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RESUMEN cen dano al ADN en linfocitos humanos; de igual manera, se
hallé que estas aguas también inducen un incremento en la

La curticién es un proceso industrial que requiere grandes  mutagenicidad en la cepa TA98.
volimenes de agua para la transformacién de un material
putrescible en uno imputrescible, apto para su utilizacién, en  Palabras clave: Salmonella typhimurium TA98, TA100, me-
productos manufacturados. Las aguas residuales generadas tales pesados, test de Ames, ensayo cometa.
por dicha industria, generalmente, son vertidas a los cuer-
pos de agua sin tratamiento previo, generando asi grandes SUMMARY
cantidades de demandas bioquimicas de oxigeno y quimica
de oxigeno, valores elevados de pH, presencia de sustan- Tanning is an industrial process that requires large volumes
cias quimicas téxicas, que actian como mutégenos, au- of water for the transformation of a putrescible material into
mentando asi el riesgo de desarrollar cancer en la poblacién  a non-putrescible one, suitable to be used in manufactured
expuesta. En la ciudad de Clcuta, se encuentran pequenas products. The wastewater generated by this industry are
industrias de curtiembres, que no poseen las herramientas  generally discharged without previous treatment into water
bésicas, ni conocimientos sobre el adecuado tratamiento de  bodies, generating large amounts of biochemical demands
los residuos, generando contaminacion en el recurso hidri-  of oxygen and chemical oxygen, high pH values, presence of
co, que luego puede llegar a ser usado por la poblacién. En  toxic chemical substances that act as mutagens, increasing
los procesos quimicos de esta industria, se usan el cromo, the risk of developing cancer in the exposed population.
el plomo, los sulfuros, los cromatos de zinc y el calcio, com-  In the town of Clcuta small tannery industries exist, which
puestos considerados, entre los carcinégenos humanos, do not dispose the basic tools or knowledge regarding the
mas potentes. El estudio contemplé el andlisis y la determi-  proper waste treatment, therefore generating pollution of
nacién de la mutagenicidad y genotoxicidad en aguas resi-  water, which afterwards can be used by the population. In the
duales de la curtiembre Tasajero. Para la determinaciéon dela  chemical process of this industry, chromium, lead, sulfides,
genotoxicidad, se usé el ensayo cometa y para el anélisis de  zinc chromates and calcium, compounds considered among
la mutagenicidad, se aplicé el test de Ames, con las cepas the most potent human carcinogens are used. The study
de Salmonella typhimurium TA98 y TA100. Se encontré included the analysis and determination of the mutagenicity
que las aguas de desecho de la curtiembre Tasajero indu- and genotoxicity of wastewater from the tannery “Tasajero”.
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For genotoxicity determination the comet assay was used;
for the mutagenicity analysis, the Ames test with Salmonella
typhimurium strains TA98 and TA100 was employed. It
was found that the wastewater from the evaluated tannery
induces DNA damage in human lymphocytes. Similarly, the
results indicate that this water increased the mutagenicity in
the TA98 strain.

Key words: Salmonella typhimurium TA 98, TA100, heavy
metals, Ames test, comet assay.

INTRODUCCION

La industria del curtido de cuero es conocida por ser uno de
los principales sectores econémicos de muchos paises. Ha
habido una creciente preocupacién ambiental en relacién con
la liberacién de varios contaminantes en aguas residuales de
curtiembres (Lofrano et al. 2013). La Unién Europea es uno de
los productores lideres de cuero; se estima que entre 400.000
y 900.000 toneladas de lodos se genera anualmente en la UE,
a partir del procesamiento de cuero, la mayoria, de los cuales
se depositan en vertederos (European Comission, 2001).
Dhayalan et al. (2007) reportaron que, alrededor de 170.000
toneladas de residuos de piel curtida, se generan anualmente
en la Unién Europea, por lo tanto, la eliminacién de residuos
generados en la produccién de cuero es un problema que
requiere medidas tecnolégicamente avanzadas, tendientes a
combatirlo (Thanikaivelan et al. 2005).

El curtido consiste en la conversién de las pieles de anima-
les sin procesar en cuero, a través de una serie de proce-
sos quimicos, que requieren de grandes volimenes de agua
(Torngvist et al. 2011). En el proceso de curtido, se emplean
productos quimicos, como cloruro de sodio, hidréxido de
sodio, hipoclorito de sodio, agentes tenso activos, prepara-
ciones enzimaticas, dcidos orgénicos tamponados, sulftrico,
clorhidrico, lactico, férmico, bérico y mezclas, sales de amo-
nio, siendo las sales de cromo las més utilizadas (Di laconi et
al. 2002); bisulfito de sodio, peréxido de hidroégeno; solven-
tes como kerosene y el clorobenceno; curtientes sintéticos,
como los sintanos, anilinas, polimeros acrilicos o poliureta-
nos, lacas nitrocelulésicas o uretanicas.

Las aguas residuales generadas por las curtiembres contie-
nen grandes concentraciones de cromo, en forma de dicro-
mato de potasio K2Cr207 y sulfato de cromo Crz(SO4)s, que
son altamente téxicos (Alvarez et al. 2006); estos compues-
tos requieren, de alguna forma, tratamiento biolégico, para
permitir la eliminacién segura al medio ambiente (Dotro et
al. 2012).

El Cr(VI) induce respuesta inmunoldgica inflamatoria y alte-
racién de las vias de senalizacién de supervivencia celular. El
Cr(VI) entra a la célula, a través de canales anidnicos no es-

pecificos y es metabdlicamente reducido por agentes, como
el ascorbato, glutatién y cisteina a Cr(V),Cr (IV) y Cr (1lI).

El Cr(Ill) es poco permeable a la membrana, por lo que es
incapaz de atravesarla; este hecho, posibilita la unién con el
ADN, generando dano genético, que conduce a la inestabi-
lidad genémica. Estudios epidemioldgicos realizados en el
Reino Unido, en Japén y en Norte América, han mostrado
que trabajadores expuestos al cromo, tienen un elevado ries-
go de padecer enfermedades respiratorias, fibrosis, perfora-
cién del septo nasal, pdlipos nasales y cancer de pulmén
(Plunkett, 1976; Witschi et al. 2008).

La exposicién ambiental e industrial a los compuestos de
cromo ha conducido al Instituto Nacional de Seguridad Ocu-
pacional y Salud (NIOSH) a incluir el cromo como uno de
los mayores causantes de céncer de pulmén, por exposicién
ocupacional; a la Agencia de Proteccién Ambiental de EUA
y la Agencia Internacional para la Investigacién en Céncer
(IARC), a clasificarlo como un carcinbégeno humano, resal-
tando al Cr(VI), como uno de los 33 compuestos potencial-
mente lesivos para la salud humana, en zonas urbanas (U.S.
EPA, 1999; Agency for Toxic Substances and Disease Regis-
try ATSDR, 2000; National Toxicology Program, 2005). Ac-
tualmente, es muy discutido el riesgo de ingestién del Cr(VI)
en aguas de consumo. Estudios in vivo han mostrado que
el Cr(VI) es un genotéxico marcadamente dependiente de la
dosis, con la evidencia de un fuerte efecto umbral, debido a
la desintoxicacién extracelular por reduccién a Cr(lll), antes
de la absorcién por érganos y tejidos periféricos (De Flora,
2000).

Estudios en ratas y ratones muestran aberraciones cromoso-
micas en médula 6sea, ruptura de cadena simple en ADN de
higado y cerebro, como también ruptura de cadena simple
de ADN en leucocitos (Acharya et al. 2001; Sedman et al.
2006). Ciertas formas de Cr(VI) son conocidas como carci-
négenos respiratorios, que inducen un amplio espectro de
danos en el ADN (O'Brien et al. 2001; Salnikow & Zhitko-
vich, 2008). Lesiones genéticas estructurales producidas por
el Cr(Vl) inducen aductos, rupturas, uniones proteina-ADN,
oxidacién de bases, sitios AP y entrecruzamientos entre cro-
matidas (O'Brien et al. 2003; Ceryak et al. 2004). La aso-
ciacién del cromo con el enlace fosfodiester es una de las
lesiones primarias que origina mutagenicidad en células de
mamiferos (Salnikow & Zhitkovich, 2008). El dano inducido
por cromo conduce a la replicacién disfuncional del ADN,
causando sustitucion y deleccién de bases, que son sustrato
para los sistemas de reparacién por escisiéon de bases (BER)
y reparacion por escisiéon de nucleétidos (NER), promovien-
do asi la inestabilidad genémica (O'Brien et al. 2009).

Hay varias lineas de evidencia que sugieren la importancia de
la sustitucién de bases en la mutagenicidad del cromo, sien-
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do la sustitucién Guanina: Citosina el blanco primario, tanto
in vivo como in vitro (Holmes et al. 2008). La reduccion
del Cr(Vl) ha sido mostrada para producir especies reacti-
vas, tales como radicales libres, anién superoxido y radicales
hidroxil, posiblemente, a través de la reacciones del Cr(V) y
Cr(IV) con el peréxido de hidrégeno, similares a la reaccion
de Fenton (Jennette, 1982; Sedman et al. 2006). Ademas,
se ha encontrado que en presencia de vitamina A, en célu-
las V79, se incrementa el radical hidroxilo, las aberracciones
cromosémicas y las mutaciones sobre el locus HGPRT (Su-
giyama, 1991; Sugiyama et al. 1992).

El dano inducido por el Cr(VI) conduce a la replicacién dis-
funcional del ADN, desregulacién de sitios de control del
ciclo celular, desregulacién de sistemas de reparacion, ines-
tabilidad de microsatélites, respuesta inflamatoria y el dafo
de genes, clave en la regulacién de redes responsables del
balance, entre la vida y la muerte celular, que juegan un pa-
pel importante en la carcinogénesis del Cr(VI). Varias lineas
de evidencia indican que la progresién neoplésica es el re-
sultado de cambios epigenéticos y genéticos, que confieren
a la célula ventajas de supervivencia que, en ultimo término,
conducen a la conversién de una célula normal a una célula
maligna. La via de absorcién cuténea es la de més facil ac-
ceso al organismo, frente a lo cual, cabe destacar el cuadro
patolégico de la dermatitis alérgica de contacto. En ésta, los
compuestos de Cr(VI) penetran en la piel més rapidamente
que los compuestos de Cr(lll) (Chavez Porras, 2010).

En el drea metropolitana de Cucuta existen curtiembres que
no tratan adecuadamente los residuos, generando contami-
nacién ambiental. Estas industrias utilizan en el proceso de
curtido del cuero cromatos de zinc y calcio, considerados
como potentes carcindgenos en humanos (Wise et al. 2004;
Shakir et al. 2012). La exposicién intensa a estos compues-
tos ha producido una incidencia muy elevada de céncer de
pulmén (Castleman, 1995; Alberg & Samet, 2003).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la mu-
tagenicidad y genotoxicidad en aguas residuales, de una cur-
tiembre en la ciudad de Cucuta, Norte de Santander.

MATERIALES Y METODOS

La muestra de agua residual en la curtiembre Tasajero de
la ciudad de Culcuta, Norte de Santander, se recolect6 en
un botellén de polietileno, previamente lavado, en una canti-
dad aproximada de 20L; se obtuvo directamente de los ver-
timientos realizados después del proceso de desencalado,
que consiste en eliminar los residuos quimicos depiladores,
como las sales de calcio o cal del cuero, utilizando cloruro de
amonio o bisulfito de sodio y, de esta manera, evitar que en
el proceso se formen sales insolubles y disminuir el exceso
de sulfuro de hidrogeno, cuando se, reduzca el pH. En la

curtiembre Tasajero en el proceso de desencalado, se utili-
zan sales de sulfato y cloruro de amonio asi como bisulfito
de sodio.

Concentraciéon de la muestra de agua residual: Inicial-
mente, los 20L de agua residual de la curtiembre se dejé
reposar, durante seis horas, a una temperatura de 6°C y se
pasoé por un filtro de tela, para eliminar las impurezas grue-
sas. Para la concentracion de la muestra, se pasaron 20L
de agua residual, a una velocidad de 15mL/min, por una
columna que contenia 100g de resina Amberlite XAD-2, de
marca Supelco; después de pasar toda la muestra, la colum-
na se eluyé con diclorometano. Posteriormente, la muestra
se concentré en un rotaevaporador, a una temperatura de
60°C, a 150rpm, hasta llevarla a sequedad. Seguidamente,
se diluy6 el residuo en 20mL de dimetilsulfoxido al 12%, para
conservarla.

Deteccion de la actividad mutagénica: El efecto mutagéni-
co de los extractos de las aguas residuales de la curtiembre,
se determiné por medio del test de Ames (Ames et al. 1973),
usando el protocolo revisado por Maron & Ames (1973).
En esta prueba, el indicativo de la mutacién es la reversion
de his a his"; los revertantes, se conocen porque crecen en
medio minimo sin histidina. Se trabajé con dos cepas de
Salmonella thypimurium (Tabla 1). En la cepa TA98, se pro-
duce la reversién a his” por perdida o ganancia en un par
de bases en el gen mutado y, en la cepa TA100, se produce
la reversion por sustitucién de un par de bases. Con cada
muestra se trataron 10’ bacterias, en ausencia de enzimas
microsomales. Se utilizaron controles positivo y negativo;
para el control positivo, se manejé 4—nitroquinolina oxido (4-
NQO) y como control negativo, dimetilsulfoxido (DMSO), al
12%. Se consideraron positivos los resultados que presenta-
ron, de forma reproducible, un incremento significativo de
la mutacién con respecto al control negativo. Para verificar
la reproducibilidad de los resultados, se hicieron tres expe-
rimentos independientes, cada uno por duplicado. De cada
uno de los extractos, se analizaron dosis subtoxicas, las cua-
les, se determinaron haciendo curvas de mutagenicidad, con
dosis pequenas, medianas y altas. Las dosis subtoxicas que
se utilizaron fueron 50,100 y 150ug del extracto total.

Deteccion del dano del ADN: Para detectar la ruptura del
ADN, se utiliz6 el ensayo cometa. Se siguié la metodologia
propuesta por Singh et al. (1988) y modificada por Pandran-
giet al. (1995). La ocurrencia de dano en el ADN, se basé en
la longitud de la cola del cometa, inducida por la ruptura del
ADN. Se consideré que la cola era producida por ruptura, si
era mayor de 26um, que es la longitud producida por facto-
res esponténeos. Para garantizar que el dafio genotoxico ob-
servado es debido a los compuestos presentes en el extracto
y no a eventos biolégicos, como la apoptosis, se analizaron
dosis subtoxicas de 50, 100 y150ug.
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Tabla 1. Caracteristicas de la Salmonella typhimurium utilizada en este estudio.

Cepa

Marcadores genéticos

Referencia

uvrB

hisD3052

bio

rfa

R-factor

TA-98 plasmido-pkM101

G-C

Mutacién por desplazamiento del marco de lectura en sitios

Ames et al. (1975)

uvrB
hisG46
bio

rfa
R-factor

TA-100 plasmid-pkM101

Mutacioén por sustitucién de bases en sitios G—C

Ames et al. (1975)

Extraccion de linfocitos: Para los experimentos de geno-
toxicidad, se usaron linfocitos de sangre periférica, que se
extrajeron de una persona joven y sana. Los linfocitos se
separaron de la sangre total, usando un gradiente de ficoll-
hipaque. Seguidamente, se determiné la viabilidad, la cual,
siempre se mantuvo por encima del 95%.

Tratamiento: Se tomaron 200uL de células, que se mezcla-
ron con 50uL del tratamiento o control; posteriormente, se
incub6 durante 1h, a 37°C; luego se tomé 75uL agarosa de
bajo punto de fusién y se mezclé con 10uL de células trata-
das, para luego ser vertidas en una l&mina base de agarosa
de punto de fusién normal; seguidamente, se llevé a incubar
6 min a 4°C; a continuacién, se retir6 el cubre objeto y se
adicionaron otros 75uL. de agarosa e incubé 6 min, a 4°C.

Terminada la incubacién, las laminas base se sumergieron
en solucién de lisis minimo 1h; posteriormente, se lavaron
las placas con PBS y se procedi6 a realizar la electroforesis
por 30 minutos, sin conectar a la fuente de poder y 30 minu-
tos, conectada a 25v y 300mA; luego, las placas se lavaron
con solucién neutralizante. Una vez terminado el proceso, se
procedié a la coloracién con bromuro de etidio y a la observa-
cién en el microscopio de fluorescencia Olympus U-RFKT50,
con el objetivo de 25X se analizaron un total de 200 células

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestra la razén de mutagenicidad inducida
por los extractos de las aguas residuales de la curtiembre
Tasajero.

Tabla 2. Razén de mutagenicidad calculada a partir de los datos de mutagenicidad de dos experimentos con la cepa TA98 y
TA100, inducida por extractos de aguas residuales de la curtiembre Tasajero de la ciudad de Clcuta.

Razén de mutagenicidad
Dosis en ug TA98 TA100
50 3,5 1,41
100 3,8 1,52
150 4.4 1,65
DMSO (12%) 1 1

DMSO dimetilsulfoxido. La razén de mutagenicidad (RM) es igual a los revertantes inducidos, por el trata-
miento (RI) sobre los revertantes inducidos, por el control o revertantes espontaneos (RE).
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La razén de mutagenicidad (RM) es igual a los revertantes
inducidos por el tratamiento (RI) sobre los revertantes in-
ducidos por el control o revertantes espontaneos (RE) asi:
RM=RI/RE.

De acuerdo a las razones de mutagenicidad mostradas en la
tabla 2, se considera que la muestra es positiva para la cepa
TA98, ya que existe una relacién de dosis de respuesta en-
tre las concentraciones probadas y el nimero de revertantes
inducidos; esto se puede determinar utilizando los criterios
descritos en Vargas et al. (2001), donde la muestra se consi-
dera mutagénica cuando el nimero de colonias revertantes
es =2. Ademas, la significancia de la reversion en las cepas
ensayadas fue determinada, a través de andlisis de varianza
a una via, que muestran que la reversién incrementa signi-
ficativamente (p<0.05), a medida que aumenta la dosis La
mutagenicidad observada se puede atribuir a la presencia
de metales pesados, tales como Cr y Hg, que son muy co-
munes en las aguas de residuo de las curtiembres, segin lo
plantea Tagliari et al. (2004). De acuerdo con los resultados
mostrados en la tabla 2, en el caso de la cepa TA98, se ob-
serva que cada una de las dosis supera entre tres y cuatro
veces el valor del control negativo, mientras que en la cepa

TA100, no se observa un incremento de la razén de mutage-
nicidad superior a dos, de acuerdo con Vargas et al. (2001),
lo cual indica que los compuestos vertidos por esta industria
inducen mutacién por pérdida o ganancia de bases, mas
que por sustitucién de bases.

En el ensayo COMETA, se obtuvo un promedio de tres expe-
rimentos individuales y, en cada uno de ellos, se analizaron
150 células, para asi determinar, con base en la longitud en
um, la migracién de los fragmentos del ADN, como se puede
ver en la tabla 3. De acuerdo a los valores obtenidos en cada
una de las dosis y comparados con el control negativo, se
not6 una tendencia creciente de dano genotéxico segun el
aumento de la concentracion, conllevando a un incremen-
to de las lesiones primarias sobre el ADN, lo cual, esta di-
rectamente relacionado con el aumento en las alteraciones
genéticas celulares. En la figura 1, se detallan fotografias de
algunos nucleos, después de ser sometidos a diferentes con-
centraciones del extracto de aguas residuales de la curtiem-
bre Tasajero de Cacuta. Como se puede observar, a medida
que se incrementa la dosis, el dano, visualizado como cola
del cometa, es mayor.

Tabla 3. Dano del ADN en linfocitos de sangre periférica humana, inducida por el extracto organico del agua de la curtiembre

Tasajero.
Dosis (ug) X promedio (pum)
50 40
100 66
150 73
PBS 26
H202 25 mM 83

El dafio se cuantific6 como el promedio de la longitud de la cola en 150 células analizadas. Se realizaron tres
ensayos cada uno por duplicado. Como control positivo, se usé peréxido de hidrégeno 25mM, como control

negativo DMSO al 1%.

Figura 1. Iméagenes del dano inducido en linfocitos humanos por muestras de agua residual de la curtiembre Tasajero de

Cdcuta, Norte de Santander.

-

A: dafo inducido por la fraccién 3 dosis de 50ug, B: dafo inducido por la fraccién 2 dosis de 50ug,
C: dano inducido por la fraccién 1 dosis de 50ug.
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Se encontrd, que cada una de las dosis ensayadas aporta
sustancialmente dano al ADN en linfocitos humanos, ex-
puestos a los compuestos presentes en las aguas residuales
de curtiembres, probablemente, debido a la presencia de
nitro-aromaticos, asi como también de metales, como Cr,
Hg y Pb, esto se anade a la evidencia reportada por Tagliari
et al. (2004). Como se puede apreciar en la tabla 3, la res-
puesta de los linfocitos frente a cada una de las dosis del
extracto de aguas residuales de curtiembre ocasioné danos,
en especial, roturas de cadena sencilla en el ADN. Los re-
sultados hallados en el presente estudio, se pueden explicar
teniendo en cuenta que se ha demostrado que la carcinoge-
nicidad del cromo puede ser promovida, a través de varios
mecanismos, incluyendo la reduccién metabdlica intrace-
lular del CrVI, produciendo especies de cromo, capaces de
interactuar con el ADN, las cuales, son las responsables de
los efectos mutagénicos y genotéxicos (Sedman et al. 2006;
Kristen et al. 2010). También, se ha demostrado que el cro-
mo induce aberraciones cromosémicas, rupturas de cadena
simple, aductos, sitios AP, oxidacién de bases, entrecruza-
mientos, dano al enlace fosfodiester, dafio en los sistemas
de reparacién, sustitucién y deleccién de bases (Sedman et
al. 2006; Salnikow & Zhitkovich, 2008; O'Brien et al. 2009).
Este efecto que produce alteraciones en el material genético
es probablemente causado, ademas, por la presencia de me-
tales, incluyendo el hierro, manganeso, plomo, cobre, zinc
y niquel, debido a su alta actividad mutagénica, segun fue
identificado por Vargas et al. (2001). En la tabla 3, se mues-
tra el dano del ADN inducido por las aguas residuales de la
curtiembre Tasajero en Clcuta, Norte de Santander.

De este estudio, se concluye que los compuestos presentes
en las aguas residuales de la curtiembre Tasajero de Cucuta
inducen mutagenicidad en las cepas de Salmonella typhi-
murium TA98; dicha mutagenicidad, se atribuye a la presen-
cia de compuestos mutagénicos, como metales pesados,
cuyo mecanismo molecular, para inducir la mutacién, es por
perdida o ganancia de bases. Dado que la enfermedad del
cancer es producida por multiples factores, la exposicién a
compuestos inherentes a la industria de curtiembres, podria
constituir un riesgo en la aparicién de dicha enfermedad.

Conflicto de intereses: El manuscrito fue preparado y revi-
sado con la participacién de todos los autores, quienes de-
claramos que no existe conflicto de intereses que ponga en
riesgo la validez de los resultados presentados.
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