtración al aguade bebidadesdefinales del siglo XVII y el

uso de la cloración desde comienzos del siglo XX, han reducido notablemente la incidencia

de enfermedadesepidémicastransmitidaspor el agua.

La seguridady fiabilidad en el suministrodel aguade bebidasiguendependiendo

hoy díade la filtración y la cloración(43).
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Con la llegada de la tecnología analftica moderna y de nuevos tests toxicológicos,

se ha creado un nuevo concepto en materia de sanidad ambiental; esto es, diversos análisis

químicos han puesto de manifiesto la presencia de productos derivados de la cloración del

agua de bebida que han demostrado ser carcinógenos en animales (44).

11.1 COMPUESTOSORGANICOSENAGUADE BEBIDA

Con respecto a la aparición de posibles efectos adversos sobre la salud por la

acciónde determinadoscancerígenosambientales,se ha intentadoen los últimos años

aumentarla concienciaciónsobrelos mismos,asícomola introducciónde mejorasen la

tecnologíaanalíticaaplicada(45).

En décadaspasadas,estudiosprocedentesdeciudadesde diversaspartesdel mundo

han documentadola amplia presenciade actividad genotóxicaen concentradosorgánicos

de aguade bebida(46).

La concentraciónpor medio de filtros de carbóndesarrolladapor Middletonet al.

(47),condujoa la apariciónde los testsde Huepery Payne(48), quienesa comienzosde

1963sugirieronqueexistíacarcinogénesisdebidaa sustanciasorgánicaspresentesen agua

de bebida.

Asimismo, la identificaciónde carcinógenosquímicosen el bajo Mississippi por

la US EPA (49), atrajola atencióndeHarrisy Breecheren esemismoañoparaconfirmar

las investigacionesen éste sentido.

Cercade 500 compuestoshan sido definitivamenteidentificadosy la lista sigue

aumentando(50, 51).

Paralelamenteotrosestudiosepidemiológicossugirieronunaposiblerelaciónentre

la incidenciade cáncery la contaminacióndel aguade bebida: DeRoueny Diem (52),

Pageet al. (53), Cantory McCabe(54), Wilkins et al. (55).
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Aunque los daños ocasionados sobre fuentes de aguas de bebida por contaminantes

de tipo industrial, agrícola y municipal contribuyen a la presencia de genotoxinas en las

mismas, es el tratamiento del agua a través de la cloración el responsable primario de la

aparición de mutágenos en agua de consumo humano, ya que el proceso en si mismo

genera compuestos sintéticos contaminantes (56, 46); es decir, la práctica de la cloración

ha resultado ser responsable de la formación de compuestos mutagénicos (57, 58).

De lo anteriormente expuesto se deduce que la actividad mutagénica será detectable

en concentrados orgánicos de muchas aguas de bebida tratadas, en las cuales se usa el

cloro como desinfectante (46).

Idealmente la evaluación de la genotoxicidaddel aguadebebida’seríarealizadapor

el análisisdirecto de muestrasde la misma.

Estoevitaríaalgunascuestionesacercade la alteraciónde los constituyentesde la

mezcladuranteel aislamientoo concentraciónde compuestosorgánicosen las muestras.

Debidoa los problemasde debilidad,variabilidady respuestasde falsospositivos

cuandose analizan muestrasde aguasin concentrar,y debido a la bajaprobabilidadde

detectar mutágenos,incluso si éstos se presentanen concentracioneselevadasen la

muestra, debe emplearsealgún método de aislamientoy concentraciónde productos

orgánicosantesde procederal análisis de la posible genotoxicidaddel aguade bebida

estudiada.

Una descripciónde los métodosdisponiblesy de las ventajase inconvenientesde

cadauno ha sido revisadapor Kopfler (59) y Jolley (60).

Un puntoimportanteen la revisiónrealizadapor Wilcox et al. (61), es el quese

refierea la dificultad de hacercomparacionessignificativasde resultadosprocedentesde

estudiosde diferentesmuestrasdeagua,cuandolas técnicasdeconcentraciónsonvariadas.
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Las diferencias en los tipos o niveles de actividad genotóxica, pueden deberse más

a un reflejo de los tipos de compuestos recuperados por un método de concentración dado,

que a las diferencias reales en la composición de las muestras examinadas.

Debido a que todos los métodos de concentración son selectivos para los tipos de

compuestos recuperados, es poco probable que exista un método simple que sea óptimo

para la detección de compuestos genotóxicos en todas las aguas. Esto es particularmente

probableen casosdondela actividadgenotóxicaresultade un problemade contaminación

específicade lugar(por ejemplo,descargasindustrialescon impacto sobre la calidaddel

aguade bebida).

La situacióndel aguadebebidapuedediferir en cuantoa quela mutagenicidaden

algunasdeellaspuedeatribuirseprincipalmente,sinoenteramente,ala cloracióndel agua.

Este hecho sugiere que podría seleccionarseun método de concentraciónde

muestrasde agua,el cual fueradirigido específicamentea la recuperaciónde compuestos

mutagénicosproducidosdurantela cloración.

En éste sentido se está usando cada vez más extensamenteun método de

concentraciónbasadoen la utilizaciónde cartuchosSep-PaiéC18,comoprocedimientode

análisisde mutágenosen aguade bebida.

La comparacióncon el métodoXAD-2 de concentración,mostró queel Sep-Pak

absorbía5 vecesmás cantidadde compuestosorgánicos(62).

11.2 MUTAGENICIDAD ASOCIADA CON LA FRACCION ACIDA

Recientemente varios estudios han informado acercade una mayor actividad

genotóxicade los extractosobtenidosa pH ácidoquede aquellosobtenidosapH neutro

o con valorescercanosal neutro (63, 64, 65, 66, 67).
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Monarca et al. (64), también han demostrado una actividad mutagénica

sustancialmente mayor en la fracción ácida comparada con la neutra en agua de bebida en

Noruega.

El origen de los mutágenos orgánicos ácidos en agua de bebida ha sido sugerido

por los hallazgos de Kronberg et al. (66) y Mejer et al. (67).

Estos autores han demostrado que la fracción responsablede mutagenicidad

presenteen solucionesácidashúmicasdoradasestáasociadacon la fracciónácida.

Kronberg et al. (66) llevaron a cabo un estudiopara comparar la actividad

mutagénicaasociadaconlas fraccionesáciday neutra,en aguasde bebidaprocedentesde

tresciudadesde Finlandia,y tambiénprocedentesde aguashúmicasdoradas.

La respuestamutagénicade losconcentradosácidosresultóser 10 vecesmayorque

aquellaparalos concentradosneutros,tanto en el casodeaguasde bebidacomoen el de

aguashúmicasdoradas.

12. FUENTES DE GENOTOXICIDAD

En los últimos años, han aparecido numerososinformes en la literatura

especializadadocumentandola presenciadeactividadgenotóxicaenconcentradosorgánicos

de aguade bebida.

Las fuentesde contaminantesgenotóxicosen aguade consumohumanopuedenser

clasificadasgeneralmenteen tresgrupos:

Contaminantesdel aguacomomateriaprima en bruto

Compuestosquímicosañadidoso formadosduranteel tratamientodelagua

Compuestosquímicosformadoso añadidosal azaren el sistemade distribución
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12.1 CONTAMIiNACION DE FUENTESDE AGUA

La contaminaciónde los abastecimientosde aguaquese utilizan parael consumo

de una comunidad,han sido objetode diversosestudios(68).

La presenciadegenotoxinasen fuentesde aguade bebidaha sidoavaladatantopor

la detecciónde efectoscitogenéticosdirectosobservadosen especiesacuáticas(69), como

por la demostraciónde actividadgenotóxicaen concentradosorgánicosde estasaguas(70,

71).

Ha sido difícil determinar con precisión la fuente de contaminación genotóxicaen

la superficie de abastecimiento de agua, pero se han implicado como posibles orígenes

descargas industriales y agrícolas, así como efluentes procedentes de las plantas de

tratamiento municipal de aguas residuales.

En los últimos años, ha recibido una atención especial la contaminación de fuentes

deaguaprofundas,comoresultadodel arrastrepor partedel aguade compuestos químicos

orgánicossintéticosprocedentesde vertederosresiduales(72).

Lospesticidasagrícolascon actividadgenotóxicatambiénseconsideranfuentesde

contaminacióndel agua(73).

12.2 PRODUCTOS GENERADOS POR LA DESINFECCION:

TRIHALOMETANOS

Actualmenteel problemade la contaminaciónorgánicadel aguade bebidaha

cambiadoconsiderablementedebidoal conocimientosobreciertosproductos.Se tratade

contaminantesorgánicosde carácterhalogenadoque se generancomo resultadode la

desinfeccióndel aguacon cloro.

Estacircunstanciafuedefinidaa comienzosde 1970,cuandola AgenciaAmericana

de Proteccióndel Medio Ambiente (US EPA) (49) advirtió que ciertos compuestos

presentesen el aguapotableeransospechososde ser carcinógenosparael hombre.
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Concretamente se descubrió que la cloración del agua de bebida producía a veces

cloroformo, un carcinógeno demostrado en animales que aumentaba la incidencia de

carcinomas, tanto de pulmón como hepatocelulares y tumores epiteliales renales al

administrarlo a altas dosis a ratas y ratones (74, 53).

Como consecuencia de la exposición anterior, US EPA creó un programa sobre

agua de consumo que culminé con la publicación del Decreto de Seguridad en Aguas de

Bebida (SDWA) de 1974 (44).

El uso del cloro como desinfectante genera ciertos compuestos orgánicos dorados

(75) en el aguapotable, al reaccionarel cloro libre en la planta de tratamiento con

determinados“precursores”existentesen el agua,produciendoun grupo de compuestos

de carbono simple y halógeno sustituido que se conocen como trihalometanos totales

(THMs) (56, 76).

Los resultadosaportadospor US EPA revelaronla amplia presencia de THMsen

abastecimientos de aguas de bebida desinfectadas con cloro (76, 77).

Estas sustancias incluyen carcinógenos humanos sospechososdel tipo del

cloroformo,el bromodiclorometano,el clorodibromometanoy el bromoformo(78).

En Noviembrede 1979, US EPA estiméprovisionalmenteun nivel máximo de

contaminación(MCL) porTHMs de0.10miigramos/l, comotérminomedio anual(79).

Posteriormente,se establecióeste nivel de forma definitiva al demostrarse

claramenteen PaísesBajos y EstadosUnidosque los THMs se forman cuandosedoran

ciertasfuentesde agua(56, 76).

En Españalos parámetrosdecalidaddel aguapotablede consumopúblico,vienen

recogidosen el Real Decreto 1138/1990de 14 de Septiembrede 1990 (80), dondese

detallala ReglamentaciónTécnico-Sanitariaparael abastecimientoy controlde la calidad

de las aguaspotablesde consumopúblico.
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La formación de los THMs en aguas de bebida dependede la presenciay

concentraciónde los precursores,la dosisde cloro y el tiempode contacto,la temperatura

del aguay el pH (81).

En la mayoría de casos, los THMs seproducen,sobretodo en aguasde superficie

doradas, pero en algunas zonas, las aguas subterráneas son capaces de producir niveles

altos. Dado que los precursoresimportantesque reaccionancon el cloro libre para

producir los THMs se encuentrannormalmenteen las sustanciasacuáticashúmicas(82),

indudablementelos THMs han estadopresentesen el suministrodel aguasiemprequese

hayautilizadoel cloro como desinfectante.

Ademásde los THMs, se ha demostradoque hay una variedad de productos

orgánicos,tantodoradoscomono dorados,queseformancomoresultadode la cloración;

entre ellos destacanvarios ácidos dorados, alcoholes,aldehídosy cetonas,pero la

informacióndisponibleacercade los efectossobrela saluddeéstassustanciases limitada

(83, 84, 85).

12.2.1 SustanciasHúmicas

La mayorpartede la materiaorgánicaqueestápresenteen la superficie del agua

sedebea la existenciade forma naturalde una cantidadde ácidoshúmicosy fúlvicos sin

definir, cuyo pesomolecularoscilaentreun rangode 15000 a 20000daltons(86).

Las sustanciashúmicasforman la mayorpartede la materiaorgánicadisueltaen

lagos(87), ríos (88) y algunasaguasprofundas(89), las cualesconstituyenun 30-50% del

carbónorgánicodisueltoen agua(90).

La fracción ácida fúlvica constituye la mayor partede las sustanciashúmicas

acuáticas(88).

Estosmaterialesorgánicosnaturalespresentesen el agua,hanrecibidounaatención

considerablecomoprecursoresde losproductosgeneradospor la desinfección,apartirdel
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descubrimiento de la presencia de trihalometanos en agua de bebida (76, 56), y de la

propuestade Rook segúnla cual los THMs seproducíanduranteel tratamientodel agua,

por la reaccióndel cloro con las sustanciashúmicas(91).

Estudios posteriores (56, 92, 85, 93) confirmaron subsecuentementeque la

cloraciónde ácidoshúmicoso fúlvicos resultabaen la formaciónde trihalometanos(94),

sustanciasquímicasqueactúandirectamente(95, 96).

12.2.2 Análisis de los concentradosde aguade bebida

Los trabajos recientesde Holmbom y colaboradores(97, 98, 99) y Meier y

colaboradores(100, 101)hanresultadoen la identificaciónde unafuranonaácidadorada,

3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(SH)-furanone,llamadaMX, lacualaparececomo

el mayor contribuyentea la mutagenicidadtanto en aguasde bebidadoradascomode

solucioneshúmicasácidasdoradas(97, 100), y quesegeneraapartir de la cloraciónde

materialeshúmicos.

La concentraciónde MX en aguasdebebidaexaminadashastael momentoha sido

determinadaen un rangode 2-67ng/L.

La contribuciónestimadadel MX a la mutagenicidadde dos aguasde bebidaen

Finlandiaresultóser de un 5% y un 20% respectivamente(97).

En análisis másrecientes,seexaminaron9 tipos de aguasde bebida,estimándose

queel parámetrode mutagenicidadosciló entreun 20% y un 50% (98, 99).

Un isómerogeométricodel MX, el ácido (E-2-chloro-3-(dichloromethyl)-4-oxo-

butenoic(E-MX), tambiénha sido identificadoen varias muestrasde aguas,pero parece

ser un mutágeno de actividad más débil que el MX y supone una contribución

insignificantea la mutagenicidaddel agua(99). Sin embargo,su importanciaradicaen la

capacidadde isomerizarsea MX.
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En estudiosllevadosa caboen tres aguasdiferentesen USA, las contribuciones

estimadasde mutagenicidaddel MX fueron 15, 33 y 34% respectivamente(100).

Se ha demostradoque la estabilidaddel MX dependetanto del pH como de la

temperatura(99, 100).

13. EVIDENCIA DEL RIESGO

La actividad genotóxica ha sido observadausando sistemasde test in vitro,

incluyendo células microbianas, cultivo de células de mamíferosy eucarióticas;encambio,

la existenciade genotoxicidaden estudiosin vivo en animalescompletosha sido muy

pequeña o indetectable (100, 102).

El efectoobservadocon mayorfrecuenciaderivadode la exposicióna los THMs,

y en particulardel cloroformo,es la carcinogenicidad(74).

Los THMs parecenposeeractividadcomopromotorestumoralescomoasílo indica

la inducciónde la regeneracióndela hiperpíasiay la inducciónde marcadoresmoleculares

comola ornitina decarboxilasa(103).

El Instituto Nacionaldel Cáncer(73) y otros autores (104, 105), han informado

acercade un incrementoen la incidenciade tumoresepitelialesde riñón en ratasmachos

y de hígado en ratonesmachosy hembrascuando se administró cloroformo vía oral

mezcladocon la alimentación(74), a dosisde 6Omg/kg/diaó mayores.

También seha informadoacercade unadisminuciónen la inmunidaden ratones

expuestosadosisde 125mg/Kg/dladebromodiclorometano6 dibromoclorometanodurante

14 días(106).
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14. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Al menos20 estudios completoshan examinado la relación entre productos

orgánicos en aguade bebiday cáncer.

Los primerosestudiossobregenotoxinasen aguade bebidahansidodiscutidosen

detallepor Loper(45). En la actualidadsiguenapareciendootrasrevisionesefectuadaspor

diversosautores(107, 108, 109).

14.1 EstudiosEcológicos

Sehan llevadoa cabomuchosestudiosecológicosrelacionandola calidaddel agua

de bebiday el cáncer;las técnicasmultivariantesempleadasen muchosde ellos permiten

ajustar potenciales factores de confusión como pueden ser la medida del nivel

socioeconómico,factoresdemográficosy la actividadindustrialdel municipio.

Unode los primerosestudiosecológicosestudiabala asociaciónexistenteentrelas

tasasdecánceren el Estadode Louisianay el usodel río Mississippicomofuentedeagua

de bebida,investigandola proporciónde poblaciónexpuestaal consumode esteaguade

bebida.Seencontraronelevadastasasde mortalidadporcáncer(el coeficientede regresión

fue significativo parala variableaguaen casodel sistemarenal, vejigay riñón, y paralos

órganosgastrointestinalescombinandoestómago,intestinodelgadoy recto)en el territorio

estudiado(110).

Burke et al. (111) examinaronla correlación entre las tasasde mortalidadpor

cáncercon los niveles de THMs medidosen muestrasde agua. En estecaso, no se

encontróasociación,posiblementeporquelos niveles deTHMs fuerantan bajosque la

exposicióna ellos fuera insuficientecomoparadetectarel excesode riesgoa través de

técnicasepidemiológicas.
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14.2 Estudioscaso-control

Los primeros estudios de este tipo que se llevaron a cabo, utilizaron la información

procedente de los certificados de defunción.

Young et al. (112), estudiaron la relación existente entre el cáncer de colon y agua

de bebida entre mujeres blancas en el Estado de Wisconsin.

La influencia de la migración fue limitada por la ejecución del estudio en

municipios de la zonacon tasas de inmigración inferioresa 20 años. Se observó una

relaciónestadísticamentesignificativaentrela mortalidadpor cáncerde colon en mujeres

blancasy la exposicióna THMs en aguade bebida,estimadapor el promediode dosisde

cloro diario en aguaduranteun períodosuperiora 20 años.

En un estudio llevado a cabo en Carolina del Norte para investigar la posible

relaciónentrela ingestade aguadoraday el cáncerde colon, sellegó a la conclusiónde

que existe una relación muy fuerte en éste sentido; ademásla relación es altamente

dependientede la edad, no encontrándoseasociaciónentre la cloración y el cáncerde

colon por debajo de los 60 años; por encima de dicha edad, la relación era

estadísticamentesignificativa, habiéndosecontroladolos posibles factoresde confusión

(113, 114).

Otra recienteinformaciónprocedede un estudiocaso-controldondesedemuestra

una evidenciaadicionalentreel aguadoraday el cáncerde recto y vejiga (43) en la

poblaciónhumanaestudiada(115).

De todo lo anteriormenteexpuestosededucequees de extremaimportanciaque

los materialesmutagénicosprocedentesdel aguade bebidaseanidentificadoso al menos

caracterizados,ya quepor un ladoexisteuna correlaciónpositiva entremutagenicidady

carcinogenicidaden humanos(116), y por otra por el posibleriesgoquesuponesobrela

saludcomunitariala exposicióncrónicaa éstetipo de sustancias(100).
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De ahí que uno de los objetivos más importantesde la U. 5. Environmental

Protection Agency (EPA) se refiera a los esfuerzos en cuanto a la investigación de efectos

adversos resultantes de la presencia de productos de la desinfección en agua de bebida.
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OBJETIVOS

El propósito de esta Tesis es:

1. Comprobar si existe actividad mutagénica relacionada con muestras de aguas de

consumo público de una comunidad mayor de 100.000 habitantes, a través del test

de Escherichia cotí.

2. En el caso de que se determine actividad mutagénica, valorar si dicha

mutagenicidadpuedeatribuirsea los concentradosorgánicosquesegeneranpor la

desinfeccióndel aguade consumocon cloro.

3. Evaluarsi dicha mutagenicidaddependeen partede la presenciao ausenciade la

fracciónS9.deactivaciónmicrosomal.

4. Determinar los indices de mutagenicidad correspondientes a cada una de las cepas

paracadaunade las muestrasde estudio,tanto en presenciacomoen ausenciade

S9.
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1. FUNDAMENTO DEL METODO

El fundamento teórico del test se basa en la capacidad de ciertas cepas bacterianas

para poner de manifiesto las alteracionesproducidas en su material genético como

consecuencia de la exposicióna un compuestomutagénico.

Las bacteriasutilizadasson cepas de Escherichía colí portadoras de una mutación

triptófano-dependiente(trpj, que le impide fabricar uno de los enzimas requeridos para

la síntesis del aminoácido triptófano (componenteesencial de las proteínas). A

consecuenciade éstamutación,la bacteriano puedecreceren un medio nutritivo mineral

a menosqueel medio seacomplementadocon una fuenteexternade triptófano.

En algunasocasiones,la mutacióntrp sufreuna reversión,unamutaciónreversa

querestaurala secuencianormalen el códigodel ADN parael enzimarequerido,y con

ello devuelveel suministrointernode triptófano.

La reversión se descubreya que sólo aquéllasbacteriasque la sufren, pueden

formar coloniasen un medio sin triptófano.De ésta manera, la tasade mutaciónreversa,

que normalmentees muy baja, se incrementaconsiderablementesi la bacteriatrp está

expuestaa un productoqueprovoquedicha mutación.

Es puesun ensayomicrobianoquepermitemedirla reversión~-----~~, inducida

por los productos químicos queprovocansustituciónde baseen el genomadel organismo

o, comosedefine en las directricesde la OECD paralos ensayosde productosquímicos:

“un ensayode mutaciónreversasobreEscherichia colí, detectalas mutacionesquetienen

lugar en un gen de una cepabacterianatrp-dependientepara producir una cepatrp-

independiente”.

Las cepasy los derivadosutilizados, llevan el mismo defecto genético,pero las

mutantespuedencrecer,seapor cambiode baseen el lugardel defectooriginal, o por un

cambioen cualquierotro lugardel cromosomaquesuprimala alteraciónoriginal.
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Eseherichia coil CepaWP2

Es la cepa original (tipo salvaje) eficiente en reparación.

Sus características principales son:

uvr~ (sensible a radiaciones ultravioleta)

trp E65 (triptófanodependiente)

mal B (no puedeutilizar la maltosacomo único azúcar,esprecisoadministrarla

otra fuentede carbono)

Escherichia colí CepaWP, uvrA

Suscaracterísticasson:

uvr~ (sensiblea radiacionesUV)

uvrA 155 es deficiente en la reparaciónde la escisióndel ADN y muestraun

aumentoen la mutabilidaddebido a queel sistemade reparaciónperdidopodía

repararde maneraeficazy completala partedañadade la moléculadel ADN, esto

permiteusarunadosis másbaja de la muestraa analizarparaobtenerel mismo

efectomutagénico.

trp E~5 (triptófanodependiente)

mal B- (necesitauna fuentede carbonodistintaa la maltosa)

Escherichia colí CepaWP2 uvrA~ pKM 101

Poseelas mismascaracterísticasque las cepasanterioresademásde las siguientes:

factor R (plásmidopK 101), quele hacesensiblea los mutágenosdebidoa una

posteriorreducciónde su sensibilidadpararepararel dañodel ADN a travésde un

mecanismode escisión-replicación

es resistentea la ainpidilina
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2.2 FRACCION MICROSOMAL DE lIGADO DE RATA

2.2.1 Fracción 59

Es una fracción rica en enzimas,cuyo objeto es metabolizardiferentessustratos

paraevaluar su potencialgenotóxicoen test de mutagénesisbacterianos,de maneraque

en ensayosimula los procesosmetabólicosque tienenlugar en los mamíferos.

La especieanimal de la queseobtienela fracción 59 es «inducida»medianteuna

droga metabolizantepara aumentarel contenido total de enzimaspor mg de tejido

hepático.

Lo fundamental en su extracción y conservación,es preservarsus actividades

enzimáticas.

Estoseconsiguecon un adecuadomediode aislamientohepáticoy unatemperatura

bajadurantesu manipulación,llevándosea una temperaturamucho másbaja (-300C a -

170W) parasu almacenamiento.

Esta preparaciónse obtuvo de JEFA CREDO, que la comercializacomo “59

Fraction”.

Parasu obtenciónse utilizan ratasmachotipo “SD-OFA” con un pesomedio de

200 g. teniendopiensoy agua“ad libitum”. Comoinductor enzimáticose ha empleado

fenobarbitalsédicoadministradoen el aguade bebidaal 0,1%.

Los animales son sometidosa la exposicióndel inductor enzimáticodurantela

semanaanterioral sacrificio. Se retira el piensoy el agua 12 horasantesdel sacrificio

pasadaslas cuales,sesacrificanlos animalesy seextraenlos hígados.

Estos se colocan en recipientesde cristal que contenganClIC (0, 15M) en una

cantidadde 1 ml/gr. de hígado,posteriormentese transfierenlos hígadosa un recipiente

quecontieneClIC (0, 1SM) en unaproporciónde 3 ml/gr. de hígadoy a continuaciónse

homogeinizacon un homogeinizadorde cristal y el resultantesecentrifugadurantediez
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minutosa 9000revoluciones.

Sedecantael sobrenadante,queeslo quesedenominafracciónS9. Las fracciones

de 59 frescassedistribuyenen viales de plásticode 2 ml y secongelanrapidamenteen

nitrógenolíquido a - 800.

Todas las operaciones antes citadas se realizanen cabinasde flujo laminary a una

temperatura entre 0<’-4<’C. Asimismo, tanto las solucionescomo el material que se

utiliza, hansido previamenteesterilizados.

2.2.2 S9- mix (S9+)

La soluciónsepreparainmediatamenteantesde su uso, añadiéndosepor ordenlas

siguientespreparaciones:

* FracciónmicrosomalS9 3,0 ml

* NADP (0,1M) 0,4 ml

* G-6-P(0,1M) 0,5 ml

* CI2Mg (0,1M) 0,5 ml

* ClK (0,33M) 1,0 ml

* Cl2Mg (0,1M) 0,5 ml

* Buffer Fosfato(0,2M) 4.6 ml

En el S9 mix hay dos aspectosfundamentales:

a) Es necesarioemplearcofactoresricos en energíao con alto poderreductorpara

conseguirmayorrendimientode las procesosenzimáticas.

b) La concentracióndecadauno de los cofactoresha de ser la adecuadaparaquese

asegurela accióndecadauno de ellos.
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3. METODOS

3.1 OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las cepasfueroncedidaspor el Dr. Mhl Green, Universidad de Brighton (Reino

Unido), y por la Dra. Evelyn M. Witkin, WoskmanInstituteof Microbiology. Rutgers

State,University of New York.

Tras la recepciónde las cepas se procede a efectuar un subcultivo para su

almacenajey posterioraplicaciónen el métodooperatoriorutinario.

Para la obtención de los “stocks” bacterianos, se rayan placas de agar nutritivo a

partir de un cultivo en fase estacionaria;cada cultivo se obtiene sembrando las cepas en

frascosquecontienen10 ml de caldo nutritivo enriquecidocon 10 hg/ml de triptófano e

incubado a 37Wdurante 10-12 horas en un baño con agitación y en oscuridad.

Las placasrayadasse incubana 37W en estufadurante24 horas;éstasplacasse

pueden conservar un mes a 4<’C.

Para su almacenamientoa largo plazo se toma una sola colonia de las placas

rayadas y se inocula por picadura en un tubo de cristal con tapón de corchoquecontenga

2 ml de agar.

Los tubos se cierran herméticamente con parafina y se conservan a temperatura

ambiente,pudiendo así sobrevivir varios años. Despuésde algunosdíasse ve si hay

crecimientoen los tubos, y si es así, seprocedea la verificación de las características

genotípicasde las cepas.
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3.2 VERIFICACION DE LAS CARACTERISTICASGENOTIIPICAS

Es esencialverificar (inmediatamentedespuésderecibir las cepas,cuandoaumenta

el númerode revertantesespontáneas,cuandohay pérdidade sensibilidada mutágenos

estándar)que las característicasde las cepasno hayansufrido modificaciones,esdecir,

realizar un control de calidad de las mismas, para lo cual se efectúan los siguientes

controles:

3.2.1 CONCENTRACION CELULAR

Se diluye el cultivo en faseestacionariadecadacepa(obtenidopor incubaciónen

caldonutritivo durante10-12horasen oscuridad)por un factorde dilución de lOt usando

pasosde dilución de 1 en 10 en tampón salino o en caldo nutritivo; seagitan los tubos

diluidosen todos los pasospara evitarel agrupamientode células.

Se vienen0,1 ml de la dilución 10~ en placasde agarnutritivo vehiculadosen 2

ml de agarblandode superficie.Las placasse incubandurante24 horasen estufaa37W.

Dado que se consideraque un cultivo de nochetiene aproximadamente1~2*10~

cel/ml, trascurrido el período de incubación habrá aproximadamente 100-200

colonias/placay no deberáhabercontaminaciónalguna.

3.2.2 FRECUENCIADE REVERSIONESPONTANEA DE LAS CEPAS

Se controla que la frecuencia de reversión espontánea de las cepas sea la adecuada,

es decir:

- CepaWP2: no superiora 25 mutantesespontáneaspor placa

- CepaWP2 uvrk: no excederáde 60 mutantesespontáneospor placa

- CepaWP2 uvrk pKM 101: entre 150-200 mutantes espontáneos por placa.
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Procedimiento

Se añade0,1 ml de cultivo bacterianoen faseestacionariaa 2 ml de agarblando,

enriquecidocon trazas de triptófano; el contenido de cada tubo se mezcla y se vierte en

una placa de agar glucosado.

Si el ensayo se realizaconactivaciónmetabólica,seañadenademásal tubodeagar

blando0,5 ml de mezcla 59; se deja solidificar y se incuban en estufa a 37Wdurante 48

horas.

La tasade reversiónespontáneapuedeverseafectadapor la presenciademutágenos

en el ambienteo por la concentraciónde triptófanoen el top agar.

Finalizadoel períodode incubación,se cuentanlas colonias revertidasen cada

placa y si no se encuentran dentro del intervalo hay que desechar los “stocks” bacterianos.

3.2.3 RESPUESTAANTE TESTIGOSPOSITIVOS

Se realizaparaconfirmarla sensibilidadde las cepasbacterianasantemutágenos.

En nuestroensayolos controlespositivosse han realizadocon las siguientessustancias:

- Ensayosin activaciónmetabólica,sehanempleadoparatodaslascepaslos

siguientescontroles:

Metil-meta-sulfonato (1*1W mg/placa)

N-metil-N-nitrosoguanidina(1~«102mg/placa)

- Ensayocon activaciónmetabólica,seempleócomotestigo positivopara

todas las cepas el 2-aminoantraceno a una concentración de 1*104

mg/placa.

Procedimiento

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

positivo en el tubo deagarblando.
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3.2.4 SENSIBILIDAD A LA LUZ ULTRAVIOLETA

Lascepasquellevan la mutaciónuvr sonsensiblesa la luz ultravioleta,pudiéndose

demostrar ésta característicamediantedos sistemas:

Procedimiento

- Irradiandoplacassembradaspreviamentecon una lámparaultravioletade 15 W,

en diferentesdosisy comprobandola sensibilidadrelativadecadacepaal no haber

crecimientobacterianotras unaincubaciónadecuada.

- En vez de usarla radiaciónultravioletacomo fuentede referenciaque lesionael

ADN, se puedeemplearcomo métodoalternativoa la Mitomicina C utilizando

placasde agarnutritivo parala siembra.

3.2.5 RESISTENCIAA LA AMPICILINA DE LA CEPAWP2 uvrA? pKM 101

Se realizaparala confinnacióndel plásmidopKM 101, ya queéstele confierela

propiedadde hacerresistenteslasbacteriasa Jaampidilina.

Procedimiento

Seañade0,1 ml de cultivo en faseestacionariaa un tubo con2 ml de agarblando

y sevienesobreplacasde agarnutritivo, sedejasecary sedepositaen la placaun disco

que contiene 10 mcg de ampidilina; se incuba 24 horas en estufa a 37<’C.

Transcurridoel tiempode incubación,lascepassensiblesa la ampicilina(carecen

del factorR) presentaránun halodeinhibicióndecrecimientoalrededordel discoy la cepa

WP2 uvrA pKM 101 quees resistentea la misma, tendráun crecimientonormalcon

ausenciadel halo de inhibición (confirmaciónde la existenciadel factor R).

Tambiénpuedecomprobarseestacaracterísticasembrandocadacepaa analizaren

10 ml de caldo nutritivo al que se le ha añadido ampicilina a una concentraciónde

0,29~g/mldurante16 horasen bañoa37W, conagitacióny en oscuridad.
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Transcurridoel tiempo de incubación, si la cepano tieneplásmido,no crecerá.

3.3 OBTENCION DEL CULTIVO EN FASE ESTACIONARIA

Es lo queseconoceconel nombrede cultivo de noche.

Se realizaen campanade flujo laminarbajo condicionesde total esterilidad.

Procedimiento

A un matrazquecontiene100 ml decaldo nutritivo sele añaden10 pl de solución

de triptófano, seagitay sereparteen frascosestérilescontapónde roscaa razónde lOml

por frasco.

Se utilizan dos frascospor cepay otros dosse dejan comotestigos.

A continuación,de los viales de conservaciónde lascepascorrespondientesy por

picadura, se siembranen el caldo nutritivo enriquecidocon el triptófano.

Los frascosse preservande la luz envolviéndolosen papel de aluminio y se

sumergenen un baño maríacon agitacióna 37<’C durante12 horas; transcurridoéste

tiempo sesacandel bañoy seguardanen frigorífico hastael momentode la siembra.

3.4 ENSAYO DE MUTAGENICIDAD

El ensayodemutaciónreversibleenEscherichtacolí puederealizarsemediantedos

métodos:

a) Métodode preincubación

b) Método de incorporacióndirecta en placa

Se ha elegido el segundode los métodosque en síntesisconsisteen que las

bacteriasy la sustanciaproblemase mezclancon agarblandoo de supeificiey sevienen

en la superficie de unaplacade agarglucosado.

Este métodoseha realizadocon dosvariantes:
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1. Con incorporaciónde activaciónenzimáticaS9-mix (59+):

Paraunamayorsensibilidaden la detecciónde mutágenosseefectúael ensayocon

activaciónmetabólica.

Paraello, utilizamosla fracciónS9 y asísometemosa la sustanciaproblemaa los

procesosmetabólicosde los mamíferos,puestoquenormalmenteno es la forma

original de una sustanciamutagénicala quees activa, sino sus metabolitos.

2. Sin incorporaciónde activaciónenzimática(S9-):

Las cepasbacterianasutilizadassonWP2, WP2 uvrk y WP2 uvrk pKM 101; se

hancultivado a37W hastael final de la faseestacionariade crecimiento.

La densidadcelular oscilaentre1~2*l(9 célulaspor mililitro.

Despuésde realizarlos controlesde calidadde mediosy soluciones,y de haber

verificado el buenestadode las cepas,comose ha indicadoanteriormente,seprocedea

la preparaciónde las muestrasproblema.

Seguidamentese pasaa la realizacióndel ensayo.

Procedimiento

A 100 ml de agarblandolicuadoa unatemperaturade45W, se incorporan10 ml

de la soluciónestérilde L-triptófano, seagitay sedistribuyenen tubosestérilesa razón

de2 ml por tubo, manteniéndoseen un bañoconaguaa 45W.

En el ensayosin incorporaciónde activaciónenzimática,a los tubosde 2 ml de

agar blandose añade0,1 ml de la sustanciaproblemay 0,1 ml del cultivo bacteriano

fresco (en faseestacionaria).

Para los ensayoscon activaciónenzimáticaseañadeal agarblando0,5 ml de la

mezclade activaciónenzimática(59).
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El contenidodecadatubo se mezclay seviene en la superficiede unaplacade

agarglucosado.El agarsedejasolidificar y las placasse incuban a 37<’C durante48-72

horas.

Finalizado el período de incubación, se cuentan las colonias revertidasde cada

placa.

Cadaplacautilizadaen el ensayoha sido realizadapor triplicado. El ensayose

repite de nuevoposteriormentey en las mismascondiciones.

El ensayoseharealizadoconlossiguientesgruposdemuestrascony sin activación

metabólica:

3.4.1 ENSAYO CON FRACCION MICROSOMAL (59+)

En cadaensayose realizanlos siguientesgruposde controles:

a) Control negativo
0,1 mIdecepa
0,5 ml de59+

b) Control condisolvente
0,1 ml de cepa
0,5 ml de 59+
0,1 ml deDM50 al 20%

c) Control positivo
0,1 ml de cepa
0,5 ml de 59
0,1 ml de mutágenoestándar

d) Test
0,1 mIdecepa
0,5 ml de 59
0,1 ml de muestraproblema
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3.4.2 ENSAYO SIN FRACCION MICROSOMAL

a) Control negativo
0,1 ml de cepa

b) Control con disolvente
0,1 ml de cepa
0,1 mIde DM50 al 20%

c) Control positivo
0,1 mldecepa
0,1 ml de mutágenoestándar

d) Test
0,1 ml de cepa
0,1 ml de muestraproblema

3.5 CONTROLESDE ESTERILIDAD DE LOS ENSAYOSCON E. calI

Se han realizado los siguientescontrolesdirigidos a garantizary comprobarla

esterilidad de los mediosutilizados:

1. Dos tubos de agar blando con 0,5 ml de fracción microsomal se decantan en sendas

placasde agarglucosadoy se incubanen estufadurante48-72 horas a37W.

2. Dos tubos de agarblandose mezclancon0,1 ml de aguadestiladaestéril quese

ha utilizado parahacer las dilucionesde las muestras,y se decantanen sendas

placasde agarglucosado.Se incubanen estufaa 37W durante48-72 horas.

3. Dos tubos que contienen agar blando y que provienen del mismo matraz que los

empleadosen la siembra,seintroducenen el mismobañoa 45”C y sonextendidos

al final de la siembraen placasde agar glucosado,se incuban en estufaa 37<’C

durante 48-72 horas junto con las placas inoculadas, hasta el momento de la

lectura.

4. Dosplacasde agarglucosado,de la mismafecha de realizaciónde las empleadas

parala siembra,son incubadasen estufaa 37W durante48-72 horas.
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4. MATERIAL DE LABORATORIO

4.1 REACTIVOSY SOLUCIONES

4.1.1 REACTIVOS

Los reactivosutilizadoshan sido:

- Mutágenos standard

2-AminoantracenoC14H11N (Aldrich)

N-metil-N-nitrosoguanidinaC2H503N5(Aldrich)

Metil-metano-sulfonatoC2H603S (Merck)

- AcetonitriloCH3CN (Panreac)

- Metanol CH3OH (Merck)

- Dimetilsulfóxido (DM50) (CH3)2S0(Panreac)

- L-Triptófano C11H2N20,0.SmM (Merck)

- Soluciónde Cristal Violeta (Panreac)

- Discosde Ampicilina (Oxoid)

- HipocloritoSódico

- PermanganatopotásicoKMnO4 (Panreac)

- Acido Oxálico 2-hidrato(COOH)2. 2H20 (Panreac)

- Acido sulfúrico 96%, 504H2(Panreac)

- Discosestérilesde papel de filtro (Difco)

- Filtros de membrana0.2 mm (Millipore)

- 0-Tolidina solución0,1% (Panreac)
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- Agua bidestilada Bio-Selí s.a.l.

4.1.2 SOLUCIONES

1. Solución de Buffer-Fosfo.to (pH = 7.4)

- FosfatomonosódicoNaH2PO4(0.2M) (Merck) 60m1

- FosfatodisédicoNa2HPO4(0.2M) (Merck) 440 ml

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

2. Solución de L-Triptófano 0,OSM

- L-Triptófano 25,00 mg

- Agua bidestilada 250 ml

La soluciónseesterilizafiltrandolaa travésde una membranade Milhipore y bajo

campanade flujo lanuinar,se guardaen frascocon tapónde roscaprotegidade la luz, a

4Whasta su utilización.

3. Solución de Vogel-Bonner

- Agua bidestiladatemplada(45
0C) 670 ml

- Sulfato magnésicoMgSO
4.7H20 10 gr

- Acido cítrico monohidratado 100 gr

- Fosfatopotásicodibásico(anhídrido) 500 gr

- Sodioamoniofosfato NaHNIH4PO4.4H20 175 gr

Añadir las salesen el ordenindicado, permitiendoa cadasal disolverseantesde

añadir la siguiente.Autoclavardurante20 minutos a 121W. Se guardaa4
0C protegida

de la luz hasta su uso.
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4. Solución de Glucosa al 40%

- Glucosa anhidra CJ-11206 (Merck) 40 gr

- Agua bidestilada 100 ml

Se autoclavala solución durante20 minutosa 121W y seconsrevaa 4
0C.

4.2 MEDIOS

1. Medio Agar

-Agar lSgr

- Agua bidestilada 930 ml

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

a 121W y se guarda a 4<’C hasta su uso.

2. Agar blando (Top Agar)

-Agar 6gr

- Cloruro sódico 5 gr

- Agua bidestilada 1000 ml

Seprocedeigual queen el caso anterior.

3. Agar Nutritivo

- Nutrient Broth n02 25 gr

-Agar lSgr

- Agua bidestilada 1000 ml

Se preparaen un matraz y se hierve (por llevar agar). Se autoclavadurante20

minutosa 121<’C. Seplaqueadirectamentesin añadirningunaotra solución(Placasdeagar

nutritivo).
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4. Medio Agar Glucosado

- Medio agar 465 ml

- SoluciónVogel-Bonner 10 ml

-SoluciónGlucosaal 40% 25 ml

El agar se licúa mediantecalor y a continuaciónse añaden con pipeta y en cabina

de flujo laminar los demás componentes. Se agita bien y despuéssedejareposardurante

4 ó 5 minutos con el fin de que desaparezcan las burbujas y se plaquea a continuación

(Placas de agar glucosado).

5. Caldo Nutritivo paracultivo de noche

- Nutrient Broth n0 2 25 gr

- Agua bidestilada 1000 ml

Sedisuelve(no esnecesariohervir), y sereparteen frascosde 25 ml decapacidad,

a razónde 9 ml de caldocadauno. Seautoclavadurante20 minutosa 1210Cy seguarda

en neveradurantetresmesesa4W. En el ensayoconEscheríchía cotí sesuplementacon

1 ml de soluciónde L-Triptófano.

4.3 MATERIAL E INSTRUMENTOSDE LABORATORIO

- Cabinade flujo laminar (Telstar)

- Autoclave

- Estufade cultivo

- Arcén CongeladorRevco (Oiralt)

- Baño Selectacon agitacióny temperaturaregulable (Unitronic)

Placamagnéticacalienteagitadora

Agitador de tubos
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- Microscopio

- Balanzade precisión

- Contadorde placas

- Rata-vapor

- Bomba peristáltica de velocidad fija (Waters)

- MicropipetaDigital

- Material no reutilizable:

- PlacasPetri estérilesde 100 mm de diámetro

- Criotubos Nunc (1.8 ml)

- Jeringasestérilesde un sólo uso

- Tubos estériles de 16 por 100 mm

- Material reutiuizable:

- Pipetasde vidrio

- Puntasde micropipeta

- Tubosde vidrio

- Frascoscon tapónde rosca

- Matraces
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5. MUESTRASDE AGUA

Para valorar la posible mutagenicidad derivada de la presencia de compuestos

dorados en el agua de la red de la ciudad de Madrid, se siguieron los siguientes pasos:

5.1 PREENSAYO

El ámbito geográfico del estudio, en principio quedó delimitado por el área

municipalde Madrid.

Bajo el reinado de Isabel II, se terminó en 1852 el Canal de Castilla, del que se

creó el Canal de Isabel II que desde 1857 abastece a Madrid.

En la actualidad,el Canalde IsabelII abastecea Madrid capital y a la mayoríade

los municipiosy núcleosurbanosde la ComunidadAutónomade Madrid (el 95% de la

población).

5.1.1 RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

El preensayoabarcóun muestreodeseisdepósitosreguladoresdeaguadel áreade

estudio. Estospuntosde recogidafueron:

a) SantaEngracia

b) Islas Filipinas

c) Plazade Castilla

d) Hortaleza

e) Vallecas

O SanBlas

Serecogieronun total de 30 muestrasdeaguadelos 6 puntosde muestreo,durante

los mesesde Septiembrea Noviembrede 1991.
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5.1.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Los análisis que fueron efectuados a las muestras de agua recogidas fueron:

5.1.2.1 Determinación del cloro libre residual

De acuerdocon el ArtIculo 20 de la ReglamentaciónTécnico-Sanitariapara el

abastecimientoy control de las aguaspotablesde consumopúblico recogido en el Real

Decreto1138/1990, de 14 de Septiembrede 1990(80), las aguaspotablesdebencontener

a lo largo de toda la red de distribución del sistema de abastecimientoy en todo momento,

cloro residual libre o combinado (u otro agente desinfectante en su caso), en las

concentraciones quedeterminela AdministraciónSanitariacompetente.

En Madrid, como en el resto del territorio nacional, la concentración exigida de

desinfectante es de 0.2-0.4 ppm de CLR (cloro libre residual).

Para determinar la dosis de cloro del agua problema, se eligió el método de la

ortotolidina (118).

La ortotolidina reaccionacon el cloro residual,dandounacoloraciónamarillenta

proporcional a la cantidad de cloro del agua.

La reacciónconstade dasfases:

a. Reaccióncon el cloro libre residual

ti. Reacciónconel cloro librecombinado

De las dosfases,sólo fuede nuestrointerésla primerao reacciónconel clorolibre

residual,queesprácticamenteinstantáneacon la apariciónde la coloraciónen menosde

15 segundos.

Después, el vial con el agua problema esenfrentadoa la escalacolorimétricaque

contieneel clorómetro,la cual nosda, de unaforma aproximada,la dosisde CLR en ppm

que tiene ese agua.
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5.1.2.2 Valoraciónde la cantidaddemateriaorgánicatotal

Comomedida indirecta de la cantidad de materia orgánica total, se usó el método

de la oxidabilidad al permanganatoo demandaquímicade oxígeno,másconocidocomo

DQO (118, 119).

Segúnla ReglamentaciónTécnico-Sanitariaanteriormentecitada,el nivel gufa para

el agua potable en nuestro país, es de 2mg/l de ~2, y la concentración máxima admisible

es de Smg/l de 02.

Procedimiento

Se distinguen dos fases:

1. Cálculodel factor del permanganatopotásico:a un matrazde 500 ml sele añaden

100 ml de aguadestilada, 15 ml de ácido sulfúrico y 10 ml de permanganato

N/100. Se poneal fuego y cuandohierva se añadeal líquido anterior, quees

rosado, ácido oxálico hasta que la solución sevuelva incolora. Posteriormentese

añaden10 ml deácido oxálicoN/100y sevalorael factor añadiendopermanganato

gota a gota hastaobtenerun color levementerosado (en función de los ml de

permanganatoempleados).

2. Cálculode la D.Q.O.: se tira el liquido anteriory en el mismo matrazsin lavarlo,

seañaden100 ml del aguaproblema, 10 ml de ácido sulfúrico al tercio, y selleva

a ebullición. Se añaden10 ml de permanganato,y de nuevose lleva a ebullición

10 minutosexactos.Entoncesseañaden10 ml de ácido oxálico (líquido incoloro)

y se valora añadiendo permanganato gota a gota hasta que aparece el color rosado

mantenido. En función del permanganatogastadoy del factor antescalculado, se

obtiene los mg/l de ~2, quecontieneel aguaproblemay que correspondea la

DemandaQuímicade Oxigenode eseagua.
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5.1.3 TRATAMIENTO ESTADíSTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos en el preensayo, tanto en lo que respecta a la

determinación del cloro libre residual como de materia orgánica total, fueron analizados

por medio deun análisisdela varianza(ANOVA) (120), paracomprobarsi las diferencias

aparecidasen los resultadosde los seis puntosde muestreoeran significativas.

5.2 PREPARACIONDE LAS MUESTRAS

Las muestrasde estudiopuedenclasificarseen tres grupos:

- Muestra 1: Concentrado de 5 litros de agua

- Muestra 2: Concentrado de 10 litros de agua

- Muestra 3: Concentrado de 15 litros de agua

5.2.1 TOMA DE MUESTRAS DE AGUA DE LA RED

Dado que tras analizar los resultados del preensayo no se obtuvieron diferencias

estadísticamentesignificativasentrelas muestrasdelos seispuntosde recogida,sedecidió

recoger las muestras de la red de distribución del distrito de Moncloa,Madrid, durantelos

meses de Octubre de 1991 a Junio de 1992.

Paraefectuarlas tomas,sesiguió la metodologíaoficial paraanálisisdeaguas,que

viene recogida en la Orden Ministerial de 27 de Junio de 1983, publicadaen el ROE de

13 de Agostode 1983.

Pararecogerel agua,seemplearonrecipientesestérilesy opacosparaprotegerlas

muestrasde la luz. Antes de tomarla muestra,se flameael extremodel grifo y sedeja

que el agua fluya abundantementepara que se renuevela contenidaen la tubería de

alimentación.

La toma siempredebe ser representativade la calidad del aguaque hay que

analizar.
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Una vez tomadas, las muestras se conservan en nevera a 4<’C, hasta su

procesamiento.Estedebeser inmediatoa la recogida,ya que estádemostradoque si no

se haceasí, los derivadosdoradosse pierden.

Las muestrasde aguaquevan a serensayadas,debenserpreviamentefiltradaspor

membranaMillipore conporode 0.2 mm, paragarantizarseesterilidad.

5.2.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

1. Determinacióndel cloro libre residual

Se utilizó el métodode la ortotolidina, tal como sedescribeanteriormenteen el

ensayo.

2. Valoraciónde la cantidaddemateriaorgánica

Esteanálisisseefectuópor el métodoanteriormentedescritode la Oxidabilidadal

Permanganatoo DemandaQuímicade Oxígeno.

3. Determinacióndel PH

Segúnla reglamentaciónen vigor, el pH del aguadebebida(nivel guía),esde6.5-

8.8, esdecir, neutro. El máximo admisibleestáfijado en9.5.

El pH se midió por mediode un IndicadordepH en tiras reactivas(Merck); para

obtenerel valordel pH, se sumergela varilla en el aguaproblemahastael cambio

decolor de ésta(1-10 minutos) y secomparaentoncesconla escalacalorimétrica.

5.2.3 CONCENTRACIONDE LAS MUESTRAS

Todas las muestrasfueron procesadascon el fin de concentrarlos solventes

orgánicosquepudiesencontener,buscandoconello obtenerlosmejoresresultadosde los

testsbacterianos.

El métodoelegido fue el sistemaSep-Pakde Waters(Millipore).
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El Sep-Pakes un dispositivo fabricado por Waters AssociatesInc, que podría

definirsecomouna técnicaperfeccionadade la cromatograflade columna.El cartuchode

Sep-Pak,se acoplaa unabomba de agua,o simplementea unajeringa, pasandoasí la

muestrao los eluyentescon ciertapresión.

De entre los diferentescartuchosSep-Pak,se ha empleadoel C18 Cartridge,

diseñado especialmentepara muestrasdisueltasen agua, agua con tampones,agua-

acetonitrilo,agua-metanol,esdecir, aguacon disolventesacuosos.

En cuanto a las características físico-químicas de estos cartuchos, hay que señalar

queel cartuchoC18, contiene 360 mg de sorbente, constituido por partículas de entre 55-

105 milimicras de tamaño y con poros de 125 A.

Cadacartuchotiene unacapacidadde retenciónqueabarcadesde1-2 miligramos

hasta 100 miligramos, dependiendo del tipo de compuesto. En ningún caso pasar más de

1000-1500 ml de agua a través de un sólo cartucho, para evitar la hidrólisis del sorbente.

Procedimiento

Antes de usar los cartuchos, deben serpreparados,haciendopasarporcadauno de

ellos, 5 ml de acetonitrilo (121). El agua es impulsada a través del cartuchopor mediode

unabombaperistálticade velocidadfija.

5.2.4 EXTRACCION CON DISOLVENTES

Dado que las muestras de agua contienencompuestosorgánicosde distintas

característicasfísico-químicas(compuestospolaresy no polares),paraaumentarla eficacia

del procedimiento de extracción se pasaron tres tipos de disolventes, en orden de

polaridad, de más a menos polaridad:
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* Agua destilada: 10 ml

* Metanol: 10 ml

* Acetonitrilo: 10 ml

Procedimiento

Los tresdisolventesserecogieronpor separado,y seprocesaronpor separado,en

un Rota-Vapor,hasta obtenerun residuo seco en forma de polvo. Posteriormenteel

residuo se redisolvió en 10 ml de DM50 al 20% (38) y se guardóen neveraa 4W,

protegido de la luz, hasta su utilización.

6. CUANTIFICACION DEL EFECTO MUTAGENICO

6.1 METODOBASADO EN EL CALCULO DEL INDICE DE MUTACION

Se denomina Indice de Mutagenicidadal cociente resultantede dividir los

revertantes inducidos entre los revertantes espontáneos. El Indice de Mutagenicidad es un

término equivalenteal incrementorelativo de revertantes(122).

El númeroderevertantespor placacorrespondeen realidad,a la mediadel número

de revertantesobtenidoen las tres placasde cadanivel de dosis, puescomo ya se ha

dicho, todaslas experienciasse realizanpor triplicado.

En nuestro caso hemosutilizado, para evaluar el Indice de Mutagenicidadla

llamada“reglade lasdosveces” (123). Atendiendoal Indicede Mutagenicidad,los valores

comprendidosentre 1.5 y 2 se considerancomo “ligera mutagenicidad”y los valores

superioresa 2, “mutagenicidadpositiva”.

La cualidad es una estimacióndel Indice de Mutagenicidady así las distintas

anotaciones correspondientes a la cualidad tienen el siguiente significado:

NM= No Mutagenicidad(Indice menor de 1.5)

LM = Ligera Mutagenicidad(Indiceentre1.5 y 2)
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MP = Mutagenicidad positiva (Indice mayor de 2)

T = Efecto tóxico (Ausencia de césped bacteriano)

6.2 METODO ESTADISTICO BASADO EN EL ANALISIS DE LA VARJANZA

Debido a que hemos utilizado distintas dosis del producto a analizar sobre

diferentesgruposde cepasy con el fin de evaluarsi las diferenciasobtenidasentreunos

y otros gruposerano no significativas,seha empleadoel métododescritopor Moore y

Felton (124) que consiste en un análisis de varianza modelo 1 (ANOVA1) de los datos,

para compararlas diferenciasentregrupos debidasa las distintasdosis del productoa

analizar.

Comolas condicionesde homogeneidadde varianzasy normalidadde los datosse

cumplían en todos los casos, no fue necesaria la aplicación de la prueba no paramétrica

de Kruskall-Waflis.
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IV. RESULTADOS



1. RFSULTAJ)OS DEL PREENSAYO

De acuerdocon lo especificadoen el apartado de Materiales y Métodos, el primer

pasodenuestroestudiofue realizarun preensayoque abarcó un muestreo de seis depósitos

reguladores de agua del área de estudio, que en principio se extendía a toda el área

municipal de Madrid.

En total serecogieron30 muestrasde aguadecadauno delos puntosmencionados.

En todos los casossedeterminóel cloro libre residualy la materiaorgánicatotal.

Los resultadosobtenidosfueronlos siguientes:

1.1. DETERMINACION DEL CLORO LIBRE RESIDUAL

Los resultadosobtenidospara cadauna de los seis puntos de muestreo están

recogidosen la TablaA.

La media total de cloro libre residual para las seis determinaciones fue de0.1366

ppm, con una desviación estándar de 0.081.

El análisis estadístico mediante el ANOVA, no fue significativo (l,>O.O5), por lo

que podemos afirmar que no existieron diferencias estadísticaniente significativas entre los

distintospuntosde muestreo,encuantoala cantidadde cloro libre residualquesedetecta

al final del sistema de distribución.

1.2. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE MATERIA ORGÁNICA TOTAL

La determinación de la cantidad de materia orgánica para cadauno de los puntos

mencionadosse detallan en la TablaB.

La media de las seis determinaciones nos dió una cifra de materia orgánica total

de 1.6566 mg/l (des. st. = 0.05).

El análisis de la varianza no revelódiferenciasestadisticamentesignificativasentre

los seis puntos de muestreo realizados.
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PTOS DE MUESTRA NQ DET X CONC CL D. STANDARD

SANTA ENGRACIA 30 0.13 0.062

1. FILIPINAS 30 0.13 0.053

P. CASTILLA 30 0.13 0.047

HORTALEZA 30 0.14 0.050

VALLECAS 30 0.14 0.050

SAN BLAS 30 0.15 0.050

ANOVA F = 0.798
p = 0.5528

TABLA A. PRE-ENSAYO:DETERMINACION DE CLORO LIBRE RESIDUAL.



PTOS DE MUESTRA N~ DET X CONCMO D. STANDARD

SANTA ENGRACIA 30 1.88 0.225

1. FILIPINAS 30 1.98 0.192

P. CASTILLA 30 2.01 0.187

HORTALEZA 30 1.98 0.192

VALLECAS 30 1.88 0.240

SAN BLAS 30 2.01 0.196

ANOVA E = 0.464
p = 0.7620

TABLA B. PRE-ENSAYO:DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA.



Resultados

2. RESULTADOS DEL ENSAYO

Con el fin de valorar la posible mutagenicidadderivada de la presenciade

compuestos orgánicos dorados en un agua de consumo público, previamentedesinfectada

con cloro, procedimos a realizar cuatro ensayos de mutagenicidadpor medio del test de

Escherichia coil, durante el periodo de estudio.

Estosensayosvienenrecogidosen las tablasde resultadosy sedenominanensayo

1, ensayo 2, ensayo 3 y ensayo 4.

Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado (ensayos 1 y 2; ensayos 3 y 4), tal

como exige el protocolo de estudio, y sembrando siempretresplacaspor cadaexperiencia,

lo que supone 12 datos para cada una de las tomas analizadas con cada una de las cepas,

y otras doce al realizarseel experimentoañadiendola fración microsomal(59+).

Previamentea la realizacióndelos mismos,seprocedióa analizarlas muestras de

agua tomadasde la red, siguiendola pauta descrita en el Preensayoy determinando

ademásel pH del agua.

En todos los casos,estos tresparámetrosestuvierondentro de los limites de la

normalidad,tal y comosecomprobócon las determinacionesque sehicieron duranteel

preensayo:

- Cloro libre residual: 0.2 a 0.4 ppm

- Materiaorgánicatotal inferior a 3 mg/L

- pH neutro

Las muestras de estudio se clasificaron en tres grupos:

* Muestra 1: Correspondiente al residuo orgánico extraído de 5 litros de agua

problema.
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* Muestra2: Correspondienteal residuo orgánicoextraídotras la concentración

de 10 litros de aguaproblema.

* Muestra 3: Concentrado de 20 litros de agua problema

Todas las muestras se disolvieron en dimetilsulfóxido diluido al 20% antes de

incorporarlas el ensayo.

En cada experiencia se ensayaron las tres cepas descritas en el apanado de

Materialesy Métodos: WP2, WP2 uvrA, WP2 uvrA pKM 101.

Ademásen cadaensayoseincluyeronel control negativo,el controlcon disolvente

y el control positivo.

Se realizarontambiénlos correspondientescontrolesde supervivenciabacteriana

y no seobservóen ningún casoni halode inhibición bacteriana,niausenciade céspedlo

que indicó queno existió toxicidad con ningunade las muestrasensayadas.

Los resultados individuales de cada ensayo vienen descritos en las tablas de

resultados y en ellas se especifican los siguientes parámetros:

- Muestras: 1, 2, 3, DMSO(control con DM30) y M.E. (mutación espontánea)

- RVIP: Revertantespor placa

- M.R.: Media de revertantes

- I.M.: Indice de mutagenicidad

-c : Cualidad

La cualidad refleja el valor del Indice de mutagenecidad.Cuandodicho indice

alcanzavalorescomprendidosentre1.5 y 2 seconsidera“ligera mutagenicidad” (L.M.);

si el índicees superiora 2 correspondea “mutagenicidadpositiva” (M . P.) y todo valor

inferior a 1.5 equivalea “no mutagenicidad”(N.M.).
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En cuanto al análisis estadístico, se detallan en cada una de las tablas el Análisis

de la Varianza(ANOVA) para los experimentoscon y sin S9.

2.1 CEPA WP2

2.1.1 ENSAYO 1

Los resultados que se obtuvieron de la realización de este ensayo vienenreflejados

en la Tabla 1.

Con respecto al ensayo con fracción microsomal se apreciaun mayor númerode

revertantesinducidosque en el ensayosin fracción S9+, pero por contra los índices de

mutagenicidad fueron inferiores, siendo todos no mutagénicos(valoresde 0.82, 1.01 y

1.31 para las muestras 1, 2 y 3 respectivamente).

La disminución de la actividad mutagénica en el ensayo con fracción S9 queda

reflejada además por el resultado del ANOVA, ya que este fue estadísticamente

significativo, estableciendose una relación directa entre el aumento en el número de

revertantes inducidos con respecto al incremento de la concentración de las muestras

analizadas.

En la Tabla II, se detallan los resultados de los controles positivos realizados con

N-metil-N-nitroso-guanidinapara la mutación sin S9+ y con 2-Aminoantraceno para el

ensayo con S9+. La cepa respondió adecuadamente en los dos casos, obteniéndose un

número de revertantes inducidos de al menos el doble de la media de mutación espontánea

esperada.

El análisis de supervivencia también fue satisfactorio (rabIa II».

2.1.2 ENSAYO2

En el ensayo 2 sin activación metabólica, tal como se describe en la Tabla IV, el

mayor número de revertantes por placa se obtuvo con la muestra 2 (concentración

intermedia).El mayorvalor de índicede mutagenicidad se alcanzó en el caso de la
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ENSAYO 1

—59

CEPA WP2

+S9

MUESTRA RV/P M.R. I.M. c RV/P M.R. I.M. O

1
35
40
43

39.3 1.03 N.M.
48
40
43

43.6 0.82 N.M.

2
52
45
44

47.0 1.23 N.M.
58
53
50

53.6 1.01 N.M.

3
63
58
56

59.0 1.55 L.M.
65
70
74

69.6 1.31 N.M.

DM80
36
40
38

38.0 N.M.
52
48
59

53.0 N.M.

ME
22

.17
15

18.0
23
13
20

18.6

F = 19.834 p = 0.0001 F = 13.580 p = 0.0005

RESULTADOSDEL ENSAYO 1 CON LA CEPA WP2

ANOVA

TABLA 1.



TABLA II. ENSAYODEMUTACIONCONPATRONPOSITIVO PARALA CEPAWP2

MUTACION SIN S9

PATRON: N-nietil-N’nitro-N-nitroso-guanidina <1*10.2 mg/placa)

ENSAYO COLONIAS/PLACA MEDIA DESVIACION INDICE DEESTANDAR MUTACION

1—II 430, 472, 465 455,67 22,50 21,36

111—1V 435, 486, 472 464,33 26,35 20,19

MUTACION CON 89

PATRON: 2-Amino antraceno <i*io~ mg/placa>

ENSAYO COLONIAS/PLACA MEDIA
DESVIACION INDICE DE
ESTANDAR MUTACION

1—II 400, 395, 462 419,00 37,32 17,96

111—tV 450, 400, 424 424,67 25,01 18,46



TABLA III. SUPERVIVENCIA DE LA CEPA WP2

ENSAYO 1-II

DILUCION

(bactenas/placa

FRACCION S9

(mí/placa)

~ RECUENTO
(colonias/

placa)
MEDIA

1O~ - 117, 144, 108 123,00

5.10’ - 120, 135, 112 122,33

l0~ - 10’ 143, 128, 122 131,00

5.14Y’ 10’ 136, 142, 119 132,33

ENSAYO 111-1V

DILUCION
(bacterias/placa

FRACCION 59

<ml/placa)

MUESTRA RECUENTO
(colonias/

placa)
MEDIA

1O~ - 110, 105, 102 105,67

lO~ 5.10’ - 103, 104, 110 105,67

10~ - 10-’ 129, 140, 135 134,67

l0~ 5.10’ 10’ 125, 110, 137 124,00



ENSAYO 2 CEPA WP2

—Sg

MUESTRA RV/P M.R. I.M. O ~ RV/P MAL 1.1<. C

1
40
36
42

39.3 0.91 N.M.
19
25
22

22.0 0.57 N.M.

2
71
70
66

69.0 1.60 L.M.
56
60
50

55.3 1.45 N.M.

3
62
69
64

65.0 1.51 L.M.
57
55
48

53.3 1.40 N.M.

DMSO
42
49
38

43.0 bLM.
33
42
39

38.0 N.M.

ME
23
18
20

20.3
17
13
22

17.3

E = 41.489 p = 0.0000 E = 30.763 p = 0.0000

TABLA IV. RESULTADOS DEL ENSAYO 2 CON LA CEPA WP2

+S 9

ANOVA



Resultados

muestra 2, siendo de 1.60 lo que indica la calificación de “ligera mutagenicidad”, para el

caso de las muestras 1 y 3 los índices de mutagenicidad fueron de 0.91 y 1.51

respectivamente.

El análisis estadístico resultó ser significativo, por lo que se puede establecer una

relación entre la variación en el número de revertantes y las distintas concentraciones

estudiadas.

Al añadir al ensayo la fracción microsomal, disminuye la mutagenicidaden todas

las muestras,tantoen lo referentea la mediade revertantesinducidascomoa los índices

de mutagenicidad, los cuales resultaron ser todos no significativos.

El ANOVA del ensayo con incorporación de la fracción microsomal fue

nuevamente significativo, pudiéndose establecer por tanto una relación directa entre el

aumento del númerode coloniasy las diferentesconcentracionesensayadas.

Tanto los controles positivos (rabia II), como el análisis de supervivencia (Tabla

III) para la cepa en cuestión, se realizaron paralelamenteal estudioy no aparecióefecto

indeseable alguno, ni signos de toxicidad.

2.1.3 ENSAYO3

La descripción de los resultados de este ensayo viene reflejada en la Tabla V,

donde se muestran los resultados obtenidos con cada una de las muestras problema así

como con los controlesnegativosy con el disolvente.

En el ensayo sin S9+, obtenemosmediasde revertantespor placa que van

aumentandode forma progresivasegúnaaumentala concentraciónde las muestras.Los

índicesde mutagenicidadfueron“no mutagénicidad”para lasmuestras1 y 2 (1.08 y 1.33

respectivamente),y para la muestra3 se alcanzó el grado de “ligera mutagenicidad”

(1.58). El ANOVA de este ensayo fue significativo.
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ENSAYO 3 CEPA WP2

—S9

MUESTRAII RV/P M.R. I.M. C II RV/P M.R. I.M. C

39 30
1 43 37.3 1.08 N.M. 38 36.6 0.80 N.M.

30 42

45 48
2 50 46.0 1.34 N.M. 45 46.0 1.01 N.M.

43 45

58 65
3 50 54.0 1.57 N.M. 60 59.0 1.29 N.M.

54 52

30 46
DM50 34 34.3 N.M. 45 45.6 N.M.

39 46

23 22
ME 18 20.0 19 20.3

19 20

F=7.177 p= 0. 0054 F = 12.525 p = 0.0007

RESULTADOSDEL ENSAYO 3 CON LA CEPA WP2

+S9

ANOVA

TABLA V.



Resultados

En el caso del ensayo con incorporaión de la fracción microsomal, la media de

revertantesfue paralelaa la mediaobtenidaen el ensayosi S9+, sin embargolos índices

de mutagenicidadfueron muy inferiores, resultando todos ellos no mutagénicos.

Igualmenteel análisisde la varianzafue significativo.

Los controlespositivosse llevarona cabocon los mutágenosestándaradecuados

para la cepa, a los que ésta respondió adecuadamante (rabia II).

La medidade la supervivenciabacterianafue correctatanto con como sin 59+

(rabia III).

2.1.4 ENSAYO4

Los resultadosobtenidosde esteensayovienendescritosen la Tabla VI.

En el ensayo con fracciónmicrosomalse apreciaun incrementoen la mediade

colonias inducidas, alcanzando el valor máximo para la muestra 3, máxima concentración.

Los indices de mutagenicidadfueron de 1.27, 1.50 y 1.75, es decir, se alcanzó el

calificativo de “ligera mutagenicidad”paralas muestras2 y 3, no asíparala 1.

El análisisestadísticofue significativo, con lo quepodemosestableceruna relación

directa entreel aumentodel númerode coloniasy lasdiferentesconcentracionesde las

muestras estudiadas.

En el casodel ensayorealizadoconfracciónmicrosomal,la mediade revertantes

ha disminuidocon respectoal experimentoanterior, así como tambiénlos índicesde

supervivencia.A pesar de lo anterior la muestrasnúmero 3 presentó un Indice de

mutagenicidadde 1.63, lo que indica “ligera mutagenicidad”;para las dos muestras

anterioresdichoindicerecibió la calificaciónde “no mutagenicidad”.

El análisis estadísticopara el ensayocon fracción 59+ fue significativo.

Tanto los controles positivos (rabla 11), como los indices de supervivencia

bacteriana (Tabla III), estuvieron dentro del rango de la normalidad.

77



ENSAYO 4 CEPA WP2

—S9

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

58 45
1 50 56.0 1.27 N.M. 42 44.3 1.00 N.M.

62 46

68 64
2 70 66.0 1.50 L.M. 57 59.0 1.32 N.M.

61 56

75 78
3 76 77.0 1.75 L.M. 69 72.0 1.61 L.M.

80 69

40 39
DM50 44 44.0 N.M. 47 44.6 N.M.

48 43

18 23
ME 22 20.0 18 18.6

20 15

F = 29.813 p = 0.0000 F = 23.623 p = 0.0000

TABLA VI. RESULTADOSDEL ENSAYO 4 CON LA CEPA WP2

+S9

ANOVA
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2.2 CEPA WP2 uvrA

2.2.1 ENSAYO 1

En la Tabla VII se exponen los resultados del test, con la cepa WP2uvrA en los

dos ensayos paralelos, con y sin fracción S9+.

En el experimentosin S9+, con la muestra3 se obtuvo el mayor númerode

revertantesinducidos,siguiendopor ordendecrecientelas cepas2 y 1.

En cuantoa los indicesde mutagenicidad,sealcazaronvalorescorrespondientes

a “ligera mutagenicidad”conlas muestras2 y 3 (índices de mutagenicidad de 1.57 y 1.76

respectivamente). La muestra 1 fue calificada de no mutagenicidad, ya que presentó un

índicede 1.05.

Se calculó del ANOVApara comprobarsi las diferencias encontradasentreel

número de revertantes y las distintas concentraciones de las muestras problema estaban

relacionadas, y dicho análisis resultó ser significativo.

En el estudio con la fracción S9+, la media de las revertantes aumentó con la

concentración de las muestras. De igual forma respondieron los Indices de mutagenicidad,

que resultaron ser 0.98, 1.24 y 1.52 para las muestras 1, 2 y 3 respectivamente. Por tanto,

en este caso solo se alcanzó la cualidad de “ligera mutagenicidad” para la muestra 3.

El análisis de la varianza para el ensayo con fracción 59+, resulto significativo

de lo que sededucequeexiste una relacióndirectaentreel númerode revertantesy el

progresivoaumentode lasconcentracionesde las muestras.

Asimismo,en la TablaVII, seexpresanlos resultadosdel controlnegativo(M.E.)

y del controlcondisolvente(DM50), estandoambosdentrodel rangonormalparala cepa

de ensayo.

Los controlespositivosse llevaronacaboconN-metil-N-nitroso-guanidinaparala

mutación sin S9+ y con 2-Aminoantracenoparael experimentocon fracción59+.
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ENSAYO 1 CEPA WP2 uvrA

—Sg

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

1
45
52
52

49.6 1.05 bLM.
55
51
45

50.3 0.98 N.M.

2
69
75
78

74.0 1.57 L.M.
59
69
63

63.6 1.24 N.H.

3
90
85
74

83.0 1.76 L.M.
86
78
69

77.6 1.52 L.M.

DMSO
55
45
41

47.0 N.M.
54
57
42

51.0 N.M.

ME
48
58
49

51.6
59
49
55

54.3

F = 21.386 p = 0.0001 E = 8.469 p = 0.0038

TABLA VII. RESULTADOS DEL ENSAYO 1 CON LA CEPA WP2 uvrA

+59

ANOVA



Resultados

En ambos casos la cepa respondió de forma adecuada como se muestra en la Tabla

VIII.

No se detectó toxicidad en ninguno de los experimentos y la medida de la

superviveniabacterianafue satisfactoria(rabla IX).

2.2.2 ENSAYO 2

En la Tabla X se recogen los resultados de este ensayo, con y sin fracción

microsomal59.

La mediade revertantesaumentade formaligeraconformelo hacela concentración

de las muestras, por ello en este caso los índices de mutagenicidad están muy cercanos

entresi y alcanzanlos siguientesvalores 1.49, 1.58 y 1.63 para las muestras1, 2 y 3

respectivamente.Podemosdeducira la vistade los resultadosque seobtuvo la cualidad

de “ligera mutagenicidad”en el caso de las muestras2 y 3, parala muestra1 el valor

obtenidorozó dichacalificación.

En cuantoal análisisestadístico,continuóla tónicadeensayosanterioresresultando

ser significativo, por lo que se puede afirmar que existe unarelación estadisticamente

significativa entre la variación en el número de colonias y la concentración de las muestras

de estudio.

En lo referenteal ensayocon fracción microsomalS9+,la mediadel númerode

revertantesaumentade una muestraa otra por orden de numeración,sin embargolos

índices de mutagenicidadfueron no mutagénicosen las tres muestras ensayadas,

obteniendoseunos valores de 0.81, 1.18 y 1.32 para las muestras 1, 2 y 3

respectivamente.

Del mismo modo que ocurría en ensayos anteriores, el ANOVA fue

estadísticamentesignificativo paraesteensayocon fracción 59.
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TABLA VIII. ENSAYODEMUTACIONCONPATRONPOSITIVO PARALA CEPA
WP2 uvrk

MUTACIONSIN 59

PATRON: N—metil—N’nitro—N-nitroso—guanidina <1*1cY2 mg/placa)

ENSAYO

COLONIAS/PLACA MEDIA

DESVIACION

ESTANDAR

INDICE DE

MUTACION

[_111—1V

637, 679, 705 673,67 34,31 12,03

673, 720, 695 696,00 23,51 14,20

MUTACION CON S9

PATRON: 2—Amino antraceno (1*10’ mg/placa>

ENSAYO COLONIAS/PLACA MEDIA

DESVIACION

ESTANDAR

INDICE DE

MUTACION

1—II 535, 563, 570 556,00 18,52 10,17

111—1V 585, 583, 500 549,33 44,12 12,12



TABLA IX. SUPERVIVENCIA DE LA WP2 uvrA

ENSAYO 1-11

DILUCION
(bacterias/placa

FRACCION S9
(ml/placa) MUESTRA RECUENTO(colonias/placa) MEDIA

l0~ - 120, 115, 168 134,33

10~ 5.10-’ - 162, 153, 137 150,67

10~ - 101 135, 115, 103 117,67

10-’ 5.10-’ 10’ 150, 147, 158 151,67

ENSAYO 111-1V

DILUCION
(bacterias/placa

FRACCIONS9
(ml/placa) MUESTRA

RECUENTO
(colonias/

placa)
MEDIA

10-’ - 156, 127, 119 134,00

l0~ 5.10-’ - 170, 152, 149 157,00

10-’ - 10-’ 124, 108, 149 127,00

10-’ 5.10-’ 10-’ 190, 177, 192 186,33



ENSAYO 2

—59

CEPA WP2 uvrA

+59

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

1
52
55
52

53.0 1.49 N.M.
28
32
33

31.0 0.75 N.M.

2
58
60
50

56.0 1.58 L.M.
44
45
49

46.0 1.11 N.M.

3
65
53
56

58.0 1.63 L.M.
58
47
48

51.0 1.23 N.M.

DM50
35
38
34

35.6 N.M.
38
42
37

41.3 N.M.

ME
45
40
48

44.3
41
44
39

39.0

F — 14.259 0.0004 F 13.225 p = 0.0005

TABLA X. RESULTADOS DEL ENSAYO 2 CON LA CEPA WP2 uvrA

ANOVA



Resultados

En la Tabla VIII se recogen los controles positivos para la cepa en cuestión y en

la Tabla IX se presentan los resultados del análisis de supervivencia. En ambos casos la

cepa respondió adecuadamente a los mutígenos estándar y no hubo rastro de toxicidad.

2.2.3 ENSAYO3

En el ensayo sin fracción microsomaltanto la media de revertantescomo los

índices de mutagenicidad se fueron incrementando conforme al aumento de la

concentraciónde las muestrasde estudio (rabla XI).

Los índicesde mutagenicidadalcanzaronla calificaciónde “ligera mutagenicidad”

para el caso de la muestra 3, cuyo valor fue de 1.70, en los restantescasosésteIndice fue

no mutagénico(1.12y 1.37paralas muestras1 y 2 respectivamente).

En cuanto al análisis estadístico, el ANOVAresultó ser significativo por lo que se

estableceuna relacióndirecta entreel aumentoen el número de colonias y el de la

concentraciónde la muestra.

Respectoal ensayo con S9+, tambiénse produceun incrementodel númerode

revertantespor placaconformeaumentala concentraciónde las muestras,en cambio,los

tres indices de mutagenicidad,si bien sonprogresivosen aumento,fueronno mutagenicos

en las tresmuestras,alcanzandovaloresde 0.81 para la muestra1, 0.96parala muestra

2 y 1.42 parala muestra3.

El análisisestadísticoparael ensayocon 59+ resultóser significativo, es decir,

habría relación directaentreel númerode revertantesy la concentraciónde las muestras.

Respecto a los controlespositivos(TablaVIII) y el análisisde supervivencia(Tabla

IX), estaban ambos dentro del rango de normalidad para la cepa estudiada.
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ENSAYO 3

—Sg

CEPA WP2 rn’rA

+S9

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

40 32
1 47 41.0 1.12 N.M. 40 37.0 0.81 N.M.

36 39

55 50
2 46 50.3 1.37 N.M. 42 43.6 0.96 N.M.

50 39

65 70
3 64 62.3 1.70 L.M. 65 65.0 1.43 N.M.

58 60

33 43
DMSO 37 36.6 N.M. 49 45.3 N.M.

40 44

40 39
ME 35 39.6 35 34.6

44 30

F = 16.695 p = 0.0002 F = 20.067 p = 0.0001

TABLA XI. RESULTADOS DEL ENSAYO 3 CON LA CEPA WP2 uvrA

ANOVA
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2.2.4 ENSAYO 4

Los resultados obtenidos en este ensayo vienen reflejados en la Tabla XII,

observándose en el experimentocon S9+ comoel númerode revertanteses menoren la

muestra1, siendomuy similar en las muestras2 y 3. En lo queserefierea los índicesde

mutagenicidad, fueron aumentando progresivamente,siendocalificadaslas muestras2 y

3 de “ligera mutación” (Indices de mutagenicidad de 1.53 y 1.67 respectivamente). En el

caso de la muestra 1 este Indice resulté ser no mutagénico (0.93).

El ANOVA fue igualmentesignificativo, estableciendoseunarelacióndirectaentre

el aumento en el número de colonias y la concentración de las muestrasensayadas.

En el ensayocon activaciónmetabólica,seve un aumentoprogresivotantoen el

númerode revertantesinducidosporplacacomoen los índicesde mutagenicidadconforme

aumentala concentración,siendoestosde 1.52parala muestra3, esdecir, alcanzandoel

calificativo de “ligera mutagenicidad”, y de 0.76 y 1.38 para las muestras 1 y 2

respectivamente,siendopor tantoen estoscasosno mutagenicos.

El análisis de la varianza resulté sersignificativo, confirmandoque las diferentes

concentracionesinfluyen en el númerode revertantes.

El controlpositivoserealizócon N-metil-N-nitroso-guanidinaparala mutaciónsin

59 + y con 2-Aminoantraceno para la mutación cons S9+, ambos están recogidos en la

Tabla VIII.

El controlde supervivenciade la cepafue correctocomosedetallaen la TablaIX.

2.3 CEPA WP2 uvrA pKM1O1

2.3.1 ENSAYO 1

En el ensayo1 sin 59, cuyosresultadossedescribenen la Tabla XIII, seobserva

un ligero incrementodel númerode revertantespor placaen las muestras2 y 3 respecto

a la 1 y los controles.
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ENSAYO 4 CEPA WP2 uvrA

—59

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

1
30
28
28

32.0 0.92 N.M.
28
23
24

25.0 0.76 N.M.

2
58
53
48

53.0 1.53 L.M.
48
43
44

45.0 1.38 N.M.

3
65
55
54

58.0 1.67 L.M.
48
47
53

49.5 1.52 L.M.

DM50
29
38
37

34.6 N.M.
33
35
30

32.6 N.M.

ME
24
28
21

17.6
30
26
38

31.3

F = 24.575 p = 0.0000 E = 22.635 p = 0.0001

TABLA XII. RESULTADOSDEL ENSAYO 4 CON LA CEPA WP2 uvrA

+S9

ANOVA



ENSAYO 1

—59

CEPA WP2 uvrA pKMlOl

+S9

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

1
23
26
18

22.3 1.11 N.M.
23
18
22

21.0 0.77 N.M.

2
30
28
35

31.0 1.55 L.M.
25
30
26

27.0 1.00 N.M.

3
38
40
30

36.0 1.80 L.M.
50
39
46

45.0 1.66 L.M.

DM50
21
20
19

20.0 N.M.
24
24
33

27.0 N.M.

ME
20
22
29

23.6
23
34
27

28.0

E = 8.279 p = 0.0032 E = 11.913 p = 0.0008

TABLA XIII. RESULTADOSDEL ENSAYO 1 CON LA CEPA WP2 uvrA pKMlOl

ANOVA
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Asimismo, los índices de mutagenicidad se incrementan como ocurría con el

número de revertante, en las muestras 2 y 3, alcanzando en ambos casos niveles de “ligera

mutagenicidad” (1.55 para la muestra 2 y 1.80 para la muestra 3). En este último caso se

roza la cualidad de “mutagenicidad positiva’, según la regla de las dosvecesempleadaen

nuestro estudio.

En cuanto al análisis estadístico, se calculé el ANOVAel cual resulté ser

significativo, con lo quesepuedeafirmar que las variacionesen el númerode revertantes

sean debidas a las diferentes concentraciones de las muestrasproblema,debido a las

diefemtes concentraciones de aguade las que procede cada una de ellas.

En el estudio paralelo con incorporación de la fracción microsomal (S9+), se

observó el mismo comportamiento en cuanto al número de revertantes por placa que en

el caso anterior, siendo similares en las muestras 1 y 2 con respecto al ensayo sin 59 + y

apreciandoseun aumentoconsiderableen el númerodeellasen el casode la muestra3.

El índice de mutagenicidad fue de 1.66 para la muestra 3, siendo de 0.77 y 1 para las

muestras 1 y 2 respectivamente.

El ANOVAde este ensayo también fue significativo por lo que si se puede

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

concentraciones de las muestras al añadir la fracción S9+.

Por ello podemos afirmar que:

1. Las diferentes concentraciones de las tres muestras influyen significativamente en

el númerode revertantes

2. La presenciade fracciónmicrosomaltambiéninfluye significativamenteen el caso

del número de revertantes

Asimismo, en la Tabla XIII se recogen los resultadosobtenidoscon el control

negativo (M.E.) y el control con disolvente (DMSO), estando ambos en los rangos de
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normalidad de la cepa que se estudia.

El controlpositivoserealizóconMetil-metano-sulfonatoparala mutaciónsin 59+

y con el 2-aminoantraceno para la mutación con S9+. En la Tabla XIV se especifican los

resultados obtenidos con dichos mutágenos estándar. La cepa respondió adecuadamente a

los mismos, ya quecomopuedeverseel númerode revertantesinducidospor el agente

empleadocomo control positivo, duplica al menos la media esperadade mutación

espontánea.

No apareciónefecto tóxico algunocon ningunade las muestrasensayadasy el

análisis de supervivencia que se efectué paralelamente fue asismimo adecuado (Tabla XV).

2.3.2 ENSAYO2

A la vista de los resultados obtenidos en el ensayo 2 que vienen recogidos en la

TablaXVI, seapreciaun incrementodel númerode revertantespor placaen las muestras

2 y 3 respecto a la muestra 1 y los controles.

De igual modo, los indicesde mutagenicidadse incrementaroncomoocurre con

el número de revertantesen las muestras2 y 3 alcanzandovalores de 1.6 y 1.77

respectivamente, lo cual se relaciona con la característica de “ligera mutagenicidad”. En

este caso la muestra 1 presenta un índice de mutagenicidad de 1.54, por tanto rozando

tambiénel nivel de “ligera mutagenicidad”siguiendocomopatrónla reglade lasdosveces

empleadaen nuestroestudio.

En cuantoal análisisestadístico,secalculó el ANOVA apreciándosecomoen el

casoanteriorun resultadoestadísticamentesignificativo el cual refleja la relacióndirecta

entre las variaciones en el número de revertantesy las diferentesconcentracionesde las

muestras problema.

En el estudioparalelocon incorporacióndela fracciónmicrosomalS9+,seoservó

queel númerode revertantestambiénvaen aumentosegúnseincrementala concentración
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TABLA XIV. ENSAYO DE MUTACION CON PATRON~osí~ivoPARA LA CEPA
WP2uvrA pKM 101

MUTACIONSIN S9

FATRON: N-metil-N’nitro-N-nitroso-guanidina (1*10.2 mg/placa)

ENSAYO COLONIAS/PLACA MEDIA
DESVIACION INDICE DE
ESTANDAR MUTACION

1—II 845, 879, 807 843,67 36,02 4,59

111—1V 875, 824, 860 853,00 26,21 4,94

MUTACION CON 89

PATRON: 2—Amino antraceno <i*ío~ mg/placa)

ENSAYO COLONIAS/PLACA MEDIA
DESVIACION INDICE DE
ESTANDAR MUTACION

1—II 845, 800, 849 831,33 27,21 5,13

111—1V 830, 900, 850 860,00 36,05 4,79



TABLA XV. SUPERVIVENCIA DE LA CEPA WP2uvrk pKM 101

ENSAYO 1-II

DILUCION
bacterias/placa

FRACCION S9
(ml/placa) MUESTRA

RECUENTO(colonias/placa) MEDIA

10-’ - 104, 102, 101 102,33

10-’ 5.10.1 - 112, 121, ¡17 116,67

10-’ - 10’ 102, 103, 108 104,33

10-’ 5.10’ 10-’ 119, 114, 122 118,33

ENSAYO 111-1V

DILUCION
bacterias/placa

FRACCION 59
(ml/placa) MUESTRA RECUENTO(colonías/1) MEDIA

10-’ - 183, 192, 179 184,67

10-’ 5.10-’ - 193, 184, 196 191,00

10-’ - 10-’ 135, 193, 152 160,00

10-’ 5.10-’ 10-’ 188, 192, 197 192,33



ENSAYO 2

—S9

CEPA WP2 uvrA pKMlOl

+S9

MUESTRA RV/P M.R. I.M. C RV/p M.R. I.M. 0

1
45
37
51

44.3 1.54 N.M.
33
27
36

32.0 0.96 N.M.

2
45
50
43

46.0 1.60 L.M.
40
38
39

39.0 1.17 N.M.

3
48
49
55

50.6 1.77 L.M.
60
49
47

52.0 1.56 L.M.

DMSO
29
25
32

28.6 N.M.
34
38
28

33.3 N.M.

ME
40
39
42

40.6
38
42
32

37.3

F = 11.093 P 0.0011 F = 7.784 p = 0.0041

TABLA XVI. RESULTADOSDEL ENSAYO 2 CON LA CEPA WP2 uvrA pKMlOl

ANOVA
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de las muestras, sin embargo, los índices de mutagenicidad,aunque presentanun

incremento progresivo en las tres muestras, son menores que en el caso anterior,

resultandovalaresque rozan la cualidadde “ligera mutagenicidad”sólo en el caso de la

muestra3 (índicede mutagenicidad=1.54), ya que en las muestras1 y 2 éstefuede0.96

y 1.18 respectivamente.

El ANOVA de éste ensayo resultó también ser sig~fi~~vo, lo que conílevaa

deducir que existen diferencias estadísticamentesignificativas entre el número de

revertantesy las concentracionesde las muestrasal realizarel ensayoen presenciade la

fracciónS9+.

Podemosconcluir diciendocomoen el ensayoanteriorque:

1. Las concentracionesde las muestrasinfluyen significativamenteen el númerode

revertantese indirectamentesobreel índice de mutagenicidad.

2. La presenciade la fracción microsomal influye de manerasignificativa en el

númerode revertantesinducidossegúnaumentala concentraciónde las muestras

problema

En la Tabla XIV se recogen los resultadosde los controlescon el mutágeno

estándar, en nuestro caso Metil-metano-sulfonatopara la mutación sin S9+ y 2-

Aminoantracenopara el experimentocon S9+. En amboscasos la ceparespondióde

forma correctaa los mismos.

El análisisde supervivencia(TablaXV) resultóasimismoadeuadoy no sedetectó

efectotóxico algunoen ningunade las muestras.

2.3.3 ENSAYO 3

En el ensayosin fracciónS9+, seobservaun mayornúmerode revertantesde las

muestras2 y 3, las cualessecorrespondencon las mayorestasasde concentradosdel agua

problema(TablaXVII).
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ENSAYO 3

—59

CEPA WP2 uvrA pKMlOl

+59

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

1
38
42
46

42.0 1.34 N.M.
40
30
35

35.0 0.81 N.M.

2
55
46
50

50.3 1.60 L.M.
42
50
39

43.6 1.01 N.M.

3
63
58
49

56.6 1.81 L.M.
71
70
65

68.6 1.60 L.M.

DM50
30
35
29

31.3 N.M.
42
48
39

43.0 Ni.!.

ME
35
28
42

35.0
37
27
25

23.0

F = 11.344 p = 0.0010 F = 25.846 p = 0.0000

TABLA XVII. RESULTADOSDEL ENSAYO 3 CON LA CEPA WP2 uvrA pKM1O1

ANOVA
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En lo referentea los índicesde mutagenicidadobservamosvalorescorrespodientes

a la cualidadde “ligera mutagenicidad”en el casode la muestras2 y 3, con unosíndices

de mutagenicidadde 1.60y 1.81respectivamente.Parala muestra1 el índicefue de 1.34,

considerándolopor tanto no mutagénico.

Siguiendocon la tónicadeanterioresensayos,el análisisde la varianzaresultoser

significativo, al alcanzarsela significación estadística,por lo quese puedeestablecerla

relaciónentreel aumentodel númerode coloniasy las concentracionesde las muestras

ensayadas.

En el ensayo realizado añadiendo la fracción microsomal 59+, el número de

revertantesfue aumentandoen relaciónalas muestrasensayadas.En estecaso, los indices

de mutagenicidad,tambiénse incrementaronprogresivamenteconformea lo hacen las

concentracionesde lasmuestrasde ensayo,aunquecon valoresinferioresa los del ensayo

sin fracción 59+, sin embargosi se alcanzóel nivel de “ligera mutagenicidad”para la

muestra3 (índicede mutagenicidadde 1.60).

El análisis estadísticoal realizar el análisis de la varianza fue igualmente

significativo en el ensayo con fracción 59+, es decir, existe relación estadísticamente

significativa entre el aumento del número de revertantesy el incremento en las

concentracionesde las muestrasestudiadas.

En la Tabla XIV se exponenlos resultadosde los controlespositivos, tantopara

el ensayosin S9+ comoparael ensayocon fracciónmicrosomal.La respuestade la cepa

en amboscasosestuvodentrode los límites aceptables.

El análisis de la supervivencia viene recogido en la Tabla XV, no apreciándose

efecto tóxico alguno.
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2.3.4 ENSAYO 4

Los resultadosde ésteensayovienenrecogidosen la Tabla XVIII.

En el ensayosin S9+, el númerode revertantesy la mediade los mismos,sevan

incrementando conforme también aumentan las concentraciones de las muestras de estudio.

En este caso se alcanzaron valores de “ligera mutagenicidad”para las muestras 2 y 3, las

cuales mostraron unos índices de mutagenicidad de 1.6 y 1.82 respectivamente.

El ANOVA también fue significativo en este caso, por lo que podemos afirmar que

las variaciones en el número de revertantes tienen relación con las distintas concentraciones

ensayadas.

En cuanto a los resultados obtenidos en el ensayo realizado con fracción S9+, se

aprecia similar comportamientoal del caso antenor, con un incremento progresivo en los

valores de los índices de mutagenicidadsegúnaumentala concentraciónde las muestras,

correspondiendo unas cifras de 0.96, 1.40 y 1.61 para las muestras 1, 2 y 3

respectivamente. Se observa asimismo que a la muestra 3, la de mayor concentración, le

correspondela calificación de “ligera mutagenicidad”.

El exámenestadísticodel estudiocon fracción S9+, tambien fue significativo

concluyendo por tanto una relación directa entre el número de revertantes y las

concentracionesde las muestrasensayadas.

Tantolos controlespositivos(TablaXIV) comolos análisisde supervivenciade la

bacteria (Tabla XV), resultaron adecuados y no apareció rastro de toxicidad.

En el estudio sin S9+ el número de revertantes presentó un incremento progresivo.

En cuanto a los índices de mutagenicidad también fueron en aumento, resultando no

mutagénicos para las muestras1 y 2 (1.03 y 1.23 respectivamente),y parala muestra3

alcanzó la calificación de “ligera mutagenicidad” al obtenerse un valor dc 1.55.

El ANOVA fue estadísticamente significativo para el experimento sin S9+.
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ENSAYO 4

—59

CEPA WP2 uvrA pKMlO1

+59

MUESTRA RV/P Mdi. I.M. O RV/P Mdi. I.M. O

1
25
30
32

29.0 1.23 N.M.
30
27
28

28.3 0.96 N’.M.

2
38
33
43

38.0 1.61 Li.!.
35
42
46

41.0 1.40 N.M.

3
45
46
38

43.0 1.82 Li.!.
46
50
46

47.3 1.61 L.M.

DM50
24
20
27

23.6 N.M.
26
30
32

29.3 N.M.

ME
30
32
36

32.6
25
29
20

24.6

F = 10.862 p = 0.0012 F = 20.178 p = 0.0001

TABLA XVIII. RESULTADOSDEL ENSAYO 4 CON LA CEPA WP2 uvrA pKMIOl

ANOVA



Resultados

3. RESUMENDE LA EVALUACION MUTAGENICA

Comoresumende la evaluaciónmutagénicadelos concentradosorgánicosdorados

procedentesde aguasde consumopúblico, podemosdestacarlos siguientesresultados:

1.En cuantoa las cepasde estudio,la mássensibleparadestacarla mutagenicidad

inducidapor las muestrasproblemapareceser la WP2 uvrA pKM 101. Las cepas

restantesnos ofreceníndicesde mutagenicidadmenoresen todos los ensayos,tal

y comoviene reflejado en las TablasXIX y XX, dondese resumenlos indices

mediosde mutagenicidadtanto en presenciacomoen ausenciade S9+.

2. En cuantoala relaciónnúmerode revertantes/aumentode lasconcentraciones,

este gradientese mantieneparatodaslas cepasdel estudio,tañto en el ensayosin

fracciónmicrosomalcomoen la experienciacon activaciónmetabólica.Esto indica

que según aumenta la concentración de los residuos orgánicos en las muestras, se

incrementa la reversión inducida. El grado de significación estadística de ésta

asociación,queviene dadopor el cálculo delANOVA, corroborédicha situación.

3. En cuanto a la fracción S9, se observa una disminución de la actividad mutagénica

en los ensayos con activación enzimática con respecto a los ensayos sin S9. Este

hecho es notorio en las tres cepas estudiadas, aunque quizás más en el caso de las

cepas WP2 y WP2uvrA pKMlOl. El ANOVAde los ensayos realizados con

fracción microsomal reflejé una relación directa estadísticamente significativa entre

el aumento del número de colonias y las diferentes concentraciones de las muestras.

4. En lo que respecta a la evaluación mutagénica, podemos afirmar que ninguna de

las muestras de concentrados de aguas de consumo público ensayadas se han

mostrado como mutagénicas, al no alcanzar los índices de mutagenicidad el valor

2, necesario para calificar un producto como mutagénico en el test de Escherichia

coli, según la “regla de las dos veces”.
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5. Loscontrolespositivosefectuadosparacadacepadeensayo,vienenresumidosen

la Tabla XXI, donde se puede comprobar que todas las cepas respondieron

adecuadamente. No hubo además rastro de toxicidad en ninguna de las pruebas y

las medidas de supervivencia de las bacterias fueron asimismo satisfactorias.
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TABLA XIX. INDICES MEDIOS DE MTJTACION SIN S9

CEPAS

WP2 WP2 uvrk

WP2 uvrA

~íoí

1 1,07 1,14 1,30

2 1,41 1,51 1,58

3 1,59 1,69 1,80



TABLA XX. INDICES MEDIOS DE MUTACION CON S9

MUESTRA
CEPAS

WP2 WP2 uvrk
wn uvrA

KM 101

1 0,79 0,84 0,87

2 1,19 1,19 1,14

3 1,40 1,44 1,60



TABLA XXI. INDICES MEDIOS DE MUTACION CON PATRONES
~osm VOS

CEPA SIN S9 CON S9

WP2 20,77 18,21

WP2uvrk 13,11 11,14

WP2uvrA pKM 101 4,76 4,96



y. DISCUSION



1. CLASIFICA ClON DE LOS TESTS DE MUTAGENICIDAD

Los numerososensayosde mutagénesisvarian en cuanto a su sensibilidad,

complejidady su habilidadpara detectarpotencialescarcinógenos.

Los testde mutagenicidadpuedenser clasificadossobrevariasbasesque incluyen:

- si se realizan in vivo o in virro

- si utilizan organismoseucariotaso procariotas

- el tipo de mutaciónquemiden

A. Algunos tests de mutagenicidadse realizan iii vitro con bacterias,levaduras,hongos

o cultivos celulares.Otros tests,comolos de la traslocaciónheredabley los específicos

de locus sonrealizadosin vivo utilizando mamíferoscomoorganismosde ensayo.

Para nuestraexperienciahemos utilizado un ensayo iii vftro ya que estos se

considerancomolos mássencillosy más sensibles(20).

B. Tantoel test de Amescomoel deE. coli usancomomutantesorganismosprocariotas.

El material genéticode los procariotastiene diferenciasbásicascon respectoal

material genéticode los eucariotas.Estasdiferenciasentrelos dos sistemaspuedentener

un impactosobreel valorpredictivo del testa la horade la detecciónde carcinógenos.

Debido a quealgunoscompuestosquímicosno son mutagénicoso carcinogénicos

por si mismos, requierensistemasenzimáticosqueestén presentesen los organismos

huéspedeso bien queseanincorporadosal ensayo.

Por su inmediataaplicación al hombre, las investigacionesencaminadasa la

detecciónde mutígenosdeberíanhacersecon mamíferos,ya seain vivo, ya en sistemas

in vitro.

Sin embargo, los procariontes y algunos eucariontes inferiores (por ejemplo

hongos), resultan de más fácil manejo.
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El problema tiene una doble vertiente: si cierto compuestoquímico resulta

mutágenoal ser ensayadoen Escherichia coli, parecerazonableque las autoridades

competentespongana dicha sustancia“en cuarentena”como potencialmutágenoen la

especiehumana,aunqueesposiblequedespuésno seconfirme.

Sin embargo, podría ocurrir, y de hecho ha ocurrido y esto es lo verdaderamente

peligroso, que el producto ensayado no resultan mutagénico en la bacteria, siéndolo y

mucho en potenciapara el hombre.

Por ejemplo, condensados de humo de tabaco resultaban no tener actividad

mutágenaen cultivos de Salmonella. Sin embargo, si se añaden al medio de cultivo

extractos decélulasde pulmóno hígado,entoncesresultaqueel condensadodel humodel

tabaco se comporta como un poderoso mutágeno (125).

De cualquier manera, éstos sistemas in vitro no mimetizan exactamente los

resultadosobtenidosen animales,a pesar de la introducción de sistemas de activación

microsomal,pero pretendensuplir las reaccionesenzimáticasque tienenlugaren ellos.

C) Segúnel ensayode mutagenicidadsedetectandistintos tipos de dañogenético(126).

Los tipos de daño genéticose establecenen dos categoríasbásicas: mutaciones

genéticas y ~aberracionescromosémicas (2).

Los sistemas de mutagénesisbacterianacomo el test de Ames y el de E. Col!

detectan sólo mutaciones genéticas; otros ensayoscomoel de la traslocaciónheredable

detectan solamente aberraciones cromosómicas; algunos sistemas como uno que emplea

Drosophtla son capaces de detectar ambos tipos de daño genético (20).

Debido a que el procesoinicial de la carcinogénesisinducida por productos

químicos es unamutacióngenética(18), el ensayoelegidopor nosotrosparael estudiode

mutagenicidaddeconcentradosorgánicosen aguade bebidaesteóricamenteunodelosque

imitan másde cercalos procesosde iniciación de la carcinogénesis(20).
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1.1 APLICACIONES DE LOS TESTSDE MUTAGENICIDAD

La predicciónde la carcinogenicidadde manerarápiday económicatiene varios

usos, los cualesincluyen:

- Cribadode productosambientalescon potencial efectocarcinógeno(127).

- Identificaciónde posiblescarcinógenosen fluidos corporales(128).

- Comprensiónde los mecanismosde activaciónde carcinógenosquímicos y su

reaccióncon el ADN (129, 130).

- Análisisde compuestosquímicossintéticos.

De las aplicacionesanteriormenteenumeradas,la que tiene mayor interéses el

despistajede productosquímicosparadescartarsu posiblecarcinogenicidad.

Dentrode los compuestosquímicosquetienenimportanciahoy díapor su posible

trascendenciaparala saludde los seresvivos, hemoselegidoparallevar a cabonuestro

estudioaquellosquese forman comoresultadode la reaccióndel cloro utilizadoparala

desinfeccióndel aguacon la materiaorgánicaquecontieneésta.

Las condicionesbajo las cuales se realizan éstos tests son muy exigentesy la

interpretaciónde los mismoses dificultosa.

1.2 VALIDACION DE LOS TESTSDE MUTAGENICIDAD

Los estudios de validación de los tests de carcinogenicidad se realizan a través del

exánien de diversas series de compuestos,algunos de los cuales son carcinógenos

conocidos y otros no.

Los resultadosde éstosestudiosde validación nosdanunaideaaproximadade lo

efectivoqueseráel testa la horade predecirla actividadcarcinogénicade un determinado

compuestoquímico.
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Los tres índices más comunes para expresar el rendimientode un ensayoson

sensibilidad, especificidad y valor predictivo.

Estos términos deben ser usados con precaución a la hora de comparar dos sistemas

en diferentes estudios de validación o cuando se va a predecir el rendimiento de un test

ante una serie de compuestos químicos nuevos.

1.2.1 CRITERIOS PARA UNAVALIDACION EFECTIVA

A la hora de diseñare interpretar los resultadosobtenidosde un ensayode

mutagenicidad,la experienciasugierequea nivel generaldebeprestarseatenciónespecial

a los siguientescriterios:

A. Consideración del producto químico como carcinógeno o no carcinógeno.

Esta decisión es bastantedificultosaen base a los estudios de carcinogenicidaden

animales. De cualquier modo, la definición de no-carcinogenicidado débil

carcinogenicidad es más complicada que la determinación del producto como

carcinógeno.

La ausencia de un efecto es difícil de demostrar y la afirmación más precisa es que

“dentro de un sistema particular no se observó efecto carcinogénico”.

De cualquier modo, hay ejemplos de químicos en los cuales se ha obtenido un

resultado negativo para carcinogenicidad en estudios con animales y posteriormente

mostraron ser positivos en los tests predictivos. Si se volvía a analizar el producto

químico en un estudio animal más riguroso mostraba entonces ser carcinógeno.

De ésto se deduce que es muy importante valorar la carcinogenicidad de forma

cuidadosa.
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El mejor métodopara lograr esteobjetivo es revisar los datospor un grupo de

expertos y convenir en una clasificación. El único estudio devalidaciónqueemplea

éstatécnicaes el Estudiode ColaboraciónInternacional(32).

Tambiénpuedenseguirselas recomendacionesde la IARC o EPA descritasen este

sentido(131).

B. El estudiodeberásercodificado.

Se lograráunavaloraciónmásobjetivadel rendimientodel test si el investigador

no conocelas consecuenciasesperadassobre los resultadosdel mismo.

C. Sedeberáhacerconstarun resultadoclaramentepositivoo negativo.Los resultados

dudososno puedenserresueltosparaquitar rendimientoal test.

D. Los compuestosquímicosempleadosen el estudiode validaciónseránde elevada

y conocidapureza,y se tendráen cuentala comparacióncon los datosobtenidos

de otrosestudiosde carcinogenicidad.

E. Los compuestosa ser analizadoscubrirán un amplio espectro de clases de

productosquímicos. Paraconseguirésteobjetivo con relativospocosproductos,

sepuedenusarparesde compuestosde la misma clasede químico, uno de los

cualesescarcinógenoy el otro no (132).

F. Cuantomayor seael númerode compuestosquímicosa estudiar,mayor serála

basede datosobtenida.

O. Es importantea la hora de validar un test realizarcolaboracionesentredistintos

laboratoriosde prestigioparaevaluarla variabilidaddebidaa éstacausa.

Nosotros hemos tenido como laboratorio de referencia en este sentido al

Departamentode Toxicologíay Nutrición del CentroNacional de Investigacióny

Nutrición de Majadahonda(Instituto de SaludCarlosIII).
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1.2.2 ESTADIOSEN LA VALIDACION

En los pasadosañosun amplio númerode tests han sido desarrolladosy usados,

identificándose en una reciente revisión más de 100 ensayos(133).

El uso de tests predictivos no estaría basado únicamenteen el establecimientode

hipótesis acerca de los mecanismos moleculares de la inducción del cáncer y la mutación,

sino que la selección de los mismos debe hacerse en base a su capacidad para predecir la

carcinogenicidad.

El desarrollo de un test hastaque está completamenteestablecidocomo test

predictivo evoluciona en una serie de etapas. Dichos estadios son:

A. Estadio 1: Test en desarrollo. En ésta etapa se cree que el test predictivo tiene

algún valor y pueden deducirse algunos mecanismos de vinculo con la inducción

química del cáncer. Durante ésta etapa han sido analizadosentre 10 y 100

compuestos químicos.

En este grupo destacanciertos tests como el de la inducción de hepatocitos

resistentes in vivo en la rata, la fragmentacióndel ADN por elución alcalina, la

transformación de células embrionarias de rata infectadas viralmente, la

transformación de líneas celulares establecidas, las aberraciones cromosómicas in

vftro en células de ovario de hamster chino, etc...

B. Estadio 2: Test desarrollado.El test habrá de ser sometido a un estudio de

validaciónformal dondese analicenmásde 100 compuestos químicos de diversas

clases.

En esteestadioseconsideraqueun testestapreparadoparaserusadocomoensayo

decarcinogenicidadsiemprequedemuestreventajasadicionaleso complementarias

sobrelos tests existentes.
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Dentro de éstegrupo se incluyenaquéllosquedetectanreparacionesen el ADN

bacteriano(en E. coli y B. subtillis), recombinaciónmitótica en £ cerevisaeD3,

transformaciónencultivosembrionariosprimariosdehamster,ensayoletal recesivo

en Drosophila,ensayoletal dominanteen ratón, etc...

C. Estadio3: Testpredictivo establecido.Los testsen ésteestadioestánen usoen un

amplio número de laboratorios y un gran número de sustanciasquímicas,

idealmentemásde 1000, ya han sidoanalizadas.

Hasta el momento actual se han validado adecuadamente dos tests en este grupo,

el ensayo microsomal en Salmonellañphyrnuriumy el test de Eschericiacoli WP2

(1).

1.3 CARACTERISTICAS DE LOS TESTS EMPLEADOSEN NUESTRO

ESTUDIO

Uno de los problemasde los tests a corto plazo es la eleccióndel ensayomás

sensible y mejor validado dentro de las categorías de estudios que detectan mutaciones

genéticas.

De esta manen,el comité de expertosbajo la denominaciónde OECD (1980)

(117), sugirió que los compuestosdebenser analizadosen célulasprocariotastanto en

Salmonella(incluyendolas cepasTA 100, TA 98, 1535, 1538) comoen Escherichiacoli

(empleandolas cepasWP2, WP2 uvrA, WP2 uvrA pKM 101).

Parallevar a cabo nuestroensayohemosempleadoel Test de F.scherichiacoli,

tomandocomo referenciapara nuestrosresultadosel Test de Ames quese basaen la

utilización de una cepa de Salmonella¡yphímurium,al ser esteel ensayomásvalidadopor

numerosos laboratorios y del que se disponen más datos (11, 12).

Ambos tipos de tests pertenecenal estadio3, segúnel cual se tratade ensayos

perfectamenteestablecidos,porestarazónserecomiendautilizar el testdeEscherl chía colí
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en tandemcon el test de Salmonella(32).

Por otro lado, el apoyarseen un sólo ensayopodríagenerarun aumentoen el

númerode falsos positivos y negativos.De ello se deducequeel Food SafetyCouncil

(1980) (32), sugierala aplicaciónde unabateríade ensayos comométodoparalimitar la

incidenciade resultadosquepudieranllevar a confusión.

Seguidamentesedescribesomeramentelas propiedadesdel test.

El sistemade ensayoqueutiliza Escherichiacoli como organismo indicador (38)

ha sido hasta ahora menos empleado que el ensayo microsomal con Salmonella

ñphymurium.

De cualquier manera, es muy similar en concepto al ensayo con Salmonellay tiene

rendimiento útil, características que permiten clasificarlo como un test establecido.

La sensibilidaddel test de Escherichiacolí en el estudiorealizadopor Dyrby y

Ingvardsen(1983) (134) fue del 91% y va completamentepareja con la sensibilidad

obtenida en el mismo estudio para el test de Salmonella(72%).

Esto último divergede las informacionesaportadaspor Brusicket al. (1980) (39),

y esta diferenciapuededebersea las nuevascepasportadorasde plésmidos.

Si comparamos los ensayos de mutagenicidad usando Salmonellay E. Colí WP2

llevadosa caboen dos laboratorios (135, 136), se obtuvieron similares resultados.

Dos laboratoriosusaron éste ensayo en el ProgramaInternacional(32), y los

valores de sensibilidad y especificidad fueron similares a aquéllos producidos por el ensayo

microsomalcon Salmonella:el rangode valoresparasensibilidadosciló entre55-73% y

paraespecificidadvarió entre59-81% (135, 32).

Una ventaja adicional del sistema que utiliza E. cdi es su capacidadpara detectar

carcinógenos metálicos (137).
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Entre susdesventajaspodemoshacer menciónde dos circunstancias:

- La pared celular es una barrerapara moléculasgrandesque podrían producir

mutación si pudieran reaccionar con el ADN.

- La especificidaden el mecanismo de reversión está orientada a mutágenos que

causansustituciónde paresde bases;algunosagentesqueactiansolamentecomo

mutágenos “frameshift” no serían detectados.

Asimismo, la precisión alcanzada en la identificacióncorrectade carcinógenos,ha

llevado a algunosinvestigadoresa sugerirla ideade quela potenciamutagénicade éstos

dos tipos de tests estaríacorrelacionadacon la potenciacarcinogénica(138, 139).

A pesar del amplio uso de éstos tests existen limitaciones a la hora de interpretar

los resultados obtenidos en ellos, dichaslimitacionesincluyen:

1.3.1 FALSOSNEGATIVOS

Numerososfactores pueden ser responsablesde falsos negativosen los tests

bacterianosanalizados:

A. Estructuraquímica de la sustancia a analizar.

El tipo de compuestoquímico objeto de ensayotiene gran importancia en la

sensibilidad de la técnica de mutagénesis.

El test de Amesy el de E. coil hansido propuestoscomo métodoseficientespara

determinarel potencialcarcinógenode algunosquímicos(138, 140).

Sehanllevadoa cabosietegrandesestudios(27, 138, 135, 29, 141, 142, 143)con

el fm de evaluarel valor predictivo de los dos test mencionadosa la hora de detectar

carcinógenos.

No hemosencontradoen la bibliografíaconsultadaningúnestudioquenosmuestre

la sensibilidaddel test de Fscherichia colí frentea los mutígenoscontenidosen un agua
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de consumo público.

B. Toxicidad de la sustancia a estudiar

Algunos compuestosquímicos pueden ejercer acción bactericida sobre los

organismosde ensayo, pudiendo falsear el resultado (29). Un buen ejemplo de este

problemason los antibióticos.

Paraevitar esteposibleerror hemosllevado a cabo,paralelamentecon el testde

Escherichiacolí, ensayosde supervivenciabacteriana,comprobandoqueningunade las

muestrasa lasconcentracionesestudiadaspor nosotrosdisminuyeel númerodebacterias

viables por placa de modo significativo.

C. Naturalezadel sistemadeactivaciónmetabólica in vitro

El sistema de activación más usado consiste en una fracción de microsoma-citosol

de hígadode rata o fracciónS9 (123) quecontienealgunosde los enzimasde activación

y/o detoxificaciónnecesarios,perono todoslos queestínpresentesen el sistemaanimal

(144).

De lo anterior se deduceque los sistemasactivadosno siempremimetizan las

reaccionesque tienenlugaren animalesintactos (134).

Decualquierforma un númerode factorespodríanafectarla capacidaddel sistema

de activaciónparareproducirel metabolismoin vivo. Estosfactores incluyen:

la especieanimalde la cual seobtieneel sistemade activación

el tejido fuentedel sistemade activación

el uso de un agenteinductor

el tipo de agenteinductor

el uso de potenciadores
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- la presenciade inhibidoresde la mutagénesis

La capacidadde activación de la fracción 59 de hígado puededependerde la

especie animal de la que se obtiene el hígado (145), debido a que existen grandes

diferencias entre distintas especies animales a la hora de metabolizar compuestos (151).

Por ejemplo, la activación del producto de la pirólisis del triptófano, Trp-P-2, con

fracción59 de hígadode hamster,es 370 vecesmayor quecon fracción 59 de hígadode

monoy 30 vecesmayorqueconfracción59 de hígadode ratacuandosoncomparadascon

fraccionesde hígadono activadas(145).

En varios casos,el uso de cultivos de hepatocitosprimarios como sistemade

activación ha mostrado tenerventajassobrela fracción S9 (146, 147, 148).

Según se utilizara una u otra forma de activación, al final se obtendrían metabolitos

diferentes, con lo que cada situación podría dar resultados engañososbajo parecidas

circunstancias.

Ademásdel sistemaS9y de los sistemasde célulasde mamíferos,sehanutilizado

fracciones subcelulares de plantas, núcleos de células de mamíferosaislados,extractosde

célulasdeflora anaeróbicapredominantementeintestinal,hígadoaisladoperfundido,etc...

El tejido fuente para el sistema de activación puede ser también un factor

importante,debidaaqueapartedel hígadoexistenotrosórganoscomoel pulmón,el riñón

y el intestinoquetambiéntienencapacidadparametabolizarcarcinógenosy mutágenos.

Partiendode que la administraciónoral es la ruta parala ingestiónde alimentos,

el poderdeactivacióndel tractogastrointestinalpuedetenerconsiderablerelevancia(149).

Determinadasagentesinductoresjuegan un papel vital en la activación de

mutígenosin vivo; de maneraqueel pretrataniientode los animalesconun agentede éstas

característicasincrementala capacidadde activacióndel sistemain vftm (123, 145).
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El máspopularagenteinductoresel Aroclor 1254, que es una mezclade bifenilos

policlorados(PCB) (123).

También se han empleado otros agentes inductores incluyendo fenobarbital, 3-

metilcolantreno,y unainducciónsecuencialdefenobarbitaly beta-naftoflavona(123, 150).

La inducciónconPCBespreferidadebidoaquees un inductor de amplio espectro.

El sistemafenobarbital-beta-naftoflavonaes igualmenteefectivoy posiblementeun

sustituto segurodel anterior(150).

Varios comutígenoshansido identificadosen añosrecientes;éstassustanciasno

son mutagénicasen si mismas, sino que se comportan en casos concretos como

potenciadores o debilitadoresde la posible mutagenicidadde otras sustancias.Así por

ejemplo, el azobenceno potencia la mutagenicidad del 4-dimetilaminobenceno (132).

D. Inadecuadosistemade transportede membrana

El transportea travésde la membranacelularpuedeserotrofactor responsablede

falsosnegativosya quepuedediferir segúnsetratedebacteriaso decélulasde mamífero.

Así, por ejemplo, la Actinomicina D, es negativaen el test de Ames (141)

presumiblementeporqueno es transportadaa travésde la membranabacteriana(30).

E. Incapacidadparadetectaraberracionescromosómicas

En algunoscasos,la formaactivadade la sustanciaa estudiarpodríaserdemasiado

lábil paraalcanzarla concentraciónnecesariacomoparapermitir la difusióndentrode la

bacteria.

Un ejemplodel casoanteriorpodríaser la griseofulvina,un conocidocarcinógeno,

quecausadisfunciónen el aparatomitótico, un procesomutagénicoy presumiblemente

carcinogénicoque no puedeser detectadoen células microbianas.La griseofulvinaes

negativaen el test de Ames (141).
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1.3.2 FALSOS POSITIVOS

Se han hecho estudiosreferidos a la posible carcinogenicidadrelacionadacon

mutágenosvehiculadospor los alimentos.

Fukuoka(126),mostróquelos mutígenosflavonoidesprocedentesde malashierbas

de enebro eran carcinogénicaspara ratas, indicando que esas sustanciaspueden ser

negativas en los tests bacterianos.

Thompson (151), ha recopilado datos de respuestas citogenéticas in vitro vs. in vivo

de 216 químicos.

El análisis de los datos confirma queuna respuestanegativain viro es altamente

predictiva in vivo; de cualquiermodo, una respuestapositiva in viro espredictivade un

resultado positivo br vivo solamenteparacercade la mitad de los químicos analizados.

Existenevidenciasquelosproductosderivadosde la pirólisis del triptófanopueden

ser carcinógenos, concretamente el Trp-P-2 induce la transformaciónin vivo de células

embrionalesde hamstery el Trp P-1 inducefibrosarcomaen el mismo animal cuandose

administra subcutáneanxente (152), y ambosTrp-P-1 y Trp-P-2 inducen la formación de

enzimas alterados en hígado de rata cuando se administran intraperitonealmente (153), lo

cuales un signo tempranode hepatocarcinogénesis.

De cualquier maneraTrp P-1 y Trp P-2 son inactivadospor deaminaciónen

presenciade nitritos bajo condicionesfisiológicamenteparecidasa lascondicionesácidas

del estómago.

Consecuentemente,los productosderivadosde la pirólisisdel triptófanopuedenno

sercarcinógenoscuandoseadministranvíaoral.

Varios factorespuedenser responsablesde la incidenciade falsospositivosen los

testsbacterianosincluyendo:
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A. ACTIVACION BACTERIANA de compuestosquímicos

Si la bacteriaempleadatieneenzimascapacesde metabolizarel compuestoquímico

a una forma activay si estosenzimasno estánpresentesen mamíferos,se puedegenerar

un resultado falso positivo (140).

Esteproblemalo hemossolventadoen nuestroensayoal emplearEscherichiacol!,

microorganismo presente en la flora intestinalde los mamíferos.

B. LaAUSENCIA DE CAPACIDAD PARA REPARARel ADN, como sucede con

la Salmonellay el E. col!, puedecontribuira la incidencia de falsos positivos, aunque no

sepuedenidentificar ejemplosespecíficos.

C. Presencia de IMPUREZASMUTAGENICASobviamente podrían generar falsos

positivos;así,en la sacarinaseencontraronhastadocetipos de impurezas.Dichoproducto

en su forma purificadano ha sido mutagénicoen los testsbacterianos(154).

En nuestrocaso, las muestrasno han sidopurificadas,ya que lo quese pretende

es evaluarla posibleactividad mutagénicaglobalmenteconsideradade los concentrados

de aguade bebida.

D. LIMITACIONES EN LA SENSIBILIDAD de los ensayosde carcinogénesis

En algunoscasoslos ensayosde mutagenicidadpuedenno ser lo suficientemente

sensiblescomo para detectar potencialescarcinógenosque son identificados como

mutágenosen los testsbacterianos(20).

Esta situaciónpodríadar lugara un aumentoen los falsospositivosquerealmente

no serían falsos.

SegúnMcCanny Ames (140), algunosde éstosfalsospositivoscorresponderíana

mutágenosdébiles, incluso otros maspotentesestánincluidos en la categoríade falsos

positivoscuandola evidenciade mutagenicidadno escontundente.
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E. ExclusióndeimportantesMECANISMOSDE DETOXIFICACIONy protección.

Los testsde mutagenicidadbacterianospuedenexcluir importantesmecanismosde

detoxificacióny protección,que si estánpresentesen mamíferos.

El efectodel ácidogástricoy del nitrito en los pirolisatosdel triptófanopodríaser

un buen ejemplo.

La acción enzimática de la flora intestinal, las limitacionesimpuestaspor la ingesta

y el transportea nivel gastrointestinal,las víasde excrecióny la detoxificaciónen tejidos

extrahepáticos representan ejemplos clarosde mecanismosde defensaqueestánexcluidos

en los tests bacterianos y que pueden ser motivos de falsos positivos.

2. METODOS DE ENSAYO

El sistema de reversión de Escherichiacol! trpt puede ser estudiado utilizando el

mismoprotocoloqueel testde Ames, simplementesustituyendola fuentede histidinapor

triptófano (155).

2.1 ENSAYO DE INCORPORACION EN PLACA

Es preciso tener en cuenta las relacionesmutagenicidad-toxicidady mutación

espontánea-inducidaa la horade evaluarel resultadoobtenidocon esteprocedimientode

ensayo.

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

concentraciones de un producto químico sobre las bacterias podría enmascarar el efecto

mutagénico,sobretodocuandola acciónletaldel compuestoseaelevadaaconcentraciones

debilmentemutagénicas;o bien podríainducir a error en la interpretaciónde resultados,

ya que las colonias revertantes crecen sobre un césped de bacterias auxotróficas que

aparecendebidoa lastrazasde triptófanoqueseañadenal medio,de forma queen el caso

de que la concentración ensayada sea tóxica y por tanto produzca una muerte masiva de

las bacteriastrp-, habrámayorcantidadde triptófano paralas supervivientes.
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A consecuenciade lo anterior, se producirámayor división celular y aparecerán

colonias pequeñas que pueden confundirse con revertantes inducidas, sin serlo. Por ello

es por lo quedebeexaminarsesiemprecon atenciónel céspedbacteriano.

En el segundocaso, la relación mutación espontánea-mutacióninducida debe

tenersesiempreen cuenta.

Hay dos clasesde mutantesespontáneas:

- Mutantes preexistentespresentesen la población celular en el momento del

plaqueado.

- Mutantesde la placa, las cualesse desarroflanduranteel periodode crecimiento

en la misma.

En la práctica casi todos los mutantesespontáneospertenecena la segunda

categoría.

El número de mutantesde la placa dependedel número final de bacterias

auxotróficaslascualescrecenen la placade agarselectivoy por lo tantoson capacesde

mutar.Estea suvez,dependedel suplementode triptófanoen lasplacasde agarselectivo

y es independientedel númerode bacteriasplaqueadas.

En cuantoa la cantidadde bacteriasplaqueadaslos limites se encuentranentre

5*107 y 2*108), obtenienodsela máximasensibilidadcuandoseplaquean2*108 células.

Se recomiendaun númerode mutantesespontáneasparala cepaWP2 de 2*108 y

de 3*108 célulasviablesparaWP2 uvrA- (39).

En lo referenteaestepunto,hemosseguidolas recomendacionesquehacenGreen

y Muriel (38) en suprotocolo.
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2.2 ENSAYO DE PREINCLJBACIONEN PLACA

Estamodificacióndel ensayodeincorporaciónenplacafue propuestapor Amesen

1975 y consiste en incubar la bacteria, el mutágeno y la fracción microsomal durante 30

minutos, a 370C, antes de añadir el agar líquido.

El método es más sensible que el ensayoen placaconvencional(145), debidoaque

el compuesto a ensayar, la bacteria y la fracción microsomal se incuban a una

concentraciónsuperior,facilitándoseasíel contactoentreellos y haciéndosemásfactible

la metabolizacióndel compuesto.

Sin embargo,Ames lo propusosólo comoapoyoal métodoconvencional,ya que

aunqueexistenproductosquehan sido eficazmentedetectadospor este métodocomala

dietilnitrosamina, existen otros que no se detectan. Esto puede debersea que la

preincubaciónrequiereun periodode tiempo(20-30minutos),duranteel cual los enzimas

han de estar a 37<’C, temperaturaa la cual los microsomaspierden su actividad

rápidamente,mientrasque en el ensayo convencionalpermanecenactivos entreseis y

nuevehoras,probablementedebidoa la estabilizaciónde los enzimasinmovilizadospor

el agar.

En todo caso,el métododepreincubaciónseconsideraventajosoparacompuestos

quedebidoa su inestabilidadrequierenunarápidametabolizaciónparaejercersu efecto

mutagénico.

En este últimopunto nosbasamosparaelegirel ensayoconvencionalen placaen

lugar de la preincubación,dado que la literatura consultadasobre el tema (156), nos

informabaquela mutagénesisderivadadeaguasdebebidadoradasdisminuíaen presencia

de 59 mix en el testdeAmes.Por tantonospareciómásadecuado estudiar los compuestos

sin preincubación,paravalorarmejor supotenciamutagénica.
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Otrasposiblesformasde realizarel test de Escherichiacol! seríanlas siguientes:

- Test de la mancha,en el cual una pequeña cantidaddel compuestoa estudiarse

plaqueadirectamenteen unaplacade agarselectivo. Este métodoes demasiado

insensiblepara el screeningrutinano.

- Tratamiento y test de la placa, donde una cepa es tratada con el agente a analizar

y posteriormente plaqueada para determinar supervivencia y frecuencia de

revertantestriptófano~.Estemétodoes menossensiblequeel protocolode Ames,

peroes útil paraunamedidacuantitativade la mutación.

- Test de filtro de membrana,dondelas bacteriasson impresionadassobre un filtro

de membranael cualestransferidoa un agarquecontieneel agentea estudiar,y

posteriormente a agar selectivo donde las colonias triptófano~ se pueden almacenar

en el propio filtro. Estemétodoesprobablementeel másóptimoparadeterminar

agentes tóxicos que afectan al crecimiento bacteriano, pero es dificil de ejecutar

comoprocedimientode rutina.

- Test de fluctuación, en el cual se mezclan las bacteriasauxotróficas con el

compuesto químico a analizar, con o sin activaciónmetabólica,despuéssediluyen

las células tratadasa muy baja concentracióny se distribuyen en 100 tubos

conteniendomedioconcantidadeslimitadasde nutrientes.Estemétodoesutilizado

parascreeningde compuestosquímicosdébileso de actividadindetectablecundo

son analizadosen el ensayotradicionalde incorporaciónen placa(155).

Hemos decidido para llevar a cabo nuestro estudio utilizar el ensayo de

incorporaciónen placa, el cual puedeexperimentarmodificacionesen función de las

propiedadesde la sustanciaa analizar, con el propósito de obteneruna mejora en los

resultadosy unavez adoptadoel criterio a seguir, el protocolodebeser estandarizadoa

fin de asegurarla reproducibilidadde los resultados.
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2.3 CRITERIOS PARA ACEPTAII DATOS DE MUTAGENICIDAD

Aunque el diseño de un estudio concretodependede cadainvestigador,para

asegurar una homogeneidaden los datos han de seguirseunoscriterios sobreel protocolo

de Salmonella publicado por Ameset al.(13), y el de Oreen y Muriel (38) correspondiente

al test de Esclwrichiacol! WP2.

Una comparación de estaspublicacionesmuestrasolo diferenciasmínimasen los

protocolos de estos dos sistemas de ensayos con respecto al método de incorporación

directaen placay el métodode preincubación.

Los criteriosa los que mereferíaanteriormenteson:

* Sólose aceptan los métodos de incorporación directa en placa y de preincubación.

* Los protocolos estarán en concordancia con lo descrito por Ames et al. (13) o

Oreen y Muriel (38).

* Todas las placas para ambos métodos deben hacerse por triplicado.

* El número de revertantes espontáneas debe situarse en valores cercanosa lo

esperado.

* En cadaensayosedebeaplicarel solvente y los controles positivos apropiados.

* Sepuedeestableceruna tasade error debidaa la variabilidadintralaboratoriode

un 10% (29); si seprestacuidadosaatenciónal protocolo, con el fin de evitaruna

variabilidadinnecesaria,el porcentajedeerror puededisminuirsea un 5% (32).

* Aunqueno siempreesnecesarioo relevanteserecomiendaun sistemade activación

metabólicacomoel S9mix (13).

2.4 CRITERIOS PARA DEFINIR UNA RESPUESTA POSITIVA

De nuevo, la evaluación de lo datos y de los criterios de interpretación corresponde

a cada investigador. No puedenaplicarsecriterios rígidos en todos los casosy la
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experienciadel investigadorcon el métodoparticularempleadodebeservir comoarbitro

final en muchoscasos.

Lasrecomendacionespublicadasen éstesentidoparael sistemadeEscherich!acol!

WP2 son las siguientes(39):

* Debeexistir un incrementorelacionadocon la dosisdel númerode mutantespor

placa o de la frecuencia de mutación que supere al menos 3 concentraciones

ampliamente separadas. El nivel de incremento sobre los controles debe ser de al

menos 2 veces.

* Se recomiendaque al menoscadaensayo se repita una vez en otro estudio

independiente.

3. CUANTIFICA ClON DEL EFECTO MUTAGENICO

Se han propuesto varios métodos para la interpretación de resultados obtenidos en

el ensayode incorporaciónen placa; todos ellos tienen como finalidad establecerun

criterio para considerar al compuesto mutagéncico/nomutagéncioy cuantificar dicho

efecto.

A la hora de cuantificar un compuestocomo mutagénico o no mutagénico, los

autoresno seponende acuerdoy empleandistintoscriterios. Generalmentese aplica “la

reglade las dos veces” (13).

El incrementode dos vecessobreel valor de la mutaciónespontánea,tienevarias

desventajas.En cepascon unamutaciónespontáneabaja (< 20%),losautorestiendena

requerirun incrementode más númerode vecesquecundoel incrementoespontáneode

fondo esalto.

En estos casos el “incremento de dos veces modificado”, que introduce el

requerimientode una relacióndosis/respuestapara considerarlos resultados positivos,

mejorael promediode falsospositivospara las cepassin plásmidoaunqueno lo elimina
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totalmente (157).

Porotrolado, paralas cepasconunamutaciónespontáneaalta, comola WP2 uvrA

pKM 101, el incrementode dos vecespodríaser un requerimientomuy restrictivo para

determinarel efectopositivo. Por ello algunosautoresno consideranválidaestareglapara

la cepa mencionada y en este caso aplican el criterio de 100 revertantesen excesode los

controles (158).

Un resultadopositivo, para la mayoríade los compuestosevaluados,indica la

existenciade un grupode concentracionesqueproduceunacurvadosis/respuestacon una

porción lineal: éstaa medidaquese incrementala concentracióndel producto se achata

y finalmentedesciendedebido,principalmente,a efectosde toxicidad.

Una medidade la potenciamutagénicade un producto,si se asumeunarelacióm

dosis/respuestalineal a bajasdosismutagénicasseñala pendientede la recta, esdecir, el

incremento absoluto del númerode revertantespor unidaddedosis,o su inversa,la dosis

requeridapara producir un incrementode una unidaden el númerode revertantes.La

pendiente de la curvadosis/respuestadependede la escalade concentracionesutilizada.

Basándose en lo anterior, Berstein et al. (159), describen una aproximación para

elegir las concentracionesque se encuentran en esta porción lineal de la curva

dosis/respuesta así como un método para estimar la pendiente inicial de la curva y

determinarla bondaddel ajuste,

Green (155), describe un método estadístico consistente en una análisis de la

varianzay Moore y Felton (124) posteriormentele añadenun análisisde regresión.La

comparaciónde ambosmétodosindica que estánde acuerdoen la clasificaciónde los

agentescomomutagénicosy no mutagénicos.

Otrosautoresparaestimar la respuestamutagénica,utilizan modelosestadísticos

comoes el casode Weinsteiny Lewinson (160) queaplicanun análisis convencionalde
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la varianza.

Ademásde la mutagénesisy la toxicidad, son muchoslos factoresque pueden

afectara la pendientede la curvadosis/respuesta,por ello a la hora de hacer un análisis

estadístico de los datos, muchos autores han elegido modelosque tienen en cuentala

toxicidad del producto y otros factores que podrían afectar a la pendiente de la curva (161,

162).

Sin embargoes difidil incorporaren un modelo los múltiples factoresquepueden

afectara la pendientedela curvadosis/repuestay en particular,el mecanismode toxicidad

queprobablementevaríepara los distintosproductos.

Chu et al. (157), despuésde realizarun análisis de los métodosutilizadospara

determinarsi un ensayode mutagenicidadseconsiderabapositivoo negativoindicanque

en general,los métodosestadísticosdan lugar a un elevadonúmerode falsos positivos y

que la “regla de las dos veces” puededar lugar a falsos positivos o falsos negativos

dependiendode la tasade mutaciónespontánea.

Por último McCannet al (163), realizan unaevaluaciónde los datosdel test de

Ames,existentesen la literaturapublicada,aplicandoel métodoestadísticode Bersteinet

al., (159) y comparanlos resultadosobtenidosen el testestadísticocon la opiniónde los

autoresque, en la mayoríade lasveces,suele ser la llamada“regla de las dos veces”.

Los resultadosen amboscasosfueroncoincidentesen su mayorparte, sin embargo

se observaronalgunasdiferencias.Las razonesde las mismasseríanpor una parte la

tendenciade los métodosestadísticosa considerarmás experimentospositivos cuando

existeuna relacióndosis/respuestalineal, mientrasque los autorespor su parte, tienden

ajuzgarmásexperimentospositivosquelos métodosestadísticoscuandola dosis/respuesta

no es lineal.
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Estoponede manifiestoque la eleccióndel métodoinfluye en la interpretacióndel

resultado, por ello se considera conveniente el establecimientode un mismocriterio para

informar un resultado y, puesto que ninguno es considerado como el ideal, podría

admitirseel uso combinadode más de un método, basadosiempreen la realizaciónde

ensayosrepetidos.

Por todo lo expuesto decidimos aplicar dos metodologías diferentes para nuestro

ensayo,paraasí cuantificarel efecto mutagénicocon másgarandas.Estosmétodosson:

1. El cálculo del indicede mutagenicidad en función de la reglade las dos veces

2. El métodoestadísticopor medio del cálculodel análisisde la varianza.

4. MUTAGENlCIDAD EN AGUAS CLORADAS

Existen datos los cuales sugieren que el uso de cloro como desinfectante puede ser

al menosparcialmenteresponsablede la presenciade mutágenosno volátiles en aguade

bebida(58, 57, 164).

De cualquier modo, los posibles sustratos implicados en la formación de

compuestosmutagénicosen aguade bebidano han recibido un estudiosistemático.

Las sustanciashúmicas son posiblementecandidatoscomo precursoresa la

formaciónde mutágenosya quesuponenla mayor partede materiaorgánicaen muchos

abastecimientosde agua(165, 92, 166, 83).

Por otra parte, trabajosrecientes(95, 96) han demostradoquelos ácidoshúmicos

y fúlvicos del aguareaccionancon el cloro paraproducir mutígenosde accióndirecta.

En los últimosañossehaobservadoactividadgenotóxicadeconcentradosorgánicos

de agua de bebida a través de sistemasfrs vitro incluyendo células microbianas,de

mamíferoy cucariotasasícomoplantas.
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Aunquese han desarrolladopocosestudiospara examinarel dañogenotóxicoiii

vivo, pocao ninguna evidencia de genotoxicidad ha sido observadautilizandoensayoscon

animalescompletos(46).

Los trabajosde Loper et al. (167), Glatz et al. (168), Nestmannet al. (169),

Heartleinet al. (170) y Kool et al (171), han demostradoque los compuestosquímicos

mutagénicosse encuentrancomúnmenteen aguade bebidapreparada.

4.1 FUENTES DE MUTAGENOS

Existen tres fuentes potencialesde genotoxicidadgeneral de las cuales éstos

productosquímicospodríansurgir:

- productosnaturalesen abastecimientosde agua

- contaminación procedente de la industria y/o de la agricultura en

abastecimientosde agua

- productosque surgen durante la distribución y/o tratamientodel agua

(coagulantes,desinfectantes...)

Los tipos de mutágenos presentes en fuentes de agua contaminadas aparecen

sustancialmente diferentes a aquellos que se forman sobre la cloración de fuentes no

contaminadas.Loper (156) hasugeridoquela mutagénesisprobablementeoriginadade las

fuentes contaminadaspor la industria o la agricultura es dependientedel sistema de

activación microsomal, mientras que aquéllas fuentes no impactadas por éstas descargas

muestranmutagenicidaddirectasiguiendola cloración, la cual ademásdisminuyepor la

presenciade la mezclaS9.

Una cuestión relacionadaes la de si los promutágenosen fuentesde agua

contaminadas,los cualesson activadosporenzimashepáticas,tienenun riesgomayorque

el de los mutágenos formados durante la cloración que actúan de manera directa, los cuales

son inactivadospor preparacionesde enzimashepáticas.
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La evidenciadela introducciónde mutágenosduranteel tránsitodel aguade bebida

desdela plantade tratamientohastael grifo, ha sido obtenidaa travésde dos estudios

(172, 173). Al menos tres posibilidadespueden dar cuenta del incremento de la

mutagenicidaddespuésde la distribuciónde agua,entrelas quese incluyen:

1. Arrastredel interior de lassuperficiesde los tanquesy conductoslos cualesestán

cubiertoscon pinturasasfálticaso carbónde alquitrán.

2. Formaciónde productosgeneradospor la desinfeccióndebidoa la reaccióndel

cloro residualcon compuestosorgánicos.

3. Crecimiento microbiano y conversión de compuestosquímicos inactivos en

mutagénos(172).

4.2 IBENTIFICACION DE COMPUESTOS<‘TENOTOXICOS

Debido al conocimientoacercade determinadoscompuestosmutágenoscomo

posiblescarcinógenosy como agentesque puedeninducir mutacioneshereditarias,un

importanteobjetivo en materiade saludpúblicaesdeterminarsi la exposicióncrónicaa

productosquímicosmutágenosen aguade bebidaposeeun riesgo significativo para la

salud.

Como primer paso para responder a la premisa anterior, un número de

investigadoreshan intentado identificar los compuestosquímicos responsablesde la

actividadmutagénicaobservadaen concentradosde aguasde bebida.

Desafortunadamente,la tareade atribuirnivelesde mutagenicidadacontaminantes

químicos específicos ha resultado ser dificultosa por un número de razones, entre las que

se incluyen:

1. El número de compuestosquímicos individualmenteconsideradosen aguade

bebidaesbastanteamplio. Másde 1100compuestosfueronidentificadosen cinco

ciudadesdiferentesdeUSA; aproximadamentefuerondetectadoscercade dosveces
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más, pero no pudieron identificarse.Muchosde los constituyentesidentificados

estánpresentesen nivelesinferioresa 1 ~ig/l.

2. En dos estudiosseparadosse ha examinadola genotoxicidadde determinados

compuestosidentificados,aproximadamenteun terciode los quefueronanalizados

para comprobar su actividad (174) o de los cuales se disponía de información

genotóxica (175), resultaron ser positivos en uno o más sistemas.

3. Aproximadamente,el 90% del contenidoorgánicodisueltoenaguade bebidaestá

integradopor compuestosno volátiles que son difíciles de extraerdel aguay los

cualesno son fácilmenteseparablesa travésde cromatografíade gases,debidoa

quese trata de sustanciaspolaresy/o conpesosmolecularesaltos.

4. El residuoorgánicoobtenidode la concentraciónde las muestrasde agua,el cual

estáasociadoconcompuestosorgánicosno volátiles,esfrecuentementemutagénico

(45).

5. Debido a la ausenciade datoscuantitativos,la contribución al conjunto de la

actividad mutagénicade muchos de los mutágenosidentificados es hoy día

desconocido(46).

A causade la ampliavariedadde potenciamutagénicade los productosquímicos,

la actividadmutagénicaen aguade bebidapuedeatribuirsebien a un efecto acumulativo

deun grannúmerodecompuestoso principalmenteaunospocoscompuestosmuypotentes

(163).

En apoyo de la última posibilidad hay que destacarla identificación en años

recientesdel 3-cloro-4-(diclorometil)-5-hidroxi-2<5H)furanona(MX), comoun importante

componentemutagénicode aguade bebidadorada(100).
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A pesarde las dificultadesanalíticas,el MX ha sido identificadoen un total de 37

muestrasdeaguadebebidaen EstadosUnidos,GranBretañay Finlandia(176, 177, 100,

97). Se estima que la contribución del MX se encuentraentre el 5 y el 60% de la

mutagenicidad,con un valor medio cercanoal 30% en el estudio llevado a cabo por

Kronbergy Vartianen(176).

Estoshallazgoshanconducidoa la identificación del isómerodel MX, el E-MX

y de numerososcompuestoslos cualesen conjuntocontribuyencon menosdel 10% a la

actividadmutagénica.

La cuestiónes si el MXo cualquierotroderivadodoradoposeeun riesgorealpara

la saluddel hombre.

Dadoquetantoel MX comosuisómeroson muy difícilesde aislar,hemosdecidido

en nuestroestudioconcentrarglobalmentetodos los compuestosno volátilespresentesen

la muestrade aguaa estudiar(178, 179). Unaposibilidaden este sentidoseríacontinuar

el estudioparaintentaridentificar el mayornúmerode mutigenosque todavíaquedanpor

ser reconocidos.

4.3 ESTUDIOS “IN ViTRO” E “IN VIVO”

Las discrepanciasentrelos resultadosde losensayosde genotoxicidadin vitm e in

vivo no estin fuerade lo comúny puedentenerdiversasexplicaciones(151).

En general,el patrónquesurgede distintosestudiosconconcentradosdeaguade

bebida,materialeshúnúcosdoradosy varias clasesde productosparala desinfecciónes

quedichassustanciasson genotoxinasqueactúande maneradirecta in vitro pero no son

genotóxicasparala médulaóseade ratón siguiendoadministraciónoral.

De todos los factores, la detoxificación metabólicapareceser una posibilidad

probableparaexplicarla ausenciaderespuestagenotóxicadebidaaproductosmutagénicos

por la cloraciónen la médulaóseadel ratón (46).
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Numerososestudioshan demostradoque los mutágenosde accióndirectaen agua

de bebida son sustancialmente inactivados por la preparación hepática 59. De ésta forma,

el metabolismopor el hígado puede prevenir que la forma activa del compuestosea

distribuidasistémicamentey tengaaccesoa varios tejidos corporales.

Estudios En vitro handemostradoqueel MX puedeser inactivadocomomutígeno

por conjugacióncon el glutatión (180).

La presenciade factoresfarmacocinéticosademásdel propio metabolismo,como

la ingestay el transporte,el nivel de compuestoen la sangrey/o el tiempode exposición

podríanser los responsablesde la ausenciade efectos.

Nosotrosconfirmamoslos resultadosobtenidospor otros autoresquetambiénhan

realizado estudios En vúro en relación con la evaluación de actividad mutagénica de

derivadosdoradosen aguasde consumo,ya quehemosapreciadounadisminuciónde la

mutagenicidaddebidaa estos productos al añadir a las muestras de estudio la fracción

microsomal.

4.4 CONSISTENCIADE LOS RESULTADOS

La evidenciade cánceren humanospor exposiciónprolongadaa aguade bebida

desinfectadacon cloro ha sido evaluadaen numerososestudiosepidemiológicos(109).

El estudiode comparaciónde casosmásrecientementellevadoa caboha obtenido

resultadosacercade la evidenteasociaciónentreaguade bebidadoraday cáncerde colon

y vejiga (113, 42).

Por contra,enel estudiode Lawrenceet al. (181), no seencontróasociaciónentre

THMs en aguasuperficialy mortalidadpor cáncercolorectal.

De cualquiermanen, y como apuntaCraun, cualquier interpretación de una

asociacióncausalentrela cloracióndel aguay el cáncerdecolon y vejiga deberíaesperar

a la finalización de variosestudiosde comparaciónde casosy estudiosepidemiológicos
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de cohortesqueactualmenteestánen curso.

Pareceserqueel pH es un factor crítico a la horade la formaciónde muttgenos.

Dicha dependenciaadquiereconsistenciaconlasafirmacionesdeOliver (166)quién

encontróque la formaciónde carbónorgánicodoradono volátil comoconsecuenciadela

cloraciónde ácidoshúmicosdescendíaconformeaumentabael pH.

Los hallazgosanterioresconcuerdandirectamentecon el modelode formaciónde

productosorgánicoshalogenadosvolátiles, incluyendolos THMs, los cualessepresentan

mayormente a pH bajo (166).

Una explicaciónalternativaal descensoen la cantidadde mutágenosa pH neutro

y básicoesque la tasade formaciónde mutígenoses másbaja,o bien quelos mutigenos

son menosestablesapH alto.

Según Kronberg et al. (178), la mayor estabilidadde los mutigenosestaría

alrededordepH 2.

Nosotroshemosrealizadoel estudioapH neutro, imitandolascondicionesquese

producenen el abastecimientode un aguade consumopúblico a un municipio.

Una alternativaviable seriala realizacióndel estudioacidificandolas muestras,

paraasí favorecerla estabilidadde los compuestosmástiempo con lo queposiblemente

podríanser aisladose identificados.

Por otraparteestetipo deestudiosestáninfluidos por numerososfactoresexternos

como puedenser la fuente de agua de empleada, la concentraciónde los produtos

derivadosde la cloraciónen el agua,la cantidadde aguaconsumida,si setratade fuentes

de abastecimientodeaguasuperficialeso profundas,ya queestasÚenenmenoscantidad

de materiaorgánicay son muchomenosdoradas,asícomoel áreageográficaestudiada

(182).

134



Discusión

En apoyo de la sugerencia anterior destaca el hallazgo de cantidades

significativamentemayoresde cloroformo, bromodiclorometanoy carbón orgánicototal

en aguas superficiales que en aguas profundas. El bromoformo se encontróen mayor

cantidaden aguasprofundasque en las superficiales.

Se está realizandoun estudioen Wisconsin con el fin de evaluar el riesgo de

padecercáncerde colonen las poblacionesexpuestasal consumode diferentesnivelesde

sustanciascontaminantesvolátilesdecarácterorgánicoen aguasprofundas.Los resultados

preliminareshansugeridola existenciadeasociaciónentrela incidenciadecáncerde colon

y la exposicióna 1,1,¡-tricloroetano,tetracloroetilenoy tricloroetilenoen aguasprofundas

(183).

Actualmenteno existeevidenciadirecta para implicar los compuestosquímicos

genotóxicosproducidosdurantela cloración del aguaen el aparenteincrementode la

incidenciade cánceren humanos.

De cualquiermodo, los resultadospositivosprocedentesde estudiosEn vÍtm, la

limitada evidenciade estudiosde carcinogenicidaden animalesde experimentación,la

demostracióndeactividadgenotóxicade un númerodeproductosparala cloraciónquehan

sido identificadosy los resultadosde variosestudiosepidemiológicosen humanos,son

diferentes factores que tomados en conjunto sugierenque la exposicióna productosde

cloración podría estar siendo subestimada.

En nuestrocasonos hemoslimitado a realizarel estudioin ‘.41ro, por lo que no

podemosaportar ningunainformación novedosaen cuantoa la extrapolaciónde los

resultadosobtenidosal hombre.
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La aplicacióndel test de EscherichiacolE, utilizando el método de incorporación

en placanoshapermitido valorarlos compuestosorgánicosformadosdurantela cloración

de un aguade consumopúblico desdeel puntode vista de su posiblemutagenicidad.

Las cepasde estudioque proporcionaronlos mayoresíndicesde mutagenicidad

fueronWP2 uvrA y WP2 uvrk pKMlOl.

Especialmentese obtuvieron los mayores valores de mutagenicidad con la cepa

WP2 uvrkpKMlOl, éstehechocoincidecon la opinión de los autores,al consideraresta

cepaextremadamentesensiblea un amplio rangode compuestosquímicos(134).

Asimismoserecomiendautilizar la cepaWP2 uvrk pKM 101 en combinacióncon

la cepaTAl00 de Salmonellañphymurium(134), comoasí se hizo al realizarun ensayo

paralelosobre mutagenicidadde concentradosorgániosen aguasde bebidaen diversas

cepasde Salmonellatiphymurium.

La cepaWP2 uvrA pKMlOl detectacomomutágenostodos aquelloscarcinógenos

que dieron resultado positivo ante la cepa TA100 (134).

Las cepas empleadasderivan todas de la cepa WP2, y detectan agentes que

producenmutacionesde pares de bases,por lo que podemosdeducirque las posibles

mutaciones originadas por los compuestosensayadosse llevarían a cabo por este

mecanismo.

Un mayorincrementoen la tasade mutaciónen EscherichiacolE WP2 uvrk que

en EscherEchiacolE WP2, indicaqueun compuestocausadañodel ADN a travésde una

sustituciónde un par de basesque podría ser reparadonormalmentepor un sistema

reparadorde la escisióndel ADN.

En ninguno de los ensayos se obtuvo una evaluación mutagénicapositiva,

alcanzándoseconla cepaWP2 uvrA- pKMlOl el mayorvalor de indicede mutagenicidad

en el ensayo3 sin activaciónmetabólica,siendode 1.82.
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También sealcanzaronvaloresaltoscon lasotrasdoscepas,concretamentecon la

WP2 en el ensayo4 sin activaciónmetabólicaseobtuvo un índice de mutagenicidadde

1.75 y con la WP2 uvrA en el ensayo1 sin activaciónmetabólicase llegó a un índicede

mutagenicidadde 1.76.

El comportamientode las bacterias fue similar en el ensayo con fracción

microsomal59, obteniéndoselos indicesmásbajoscon las cepasWP2 y WP2 uvrAt

Por ello ala horade consideraralos compuestoscomono mutagénicos,solamente

hemostenidoen cuentael índicede mutación(I.MJ.

Otrascausasquepodríanexplicarlos resultadosobtenidosseríanla concentración

de los sustratos,el pH de la muestra,la temperatura,el tiempode reacción,el métodode

extracción/concentraciónprevio al análisisdelos productos,son todasvariablesquedeben

ser consideradas en el diseño del experimento.

En estosensayosno hemoscalculadola curvadosisrespuestaporqueaunquelos

resultadosobtenidosdel testestadísticoempleado(ANOVA) han sido significativos, hay

gran variabilidad entre unos ensayos y otros, no existiendo evidencia biológica

significativa,así comotambienentrecepasy aún dentrode la mismacepa(124).

En Españano hemosencontradoningún estudio realizadocon características

similares, por lo cual no hemospodido compararnuestrosresultadoscon los de otros

autores.

Sedaaconsejableprofundizaren el estudioempleandootros métodosde ensayo

comoel de la preincubaciónen placa, intentandoobtenerlascurvasdosisrespuestay la

potenciamutagénica.
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CONCLUSIONES

1. Conrespectoa la evaluaciónmutagénicade los concentradosorgánicosderivados

delaguadeconsumopúblico analizado,no hemosencontradoactividadmutagénica

positiva en ningunade las muestrasensayadascon el test de EscherEchiacotí.

2. La cepaWP2 uvrk pKM 101 ha resultadoser la másadecuadaparadetectarla

mutagenicidad derivada de los concentradosorgánicosenaguadeconsumopúblico,

al ser la mássensible.

3. Igualmentecon la cepaanteriormentemencionadase han obtenido valores de

indicesde mutagenicidadsuperioresa 1.5 alcanzándosepor tanto la calificaciónde

“ligera mutagenicidad.

4. La actividad mutagénicade estos compuestosposiblementese basa en una

sustituciónde paresde bases,quees lo quedetectael testempleado.

5. Lapresenciadela fracciónmicrosomal(S9+)disminuyela mutagenicidadinducida

en todaslas cepas.
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Por todo ello, seponede manifiestola necesidadde contimuarlas investigaciones

en este sentido, con el fin de valorar de forma rigurosalos efectosque sobre la salud

humanapuedatenerla exposiciónprolongadaa los derivadosdoradoscontenidosen el

aguade consumopúblico.

En el caso de comprobarsela premisaanterior se podría plantear el uso de

desinfectantesalternativos.

140



VIL BIBLIOGRAFL4



BIBLIOGRAFIA

1. PurchaseIIFH. An appraisalof predictivetests for carcinogens.Mwa¡ Res1982;

99: 53-71.

2. BernardA, LawerysR. Les risquesmutagenéseet carcinogenésedes toxiques

industriels.Archivesdel MajadEesProfessionnellesde Medecínedu Trovadet de

SécuritéSociale, 1989; 50: 779-784.

3. Doil R., PetoR. fle causesofcancer:quantitativeestimatesof avoidablerisksof

cancerin United Statestoday.J Nos Cancer¡nsj 1981; 66:1191-1308.

4. OPS/OMSCriteriosde SaludAmbiental. 6. Principiosy métodosparaevaluarla

toxicidad delas sustamciasquímicas.Parte1. PubCíenOPS/OMS1980;402: 287.

5. YamagiwaK, IehikawaK. Experimentalstudyof dic pathogenesisofcarcinoma.

J CancerRes 1918; 3:1-29.

6. BoylandE. Chemicalcarcinogenesisandexperimentalchemoterapyofcancer.Yole

J BEol Med, 1947; 20: 321-341.

7. Miller JA, Miller EC. The metabolicactivationof carcinogenicaromaticamines

andanudes.Progr. Exp. TumorRes1969; 11: 273-301.

8. Auerbadi42, RobsonJM. Chemicalproductionof mutation.Nature, 1946; 157:

302,

9. Maliing HV. Dimethylnitrosamine; Formation of mutagenic compoundsby

interactionwith mouseliver microsomes.Mwa¡ Res, 1971; 13: 425-429.

10. Garner RC, Miller £42, Miller JA, Garner JV, llamen RS. Formation of a

factor lethal for S. typhímuríumTA 1530y TA 1531 on incubationofAflatoxin Bí

wídi rat liver microsomes.BíochemBiophysResCommun,1971; 45: 744-780.

11. Ames BN, Lee FD, Durston WE. An improved bacterial test system for dic

detectionand classificationof mutagensand carcinogens.Proc Nazi Acad Sci,

1973; 70: 782-786.

142



Bibliognifla

12. Ames BN, Durston WE, Lee FD. Carcinogensaremutagens:asimpletestsystem

combininglives homogenatesfor activationand bacteria for detection.Proc Nos?

AcadSci 1973; 70: 2281-2285.

13. Ames BN, Kammen HO, Yamasaki E. Hair dyes are mutagenic: Identification

of a variety of mutagenic ingredients. Proc Nos!AcadSci, 1975; 72: 2423-2427.

14. Miller JH. Mutational speciflcity in bacteria.Ann ReyGenez,1983; 77:215-238.

15. Sterls¡ngeret al. Frameshift mutations and the geneticcode. Cok! SpríngHarbor

SympQuanzBEol 1966; 31:77-84.

16. Hofnung M, Quillardet P. Recent developments in bacterial short-term test for

the detectionof genotoxicagents.Micagenesis1986; 1: 319-330.

17. Weinstein B. The origins of human cancer: molecular mechanisms of

carcinogenesis and their implications for cancer prevention andtreatment.Twenty-

seventhG.H.A. Clowes Memorial Award Lecture. Cancer Res 1988; 48: 4135-

4143.

18. Boutwell RK. Functionand Meclianism of Promotoresof Carcinogenesis.CRC

CrE: ReyToxEcol 1974; 2: 419443.

19. World HealthOrganization. Guide¡o Shon-:ermTesíforde:ectíngmutagen¡c

ant! Carcinogenicchemnícais.En: EnvironmentalHealth Criteria 51. Geneva,

WHO, 1985: 162-170.

20. TaylorSL.MutagenesísversusCarcinogenesís.FoodTechnology1982; : 65-127.

21. Leonardo A. Mechanisms in metal genotoxicity: the significanceof En vitro

approaches.MW Res1988; 32 1-326.

143



Bibliografia

22. Yamasaki M, Enamoto K, Fitzgerald DJ, Mesnil M, Katoh F, Holistein M.

Role of intercellular communication iii dic controlof critical gene expresion during

multiistagecarcinogenesis.En: Kalcunaga1, SugimuraT, TomatisL, YamasaldH.

(Eds.) CeIl ¿«iferenzíazEongenesandcancer. I.A.R.C., 1988; 92: 57-75.

23. LaveLB; EnneverFK, RosenkranzfiS, Ornen GS. Information value ofrodent

bioassay.Nosure, 1988; 336:631-633.

24. World HealthOrganization.EnvironmentalHealth Criteria47. Summaryrepon

on ¡he Evaluauionof Shon-¡ermTenfor Carcínogens(CollaborauiveStudyon En

‘.4¡ro ten), Geneva,1985; 42-65.

25. MoreauP,DevoretR. PotentialcarcinogensTestedby inductionandmutagenesis

of Prophagelambdain EscherichiaColi K12. En: OriginsofHwnanCancer,Book

C. Cold Spring Harbor Laboratory: CoId Spring Harbor, New York, 1977; 1451-

1472.

26. Smith M. In vitro mutagenesis. Amin ReyGene:, 1985; 19: 423-462.

27. McCann J, Choi E, Yamasaki E. and Ames BN. Detectionof carcinogensas

mutagensin dic Salmonella/microsometest: Assay of 300 chemicals.Proc Noii

AcadScE, 1975a;72/12:5135-5139.

28. McCann J, Spigarn NE, Kobori J andAmes BN. Detectionof carcinogensas

mutagens:Bacterial tester strains with R factor plasniids. Proc NoiI Acad ScE

1975b;72/3: 979-983.

29. PurchaseIFH, LongstaffE, Ashby J, Styles JA, Anderson D, Lefevre PA,

WetswoodFR. Evaluationof six short term for detectingorganic chemicals

carcinogensand recomendationfor their use. Nan¿re, 1976; 264: 624-627.

144



Bibliografía

30. Rinkus 5.1, Legator MS. Chemicalcharacterizationof 465 known or suspected

carcinogensand their correlation with mutagenic activity in the Salmonella

¡yphimuríumsystem.CanRes1979; 39: 3289-3318.

31. Laborda E, De la PeñaE. Carcinogénesisquímica. En: SIRMCE Congresode

Madrid 1981. Medio Ambiente, Trabajo y Salud. FundaciónCientífica de la

AsociaciónEspañolacontrael Cáncer, 1982; 245-259.

32. Dc SerresFJ, AshbyJ (Eds). EvaluazionofShon-TermsTestsforCarcEnogemis,

Report of the InternationalCollaborative Programme,Elsevier/North-Holland,

Amsterdam,1981.

33. Anderson WB, Huck PM, Da¡gnault SA, mine GA, Rector DW, SavageE,

von Borstel RC, Willlams DL Comparisonof Drinking Water Disinfectants

Using MutagenicityTesting. En: Wazer Chiorinosion: Chemíst¡y,Environmental

ImpaceandHeal¡h Effects; Lewis Publisher, 1987; 6: 201-225.

34. Bridges BA, Dennis RE, Munson Rl. Differential induction and repair of

ultraviolet dainageleading lo true reversionsandexternalsupressormutationson

mi ochrecodonin EscherichíacolE BI WP2. Geneflcs1967; 57:897.

35. OsbornM, Person5, Phillips 5 y FunkF. A determinationof mutagenspeciflty

in bacteriausing nonsenseof bacteriophageT4. J Mol BEoI 1967; 26: 437447.

36. Witkin EM. Ultraviolet-inducedmutationmid DNA repair.Amin ReyGenet1969;

3:525.

37. ClarkeCH, WadeMi.. Evidencethat caffeine,8-methoxypsoralenmid steroidal

diaminesarefraxneshiftmutagensfor E. colE K-12. MulosRes 1975; 123-125.

38. GreenMilL, Muriel WJ. Mutagentestingusing TRP~ reversionin EscherEchEa

colE. Mwau Res1976; 38: 3-32.

145



Bibliografía

39. BrusickDJ, SimmonVF, RosenkranzHS,Ray VA, StaffordRS. An Evaluation

of theEscherichia colE WP2 and WP2 uvrA ReverseMutation Assay. MutasRes

1980; 76: 169-190.

40. RossmanTG, Kle¡n CB. From DNA damage to mutation in mammalian celís: a

review. EnvEron Mol Mutagen 1988; 11: 119-125.

41. Little CA, Tweats DJ, Pinney Rl. Relevanceof plasmid PKM lOl-mediated

mutagenicityin bacteriato genotoxicity in mammaliancelís. Mutagenesis1989;

4:371-375.

42. CantorKiP, HooverR, HartgeP, MasonTJ, Silverman DT and Levin LI.

Drinking Water Sourceand Riskof Bladder Cancer:A CaseControl Study. En:

WoserChiorEnatíon:EnvíronmenzalJmpac¡anh Health Effec¡s, volume 5. Lewis

Publisher; 1984, 145-152.

43. Clark 5W. Key issues for regulation Disinfectin By-products. En: Regulazion

Drínkíng wazer QualEty. Lewis Publishers,1992; 135-144.

44. Loper JC. Overview of dic use of short-term Biological test in dic Assessment ot

the HealthEffectsof WaterChlorination.En: WoserChiorínazEon:Envíronmental

Impaczamid HeaIzhEffects.Ann. Arbor Science,1980; 3:937-945.

45. Mejer JR.Genotoxicactivity of organicchemicalsin Drinking Water. MulosRes

1988; 196: 211-245.

46. Middleton FM, Petit HiH, Rosen AA. Ihe mega samplex for extensive

investigationsof organics pollutants in water. En: Proc l7th Industrial Waste

Conference,PurdueUniversity, Ext Ser, 1962; 122: 454-460.

47. HueperWC, PayneWW. Carcinogeniceffectsof adsorbatesof raw andfinished

watersupplies.AmJ Clin Pazhol 1963; 39:475-481.

146



Bibliografía

48. LbS. Envfronrnental Protection Agency (1974) Draft Analitical Repon, New

OrleansArea WaterSupplyStudy,RegionVI, Surveillanceand AnalysisDivision,

ReponEPA 906/1O-74-tXI2.

49. Junk GA, StanleySE. Organicsin drinking water. Pan 1. LEszEngof Edenufied

compounds,Springfield, VA, NationalTechnicalInformation Service, 1975.

50. MeCabe,U. Healtheffectsof organicsin drinking water. En: Proc WazerQuali¡y

TechnolConfAmin, 1977; 4-6.

51. DeRouen TA, Diem JE. The New Orleansdrinking water controversy: A

statisticalperspective.AmJ Public Heal¡h 1975; 65:1060-1062.

52. PageNP, SaffcottiU. Reponon CarcínogenesEsBíoassayofChloroform,National

Cancer Institute, Bediesda,MD, 1976.

53. Cantor KP, MeCabe LI. The Epidemiologic Approach to the Evaluation of

Organiein Drinking Water. En: Jolley RL, GorchevH, Hamilton DH, Jr. (Eds).

WoserC7ilonnanon.~EnvironmenbalJmpacz¿mdHeafrhEffec¡s,Ana. Arbor Science

Publishers,INC 1978; 2: 379-393

54. Wilkins III JR, ReichesNA, Kruse 42W. Organic chemical contaminants in

drinking waterand cancer.AmJ EpEdemiol1979; 110:420448.

55. Rock JJ. Formation of haloforms during clilorination of natural waters. Water

TreazRxam 1974; 23: 234-243.

56. Maruoka 5, Yarnanaka SI. Production of mutagenic substancesby chlorination

of waters.MulazRes1980; 79: 381-386.

57. ChehAM, Skochdopole1, Koski P, Cole L. Nonvolatile mutagens in drinking

water: productionby chlorinationand destructionby sulfite. Science,1980; 207:

90-92.

147



Bibliografía

58. Kopfler FC. Altemative strategiesandmethodsfor concentratingchemicaisfrom

water. En: Waters MD eL al (Eds). Shon-TermBioo~ssays iii tire Analysis of

ComplexEnvironmentalMixtures JI, PlenumPress,New York, 1980; 141-153.

59. Joiley RL. Concentratingorganics in water for biological testing. Environ Sci

Tecirnol 1981; 15: 874-880.

60. Wilcox P,Wiiliamson.Mutagenieactivity of concentrateddrinking watersamples.

Environ Healtir Perspect 1986; 69:141-149.

61. Monarca5, Hongslo1K, KringstadA andCarlbergGE. Microscalefluctuation

assaycoupled widi Sep-pakconcentrationas a rapid an sensitive mediod for

screeningmutagensin drinking water. WaterRes 1985; 19: 1209-1216.

62. R¡nghandHP,Mejer IR, Kopfler FC, SchenckKM, Kaylor WH, Miteheil DE.

Importanceon samplepH on dic recoveryof mutagenicityfrom drinking waterby

XAD resins.Environ Sci Tecirnol, 1987; 382-387.

63. Monarca5, Pasqu¡niR, Sforzolini GS.Mutagenicity Assessmentof Different

Drinking Water suppliesbefore and aSter treatments.Bulí Env’ironm Conzwn

Toxico! 1985; 4:815-823.

64. KooI IIJ, van Krejjl CF, de Greef E, van Kranen ItT. Presence, introduction

andremovalof mutagenicactivity duringdic preparationofdrinking waterin The

Netherlands.Environ Healtir Perspec¡, 1982; 46: 207-214.

65. Kronberg L, Holrnborn B, Tikkanen L. Mutagenic activity in drinking waterand

humic water aSter chlorine treatment. Vaaen,1985; 41: 106-109.

66. Mejer iR, Ringhand HP, Coleman WE, Sdienck KM, Kaylor WH, Kopfler

FC. Mutagenic by-productsfrom chlorination of humic acid. Environ Health

Perspec¡, 1986; 69: 101-107.

148



Bibliografía

67. AIink GM. Genotoxinsin waters.En: SorsaM, Vainio H. (Eds).Muzagensin our

Env¡ronmen¿t,Liss, New York, 1982; 261-276.

68. van der Gaag MA, Noordsij A, Orange JP. Presence of mutagens in Dutch

surface water and effects of water treatment processesfor drinking water

preparation. En: Mwagens¡mi Our Environmene, Liss, New York, 1982; 277-286.

69. Maruoka5, YamanakaSI. Mutagenicpotentialof laboratorychlorinatedriver

water. Sci Total Environ 1983; 29: 143-154.

70. Kool HJ, vanKreijl CF, vanKranenHJ. Useof XAD- resinsfor dicDetection

of MutagenicActivity in Water. Studieswith driniking water. Chemosphere1981;

10 (1): 99-108.

71. Buil R.J, Mejer IR, RobinsonM, RinghandHP, Laurie Rl) y StoberJA.

Evaluationof mutagenicandcarcinogenicpropertiesofbrominatedandchiorinated

acetonitriles:By-productsof chlorination.Fund Appl Toxicol, 1985; 5:1065-1074.

72. LoperJC.Watercontaniinationasidenvironmentalmutagens.En: MuhanimedA,

von BorstelRC (Eds).Basic andApplied Mutagenesis, Plenum,New York, 1985;

43-61.

73. Natjonal CancerInstitute. Repon on ¡he Carcinogenesis Bioassay of Chioroformo,

Washington,DC, 1976.

74. Symonset al. Nationalorganicsreconnaissancesurveyfor halogenatedorganies.

JAm Wat WorksMs, 1977; 67: 634-647.

75. Beflar TA, Lichtenberg JI. Determiningvolatile organicsat microgram-per-liter

level by gascromathography.JAm Wwer WorksAssn 1974; 66:739-744.

149



Bibliografía

76. SymonsJ,Beliar TA, Carsweel 1K, DeMarco .1, Krupp KL, Robeck GG,

SeegerDR, Slocum Ci, Smith BL, StevensAA. Nationalorganicsreconnaissance

surveyfor halogenatedorganies.JAn W¡ WksAssn1975; 67(11): 634-647.

77. U.S.EnvironmentalProtection Agency (1978) National Organics Monitoring

Survey,TechnicalSupportDivision, Office of Drinking Water, Cincinnati,Ohio.

78. Pahnstrorn NS, Carison RE, Cooke GD. Potential Links between dic

Eutrophicationofsurfacewateranddic formationof carcinogensin drinking water.

En: RegulaflonDrinking wa¡er Quality. Lewis Publishers,1992; 18: 175-190.

79. CotruvoJA. Drinking WaterPerspective.En: WazerChlorinauion:Environmenzal

impaez¿md heafrir Effec¡s. Ansi. Arbor Science,1981; 4 (Pte2): 1417-1422.

80. ReglamentaciónTécnico-Sanitariaparael abastecimientoy controldecalidad

de las aguaspotablesde consumopúblico. Real Decreto 1138/199014/9/1990.

B.O.E. núm 226 de 20/9/1990.

81. SymonsJM et al. Treatment for Controlling Trihalomethanes in Drinking Water,

Environmental Protection Agency, EPA-600/2-81-156,Cincinnati <1981).

82. Olivieri VP. Human pathogens, Disinfection and Chlorine. En: Water

Clilorinaflon: Chemisny, Enviromimenual ¡mpac¡ and Heal:h Lifeca, Lewis

Publisher1984; 5: 5-8.

83. ChrlstmanRF, JohnsonJi), PfaenderFK, NorwoodDL, WebbMR. Chemical

identificationof aquatichumic chiorinationproducts.En: Jolley RL, BrungsWA,

CummingRE (Eds).Wa¡erChiorinadon:EnvironmenzalImpac¡andHeal¡hEffects,

Ansi. Arbor Science,Michigan 1980; 3: 75-84.

150



Bibliografía

84. Coleman WE, Mnnch .1W, Kaylor WH, Streicher RP, Ringband HP, Mejer

iR. GC/MS analysisof mutagenicextractsof aqueouschlorinatedhumicacid - a

comparison of dic by-products to drinking water contaminants.EnvironSci

Technol, 1984; 18: 674-681.

85. Rook JJ. Chiorination reactions of fulvic acids in natura] waters. Environ Sel

Tecirnol 1977; 11: 478.

86. Glaze WH, Peyton GR, Saleh FY, Huang FY. Analysis of disinfection by-

productsin waterasid wastewater.Ini J EnvironAnal Chem 1979; 7:143-160.

87. Steinberg C, Muenster U. Geochemistry and ecological role of humie substances

in lakewater.En: Aiken GR et al. (Eds). Hwnicsubstancesin Soil, Sedimemizamid

Woser, Wiley, Toronto, 1985; 105-145.

88. MalcolmRL. Geochemistryof streanifulvic asidhumic substasices.En: Aiken GR

etal. (Eds).Hwnic Subsuances in SoY, Sedimenz and Wazer, Wiley, Toronto, 1985;

181-209.

89. Thur¡nan EM. Humic substancesin groundwater. En: Aiken GR et al. (Eds).

Hwnic Subsuances in Soil, Sedimemiz ant! Wa¡er, Wiley, Toronto, 1985; 87-103.

90. Thurman EM, Malcolm RL. Preparative isolation of Aquatic Humic Substances.

Environ Set Technol, 1981; 15:463-466.

91. Kim H-S, Symons 3M. The removal of various aquatic humie substances

molecularweighí fractionsby anionexchangeresin.JAm W WorksAssoc, 1989;

1627-1642.

92. RookJJ.Haloformsin drinkisig water. JAm VV: WksAssn, 1976; 68: 168-172.

151



Bibliografía

93. RobertsMIII, Jr. Water Chlorination: Is There EnvironmentalRisk?. En: Wazer

Chlorinaflon: Chemistry, Enviromimenzal Impacz and Healzh Effec¡s, Lewis

Publisher, 1987; 6: 969-970.

94. ColemanWE, Munch 3W, Kaylor WH, RinghandHP, Meier IR. GC/MS

analysisof mutagenicextractsof aqueouschlorinatedhumicacids-acomparisonof

dic by-productsto drinkingwatercontaminants.Environ Sci Technol1984; 18:674-

681.

95. Buil R.J, RobinsonM, Meier IR, StoberJ.The useof biological assaysystems

to assessdic relative carcinogenichazardsof disinfection byproducts.Environ

Health Perspec¡ 1982; 46: 215-227.

96. Mejer iR, Lin« Rl), Buil Rl. Formationof mutagensfollowing chlorinationof

humic acid. A model for mutagenformation during drinking water treatment.

MuzazRes 1983; 118: 2541.

97. HemmingJ,Hoimbon B, ReunanenM, Kronberg L. Determinationof dic

strong mutagen, 3-chloro-4- (di-chloro-methyl)-5-hydroxy-2(SH)-ftiranonein

chlorinateddrinikisig waterasid humie waters.Chemosphere1985; 15: 549-556.

98. HolmbomB, KronbergL, BacklundP, Langvik y-A, Heinming1, Reunanen

M, Smeds A, Tikkanen L. Formation asid Properties of 3-chloro-4-

(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanone,A potent Mutagen in Chiorinated

Waters. En: Water Chlorinadon: Chemistry, EnvironmenzalImpael ant! Health

Fifecus, Lewis Publisher, 1987; 6:125-135.

152



Biblúgmffiz

99. Kronberg L, Hohnbom B, Tikkanen L. Identification of the Strong Mutagen 3-

Chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanoneandof lis GeometricIsomer

E-2-Chloro-3-(dichloromethyl)-4-oxobutenoicAcid in Mutagenic Fractions of

Chiorine-TreatedHumicWateraqnd in DrinkingWaters.En: WoserChlorimiation:

Chemisny,EmiviromimenualImpactamid Healtir Rifecus,Lewis PublisherINC, 1987;

6:137-146.

100. Mejer IR, Knohl KB, ColemanWE, Ringhand HP, Munch .1W, Kaylor WH,

Strejcher Rl>, Kopfler FC. Studieson die potentbacterialmutagen,3-chloro-4-

(dichloromethyl)-Shydroxy-2(SH)-furanone:aqueousstability, XAD recoveryasid

analyticaldeterminationin drinldng waterand in chlorinatedhumicacidssolutions.

Mulos Res 1987a; 189: 363-373.

101. ColemanWE, Munch 3W, Hodakievic PA, Kopfler FC, Mejer iR, Strejdier

RP Y Zimmer H. GC/MS analysisof mutagenicextractsof aqueouschlorinated

humic acid and drinking waters following HPLC fractionation of strong acid

extracts.Paperpresentedat the 194di Meetingof theAmericanChemicalSociety,

Aug3O- Sep4,1987,New Orleasis,LA.

102. Meier IR. Mutagensin chlorinatedwater. Muzaflon ¿mdtheEnviromimemiz,PanE;

1990; 11-19.

103. Pereira MA. Carcinogenicityof CholrinationBy-products:Trihalomethanes.En:

Wajter Chiorinosion: Environmemal Impaez ant! HeaIth Lifecus, Ansi. Arbor

Science,1981; 4<2): 1165-1176.

104. JorgensonT, Rusbbrook C. Rifecus of Chloroform in ¡he Drinking WwerofRoss

amid Mice: Nine¡y-daySubacuazeToxicity S¡udy, EPA-600/1-80-030(1980).

105. Heywood R et al. Safety Evaluation of Toothpaste Contaisiing Chloroform. III.

Long-TermStudy in BeagleDogs.J Emiví ron Paz/rol Toxicol, 1979; 2: 835-851.

153



Bibliografía

106. Munson A, et al. Toxicology of Organic Drinking Water Contaminants:

Trichloromethane, Bromodichloromethane, Dibromochloromethane and

Tribromomethane.Emiviron Healuir Perspec1981; 46: 117-26.

107. Kool HJ, van Krejil CF, Zoeteman BC.J. Toxicology assesmentof organic

compoundsin drinking water. En: Straub CP (Eds). Crin cal Reviews in

EnvironmemalControl, vol 12, CRC Press,BocaRaton, FL, 1983; 307-358.

108. NestmannER. Mutagenic activity of drinking water. En: Stich FH (Eds).

Carcinogemisami Mulagemisin ¡he Environmenz,Vol 3, CRC, Boca Raton, FL,

1983; 137-147.

109. CraunGF. Surfacewater suppliesasid health.JAm W¡ B’ksAssn, 1988; 40-52.

110. Page T, Harris BR, Epstein SS. Drinking water asid cancer mortality in

Louisiana.Setence1976; 193:95-97.

111. Burke TA, AmseIJ,CantorKP. TrihalomethaneVariation in Public Drinking

WaterSupplies.En: WoserChlorination: environmenzalImpac¡ant! Health Effeczs,

volume 4, Book 2. Ann. Arbor Science,1981: 1343-1351.

112. Young TB, KanarekMS. MatchedPair CaseControl Study of Drinking Water

Chlorination and CancerMortality. En: WazerChlorina¡’ion: EnviromimentodImpací

ant! Heal¡h Effec¡s, Ann. Arbor Science,1981;4(2): 1365-1380.biologicaltesting.

Environ. Sci. Technol. 1981; 15: 874-880.

113. CragleDL, ShyCM, StrubaIIIJ, Siff JE. A Case-Controlstudyof Coloncancer

andWaterChiorinationin NorthCarolina. En: Water Chiorination: Environmenzal

Impaezant! HeafrhEffec¡s, Lewis Publisher, 1984; 5:153-159.

114. Shy CM. ChemicalContanuinationof Water Supplies,Envi ron Heal¡h Perspec¡.

1985; 62: 399-406.

154



Bibliografía

115. Crump KS. Chiorinated Drinking Water and Cancer: The Strenght of the

EpidemiologieEvidence. En: Woser Chlorination: Environmental Impact and

Healtiz Effects, Ann. Arbor Science,1981; 4 (PCe2): 1481-1491.

116. Chrisweli CD, Glatz BA, Fritz JS, Svec Rl. Mutagenicanalysisof drinking

water. En: Application ofshorr-¡erm Bioassaysin ¡he Fractiomiation ant!Analysis

ofComplesEmiviromimenzalMixtures. EnvironmentalScienceResearch.volume 15

PlenumPress:New York 1978; 478-494.

117. OECD. Lignes directrices sur 1’ utilisation des tea de mutagenicitiepour 1’

evaluationtoxicologiquedesproduitschimiques.Otawa. CanadA. 1986

118. AmericanPublicHealthAssociation.Standard Merhodfor examínosion of Wazer

ant! Was¡ewazer,WashingtonDC, 1971, 117-233.

119. American Public Health Association. Standard Methods for ¡he Examinationof

Wa¡er ant! Was¡ewater, New York, 1975.

120. Doménech3M. Análisisde la varianza. En: Métodos estadísticos en ciencias de

la salud. Signo. Barcelona.1990; 11.

121. Wolkoff AW, CreedC. Use of Sep-Pack’C1, cartridgesfor Che collection asid

concentrationof environmentalsamples.JLíq Chromos,1981;4:1459-1472.

122. MatternlE. Basisof evaluationof an Ames test. Prog MulosRes, 1981; 2: 273-

285.

123. Ames BN, McCannJ, YamasakiE. Methods for detectingcarcinogensasid

mutagenswith CheSalmonefla/Mammalianmicrosomemutagenicitytest. Muzaz Res

1975b; 31: 347-364.

124. MoareD, FeltonJS. A microcomputerprogramfor analysisof Ames testdata.

Mulos Res, 1983; 119: 95-102.

155



Bibliografía

125. Kicr LD, Yamasaki E, Ames BN. Detectionof mutagenicactivity in cigarette

smokecondensates.Proc NoiI AcadSc!, 1974; 71: 4159-4163.

126. FukuokaM et al. Characterizationof mutagenicityprincipiesand carcinogenicity

test of dill weedasid seeds.J PhannDyn, 1980; 3: 236-242.

127. Nagao M, Sugimura T and Matsusima T. Environmental mutagens and

carcinogens.Annu Rey Gene: 1978; 12: 117-159.

128. YamasakiE, AmesBN. Concentrationof mutagensfrom urineby adsorptionwith

Che non-polarresin XAD-2; Cigarettesmokershavemutagenieurine. Proc NazI

Acad Sc!, 1977; 74: 3555-3559.

129. Rannung U, Sundvall A, Ramel C. The mutageniceffect of 1 ,2-dich.loroethasie

on SalmonellaTyphimurium,1. Activation throughconjugationwith gluthationin

vitro. ChemBiol Jnuerac:, 1978; 20: 1-16.

130. Asbby JA, Styles JA. Carcinogenic synergism and its reflection in-vitro. Br Med

Bulí, 1980; 36: 63-70.

131. PurchaseIFH, ClaysonDB, PreussxnannR, TomatisL. EPA’s Orderingof Che

NIOSH SuspectedCarcinogenicityList asidActivity of42 Compounds.NoiI Tech

InfonnationService, 1981, Washington,DC.

132. AshbyJA, PurchaseIFH. Theselectionofappropiatechemicalclasscontrolsfor

use with short-term test for potential carcinogenicity. Amin Occup Hyg, 1977;

20:297-301.

133. Hofistein M, McCannJ, AngelosantoFA, Nichois W. Short-term test for

carcinogensandmutagens.MulosRes, 1979; 65: 133-226.

156



Bibliografía

134. Dyrby T, IngvardsenP. SensitivityoffdifferentEscirerichía colí andSalmonella

strainsin mutagenicitytestingcalculatedon thabasisof selectedliterature.Mulos

Res 1983; 123: 47-60.

135. Sugimura T, Sato5, NagaoM, Yahagi T, Matsushima T, SeinoY, Takeucbi

M, KawachiT. Overlappingof carcinogensasid mutagens.En: P.N. Mageeet al

(eds). Fundamen.talsin CamicerPrevemition, University of Tokyo Press; Tokyo

1976: 191-215.

136. McMahon RE, CuneJC, ThompsonCL. Assay of 855 test chemicalsin ten

tester strainsusing a new modification of dic Ames test for bacterial mutagens.

CancerRes, 1979; 39: 682-693.

137. Vennit 5 andLevy LS. Mutagenicityof chromatesin bacteriaand its relevance

to chromate carcinogenesis. Nosure1974; 250: 493-495.

138. MIcCaun .1, Ames BN. Detection of carcinogens as mutagens in dic

Salmonella/microsometest: Assayof 300 chemicals:Discussion.Proc NoiI Acad

Sci (USA). 1976; 73: 950-954.

139. MeselsonM, RuseilK. Comparisonsof CarcinogenicasidMutagenicPotency.En:

Origins ofHumanCancer.Cold SpringHarborLaboratory,BookC, 1977; 1473-

148 1.

140. McCannJ,Ames BN. The Salmonella/microsomemutagencicitytest: Predictive

value for animal carcinogenicity.En: Hiatt HM, WatsonJD, WinstenJA. (IBIs).

Origímis ofHuman Cancer. Cold Sprin HarborLaboratory: Cold Spring Harbor,

New York, 1977; 1431-1450.

157



Bibliografía

141. HeddleJA, Bruce WR. Comparisonof tests for mutagenicityusing assaysfor

spermabnormalities,formation of micronuclei and mutationsin Salmomella.En:

Hiatt HH, WatsonJD, WinstenJA (Eds). Origimis ofHumanCamicer, Coid Spring

HarborLaboratory,Coid Spring Harbor, NY, 1977; 1549-1557.

142. Bartsch H, Malaveifle C, Camus AM, Martel- PlancheG, Brun G, Montesano

R. Validation and comparative studies on 180 chemicals with Salmomiella

¡yphimurium strains and V79 chinesehamster celís in the presenceof various

metabolizingsystems.Mulos Res 1980; 76: 1-50.

143. Rinkus 5.1, LegatorMS. Chemicalcharacterizationof 465 know or suspected

carcinogensand their correlation with mutagenie activity in the Salmonella

ryphimurium system.Camicer Res, 1979; 39:3289-3318.

144. Sugimuraet al. Mutagen-carcinogensin food, with special referenceto highly

mutagenicpyrolitic productsun broiled foods. En: Hiatt HH, WatsonJD, Winsten

JA (Eds). Origimis of Human Cancer, Cold Spring HarborLaboratory,New York,

1977; 1561-1577.

145. MatsushimaT, SugimuraT, NagaoM, Yabagi T, Shfraj A, SewamuraM.

Factorsmodulatingmutagenicityiii microbial test. En: Norpoth KH, GarnerRC

(Eds). Shorr-term ¡ensystemsfor dezeddngcarcimiogemis. Springer.Berlin. 1980;

273-285.

146. Bigger CAR, TomaszewskiJE, DippIe A, Lake RS. Limitations of metabolic

activationsystemusedwith in vftro testsfor carcinogens.Science,1980;209: 503-

505.

158



Bibliografía

147. Langenbach R, Gingeil R, Kuszynski C, Walker B, Nagel D, Pour P.

Mutagenicactivities pof oxodized derivativeson N-nitrosodipropylaminein dic

liver celí-mediatedand Salmonelía¡yphimurium assays. Camicer Res, 1980; 40:

3463-3469.

148. iones CA, Hubennan E. A sensitive hepatocyte-mediated assay for dic

metabolism of nitrosanusiesto mutagensfor manimalian celis. Cancer Res,

1980;40:406-410.

149. McCoy GD, Chen CB, Hecht SS, McCoy EC. Enhanced metabolism and

mutagenesisof nitrosopyrrolidinein liver fractions isolatefrom chronicedianol-

consumi.nghamsters.Cancer Res, 1979; 39: 793-796.

150. MatsushimaT, SawamuraM, Han K, SugimuraT. A sale susbtitutefor

polychlorinatedbiphenyls as a inducer of metabolic activation system. En: de

SerresFJ, Fouts IR, Bend iR, Philpot RM. ¡mi vftro Me:abolic Acrivosion in

MuzagenesisTesting.Elsevier,Amsterdam,1976; 85-88.

151. Thompson,ED. Comparisonof in vivo asid in vitro cytogeneticassay results.

Envíron Mulagen, 1986; 8: 753-767.

152. IshikawaT etal. In vivo experimentson tryptophanpyrolisisproducts.En: Miller

JA, Miller EC, SugimuraT, TakayainaS, Hirono 1 (Eds). Naturally Occurrimig

Carcinogens-Mwagens andModulatorsof Carcinogenesís, 1979a; 159-165.

153. IshikawaT, Takayama5, KitagawaT, KawachiT, SugimuraT. Inductionof

enzyme-alteredislandsin rat liver by triptophasipyrolisisproducts.J CancerRes

Clin Oncol, 1979b;95:224-230.

154. lIzo TK, Young JA, L¡jinsky W, Epler iL. Mutagenicity of aliphatic

nitrosaminesin Salmonella¡yphimurtum.Mutar Res, 1979;66:1-7.

159



Bibliografía

155. Green MHL. Mutagen Testing Using Tpr~ Reversion in Escherich¡acol!. En:

Kilbey Rl, LegatorM, Nichois W, Ramel C. (Eds). Handbookof Mu¡agenicity

Ten Procedures. 1984; 161-187.

156. Loper JC. MutagenicEffects of OrganicCompoundsin Drinking Water. Mulas

Res 1984; 76: 241-268.

157. Chu K, Patel K, Lin A, Tarone R, Linhart M, Dunkel VC. Evaluating

statistical analyses asid reproducibility of microbial mutagenicity assays.Mulas Res,

1981; 85: 119-132.

158. Moriya MI. Turthermutagenicitystudiesandpesticidesin bacterialreversionassay

sistems.Mulos Res, 1983; 116: 185-216.

159. Bernstein L, KaldorJ, McCannJ, RIce MC. An empirical approach to dic

statistical analysis of mutagenesis data from dic Salmomiellatest. Mulos Res, 1982;

97:267-281.

160. WeinsteinD, LewinsonTM. A statistical treatmentof dic Ames mutagenicity

assay.Mulas Res 1978; 51: 433-434.

161. HaynesRM, EckardtF.Mathematicalanalysisof mutationinductionkinetics.En:

De SenesFi et al. Chemical Mulagemis, 1980; 271-307.

162. Margolin BH, Kaplan N, Zeiper E. Statistical analysis of Ames

Salmonella/microsometest. Proc Nasí Acutí Sci USA 1981; 78: 3779-3783.

163. McCannJ,Horn L, KaldorJ.An Evaluationof Salmonella (Ames) test datain

dic published literature: Application of Statistical proceduresasid Analysis of

mutagenicpotency.Mulos Res 1984: 134: 1-47.

160



Bibliogrqfla

164. De GreefE, Monis JC, van KreiJl CF, Morra CFH. Health effects in dic

chemicaloxidation of dic polluted water. En: JoleyRL, Bn¡ngs WA, Cummings

RB (Eds). Waser Chiorinazion:Environmenzallmpact amid Healzh Effects, Ann.

Arbor Science,Michigan, 1980; 3: 913-924.

165. StevensAA, Slocum a, SeegerDR, Robekc GC. Chlorination of organics in

drinking water. En: Jolley RL. (Eds). WoserChlorinosion:Emiviromimemizal¡mpact

ant! HeakhEffecrs, Pan. Arbar Science,Michigan. 1978; 1: 77-104.

166. Oliver BG. Chlorinatednon-volatileorganicsproducedby dic reactionof chlorine

widi humic materials.CanRes 1978; 11: 21-22.

167. LoperJC, SchoenyRS, Tardiff RG. Evaluationof organicextractsof drinking

waterby bacterialmutagenesis.Mulos Res 1978; 53: 223-224.

168. Glatz BA, Chrisweil CD, Arguelio MD, Svec 11.1, Fritz JS, Grimm SM,

ThompsonMA. Examinationof drinkisig water for mutagenicityactivity. J Am

Wat Bis Ass 1978; 70: 465-468.

169. NestmannBR, LeBel GL, Wjlliams DT, Kowbel DJ. Mutagenicityof organic

extractsfrom Casiadiasidrinldsig water in dic Salmonella/manimalianmicrosome

assay.Envíron Mutagen 1979; 1: 337-345.

170. HeartleinMW, De Marini DM, Katz AJ, MeansJC, PlewaMJ, Brockman

HE. Mutagenicityof municipalwaterobtainedfrom an agriculturalarea.Emiviron

Muzagen 1981; 3: 519-530.

171. Kool Rl, van Kreljl CF, HrubecJ.MutagenicandCarcinogenicPropertiesof

Drinking Water. En: Water Chiorination: Envi ronnaental Impaez ant! Health

Effects,Lewis Publisher, 1984; 5:187-205.

172. SchwartzDJ, SaxenaJKopfler FC. Waterdistributionsystem,a new sourceof

mutagensin drinking waters.Emiví ron Sci Technol, 1979; 13: 1138-1141.

161



Bibliografía

173. Clark RR, Johuston JB. Influence of chlorination and the distribution systemni

a potablewatersupply, UILU-WRC-82-0168,ResearchReponNo. 168.

174. Simmon VF, KaubanenK, Tardiff RG. Mutagenic activity of chemicais

identifiedin drinking water. En: ScottB, BridgesRA, SobelsFH (Eds). Progress

in Genetic Toxicology, Elsevier/North-Hollasid Biomedical Press,Amsterdam,

1977; 249-258.

175. GoodmanD. Review of genotoxic activity of chemicalsidentified lii drinking

water, presentat te internationalSymposiumofHealzhEffectsofDrinking Wazer

Disinfec¡ants atad DísínfectatazBy-Products. Cincinnati, OH. April 21-24 April,

1981.

176. KronbergL, VartianenT. Ames mutagenicityandconcentrationof dxc strong

mutagen3-chloro-4<dichloromethyl)-5-hydroxy-2(SH)-furanoneasidofitsgeometrxc

isomer E-2-chloro-3(dich.loromediyl)-4-oxo-butenoícacid in chiorine-trated tap

waters.Mulo) Res1988; 206: 177-182.

177. Horth H, HeldlngM, JamesHA, ThomasMI, GibsonT, Wilcox P.Production

of Organic Chemicalsand MutagensDuring Chlorination of Amino Acids in

Water. En: Woser Chiorination: Chemtury, Environmental impact atad Health

Effec¡s, Lewis PublisherINC, 1987; 6: 107-124.

178. Kronberg L, CbrlstmanEF. Chemistry of mutagenieby-productsof water

chiorisiation.Sc! TozalEnviron 1989; 81/82, 219-230.

179. Tabor MW, Loper JC, BaroneK. Analytical Proceduresfor Fractionating

NonvolatileMutagenicComponentsfrom Drinking WaterConcentrates.En:Water

Chlorination: EnvironmenzalJmpaczatadHealzhEffects,Ann. Arbor Science.1980;

3: 899-912.

162



Bibliografía

180. Meier IR, Knohl KB, Merrick BA, SmallwoodCL. Importance of Glutathione

in the la vitro Detoxification of 3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(5H)-

furanone,mi ImportantMutagenicBy-productof Water Chiorination.En: Woser

Chiorinouion: Chemistry, Environmemital Impact omití Health Effects, Lewis

Publisher, 1987b; 6:159-170.

181. LawrenceCE, Taylor PR, Trock BJ, Reilly AA. Trihalomathanesin Drinking

Water asid HumanColorectalCancer.J Nos CancerInst, 1984; 72: 563-568.

182. MonAs Rd,AudetAM, AngeWlo IF, CbalmersTC, Mosteller F. Chlorination,

Chlorinationby-products,andcancer:A Meta-analysis.AmJPublic Health. 1992;

82: 955-963.

183. Kanarek MS, Young TB. Case control study of colon casicer asid water

chlorination/volatileorganicsin Wisconsin,paperpresentedat dxcSixthConference

on WaterChlorination,OakRidge, TN, 1987; May 3-8.

163


	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	ESTUDIO DE LA MUTAGENICIDAD EN AGUAS DE BEBIDA POR MEDIO DEL TEST DE MUTACIÓN REVERSA EN ESCHERICHIA coli
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	1. Historia
	2. Características genéticas
	3. Mutaciones
	4. Mecanismos de acción de compuestos químicos mutágenos
	5. Carcinogénesis
	6. Mecanismos de carcinogénesis química
	7. Base Molecular de la Reparación
	8. Evaluación de la Mutagenicidad de las sustancias químicas
	9. Validación de los tests de mutagenicidad
	10. Ensayo de Mutación Reversa en Escherichia coli
	11. Cloración de aguas de consumo público
	12. Fuentes de Genotoxicidad
	13. Evidencia del Riesgo
	14. Estudio Epidemiológicos 

	II. OBJETIVOS
	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	1. Fundamento del Método
	2. Material Biológico
	3. Métodos
	4. Material de Laboratorio
	5. Muestras de agua
	6. Cuantificación del Efecto mutagénico

	lV. RESULTADOS
	1. Resultados del Preensayo
	2. Resultados del Ensayo
	3. Resumen de la Evaluación Mutagénica

	V. DISCUSIÓN
	1. Clasificación de los Tests de Mutagencicidad
	2. Métodos de Ensayo
	3. Cuantificación del Efecto mutagénico
	4. Mutagenicidad en aguas doradas

	VI. CONCLUSIONES
	VII. BIBLIOGRAFÍA



