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Resumen: Las industrias curtiembres impactan nocivamente el ecosistema por las
considerables cantidades de residuos organicos y tdxicos que generan, tales como sales y
metales pesados; siendo estos ultimos, altamente tdxicos, segun la IARC (International
Agency for Research on Cancer) por inducir efectos mutagénicos y genotdxicos en los
seres humanos.

La problematica se presenta por el mal manejo de los desechos, debido a la falta de
cultura en la preservacion y cuidado de los recursos naturales, la desinformacién y la no
concientizacion de las secuelas que se generan, siendo una de las mas relevantes que este
recurso hidrico contaminado puede llegar a ser usado indiscriminadamente por la
poblacion; por tal motivo se hace necesario estimar el impacto ambiental generado. La
importancia de este estudio radica en que los desechos de curtiembres ubicadas en la
ciudad de Cucuta, pueden llegar al rio Pamplonita, y contaminarlo con metales pesados,
como lo reportan estudios realizados en las aguas de desecho de la curtiembre Tasajero.
En este estudio se identificaron los metales pesados (Cr, Ph, Cd, Fe, Zn, Cu) presentes en
el agua residual proveniente de la curtiembre San Faustino (Cucuta), utilizando la técnica
de espectroscopia de absorcién atomica; encontrdndose concentraciones perjudiciales para
el ser humano. La mutagenicidad se determniné a través del test de Ames, con las cepas
de Salmonella typhimurium TA98 y TA100. Para determinar la genotoxicidad, se uso el
ensayo cometa. Se encontrd que las aguas de desecho de la curtiembre San Faustino,
inducen un incremento en la mutagenicidad en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella
typhimurium. De igual manera, se encontro que las aguas de desecho de la curtiembre San
Faustino, provocan dafio al ADN en linfocitos humanos.

Palabras clave: Salmonella typhimurium TA-98, TA-100, metales pesados,
mutagenicidad, genotoxicidad, curtiembre.
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Abstract: The leather tannining industries impacts harmfully the ecosystem by the
considerable amounts of organic and toxic waste they generate, such as salts and heavy
metals; being the last ones, highly toxic, according to the IARC (international agency
for researching on cancer) because it induces mutagenic and genotoxic effects in
humans.

The problem is presented by the poor management of waste, in addition to the lack of
culture in the preservation and the environmental care, the lack of information and not
being aware of the consequences that are generated, being one of the most relevant this
contaminated water resource can be used indiscriminately by the population; for this
reason it is necessary to estimate the environmental impact generated. The importance
of this study lies on the possibility of heavy metals arriving to the Pamplonita River,
and contaminate it, due the tanneries wastes from Cucuta, as the results made over
wastewater of Tasajero tannery show.

In this study we identified the heavy metals (Cr, Pb, Cd, Fe, Zn, Cu) present in the
wastewater from san faustino leather tannining industries y Cucuta city, using the
atomic absorption spectroscopy technique; concentrations are found to be harmful to
humans. The mutagenicity ws detected through the Ames test, with the strains of
Salmonella typhimurium TA98 and TA100. To determine genotoxicity, the comet assay
was used. It was found that the wastewater from the San Faustino tannery induces an
increase in mutagenicity in the TA98 and TAZL00 strains of Salmonella typhimurium.
Equally, it was found that wastewater from San Faustino tannery causes DNA damage

in human lymphocytes.

Keywords: Salmonella typhimurium TA- 98, TA-100 , heavy metals, genotoxicity ,

tannery..

1. INTRODUCCION

El rio Pamplonita recorre gran parte de los
municipios del departamento Norte de Santander;
como son, Pamplona, Pamplonita, Bochalema,
Chinacota, Herran, Ragonvalia, Los Patios, Clcuta,
Villa del Rosario y Puerto Santander;1 a su vez,
estos municipios utilizan dicha fuente hidrica para
mdltiples fines, tales como agricultura, comercio y
uso doméstico; lo cual se evidencia principalmente
en la zona metropolitana de Cucuta; sin embargo,
éste afluente presenta una grave problemética
medio ambiental y sanitaria debido a que es
receptor de los desechos no sélo organicos, sino
también industriales;2 de los municipios en
cuestion, incidiendo directamente en la calidad de
vida de su poblacion y causando efectos
ambientales como la disminucion de la
biodiversidad acuatica.

Dentro de los residuos industriales, se encuentran
los vertimientos de curtiembres situadas a lo largo
del rio; estas empresas, desarrollan la adecuacion

de pieles, mediante la modificacion de su aspecto
quimico y fisico, en el cual se estabiliza el
colageno de la piel mediante el uso de sustancias
como el &cido férmico y el cromo, este método
conocido como proceso de curtido, esta destinado a
producir tales transformaciones en las pieles, y
sean convertidas en un material duradero, casi
imputrescible, apenas permeable al agua y a la vez
suave, elastico y flexible, cuyo producto final es el
cuero;3,4 orientando su actividad productiva hacia
el marketing de productos de marroquineria,
talabarteria y calzado.

Los residuos de metales pesados en los hébitats
contaminados5 pueden acumularse en
microorganismos, flora6 y fauna acudtica,7 los
cuales, a su vez, puede entrar en la cadena
alimenticia humana y dar lugar a problemas de
salud.,8,9,10. La ingesta produce un cuadro
gastrointestinal en forma de vémitos, dolores
abdominales, diarreas y hemorragias intestinales11.
Se han descrito casos de insuficiencia renal
agudal2 del higado, de la glandula tiroides y la
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médula Osea y hasta la muerte, por colapso
cardiocirculatorio.

Numerosos estudios han demostrado la presencia
del Cr+6, uno de estos metales pesados, en los
vertimientos de curtiembres5, 13, 14, 15, 16, 17;
para este contaminante la concentracion maxima
permisible es de 0,5 mg/L, en agua residuales de
curtiembre.15 Este compuesto hexavalente se
absorbe por via cutanea y respiratoria; penetra con
facilidad en el interior de los eritrocitos. La via de
absorcion cutanea es de mas facil acceso al
organismo, esta exposicion produce afecciones
locales sobre la piel causando dermatitis,
sensibilizacién de la piel y mucosas; y por
exposicion a la via respiratoria, produce afecciones
generales como tos, bronquitis  cronica,
ulceraciones del tabigue nasal, dolores respiratorios
y de cabeza, hemorragia nasal18 .

Debido a que la calidad del cuero depende
principalmente de la cantidad y homogeneidad del
cromo fijado en el coladgeno de la piel, el proceso
de curtido utiliza exceso de cromo para garantizar
la fijacién de éste en las proteinas de la piel y evitar
la descomposicion del cuerol9. Sin embargo; hay
que tener en cuenta que el cromo se encuentra en
varios estados de oxidacién, siendo los mas
comunes, el Cr+3 y el Cr+6; el primero es
imprescindible para el ser humano y el Gltimo, se
comporta como un elemento altamente nocivo.20,
21, 22, 23. El Cr+3 es un oligoelemento,
indispensable para procesos bioquimicos y
fisioldgicos necesarios para la vida. El Cr+6
presenta una elevada toxicidad, alta persistencia y
rapida acumulacion por los organismos vivos, sus
efectos no se detectan facilmente a corto plazo; y
difiere de otros contaminantes por no ser
biodegradable24 'y bioacumularse.25,7. Este
elemento, al ingresar a los organismos, ya sea por
ingestién, contacto o inhalacion, genera efectos
muy nocivos de orden genético, mutagénico y
carcin6geno26. Encontrandose en la clasificacion
de la IARC (International Agency for Research on
Cancer) en el grupo | (cancerigeno comprobado en
humanos)27, ya que en contacto directo produce
cancer; conduce a la replicacion disfuncional del
ADN, desregulacién de sitios de control del ciclo
celular, desregulacion de sistemas de reparacion,
inestabilidad de  microsatélites,  respuesta
inflamatoria y el dafio de genes, clave en la
regulacion de redes responsables del balance, entre
la vida y la muerte celular.

Actualmente es muy discutido el riesgo de

ingestiéon del Cr (VI) en aguas de consumo.

Universidad de Pamplona
ILI.D.T. A

10

Tecnologias de Avanzada

Estudios in vivo han mostrado que el Cr (V1) es un
genotdxico marcadamente dependiente de la dosis
con la evidencia de un fuerte efecto umbral, debido
a la desintoxicacion extracelular (por reduccion a
Cr (I11)) antes de la absorcion por érganos y tejidos
periféricos28. Estudios en ratas y ratones muestran
aberraciones cromosdmicas en médula Osea,
ruptura de cadena simple en ADN de higado y
cerebro, como también ruptura de cadena simple de
ADN en leucocitos29,30. Ciertas formas de cromo
hexavalente son conocidas como carcindégenos
respiratorios que inducen un amplio espectro de
dafios en el ADN31, 32. Lesiones genéticas
estructurales producidas por el Cr(VI) inducen
aductos,  rupturas, uniones  proteina-ADN,
oxidacion de bases, sitios AP y entrecruzamientos
entre cromatidas33,34 . La asociacion del cromo
con el enlace fosfodiester, es una de las lesiones
méas abundante inducidas por este en células de
mamifero y se piensa que es la primera causa de
mutagenicidad32. El dafio inducido por cromo
conduce a la replicacion disfuncional del ADN,
causando sustitucion y deleccién de bases, que son
sustrato para los sistemas de reparaciébn por
escision de bases (BER) y reparacién por escision
de nucledtidos (NER), promoviendo asi la
inestabilidad genémica35.

Hay varias lineas de evidencia que sugieren la
importancia de la sustitucion de bases en la
mutagenicidad del cromo, siendo la sustitucién G:
C el blanco primario tanto in vivo como in vitro36.
La reduccién del Cr(VI) ha sido mostrada para
producir especies reactivas tales como radicales
libres, anién superoxido y radicales hidroxil,
posiblemente a través de la reacciones del Cr(V) y
Cr(I1V) con el peréxido de hidrogeno similares a la
reaccion de Fenton29,37. .Ademés se ha
encontrado que en presencia de vitamin A, en
celulas V79 se incrementa el radical hidroxilo, las
aberracciones cromosémicas y las mutaciones
sobre el locus HGPRT38,39. El dafio inducido por
el cromo (V1) conduce a la replicacion disfuncional
del ADN, desregulacion de sitios de control del
ciclo celular, desregulacién de sistemas de
reparacion, inestabilidad de  microsatélites,
respuesta inflamatoria y el dafio de genes clave en
la regulacion de redes responsables del balance
entre la vida y la muerte celular, los cuales juegan
un papel importante en la carcinogénesis del cromo
(VI). Varias lineas de evidencia indican que la
progresion neoplasica es el resultado de cambios
epigenéticos y genéticos que confieren a la célula
ventajas de supervivencia, que en Gltimo término
conducen a la conversion de una célula normal a
una célula maligna.La via de absorcién cutanea es
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la de mas facil acceso al organismo, frente a lo cual
cabe destacar el cuadro patoldgico de la dermatitis
alérgica de contacto. En esta los compuestos de Cr
6+ penetran en la piel mas rapidamente que los
compuestos de Cr3+ 40.

El objetivo de la presente investigacién fue
determinar la mutagenicidad y genotoxicidad en
aguas residuales de curtiembres en la ciudad de
Cdlcuta, Norte de Santander. Para la determinacion
de la genotoxicidad, se utilizd el ensayo cometa
que es una técnica altamente sensible para evaluar
el dafio y la reparacion del ADN en cualquier tipo
de célula eucariota. Para la determinacion de la
mutagenicidad se empled el test de Ames, con las
cepas de S. typhimurium TA-98 y TA-100

2. METODOLOGIA

2.1 Toma de muestra

Las muestras de agua se recolectaron en un
botellén de polietileno previamente lavado, en una
cantidad aproximada de 20 litros. Las muestras se
obtuvieron antes de la curtiembre, dentro de la
planta y en los vertimientos realizados después del
proceso de desencalado, en la curtiembre San
Faustino de la ciudad de Cdcuta, Norte de
Santander.

2.2 Concentracion de la muestra de agua
residual

Las muestras de agua se concentraron a traves de
una columna que contenia 100 g de resina
Amberlite XAD-2 a una velocidad de 15 ml/min;
después de pasar toda la muestra, la columna se
eluyé con diclorometano. Posteriormente la
muestra se concentré en un rotaevaporador a una
temperatura de 60 °C, a 150 rpm; hasta llevarla a
sequedad. Seguidamente se diluyo el residuo en 20
ml de Dimetilsulfoxido al 3% para conservarla.

2.3 Cuantificacion de metales pesados.

Para la determinacion de metales presentes en los
vertimientos de curtiembres, se utilizo la técnica de
espectroscopia de absorcién atdmica (EAA) 41. Se
utilizd una lampara especifica para cada metal en
estudio (Cr, Pb, Cd, Fe, Zn, Cu), desarrollando una
curva de calibracion utilizando disoluciones de
concentracién conocida preparadas a partir del
estandar 1000 ppm.
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2.4 Deteccion de la actividad mutagénica

El efecto mutagénico de los extractos de las aguas
residuales de la curtiembre, se determiné por
medio del test de Ames usando el protocolo
descrito por 42. En esta prueba el indicativo de la
mutacion es la reversion de his- a his+, los
revertantes se conocen porque crecen en medio
minimo sin histidina. Se trabajé con dos cepas de
Salmonella thypimurium, la cepa TA 98 en la que
se produce la reversion a his+ por ganancia en un
par de bases en el gen mutado y la cepa TA 100 en
la cual se produce la reversion por sustitucion de
un par de bases. Con cada muestra se trataron 107
bacterias, en ausencia de enzimas microsomales.
Se utilizaron controles positivo y negativo. Para el
control positivo se utilizé 4 —nitroquinolina oxido
(4-NQO) y como control negativo se usd
dimetilsulfoxido (DMSO) al 12 %. Se
consideraron  positivos los resultados que
presentaron de forma reproducible, un incremento
significativo de la mutacion con respecto al control
negativo. Para verificar la reproducibilidad de los
resultados se  hicieron tres  experimentos
independientes, cada uno por duplicado.

2.5 Deteccion del dafio del ADN

Para detectar la ruptura del ADN, se utilizd el
ensayo cometa. Se sigui6 la metodologia propuesta
pord3 y modificada por44. La ocurrencia de dafio
en el ADN se basé en la longitud de la cola del
cometa, inducida por la ruptura del ADN. Se
consider6 que la cola era producida por ruptura si
era mayor de 26 pum que es la longitud producida
por factores espontaneos.

2.6 Extraccion de linfocitos

Para los experimentos de genotoxicidad se usaron
linfocitos de sangre periférica, los cuales se
extrajeron de una persona joven y sana. Los
linfocitos se separaron de la sangre total usando un
gradiente de ficoll-hipagque. Seguidamente se
determind la viabilidad, la cual siempre se mantuvo
por encima del 95%. Tratamiento

Se tomaron 200 pl de células, las cuales se
mezclaron con 50 pl del tratamiento o control,
posteriormente se incubd durante 1h a 37°C, luego
se tom6 75 pl agarosa de bajo punto de fusion y se
mezcl6 con 10 pl de células tratadas para luego ser
vertidas en una lamina base de agarosa de punto de
fusion normal, luego se llevd a incubar 6 min a
4°C. Después se retird el cubre objeto y se adiciono
otros 75 ul de agarosa e incubd 6 min a 4°C.
Terminada la incubacion las I&minas base se
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sumergieron en solucion de lisis minimo 1h.
Posteriormente se lavaron las placas con PBS y se
procedié a realizar la electroforesis, 1/2 hora sin
conectar a la fuente de poder y media hora
conectada a 25 v y300 mA; luego las placas se
lavaron con solucién neutralizante. Una vez
terminado el proceso se procedid a la coloracién
con bromuro de etidio y a la observacion en el
microscopio de fluorescencia Olympus U-RFKT50
con el objetivo de 25X. Se analizaron un total de
200 células

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1: Concentraciones en partes por millon
(ppm) de metales pesados permitidos en la norma
de la OMS y las encontradas en los diferentes
sitios de muestreo

Metal Valores Punto Curtiembre Punto

Pesado maximos Inicial final
permitidos

Cr 0.05 0,2438  14.0087 0,4563
Pb 0.05 0.3589  0.2929 0.6587
Cd 0.005 0.0001  0.0002 0.0002
Fe 2 ND 8.6570 0.0835
Zn 15 0.1739  2.5690 0.2353
Cu 2 0.0217  0.0849 0.232

Al comparar los valores obtenidos de metales con
los limites maximos permisibles establecidos por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)45, los
metales Cr, Pd; sobrepasan dichos limites en las
aguas del rio Pamplonita. Como se observa en la
tabla. Por lo que el agua de este rio representa
riesgo para la poblacion y el medio ambiente, ya
que puede considerarse como  altamente
contaminado por Cobre de 5 a 9 veces mayor,
comparados con en el nivel maximo permitido y
por el plomo el cual sobrepasa los limites hasta 13
veces el valor. Las concentraciones de metales
pesados antes mencionados, es atribuida a las
descargas residuales de las curtiembres; debido a
los desechos que en ellas se generan.
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Fig. 1. Mutagenicidad inducida en Salmonella
typhimurium TA-98 y TA-00 por extractos de aguas
residuales de la curtiembre San Faustino de la
ciudad de Cucuta
De acuerdo a las revertantes observadas en la
figura 1, se considera que la muestra es positiva
para la cepa TA-98 ya que existe una relacion de
dosis de respuesta entre las concentraciones
probadas y el nimero de revertantes inducidos;
esto se puede determinar utilizando los criterios
descritos en46,47 donde la muestra se considera
mutagénica cuando el ndmero de colonias
revertantes es > 2. La mutagenicidad observada la
podemos atribuir a la presencia de metales pesados
tales como Cr y Hg que son muy comunes en las
aguas de residuo de las curtiembres segin lo
plantea47 . En el caso de la cepa TA-98 se observa
que cada una de las dosis supera entre 3-4 veces el
valor del control negativo, mientras que en la cepa
TA-100 solamente observamos un incremento
significativo de la mutagenicidad en las aguas
dentro de curtiembre, lo cual nos indica que los
compuestos vertidos por esta industria inducen
mutacién por pérdida o ganancia de bases y por

sustitucién de bases.

Revertartes
g B 7

“

Tabla 2: Darfio del ADN en la sangre periférica
humana (linfocitos) inducida por el extracto
organico del agua de curtiembres

Dosis (1g) X promedio
(um)
D1 57
D2 83
D3 95
PBS 20
H20, 50 120
mM




ISSN: 1692-7257 - Volumen 2 — NUmero 32 - 2018

Revista Colombiana de

Como control positivo se usd peroxido de
hidrégeno (H202 50 mM), como control negativo
se utilizd PBS. Se determind la longitud promedio
de cola de un total de 200 células

Mediante el ensayo cometa, se encontrd que las
dosis ensayadas aportan dafio al ADN en linfocitos
humanos expuestos a los compuestos presentes en
las aguas residuales de curtiembres, probablemente
debido a la presencia de metales como Cr, Hg y Pb
esto se afiade a la evidencia reportada por48, en
relacién con la sensibilidad de las cepas TA98,
TA100, en el bioensayo de micro suspension de
Salmonella para detectar la actividad mutagénica
de cromo (VI).

Los resultados los podemos explicar teniendo en
cuenta que se ha demostrado que la
carcinogenicidad del cromo puede ser promovida a
través de varios mecanismos, incluyendo la
reduccion metabdlica intracelular del (Cr VI),
produciendo especies de cromo capaces de
interactuar con el ADN, las cuales son las
responsables de los efectos mutagénicos y
genotdxicos29,49.  El cromo también induce
aberracciones cromosémicas, rupturas de cadena
simple, aductos, sitios AP, oxidacion de bases,
entrecruzamientos, dafio al enlace fosfodiester,
dafio en los sitemas de reparacion, sustitucién y
deleccion de bases29,32,35. El dafio encontrado, lo
podemos atribuir, ademas ademas a la presencia de
metales como el hierro, manganeso, plomo, cobre,
zinc y niquel debido a su alta actividad mutagénica
segun fue identificado por46. Se observd una
tendencia creciente de dafio celular seglin el
aumento de la concentracién, aumentando el dafio
de manera progresiva en las diferentes
concentraciones evaluadas

4. CONCLUSIONES

Las industria de curtiembres de la ciudad de
Cucuta, estan aportando a las aguas compuestos
que inducen mutagenicidad en las cepas de S.
typhimurium TA-98, dicha mutagenicidad, la
podemos atribuir a la presencia de compuestos
mutagénicos como metales pesados que pueden
causar desplazamiento del marco de lectura o
pérdida o ganancia de bases.

También detectamos que estas aguas residuales de
curtiembres de Cucuta inducen dafio en el material
genético.
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