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RESUMEN

En los ultimos afios, el aumento de informacién acerca de la
importancia de los factores ambientales ha contribuido a
incrementar el énfasis sobre la prevenciédn y minimizacién de 1la
exposicidn humana a los compuestos quimicos de riesgo. Uno de los
puntos mds importantes en la evaluacién de contaminantes
ambientales es el an&lisis de la calidad toxicolégica del agua de
uso doméstico, industrial y recreacional, asi como de las aguas
utilizadas para riego agricola y de A&reas verdes. Entre los
aspectos toxicolégicos de la calidad del agua, aquel gue se
refiere a la presencia de compuestos carcinogénices yjo
mutagénicos en los centros de distribucién toma relevancia dade
gue no ha sido suficientemente valorado y puede representar un
riesgo para los ususarios. Con é&sto en mente, en el presente
trabajo se seleccionaron metodolegias para la obtencidn de
muestras , determinacién de actividad mutagé&nica, recopilacién y
proceso de los datos obtenidos. Los concentrados de compuestos
orgé&nicos para las pruebas se obtuvieron haciendo pasar el agua a
través de una columna de cobre de 19 mm. de didmetro y 25 cm. de
longitud, empacada con 20 ml de una resina macroreticular (XAD-
2/XAD-4). Los compuestos retenidos fueron eluidos posteriormente
con una mezcla de solventes {Hexano/Acetona 85:15}) y
resuspendidos posteriormente en Dimetil Sulféxido para obtener la
muestra final, Los ensayes de mutagenicidad se realizaron
mediante la prueba conocida como Salmonella microsome assay
utilizando las cepas TA 100 y TA 98. Se analizaron pozos, tanques
y sistemas de bombeo de agua potable ademds de plantas
potabilizadoras, plantas de tratamiento de agua residual y
plantas experimentales de tratamiento avanzado de agua residual.

Para la recopilacién y procesamiento de los datos obtenidos,
se cred un programa de captura, proceso y reporte de resultados
que facilitd enormemente el manejo de la informacidén. El programa
determina cuando un resultado es positivo o negativo y permite
consultar los datos en base a varias alternativas mediante las
cuales se pueden obtener datos especificos de zonas especificas.

En los bioensayos, se analizaron 924 mnuestras de agua
potable las cuales presentaron porcentajes bajos de resultados
positivos, (2.4% para pozos, 2.9% para tangues y 3.5% para
rebombeos). El an&lisis estadistico posterior determind que éstos
resultados eran muy probablemente falsos positivos. En general,
los resultados en agua potable mostraronh que no se puede asociar
ningun riesgo ocasionado por la presencia de compuestos
mutagénicos en éste tipo de agua. -

: Para el agua residual y tratada se ensayaron 317 muestras,
71 en plantas de tratamientoe de agua residual, 33 en plantas
potabilizadoras y 213 en un dispositivo de tratamiento avanzado
de agua residual encontrandose un porcentaje de resultados
positivoes de 10, 6.6 y 33% respectivamente. Para éstos tipos de
agua, los resultados positivos reportados fueron bastante claros.
‘La presencia de actividad mutagénica en los efluentes de los
sistemas de tratamiento, se asocid a los procesos de desinfeccidn



con cloro que se llevan a cabo al final de los tratamientos.

Finalmente, se propone gue los andlisis de actividad
mutagénica en muestras de agua deben enfocarse hacia 1la
evaluacién de sistemas de tratamiento de agua con el objeto de
identificar riesgos asociados con el reuso (Riego agricola, riego

de &reas verdes, uso industrial, uso recreacional y en un futuro
agua para beber).




I. INTRODUCCION

Los compuestos quimicos, cuando son introducidos en el medio,
interactuan con agua, aire y suelo y pueden por ello, representar
un riesgo potencial para la salud humana. La difusién masiva de
contaminantes en el medio ambiente, aunada al incremento en el
uso de diversos productos tales como farmacos, cosméticos,
aditivos de alimentos, etc., son hechos que nos indican que
existe un riesgo potencial a la salud humana por la exposicién
crénica que sufren los individuos alin cuande los niveles de los
agentes téxicos no sean muy altos. De aqui la necesidad de
estimar el riesgo que representa la exposicién a cada compuesto o
mezcla de compuestos por medio de deteminaciones cualitativas y/o
cuantitativas, cuando esto sea posible. Como una alternativa de
solucién ante tal situacién, las autoridades gubernamentales han
propuesto la implementacién de programas de vigilancia de la
calidad del ambiente, asi como programas de reduccidén de
actividades industriales y disminucién del trénsito vehicular,
con la finalidad de disminuir los altos indices de contaminacién.
Es importante destacar gque la importancia del esfuerzo compartido
por parte de las autoridades y la poblacidén debe enfocar el
estudio y las soluciones para abatir la contaminacién ambiental
a partir del conocimiento derivado de la investigacién
experimental en sistemas bioldgicos diversos, comprendiendo dafos
somAticos y genéticos (de Garay,1991).

Ia. EL AGUA COMO MEDIO DE CONTAMINACION.

Es un hecho gque tanto los contaminantes del aire come los
del suelo pueden eventualmente precipitarse y/o filtrarse a
través de este Gltimo y contribuir a la contaminacién de los
mantos fredticos y rios subterréneos asi como rios, lagos, presas
y otros embalses superficiales que sirven como fuentes de agua
potable. Es por esto tltimo, gue uno de los aspectos néas
importantes en la evaluacién de contaminantes ambientales es el
anilisis de la calidad toxicolégica del agua de uso doméstico.
Las rutas que los contaminantes ambientales toman para llegar a
los mantos fredticos son diversas, puede deberse a 1la
precipitacién de particulas del aire con la lluvia y a su
posterior infiltracidn al subsuelo, a la filtracién de lixiviados
de basureros o a la contaminacién por fugas de drenajes
domésticos o industriales. Es incuestionable el hecho de que las
aguas de uso industrial constituyen una de las mayores fuentes
de contaminacién de los ambientes acufticos. (Bergman et
al.,1986). De cualquier modo, los contaminantes pueden llegar al
ser humano mediante el agua de consumo (Fig.l). Existen otras
rutas por medio de las cuales los contaminantes pueden
llegar al ser humano mediante el agua, y representar un riesgo
para su salud, todas ellas se relacionan con la ingestidn de
productos gue fueron cultivados con aguas contaminadas (aguas
residuales o tratadas) o gue de alguna manera, dentro de una
cadena se ven relacionadas con este tipo de aguas (Fig.2).



Sea cual sea la ruta por la cual los contaminantes llegan al
ser humano, el hecho es que los efectos adversos a la salud vya
son evidentes, por 1lo gue la evaluacidn de los riesgos y 1la
vigilancia de 1la buena calidad del medio ambiente se ha
convertido en un asunto prioritario.

Entre los aspectos toxicoldégicos de la calidad del agua,
uno gue merece especial atencidn debido a que no ha sido valorado
suficientemente a pesar de sus efectos sobre la salud de los
individuos que son afectados y en sus descendientes, es aguel dque
se refiere a la presencia de compuestos mutagénicos (ver anexo 1)
y/o carcinogénicos (ver anexo 2) en los centros de distribucién
de agua potable o en el agua residual o tratada.

Actualmente esta bien establecido gue muchos tipos de
efluentes industriales son fuentes de mutégencs (Andon et al.,
1986; Houk y Claxton, 1986; de Raat et al., 1985; Mc George et
al., 1985; Nestmann et al., 1984; Somani et al., 1980.), y, la
presencia de estos compuestos en efluentes industriales puede
provocar una gran variedad de efectos adversos sobre la biota
acuédtica, mas adn cuando son deshechados directamente a los
cuerpos de agua, dado que de esta forma pueden representar una
amenaza directa para la salud plblica debido a la posibilidad de
contaminacién de los mantos fre&ticos y/o embalses superficiales
utilizados para el abastecimiento de agua potable, asi como de
las aguas de uso recreacional o de las especles acuiticas
comestibles (Mc George et al., 1985). Mas peligroso atin es el
hecho de que las descargas industriales estén contribuyende al
aumento de un "estres" mutagénico de los medios acuiticos, cuyas
consecuencias son desconocidas (de Raat et al., 1%85). Otro
aspecto de extremada importancia es el conocimiento de que las
aguas tratadas son reutilizadas en actividades tales como: Riego
de pargues y jardines, lavado de autos, abastecimiento de lagos
recreacionales, sistemas de enfriamiento y uso agricola. Mas
recientemente se ha concentrado la atencién en el conocimiento de
macanismos y acciones bioldgicas de centenares de agentes
comprendidos en alimentos, plaguicidas, herbicidas,
fertilizantes, fArmacos y productos diversos que conforman 1la
contaminacién ambiental. Este enfoque sustenta la necesidad de
dar asiento a una estructura cientifica basica que sirva de apoyo
a los estudios de la contaminacién ambiental y los diversos
agentes capaces de traducirse en dafios genéticos y sométicos (de
Garay, 1991).

Los compuestos mutagénicos y/o carcinogénicos pueden
provenir tanto de fuentes naturales como artificiales. Las
fuentes artificiales proveen escencialmente compuestos quimicos
gue son utilizados en diversas industrias, del tipo de: Fabricas
de compuestos quimicos y productos derivados; refinerias de
petréleo y sus derivados; produccién de hules y productos de
plastico; equipos de transportacién aérea; venta y manejo de
productos quimicos; laboratorios de investigacion y pruebas;
laboratorios médicos (Fairchild, 1977); fé&bricas de productos
cosméticos (Gocke., 1981); f&bricas y envasadoras de alimentos y
laboratorios farmacoldgicos. Estos y otros productos pueden



integrarse al ambiente, representando un riesgo a la salud"
humana. Dentro de esta perspectiva es donde se aplica més
acertadamente el concepto de contaminacién como resultante de la
accidén del hombre o contaminacién antropogénica (Vega, 1990).

Las fuentes naturales involucran compuestos de origen
biolégico tales como las aflatoxinas, asi como materia organica y
acidos humicos y ffilvicos que por efecto de los procesos de
desinfeccidén se convierten en compuestos mutagénicos y/o
carcinogénicos (Yuefeng y Zhansheng, 1990; Ruud, 1988.)

Por lo anterior, el agua ha sido considerada como un medio a
través del cual los compuestos quimicos carcinogénicos y/o
mutagénicos llegan al ser humano. La primera pregunta acerca de
esta posibilidad fue hecha por Heuper y Ruchhoft (1954), gquienes
probaron compuestos de carbono gque fueron extraidos con
cloroformo a partir de muestras obtenidas de sitios diversos
tales como: Efluente de un separador gravitatorio de aceite de
una refineria de petroleo; Agua sin tratar de un canal
contaminado con residuos de una refineria de petroleo y aguas no
tratadas de los rios Kanawha y Chio en cCincinnati. Muestras de
éstas aguas fueron probadas en ratones machos de la cepa C57. En
todos los animales las pruebas para carcinogenicidad duraron un
afio. Las muestras de la refineria y el canal contaminado fueron
carcinogénicas, mientras que las muestras de los rios dieron
resultados negativos. Aunque las mnuestras de los rios no
mostraron ser carcinogénicas, logrdé llamarse la atencién y se
comenzé la busqueda de compuestos téxicos en agua potable.

El desarrollo y la aplicacién general de varias herramientas
analiticas sofisticadas en los ultimos afios han modificado en
gran forma nuestra manera de ver la contaminacién en agua
potable. La cromatografia de gases, acoplada a la
espectrofotometria de masas para los anélisis de agua, han
incrementado rapidamente el nimero de compuestos quimicos
conocidos gue existen en el agua, ya que, si anteriormente la
identificacidén de un compuesto podia tomar meses o afios, en la
actualidad, con los procedimientos modernos de la
espectrofotometria de masas y el desarrollo de sistemas de
cémputo asociados, es posible la identificacién casi inmediata de
cientos de compuestos, (si se cuenta con los patrones de
fragmentacién de referencia).

Uno de los mas importantes hechos de los ultimos afios a este
respecto, fué el descubrimiento de que los compuestos quimicos
orgdnicos, generalmente se encuentran en altas concentraciones en
aguas potables sin contaminacién industrial, pero provenientes de
tratamientos de desinfeccidén con cloro (Rook, 1974; Bellar et
al.,1974). Los primeros de tales compuestos identificados, fueron
los trihalometanos (THM), principalmente bromo y cloro metanos,
con ocasionales trazas de iodometanos. La significancia de estos
resultados se vio incrementada al conocerse el hecho de que el
cloroformo resultdé carcinogénico en ensayos con ratas y ratones.
Los resultados de investigaciones con animales se vieron apoyados
posteriormente por un gran ntGmero de estudios en los dque se



observé una correlacién entre el agua potable clorada y 1la
mortalidad por cancer del tracto gastrointestinal y vurinarie
(Wilkins et al., 1979). Por otra parte, varios investigadores han
demostrado que los THM representan solo una fraccidén de 1los
preoductos de cloracidén. Datos reportados por Simmons, de la
Divisién de investigacién de agua potable del laboratorioc de
investigacién medicambiental en Cincinnati, indican gue més Qdel
50% de los compuestos organicos halogenados producidos por 1la
cloracidn del agua, pueden ser productos diferentes a THM. Aungue
la cloraminatacién, un procedimiento alternativo a la cloracién,
suprime la formacién de THM, no suprime la formacién de productos
diferentes a estos (Ching-Yuang, 19%0).

Estudios de iniciacién/promocién en piel de ratones con
varios desinfectantes indican que los compuestos NO-THM no pueden
ser facilmente eliminados. En uno de tales experimentos se
comprobd que a pesar de utilizar para los procesos de
desinfeccidédn agua libre de THM, la actividad de iniciacién pudo
comprobarse tanto en agua desinfectada con cloro como en agua
desinfectada con cloraminas u ozono (Bull, 1980).

Toda vez gue los resultados anteriores fueron conocidos, los
investigadores comenzaron a estudiar las propiedades bioldgicas
de las mezclas complejas de compuestos presentes en aguas
potables. Varios laboratorios han encontrado concentrados
organicos de aguas potables, con actividad mutagénica en 1la
prueba de Salmonella (Loper gt al., 1978; Glatz et al., 1978},
estos estudios han continuado con demostraciones de que tales
concentrados pueden transformar células BALB/3T3 (Lang et al .,
1980). En resumen, cuando los compuestos obtenidos de muestras de
agua pueden ser suficientemente concentrados, es muy probable
encontrar actividad mutagénica en tales muestras.

De acuerdo con Bull (1980} y con base en estos antecedentes,
es posible agrupar a los compuestos gue representan un riesgo a
la salud humana, en las siguientes categorias:

'a) Cantidades traza de una awmplia variedad de compuestos
organicos sintéticos, usualmente en concentraciones de lug/l
en aguas superficiales.

b) Aparicién espor&dica de altas concentraciones de compuestos
guimicos industriales en forma individual, invelucrando
principalmente estangues contaminados con descargas de
solventes.

c) Compuestos guimices orgédnicos naturales o anteriormente
depositados, tales como acidos hiimicos y fdlvicos.

d) Productos de la reacciédn de desinfectantes con 1los
compuestos gquimicos presentes en el agua (incluyendo THM
como la mayor clase de compuestos orgénicos formados en el
agua) .



e} Compuestos ' guimicos filtrados en y desde los sistemas de
distribucién, tales como metales, asbestos e hidrocarburos
arom&ticos policiclicos.

£) Tratamiento quimico del agua, incluyendo polielectrolitos,
coagulantes y quimicos para el control de la corrosién.

Los puntos ¢ y d son los gue ocurren con mayor frecuencia, y
son ellos precisamente los que plantean 10s mayores problemas en
la evaluacién del riesgo asociado con el agua potable.



IX. SISTEMAS DE MONITOREQ DE MEZCLAS COMPLEJAS

El anélisis de los efectos de las mezclas complejas en seres
vivos, no es nuevo, ya en 1775 Pott reportd que el cancer de
escroto en ovejas, era causado por el hollin, el cual es una
mezcla de sustancias quimicas (Potter, 1963).

La primera demostracién de carcinogénesis quimica en
animales fue hecha en 1915 por Yamagiwa e Ishikawa, quienes
demostraron gue el alquitran de las pinturas provocaba tumores en
las orejas de conejos de experimentacién (Feron et al, 1986)

Entre las mezclas complejas conocidas podemos mencionar: El
humo de tabaco, emisiones de gases de industrias y automéviles,
atmosferas ocupacionales, agua, aire y suelo contaminados.

En el caso de las mezclas complejas, la evaluacidén de los
efectos mutagénicos y/o carcinogénicos, presenta varios
problemas, entre los que se pueden mencionar: los efectos del
sinergismo, antagonismo y aditividad de los componentes de las
mezclas, ademds de problemas especificos en relacién a su
colecta, andlisis, disefio experimental y evaluacién de
resultados, asi como problemas comunes en cuanto a
caracterizacién, estabilidad en 1la composiciébn quimica,
biodisponibilidad y, finalmente las diferencias existentes entre
la composicién de la muestra analizada y la composicién de 1la
mezcla en su forma original, es decir, la gque afecta
directamente a las poblaciones humanas gque se encuentren
expuestas a ellas (Feron et al, 1986). Todos éstos factores
influyen en la confiabilidad de los resultados y pueden conducir
a subestimaciones o sobre estimaciones de la muestra analizada.

Uno de los problemas gue afectan mas la veracidad de 1los
resultados en el andlisis de mezclas complejas, es la posible
alteracién gque las muestras pueden sufrir durante su traslado
desde el sitio de la colecta, hasta el labotratorio de analisis.
Tales alteraciones pueden consistir en la pérdida,
transformacién, reaccidn, activacién y desactivacién de 1los
compuestos presentes en las muestras.

Raabe (1982) y Jungers y Lewtas (1982), revisaron 1los
métodos aplicables a la recoleccidn de particulas presentes en
el aire, y encontraron que la actividad biolégica de las muestras
depende del dispositivo de coleccién, del método y del solvente
utilizado para extraer la muestra. Las muestras deben ser
protegidas de la luz, del calor, de la humedad y del aire, para
evitar su degradacidn (Fisher y Chrisp; Fisher y Raabe, 1979).

El problema de la transformacién de compuestos mutagénicos
durante la colecta y traslado de las muestras, ha sido discutido
ampliamente por Pitts (1978), guien encontrd que algunas fibras
de vidrio cubiertas con Benzo (a) Pireno y expuestas a dioxido
de nitrdégenc -un contaminante del smog- fueron altamente



mutagénicas en el ensayo con Salmonella typhimurium, en
comparacién con los andlisis en los que se utilizé Benzo (a)
Pirenc aislado, el anilisis quimico ulterior, mostrd la formacién
de derivados nitrosados. Esto demuestra gue intervalos de tiempo
grandes entre la colecta de la muestra y su posterior anslisis,
pueden ejercer influencia sobre la actividad de las muestras,
produciende transformacién quimica de los compuestos, y come
consecuencia, datos deformados de la composicién original de las
muestras.

En presencia de luz, los contaminantes ambientales pueden
también sufrir alteraciones (Crosby, 1969; Kuhr, 1971). Los
compuestos guimicos fotogenerados pueden ser de vida corta,
sufrir un cambio permanente o acumularse en los organismos.
Estudios adicionales han demostrado que los compuestos generados
fotodindmicamente, pueden ser mutagénicos (Gutter et al., 1977).

Los estudios actuales, corresponden al andlisis de mezclas
complejas de aire. En el caso del agua, no existe atn un método
generalizado gue minimice los problemas inherentes al muestreo,
gue promueven la transformacién de las muestras. Los resultados
confusos de las pruebas de carcinogenicidad son achacados
comunmente a las diferencias en la extraccidn, concentracién y
reconstitucidn de las muestras (Kool gt al., 1985). De la misma
manera aln no existe un método de uso para la determinacién de
actividad mutagénica en muestras de agua. Los métodos actuales,
estan enfocados a la evaluacidn de compuestos aislados o a
- estudios muy especificos de muestras ambientales. En el caso del
agua, el método deberd estar de acuerdo con las caracteristicas,
requerimientos y objetivos particulares del estudio que se
pretenda realizar, en este caso especifico, el andlisis de
nGmeros relativamente grandes de wmuestras (1000 muestras por
afio), obtenidas de grandes volumenes de agua (100-200 litros).

Debido a que las sustancias contaminantes presentes en el
agua, se encuentran generalmente en cantidades traza (y mas aln
en agua due se presume potable), tales sustancias deben ser
previamente aisladas y/o concentradas, para gque puedan ser
detectadas. Es necesario obtener una masa suficiente de
orgénicos para poder realizar los an&lisis biolégicos de 1la
mezcla ambiental y la subsecuente separacién e identificacién
quimica.

. Se ha reportado una gran variedad de compuestos quimicos en
agua, (Keith, 1976}, van desde compuestes no volatiles, como los

- 4cidos thumicos, hasta compuestos tan volatiles cowmo el
cloroformo. La deteccidn en agua de compuestos orgénicos de
varios tipos , adjudica a ésta un riesgo potencial a la salud
humana.

|
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Los métodos para producir muestras para pruebas biol&gicas .a
partir de mezclas complejas, pueden ser divididos en dos tipos:
Concentracién (Reduccidén de volumen) y Aislamiento. En el
primero, el agua es removida dejando .a las sustancias disueltas,
en el fondo., En el segundo, las sustancias orgénicas son
removidas del agua. La combinacién de ambos métodos podria
mencionarse como un tercer tipo de método.

La eleccidn del sistema para obtener muestras para pruebas
bioldgicas, depende en primera instancia del sistema biolégico
que se usard para la evaluacidn de la muestra, la muestra final
debe proveer la cantidad suficiente de material en un volumen de
solvente gue sea compatible y pueda ser utilizado por el sistema
de prueba.

Las cantidades traza de los compuestos orgénicos gque se
encuentran en las mezclas complejas, deben ser previamente
concentradas para que puedan ser analizadas (Jolley, 1981).
Muchos de los métodos establecidos fueron desarrollados Yy
evaluados para la preparacidén de muestras para andlisis quimico,
Yy en la mayoria de los casos, tales métodos deberan ser
reevaluados cuando se trate de preparar mnuestras gue se
utilizaran para ensayos biolégicos ya gque no todos los compuestos
con actividad mutagénica pueden ser detectados por métodos
quimicos y/o instrimentales, y los efectos de sinergismo y
aditividad as{ como los efectos antagénicos que pueden ocurrir a
los compuestos en las mezclas complejas, so6lo pueden ser
evaluados mediante bicensayos. Debe considerarse ademds la
presencia de compuestos biocacumulables



IX¥a. METODOS DE REDUCCION DE VOLUMEN (CONCENTRACION)

Los métodos de reduccién de volumen para la preparacién de
concentrados orgédnicos para pruebas biolégicas, incluyen:
Concentracién por congelamiento, congelacidn-desecacidn,
evaporacién al vacio y procesos de membrana (osmosis inversa y
ultrafiltracién).

La concentracién por congelamiento es el procesc mediante
el cual una muestra de agua es congelada hasta formar una cépsula
de hielo puro, quedando en el centro los residuos no congelados
de agua, conteniendo las sustancias disueltas. Shapiro (1961},
propuso utilizar este método para concentrar muestras ambientales
de agua, éste método fue posteriormente evaluado por Baker
(1969), el método permite una recuperacién efectiva de todos los
compuestos, incluyendo los vol&tiles y orgédnicos ionizados. Con
este método los compuestos son recuperados de manera equivalente,
peroc no en su totalidad.

La concentracién por congelamiento trabaja bien en
soluciones de agua destilada, pero la recuperacién de solutos
orgénicos, se reduce con el contenido de sales, debido a las
alteraciones de la formacién del hielo superficial, gue producen
la incorporacién-de partes liquidas enriquecidas de solutos en el
hielo (Baker, 1969).

La congelacidén-desecacién, es el proceso en el cual se
remueve el agua en forma de vapor, directamente de la muestra
congelada por sublimacién a presién baja. El eguipo para trabajos
a gran escala, aunque esta disponible, es caro y estorboso,
ademds de gue requiere grandes cantidades de energia y es un
proceso lento (Jolley, 1979).

La evaporacién al vacio (o destilacién al vacio), es la
ebullicidn de las muestras acuosas a presién reducida vy
aproximadamente a temperatura ambiente. Este método se ha
utilizado para concentrar muestras de agua para andlisis quimico
(Jolley et al., 1975), y para pruebas biolégicas (Johnston and
Herron, 1979), el aparato requerido, puede ser ensamblade con
componentes gue estan disponibles en forma comercial.

La congelacién-desecacién y la evaporacién al vacio, pueden
lograr altos grados de concentracién, con pocos contaminantes, y,
unicamente las sustancias vol&tiles dadas la temperatura y la
presién pueden perderse., En muestras ambientales- de agua, el
método puede recuperar drandes porcentajes de carbono organico
total. La mayor desventaja en ambos casos es la dificultad de
recuperar las sustancias a partir de precipitados inorgénicos
(Jolley, 1979).

En la osmosis inversa el agua es forzada a pasar a travez de
una membrana, por la aplicacién de una presién externa que exede
la presidn osmbética al otro lado de la membrana. Los sistemas de
osmosis inversa estan comercialmente disponibles en muchos
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tamafios, y generalmente contienen membranas de acetato de
celulosa o poliamida (nylon). Las membranas de poliamida, son m&s
estables a PH extremo, pero son altamente sensitivas al cloro y
no pueden por lo tanto ser usadas en procesos con agua clorada, a
menos que el cloro residual sea guimicamente reducido, Una
desventaja de los sistemas comercialmente disponibles es que
contienen componentes plasticos y adhesivos sintéticos que pueden
adsorber componentes de la muestra o liberar contaminantes en el
concentrade. En los procesos de unltrafiltracién encontramos
problemas similares a los de osmosis inversa, ademis de 1la
saturacidn répida de las membranas dependiendo del tipo de agua
que se utilice. Todos los métodos de reduccién de volGmen tienen
ventajas y desventajas, pero una desventaja compartida por todos,
es que las especies jnorganicas son concentradas junto con las
sustancias orgdnicas de interes. El grado en el cual las muestras
pueden ser concentradas por estos métodos antes de 1la
precipitacién de los inorgdnicos presentes, varia con el tipo y
concentracién de los compuestos inorgdnicos originalmente
encontrados en la muestra, pero es generalmente de upas 20 a 50
veces. Si el bioensayo es suficientemente sensible, y puede
tolerar muestras acuosas, y si las sales inorgénicas presentes no
interfieren, este tipo de concentrados pueden ser probados
directamente. La concentracidn por congelacién y la osmosis
inversa, producen unicamente concentrados acuosos del grado
mencionado, si se requieren muestras mis concentradas, deberan
ser reconcentradas posteriormente por otros medios, con el
subsecuente aumento del volumen de muestra. Los métodos de
congelacidn-desecacidén y evaporacién al vacio, pueden ser usados
para producir concentrados acuosos o residuos sblidos, aungue, si
los constituyentes inorginicos precipitan, la recuperacién de los
residuos orgdnicos se dificulta (Kopfler, 1980).
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XIYb. METODOS DE AISLAMIENTO

Los métodos de aislamiento, remueven los orginicos del agua
concentrandolos en solventes organicos. Uno de estos métodos
consiste en utilizar solventes orgénicos inmicibles, para extraer
los orgénicos del agua (extracciédn liquido-liquido), otro método,
se basa en la adsorcidén de los orgadnicos en un medio sé6lido y su
posterior elucién con un solvente orgénicos (método adsorcién-
elucidén). Estos métodos han sido ampliamente investigados y
utilizados en la preparacién de muestras para andlisis quimico
(Kopfler, 1980).

La extraccién ligquido-liquido, es tGtil para la recuperacién
de orgénicos a partir de muestras de agua de varios litros de
volumen, 1las muestras mds grandes, sin embargo, requieren una
extraccién continua utilizando grandes volumenes de solventes.

Cuando se emplean procesos que utilizan solventes, algunas
impurezas de estos, pueden ser concentradas junto con los
componentes de la muestra, aun los solventes orgénicos més
purificados contienen preservativos y/o antioxidantes, que pueden
reaccionar al ser mezclados con los contaminantes orgénicos de
las muestras, por ejemplo, el ciclohexano, es una impureza
presente en el clorurc de metileno de mas alto grado. Cuando el
cloruro de metileno es utilizado para extraer muestras gue
contienen cloro residual, el ciclohexano produce mono, tri ¥y
tetracloro ciclohexanos por la reaccidén con el cloro residual
(Logsdon et al., 1977). También los peréxidos pueden contaminar
los extractos preparados o reaccionar con ellos para producir
sustancias nuevas y diferentes a las originalmente presentes en
la muestra o en los solventes., Otro tipo de alteracién gue puede
ocurrir en la muestra es el que se refiere a los cambios
ocurridos en los concentrados por la reaccién de los compuestos
orgénicos entre si durante el tiempo de translado de la muestra
del lugar del muestreo hasta el lugar del andlisis o durante su
preparacién para la prueba biolégica.

Los métodos de adsorcién-elucién, requieren de complejos
aparatos para el aislamiento de los org&nicos del agua, en ellos
la muestra es pasada a travez de una columna con el adsorbente
sdlido y los organicos son subsecuentemente eluidos con un
pequefio volumen del solvente adecuado. Los métodos més comunes
son: Carbdén activado y resinas macroreticulares.

El método con carbén activado ha sido utilizado para remover
compuestos orgénicos de soluciones acuosas (Buelow et al., 1973),
sin embargo, la recuperacidén de compuestos de la columna de
carbén activado no es tan buena como con otros adsorbentes
(Chriswell et al., 1977)

Las resinas del tipo XAD, producidas por Rhom and Haas, han
sido utilizadas ampliamente para recuperar sustancias organicas
de muestras de agua. {Dressler, 1979; Gustafson y Paleos, 1971).
Existen dos tipos disponibles, uno fabricado en un coopolimero de
estireno-divinil-benceno, y otro que es un coopolimero con base
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de metil acrilato Las resinas de ambos tipos estan disponibles
en varios tamafios de poro, dande diferentes unidades de &rea de
superficie, se han utilizado en el aislamiento de compuestos
orgédnicos sintéticos de muestras de agua, tienen una gran
afinidad para las sustancias hidrofébicas y retienen virtualmente
todo este tipo de materiales, aln si la muestra acuosa es pasada
a travez de una columna de resina a tasas de flujo altas (Junk
et al., 1974).

Mucha de la materia orgdnica en el agua es hidrofilica, sin
embargo, Thurman (1978), ha demostrado que aunque la capacidad de
las resinas para este tipo de compuestos no es grande, se puede
tener una buena recuperacidén si las tasas de flujo son lo
suficientemente lentas. Los &cidos y las bases orgadnicas, son
adsorbidos de una manera efectiva, s6lo después que la ionizacién
ha sido suspendida por un ajuste de PH, pasar el agua con un PH
bajo como el de los &cidos orgédnicos, generalmente no presenta
problemas, pero intentar recuperar bases organicas con un PH
alto, puede provocar el taponamiento de la columna por hidréxides
orgénicos, lo que provocard que s6lo una porcién de la muestra
total pueda ser procesada. Se ha estimado que cerca del 50% del
carbdn orgénico total, puede ser recuperado en una columna gque
utiice resinas del tipo XAD (Malcolm et al., 1977).

Las sustancias orgénicas ionizables pueden ser recuperadas
por elucidén con soluciones acuosas de acidos o bases orgénicas,
mientras que las sustancias orgédnicas neutras, pueden ser
recuperadas eficazmente con solventes orgénicos (Malcolm, 1977).

Se han utilizado una gran variedad de solventes para la
elucién de los compuestos orgfnicos adsorbidos en las resinas,
los maAs comunmente usados son: Dietileter, metanol, acetona,
hexano, cloruro de metileno, y mezclas de ellos. Le Bell (1979),
aislé pesticidas organofosforados, eluyendo la muestra con una
mezcla de acetona-hexano en una proporcién de 15/85 volumen~
volumen, y utilizé los extractos para pruebas de mutagenicidad in
vitro. Los solventes utilizados para la elucién. deben ser
utilizados con precaucién para evitar la contaminacién de las
muestras con los mismos.

Las resinas del tipo XAD, han sido utilizadas por muchos
investigadores para aislar compuestos orgénicos de grandes
volumenes de agua. Mc Neil (1977), recuperd hidrocarburos
clorinados, de varios cientos de litros de agua; Junk (1976) y
Burnham (1972), utilizaron un sistema muy simple para muestrear
volumenes mayores de 200 litros de agua potable ;' Van Rossum y
Webb, (1978), concentraron compuestos orgadnicos a partir de un
volumen de 1000 litros de agua de la llave.

Se ha reportado también que los &cidos hlGmicos y fGlvicos
pueden ser adsorbidos con este tipo de resinas a Ph 2 (Aikin et
al., 1979), sin embargo, cerca del 20% del material se adhiere
irreversiblemente a la resina y no puede ser recuperado. Por otra
parte, mucha de la materia orgénica de las aguas superficiales,
esta compuesta por &cidos que aparecen en forma natural, o, por
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sus derivados, producidos durante los procesos de desinfeceién,
Y., debido a que estos &acidos pueden adherirse a sustancias
orgdnicas de bajo peso molecular, debe asegurarse su
recuperacién, para asi asegurar tambien la recuperacién de tales
sustancias.
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III. SISTEMAS DE PRUEBA

En los Gltimos afios, el aumento de informacidn acerca de la
importancia de los factores ambientales ha contribuido a
incrementar el énfasis sobre la prevencién y disminucién de 1la
exposiciédn humana a los compuestos quimicos de riesgo. Con este
objeto se han propuesto un elevado himero de pruebas a corto
plazo para identificar carcindgenos potenciales, utilizando
organismos que van desde bacteriéfagos hasta mamiferos. Estas
pruebas generalmente, aprovechan la capacidad gque tienen muchos
carcindégenos, de causar dafios al DNA o anomalias cromosémicas,
directa o indirectamente (ver anexo 1).

Parece l6gico pensar que el sistema mis adecuado para
intentar evaluar el riesgo potencial a la salud humana, originado
por la presencia de compuestos mutagénicos y/o carcinogénicos en
mezclas ambientales, sea el hombre mismo, sin embargo, las
determinaciones directas sobre el ser humano son muy dificiles de
realizar debido a factores como:

a) El tiempo que transcurre entre la exposicidn al compuesto
de los individuos, y la manifestacién del efecto, causa por
la cual los datos epidemioldgicos que se llegan a obtener, a
pesar de ser informacidén de primera clase, generalmente se
obtienen demasiasdo tarde, cuando ya se ha visto afectada
irreversiblemente la poblacidn expuesta.

b) Las limitaciones técnicas para medir la dosis de exposicién
real, principalmente cuando se trata de mezclas complejas.

c) Los problemas &éticos, econdmicos y técnicos gue este tipo de
andlisis presentan.

Por lo anterior, los experimentos con sistemas biolégicos no
humanos resultan de gran importancia en la evaluacién de los
efectos genéticos de los agentes quimicos, debido a su alta
reproducibilidad, facilidad de realizacién, relativa economia y a
su caracter preventivo.

Claxton (1977) y Newcombe (1978), han discutido ampliamente
la validez de los resultados obtenidos a partir de sistemas
bielégicos no humanos en la determinacidn de un riesgo a la salud
humana, propiciado por la exposicién del hombre a los compuestos
quimicos. Esta discusidn se basa en que, si bien es cierto que
los seres vivos comparten algunas caracteristicas como son: La
universalidad del cédigo genético y los mecanismos de traduccién
Yy transcripcién de la informacidén hereditaria, existen
divergencias acentuadas fundamentalmente, en lo gue se refiere a
permeabilidad, transporte, metabolismo y mecanismos de reparacién
genética, que afectan la posible ocurrencia de las alteraciones
provocadas por las sustancias gquimicas. Debido a esto la
posibilidad de una extrapolacién es cada vez mehos probable a
medida que los organismos de prueba estan mis alejados
funcionalmente del hombre, por lo que el resultado de una prueba
aislada, no debe tomarse como resultado final (aunque puede ser
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un indicador de riesgo). La obtencién de estos resultados, a
pesar de todo, constituye un elemento de gran utilidad para
normar criterios, alin cuando no se pueda predecir el riesgo con
precisién.

El uso de sistemas animales para la identificacién de
carcindégenos, se ha presentado como una alternativa para estimar
el riesgo en el ser humano, debido a que todas las sustancias que
han sido carcinégenas en animales, lo son para el hombre, pero el
hecho de saber que existen sustancias gue solo son carcindgenas
para el hombre, aunado al hecho de gue las pruebas con animales
son relativamente costosas, laboriosas y de larga duracién,
ademds de las observaciones gque sugieren una estrecha relacién
entre la carcinogénesis y la mutagénesis (Mc Cannet al., 1975),
han motivado un aumento en el uso de pruebas para indentificar
mutégenos, como indicadores de la capacidad carcinogénica de los
compuestos orgédnicos (Ramel, 1978). Trosko y Chang (1978) y
Kalter (1971), han suguerido que existe una ralacién de causa-
efecto entre la mutagénesis con la transformacién maligna de las
células (carcinogénesis) y ciertas alteraciones del desarrollo
(teratogénesis).

Es importante recalcar que la deteccién de carcinégenos a
través de estudios epidemiolégicos en poblaciones humanas,
constituye una de las tareas mds dificiles, ya que, en general,
dichas poblaciones se encuentran expuestas cotidianamente a bajas
concentraciones de una multitud de agentes potencialmente
carcinégenos, por lo que la mayoria de los compuestos que han
logrado ser identificados, son aquellos a los que grupos de
trabajadores se han visto expuestos a concentraciones elevadas y
por periodos prolongados (Infante y Wagoner, 1976), o bien, son
medicamentos de administracion crénica o drogas de abuso
(Villalobos-Pietrini., et al., 1977; Espinoza-Aguirre, et al.,
1987). De aqui la importancia que tiene el hecho de saber que la
mayoria de los carcindgenos son capaces de producir mutaciones y
que la primera etapa en el proceso del céncer, conocida como
iniciacidén, obedece a una mutacidén, como lo sugieren los datos
que apoyan la teoria genética del origen del céancer (Braun,
1975) .

En virtud de todo lo anterior, las pruebas para detectar
mutdgenos, son consideradas en la actualidad como una alternativa
en el monitoreo de carcindégenos ambientales, dado que los agentes
mutagénicos pueden constituir un riesgo reproductivo para 1la
poblacién, ya que se considera gue las mutaciones pueden causar
un incremento en la incidencia de esterilidad, abortos, muertes
perinatales y padecimientos hereditarios. De aqui, que el
monitoreo de mutdgenos en muestras de agua, aparezca como un
elemento adecuado, indicador de riesgos, que puede tambien
emplearse como el criterio gue determinard en que sitios debera
realizarse un andlisis quimico preciso, para identificar a los
agentes potencialmente genotéxicos y sus posibles fuentes
emisoras. Debe entenderse que solo después de haber caracterizado
analitica y cuantitativamente a los contaminantes responsables de
la actividad mutagénica, puede ser posible evaluar la magnitud
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del riesgo, mientras tante, lo mAs importante es establecer un
registro permanente en el gue se recopile la informacién
proveniente del monitoreo de mutdgenos, ya gue é&sta informacidn
podra ser de gran utilidad para establecer sistemas de evaluacién
epidemiolégica en las &reas en que se detecten riesgos.

Existen diversos sistemas de prueba para deteccién de
mutdgenos que ne incluyen al ser humano como sujeto de ensayo, de
acuerdo a su nivel, podemos mencionar: ADN, Virus, bacterias,
honges, cultivos de células de mamiferos, plantas, insectos y
mamiferos ( Tabla 1).

ADN.- Las pruebas con ADN, a pesar de sus limitaciones, permiten
estimar en poco tiempo el efecto gue puede tener un compuesto
dado si logra in vivo llegar hasta esta molécula, estas pruebas
permiten ademas, deducir el macanismo de accidén del compuesto
probado (Brookes y Lawley,1964; Searle,1984).

VIRUS.~ Los ensayos con Vvirus se emplean en pruebas virus-
bacteria, en los cuales la actividad mutagénica se mide en base a
la capacidad -que tenga un compuesto de activar o 1liberar la
replicacién de los virus (fagos) gue se encuentran integrados en
el cromosoma bacteriano y que debido a esta activacién producen
la muerte de la bacteria (Mamber, 1984).

SISTEMAS BACTERIANOS.- Los sistemas bacterianos permiten
determinar la induccién de mutaciones génicas ademds de que
proveen indicios de los mecanismos a través de los cuales se
producen las mutaciones, y dan informacién sobre la capacidad
mutagénica de los compuestos prohados {Ames, 1973a; Leifer,et al,
1981; Quillardet, et al,1985).

HONGOS.- Los hongos como sistema de prueba se asemejan mis a los
mamiferos en cuanto a que sus células poseen un niicleo y el ADN
esta agrupado en cromosomas Yy asociado a nucleoproteinas. Sus
ciclos de divisién incluyen procesos mitdéticos y meidticos. Las
pruebas comprenden mutaciones génicas, recombinacién mitética,
conversidén génica y segqregacién cromosémica defectuosa (ho
disyuncién) (Zimmerman, 1973; Zimmerman et al, 1984).

CULTIVOS CELULARES.- Los cultivos celulares son sistemas de
prueba técnicamente m&s complejos, en ellos se utilizan
diferentes lineas y tejidos celulares y aungue no en el mismo
grado que los microorganismos, permiten obtener resultados en
corto tiempo, en experimentos controlados. Estos eénsayos son
adecuados para el estudio de mutaciones génicas y aberraciones
cromosdmicas numéricas y estructurales. En estos ensayos se puede
incluir el uso de activadores metabblicos complementarios
(Brusick, 1986; Liber y Thilli, 1982; cCrespi y Thilly, 1984;
Simons, 1982; Howell, et al, 1984).

PLANTAS.~ Las plantas se han utilizado generalmente como
medidores bioldgicos del efecto de contaminantes tales como:
Plaguicidas, herbicidas, fertilizantes gquimicos y otras
sustancias en el medio, ademis de dque pueden utilizarse en
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laboratorio bajo condiciones controladas. Debido a que las
plantas metabolizan los compuestos en forma diferente a como lo
hacen los mamiferos, es posible gue algunos compuestos gque son
inécuos para estos Gltimos en forma directa, puedan transformarse
en metabolitos activos por 1la accién de las plantas, y
convertirse en un riesgo para los consumidores, En las plantas se
pueden valorar mutaciones génicas y aberraciones cromosémicas.
Las especies mas utilizadas son:

Tradescantia paludosa, Allium cepa y Vicia faba (Ehrenberg, 1975;
Kihlman, 1975; Ronchi, 1970; Christianson, 197S).

INSECTOS.~ De entre los insectos, la mosca de 1la fruta,
Drosophila melanogaster es la mads utilizada debido al amplio
conocimiento que se tiene de su genética, y porque se reproduce
en muy poco tiempo, ademds de que requiere un mantenimiemto
relativamente minimo. Por estas causas son el animal mis rapido y
eficiente para detectar mutaciones génicas y cromosémicas en
células germinales, tiene ademds la capacidad de metabolizar los
compuestos de manera muy similar a como lo hacen los mamiferos, y
es suceptible de ser usada como medidor biolégico (Baars, 1980;
Fujikawa, et al 1975).

MAMIFEROS.- El1 mamifero mds estudiado desde el punto de vista
genético, es el ratdén, esto lo hace un organismo ideal para 1la
identificacién de mutdgenos, se puede utilizar en la evaluacién
de mutaciones génicas, somdticas y germinales. Los ensayos con
mamiferos, son de mayor complejidad y tiempo de realizacién mas
amplio, por lo que su costo es también mas elevado (Nettesheim,
1972; shubick, 1972; Adams, 1978; Fox, 1977; Brusick, 1986).

Mas recientemente se han enfocado los esfuerzos de los
investigadores en el uso de biomarcadores de exposicién. Los
biomarcadores pueden ser definidos como indicadores de exposicién
a contaminantes ambientales de un organismo expuesto. La
evaluacién de los biomarcadores en un sistema bioclégico puede ser
utilizada para identificar y cuantificar la exposicién directa a
sustancias de riesgo (Stevens et al, 1992). Los biomarcadores se
han utilizado como una nueva forma de evaluacidén de los efectos
del medio sobre el organismo humano (Hanke et al, 1992), y como
indicadores de dafio al ADN (Norpoth, 1993). La induccidén de
enzimas en el higado de mamiferos por diversos compuestos, asi
como algunos ensayos para la determinacién de actividad
mutagenica (intercambio de cromdtidas hermanas en meristemos
radiculares de vegetales o en linfocitos humanos) pueden ser
utilizados con é&xito como biomarcadores de exposicién. Debe
considerarse también el desarrollo de inmuncensayos especificos
para biomarcadores de exposicidén de los efectos de agentes
quimicos ambientales {(Rosner, 1991).
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IV. JUSTIFICACION

La presencia de varios cientos a varios miles de compuestos
en aguas potables y tratadas, en una fraccién de lug/ml parece
ser la regla m&s que la excepciédn. Individualmente, muchos de
estos compuestos pueden contribuir en muy poco a la aparicién de
enfermedades humanas (con la excepcién tal vez de los THM), sin
embargo, todos ellos sumados aumentan desde uno a varios
miligramos la concentracién total de contaminantes orgénicos por
litro de agua y pueden explicar algunos de los riesgos sugeridos
por los datos epidemiolégicos (Wilkins et al., 1979).

El abrumador nimero de compuestos guimicos reportados en
aguas potables, sus bajas concentraciones individuales, las
complicaciones asociadas con la desinfeccién y la necesidad de
demostrar la reduccién o eliminacidn del riesgo carcinogénico por
agua potable, residual y renovada a través de varias opciones de
tratamiento, dictaminan la necesidad de un ensayo para la
evaluacién de tal riesgo en éstos tipos de aguas. Los resultados
obtenidos de tales ensayos pueden .arrojar mis luz acerca de la
amenaza ambiental provocada por la presencia de sustancias
genotéxicas en el agua, y pueden servir ademds para alertar a las
agencias responsables del ambiente de la problemitica y riesgo
potencial que representan las aguas contaminadas con compuestos
genotéxicos asi como la necesidad de andlisis biolbégicos y
quimicos m&s detallados.
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v.

HIPOTESIS

Si los dispositives para muestreo en campo
permiten una mayor capacidad de muestreo
{Mayor ntmero y veolumen de muestra) y su disefio
permite gue sean artefactos herméticos y
transportables, entonces, el uso de éstos
dispositivos aumentarid la probabilidad de
detectar actividad mutagénica en una muestra
dada y contribuird a minimizar los problemas de

transformacién quimica que pueden sufrir las
maestras.
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vI. OBJETIVOS

Debido a que la identificacién de actividad mutagénica en

mezclas ambientales, representa un primer paso en la estimacién
de un riesgo potencial a la salud humana por la exposicién que
pueden sufrir los individuos ante tales mezclas, en el presente
trabajo se proyecta:

a)

b)

c)

a)

e)

£)

Establecer una técnica que permita la rdpida recuperacién y
posterior evaluacién mutagénica de concentrados orginicos
provenientes de muestras de grandes volumenes de agua,
disefiandeo para tal efecto, dispositivos que permitan la toma
de muestras en cualguier tipo de instalacién hidr&ulica o
embalse de agua, adem&s de minimizar los efectos de
transformacidén quimica de las muestras.

Seleccionar un biocensayo para determinar la actividad
mutagénica de los concentrados aislados a partir de las
muestras de agua. El bioensayo debe ser reproducible,
sensible, debe permitir el anilisis de un nGmero de muestras
relativamente grande en intervalos cortos de tiempo (1000
muestras por afo), y debe ser econémico.

Realizar ensayos para determinacién de actividad mutagénica
en muestras de agua provenientes de instalaciones de
distribucién de agua potable, y fuentes de agua residual y
tratada.

Aplicar el método estadistico conocido como la prueba de la
duplicacién para definir si un resultado es positivo o
negativo.

Elaborar una base de datos que permita la recopilacién de
los datos obtenidos de los biocensayos y facilite la consulta
de los mismos.

Ubicar dentro de la zona metropolitana del Distrito Federal,
los sities y/o tipos de agua que representen un riesgo a la
salud de la poblacidén por la presencia de compuestos con
actividad mutagénica.
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VII. METODOLOGIA

La metodologia para la realizacién del presente trabajo se
lleve a cabe bajo el siguiente protocolo:

a) Eleccién de los sistemas de monitoreo y concentracién de
muestras, realizando una revisién de los métodos de
extraccién, concentracidén y aislamiento de compuestos
orgénicos a partir de muestras de agua.

b) Disefio de los dispositivos de muestreo, que cumplan con los
requisitos establecidos en los objetivos.

c) Preparacién de los dispositivos para el muestreo en campo.

d) Aislamiento de los compuestos orgénicos a partir de agua en
sitios de distribucion de agua potable y fuentes de agua
residual y tratada, utilizando los sistemas seleccionados en
el punto (a).

e) Recuperacién de los concentrados orgénicos y obtencién de
las muestras para andlisis biolbgico, utilizando mé&todos
acordes al sistema de concentracién o aislamiento
seleccicnado en el punto (a). .

f) Eleccién del sistema de prueba mds adecuado para la
determinacién de mutagenicidad en muestras de agua.

g) Obtencidén y conservacidén de los organismos de prueba.

h) Confirmacién de la estabilidad de los organismos de prueba.

i) Obtencién de la mezcla de activacidén metabdlica, en caso de
elegir un sistema que la requiera.

3) Realizacién de las pruebas de mutagenicidad de los
concentrados orginicos obtenidos.

k) Determinacién de la actividad mutagénica, interpretacién de
los datos proporcionados por el sistema de prueba elegido.

1) Elaboracién de un programa de captura, proceso y reporte de
resultados.
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vIII. AREA DE ESTUDIO

Debido a gque las técnicas que se describen y desarrollan en
el presente trabajoc formaran parte del sistema de vigilancia de
la calidad del agua establecido en el Laboratoric Central de
Control de Calidad del Agua, dependiente de la Direccion General
de Construccidén y Operaccién Hidr&ulica del D.D.F., el &rea Qe
estudic se ubicd dentro de los limites del Distrito Federal,
incluyendo todas las delegaciones y algunos sitios localizados en
la zona conurbada del Estado de México (Mapa 1).

En el D.F. existen un total de 1290 instalaciones entre las
cuales se encuentran, 847 pozos, 243 tandues de
almacenamiento, 183 rebombeos, 4 plantas potabilizadoras,
y 13 plantas de tratamiento de agua residual, 3 de las cuales
cuentan con tratamientos avanzados. Del Edo. de México se
muestrearon las instalaciones gque contribuyen al abastecimiento
de agua del Distrito Federal, incluyendo las grandes entradas de
agua provenientes del sistema Lerma-Cutzamala, denominadas en
este trabajo como "Agua En Blogue". Todos estos sitios
representan el universo de muestreo comprendidc dentro del &rea
de estudio.

VIIIa. DETERMINACION DE LOS SITIOS DE MUESTREOD

Con la finalidad de probar el dispositive en diferentes
instalaciones hidrsulicas, se realizaron muestreos en sitios
tales como: Pozos profundos, plantas de bombec, tangues de
almacenamiento, plantas potabilizadoras y plantas de tratamiento
de agua resiudual. Figs. 3, 4, 5, 6 y 7. Se dio prioridad al
agua potable con el objeto de determinar un riesgo potencial
asociado con el consumo.
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IX. ELECCION DE LOS SISTEMAS DE MUESTREO Y CONCENTRACION

En el presente trabajo, el monitoreo requiere de grandes
volumenes de muestra (>100 litros), recolectados en campo de
varios sitios diferentes. Cada sitio de muestreo presenta
caracteristicas especiales de toma de muestra y problemas
particulares, por lo que, los dispositivos de muestreo y los
sitemas de concentracién utilizados, deben tener las siguientes
caracteristicas:

a) Deben permitir la concentracién/aislamiento a partir de
grandes volumenes de muestra.

b) Deben ser completamente manipulables y transportables.

c) Debe permitir la conservacién de la muestra a baja temperatura
desde el sitio del muestreo hasta el laboratorio de andlisis.

d) Debe impedir la exposicién de las muestras al aire, luz y
humedad externa durante su transportacién y tratamiento.

e) Deben ser técnicamente sencillos y de rédpida realizacién. .

f) Deben ser relativamente econdmicos.

Dadas las necesidades de monitoreo regueridas, y en base a
los datos proporcionados anteriormente, el método de obtencién de
muestras seleccionado para el presente trabajo, debe ser un
método de adsorcidén-elucién que retenga los compuestos gque se
desean obtener al hacer pasar la muestra de agua por una columna
empacada con un sdlido, para gue posteriormente los compuestes
retenidos, sean eluidos con solventes organicos.

De todos los métodos de adsorcién-elucién, los que utilizan
resinas macroreticulares han presentado los mejores resultados en
el aislamiento de orgdnicos (Williams, 1982). Debido a su
simplicidad, estas técnicas parecen ser unas de las mids adecuadas
en la preparacién de muestras para andlisis biolédgicos, aunque
debe tenerse en cuenta, que no todos los compuestos seran
retenidos, y no todos los que son retenidos, pueden ser
totalmente recuperados. Por lo anterior, y a pesar de las
limitaciones de estos procedimientos, el material adsorbente
elegido fue el correspondiente a resinas macroreticulares del
tipo XAD en en sus dos principales presentaciones, (Estireno
divinil benceno y metil acrilato).
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X. DISENO DEL DISPOSBITIVO DE MUESTREQO

Con la finalidad de facilitar su manipulacién en campo, y
asegurar su durabilidad, ademds de ser de un material utilizado
en las tuberias de conduccidén gque no permite el pasc de los rayos
solares, el dispositivo se fabricd con un tubo de cobre de una
longitud de 25 cm y 19 mm de didmetro, en ambos extremos del tubo
se soldaron conectores de cobre con cuerda externa de 19 mm de
diametro, para permitir el acoplamiento de conexiones terminales
(conexiones para manguera). Las conexiones para manhguera se
acoplan a los conectores colocando entre ambas piezas un anillo
de hule (empaque para manguera) para evitar fugas. Fig 8.

XI. PREPARACION DE LAS RESINAS ADSORBENTES

Las resinas son producidas para uso industrial y contienen
muchos contaminantes de alto peso molecular, pero pueden ser
preparadas para su uso en laboratorio mediante varias
extracciones con metanol, dietil eter y acetonitrilo (Junk et
al., 1974), u otros solventes. Antes de su uso, las resinas deben
ser evaluadas para asegurar que la extraccién en efecto ha
removido los contaminantes de las resinas en el grado reguerido.
8i las particulas de las resinas se dejan secar, pueden romperse
exponiendo nuevamente los contaminantes en la superficie, por lo
que las resinas lavadas deben ser almacenadas en metanol hasta
que sean usadas. El procedimiento para el lavado de las resinas
utilizado en el presente trabajo, fue el siguiente:

En una vaso de precipitados de 2 1litros, se coloca la
cantidad de resina requerida (aproximadamente 10g por muestra).
Agregar metanol (grado cromatogr&fico) hasta cubrir la resina,
decantar y deshechar el solvente. El procedimiento se repite
utilizando acetonitrilo en lugar de metanol, y se efectua una
tercera vez sustituyendo ahora el acetonitrilo por éter.
Finalmente se da un Gltimo lavado con metanol, deshechando el
solvente. La resina asi lavada se almacena en metanol y se
conserva a 4°C hasta su uso. Este procedimiento se realiza para
cada uno de los dos tipos de resina utilizados.

XIX. EMPAQUETAMIENTO DE LOS DISPOSITIVOS DE MUESTREO

La preparacién de los dispositivos de muestreo se realiza de
la siguiente manera:

Se preparan dos dispositivos de muestreo, (uno para cada
tipo de resina). Lavar cada dispositivo perfectamente y
enjuagarlo con agua destilada, posteriormente colocar en dos
conexiones terminales un soporte (soporte de un filtro Swinnex),
una porcién adecuada de fibra de vidrio y un empague para
manguera, como se indica en la figura 9.
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Colocar en uno de los extremos del dispositive una de las
conexiones preparadas en el punto anterior y obstruir la salida
mediante una wanguera litex y una pinza Hoffman. Agregar al
dispositive por el extremo ablerte, 20 ml de la resina preparada
{(XAD2 o XAD4), llenar el espacio restante en la columna con agua
destilada y colocar la otra conexion terminal en este extremo del
dispositivo. Terminado el empaguetamiento de los dos
dispositivos, se conectan en serie utilizando unm niple ae
acoplamiento, el dispositiveo asi conectado, esta listo para su
utilizacidn.
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XIII.
AISLAMIENTO DE COMPUESTOS ORGANICOS EN INSTALACIONES HIDRAULICAS.

El dispositivo de muestreo se translada hasta el sitio donde
se tomard la muestra. Mediante conexiones y adaptadores de
diferentes medidas, se conecta el dispositivo a la toma de 1la
instalacién gue se va a muestrear, en el caso de algunos tangues
Y embalses, se incluye una bomba (electrica o de combustible),
entre los implementos de muestreo. Una vez conectado el
dispositivo, se libera la obstruccién de la parte inferior del
mismo, y se deja fluir el agua, controlande el flujo con la llave
de la misma instalacién o con la pinza Hoffman, en caso de
utilizar la Bomba, el flujo se regula con el control de
velocidad de la bomba y se realiza una conexién paralela para
liberar presién. El flujo en cualquiera de los casos se ajusta a
280 ml/min. y se deja fluir el tiempo necesario para que pasen
100 litros de muestra .Las tasas de flujo se aproximan a las
sugeridas por Williams (1982), y se ajustan a las necesidades
propias del trabajo. Transcurrido el tiempo requerido, el
dispositivo se retira, se obstruyen ambas terminales y se
transporta hacia el laboratorio para su elucién y andlisis en
condiciones gque permitan su conservacidén (a 4°C). En el caso de
las plantas de tratamiento de agua residual, la colecta de la
muestra se realizd en garrafones de 20 litros de volumen y la
concentracién se efectud en el laboratorio mediante el uso de una
bomba peristdltica. Este muestreo sirve de marco para comparar
los procedimientos de muestreo en campo (uso del dispositivo
disefiado) y en laboratorio (limitaciones en el volumen, y riesgo
de transformacién quimica).

XIV. RECUPERACION DE LOS CONCENTRADOS Y OBTENCION DE LAB MUESTRAS

Una vez gue las muestras llegan al laboratorio, se liberan
las obstrucciones y se deja escurrir el agua del interior del
dispositivo, se elimina el total del agua succionandola por la
parte inferior del dispositivo mediante vacio (debe incluirse una
trampa para el agua). No debe permitirse que la resina en el
dispositivo se seque. Ya que se ha extraido el agua, retirar la
terminal superior y agregar 100 ml de una mezcla de
hexano/acetona (85:15 v/v), controlando el flujo mediante una
manguera latex y una pinza Hoffman a una tasa de 15 ml/min., el
eluido se colecta en un vaso de precipitados de 250 ml y se
divide en 5 partes, cuatro quintas partes se utilizan para los
ensayos biolégicos, y una guinta parte para el analisis
cromatogrifico. La parte destinada al anAilisis biolégico, se
coloca en un vaso de 100 ml y se evapora al vacio hasta sequedad,
posteriormente se resuspende en 4 ml de dimetil sulféxido grado
cromatogrédfico. El eluido final (4 ml), representa la muestra y
se almacena en un vial de vidrio boro-silicato a una temperatura
bajo cero (para disminuir la actividad guimica), hasta su
utilizacién. La parte destinada al an&lisis cromatogrédfico, se'
evapora al vacio hasta sequedad y se resuspende en 1.5 ml de
cloruro de metileno grado cromatogrédfico para ser analizada por
cromatografia de gases y espectrofotometria de masas.
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Xv. REHAEILIT}\CION DE 108 DISPOSITIVOS DE MUESTREO.

Para que los dispositivos pueddan ser reutilizados deben ser
correctamente descontaminados para leo cual se lleva a cabo el
procedimiento sigulente:

Una vez eluida la muestra con la mezcla de solventes (Punto
XIV), la resina es extralida y empacada para su destruccidn por

incineracidén, Los cartuchos vacios se lavan perfectamente con

detergente neutro con la ayuda de una esponja o de un cepillo de
cerdas naturales. Se elimina el detergente mediante un lavacado
con agua. Posteriormente se realiza un “pulimento" colocando
dentra del cartuche una solucidén 0.1N de &cido nitrico
permitiendo un tiempo de contacto de 5 min. Después de ésto los
cartuchos se lavan cen agua tridestilada y desionizada y se secan
en horno a 50 €. Una vez realizado &ste proceso, los cartuchos
estan listos para su reutilizacién.
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XVI. ELECCION DEL SISTEMA DE PRUEBA

. En el caso particular de un monitoreo rutinario de mezclas
complejas ambientales, en el cual se requiere del ensayo de un
nlmero elevado de muestras, para el establecimiento de programas
de vigilancia permanente (aproximadamente 1000 muestras por afio),
el sistema de prueba elegido, debe satisfacer los siguientes
puntos:

- Debe ser un sistema de pruebas de corta duracién y de fécil
realizacién.

- El sistema de prueba debe ser relativamente econémico y de
materiales de facil adquisicidn.

- Debe ser una reproducible.
- Debe ser sensible.

- El sistema elegido debe ser capaz de predecir
carcinogenicidad, en base a un alto indice de coorelacién
mutagénesis-carcinogénesis

Tomando en cuenta todos los puntos analizados anteriormente,
y enfatizando que el trabajo gue se pretende realizar requiere
del an&dlisis de un nimero relativamente grande de muestras, que
las muestras corresponden a mezclas complejas en las que s6lo se
pueden ensayar désis tnicas y que los resultados de los ensayos
deben reportarse en poco tiempo, los sistemas bacterianos
aparecen como los m&s adecuados para andlisis de esta clase, ya
gque actualmente, las pruebas a corto plazo de este tipo se han
convertido en una Gtil herramienta experimental para investigar
el riesgo a la salud humana asociado con el agua (Loper,1980),
por tal motivo, en el presente trabajo se eligidé un sistema de
estas caracteristicas para el andlisis de la actividad mutagénica
en muestras de agua potable, residual y renovada.

XVII. SISTEMAS BACTERIANOS

La bioguimica y la genética de las bacterias han sido objeto
de diversos estudios durante afios. No obstante su aparente
simplicidad, comparadas con organismos eucariontes, las bacterias
poseen elaborados mecanismos para responder a los dafios
ocasionados al ADN, Las bacterias, por lo tanto, son comunmente
usadas, tanto en estudios fundamentales de los mecanismos
involucrados en la respuesta biolégica al dafio al ADN, como en
ensayos a corto plazo para medir el potencial carcinogénico de
algunos compuestos. Estos estudios han contribuido al concepto
comunmente aceptado de que el dafo al ADN esta involucrado en
los procesos de carcinogénesis, sin embargo, cietos c&nceres, son
inducidos por agentes que ho parecen causar dafio al ADN, y tales
agentes no pueden ser detectados por ninguna prueba disefiada para
mutdgenos.
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Las respuestas bacterianas a los dafios al ADN, incluyen
conocidos efectos celulares como son: Induccién de mutaciones,
muerte selectiva de cé&lulas con sistemas deficientes de
reparacién al ADN, y la produccién de bacteridfagos por
bacterias lisogénicas, otros més recientes incluyen el uso de
respuestas moleculares, tales como la induccién de genes
especificos, como los genes involucrados en la respuesta
S0S. Todas las pruebas a corto plazo que utilizan bacterias
constan de dos componentes principales: la cé&lula blanco y un
sistema de activacidén metabélica. El1 sistema metabolizante es
aportado de manera exdgena, aunque las capacidades endbgenas de
las células blanco no deben ser ignoradas, y deberan ser tomadas
en cuenta en la interpretacién de los resultados (Venitt et al.,
1983; Tweats et al., 1984).

El conocimiento sobre la respuesta bacteriana hacia 1leos
agentes que dafian al ADN ha progresado considerablemente desde
1980 (IARC, 1980). En particular, la naturaleza quimica de las
lesiones al ADN, los procesos enzimiticos de estas lesiones, 1la
regulacién de la sintesis de estas enzimas y los mecanismos de
la mutagénesis, son ahora mejor comprendidos (Walker, 1984),
permitiendo un profundo entendimiento de las bases cientificas de
las pruebas bacterianas, una mejor interpretacién de las
respuestas de las pruebas establecidas y apoyo para el
desarrollo de nuevas técnicas.

Dependiendo de la naturaleza de la lesién y de su posicién,
en particular con respecto a la horquilla de replicacién de la
doble hélice de ADN, cada lesidn puede constar al menos de cuatro
fases, las cuales no son mutuamente exclusivas ni excluyen otras
posibilidades (Fig 10). En primer lugar, la lesidén puede ser
procesada sin efecto mutagénico, esto puede ocurrir por reversién
de la mutacién (debido por ejemplo a la enzima fotoliasa), o por
reparacién de la lesién mediante el mecanismo de escisién (debida
por ejemplo, a la endonucleasa Uvr y otras enzimas). En segundo
lugar, la lesién puede provocar directamente codificacién
errbnea. En tercer lugar la lesidén puede inducir respuesta SOS,
la cual incluye mutagénesis SOS. Finalmente, la lesidén puede
inducir otras respuestas tales como: La respuesta adaptativa
hacia agentes alguilantes, .la respuesta hacia agentes oxidantes y
la respuesta al shock térmico.

La produccién de mutaciones ocurre por mutacidén pasiva y
activa y por mutacién S0S. La induccién del fago es
predominantemente una consecuencia de la induccién SOS, aunque es
posible también, que sea el resultado de mutaciones.en el gen Cl.
El mecanismo de muerte preferencial es debide principalmente a
mecanismos de reparacién como el de escisidén, respuesta SO0S o
respuestas adaptativas. Todo esto confirma que el efecto final se
debe a varios factores, y no es un simple reflejo de la lesién
inicial.

Aunque las pruebas bacterianas estan disefadas para predecir

efectos en eucariontes, tienen algunas limitaciones debidas a las
diferencias entre los tipos celulares, por ejemplo, el ADN de
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células eucariontes, a diferencia de las células procariontes,
esta agrupado en cromosomas, los cuales estan rodeados por una -
membrana nuclear, y, algo de mayor importancia es que 1la
respuesta al dafio al ADN puede ser diferente.

En la actualidad se han desarrollado un gran nimero de
pruebas bacterianas. Para seleccionar una prueba se deben
considerar los siguientes criterios:

a) Reproducibilidad de la prueba dentro del mismeo laboratorio y
entre laboratorios.

b) Sensibilidad de la prueba basdndose en los siguientes
parametros:

Dosis minima con la cual se obtiene una respuesta positiva.
Dosis méxima que puede ser probada.

e b
Do
<

[v%
-
[

Posible rango de variacién entre la respuesta m&xima y
minima. La respuesta maxima puede estar limitada por el ‘
efecto toéxico sobre las células. La diferencia entre
sensibilidades puede deberse a factores como: La
pemeabilidad y la capacidad de reparcién de los organismos,
el procedimiento experimental (como por ejemplo, ensayos de
incorporacién en placa vs ensayos de preincubacién en
liquido), sistemas de activacién metabélica, coomut&genos y
cofactores en el sistema de activacién.

c) Rapidez.- Que tan largo es un experimento, y cuantos
experimentos. se necesitan (incluyendo controles vy
duplicados), para probar uha muestra o un cempuesto,
satisfactoriamente.

d) Simplicidad.-Que operaciones Yy equipos se requieren para
realizar un procedimiento estandar de rutina, y el nimero de
cepas bacterianas que se necesitan para realizar la prueba.

e) complejidad.~ Las pruebas bacterianas son relativamente
faciles de realizar, pero debe de tomarse en cuenta el nivel
de experiencia técnica requerido, ya que en la mayoria de
los casos, las pruebas van m&s alla de una simple rutina de
procedimientos. .

£) Cuantificacién.~ Que la prueba sea capaz de producir curvas
dosis-efecto reproducibles.

q) Protocolos.- Que se cuente con protocolos estédndar bien
establecidos, y apropiados controles internos.

h) costos y mano de obra.- Debe quedar claro gque la
consideracién de los costos no deberd ser a expensas de la
calidad de los resultados de la prueba, no se deben omitir
controles ni duplicados a riesgo de invalidar los resultados

i) Existencia de bases de datos.—~ Conocer el nfimero de
compuestos y clases de compuestos gue han sido analizados en
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la prueba, el numero de laboratorios gque usan la prueba y el
namero de aflios que ha sido usada.

b} Conocimiento de los mecanismos.- Es aconsejable conocer los
mecanismos mediante los cuales el organismo de prueba actua,
para asi poder conducir e interpretar un resultado dado.

k) Nimero de cepas requerido para el anilisis.- Algunos ensayos
requieren de la combinacién de un ndmero determinado de
cepas para una evaluacién completa, mientras que otros, solo
requieren de una y esto reduce los costos y los tiempos de
realizacién. En resumen la eleccitn de una prueba debe ser
realizada tomando en cuenta ademds de todos los factores
anteriores, dos factores de suma importancia gque son: Los
objetivos y propésitos de la misma.

XVIII. VALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS BACTERIANAS

Los mecanismos moleculares de la respuesta de bacterias
hacia agentes genotéxicos estan en algunos casos ya bien
esclarecidos. En el caso de las células de mamifero, el
conocimiento es mucho mas limitado, a pesar de los recientes
progresos nuestros conocimientos sobre 1los mecanismos
moleculares de la carcinogénesis son aGn muy restringidos, por lo
que es prematuro utilizar modelos tedricos para extrapolacién
desde respuestas en pruebas bacterianas a carcinogénesis.

En la practica, el valor predictivo de 1las pruebas
bacterianas, asi como para todas las pruebas a corto plazo, esta
establecido empiricamente, correlacionando los resultados
obtenidos en pruebas bacterianas con los que se obtienen en
pruebas de carcinogenicidad utilizando animales, pero a pesar de
todo, el concepto més importante es que la mutaciones puntuales,
revelan un dafio al ADN, y este dafio puede estar, muy
probablenmente, involucrado en carcinogénesis.
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XIX. VALIDACION DE LAS PRUEBAS BACTERIANAS

Las pruebas bacterianas han sido validadas comparando los
resultades obtenidos con una amplia variedad de compuestos
carcinégenos y no carcindgenos. La sensibilidad (El porcentaje de
resultados positivos), la especificidad (El1 porcentaje de
resultados negativos) y la exactitud (E1l porcentaje de resultados
correctos) de las pruebas, se ha calculado de la siguiente forma:
(Cooper et al, 1979).

SENSIBILIDAD = No.de carcinog.que dieron resultado positivo X 100

No. de carcinégenos probados.

ESPECIFICIDAD = No.de carcinog.que dieron resultado negativo X 100

No. de carcinégenos probados.

EXACTITUD = No. de resultados correctos X 100

No. de compuestos quimicos probados

Los resultados de validacién son generalmente reportados,
tanto de los laboratorios gque originalmente establecieron los
métodos de prueba, asi como de otros laboratorios en los que las
pruebas son utilizadas, sin embargo, 1los resultados dependen de
la frecuencia de respuestas positivas a carcindgenos, que un
compuesto tiene en los diferentes ensayos, y este resultado,
puede estar influenciado por 1la prueba seleccionada. Las
discrepancias entre resultados pueden deberse en gran parte al
nGmero tan limitado de compuestos probados, y a las diferencias
en la pureza de los compuestos quimicos utilizados en 1los
diferentes laboratorios. Otro método de validacién para estas
pruebas, son los estudios de colaboracién nacional e
internacional, en los cuales se ensayan compuestos del mismo
lote, utilizando la misma prueba (de Serres y Ashby, 1981; Dunkel
et al, 1984,1985).

La capacidad de prediccién de un ensayc puede ser definida
como "La probabilidad de que un compuesto quimico probado sea un
carcinégeno (siempre que el resultado sea positivo), o como la
probabilidad de que el compuesto quimico no sea carcinogénico,
(siempre que el resultado haya sido negativo)." Aalgunos
investigadores han sugerido que estas probabilidades pudieran ser
calculadas a partir de sensibilidades y especificidades conocidas
para cada ensayo (Rosenkranz et al., 1984; chang et al., 1985).
Obviamente, el valor predictivo de un ensayo debe ser considerado
antes de hacer la seleccibén de alguno de ellos.

Muchos ensayos bacterianos ya han sido evaluados y se ha
determinado su valor predictivo {Pet-Edwards., 1985),
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encontréndose gqgue algunos de ellos son mejores predictores de
carcindégenos que de no-carcindgenos, y viceversa, y a este
respecto se pudo determinar que los ensayos bacterianos no son
muy diferentes que los ensayos con mamiferos en la deteccién de
mutdgenos y dafio al ADN.

En la tabla 2, se enlistan una serie de ensayos hacterianos
para la determinacién de actividad mutagénica de compuetos
quimicos, y se enumeran sus caracteristicas, unicamente restaria
hacer referencia a los ensayos de bioluminicencia (Ulitzer et
al., 1980; Ulitzer & Weiser, 1981), pruebas de transposicién
(Data et al., 1983; Shinder et al., 1984), y Multitest (Toman et
al., 1985). .

En base a las caracteristicas de las diferentes pruebas
enumeradas en la tabla 2, se determindé que la prueba que ofrece
las mayores ventajas en cuanto a sensibilidad, validacién,
simplicidad y rapidez, es la conocida como Salmonella microsome
assay. La prueba, también ha demostrado tener un buen porcentaje
de exactitud y predictividad de carcindgenos (Takachi et al.,
1980), y una variabilidad aceptable, traducida en una buena
reproducibilidad (Carol Cheli et al., 1980), es ademis una prueba
de fécil realizacién y relativamente bajo costo, por lo que fué
la prueba seleccionada para el presente trabajo. La prueba
elegida es sensitiva porque: Una poblacién bacteriana grande es
expuesta al agente de prueba; porque la bacteria se divide en
presencia del compuesto probado y un sistema metabolizante,
ademés de ser deficiente en sus sistemas de reparacién; porgue
la pared de la bacteria es permeable a compuestos de alto peso
molecular, y porque las mutaciones en el operén de la histidina
proporcionan muchos puntos vulnerables a una gran variedad de
compuestos gquimicos electrofilicos. Las caracteristicas de las
cepas utilizadas se presentan en el anexo 3.

XX. CARACTERISTICAS DE LA PRUEBA CON Salmonella.

Salmonella microsome Assay (Ames et al., 1973a,b; Maron y
Ames, 1983), es la més popular y mids frecuentemente usada prueba
bacteriana para determinacién de actividad mutagénica. Esta
prueba, que ha sido valorada ampliamente (Kier et al., 1986),
utiliza cepas mutantes de la bacteria Salmonella typhimurium, que
han sufrido una alteracidn genética, de manera gque no son capaces
de producir histidina, un aminoacido escencial para su
crecimiento. El sistema, en términos generales, se basa en que la
presencia de sustancias genotéxicas en el medio de cultivo que se
utiliza en la prueba, provocard, siguiendo los mismos pasos gque
provocaron la mutacién en la bacteria, un proceso inverso
denominado reversién, el cual, una vez gque ha sucedido,
permitird que las bacterias produzcan histidina , y puedan crecer
en el medio que han sido sembradas. El1 medio utilizado contiene
trazas de histidina y en una primera etapa ocurre un crecimiento
de toda la poblacidén auxdtrofa en presencia del compuesto hasta
agotar toda la histidina presente, en una segunda etapa, sélo
aguellas bacterias que pudieron mutar por efectos del compuesto
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probado, peodrén continuar creciendo para formar colonias visibles
de bacterias protétrofas.

Las cepas utilizadas en esta prueba, tienen un determinado y
constante porcentaje de reversién esponténea, cuando son
sembradas en el medio mencionado, y sin gue haya sustancias
genotéxicas presentes, o cuando se adiciona una sustancia con la
funcién de control negative o blanco. La diferencia entre el
porcentaje de reversidén espontdnea y el porcentaje de reversién
inducida, producido por la presencia de las sustancias puestas a
prueba, nos indicar& si dichas sustancias poseen actividad
genotéxica o no. En la prueba se incluye un homogenado de higado
de roedores (o de otros tejidos de mamiferos), como una
aproximacién al metabolismo de mamiferos (Ames et al., 1973a;
IARC, 1980).

Para 1983, se contaba con datos de mds de 5000 compuestos
quimicos probados con este método (Maron & Ames, 1983), tres afios
después, el nimerc de compuestos probados de esta manera, habia
crecido enormemente (Kier et al., 1986).

La reproducibilidad de los protocolos estandar de la prueba
de Salmonella ha sido evaluada en varios trabajos
interlaboratorio (Venitt, 1982; Haworth et al., 1983; Dunkel et
al., 1984; Venitt y Foster, 1985). Las pruebas de evaluacién no
se han limitado Gnicamente a los protocolos, sino que también han
inclufdo estudios sobre la naturaleza biogquimica de las cepas
recomendadas.
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XXI. OBTENCION Y CONBERVACION DE LOS ORGANISMOS DE PRUEBA

Para el presente trabajo se utilizaron dos cepas bacterianas
de Salmonella typhimurium: TA100 y TASS.

Las cepas TA100 y TA98, son capaces de detectar en conjunto,
mutaciones por sustitucién de bases y mutaciones por corrimiento
de marco (frame-shift).(Barnes et al., 1982).

Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por la doctora
Christine de Bellecombe, de la Unidad de Programacién Molecular y
Toxicologia Gené&tica del Instituto Pasteur (Francia).

Una vez obtenidas las cepas bacterianas se procedid a
realizar reservas de ellas para asegurar su disponibilidad. Las
reservas permanentes se almacenaron en nitrédgeno liquido,
utilizando Dimetil sulféxido grado cromatogr&fico como
crioprotector, mediante el siguiente procedimiento:

En un matraz erlenmeyer con tapdn de rosca de 250 ml, se
colocaron 2.59 de caldo nutritivo OXOID No 2 y 100 ml de agua
destilada, la mezcla se homogeizé y esterilizé en autoclave
(121°C/15 1b de presidn). Este medio se utilizé para sembrar con
ayuda de un asa, la cepa bacteriana correspondiente (TA98 o
TA100). El matraz inoculado, se incubé en baho maria por espac;o
de 16 horas, hasta alcanzar una densidad aproximada de 1.2 x 10/,
pasado el tiempo requerido para alcanzar la densidad celular
deseada, en una botella de dilucidn estéril, se colocd una mezcla
de suspensién bacteriana y dimetil sulféxido (0.09 ml de dimetil
sulféxido por ml de suspensién bacteriana), la mezcla se agita
suavemente, y posteriormente, en condiciones asépticas se
distrubuye en crioviales de 1.2 ml de volumen, estériles y
previamente etiguetados. Los crioviales se llenan hasta cerca del
borde para permitir la expansién debida al congelamiento, esto
elimina adem&s, el aire que queda en la tapa ayudando a disminuir
el dafio por oxidacién.

Una vez listos, los crioviales se congelan en hielo seco y
posteriomente se almacenan en nitrdgeno liguido hasta su uso.

Ademds de estas reservas, se prepararon reservas temporales,
que pueden ser almacenadas a 4°C. El uso de reservas temporales,
disminuye el riesgo de descongelamiento que se presenta cuando
las reservas permanentes son abiertas muchas veces, las reservas
permanentes deberan desecharse cuando hayan sido abiertas mas de
10 veces. .

Las reservas temporales se preparan, realizando a partir de
una reserva permanente un aislamiento por estria cruzada, sobre
una placa de Ampicilina (ver seccion de medios y reactivos), 1la
placa se incuba durante 48 hrs. a 37°C, después de transcurrido
este tiempo, una colonia aislada se retira con ayuda de un asa y
se resuspende en 0.3 ml de una solucién amortiguadora de
fosfatos (ver seccidén de medios y reactivos) en un tubo de
cultivo con tapon de rosca de 13X100 mm, posteriormente, se
remoja un hisopo estéril en esta suspensién, se escurre en la
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boca del tubo el exeso de liguido y se reallzan 5 estrias
paralelas sobre la superficie de cada una de tres placas
Histidina biotina, (ver seccion de medios y reactives), las
placas se incuban durante 16 hrs. a 37°C, transcurrido este
tiempo se sellan con una pelicula de Parafina (Parafilm) y se
almacenan a 4°C hasta su uso. Las reservas temporales tienen una
vida media de dos meses.

XXII. CONFIRMACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS ORGAN[SMOS DE PRUEBA

Requerimiento de histidina.- Para comprobar el requerimiento
de histidina de cada cepa, se utilizaron placas histidina-biotina
y placas control (ver seccidén de medios y reactivos). E1
procedimiento se realiza para cada una de las dos |cepas. En cada
placa, con ayuda de un hisopo estéril, se hacen 4 estrias a
partir de un cultiveo bacteriano fresco, las placas, se incuban 24
hrs. a 37°C, después de transcurrido este tiempo, se comprueba el
crecimiento bacteriano en las placas histidinakbiotina y la
ausencia de crecimiento en las placas control.

Mutacién rfa.- La verificacién de la existpncia de esta
mutacién se realiza probando la sensibilidad |de las cepas
bacterianas al Cristal violeta (Ames et al. 1973a). El

procedimiento, es el siquiente: De un cultivo de toda la noche,
(Aproximadamente 16 hrs.), se toman 0.1 ml y se colocan en un
tubo de cultivo 13X100 que contenga 2 ml de agar |de superficie
fundido y mantenido a 45°C (ver seccidén de medios |y reactivos),
el contenido final, se homogeniza en un agitador a vértice a baja
velocidad, y se vacia sobre una placa de agar nutritivo (ver
seccion de medios y reactivos),se distribuye homogéneamente por
rotacién de la placa Yy se deja solidificar. Después de esto, en
condiciones asépticas, se coloca un disco estéril de papel filtro
(Watman #4) de 1 cm de diametro en el centro de la caja. Sobre el
disco se colocan 10ul de una solucidén lug/ml de cristal violeta.
La placa se incuba a 37°C durante 12 hrs. al cabo de las cuales,
se comprueba la sensibilidad de la cepa puesta a prueba, por 1la
aparicién de una zona de inhibicién del crecimiento |alrededor del
disco. La muerte celular es producida por el ingresq de moléculas
de alto peso molecular al interior de la célula en| las cepas en
que la membrana ha sido alterada por los efectos de la mutacién
rfa.

Mutacién UvrB.- Esta mutacién se comprueba, demostrande la
sensibilidad a la luz ultravioleta (U.V.)} de las cepas que llevan
tal mutacién (Ames et al., 1973). El procedimiento es el
siguiente: Con un hisopo estéril se hacen estrias |por separado
de cada una de las cepas {incluyendo una cepa silvestre gque no
lleva tal mutacisén) sobre placas de agar nutritivo. En
condiciones asépticas, se destapan las cajas y se¢ coloca una
pieza metdlica o acrilica estéril sobre cada placa, ¢{e manera que
gquede cubierta unicamente la mitad de cada estria, inmediatamente
después, las placas se irradian durante 8 segundes con una
lampara de luz ultravioleta de 15W a 30-35 cm de distancia. La
presencia de la mutacidén UvrB, se comprueba con la muerte
celular observada en la mitad de cada estria, de las|cepas gue no
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pueden reparar el dafic genético provocade por la luz
ultravioleta.

Factor R.- Este factor provee a las células, de resistencia
contra los efectos de la ampicilina, ademds de conferirles mayor
sensibilidad en la deteccidén de actividad mutagénica., Para
comprobar la presencia de este factor, se procedidé de la
siguiente manera: Sobre placas de ampicilina (ver seccién de
medios y reactivos), se realizan estrias paralelas de cada una de
las cepas (se incluyen cepas silvestres), las placas se incuban
durante 16 hrs. a 37°C al cabo de las cuales puede verificarse el
crecimiento de los organismos gque poseen el factor R.
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XXIII. ACTIVACION METABOLICA

Dado gue los microorganismos (hongos y bacterias), no poseen
todo el aparato enzimitico capaz de activar o desactivar
compuestos, que existen en los mamiferos, se han desarrollado
estrategias para conocer el efecto de los metabolitos cuando se
utilizan estas pruebas. Una de estas estrategias y la més
frecuentemente usada, es el empleo de homogenados celulares que
contienen enzimas microsomales provenientes fundamentalmente del
higado de roedores, las cuales ejercen su accién in vitro sobre
los compuestos. Se han utilizado también fluidos corporales de
individuos expuestos a los agentes quimicos 'y el ensayo via
hospedero.

La mezcla de activacién metabdlica se incluye como una
aproximacién de la prueba al metabolismo de mamiferos dado que
muchos compuestos son procarcindgenos. La mezcla se obtiene a
partir del tejido de higados de roedores bajo el siguiente
proceedimiento:

Mantener ratas macho de la variedad Sprague-Dowley, hasta
que alcancen 200g de peso aproximadamente. Diluir el compuesto
conocido como Aroclor 254 en aceite de mafiz a una concentracién
‘de 200ug/ml. Aplicar una inyeccién intraperitoneal a cada animal
{(500ug/Kg de peso ), 5 dias antes de sacrificarlos. Durante los 5
dias, mantener a los animales con alimentos Purina y agua. 12
horas antes de sacrificarlos, se les retira el alimento pero no
el agua, al guinte dfa, los animales se sacrifican por
dislocacidn cervical , se colocan boca arriba sobre una charola
de diseccidén y se aseguran sus patas con pinzas, se limpia la
zona ventral con alcochol al 70% y se corta a través de la piel
con tijeras de punta estériles, desde la parte abdominal hasta
cerca del térax. Abrir la cavidad abdominal cortando el mfsculo,
cuidando de no introducir ningun cuerpo externo en ella y de no
lesionar ningun otro érgano, a partir de este paso, los
subsecuentes se realizan a 4°C utilizando hielo. Extraer el
higado y cortarlo en porciones, colocar las porciones en vasos de
precipitados de 100 ml previamente tarados y esterilizados, que
contengan una solucién de KCL 0.15M a razon de 1 ml/g de higado
{un higado pesa aproximadamente entre 10 y 15 g). Una vez pesados
los higados son lavados 3 o 4 veces mé&s con la solucién de KCL,
posteriormente se transfieren a vasos de precipitados de 100 ml ,
que contengan 3 volumenes de KCL (3 ml/g de higado). Los higados
son macerados con tijeras estériles y homogenizados en un aparato
homogenizador con pistén de tefldén. El homogenizado se
centrifuga a 9000 G, el sobrenadante (la fraccién S-9) es
decantado y conservado entre 0 y 4°C, posteriormente es
distribuido en porciones de @ a 2 ml en crioviales y congelado
bajo nitrégeno liguido, y en esta forma se conserva hasta su uso.

Lo anterior sirve para preparar la fraccién S$-9, que es el
componente principal de la mezcla S-9. Para la realizacién de los
ensayos se utiliza mezcla S-9 con dos diferentes concentraciones
de fraccién S-9, (4 y 10%) los componentes finales de ambas
mezclas son:
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4% 10%

19.75 16.75 ml Agua destilada
25,00 25.00 ml Amortiguador de fosfatos

2.00 2.00 ml NADP 0.1M .

0.25 0.25 g Glucosa-6-fosfato

1.00 1.00 ml Solucién de cloruros de Potasio y Magnesio
2.00 5.00 ml Fraccién S-9

(Ver secciodn de medios Yy reactivos para la

preparacién de las soluciones salinas y cofactores.
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XXIV. REALIZACION DE LAS PRUEBAS DE MUTAGENICIDAD DE LOS
CONCENTRADOS OBTENIDOS EN CAMPO.

La prueba de incorporacién en placa {Ames et al., 1973a,
1973b), se efectua mezclando el compuesto a probar, la
bacteria de prueba y la mezcla S-9 en un tubo con agar blando,
el cual es vaciado sobre una placa de agar minimo. Cada ensayo
incluye la prueba de controles positivos y negativos. Después de
un tiempo de incubacién de 48 hrs. a 37°C se cuentan las colonias
revertantes. El procedimiento se realiza como se describe a
continuacién:

En un tubo 13X100 mm. con tapdn de rosca, el cual contiene 2
ml de agar de superficie, fundido y conservado a 45°C, adicionar
0.1 ml del cultivo bacteriano {cepa TA 100 o TA 98), 0.1 ml o
menos del compuesto o mezcla a probar y 0.5 ml de la mezcla de
activacién metabdlica al (al 0,4 o 10%), homogenizar esta mezcla
agitandola a vértice y vaciarla sobre una placa de agar minimo
(ver seccidn de medios y reactivos), rotar la placa para
distribuir bien 1la mezcla, dejar solidificar e incubar por 48
hrs. a 37°C. Fig 11.

Cada muestra a probar, reqguiere los siguientes tratamientos :

1,- Bacteria TA 98 unicamente (reversidén esponténea)

2,~- Bacteria TA 98 + muestra

3.~ Muestra + Bacteria TA 98 + Mezcla S-9 al 10%

4.- Muestra + Bacteria TA 98 + Mezcla S-9 al 4%

5.- Muestra + Bacteria TA 98 + solucién de cofactores

6.~ DMSO + Bacteria TA 98

7.~ DMSO + Bacteria TA 98 + mezcla $-9 al 10%

8.~ DMSO + Bacteria TA 98 + mezcla S-9 al 4%

9,.- DMSO + Bacteria TA 98 + sclucién de cofactores

10~ 4-NQO + Bacteria TA98

11.- Benzo (a) Pireno + Bacteria TA 98 + Mezcla S-9 al 10%
12.- Benzo (a) Pireno + Bacteria TA 98 + Mezcla S$-9 al 4%
13.~ Bacteria TA 100 unicamente { Reversién esponténea)
14.- Bacteria TA 100 + muestra

15.- Muestra + Bacteria TA 100 + mezcla S-9 al 10%

16- Muestra + Bacteria TA 100 + mezcla S-9 al 4%
17.-Muestra + Bacteria TA 100 + solucién de cofactores
18.-DMSO + Bacteria TA 100 + mezcla S-9 al 10%

19.-DMSO + Bacteria TA 100 + mezcla S-9 al 4%

20.-DMSO + Bacteria TA 100 + solicidn de cofactores
21,-DMSO + Bacteria TA 100

22,- 4NQO + Bacteria TA 100

23.- 2-Amino Antraceno + Bacteria TA 100 + Mezcla S-9 al 10%
24,- 2-Amino Antraceno + Bacteria TA 100 + Mezcla S-9 al 4%
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cada tratamiento se realiza por triplicade. El1 No 1,
reversién esponténea, indica la tasa de revertantes normales de
cada cepa y permite identificar una variacidén significativa en
éstas.

Los tratamientos con DMSO (Dimetil sulféxido), son
importantes como controles negativos va gue éste solvente es
utilizado para resuspender los concentrados de la muestras y son
por lo tanto utilizados como el parametro de comparacién para las
muestras analizadas.
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XXV. ELABORACION DEIL PROGRAMA DE CAPTURA, PROCESC ¥ REPORTE DE
RESULTADOS DE DATOS LEL ANALISIS DE ACTIVIDAD MUTAGENICA EN
MUESBTRAS DE AGUA.

Uno de los aspectos mas importantes en todo tipo de an&ilisis
es la recopilacidn de los datos y resultados proporcicnados porx
el mismo, de tal manera gque se facilite su procesamiento y
comprension,

Actualmente, mediante el uso de programas y/o paguetes
computacionales se ha facilitado é&sta tarea. Las venptajas que se
obtienen al utilizar estas herramientas son grandes. Permiten el
almacenamiento y proceso de grandes volumenes de informacidn y su
répida consulta, facilitan las conmparaciones y sirven como
archivos histdricos de datos. Con este objeto, en el prasente
trabajo se cred un programa de captura, proceso y reporte de
resultados de datos de actividad mutagénica en muestras de agua.

El programa fué& elaborado mediante un paguete gue maneja una
base de dates y tiene como finalidad facilitar la captura,
c4dlculo y consulta de resultados de la prueba de actividad
mutagénica conocida come MUTATEST.

Los datos introducidos en el programa pueden ser consultados
en base a varias alternativas mediante las cuales se podran
obtener datos especificos de zonas especificas.

El sistema cuenta con los siguientes médulos:

Un programa de menu principal denominado MENMUT.

Un programa para ingreso de datos llamadoc DATOSMUT.

Un programa para proceso de datos denominado ALTASMUT.

Un programa de bajas llamadc BAJASMUT.

Un programa de cambios denominado CAMBIMUT.

Un programa de consultas denominado CONSUMUT, gue presenta

las opciones siguientes:

Consultas por NOMBRE del sitioc analizado en un programa
denominado NAME.

Consultas por NUMERO DE FOLIO en un programa denominado
FOLIS.

Consulta por NUMERO DE MUESTRA en NUM,

. Consultas por FECHA en FLECHA.
Consultas poe RESULTADO en RESUL.
Consultas de DATOS CRUDOS en CRUDA.
Consultas por DELEGACION en DELA.
Consultas por TIPO DE INSTALACION en TOPO.
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Todos los programas trabajan tomando datos de una base
denominada MUT92.

Los programas de consulta estan apoyados en diversos
archivos de reporte cuando se desea consultar mas de un registro,
o por presentacién en pantalla cuando el registro consultado es
Ginico. El programa NAME se apoya en el archivo llamado NEIM. El
programa FLECHA se apoy en el archivo denominado DATE. E1
programa RESUL se vale del archivo RESULTA. El programa DELA se
apoya en el archivo DELE y el programa TOPO se auxilia del
archivo denominade TYPE. Los programas NAME, FOLIS, NUM y CRUDA
se reportan en pantalla o formatos creados dentro de cada unc de
ellos.

Los diagramas de flujo del sistema y de los programas
utilizados se presentan en los diagramas .1 y 2. El nombre y
némero de los campos creados Yy sus extensiones respectivas se
presentan en las hojas de contenido de archivo 1 y 2.
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XXvI DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA

Debido al aumento en la utilizacién de ensayos de
mutagenicidad, se ha visto la necesidad de establecer los métodos
estadisticos apropiados para la evaluacién de los datos. Los
objetivos principales de estos métodos son: Conocer los criterios
para decidir si un resultado es positivo o negativo y determinar
un estimado cuantitativo de la actividad de un agente de prueba.
(Breslow, 1986).

Actualmente existen varios procedimientos propuestos para
el andlisis de pruebas a corto plazo pero aln no hay un concenso
general para asegurar cual es el mis apropiado. En un principio
se propusieron algunos métodos para la determinacién de 1la
positividad de una muestra, como por ejemplo, el requerimiento de
una duplicacién de la respuesta prodicida por efecto del agente
de prueba, en relacién a los controles y/o blancos (Clive et al.,
1979; Chu et al., 1981). Otros autores han adoptado herramientas
estadisticas estandares, tales como a prueba de ‘t’ para
comparacién de mediciones continuas y X“,para la comparacién de
proporciones (Weinstein y Lewinson, 1978; Gilbert, 1980;Amphlet y
Delow, 1984).

El objetivo final de un ensayo de mutagenicidad in vitro, es
determinar si el tratamiento de un cultivo celular con un
compuesto de prueba, da como resultado un incrementoc en la
fraccién de mutantes, para cumplir con este objetivo se deben
adoptar los siguientes pasos experimentales:

a) Tratamiento de las células con el agente de prueba o con su
solvente en el caso del control.

b} subcultivo de las células para permitir gque haya tiempo
para la expresién fenotipica de las mutaciones inducidas
durante el tratamiento, y,

c) Estimacién del namero de mutantes y del total de unidades
formadoras de colonias en el cultivo.

Los mutantes son contados a partir de una alicuota
proveniente de un cultivo que se ha colocado bajo condiciones que
perniten seleccionar las células mutantes, en tanto que el total
de la poblacién celular se estima de una fraccidén muy pequefia del
cultivo bajo condiciones de crecimiento esténdares. La cuenta se
realiza colocando las células en cajas de petri y contando el
nGmero de colonias resultantes, por lo gue el resultado es un
estimado de la fraccién de mutantes, la cual es la tasa de
unidades formadoras de colonias mutantes con respecto al total de
colonias en el cultivo, y esta es la variable usada para comparar
cultivos tratados con cultives control.

En el cultivo tratado, la fraccidén de mutantes es un

estimado de la proporcién-'de células en las que la mutacién se
indujo durante la exposicién, pero se debe asumir que:
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1) La mutacién no tiene efecto sobre la viabilidad de 1la
célula despuds de la exposicién, ni sobre su tasa de
crecimiento durante la fase de expresidn, ni sobre su
capacidd de formar colonias, Es decir, la désis
utilizada no produce un efecto téxico gue pueda
enmascarar un posible efecto mutagénico.

2) No existen mutantes en el cultivo antes de 1la
exposicién, ni se formaron espontidneamente durante la
expresién o seleccién (En algunos ensayos las tasas de
reversidén espontédnea estan bien tipificadas y no causan
problemas).

No hay manera de corregir el efecto ocasionado si la primera
suposicidén no es vdlida, en cuanto a la segunda, el efecto de los
mutantes que se producen antes o después de la exposiciébn debe
ser tomado en cuenta e incluirse en la fraccién mutante del
control para el andlisis estadistico.

Los métodos utilizados para el andlisis de mutagenicidad con
bacterias son mas simplificados, ya que en ellos solo se dispone
de los estimados de los niameros de mutantes producidos en el
ensayo, por cuenta directa de colonias en cajas petri. A pesar de
la simplicidad de estos ensayos, el precio que se paga es alto,
ya que mientras gue los ensayos no bacterianos proporcionan
informacién mé&s confiable que es suceptible de ajustes, en los
ensayos bacterianos no se puede hacer ninguna correccidn cuando
existe un decremento en la sobrevivencia celular al incrementarse
la désis o si 1la désis unica es alta, de tal manera que a désis
altas los efectos de la muerte celular predominan sobre los de la
mutagénesis, lo que puede conducir a resultados erréneos. Ademis
de esto, existen fuentes de variacién relacionadas directamente
con los ensayos. Cada ensayo, consta de una o mds observaciones
de la fraccién mutante (o del estimado del numero de mutantes
producidos en un ensayo), en cada nivel de désis, por ejemplo, un
ensayo bacteriano como el de salmonella, puede requerir tres
placas o mis por replicade en cada désis y cada una sirve para
registrar el nGmero de colonias mutantes, pero atn asi, los
ensayos por replicados realizados en tiempos diferentes por los
mismos técnicos en el mismo laboratorio, pueden dar resultados
diferentes. Existen diferencias sustanciales en la cuenta de
colonias revertantes de Salmonella entre los replicados de cada
ensayo y aln entre los ensayos dobles. Por lo tanto, un andlisis
estadistice apropiado de los datos de los ensayos debe requerir
del conocimiento de las fuentes y naturaleza de esta variacién,
mds afin, dado gque las células utilizadas en los- ensayos son
muestreadas de una poblacién grande, existe un cierto grado de
variacién en el nfimero de células mutantes después de la
administracidén de un compuesto de prueba ya que, debido a 1la
naturaleza estocAstica de los procesos bioldgicos involucrados,
algunas células moriran o mutaran en tanto gue otras no lo haran
por lo gque el resultado final presentara una variacién acorde a
la distribucidn de Poisson (Margolin et al, 1981).
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En los ensayos gque requieren del subcultivo de las células,
la muestra final es tomada después de transcurrido un tiempo
suficiente para la expresién fenotipica, y las células son
divididas en dos submuestras para determinar su capacidad de
formacidén de colonias y la presencia y/o ausencia de condiciones
selectivas. Asumiendo que cada célula mutante tiene la misma
probabilidad de ser plateada y poder formar una colonia, el
conteo del nimero de colonias formadas se puede representar
mediante una variable binomial basada en el muestreo del nfmero
total de cé&lulas mutantes en la suspensién. La formacién de
colonias en el ensayo de reversién de Salmonella, tiene lugar en
la misma caja de Petri en la que el agente de prueba es
adicionado, sin la intervencién de un paso de subcultivo o alguna
dilusién celular. En este caso el muestreo (que es de acuerdo a
la distribucién de Poisson) se acopla bien con 1la variacién
binomial que resulta de la formacién al azar de colonias y da
como resultado una variabilidad "Poasoniana" tedérica para el
conteo final de colonias mutantes en cada nivel de désis
(Margolin et al, 1981).

En la practica, el grado de variabilidad en conteos de una
placa a otra en los ensayos por replicado, a menudo excede del
minimo tedrico especificado por la distribucién de Poisson., Esta
variacién es a veces producida por leves errores de
procedimiento, como por ejemplo, el uso de suspensiones celulares
no homogéneas o errores de titulacién, lo gque resulta en
diferencias en el numero inicial de células colocadas en cada
placa. Tambien puede haber diferencias en la cantidad y pureza
del agente de prueba, en la cantidad de histidina y de otros
materiales traza, y en la cantidad de nutrientes. Las variaciones
en la temperatura de trabajo pueden influir también en 1la
formacién de colonias o en el tiempo de formacién de las mismas.
Lo importante es tratar de comprender y cuantificar estas fuentes
de variacién ya que nos pueden indicar aspectos del procedimiente
experimental que necesitan mejorarse. Estos aspectos deben ser
tomados en cuenta para el analisis estadistico y poder asi
obtener un estimado valido de la varianza con el cual se puedan
comparar diferencias en el tratamiento para controlar 1la
posibilidad de obtener un resultado falso (Dunkel, 1979).

De acuerdo a Breslow (1986),los procedimientos generales
recomendados para el anflisis estadistico de los datos de
mutagenicidad deben involucrar los siguientes puntos:

EY) Registro de los conteos individuales del numero de colonias
mutantes en cada nivel de @6sis (incluyendo el control) y el
uso de estos datos en el andlisis.

D) Especificaciones paramétricas de la frecuencia de mutantes
esperada, como una funcidén de la désis, o especificacién
semiparamétrica de al menos la porcién lineal de la curva
dosis-respuesta.

c) Obtencidén de una verdadera varianza gque cambie con la dosis
Y dque pueda exceder la variabilidad asociada con 1la
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distribucién de Poisson. De manera ideal, el grado de
variacién externa se estima a partir de las observaciones
de los replicados registrados en cada nivel de désis.

d) Ajuste del modelo, utilizando un procedimiento que corrija
la variabilidad externa y que sea resistente a datos
aberrantes.

e) Examen de la prueba de bondad de ajuste del modelo,

especificamente en el caso de que se trate de una
suposicién de linealidad en la porcidén inicial de 1la
funcién dosis-respuesta.

£) Estimacién de la potencia mutagénica en términos de la
pendiente inicial de la funcidn désis-respuesta.

Todos estos pasos se encuentran limitados en los ensayos
bacterianos de mutagenicidad, y en este caso en particular se
realizan ensayos puntuales de désis fGnicas, por lo que es
practicamente imposible por las caracteristicas proplas de los
ensayos, realizar curvas désis-respuestas, Por lo gue en el
presente trabajo, se wutiliza un disefioc simple para la
determinacién de la positividad de las muestras ensayadas, este
tipo de disefio solo puede funcionar si se controlan en lo posible
las fuentes de variacién antes mencionadas, incluyendo las que se
refieren al manejo y error humanos.

Para tener un mayor control sobre los resultados de los
ensayos, es necesario establecer ciertas condiciones para las
pruebas bioldgicas.

1) Todas las cepas utilizadas deben mantener una estabilidad con
respecto a sus marcadores genéticos y tasas de reversién
esponténea, ya que esto sirve como un control de calidad de las
suspensiones bacterianas utilizadas en los ensayos.

2) Las respuestas de los controles negativos y positivos deben
ser consistentes y mantenersee dentro de 1los rangos
correspondientes a cada cepa a una désis dada.

3) La dfsis ensayada no debe ser tdxica, entendiéndose por désis
téxica aguella que siendo mayor que la désis que provocd 1la
respuesta méxima, produce una respuesta menor que esta, es
decir, produce un decremento en la respuesta después de
alcanzar un nivel maximo. En Salmonella microsome assay Cuando se
ensaya una sola désis, una medida indirecta de 1la- toxicidad de
una muestra, es el andlisis visual del crecimiento inicial,
producido por las trasas de hxst1d1na presentes en el medio
(background), en cada placa.

Si se toma en cuenta que las concentracicnes de compuestos
orgédnicos en agua potable o tratada son demasiado pegquefias, atn
si las muestras son suficientemente concentradas, y gue por lo
tanto el ensayo de diferentes concentraciones carece de sentido
{(con excepcién tal vez de algunas aguas tratadas), la prueba que
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aparece como la mds adecuada para definir si una muestra es
positiva o negativa es la conocida como regla de la duplicacién
(Chu et al., 1981), en la cual un ensayo con una cepa es
considerado positive si hay una dosis con un promedio de
respuesta capaz de duplicar el promedioc de respuesta del control
negativo correspondiente. Otra prueba gue también puede aplicarse
es una modificacidn a la regla de la duplicacidn en la cual deben
existir por lo menos dos dosis consecutivas gue cumplan con la
regla de la duplicacién. -

La regla de la duplicacidédn presenta algunas ventajas: Es
simple y utiliza como marco de comparacidn las reversiones de los
controles correspondlentes, de tal manera gue cualquier variacién
en la prueba gue pueda afectarla es disminufda al ser tomada en
cuenta en la comparacidn. Esta prueba tiene también algunas
limitaciones, las cuales radican en que, las cepas con tasas
bajas de reversidn esponténea pueden presentar problemas de
falsos positivos, mientras gue las cepas con tasas altas,
presentarfan problemas de falsos negativos. Este problema
disminuye en gran medida cuando se usa la regla modificada.

Las verificaciones de resultados demuestras dudosas asi
como el criterio del propio investigador deben entrar en juego
cuando se presentan problemas de este tipo.

En el presente estudioc no se utilizan cepas con tasas de
reversién muy bajas (TA 98, presenta una reversién entre 30 y 50
colonias por placa, y TA 100 entre 100 y 200). De las dos cepas
utilizadas TA 100 ha presentade en diversos estudios un bajo
porcentaje de falsos negativos y ha podido evaluarse bien
utilizando estas reglas.

En resumen, cuando en ensayos repetidos un resultado es
persistentemente diferente, unc debe suponer gue se esta
provocando algun efecto, aGn cuando la prueba estadistica no lo
detecte ampliamente.

En base a lo anterior y de acuerde a lo sugerido por Chu gt
al (1981), una prueba es considerada positiva si:

ARM>=2
XRC Donde:

XRM = Media de tres placas de la reversidn de la muestra
XRC = Media de tres placas de la reversién del control
corrasppndiente.

o si: el resultado de una muestra en ensayos

repetidos es persistentemente diferente y mayor (-~2)
con respecto a su control correspondiente.
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XXVII. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS.
XXVIIa. DISENO DEL DISPOSITIVO DE MUESTREOC.

En cuanto al dispositivo disefado para muestreo en campo, se
observd que éste fué Gtil para la toma de muestras en diferentes
instalaciones hidréaulicas y diferentes condiciones de operacién
En el caso de los pozos la adaptacién del dispositivo consistis
en la simple coneccién de las terminales del eguipo a las llaves
o grifos de la instalacién. Para los tangques y para algunos
procesos de tratamiento de aguas residuales, se requirid el usoc
de una bomba de combustible. Generalmente, el dispositivo fué
perfectamente adaptable a cualquier instalacién y condiciones de
muestreo. Finalmente, el uso del equipo disefado, disminuye en
gran medida los problemas ocasionados por la manipulacidén exesiva
de las muestras. El hecho de que el dispositivo de utilizado sea
de un materjial opaco y pueda cerrarse herméticamente, evita el
contacto de la muestra con la luz, aire y posibles agentes
externos, ademds de gue por su tamafo reducido es posible
transportarlo en condiciones de temperatura ideales. Aunado a
esto, el dispositivo permite gue las muestras puedan ser
procesadas el mismo dia en qgue se realizé el muestreo y permite
también obtener las muestras a partir de volumenes de agua
relativamente grandes, lo gque de otra manera representaria un
problema de transportacién. Mas aln, la posibilidad de obtener
muestras a partir de volumenes grandes permite por supuesto la
concentracidn de una cantidad mayor de contaminantes con lo que
se aumenta la probabilidad de detectar actividad mutagénica en
una muestra dada. Este hecho se comprobé al comparar 1los
resultados de las muestras obtenidas del efluente de la planta de
tratamiento de agua residual Cerro de la Estrella en donde los
muestreos se realizaron a partir de volumenes de 20 litros,
colectados en garrafones, contra los resultados del influente del
Dispositivo Experimental De Tratamiento Avanzado de Agua Residual
(DETAAR) en donde las muestras se obtuvieron de volumenes de 100~
200 litros mediante el uso del dispositivo disefiado. El pardmetro
de comparacién se establece con el hecho de gue los efluentes de
la planta de tratamiento Cerro de la Estrella, son utilizados
como influentes para el DETAAR, es decir, es el mismo tipo de
agua. En la grafica 1 se muestran los porcentajes de resultados
positivos obtenidos con los diferentes volumenes de muestra. Debe
hacerce notar gue la disminucién de 1los factores de
transformacién quimica de las muestras, propiciada por el uso del
dispositivo de muestreo no pudo comprobarse en el presente
trabajo, y solo se supone por las caracteristicas del equipo
usado y las condiciones de transporte, que en. efecto, las
alteraciones sufridas por las muestras se han disminuldo.

El uso de cobre en el disefo del equipo se debe a que éste
metal es practicamente inactivo ante una gran variedad de
sustancias y resistente a la corrosién (The index Merck, 1979) y
solamente es soluble ante acidos fuertes como el &cido sulftirico
o el Acido nitrico (Rangel, 1977), por é&ste motivo é&ste material
es comunmente utilizado en tuberias de conduccion de agua asi
como en instalaciones eléctricas. No obstante se ha reportado gue
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en aguas blandas con pH bajo (alrededor de 6.0) puede presentarse
solubilidad de cobre y plomo en las tuberias de conduccién
soldadas con éste ultimo (Holm y Shock, 1991). En el caso de los
pozos de abastecimiento del Distrito Federal los rangos de pH
detectados oscilan entre 6.5 y 7.5 y para las aguas residuales no
se reportan valores menores a 7, por lo gue es muy poco probable
que ocurra desprendimiento del material en cuestién y que éste
pueda reaccionar con los componentes del agua o con el agua
misma. Ante aire himedo, el cobre tiende a formar gradualmente
una cubierta de carbonato que protege aGn mas al material contra
la corrosién, esta cubierta bien pudiera reaccionar con algunos
orgénicos en el agua. Para evitar ésto, el dispositivo recibe
diariamente el tratamiento de rehabilitacién indicado en el punto
XV.

En resumen, el dispositivo de muestreo disefado resulté
efectivo en el aislamiento de compuestos organicos a partir de
muestras de agua. Actualmente éste artefacto es utilizado en el
Laboratorio Central de Control de Calidad del Agua de 1la
Direccion General de Construccién y Operacién Hidraulica del
Departamento del Distrito Federal, en la obtencién de muestras
para anadlisis de actividad mutagénica en muestras de agua
residual y renovada.

&
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XXVIIb.  BIOENSAYO

En cuanto al bicensayo, la eleccién de un sistema bacteriano
para los andlisis de mutagenicidad presenta las ventajas y
desventajas mencionadas en un principio, pero principalmente
satisface la necesidad del andlisis de un elevado nQmero de
muestras asi como la entrega relativamente ré&pida de resultados,
y, aungue el hecho de gque una muestra dé un resultado positivo en
un anélisis aislado, no significa gue exista un riesgo asociado
al sitio, los resultados repetitivos haran suponer la existencia
de un riesgo potencial y llamaran la atencidén hacia un anélisis
mas profunde del lugar y de su entorno (posibles fuentes de
contaminacién), o bien hacia la evaluacién mas precisa de 1los
diferentes procesos en plantas de tratamiento.

Por otra parte, los resultados de las pruebas biolégicas de
concentrados orgénicos, pueden ser usados para estimar el riesgo
a la salud humana asociado con estas, pero s6lo en el grado en
gue los concentrados representen la materia org&nica real
presente en las muestras. Los concentrados deben tener cantidades-
representativas de todos los orgénicos originalmente presentes, o
al menos una fraccidén predeterminada de ellos. Mas atun, la
integridad de los compuestos quimicos en la muestra debe ser
mantenida, y eliminados los contaminantes, o al menos asegurarse
gue no interfieran con la muestra bioldgica. Todos estos
requisitos, no pueden ser cubiertos por ningun sistema de
concentracién, por lo que el sistema que deba usarse, deberd ser
acorde con los objetivos del estudio y en base a ciertos
resultados esperados o en base a parémetros de mayor © menor
importancia a criterio del investigador.

Por lo anterior, y hasta que los métodos de concentracién
sean correctamente desarrolllados y evaluados, la informacién
proporcionada por ellos,.deber& servir sbélo como una guia de la
representatividad de los concentrados producidos por los
mismos, por lo cual, se debe tomar con reservas la interpretacién
gue pueda darse a los resultados bioldgicos.
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XXVIIc. ANALISIS DE MUTAGENICIDAD

Entre Febrero de 1991 y Diciembre de 1992 se realizaron un
total de 1241 muestreos de los cuales 771 correspondieron a
pozos, 68 a tanques de almacenamiento, 85 a plantas de rebombeo,
71 a plantas de tratamiento de agua residual, 33 a plantas
potabilizadoras y 213 a dispositivos de tratamiento avanzado
(Gré&fica 2).

XXVIIcl. AGUA POTABLE

Los resultados se presentan por delegacion y por tipo de
instalacién, (Mapas 2 al 18) con el fin de determinar 1la
existencia de 2zonas de mayor exposicion, y en tal caso, tratar de
determinar las posibles causas de la contamincién o las posibles
fuentes emisoras. El numero de muestreos por delegacién para
instalaciones de agua potable (Pozos, Tanques, Rebombeos y agua
en blogue), se muestran en la graficu 3. Las diferencias en el
nimero de muestreos realizados para cada delegacidén estan en
relacién al numero de instalaciones ubicadas en cada una de
ellas.

Del total de pozos analizados, sélo un 2.4% presentd
resultados positivos, para los tangques se reportéd un 2.9%
mientras que los rebombeos presentaron un 3. 5% de actividad
mutagénica (Grafica 4).

Los andlisis realizados en Agqgua en blogue no presentéron
resultados positivos.

En el caso de los pozos unicamente se presentaron resultados
positives en las delegaciones: Xochimileco, Iztapalapa, Tlalpan,
Benito Juarez, Milpa Alta, Coyocacan, Tlahuac y Miguel Hidalgo Con
5,3,3,2,2,2,1 y 1 casos respectivamente (Grafica 5).

Para los tanques, sélo se reportdé un resultado positivo en
la delegacién Tlalpan y uno en la delegacidn Gustavo A. Madero.
(Gr&fica 5.)

En cuanto a los rebombeos se reportaron resultados positivos
en las delegaciones Tlalpan, Iztapalapa y Gustavo A. Madero, uno
en cada delegacién ( Grafica 5).

En la tabla 3 se muestran los datos de los ensayos gque
reportaron resultados positivos en muestras de agua potable,
residual y tratada. El1 total de resultados positivos para
instalaciones de agua potable fué de 22, 13 de los cuales se
reportaron con la cepa TA 98, la cual presentdé un promedio de
revertantes espontineas de 26 colonias por placa para el control
negativo sin activacién metabdlica (DMSO); de 30 colonias por
placa para el control negativo con activacidén metabélica (DMSO +
$9 al 4%) y 33 colonias por placa para el control negativo con
activacién metabdlica (DMSO + S9 al 10%).




En los resultados positivos detectados con la cepa TA 98, el
valor de los controles negativos correspondientes estuvo siempre
por debajo de los valores promedio presentados por dichos
controles a lo largo del estudic (Tabla 3) y fuera de los rangos
establecidos. El tratamiento que presenté un mayor nGmeroc de
resultados positivos para la cepa TA 98 fué el correspondiente a
DMSO + S9 al 10% con 10 casos. El intervalo de confianza del $5%
para el promedic de colonias revertantes por placa de é&ste
tratamiento se establecié entre 30 y 36 colonias por placa, Yy en
ninguno de los casos el valor del control negativo se ubicé
dentro de éste Trango.

Para los tratamientos con DMSO + 5% al 4% El intervalo de
confianza del 95% de la media del nlmero de colonias revertantes
esponténeas, se ubicdé entre 28 y 32 colonias por placa, con este
tratamiento se presentaron 3 resultados gue duplicaron el
porcentaje de reversién esponténea del control negativo, pero los
valores de éstos controles también fueron menores al promedio y
se ubicaron fuera del rango establecido.

S6lo se reportaron tres resultados positivos para los
tratamientos sin activacién metabdlica con la cepa TA 98, en dos
de estos casos el valor del control negativo fue extremadamente
bajo, muy alejado del promedio y totalmente fuera del rango
establecido (24 a 27 colonias por placa), y unicamente en el
Tangue "Chalmita", el valor del control quedé dentro del rango
establecido, aungue el resultado de la mustra fué marginal (Tabla
3).

con base en éstos datos y tomando en cuenta que las cepas
con porcentajes bajos de revertantes espontdneas han presentado
un alto porcentaje de resultados falsos positivos debido a que a
medida que disminuye el namero de colonias que se pueden contar
en una placa disminuye la significancia y la confiabilidad del la
prueba utilizada (Chu, et al, 1981), los resultados obtenidos con
la cepa TA 98 son muy probablemente falsos positivos, esto se
apoya ademis en el hecho de que todas las muestras positivas se
ensayaron por lo menos dos veces Y en algunos casos se realizé un
nuevo muestreo, encontrandose gque los resultados de las
repeticiones fueron siempre negativos.

Para la cepa TA 100, los promedios del nlmero de colonias
revertantes espont@neas para los controles negativos fueron de:
117 colonias por placa para el control negativo sin activacién
metabdlica (DMSO); 126 para el control negativo con activacién
metabélica (DMSO + S9 al 4%) y 139 para el control negativo con
activacién metabdélica (DMSO + S9 al 10%). Los intervalos de
confianza del 95% para las medias de estos controles se
establecieron entre 112 y 122, 120 y 133, y 133 y 145 colonias
revertantes por placa respectivamente. De los 9 resultados
positivos detectados con ésta cepa, en 4 casos se presentaron
también problemas de valores bajos en los controles negativos
correspondientes (Tabla 3) con la consiguiente pérdida de
significancia de éstos resultados; un caso presenté un valor para
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el control negativo por encima del valor promedio, aunque 1la
respuesta de la muestra parece clara, Los 4 casos restantes
presentaron valores de los controles negativos dentro de los
rangos establecidos, por 1lo gque éstos resultados fueron
considerados positivos. Las repeticiones de 1los ensayos
ratificarorn éstos resultados, no asi los muestreos repetidos de
estos sitios.

En general los sitios de agua potable presentaron un bajo
porcentaje de respuestas positivas a la prueba de Ames, esto es
debido a gque las muestras de agua potable contienen
concentraciones minimas de compuestos orgénicos con actividad
mutagénica, aungue su nimero puede ser grande (Keith. L.H.,
1976), o bien estan exentos de estos compuestos. La ausencia de
compuestos con actividad mutagénica en pozos de agua potable del
D.F. es un resultado esperado ya gue por las caracteristicas de
éstas instalaciones (Pozos excavados profundos), es poco probable
que contaminantes domésticos o industriales puedan filtrarse
hasta ellos. En estos andlisis debe tomarse en cuenta que dada
la gran cantidad de sitios gque deben ser analizados
(principalmente en el caso de los pozos) no es posible realizar
un andlisis adecuado de cada sitio, y el namero de andlisis que
se realiza para cada uno es muy reducido como para poder hacer
una evaluacién objetiva del estado de cada uno de ellos, aunque
si fué posible realizar un andlisis por zonas (En éste caso
delegaciones). El1 hecho de que en los muestreos repetidos de los
sitios gque reportaron resultados positivos éstos no sean
repetitivos nos conduce a pensar que los contaminantes aparecen
en los pozos de manera excepcional o que fuerol introducidos por
otros medios (Contaminacidén en el muestreo o en el procesamiento
de la muestra), y por lo tanto la poblaciédn no esta expuesta
real o permanentemente. Otro aspecto importante en el analisis de
actividad mutagénica en muestras de agua potable, radica en que
ain cuando se reporte un resultado positivo en una muestra
determinada debe considerarse que las muestras ensayadas son
concentrados provenientes de volumenes cercanos a los 100 litros,
por lo gue la probabilidad de que un individuo sufra los efectos
de la actividad mutagénica detectada por el sistema utilizado en
éste trabajo es considerablemente baja tomando en cuenta la
cantidad de agua que puede ingerir una persona por dia, aunque no
deben ignorarse los posibles efectos de compuestos ’
bioacumulables, principalmente organometélicos del tipo del
tetraetilo o tetrametilo de plomo y mercurio, o compuestos tales
como los oxidos y carbonatos de plomo o arsenico solubles en agua
gue causan transtornos en diversos érganos al pasar por el tracto
digestivo (Albert, 1990),

Debido a los escasos resultados positivos encontrados en
instalaciones de agua potable, a la presencia excepcional de
compuestos genotéxicos en éstos lugares, y en base a las
anteriores consideraciones, en éste estudio no se puede
establecer la presencia de compuestos con actividad mutagénica
en sitios de abastecimiento de agua potable y por 1lo tanto,
tampoco puede establecerse un riesgo relacionado.
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XXVIIc2. AGUA RESIDUAL Y TRATATADA

En el caso del agua residual y tratada, se realizaron 71
muestreos en plantas de tratamiento de agua residual, 33 en
plantas potabilizadoras y 213 en un dispositive de tratamiento
avanzado. (Gré&fica 6). Para éste tipo de agua, la situacién es
diferente ya que agui las concentraciones de compuestos son
mayores por las caracteristicas propias de las muestras y los
andlisis pueden ser repetidos en varias ocasiones ya que el
nimero de sitios gue se debe de analizar es menor y puede hacerce
una evaluacién por sitio y por tipo de proceso.

Para las plantas de tratamiento de agua residual se
realizaron 71 muestreos, 30 en la Planta de Tratamiento San Luis
Tlaxialtemalco, 33 en la Planta de Tratamiento Cerra de la
Estrella, 4 ern la Planta de Tratamiento Tlatelolco y 4 en la
Planta de tratamiento El Rosario (Gr&fica 7), las dos primeras
plantas poseen procesos mas avanzados por lo que se realizd un
nGmeroc mayor de muestreos en ellas. Solo se muestred el efluente
de cada planta ya gque los datos gque interesan son la remocién
final y la formacién de compuestos por procesos de desinfeccién.

San Luis Tlaxialtemalco presento 2 resultados positivos,
cerroc de la Estrella 6, Tlateloleco y El Rosaric no presentaron
resultados positivos (Grafica 7). En éstos casos aungue también
se presentan problemas de valores bajos en los controles
negativos, las respuestas de las muestras son mucho mas claras e
inclusc se reafirman en .los diferentes tratamientos y en las
diferentes cepas (Tabla 3). A pesar de ésto se reportdé un bajo
ntimero de resultados pasitivos en éstos sitios, éste hecho se
debe a varios factores: El muestreo en estos sitios se realizé
por medio de recipientes con volumenes de solo 15-20 litros en
los gque las muestras se transportaron al laboratorio de anilisis
expuestas a la luz, aire y temperatura ambiente, por lo gque no se
puede asegurar la conservacidn de las mismas, ademis de gque el
tren de tratamiento analizado correspondia al procese final o
efluente de un tratamiento secundario, aungque la primera causa
parece ser la m&s importante.

De los 33 muestreos en plantas potabilizadoras, 24 se
efectuaron en la planta Santa Catarina y $ en la planta Santa
Maria Aztahuacan. (Grafica 8). En la planta Santa Catarina se
realizaron anélisis en diferentes procesos, 11 muestreos se
aplicaron al influente o entrada a la planta, es decir, agua sin
tratar, 3 muetreos a procesos intermedios de tratamiento, y 10
miestreos al efluente o salida de la planta, el cual incluye un
proceso de desinfeccidn con cloro. Unicamente se reporto un
resultado positive en una muestra de influente de esta planta
(Grafica 9).

En la planta Santa Maria Aztahuacan, sdla sr realizaron 9
muestreos, 4 de los cuales se aplicaron al influente de la planta
y los 5 restantes al efluente (Grafica 10), en este caso el
resultado positivo encontrade correspondid a un efluente el cual
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incluia un proceso de desinfeccidén con cloro. En todos los casos
el muestreo se realizd en garrafones de polipropileno y el
volumen de muestra fué de 20 litros.

Los resultados de las plantas potabilizadoras, requieren de
un estudio m&s profundo (en este estudio el nimero de sitios
analizados fue muy reducido), ya que, aungque es agua potable que
proviene de pozos excavados, ésta ha presentado problemas de
calidad en leo gque respecta a parametros flisicoguimicos y
bacteriolégicos, y es logico esperar que las concentraciones
totales de compuestos sean altas, ademds en éste tipo de sitios
se incluye un proceso de desinfeccién con cloro con
concentraciones un poco mayores a las normales, lo gque les
confiere una mayor probabilidad de contener productos de
cloracion relacionados con genctoxicidad.

Unicamente se reportaron 2 resultados positivos en plantas
potabilizadoras , en uno de los cuales encontramos el problema de
valor bajo del control negativo, pero en la muestra asociada con
procesos de desinfeccién la respuesta fué bastante clara (Tabla
3), aungue como ya se dijo anteriormente no es posible asociar
una actividad mutagénica a tales sitios dada la baja cantidad de
muestras efectuadas en los mismos.

En general, solo pudo observarse una respuesta positiva
clara en las muestras gque corresponden a los tratamientos
avanzados, este comportamiento es debido a que, come ya se ha
mencionado, las concentraciones de compuestos en este tipo de
muestras es mucho mayor gue en agua potable, y, a gue en este
caso los muestreos se realizaron con el dispositive disenhado para
ello y los volumenes de muestra fueron de 100-150 litros. Los
muestreos fueron relizados en un dispositivo experimental para
obtencidn de agua potable y se analizaron cuatro diferentes
trenes de tratamiento que correspondieron a la entrada a 1la
planta o influente, dos tratamientos intermedios que
correspondieron a un proceso de filtracién normal y un proceso
de filtracién a presidén, y a la salida de la planta o efluente,
en el gque se incluye un procesc de desinfeccion. Para cada tren
de tratamiento se analizaron 21, 35 , 51 y 106 muestras
respectivamente. Se muestreo un mayor nimero de veces en los dos
ultimos trenes ya que corresponden a las fases finales del
proceso y es de mayor interés detectar los compuestos remanentes
Yy los posibles compuestos formados por el proceso mismo. (Grafica
11).

Los resultados del tratamiento avanzado presentaron un
comportamiento ldgico al obtenerse un 57% de resultados positivos
para los influentes, un 50% para los tratamientos intermedios y
un 14% para los efluentes. (Gr&fica 12).

En el caso de los influentes, de los 12 resultados positivos
reportados, 9 presentaron el problema de valores bajos de los
controles negativos, pero, aqui las respuestas de las muestras
fueron suficientemente altas para considerar los resultados como
positivos y 1los resultados se repitieron en diferentes
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tratamientos.

Para el proceso de desinfeccién con cloro se presentaron 15
casos que duplicaron el porcentaje de reversién espontdnea de los
controles negativos, unicamente para dos muestras los valores de
los controles negativos se ubicaron fuera de 1los rangos
establecidos, pero ain en éstos casos las respuestas de las
muestras fueron claras (Tabla 3).

En los tratamientos intermedios que involucran procesos de
filtracion, se reportaron un total de 43 resultados positivos, al
igual gue en los procesos anteriores se presentaron algunos casos
de valores bajos de reversién esponténea de los controles
negativos (Unicamente 5 casos), pero las respuestas de las
muestras fueron suficientemente altas como para poder decir que
alin éstos resultados deben considerarse como positivos (Tabla 3).

En el caso de los efluentes en los gue se espera una
remocién casi total de compuestos orgénicos, dado que involucran
un proceso de &smosis inversa, la actividad mutagénica detectada
se adjudica los procesos de desinfeccién con cloro gque se
involucran en la parte final de los procesos de tratamiento
(Rook, 1974;Bellar et al., 1974).

En la tabla 3 también podemos observar gue la concentracién
de la mezcla S-9 contribuye de manera directa al aumento del
nimero de colonias revertantes esponténeas en ambas cepas, por lo
gue es Iimportante utilizar controles negativos independientes
para cada tratamiento, principalmente con la cepa con reversién
esponténea bas baja (TA 98). E1 aumento del numero de colonias
por placa, puede atribuirse a la contribucidén nutricional y
energética gue la mezcla S-9 aporta al sistema.

Otro factor de interés que se observa en la tabla 3, radica
en gque la cepa TA 98 detectd un mayor numero de resultados
positivos. Excluyendo los resultados falsos positivos encontrados
en las muestras de agua potable, practicamente el 100% de los
resultados positivos reportados fueron detectados por la cepa TA
98, mientras que la cepa TA 100 detectd Gnicamente un 5%. Este
hecho es atribuible a gue la cepa TA 98 detecta preferentemente
mutaciones por corrimiento de marco de lectura (Ames et al,
1973a), y éstas mutaciones (causadas fundamentalmente por
supresiones o inserciones), son con frecuencia letales o
irreparables a diferencia de las mutaciones causadas por
transiciones o transversiones gue en muchos casos son benignas o
silenciosas (Lehninger, 1981).
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XXvIIQ, ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Ya gque los resultados de los tratamientos avanzados
presentaron las respuestas m4s claras a las pruebas biolégicas,
se realizaron algunas correlaciones de estos resultados conh un
anédlisis cromatogrdfico de las mismas muestras, esta coorrelacidn
dio los siguientes resultados:

Se analizaron 11 muestras de influentes por cromatografla,
de las cuales solo una reporté un contaminante organico
(Dietilftalato) el cual no esta reportado como mutagénico, ésta
muestra resultd negativa en el analisis de mutagenicidad. De las
10 muestras restantes, 8 resultaron positivas en el ensayo de
mutagenicidad, y no se reportaron mutadgenos por cromatografia.
Tabla 4.

De los procesos de filtracién se analizaron 14 muestras por
cromatografia, en 4 de las cuales se reportd un contaminante
orgénico (tetracloroetenc), compuesto que no ha sido reportado
como mutagénico en la prueba de Ames, pero del cual se sabe que
es un carcinégeno potencial, cinco muestras reportaron actividad
mutagénica, pero no se reportaron mut@genos por cromatografia
(Tabla 4).

Para el efluente de la planta se analizaron 22 muestras por
cromatografia, 5 de las cuales reportarcn el compuesto
tetracloroeteno que como ya se ha mencionado esta reportado como
un posible carcindégeno. Solo 3 muestras reportaron actividad
mutagénica, pero no se reportaron compuestos nutagénicos en el
andlisis cromatografico (Tabla 4).

Es importante mencionar gque el tetracloroeteno es
considerado como un contaminnte prioritario segun la USEPA
(Agencia de proteccién al medio de los Estados Unidos de Norte
America), y gque su presencia en aguas residuales es debida
principalmente a que éste compuesto es utilizado para el lavado
en seco en tintorerias, come desengrasante en algunas industrias
y como antihelmintico en medicina veterinaria.

Como puede observarse no existidé ninguna coorelacién entre
ambos grupos de resultados, esto se debe a que, las mezclas
complejas del tipo de los concentrados obtenidos de muestras de
agua pueden contener un nGmero muy elevado de compuestos
orgadnicos diferentes por causa de las incontables combinaciones
de compuestos que se pueden dar en estos tipos de mezclas bajo
diversas condiciones (conversién quimica, fotodescomposicién,
metabolismo microbiano o simple combinacién de compuestos),y, un
organismo sensor como el utilizado en la prueba de Ames, puede
detectar un cierto nimero de estos compuestos, mientras que un
anilisis cromatografico que debe apoyarse en un espectrofotémetro
de masas el cual basa su poder de identificacidn en una base.de
datos limitada y dependiente a su vez de la informacidén que le
puedan proporcionar otros bioensayos y el andlisis quimico,
detectarid solo aquellos compuestos contenidos dentro de dicha
base.

59



De ninguna manera debe menospreciarse el poder de los
andlisis instrumentales, pues mientras gue un analisis biolégico
nos proporciona datos cualitativos en un tiempo relativamente
largo, un andlisis instrumental nos dara resultados cuantitativos
casi instanténecos, ademés de gue, como puede observarse en los
resultados, existen compuestos que no pueden ser detectados por
el ensayo biolégico pero gue en algunos casos seran detectados
por el analisis instrumental. De agui que ambos tipos de ensayo,
deban complementarse para obtener resultados mas répidos y
completos.

Por lo anterior, los andlisis cromatogr&ficos deben tomarse como

un apoyo complementarioc, ya gque pueden ser utilizados para 1la
identificacién de algun agente causante en los casos de
coincidencia de resultados, o pueden dar informacién acerca de
los tipos o familias de compuestos presentes en la muestra que
puedan tener relacién con la actividad mutagénica detectada, o
bien, el analisis cromatografico puede identificar algun
compuesto cancerigeno o mutagénico gque no sea detectado por el
ensayo biolégico.



XKViie. PROGRAMA DE CAPTURA

La obtencién y analisis de los resultados, asi como la
interpretacién organizacién y manejo se simplificd enormemente
gracias al uso del programa de captura, proceso y reporte de
resultados. Este programa permite ademds la creacién de archives
permanentes gue se van enrigueciendo continuvamente y facilita 1la
consulta de datos gue seran de utilidad en el futuro para las
zonas © sitios en gue se detecten riesgos. El sistema asimismo,
proporciona un registro permanente de los datos de controles
positivos y negativos con los cuales es posible llevar a cabo un
control adecuado del sistema bioldgico empleado {(Los datos de la
base creada en este trabajo se utilizaron para el establecimiento
de los rangos de revertantes espontdneos para cada cepa).

El programa es simple y unicamente permite el manejo de una
base de datos mediante instrucciones sencillas, ademids de algunas
operaciones aritméticas. Su virtud principal consiste en gue
puede ser utilizade incluso por personas sin experiencia
en sistemas de cémputo. La simplicidad del progrma facilita su
adaptacién para ser utilizado en ensayos similares. Anexando
algunas instrucciones es posible manejar la base para aplicar un
tratamiento estadistico sencillo a los datos. Las aplicaciones
badsicas del programa son: Captura, proceso ("decide! si un
resultado es positivo o negativo), y reporte de resultados. Si se
desean otras aplicaciones gque no puedan ser cubiertas por el
paquete utilizado, tales como graficacién o andlisis estadisticos
mas complejos, el programa puede ser codificado en algun lenguaje
cientifico o de .uso general (Turbo Pascal, Qbkasic o C),
respetande la estructura determinada en los diagramas de flujo.

Para los fines del presente trabajo se utilizd un pagquete
comercial, por la conveniencia y facilidad que brinda contar con
una estructura de base da datos ya elaborada, aunque esto
introduce la desventaja que representa la necesidad de contar con
el paguete comercial y la licencia correspondiente para poder
utilizarle.
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XXVIII. * CONCLUSIONES

1.

9.

El dispositivo disefado satisface las necesidades de muestreo
requeridas en el presente trabajo dado que permite 1la
recuperacién de contaminantes aan en bajas concentraciones,la
concentracion a partir de grandes volumenes de agua y muy
probablemente disminuye los factores de transformacién de los
compuestos presentes en las muestras.

La eleccién de un sistema bacteriano para los andlisis de
mutagenicidad en muestras de agua fue adecuada pues permite
el andlisis de grandes numercs de mnuestras en intervalos
cortos de tiempo, son sistemas relativamente econémicos, de
sencilla realizacién y reportan resultados en poco tiempo.

La prueba estadistica aplicada para decidir si un resultado
es positivo o negativo es adecuada, aungue debe tenerse mucho-
cuidado en el manejo de los controles negativos para evitar
la presencia de resultados falsos positivos.

El volumen de muestra fué determinante para aumentar 1la
probabilidad de detectar actividad mutagenica en una muestra
dada.

No existe actividad mutagénica en muestras provenientes de

instalaciones de agua potable o bien, las concentraciones de

compuestos potencialmente genotéxicos son minimas y/o no
detectadas por el sistema,.

No se puede asociar ningun riesgo genotéxico a los centros de
distribucién de agua potable.

Las muestras de agua residual poseen actividad mutagénica,
pero para andlisis mas precisos es necesario utilizar el
dispositivo de muestreo disefiado en éste trabajo.

Las plantas potabilizadoras requieren de un analisis mas
completo, aumentando el nimero de muestras y utilizando el
dispositivo disehado en el presente trabajo.

Las muestras de agua tratrada ain después de procesos de
tratamiento avanzado poseen actividad mutagéica.

10.- Los procesos de desinfeccién con cloro son potencialmente

promotores de coompuestos con actividad mutagénica.

11.~ Los anélisis instrumentales y los analisis biolégicos deben

complementarse reciprocamente para obtener resultados més
exactos.

12.- Los andlisis de actividad mutagénica en muestras de agua

deben enfocarse primordialmente al estudio de las aguas
residuales y tratadas con el objeto de identificar 1los
riesgos asociados con el reuso.
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13.-

El uso de bases de datos facilita en gran manera la
recopilacidén, proceso y reporte de resultados, de la misma
forma funcionan come archivo histérico para el
establecimiento de controles o como registros de datos.
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XXIX. RECOMENDACIONES

Cuando en un sistema de tratamiento de aguas, se reportan
resultados positivos en el proceso final, deben realizarse
andlisis de los trenes anteriores para determinar que procesos
deben ser revisados y/o modificados, o bien determinar si uno de
los procesos puede estar ocasionando la formacién de nuevos
compuestos (como sucede con los procesos de desinfeccidn con
cloro). Los resultados positivos de muestras de agua residual,
son también la evidencia de gue se estan desechando contaminantes
de alto riesgo a las redes de drenaje.

En caso dé que la actividad mutagénica se detecte en algun
sitio de distribucién de agua potable, debe localizarse la
posible fuente emisora causante de la contaminacidn, para asi
prevenirla, ya que no puede suspenderse el servicio de
distribuciédn, puesto que esto implicaria un riesgo real e
inmediato al exponer a la poblacidn a condiciones insalubres y
deshidratacién por falta de agua. Afortunadamente, al menos en el
D.F no parece exixtir la posibilidad de enfrentar un riesgo por
la presencia de sustancias mutagénicas en las redes de
abastecimiento.

Finalmente, el hecho de que no se detecte actividad
mutagénica en agua potable y si se detecte ésta en otros tipos de
instalaciones, tales como plantas de tratamiento de agua
residual, como fue el caso de los tratamientos terciarios,
conduce a pensar que la utilidad de estos andlisis esta mas
enfocada a la evaluacién de sistemas de tratamiento y/o efluentes
industriales, que al monitoreo rutinario de una enorme red de
pozos, o bien al analisis mds objetivo de una serie de sitios
predeterminados en base a caracteristicas especificas.

Como complementc de éste trabajo es necesario realizar la
comprobacién de la disminucién de los factores de transformacién
quimica de las muestras efectuando muestreos simulténeos con el
sistema trdicional de recoleccién de muestras en recipientes y el
dispositivo disefiado en el presente trabajo.

De la misma forma, serfia aconsejable efectuar algunos
anilisis para asegurar gue efectivamente el cobre del cual estd
fabricado el dispositivo de muestreo no reacciona con 1los
compuestos presentes en el agua y no aparece en la muestra final.
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XXX. ANEXO 1 MUTAGENESIS

Una mutacidon es considerada como un cambio detectable vy
heredable en la secuencia de bases nitrogenadas gque constituyen
el material genético (ADN), dicho cambio no es causado por
segregacién genética o recombinacién, y es transmitido a las
células hijas y a las generaciones siguientes, dando lugar a
generaciones de células mutantes, siempre que no exista un factor
letal dominante.

En organismos multicelulares, cuando los descendientes de
una célula mutante producen sdlo células somdticas, se forma una
zona localizada de células mutantes, la cual puede producir un
crecimiento canceroso. Cuando las mutaciones son producidas en
las células germinales, son transmitidas a las siguientes
generaciones dando lugar a individuos con una o mé&s nuevas
caracteristicas.

Los cambios pueden ocurrir directamente en los genes o en
los agrupamientos de genes llamados cromosomas. Las anomalias
que se refieren grupos de genes, pueden deberse a arregqlos
estructurales (inversiones o translocaciones), o numéricos
(eliminaciones, delecciones) o a adguisicién de genes o
cromosomas. Tabla 5.

Las mutaciones génicas, conocidas 4gnds cogpyunmente como
intragénicas o mutaciones puntuales, son cambios jheredables gque
ocurren dentro de los limites de un genY gque pueden producirse
esponténeamente (en ausencia de alguna’ qausa definida) o pueden
ser inducidos experimentalmente o de manera a=cidental por una
gran variedad de mutégenos fisicos o quimicos., Las mutaciones
esponténeas, indudablemente son producto de multiples$ causas vy
provocan por ello una gran variedad de lesiones ( siendo la
sustitucién de pares de bases la mAs frecuente). Los tipos de
mutaciones esponténeas y sus frecuencias caracteristicas dependen
del organismo en cuestién, de los genes involucrados y de ciertos
factores relacionados con el medio.

pado que 1la informacidén genética contenida en un gen es
codificada por una secuencia de nucledétidos en la molécula de
ADN, y es replicada formando cadenas de nucleétidos
complementarias, las mutaciones intragénicas pueden ser el
resultado de algun cambio en la secuencia normal de nucledtidos o
de las bases que los componen.

Las sustituciones de nucledétidos o bases son llamadas
transisiones y transversiones, e incluyen, inserciones,
delecciones, inversiones o transposiciones. Fig 12.

Transiciones.- Una transicién es el reemplazo de una base pilirica
por otra base plrica o de una base pirimidica por otra del mismo
tipo en algun sitio de la molécula de ADN.

Transversiones.- En las transversiones, ocurre el reemplazo de
una base parica por una pirimidica o visceversa.
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Las consecuencias de las mutaciones por sustitucidn de pares
de bases son transcripciones erréneas de los codones en el ARN
mensajero cuando se transcribe un gen estructural.

Las mutaciones por corrimiento de marco (Frame Shift), son
causadas por una insercién o una deleccién de un nucledtido o de
un nidmero de nucledtidos mialtiplo de tres en la molécula de ADN.
Las mutaciones Frame Shift, desplazan el punto de inicio de la
transcripcidn genética, provocando que el ARN mensajero sea mal
leido en el proceso de translacién desde el punto en donde se
llevo a cabo la insercién o la deleccidén. Cuando suceden dos
mutaciones de signo contrario, la segunda mutacién restaurara la
primera corrigiendo la lectura del marco en el ARN mensajero,
excepto en el segmento formado por los limites de las mutaciones.
Fig 13.

La frecuencia o probabilidad de ocurrencia de una mutacién
para cada organismo (especialmente bacterias) se conoce como tasa
de mutacién y puede estimarse por diversos métodos a partir del
namero de mutantes encontrados experimentalmente.

Los agentes quimicos que pueden incrementar
significativamente la tasa de mutacién por encima de los niveles
de mutacién esponténea, son denominados mutdgenos o agentes
mutagénicoes. Ls agentes mutagénicos mas conocidos son, las
radiaciones 1ionizantes, los rayos ultravioleta los andlogos de
bases y los agentes alquilantes e intercalantes, los cuales
pueden inducir tanto mutaciones Ggénicas, <como cambios
estructurales en los cromosomas.

Aungue la accién de las sustancias carcinogénicas y/o
mutagénicas, esta relacionada con su estructura gquimica, una
estructura determinada puede tener mis de una actividad, como 1lo
demuestra el hecho de gque algunos agentes alqulantes, sean
tambien intercalantes. Tabla 6.

Las mutaciones pueden resultar de la accién directa de los
agentes gquimicos sobre el material genético o sobre otros
componentes celulares funcionalmente ligados a el, como los gue
participan en la divisién celular (centrioloc y microttbulos), las
proteinas de 1la cromatina y las enzimas que contribuyen a su
reparacién o replicacién. Fig 14.

Las mutaciones pueden constituir una ventaja, ser neutras o
tener manifestaciones patolégicas entre las que se incluyen
padecimientos congénitos y céancer. Fig 15.

Existen en la actualidad una gran variedad de enfermedades
hereditarias (Mc Kusic.A.V., 1975). Cerca del 3% de todos los
recien nacidos son portadores de anomalias congénitas gue
requieren atencién médica, y cerca del 60% de los abortos que
ocurren en el primer trimestre del embarazo son consecuencia de
aberraciones cromosémicas (Shepard, 11975), lo gque pone de
manifiesto la contribucién de las alteraciones genéticas en 1la
patelogia humana.
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XXXI. ANEXO 2. CARCINOGENESIS

En el sentido estricto podriamos definir al c&ncer como un
tumor neoplédsico, y una neoplasia comc '"Una masa anormal de
tejide cuyo crecimiento exede del de los tejidos normales, y que
no esta coordinado con estos mismos, y que persiste en la misma
manera exesiva después de cesar el estimulo gque desencadeno el
cambio" (Willis, R.A., 1952). Esta masa anormal carece de
finalidad, hace presa del huesped y es relativamente auténoma.

Una célula cancerosa plenamente desarrollada es
practicamente distinta bioldgicamente a la célula que le dio
origen y tiene una capacidad patente para quedar libre de los
controles reguladores de las células normales, gracias a lo cual
tiene un mayor potencial de crecimiento y un mayor grado de
agtonomia. Todos estos cambios fenotipicos se pueden resumir como
sigue:

TRANSFORMACION.- La transformacidn es un cambio fenotlipico en las
células gue es pasado de las predecesoras a las descendientes.
Los cambios ocurren en las dimensiones y el aspecto de las
células afectadas. Una célula transformada puede transferirse
facilmente a cultivoes in yitro con el medio adecuado, o
introducirse en huéspedes singénicos adecuados, en los cuales
producen un tumor, lo cual no sucede con células normales (con
excepcidn de los fibroblastos), estas células suelen ser mas
méviles gue sus equivalentes normales y su movimiento no cesa aGn
después de ponerse en contacto con otras células, su crecimiento
al igual que su movimiento no son dependientes de la densidad de
poblacién y producen apilamientos desorganizados gue exeden de la
etapa confluente cuando se les cultiva; esto bien podria
potenciar el crecimiento del cdncer en los tejidos. Otro atributo
de las células transformadas es que no son dependientes del
anclaje o fijacidén para su crecimiento, por lo que, cuando se les
cultiva pueden crecer tanto en medios sélidos como liquidos. Las
células transformadas pueden mantenerse indefinidamente como
lineas celulares tumorales durante afos, y sobre todo, son
capaces de producir neoplasias al sembrarse en huéspedes
singénicos adecuados.

Muchas otras modificaciones, como propiedades de superficie,
nuevos antigenos, modificaciones bioguimicas y anomalias
cariotipicas, tambien se observan en las células transformadas:

Cambios en la membrana.- Para muchos investigadores, el céncer es
en Gltima instancia una enfermedad de la membrana (Nicolson y
Poste, 1976), basados en que, el caracter invasor, la capacidad
para conservar la viabilidad en medios de cultivo, la disminicién
de la adherencia y cohesién y la incapacidad patente para
reaccionar a los controles reguladores tales como: La inhibicién
por contacto y la inhibicién del crecimiento dependiente de la
densidad poblacional, significan todos ellos modificaciones en
las propiedades de superficie de las membranas .
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Cambios antigénicos,- La mayor parte de las células transformadas
Yy los cénceres provocados en animales, poseen antigenos
inmunolégicamente diferentes de los antigenos normales de
histocompatibilidad, aunque esto es menos evidente en tumores
esponténeos de animales y seres humanos (Stanley, y Ramzi).

AGENTES CARCINOGENICOS

Existen varios agentes que pueden causar céncer en animales
de laboratorio, y pueden clasificarse de la siguiente manera:

1) Virus océgenos.
2) Radiacién.
3) carcinégenos guimicos.

Virus oncégenos.- La oncogenicidad por virus ha sido
comprobada en animales, y, aungue en humanos no ha podido
comprobarse plenamente, algunos cientificos estiman que muy
pronto se podrd probar que los virus causan céncer en humanos,
mientras gque otros no estan totalmente de acuerdo. Un hecho que
es irrefutable es que los virus oncégenos existen y han podido
identificarse y clasificarse.

Los oncovirus pueden clasificaese en grupos de DNA y RNA,
éstos Giltimos son mas conocidos como “oncornavirus®, ambos tipos
tienen la capacidad de introducirse de manera directa o indirecta
como sucesiones de acidos nucléicos.

La relaciébn mis fuerte entre el c&ncer humano y un virus
oncégeno se aprecia con el virus HTLV-1, que ocasiona una forma
de malignidad conocida como leucemia de linfocitos T. Otras
aproximaciones las podemos observar con el virus de Epstein-bar
(EBV), el linfoma de Burkitt africano y carcinoma nasofaringeo
(Klein, 1975), pero aGn se carece de pruebas definitivas.

Radiacion.- Las pruebas del efecto carcinogénico de la radiacién
en seres humanos, provienen de diversas fuentes, algunas
involucran a la 1luz solar, radiacién terapéutica y exposicién
ocupacional, otras lamentablemente incluyen 1los efectos
observados después de los estallidos de bombas atdmicas.

Para tratar de explicar el mecanismo o macanismos
biomoleculares involucrados en la inducciédn de céncer por
radiaciones ionizantes, se plantean dos teorias principales:

~La radiacién icnizante dafa directa o indirectamente al ADN
y produce en efecto, mutaciones.

~Una lesidn por radiacién activa virus latentes o activa un

oncogen dentro de las células.
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Independientemente dal mecanismo de accidén de la energia
radiante el resultado final es el mismo: Dafioc al ADN de las
células. Existen algunos. fuactores que guardan estrecha relacién
con las mutaciones provocadas -por la radiacidén, entre las que
podemos mencionar: . Tipo:‘de’. radiacidén; Dosis; 1Indice de
dosificacién; Duracién. de la-exposicién; Capacidad de reparacién
de las células. blanco y.'rapidez. de divisién de las células
blanco. La conjugacidén de-todos -estos factores determina en
Giltima instancia el efecto oncogenxco de una exposicidén a
radiaciones.

Carcindégenos' quimicos.- Los agentes ambientales con
potencial carcinogénico, fueron
descubiertos por Sir Percival Potts, en 1775, al encontrar
relacién entre el cancer de escroto sufrido por trabajadores que
deshollinaban chimeneas a causa del hollin mismo. Yamagiwa e
Ishicawa, obtuvieron en 1915 el primer modelo guimico
experimental del cé&ncer al hacer incisiones repetidas en las
orejas de conejos de experimentacién, con alquitran, compuesto
gue poco mas tarde se demostré gque contenia hidrocarburos
aromdticos policiclicos (Shimkin y Triolo, 1967).

Los carcinégenos incluyen productos sintéticos y naturales
de estructura quimica muy diversa, estan divididos en dos grupos
principales conocidos como: Carcindégenos de accién directa y
procarcindégenos, que precisan de activacién quimica o enzimdtica.

AmboS grupos se ven sujetos a procesos de activacién -
inactivacién in vivo. Independientemente del grupo al que
pertenezcan, todos los carcindgenos son =2lectréfilos muy
reactivos que se conjugan coovalentemente con residuos
nucleéfilos del ADN, ARN y proteinas celulares.

Los carcindgenos de accién directa pueden ser inactivados
cuando se administran de manera sistémica o bucal, y quiza de
esta manera no 1llegen a los blancos clave , pero si se
administran directamente cerca da un blanco, producen facilmente
transformacién neoplidsica o cancer (Miller y Miller, 1971). Los
carcindgenos de este tipo pueden formarse en el huésped si se
encuentran los precursores adecuados, La nitrosamina carcinogeno
conocido, puede ser producida en el organismo si se combinan
nitritos (que pueden ingresar por la alimentacién), con algunas
aminas secundarias en el medio acido del estémago. Los
procarcinégenos incluyen la mayor parte de los carcinégenos
guimicos comprobados, y solo muestran su efecto cuando son
activados metabdlicamente en el organlsmo, y pueden eventualmente
experlmentar degradacion guimica o enzimdtica en formas
inactivas. Independientemente de la via de administracién, los
procarcinégenos producen efecto carcinogénico méximo sobre los
tejidos que poseen la capacidad de convertirlos en carcinégenos.

El higado es el érgano blanco de muchos procarcinégenos,

pues tiene la mayor capacidad para conversion metabdlica para los
agentes potencialmente carcinégenos
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En un tercer grupo, podriamos agrupar a otra clase de

compuestos, los cuales son denominados promotores o fomentadores,
estas sustancias,por si mismas, poseen escasa o nula actividad
mutagénica, pero pueden aumentar enormemente la accién
carcinogénica de compuestos de los otros dos grupos.

Tomando en cuenta que la mayor parte de los procarcinégenos,

carcinégenos de accidn directa y carcindgenos promovidos, se
conjugan con el ADN, ARN o proteinas de manera coovalente
(especialmente en el caso del ADN)}, podemos decir gque la mayor
parte de los carcinégenos quimicos son mutdgenos, pero no todos
los mutdgenos son obligadamente carcindgenos. Este hecho remarca
la importancia que adquieren los an&dlisis de mutagenicidad, ya
que éstos permiten la seleccidén de agentes potencialmente
carcinégencs mediante procedimientos relativamente sencillos.

Las proteinas celulares sufren tambien la conjugacién con

carcinégenos, y posiblemente en mayor proporcién qgue los acidos
nucléicos. Los blancos méds frecuentes en proteinas son el azufre
de la metionina, el nitrdgeno 1 de la histidina y el carbono 3 de
la tirosina. La alteracidén da las proteinas puede provocar en las
células cambios fenotipicos, y es tambien muy posible gque 1la
alteracidén de moléculas represoras proporcione un mecanismo
epigenético mediante el cual se modifique la expresidén del genoma.

Ryser (1971) y Weinstein (1976), Plantearon para los

carcinégenos gquimicos, los siguientes enunciados:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La carcinogénesis depende de la dosis y es aditiva, cuanto
mayor sea la dosis acumulativa, cuanto mayor serd la
frecuencia con que podra producir tumores.

Hay un retraso entre la exposicibén y la aparicién de tumores
en razon inversa de la potencia del carcinégeno. En seres
humanos se calcula entre 5 y 30 ahos en animales inferiores
el retraso suele ser proporcional a la duracién de la vida
de la especie.

La conversién de tejido normal en neoplasia maligna es un
fendmeno de muchas etapas.

La accion de algunas clases de carcindgenos, llamados
"inhibidores", se ve notablemente aumentada por agentes
fomentadores, hormonas y posiblemente otros cofactores.

La proliferacidn celular aumenta la carcinogénesis.

Las neoplasias provocadas por el mismo carcinégeno quimico,
a menudo muestran diversidad antigénica, al igual que
diversidad de fenotipos en términos de cuadro histolégico,
grado de diferenciacidn, propiedades de 1la superficie
celular y otros atributos de transformacién neoplasica.
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ORIGEN DEL CANCER

Para tratar de explicar el origen del cancer, se han
propuesto dos teorias fundamentales, una de ellas apoyada en la
mutacién somdtica, denominada, Teoria Genética, y otra basada en
la diferenciacidén celular aberrante, denominada teoria
epigenética. Ambas teorias no se excluyen mutuamente y pueden
tener validez en casos particulares o simulténeamente. La teoria
de la mutacién es apoyada por una buena cantidad de datos y
brinda un modelo atractivo para el cambio celular que origina
transformacién neoplasica. La teoria epigenética tambien es
apoyada por un conjunto impresionante de datos (Braun, A.C.,
1975), pero sobre todas las observaciones, el aspecto mds
atractivo de esta teoria, radica en la esperanza de gue pudiera
lograrse gque las células cancerosas en el ser humano,
experimenten rediferenciacién para convertirse en células
normales. .
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AXXII. ANEXO 3. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Salmonella typhimurjum tiene una membrana de
lipopolisacarido que es relativamente impermeable,

particularmente a los compuestos de alto peso molecular. En la
bacteria de tipo silvestre, la mutacién rfa, o de caracter
"rugoso", produce una disminucién parcial del lipopolisacaride en
la pared bacteriana, lo cual facilita la entrada de moléculas
grandes, dque no penetrarian en condiciones normales (Maron &
Ames, 1983). Las cepas tienen un nicleo de lipopolisacarido, en
el cual las heptosas proximal y distal no existen a causa del
efecto final de una mutacién que involucra los sitios rfak y
rfaF (Ames et al., 1973b}.

Las cepas bacterianas tienen tambien una mutacién que
elimina el correcto funcionamiento de los sistemas de reparacién
del ADN, y esto aumenta la sensibilidad de la prueba. La mutacién
AubrB es una deleccién del gen que codifica una endonucleasa gque
esta involucrada en el funcionamiento del sistema de reparacién
por excisién, esta endonucleasa reconoce las lesiones que alteran
la estructura de la doble hélice de ADN, por lo gue la ausencia
de esta enzima provoca una alteracidén en la reparacién de estas
lesiones. La deleccién AuvrB, se extiende a travez del operon de
la biotina, por 1lo que estas cepas requieren tambien un aporte
nutricional exdgeno, de esta vitamina.

En un ensayo de reversién como el de Salmonella, la
respuesta de cada cepa de prueba depende de la naturaleza de su
mutacidén original, en el operon de la histidina, y de su
capacidad para procesar las lesiones al ADN. Una cepa dada,
usualmente responde a ciertas clases de compuestos, mientras que
otra cepa diferente, responde a compuestos diferentes, esto es
especialmente importante cuando se trata de establecer una
bateria de pruebas capaz de detectar el mayor nUmero de
compuestos posible, con el menor nimerc de cepas.

En la bateria original (Ames et al., 1975), se recomendaba
el uso de 5 cepas (tabla 5), cada cepa llevaba una de tres
mutaciones (his G46, C3076 y his D3052), todas las cepas llevaban
la mutacién uvr ademis de tener una mayor permeabilidad a
ciertos compuestos quimicos como reultado de la mutcacién rfa.
Dos de las cepas (TA 100 y TA 98), llevaban ademds el pléasmido
PKM 101, el cual poco tiempo después mostro que es un puerto para
los genes SOS (muc ab), involucrados en mutagénesis (Shanabruch &
Walker, 1980). Las células que tienen el plasmido, parecen tener
un incremento en su capacidad para iniciar la reparacién de
lesicnes del ADN por error prone. El plésmido, contiene el gen
bla, el cual codifica la enzima A-lactamasa, esta enzima es
responsable de la resistencia de las cepas a la ampicilina y
otras penicilinas de anillo lactémico. Los genes muc de este
plésmido codifican una endonucleasa gue actua sobre las cadenas
simples y dobles de ADN (Langer et al., 1982).

El pléasmide PKM 101, aumenta la suceptibilidad a 1la
mutagénesis provocada por compuestos guimicos y luz ultravioleta,
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lo gque da como resultado un incremento en la frecuencia de
transiciones y transversiores. Las investigaciones acerca de cémo
el plasmido aumenta la capacidad de dahos mutagénicos se han
realizado en Escherichia coli, el plasmido, como se menciond
anteriormente, codifica los genes mucA y mucB (muc, es un
acrénimo para Mutagénesis U.V., and Chemical), 1los cuales son
anilogos de los genes cromosomales muDy muC (Umu es un acrénimo
para U.V Mutable), estos genes cromosomales, son regueridos
cuando existe mutagénesis por 1luz ultravioleta y compuuestos
quimicos (Walker, 1984), de esta manera, los dafios al ADN,
inducen la expresidn, tanto de los sitios Muec A/B como de los
sitios Umu D/C.

La nueva bateria minima de cepas, recomendada por Maron y
Ames (1983), incluye 4 cepas, cada una de las cuales lleva una
diferente mutacién (his D3052; his G46; his g428; his D6610).
Tabla 7.

Dos de las cepas (TA 98 y TA 100), se incluian en la primera
bateria, las otras dos (TA 97 y TA 102), son recientes (Levin et
al., 1982; Maron & Ames, 1983), todas las cepas son rfa y llevan
el plasmido PKM 101, TA 102, lleva la mutacién his G428 en un
plasmido multicopia y es uvr+, esta cepa es sensitiva a la
mitomicina C y mutigenos oxidantes tales como el perdxido de
hidrégeno, la bleomicina y guinonas (Chesis et al., 1984; Levin
et al., 1984). La utilizacidén de estas altimas cepas requiere de
una evaluacidn previa de la prueba por si misma, asi como de su
reproducibilidad en diferentes laboratorios. La seleccién de una
bateria éptima de cepas, requiere del andlisis de todos los datos
generados con’cada una de las cepas, tanto en la primera bateria,
como en la segunada, asi como de las necesidades pripias del
anilisis. :

Las mutaciones iniciales de las cepas de la nueva bateria,
presentan 4 cambios fundamentales de las secuencia de
nucledétidos: his D3052, es una mutacién frame shift; his G46 es
una transicién AT-GC; his D6610 es una mutacidén frame shift+4; y
his G428 es wuna transicién GC-AT (tabla 5 y ). La reversidn de
estas mutaciones a la secuencia original, cubre un amplio
espectro de eventos: Dos eventos frame shift bésicos (+4 y -1) y
dos posibles eventos de transicién (GC-AT y AT-GC). Debe
recalcarse gue la reversién puede tembien deberse a una mutacién
secundaria, como supresores intragénicos y extragénicos. Las
pruebas de reversién por lo tanto, permiten la deteccién de un
amplio espectro de eventos genéticos, y no la simple restauracién
de la secuencia original del ADN (Levin et al.,1984b; Levin y
Ames, 1985).

Aunque la bateria de pruebas recomendada presenta varias
ventajas con respecto a la anterior, es necesario decir que la
validacién de esta nueva bateria, no ha sido tan extensa como la
primera, al respecto, se debe comentar gque la cepa TA 102
requiere atencién especial con respecto a posibles variaciones en
el porcentaje de revertantes, probablemente debido a variaciones
en el ntmero de copias del pléasmido pKM101 Levin et al., 1984b).
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Con la cepa TA 97, el escaso crecimiento de las colonias que se
presenta después de de 48 hrs. de incubacién, hace dificil el
conteo de estas (Levin et al., 1982a). Por estas razones
técnicas, muchos autores prefieren utilizar la primera bateria, y
otros més, dependiendo del andlisis a realizar, utilizan
unicamente dos cepas {inclufdas en ambas baterias), TA100 y TA98
(Mitchel, 1978; Williams, 1982; Wilcox y Denny, 1984).

Por lo anterior, y por la necesidad de establecer algunas
prioridades, en el presente trabajo se seleccionaron las cepas TA
100 y TA 98 para llevar a cabo los andlisis de mutagenicidad, ya
que, lo que se pretende, es establecer la efectividad de los
métodos en la recuperacién de compuestos con actividad mutagénica
a partir de muestras de agua; aungue para un analisis mas
exacto, se recomienda utilizar la bateria completa.
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XXXIII.

ANEXO 4. EECCION DE

1.- Medio minimo Vogel-Bonner.

En un matraz Erlen meyer
1000ml, se colocan 7.5g de
disuelve en 300 ml de agua

MEDIOS Y REACTIVOS

con tapén de rosca, de
agar bacteriolégico y se
destilada.

ii) En una botella de dilusién de boca ancha se colocan
10 g de dextrosa y se disuelven en 100 ml de agua
destilada,

iii) En una botella de dilusién de boca angosta, se
colocan 10 ml. de medio Vogel-Bonner Yy se agregan

100 ml de agua destilada.
iv) Esterilizar en autoclave a 121 ¢/15lb de presién

por 20 minutos.
v) Mezclar todas las soluciones en el matraz del agar.

vi

Vaciar en cajas de Petri 10xX100 mm en condiciones
asépticas. (Aprox. 30 ml por caja).

2.~ Medio Vogel-Bonner.

i) Disolver en 600 ml de agua destilada los siguientes
reactivos en este estricto orden:

Sulfato de magnesio Heptahidratado 10 g.
Acido citrico 100 g
Fossfato de potasio monobésico 500 g
Fosfato de sodio y amonio tetrahidratado 175 g

(No agregar el siguiente reactivo hasta gque se
haya disuelto el anterior).

ii) Aforar a 1000 ml.

iii) Agregar 1 ml de cloroformo y almacenar a 4 °C en

frasco ambar.
3.- Agar de superficie.

i) En una botella de dilusién de 100 ml, colocar 0.6 g
de agar bacteriolégico y 0.5 g de cloruro de sodio.

ii) Disolver en 100 ml de agua destilada.

iii)Esterilizar en autoclave a 121 C/15lb de presién
duranre 20 minutos.
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iv) Agregar 10 ml de solucién Histidina/biotina 0.5mM
estéril, y distribuirla en tubos de ensaye con
tapén de rosca 13x100 en volumenes de 2ml.

4.- Solucién de Histidina/Biotina.
a) Solucion 0.5 mM.

i) En un matraz volumétrico de 100 ml. colocar 0.007g
de L-Histidina y 0.0122g de (D+) Biotina vy
disolverlos en 90 ml de agua destilada.

ii) Aforar a 100 ml.
iii) Esterilizar en autoclave.

iv) Almacenar a 4 °C.

b) Solucion 0.1 M - 0.5mM

i) Diseclver 1.5516 g de L-Histidina y 0.0122 g de (D+)
Biotina en 100 ml de agua destilada

ii) Esterilizar en autoclave.

iii) Almacenar a 4 °C en la obscuridad.

5.- Medio completo (Agar nutritivo).
i) En un matraz Erlen meyer de 1000 ml se colocan 7.5g
de agar bacteriolégico y 26 g de caldo nutritivo
OX0ID No 2 y se disuelven en 500 ml. de agua
destilada
ii) Esterilizar en auticlave.
1ii) vaciar en cajas de Petri 10x100 mm, encondiciones
asépticas.
6.~ Caldo OXOID.

1) Disolver 122.5 g de caldo nutritivo OXOID No 2 en
500 ml de agua destilada.

ii) Distribuir en botellas de dilusién en volimenes de
100 ml.

iii) Esterilizar en auticlave.
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7.- Solucion de ampicilina,

i) Se disuelven 80 mg de ampicilina en 10 ml de
Hidréxido de Sodio 0.02 N, se esteriliza en
autoclave, y se almacena a 4 °C.

8.- Solucion de cloruro de potasio 0.15 M.

i) Disolver 11.18 g de cloruro de potasio en 1000 ml
de agua destilada y almacenar a 4 °C.

9.-Solucién de cloruros.

i) Disolver 8.1332g de <cloruro de magnesio
hexahidratado y 12.3019 g de cloruro de potasio en
100 ml de agua destilada.

ii) Esterilizar en autoclave y almacenar a 4 °C.

10.~-Amortiguador de fosfatos.
a) Solucién A.

i) Disolver 2.8369 g de Fosfato de sodio monobasico en
100 ml de agua destilada.

b) solucién B.

i) Disolver 2.76 g de fosfato de sodio y amonio en
100 ml de agua destilada.

c) Mezclar 81 ml de solucién A y 19 ml de solicidén B,
ajustar el PH a 7.4 y almacenar a 4 °C.

11.- Placas de ampicilina.

i) Sobre una placa de medio completo,colocar 0.1 ml de
solucidédn de ampicilina en condiciones asépticas,
distribuir la solucién homogeneamente y dejar que
se difunda en el agar. Almacenar a 4 °C.

12.- Placas Histidina-Biotina.

i) En placas de medio minimo Vogel-Bonner, colocar 0.1
ml de solucién b de Histidina-Biotina, en
condiciones asépticas distribuir. la solucién
homogeneamente y dejar que se difunda en el agar.
Almacenar a 4 °C.
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PFazar Yangues rebamb. PTRR P, Patab. 7. Reanz,

PIRR :Flanta de tratamiunte de vaue exridual
P Putob. 2 Planta potabilizederg
1. Rvonz. ? Jeatamients gvanszads

Rehamb. = Rebombea & plents de cxb
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GRRFILR 3 No DE MUESTRAS POR DELEGWEION EN AGUA POTRALE

1k

- 6 -CURLNTEMOC 12 -MIGUEL WIDALGO
1-RLVARD DAREGON o ricrayg g, MAOERD 13- TLAHUAC
2-RICRPOZALED 9-I2TACALLD 14~ TLALFAN
3-BENITD JURREZ - 15-VENUSTIRND CARRANZA

9-IZTAPALAPK

4~ COVORCAN 10-MAGDALENA CONTRERAS 16 XOCHIMILCO
s - CuRJIrIALPR 33 MTLES @iTR 11-EDIDE MEXIC
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GRAFICH y PORCENTAJE DE RESULYADDS POSITIVOS POR INSTALACION
EN AGUR POTARLE

3.8 %
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GRAFICR §  NUMERD Of INSTALATIONES CON RESULTADD PDSITIUR POR DELEGRCION
POZOS

§ 6 1 % 3 1011 12 13 14 1516 11

. §- CURUNTEMOC 12-MIGUEL HIDALGD
1-ALYAR OBREGON . Gysrayg 4, MADERD 13-~ TLRHUAE
2-RICAPOIALLD p. TormeALeo TA-TLRLPAR
3-BENKTD JUSREZ 5. yornpALAFR 15-VENDSTIAND CARRANZA
Y- EAYORTAN 10-MRGDALENA CONTRERAS ~ 16-XDEWTMILCD
S-CURMIMALPE 33~ myLks FLTR 11-ED0.DE MEXIED
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GRAFICA 6 No DE {IUESTRAS POR INSTALRCION PARR RGUR RESIDURL ¥ TRATADR

AYANZ

PIRR = Planta dx tratomiznte de oyua residual
P Pat. : Plants potabilizadara

T. Ruanz. : Tratamienta avanzada
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BRAFICA 1 NUMERD DE MUESTREDS ¥ RESULTADOS FOSITIVOS
POR PLANTA DE TRATRMIENTY

1

RESULTHDOS
POSITIVOS

ERnarenes PXRec posarzn

[l san cuzs rLexaLTemeLca (5 corRa oF Lh £stRELLA
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GRAFICA 8 NUMERC DE PMUESTRAS POR PLANTA POTRBILIZADORA
¥ POR TREN DE TRATAMIENTD

13
10 AN
. \\\
2 \ \\\\\\\\\
TOTAL JSANTA
CRTA-
RINA
9 k]
SANTR N 3 . L 3
B FILTR. | EFLUE INFLUENTE | EFLUENTI
{RZTRRY

NUMERD DE MUESTREDS FLANTR SANTR CRATARINA

PTA. STA. Ma AZTAHURCAN
PUR PLRNTA
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Grafies 3 Rao de mucstesos por tren de tratamients o resultados
poritiver pers el dizpasitiva experimental dr tratamiznts

avanzado dz oyus residus) (DETRRR)
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GRAFICA 10 PORCENTRIE DL RESULTADOS POSITIVES
PRRA EL (LETARRY

S1%

SO

N
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|

RESULTADGS POSITIVOS EN INSTALACIONES DE AGUA POTABLE

TABLA 3

BELEGRCION | [IEAITE KOHERE DEL STTI0 | YRR [XRC [ GNRC | CePa TRATARTENTO
YOCHINILLO P20 HATIUITAS 184 16 12,0¢ Ta 400 I 1% Al &%
¥OCHINIL(O POZ0__ (514, (RUZ ACALPIVCA_ N61 24 8254 19 ¢ 59 oL 16
| NOCHINILED § P020,  RRECLUSORIO0 SUR & 60 Bl 2,88 Ta 3 S5l 48

XOCHINILA0 ¥ P020. NLA NORIR 6 8 52 42.87 114 180 ¥ 9 AL 4
YOCHIMILCD § POZC|  §SAN LORENZO ATEAOAYA B33 5 1.2 14 98 53 AL 102
T2TAPALAPA__§_P0Z0: _ WPURISIAA 7 5% 1 2.1 1A 99 $9 AL @
T2TAPALAPR ¥ P20 JSE<10R PPULAR 2 152 37 T Tas8 oL 18
1ZTAPSLAPR | JUNIDAD HODELD 2 312 141 Ta 189 AL 10

| 1ZTAPALAPR § REBOMBED 399 M148 (2,53 M1A 40 ) -39
FLALPAN REBOMBED FYOPILEJD { 55 122 12.67 N4 98 53 AL 104
"TLALPaN _ § POZ0 | WPERIFERIL) 14 282 1381 f2.41 114 400 8 5% AL {ex
TTLALFaN | P02 | Iumnu-. T TR PR P ] A
TLALBAN F320 . [UILLA COAPE - z 5 BE hE B
TLALEAN TICUE | IIL 10 1 85 1508 o 400 § 69 ol 1f%
BENITI JUAREZR F320 fcan s &7 EA 16 98 9 AL i
"BENIT) JUAREZY P20 ALARDE 2 53 6 2.8 [T 59 4L {6

CGYOACAN | P020 1 IPERITERICO 3 23 ©: 12.4L 1N 98 -5
 £020 | QAUVILIAR 7=¢ 239 K12 2.0 11h 60 1 9 AL 4%

| TAHIUE | ERALAITA ] 25 128 VT 83 %9

FEBONBED: 124CATENAD & 33 027 43,32 W4 08 | -3

TTLAWUAC  § 020 RTOLVEHUALCD 2 239 @347 2.2 Wia 100 f_-59
Emusn WIDALGO] 7020 [POFOTL 3 B BEE Iy W e

i ?éﬁ&%ﬁ B R M R omsrorome.

PROMEDI0S ¥ RANGOS ESTABLECIDOS PARM LOS DIFERENTES TRATAWMIENTOS DE LOS CONIROLES NEGATIWS

CRPp In 98 -S9

CIPA TA 58 9 AL 42
CEM 1A 98 §9 AL 187
CER} TR 108 -59

CI 14 198 59 AL 4%
C2%4 TA 198 59 AL lav

FROMEDI O
26 COL/PLACA
30 COL/PLACR
33 COL/PLACH
117 COL/PLACH
126 COL/PLACA
xi‘9 COL/PMLACA

i

RANGO ESTABLECIDO

24 , 27 COLONIAS POR PLACA
28 , 32 COLOMIAS POR PLACA
30 , 36 COLONIAS POR PLACA
312 , 122 COLONIAS POR PLACK
128 , 133 COLONIAS POR PLACA
133, 145 COLONIAS POR FLACA

J 125
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TABLA 3 (CONTINGACION)
RESULTADOS POSITIV0S PLANTAS DE TRATANIENTO DE AGUA RESIDUAL ¥ PLANTAS MOIABILIZADORAS

TELSGACIN | TIEQ DE | WGFBFE DEL §111% IYRI‘. YEL | YRM/YRC ' (EPA TRATARIENTC

148 Take

TOAINILLD | PIoR . Feh LUIs TLAXIALIERLeOl: M3 Wits #1098 1 =37

VEORINLCD ] FIOR [N Lilf TLAYIALTEMLAAES |9 R R
e 1 B BiE | 8RR

1214PaLAFA FIAR ERFQ O LA SSTFELL:  B2f 4121 2,46 14 28 1]
| TZTFALAPR PIRK GEFRO DE L4 ESTRELLA 4 H] 2.2 1% 38 $3 AL 4y

7
TZTePALAEA PR |UEPROLE LA ESTRELL B3 R fet geg Fa ¢
. E 4
: 43 2.§ ] 38 3 i
2 a foe 1 5o

3

12IAFLAPH PIAR JEPRO DE LA ESTRELLK 133 2.0 IN o8 ~59

68
12TaPAL PR PIWR CEERD DE LA ESTRELLA Iiz %g 5:22 ;2 ;g gg zk %5:
156

12T4PaLAPA [0 (EEF) DE LA ESTRELLA 27 2.2 | JCKE $9 AL e
1279FPaLaPe .2 $TA MARIA RZTadUaiel  J6E i3 12.42 119 98 ~§9
1224PHLAPA P.P $IA CHIARINR 153 27 12.44 18 98 §8 AL 18

AR=_PLANTA DE IRR}

M1 ENT AGUA R .
+P= PLANTA POTABIL ? DE AGIA RESIRUAL

QRDORA



TABLA 3 (CONTINVCION)

RESULTADOS POSITIVOS DEL DISPOSITIW EXPERIMENTAL DE TRATAMIENTO -

AVANZADO OE AGUA RESIDUAL (DETRAR)

PROCESO DE TRATAMIENTO 1| XRM il XRC IXKRN/XRCIi CEPA 1| TRATAMIENTO
INFLUENTE 58 2L 12,76 TR 98 1 §9 AL 4%
INFLUENTE U35 #23  h2.39  UTA 99 §9 AL 107
INFLUINIE 1Sz Hee 2.8 11698 $9 AL 1oz
s B 1B 31 mu_(Bue
T R B BL B (8RN
s Bl B B3 (8%
T [ EE?
g & B ks mg luks
s T B B3 23 90
INFLUENTE 149 W21 112,33 TR 98 §9 AL 4z
B R B By M8 (8%
s e T B3 Witk IB0Y
DESINFECCION U5 21 12,38 HTH 99 i} 89 AL 4%
DESINFECCION I3 117 2.1 1iTA 98 -89
S G B8 Ve
Wty BB R IBiN
DESINFECCION 156 lz8  12.8 1A 98 9 AL 1@
DESINFECCION 42 120 n2.d TR 99 -5%

DES INTRCCION 194 127 nz.e iTA 98 $9 AL 4%

DES INVICCION 64 132 l2.96 -$9 |
DESINFICCION 137 125 l2.28 §9 AL 19/ |
DESINFRCCION 158 127 . S9 AL 4
DESINFECCION 167 133 112.83 [iTA 98 $9 AL 4%
R i [ B8 [P |
PISINFICCION 1104 133 1.13  (TA % 59 AL lov
DESIMFRCCION 1328 M6l U2.83  ITA 188 S9 AL 4%

DES INFECCION 159 _ i2s_ l12.9 IITh 98 Il -89




PROCESO DE TRATAMIEMTO | XRM || XRC IIXRM/XRC

FILYROS @ PRESION

FILTROS & PRESION
FILTROS A PRESION
FILIROS A PRESION

TABLA.3 (CONTINUACION)
RESULTADOS POSITIVOS DEL DISPOSITIW EXPERINENTAL DE IRATAMIENTO
AUIZADO DE AGUA RESIDUAL (DETAAR)

FILTROS # PRESION
FILTROS A PRESION

FILTROS A PRESION
FILTROS A PRESION

FILTROS @ PRESION
FILIROS & PRESION
FILYROS A PRESION
FILIROS o PRESION
FILTROS A PRESION
FILTROS A PRESION

FILIROS A PRESION

FILTROS 4 PRESION

TILTROS A PRESION
FILTROS A PRISION

CEPA__ | TRATANIINTO
B IR ORE IR | 8E%
184 129 12.87 I 1A 98| 59 AL 1#%
7 128 12.93__ 018 98 1 S9 AL 1@,
167138 f2.23_ | 1A 98 $9 AL &
166 138 (2.2 7098 1 59 AL 44|
18 Ol B8 | 8%
68 N23 0295 1 71A 98 59 AL m
BB OB IR T aR%
1841135 215 1 1 98 59 AL 187
17133 2.3 114 98 59 AL 197,
47 3z l2.13 | 1a 98 59 AL 47,
158123 I2.32_ N 1a 98 39 AL 167
1925 2.3 _ || TR 98 59 AL 19,
I REERETT

L 14 3:33 § 3l 8%
B B B8 | BiG |
i T8 BB R I uE% |
1134 138 __ji3.52__ (1A 98 59 AL 192
ila0 N30 _ 4.8 1A 98 SY AL 197




TILIRACION ™a"

FILTRACION "™
FILTRACION "8"
| FILTRACTON "#
IFILTRACTON A"

FILTRACION A"

FILTRACION "a"

TILTRACION "p"
FILTRACION ™A™

FILTRACION "a™
FILTRACTON "a"
FILTRACION "a"
IFLTmRCion i

|m.mcxou e
ITTLTRACTON 3"
irmmcm g

FILTRACION "A"
FILTRACION "o
FILTRACTON "A"
FILTRACTON "A"

FILTRACION ™™
TILIRACION "a™
TILTRACION ™A%

TABLA 3 (CONTINUACION)
RESULTADOS POSITIWOS DEL DISPOSITIVO EXPERINENTAL DE TRATAMIENTO

AUANZADO DE AGUA RESIDUAL (DETAAR)
PROCESO DE TRATAMIENTO || XMM || XRC IIXM/XRCH CEPA

[
[}
11e3
nse

It
1
ks

73
66
"124
19?7
1134
1159

litle

Ity
187
[
192
ne
7

It
It
[
fid

1193
[[H]

i

138
1138
1:38

B
W
H
133

£33
1138
42
1142
1142

18

133
1133
H

i3

133
134
134

13
[
[
i

36
142

i12.13
2.2
13.42

3.8
&b,
1§:3
T2.27
‘iﬁif:
12.3

112,23
13.57

8.5
12,36
12,63

[}
13,78
2.8
112,26

34
||§:§s
.5
&

112,58
f2.8

m‘
My IRER
A 951359 AL 18%
A 98 159 AL 1&7
TTA 987 59 AL i/
M I8tk
LT
mi 84k
TR 98 159 AL &%
ma 18%%
WAse_ 1S9 ALib |
A8 8y MLiv |
A 98 1 59 AL 19,
[HHIREEE
MA98 i ALle |
1A 98 159 AL 1@
IHHIRET
TIA 98 11 59 AL 1
[N |
WA 98 1 59 AL 184
B
Bt 18k% |
[ _IBhh |
[RIIEEED
T 98 759 AL 10«
TIA 98 159 AL 10 7




TABLA 4

RESULTADOS DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO DE MUESTRAS DEL D.E.T.A.A.R.
QUE REPORTARON RESULTADOS POSITIVOS EN EL ENSAY0 DE MUTAGENICIDAD

' INFLUENTES FILTRACION EFLUENTES

MUESTRAS ANAL IZADAS 11 14 22

ACTIVIDAD MUTAGENICA

lnutAG. POR CROMATOS.

ol

{{CONP . SANCIONADOS

1286




TABLA 5
ALTERACIONES GENETICAS

HIVEL DE LR HUTRCIOM TIPO GE HUTACION BESCRIPCION
_ALIERACINNES EN LA SUSTITUCION DE BASES CRHBIO DE UNA FASE POF OTRA:

$SCCUENCIA UE BASES > TRANSICION

+ INFRAGENLCH PURING-PURINA

PIRTHIOIHA-PIRIMIDI KA

8> TRAMSVERSIIN
PURINA-PIR{HIOINA
PIRIHIDINA -PURINA

DESFASAMIENTO CORRIMIENTO DE BASES POR
PEROIDA D ADILIOH

SRNORALIAS EN EL INVERSION CAHBIO DE DRIENTACTON DEL
SRRREGLD DE LOS GEN, HANTENTENDO SU POSICION
HENES RELATIVA RESPECTO DE LDS

: OTROS GENES

TRANSLOCACION CAHBIO DE POSICION OE UN 6EN
CON RELACION h OTROS GENES

HNOMALTAS EN EL ELIHINACION PERDIDA DE UN €EN
i NUMERO DE GENES

OUPLICACION RUCUISICION OE UMNA COPIA
EXTRA DE UK GEN

$ IBERRACT DNES CRAHO- REARREGLOS = CANB1G EN NUHERD, POSICION
SOMICAHS ESFRUCTURALES TRANSLOCACIONES U ORIENTACIAN (E GRUPOS
TNVERSIONES, RNILLOS DE GEMES

WIDIFILHCION DEL HHEUPLOINT Az SEGREGACION CRAMOSOBICA
HUMERD OE C A DEFECTUOSA, QUE RESULEA
BYPULISORIA €N PERDIDA 0 RMVUISICION
DE UNO O HAS CROMOSOHHS
PULIPLOIDIIA AUHENTO DE JUEGDS COMFLETOS
DE CROMOSOHAS




TRBLA &
PECANISNOS DE ACCION DE RLGUNUS MUTAGENOS

1

i

1.

:

] T1POS OE HOLECULRS ALTERACIUN EN ORIGEN DE LA BUTACIONES EJERPLOS DI

l, CONPUESTOS SUCEPTIRLES LAS MOLECULRS BUTACION POSIBLES CONPUESTOS
ALOILANTES BONG ROH INTRODUCETON DE ERROR EN EL GENICRS? 'IEIILNEYND

1Y POLIFUNCIONALE HISTORAS RADICALES ALQUIL~ WREQHIENVU TRANSICIONES SYLFONR

1 PROTHRINAS 053 ENTRE BRSES, TRMKUERSIDNES. NI‘YROJ(IINMNKDIM
] ENZIRAD GE ~CHI; -CH2-CH3, DESPURINNEIUN, ELININACIUNES U R

H REPARACION ENTRECRUZANIENTOS CHRBID EN LA GFIISEOFI.I.VINR.
[ TUBULINA INTER O LINHTRA ESTRUCTURR ¥ CRONUSORICA: DYELDRIN

4 CRDENAS, BLOGUED FUNCINH DE LRS RBERRACIONES

1 DE GRUPOS SULFI- PROTEINAS. ESTRUCTURALES

H DRILDS ALTERACION DEL

H ENSANBLE OE NI-

‘l CRuTUBULOS

{RNALOGOS DE AL SUSTITUCION UE ERROR EN EL APA- GENICRAS: 2-ANINO-PURINR
{BRSES BRSES RERNIENTO EMFRE TRAMSICIONES BRONG URRCILO
H BASES 5-LRONO QEOKI ~
‘Y CROTIOSONICAS: URIDINR

H ARERRACIONES

H ESTRUCTURRLES

h o
1 INVERCALANTES AON INSERCION ENTRE ALTERACION DE GENICAS: OUTNACRINA

H BASES NDVﬂCENl’ES LA HELICE DESFASANIENTOS, ACRIDIMA

H EN I.R ool R EN LA ELIHINACIONES PROFLAVINA

H REPLICACION, BROHURO DE

i LA REPARACIOM ¥ CROMOSONICAS: ETIVLIO

1 LA RECONBINACION RBERRACIONES

i ESTRUCTURALES

| DESRMINANTES RDN ELININACION DE COKVERSION DE fi~ GENLCAS ACIDO Nl"«o:ﬂ
1 HISTONAS 1M GRUPD ANIHO ENINR A HIPONHN- TRNN..I‘:IONES

H PROTANIHAS CON INVRUDUCCION TINR, DE GUANINR ELININACIONES

] 0E DN GRUPD HI- A XHNTINR, ¥ DE DESFASAMIENTOS

1 [ROKIL LITOSINA A URACI-

1 FNTHEL“UIR'"ENTO LO. CRNBIO EN LA CROMOSONTCAS 3

' INTER O INTRI ESTRUCTURA DE LRS RABERRRCINNES

] CRDENNS PROVEINRS ESTRUCTURALES

IPRODUCTYORES DL HOH

{RADJCALES LIBRES SUSTITUCION OF ERROR EN EL RPA- GENJCAS: HIDROKILARING
1¥ PEROHIDOS CITOSTHA POR TI- REANMIENTO DE BASES TRANSICIONES

1 NINR, I‘OSXME

H FORNACION DE N-6 CROMOSONICAS

1 HIDRONIRDENINA RBERRACIONES

H ESTRUCTURRLES

128



ThBLA 7
CEPAS NICOMENDADAS PARA ANALISIS DX RUTIMA TN 1a PRUEER DX AMES

CEPA | MToCION | REPARMCION |  PRESEMCIA DEL PLASHIDO

ﬁaas hs G46 | Auwr B -

181537 || his C3876 | fAuvr B | -

101338 || his D32 1| Auvr B -

JA || his D3@32 |  Auur B

TA19 I his G46 fiuvr B

1497 1| his D661Q Auvr B

~flel~I]+

TA182 || his G428 + 1

LAS PRIMERAS 5 CEPAS FUERON RECONEMDADAS EM UN PRINCIPIO, LAS
ULTIMS 4 FUERON RECONENDADAS MAS RXCIEWTEMINTE
(MARON ¥ AMES, 1983)

129



DISTRITO FRDERAL
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MAPR 1. AREM DE EXNUDIR

el

DELEGRLYONES

1.~ ALURRD DRREGIN
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HOJA DE CONTENIDO DE ARCHIVO

Nombre del programa: MUT92 Sistema: Proceso de datos
Sistema: IBM PC Fecha: 0-XXX-0000
Tipo de Archivo: Base de datos oOrganiszacién: Secuencial
Numero de Registros: Tamafio del Registro: 389
Analista: Luis Antonio Nava vargas Hoja 1 de 2
No CAMPO No DE POSICION FORMATO DEC. 0BS,
CARACTERES DE - A A AN N
1 FECHA 8 1 8 FECHA FECHA DE MUESTREO
2 DELEGA 2 9 10 X DELEGACION
3 NOMBRE 35 11 45 X NOMBRE DEL SITIO
4 TIPO 2 46 47 X TIPO DE INSTAL.
5 NOFOLIO 7 48 54 X NUMERO DE FOLIO
6 NUMERO 3 55 57 X NUMERO CONSECUTIVO
7 R1098 6 58 63 X CLAVE DE ENSAYO
8 R2098 6 64 69 X CLAVE DE ENSAYO
9 R3098 6 70 75 X CLAVE DE ENSAYO
10 R1498 6 76 81 X CLAVE DE ENSAYO
11 R2498 6 82 87 X CLAVE DE ENSAYO
12 R3498 6 88 91 X CLAVE DE ENSAYO
.13 R11098 6 94 99 X CLAVE DE ENSAYO
14 R210598 6 100 105 X CLAVE DE ENSAYO
15 R31098 6 106 111 X CLAVE DE ENSAYO
16 €1098 6 112 117 X CLAVE DE CONTROL
17 c2098 6 118 123 X CLAVE DE CONTROL
18 c3098 6 124 129 X CLAVE DE CONTROL
19 C1498 6 130 135 X CLAVE DE CONTROL
20 €2498 6 136 141 X CLAVE DE COMTROL
21 €3498 6 142 147 X CLAVE DE CONTROL
22 C11098 6 148 153 X CLAVE DE CONTROL
23 €21098 6 154 159 X CLAVE DE CONTROL
24 €31098 6 160 165 X CLAVE DE CONTROL
25 R10100 6 166 171 X CLAVE DE ENSAYO
26 R20100 6 172 177 X CLAVE DE ENSAYO
27 R30100 6 178 183 X CLAVE DE ENSAYO
28 R14100 6 184 .189 X CLAVE DE ‘ENSAYO
29 R24100 6 190 195 X CLAVE DE ENSAYO
30 R34100 6 196 201 X CLAVE DE ENSAYO
31 R110100 6 202 207 X CLAVE DE ENSAYO
32 R210100 6 208 213 X CLAVE DE ENSAYO
33 R310100 [ 214 219 X CLAVE DE ENSAYO
34 C10100 6 220 225 X CLAVE DE CONTROL
35 €20100 6 226 231 X CLAVE DE CONTROL
36 €30100 6 232 237 X CLAVE DE CONTROL
37 €14100 6 238 243 X CLAVE DE CONTROL
38 C24100 6 244 249 X CLAVE DE CONTROL
39 C34100 6 250 255 X CLAVE DE CONTROL
40 €110100 6 256 261 X CLAVE DE CONTROL
41 €210100 6 262 267 X CLAVE DE CONTROL
42 C310100 6 268 273 X CLAVE DE CONTROL
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HOJA DE CONTENIDO DE ARCHIVO

Nombre del programa: MUT92
IBM PC
Tipo de Archivo: Base de datos
Numero de Registros:
Analista: Luis Antonlo Nava vargas

Sistema:

CAMPO

PRO1
PRO2
PRO3
PRO4
PROS
PRO6
PRO7
PROB
PROS
PRO10
PRO11
PRO12
PROC1
PROC2
PROC3
PROC4
PROCS
PROC&
RESFIN

No DE
CARACTERES

AR ROPNONOARORNDO

POSICION

DE

274
280
286
292
298
304
310
316
322
328
334
340
346
352
358
364
370
376
382

147

- A

279
285
291
297
303
309
315
321
327
332
339
345
351
357
362
369
375
381
389

sistema: Proceso de datos

Fecha:

0-XXX-0000

organizacidn: Secuencial
Tamano del Registro: 389

PP R ]

Hoja 2 de 2

FORMATO DEC. OBS.
A AN N

PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE
PROMEDIO DE

ENSAYO
ENSAYO
ENSAYO
CONTROL
CONTROL
CONTROL
ENSAYO
ENSAYO
ENSAYO
CONTROL
CONTROL
CONTROL

PROMEDIO RESULTADO
PROMEDIO RESULTADO
PROMEDIO RESULTADO
PROMEDIO RESULTADO
PROMEDIO RESULTADO
PROMEDIO RESULTADO
RESULTADO FINAL



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Sistemas de Monitoreo de Mezclas Complejas
	III. Sistemas de Prueba
	IV. Justificación
	V. Hipótesis
	VI. Objetivos
	VII. Metodología
	VIII. Área de Estudio
	IX. Elección de los Sistemas de Muestreo y Concentración
	X. Diseño del Dispositivo de Muestreo XI. Preparación de las Resinas Adsorbentes XII. Empaquetamiento de los Dispositivos de Muestreo
	XIII. Aislamiento de Compuestos Orgánicos en Instalaciones Hidráulicas XIV. Recuperación de los Concentrados y Obtención de las Muestras
	XV. Rehabilitación de los Dispositivos de Muestreo
	XVI. Elección del Sistema de Prueba   XVII. Sistemas Bacterianos
	XVIII. Valor Predictivo de las Pruebas Bacterianas
	XIX. Validación de las Pruebas Bacterianas
	XX. Características de la Prueba con Salmonella
	XXI. Obtención y Conservación de los Organismos de Prueba
	XXII. Confirmación de la Estabilidad de los Organismos de Prueba
	XXIII. Activación Metabólica
	XXIV. Realización de las Pruebas de Mutagenicidad de los Concentrados Obtenidos en Campo
	XXV. Elaboración del Programa de Captura, Proceso y Reporte de Resultados de Datos del Análisis de Actividad Mutagénica en Muestras de Agua
	XXVI. Determinación de la Actividad Mutagénica
	XXVII. Presentación y Discusión de Resultados
	XXVIII. Conclusiones
	XXIX. Recomendaciones
	XXX. Anexo Mutagénesis
	Literatura Citada



