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Resumen

Las aguas de consumo pueden contaminarse con pesticidas, desechos industriales,
aguas negras y subproductos de la cloracién, dichos compuestos pueden producir
enfermedades tales como el cancer.

La planta de purificacion de agua del municipio de Pamplona (EMPOPAMPLONA), se
abastece de cuatro microcuencas que atraviesan zonas agricolas en las cuales se
utilizan indiscriminadamente pesticidas con el fin de erradicar las plagas; estos
pesticidas pueden llegar por escorrentia a las aguas que son tomadas para luego
distribuir como agua potable a una parte de la poblaciéon de Pamplona. Dichas aguas
también pueden contaminarse con desechos domiciliarios debido a que las fuentes
abastecedoras pasan por caserios. Ademas las aguas de consumo pueden
contaminarse con los subproductos del proceso de cloracién, los cuales se ha
demostrado son fuertes mutagenos. En el presente trabajo se evalud la genotoxicidad
y mutagenicidad inducida por aguas antes y después de ser tratadas con cloro en
una planta de potabilizacion en Pamplona Norte de Santander. Para detectar la
actividad mutagénica se utilizé el test de Ames con Salmonella typhimurium. Los
resultados evidencian que en los tres tipos de aguas (crudas, tratadas y cloradas) hay
presencia de compuestos mutagénicos y genotoxicos los cuales pueden constituir un
riesgo para la poblacion expuesta, dado que se sabe de la estrecha relacion que existe
entre la exposicion a mutagenos y la aparicion enfermedades como el cancer.

Palabras clave :Mutagenicidad, genotoxicidad, agua, cancer, test de ames, cloracion

Mutagenicity of water before and after chlorination in water treatment plant
Empopamplona

Abstract

The drinking water may be contaminated with pesticides, industrial wastes, sewage
and chlorination byproducts, such compounds can cause diseases such as cancer
The water purification plant in the municipality of Pamplona (EMPOPAMPLONA) is
supplied by four micro-watersheds that cross agricultural areas where pesticides are
used indiscriminately to eradicate pests; these pesticides can run-off into the waters
that are taken and then distributed as drinking water to one part of the population of
Pamplona. These waters can also be contaminated with household waste because the
supply sources pass through villages. Moreover, drinking water can be contaminated
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with the by-products of the chlorination process, which have been shown are strong
mutagens. In this work was evaluated mutagenicity induced by water before and after
being treated with chlorine in a drinking water treatment plant in Pamplona Norte de
Santander. To detect mutagenic activity was used the Ames test with Salmonella
typhimurium. The results show that in all three types of water (raw, treated and
chlorinated water) are present mutagenic compounds, which may constitute a risk to
the exposed population, because it is known of the close relationship between
exposure to mutagens and onset diseases such as cancer.

Keywords: Genotoxicity, mutagenicity, water, cancer, Ames test, chlorination.
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INTRODUCCION
La planta de purificacion de agua del

municipio de Pamplona
(EMPOPAMPLONA), se abastece de
4 microcuencas: Ucuques,

Morronegro, El Rosal o el Volcan y
Cariongo o Monteadentro. Estas
atraviesan las veredas Monteadentro,
Garcia, Alto Grande, Rosal y Navarro.
La cobertura vegetal esta constituida
por areas de miscelaneos con cultivos
transitorios de maiz, papa, arveja,
frijol, cultivos. semipermanentes como
fresa, arracacha; cultivos
permanentes como curuba, moron,
tomate de arbol, lulo; como también
areas en pastos y rastrojos, por lo
tanto las quebradas pueden recibir
lixiviados cargados con pesticidas ya
que recorren zonas agricolas, también
pueden recibir desechos domiciliarios
por pasar por caserios. Cabe resaltar
gue el tratamiento que se le hace al
agua utilizando cloro como
desinfectante, también puede aportar
compuestos mutagénicos debido a la
reaccion de este con el material
organico. Esto es preocupante porque
los mutdgenos presentes en el agua
de consumo llegan continuamente a la
poblacibn en cantidades muy
pequefias que pueden causar dafio
genético acumulable, que origina
enfermedades tales como el cancer y
enfermedades hereditarias (Meléndez
et al.2001). Muchos de los desechos
industriales que presentan efecto
mutagenico  son  frecuentemente
vertidos a las aguas de quebradas y
rios que luego son usados para surtir
las plantas de tratamiento de las
aguas para consumo humano.(Tirado
et al.2010; Kummerer 2009; Pereira et
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al.2007;Mizuno et al.2007;Zuleta M.,
Meléndez 1. 2001; Koivusalo et
al.1997).Varios estudios
epidemiologicos han mostrado que el
consumo de agua clorada esta
asociado con un incremento en el
riesgo de cancer gastrico, de vejiga y
de recto (Morelli. 2000). Segun
Cabello 2001, mas de la mitad de los
pesticidas  han resultado  ser
potencialmente carcinogénicos. Se ha
encontrado que pesticidas
organofosforados como el malation y
el paration inducen tumores mamarios
en ratas (Mostafalou & Abdollahi.

2013). La mutagenicidad y
carcinogenicidad de muchos
pesticidas se ha  demostrado

ampliamente (USEPA). 2004; Carrefio
et al. 2007; IARC. 1991;Ames.1989).
Preocupados por los reportes que a
menudo estan surgiendo alrededor del
mundo con respecto a la presencia de
mutagenos en aguas de consumo,
realizamos este estudio con el fin de
evaluar la genotoxicidad y
mutdgenicidad inducida por aguas
antes y después de ser tratadas con
cloro en una planta de potabilizacion
en Pamplona Norte de Santander.

Metodologia

Toma de muestras

Las muestras se tomaron a cincuenta
centimetros de profundidad, el
volumen total de cada muestra fue de
100L. Se captd en tres sitios
diferentes: Zona 1, aguas
inmediatamente antes de entrar a la
planta de tratamiento de
Empopamplona (Agua cruda). Zona 2,
aguas tomadas después de pasar por
sedimentacion, coagulacion y
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floculacion (Agua tratada) y Zona 3:
Aguas después del proceso de
cloracion (Agua clorada).
Concentracion y extraccion del
material organico del agua

Para concentrar el material organico,
las muestras de agua se pasaron por
una columna que contenia 100
gramos de resina XAD-2, a una
velocidad aproximada de 15 ml/min.
La elusion se hizo con 3 volumenes de
acetona seguida de tres volimenes de
dietil eter. Los eluyentes se retiraron
por rotaevaporacion a baja presion y
temperatura, hasta alcanzar Ila
sequedad. El extracto seco se disolvi
en DMSO al 12%. Antes de usar las
resinas XAD, se lavaron
consecutivamente cada 24 horas, con
metanol, acetona y metanol. En el
momento de usar la XAD se enjuagd
tres veces con agua destilada.

Deteccién de la potencialidad
mutagénica por el test de ames

El efecto mutagénico de los extractos
del material organico del agua se
determina por medio del test de Ames.
(Fluckiger-Isler , Kamber. 2012). En
esta prueba el indicativo de la
mutacion esta dado por la reversion

his- a his *, los revertantes se conocen
porque crecen en medio minimo sin
histidina. Se trabaja con dos cepas de
Salmonella typhimurium, la cepa TA
98 en la que se produce la reversion a

his* por ganancia de un par de bases
en el gen mutado, y la cepa TA-100 en
la cual se produce la reversién por
sustitucion de un par de bases.

Se cataloga como respuesta positiva,
los resultados que presentan un
incremento significativo de mutacion
con relacion al control negativo y este
resultado es reproducible. Ensayos en
los que se obtenga un incremento de
la mutagenicidad entre dos y tres
veces comparado con el control
negativo, indican que la sustancia
probada tiene una mutagenicidad
débil y que sustancias con resultados
mayores de tres tienen una
mutagenicidad positiva alta (Recio-

Vega et al.2011)

Resultados y discusion

Tabla 1: Numero de revertantes en
Salmonella typhimurium cepas TA-98
y TA-100 inducidos por agua cruda,
tratada y clorada; provenientes de la

planta de tratamiento de
Empopamplona.
Dosis (9) TA-98 TA-100
C- 235 80+38
Aguacruda 0,25 246 + 16 92+6
0,5 362 + 25 199+9
1,0 "648 + 30 328 +13
Agua 0,25 108 £ 9 787
tratada
0,5 147 + 8 127+ 14
1,0 *215+ 11 266 + 16
Agua 0,25 233 +18 233 +11
clorada
0,5 235+13 316 £ 18
1,0 284 +15 558 + 22

Los datos corresponden al promedio
tres experimentos independientes
cada uno realizado por duplicado.
Como control negativo se us6 DMSO
al 2%. El asterisco (*) indica que hubo
diferencia significativa comparando
con el control negativo p <0.01.

Como podemos observar en la tabla 1
y figura 1 el nUmero de revertantes en
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la cepa TA98 para la muestra de agua
cruda supera hasta 28 veces las
revertantes del control negativo,
mientras que en la cepa TA-100
solamente se supera hasta cuatro
veces el control. De igual manera
podemos observar un efecto de dosis,
dado que se da un incremento
significativo (p<0.01) a medida que se
aumenta la dosis. De acuerdo a los
resultados mostrados nos podemos
dar cuenta que en el agua cruda
predominan los compuestos cuyo
mecanismo molecular de accion es la
pérdida o ganancia de bases,
comparado con los compuestos que
inducen la mutacion por sustitucién de
bases, que son aquellos detectados
por la cepa TA-100. Debido a que las
guebradas que surten la planta
atraviesan zonas de cultivos de fresa,
mora, papa, zonas ganaderas y
asentamientos humanos, las aguas
pueden contaminarse por escorrentia
con pesticidas, agroquimicos Yy
desechos antropogénicos, de los
cuales ya se tiene evidencia de su
relacion con la aparicion de diversas
enfermedades.

Por ejemplo se ha demostrado que la
exposicion a compuestos
Organoclorados esta relacionada con
el aumento de la incidencia de cancer
de mama (Schug et al.2011), los
organoclorados también actian como
xenoestrogenos por interrumpir la
funcién endocrina normal (Mastandrea
et al.2005). De igual manera se ha
evidenciado que algunos
hidrocarburos policiclicos aromaticos
(HPA) presentes en aguas son
compuestos carcindgenos ylo
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mutédgenos y posibles disruptores
endocrinos.(Webster, Muller-Isberner
y Fransson.2002). El Benzo(a) pireno
(BaP) es uno de los HPA que posee la
capacidad de desarrollar efectos
carcinogénicos,  genotoxicos  y/o
mutagénicos Se han observado
diferentes  efectos  citogenéticos
inducidos  por los  pesticidas,
principalmente Aberraciones
cromosomicas (AC), Intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) vy
Micronacleos (MN) en poblaciones
laboralmente expuestas a plaguicidas
(DeVoto y Yokel.1994). Por esta razén
podemos atribuir la  respuesta
mutagénica encontrada en esta
muestra a los compuestos
mutagénicos anteriormente
expuestos.

Figura 1. Numero de revertantes de
Salmonella typhimurium en la cepa TA-98 Y
TA-100 inducido por extractos de agua cruda
provenientes de la planta de potabilizacion.

700

D
o
o

500
400 _
300 ¢ : : - TA-98
100

0

TA-100

Revertantes / caja

0.25 0.5 1.0
Dosis en (g)

Como control negativo se usé DMSO al 2%.
Cada ensayo se realizé por triplicado. Se
considera respuesta positiva si el nimero de
revertantes del tratamiento supera mas de dos
veces el control negativo.

En la tabla 1 y figura 2 se observa la
actividad mutagénica en la cepa TA-98
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y TA-100, inducida por la muestra de
agua tratada, el nimero de revertantes
en la cepa TA98 para la muestra de
agua cruda supera 13 veces las
revertantes del control negativo, de
igual manera, el numero de
revertantes en la cepa TA-100 para la
muestra de agua cruda supera 4 veces
las revertantes del control. Se observa
que el tratamiento (floculacién,
sedimentacion y coagulacion)
realizado al agua disminuye tres veces
la actividad mutagénica inducida por la
muestra de agua tratada. La actividad
mutagénica en esta muestra de agua
la podemos atribuir al remanente de
compuestos que lograron burlar el
tratamiento y a los subproductos
generados en el tratamiento mismo, tal
es el caso del aluminio, porque en el
tratamiento del agua se usa sulfato de
aluminio, el cual usa para precipitar los
sélidos en suspension durante el
tratamiento de agua, un proceso que
ha demostrado aumento significativo
en el metal, por ejemplo (Migliore et
al.1999), encontraron que la adicion de
Alz (SO4)s durante el tratamiento
incrementa el nivel del metal de 0,016
al,17 mg/L. Se ha demostrado que el
Al induce micronucleos y aberraciones
cromosOmicas en células humanas
(WHO,1998;Pereira et al. 2012). Se ha
demostrado que este metal induce
cancer de pulmon en trabajadores de
las industrias de coque, aluminio y
acero( Lankoff et al.2006; Banasik et
al. 2005) encontraron que el Aluminio
aumenta la tasa de micronucleos vy el
namero de células apoptéticas y que
dicho aumento depende de Ila
concentracion y el tiempo de
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exposicion. En otros estudios usando
el ensayo del tunel sobre cultivos de
células neuronales se demostrado la
induccion de apoptosis mediada por el
aluminio.(Kovacevi’, Kalafati, Horvatin
2009);Lima et al.2007). En las larvas del
diptero Chironomus Riparius, un
organismo acuatico, se han
evidenciado aberraciones
cromosomicas. Asi mismo, en los
hemocitos de la sanguijuela Hirudo
verbena y en los eritrocitos de
Gambusia holbrooki, se ha
encontrado un aumento en el dafio del
ADN mediado por el aluminio.(Ternjej
et al.2010; Xu.Xu.,Zou Huixian vy
Zhang J. (1997).

Figura 2. Numero de revertantes de

Salmonella typhimurium en la cepa TA-98 Y

TA-100 inducido por extractos de agua tratada

provenientes de la planta de potabilizacion
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Como control negativo se usé DMSO al 2%.
Cada ensayo se realizé por triplicado. Se
considera respuesta positiva si el nimero de
revertantes del tratamiento supera mas de dos
veces el control negativo.

En la tabla 1y figura 3, se observa la
actividad mutagénica en la cepa TA-98
y TA-100, en la muestra de agua
clorada. El nimero de revertantes en
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la cepa TA98 para la muestra de agua
clorada supera 14 veces las
revertantes del control negativo.. El
namero de revertantes en la cepa TA-
100 para la muestra de agua clorada
supera 7 veces las revertantes del
control.

Cuando se utiliza el cloro como
desinfectante para el agua potable
este pueden reaccionar  con
materiales  organicos  originando
subproductos que puedan representar
un riesgo mutagénico. Se espera que
en el agua clorada la mutagenicidad
sea igual al agua tratada, pero se
observa la muestra de agua clorada
hay un incremento en la actividad
mutagénica en ambas cepas la TA-98
Y TA-100, este incremento se atribuye
a los subproductos generados en el
proceso de cloracion, los cuales son
reportados como mutagenos, dentro
de estos subproductos tenemos los
triahalometanos (THM), muchos de
los cuales son fuertes mutagenos y
carcinégenos tales como el Mx (3-
cloro-4-diclorometil)-5-hidroxi-2-(5H)-
furanona) que es el mutacarcindgeno
mas abundante en aguas cloradas.
(Schiliro et al.2009; Liu et al.2009;
Marabini et al.2007). Se encontré que
el mutageno 3,3 dichloro -4-
(dichloroetilene) -2,5- pyrrolidinedione,
es el segundo en potencialidad
mutagénica después del MX. Los
estudios toxicoldgicos han
demostrado que los THM bromados se
metabolizan por la glutation S-
transferasa theta (GSTT1l-1) a
compuestos mutagénicos (DeMarini.
et al.1997). Los compuestos
haloacetonitrilos, también formados
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en aguas cloradas o con bromo han
mostrado  ser  mutagénicos Yy
carcinogénicos. Por ejemplo el
dicloroacetonitrilo (DCAN) y
dibromoacetonitriio  (DBAN)  son
positivos en el test de Ames; la
inclusion de la mezcla S-9 aumenta la
mutagenicidad del DBAN( Mortelmans
et al.1986).Por estudios
experimentales se ha encontrado que
el Mx  (3-cloro-4-diclorometil)-5-
hidroxi-2-(5H)-furanona) induce
cancer en glandulas adrenales, en
pulmén, pancreas y glandulas
mamarias de ratas tratadas(35.
Freedman et al.2001)

Figura 3. Numero de revertantes de
Salmonella typhimurium en la cepa TA-98 Y
TA-100 inducido por extractos de agua
clorada provenientes de la planta de

potabilizacion.
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Como control negativo se us6 DMSO al 12%.
Cada ensayo se realiz6 por triplicado. Se
considera respuesta positiva si el nimero de
revertantes del tratamiento supera mas de dos
veces el control negativo

Conclusiones

Podemos concluir que a las aguas de
consumo de una parte de la poblacién
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de Pamplona Norte de Santander,
estan llegando compuestos quimicos
provenientes de la contaminacion
ambiental y de los procesos mismos
de potabilizacion.

En este estudio y acorde con otros
realizados previamente, se puede
determinar que los  procesos
convencionales de purificacion del
agua no son 100% efectivos para
remover contaminantes quimicos; por
tal razébn es importante continuar
realizando este tipo de investigaciones
con el fin de plantear alternativas que
contribuyan a la disminucion de la
exposicién, ya que en la actualidad se
conoce del aumento diferentes tipos
de enfermedades relacionadas con la
exposicién a mutagenos ambientales.
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