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RESUMEN

La actividad manufacturera en Colombia representa una de las mayores fuentes de ingreso,
dentro de estas las curtiembres hacen uso de metales pesados y sustancias quimicas
contaminantes con efectos nocivos para la salud. Las afecciones que causan los metales pesados
son de interés en salud publica; ademas, no se conoce el nivel toxicologico del agua residual
proveniente de las curtiembres, Los desechos provenientes de esta actividad son vertidos al Rio
Tunjuelito que desemboca en el rio Bogota, fuente de abastecimiento indirecta para las
poblaciones riberefias que las utilizan como regadio en cultivos y medio de hidratacion de

especies animales.

Estudiar los efectos de estos desechos en el modelo biolégico Caenorhabditis elegans, permite
hacer asociaciones entre la exposicion a componentes tdxicos y los efectos de este sobre el
nematodo. La cepa transgénica EG1285 de C elegans permite la visualizacion microscopica de
las neuronas GABAGérgicas e inferir el posible dafio neuronal. En este proyecto se evalu6 las
caracteristicas fenotipicas y fisiologicas entre la cepa salvaje N2 y EG1285, encontrando que no

hubo diferencias significativas.

La cepa EG1285 se evalu6 con agua recolectada del Rio Tunjuelito a la altura de las
curtiembres, la muestra no género dosis letal para la cepa por lo cual los nematodos fueron
colocados al contacto directo con el agua para evaluar el dafio neuronal con ensayos de letalidad,
motilidad, supervivencia y reproduccion. Se encontrd diferencia estadistica entre las cepas con y
sin tratamiento. Finalmente se determing la presencia de Cromo encontrando niveles permitidos

en este tipo de agua de 0,024mg/L.

Palabras clave: Caenorhabditis elegans, neuronas GABAérgicas, curtiembres.



INTRODUCCION

C. elegans como modelo bioldgico de estudio ha permitido lograr grandes avances en
areas de investigacion como ingenieria genética, ambiental, medicina, biotecnologia, entre otras;
esto gracias a la modificacion genética de los individuos para posterior expresion de proteinas
especificas y un gen reportero que permite evidenciar la presencia de las mismas, su facil manejo
en un microambiente generado en el laboratorio, mantenimiento econdémico, ciclo de vida corto y

caracteristicas fisiologicas apreciables.

Dentro de las ramas de investigacion en las que es usado el nematodo se encuentra la
toxicologia, con la realizacion de bioensayos que permitan medir la respuesta bioldgica y efecto
del agente a evaluar, esto bajo condiciones experimentales especificas y controladas(1). En esta
area es donde cobra importancia el uso del nematodo para nuestro caso, ya que la contaminacion
de los recursos hidricos es una situacién que se ve en aumento, haciéndose necesario la
evaluacion de estos contaminantes sobre modelos biol6gicos que permitan establecer la afeccién

0 no sobre el ecosistema.

La contaminacion por metales pesados se ha convertido en objeto de estudio, ya que cada vez es
mas frecuente la intoxicacion de seres vivos por estos; el incremento de la poblacion y el
consumismo aumenta la demanda de productos hechos a base de cuero, y por ende el
procesamiento de la materia prima en la que se hace uso de metales en el procesamiento de los
cueros. La exposicion de C. elegans a diversas concentraciones de metales pesados en estudios
pasados revelaron que efectivamente se genera dafio en las caracteristicas fisioldgicas para la
cepa salvaje del modelo, sin embargo no existe asociacion entre este efecto y la posible afeccion
neuronal que quiza se encuentre directamente afectada. Por tal motivo se decidié someter el
nematodo de la cepa EG1285 de C. elegans a una muestra de agua del Rio Tunjuelito a la altura
de las curtiembres con el fin de evaluar su efecto sobre las caracteristicas fisiologicas y neuronas

GABAérgicas del modelo.



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del agua de las curtiembres de San Benito sobre las neuronas GABAérgicas en

una cepa de Caenorhabditis elegans.

1.2 Objetivos especificos

-Caracterizar fenotipicamente la cepa transgénica EG1285 de Caenorhabditis elegans.

-Establecer diferencias en las caracteristicas fisiologicas de la cepa antes y después de ser tratada

con la muestra de agua.

-Analizar el efecto del agua de las curtiembres de San Benito en las neuronas GABAérgicas del

nematodo.



2. ANTECEDENTES

Los bioensayos de toxicidad en Caenorhabditis elegans (C. elegans) se describieron como
pruebas reales para evaluar el deterioro de los ecosistemas por Williams et al en 1990; con las
cuales se obtienen resultados confiables acerca de la afectacion de la estructura y funcion de los
mismos, junto con las consecuencias que presentan los seres vivos que interactian en el
ambiente. Para determinar dicha afectacion se hace uso de invertebrados que proporcionan gran
cantidad de informacidn toxicoldgica. Para calcular la utilidad de C. elegans en el estudio de la
ecotoxicidad acuatica, los autores analizaron 14 sales de metales solubles en agua con alta
incidencia producto de los residuos industriales, con el objetivo de determinar la Dosis Letal 50
(DL50) y establecer una base de datos toxicologicos para cada metal y compararlos con
documentos de la EPA(2). En 1996 se determind que metales como mercurio, plomo, cobre, zinc
y cadmio pueden inducir una respuesta de estrés liderado por el aumento de B-galactosida,
enzima informadora de estrés. Para detectar el aumento de la misma se puede hacer uso de
métodos colorimétricos y pruebas histoquimicas que aumentan la sensibilidad de los bioensayos

en comparacion con las pruebas de letalidad(3).

En 1998 se generaron los primeros graficos de control de laboratorio en cuanto a pruebas de
toxicidad en cuerpos acuaticos haciendo uso del nematodo, los resultados se obtuvieron tras la
realizacion de pruebas de letalidad durante 24 y 48 horas, ademas se restringe el alimento para el
grupo de las 24 horas. Los resultados obtenidos determinaron la sensibilidad, reproducibilidad y
credibilidad del organismo para evaluacion toxicologica, por otra parte se estandarizo el
procedimiento para realizar este tipo de pruebas toxicoldgicas de 24h y 48h con C. elegans(4). El
siguiente paso para evaluar las afecciones que puede presentar el nematodo tras la exposicion al
toxico se determind en 1999 con Dhawan et al quienes le dieron un nuevo enfoque a la
investigacion ecotoxicologica en C. elegans, calculando y comparando la supervivencia,
reproduccion y comportamiento del mismo; con los resultados obtenidos se pudo precisar que la
reproduccion y comportamiento son indicadores de toxicidad mucho mas sensibles que la
letalidad(5).



Este nuevo mecanismo de analisis dio la posibilidad de establecer nuevos ensayos entre los
cuales Gary et al en 2002, destacaron crecimiento, alimentacion, reproduccién y movimiento.
Los resultados demuestran que la ingesta de toxicos via oral desencadena patologias asociadas al
tubo digestivo, que provocan la pérdida del apetito por parte del nematodo y como consecuencia
de ello se sugiere la alteracion de las pruebas conductuales elegidas para este
estudio(6).Teniendo en cuenta los nuevos puntos finales de toxicidad en 2004 se evaluo el
comportamiento locomotor del nematodo enfrentado a tres clases de quimicos: pesticidas
organicos, solventes organicos y metales pesados; la reduccién del movimiento se vio afectada o
no dependiendo el quimico y concentracion de exposicion. Segun las observaciones
correspondientes a la reduccion del movimiento en el 50% de la muestra, se determind que los
quimicos que reducen el indicador con mayor efectividad eran aquellos considerados como

neurotoxicos: levamisol, mebendazol, etanol, acetona y metales pesados(7).

En 2004 Bautista(8) describe la problematica medioambiental de las curtiembres ubicadas en el
corredor Villapinzon-Choconta, debido a que estan ubicadas 12 kilémetros después del
nacimiento del Rio Bogota, convirtiéndose en el primer foco de contaminacion; también se
presentan las posibles soluciones para resolver la problematica. Para este afio el principal
problema data de la obtencion de cueros poco tecnificados y artesanalmente producidos, sin tener
en cuenta el dafio ambiental que se genera, por ejemplo, durante los procesos quimicos no hay
control de dosificacion y/o pesaje de insumos asi como el vertimiento de residuos son arrojados
al Rio Bogota, afectando el cuerpo de agua en un 20.6%, las aguas subterraneas 11.6% vy el aire
un 12%. En vista de los resultados de contaminacion se generan estrategias de planeacion que
tratan de mitigar dicho impacto y organizar el gremio para obtener la legalizacién del trabajo, los
permisos ambientales como consecuencia de la instalacién de una planta Gnica de tratamiento de
aguas mixtas para todo el sector y el establecimiento del Parque Industrial donde se cumplan con

la utilizacion de los Sistemas de Gestion Ambiental Industrial y las normas 1SO 14000.

En 2008 se establecieron nuevos puntos finales por Harada et al en los que se incluyen alteracion
de ultraestructuras, induccién de la proteina del estrés y cambio en la longitud corporal; ademas
de esto se evaluaron los efectos cronicos o a largo plazo de exposicion en cuanto a reproduccion

y crecimiento, ya que los organismos en los ecosistemas mantienen un contacto prolongado o



permanente con los toxicos, los cuales pueden ingresar por medio de la alimentacion(9). Luego
de que Williams et al, determinardn que agentes como el mercurio y plomo inducen una
respuesta en el nematodo consecuente a la toxicidad Du M et al(10), en 2009 corrobor6 el dafio
provocado mediante el seguimiento conductual, poniendo de manifiesto un comportamiento
locomotor anormal conocido como encogimiento, lo cual sugiere la afeccion directa de las
neuronas GABAGérgicas, ya que son las encargadas de la sinapsis relacionada con estimulos de
movimiento; esto se evidencio con la pérdida de la continuidad axonal visible gracias a la

proteina verde fluorescente.

El estudio de las células neuronales GABAérgicas y DAérgicas (DA) expuestas a agroquimicos
da una visién de los efectos que tienen los pesticidas sobre patologias como la enfermedad de
Parkinson, asociada a la degeneracion de neuronas dopaminérgicas (DA), existen otras lineas
neuronales ligadas a los sintomas motores como son las neuronas que expresan &cido y-
aminobutirico. Para evaluar el nivel de neurodegeneracion de los nematodos Negga et al. en el
2012(11). sometieron las cepas BZ555 y EG1285 a concentraciones de pesticidas
comercialmente recomendadas, mediante la proteina verde fluorescente presente en cada una de
las cepas se observo el impacto del toxico sobre las neuronas manifestandose la disminucién del
numero de pixeles al observar los nematodos pos tratamiento en el microscopio de fluorescencia;
esto se puede atribuir al dafo causado directamente a la mitocondria o a la susceptibilidad de la

células ante la exposicion de metales pesados presentes en los compuestos quimicos.

En 2014 Monteiro et al(12), emplean un ensayo de comportamiento que hasta el momento no
habia sido descrito, basado en la alimentacion como la caracteristica principal a tener en cuenta,
con el fin de determinar la capacidad de orientacion del nematodo a partir de la quimiotaxis a
causa de la produccion de compuestos voléatiles por parte de la bacteria Escherichia coli OP50
principal fuente de alimentacion, se sugiere que estos productos quimicos se pueden generar, ya
que los metales intervienen como cofactores de muchas enzimas y podrian desenlazar efectos
indirectos en el modelo. Posteriormente el estudio de futuras generaciones toma gran
importancia a la hora de analizar las repercusiones que pueda tener la exposicion temprana a

herbicidas ya que aumenta las probabilidades de desarrollar enfermedades neurodegenerativas; la



causa comun entre estas es la inhibicion parcial o total del funcionamiento mitocondrial que

inevitablemente va a ser expresado por los descendientes.

Esta asociacion la demostrd6 McVey et al(13), en el 2016 con las cepas EG1285 y NW1229 de
Caenorhabditis elegans de las cuales se tuvo en cuenta su ciclo reproductivo, para lo cual, los
nematodos se sometieron a dosis conocidas de herbicidas con glifosato y al finalizar la postura
de huevos se observo una disminucién en el linaje y funcién motora normal, razén por la cual se
valoro el sistema neuronal con la ayuda de microscopia electronica donde se obtuvo disminucion
de los megapixeles de las neuronas marcadas con GFP en comparacion con los controles. Se
concluyd que la exposicion en edades tempranas a toxicos altera el desarrollo de las neuronas

asociadas a la contraccion muscular que permiten la postura de huevos.

El estudio realizado por Tejeda et al(14) publicado en el afio 2016, determin6 componentes
toxicos en los sedimentos del rio Magdalena tomando muestras a lo largo de su caudal
comprendido entre los departamentos de Huila y Atlantico, cuyos hallazgos fueron
Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares (HAPS) y metales pesados (MPs) los cuales poseen
caracteristicas que le atribuyen la capacidad de desarrollar procesos tdxicos, mutagénicos o
cancerigenos, razon por la cual son considerados un problema para las especies silvestres y la
salud publica en general. El nematodo C. elegans usado como modelo biolégico fue sometido a
las sustancias quimicas encontradas con el fin de evaluar la afeccion locomotora y neuroldgica a

causa de estos toxicos mediante ensayos tradicionales.

En el pais, la industria de las curtiembres para el afio 2016 se concentra en el municipio de
Villapinzén Cundinamarca y en Bogota especificamente en el sector de San Benito, el area de
interés del estudio se basa en la cabecera municipal de Villapinzon correspondiente a la cuenca
alta del rio y primera zona donde se ubican las curtiembres; analizdndose los residuos liquidos
bajo el marco referencial del Decreto 475 sobre los requisitos de la calidad de agua potable,
Decreto 1594 sobre la calidad del agua de vertimiento a nivel nacional y algunos valores sobre la

calidad de agua de vertimiento en el Distrito Capital consignados en la Resolucion 55 del



DAMA Corredor(15) se basa para concluir en las que los efluentes de las industrias superan los
limites establecidos y presentan variaciones entre los valores minimos y maximos permitidos.
Los desechos de las curtiembres se han convertido en un problema ambiental de gran
importancia debido a que sus componentes no tienen la capacidad de biodegradarse, ademés
presentan un alto grado de toxicidad que puede afectar en cualquier nivel tréfico desde su
incorporacion en el ecosistema. Uno de estos toxicos es el Cromo en estado de oxidacion VI con
capacidad directa de ingresar a las células, reducirse en el interior de estas a nivel de nicleo y
mitocondrias provocando asi efectos cancerigenos y no cancerigenos. Segun Téllez et al(16) este
se considera un problema de salud con repercusiones en las personas y organismos que estén en
contacto con el metal, por lo tanto es necesario desarrollar programas de prevencién, control y

seguimiento basados en investigaciones previas.

Ensayos de toxicidad como el realizado por Garcia y sus colaboradores en el afio 2018 donde
usando la cepa salvaje N2 de C. elegans y compuestos quimicos empleados para la produccion
de desinfectantes como bisfenol, propilparabeno y triclosan, evaluaron el efecto de estos a
diversas concentraciones sobre caracteristicas como crecimiento, letalidad y reproduccion de los
nematodos. Esto realizado con ensayos tradicionales que permitieron determinar que cada
compuesto generaba afecciones a escala variable en comparacion con los otros, y que los dafios
ocasionados llegaban hasta alterar el proceso relacionado con la replicacion, transcripcion y
traduccion del material genético. Adicionalmente observaron un aspecto fisico anormal que
evidenciaba aumento del tamafio a los costados de los nematodos, lo cual se atribuyd a la

acumulacién de lipidos provenientes de los compuestos en estudio.(17)

C. elegans ha sido implementado como organismo para ensayos de ecotoxicidad gracias al
surgimiento de problematicas ambientales, en el afio 2019 Meng y cols. decidieron emplear
material particulado de 2.5 proveniente del medio ambiente para estimar el efecto de este sobre
el nematodo de la cepa N2. Los ensayos realizados en este estudio para determinar la afeccion
sobre caracteristicas fisiologicas fueron letalidad, reproduccion, longevidad, locomocion y
crecimiento, de lo cual se obtuvo que los nematodos empleados en el ensayo sufrieron afecciones
directamente relacionadas con la concentracion de exposicién, sin embargo la el valor de 2.5 PM

no supera los limites establecidos para el lugar de muestreo. Como sugerencia esta evaluar las



concentraciones de material particulado limites ya que en a concentraciones menores

desencaden0 perjuicio sobre la cepa, por lo tanto se esperaria que fuera con mayor severidad.(18)



3. MARCO TEORICO

3.1 Caenorhabditis elegans

C. elegans es un nematodo pequefio y de vida libre propuesto en 1963 por Sydney Brenne al
Laboratorio de Biologia Molecular del Consejo de Investigacion Médica (LMB), desde entonces
usado como modelo biolégico para comprender el desarrollo y correcto funcionamiento del
sistema nervioso. Tiene un ciclo de vida rapido, aproximadamente 3 dias a 25 °C desde el huevo
hasta el adulto que pone huevos y existe principalmente como un hermafrodita autofecundado;
aunque los machos se encuentran con una frecuencia <0.2%, debido a que posee un numero
determinado e invariable de células somaéticas ha sido posible esquematizar por completo su
linaje celular y realizar los denominados mapas de cableado mas completos de cualquier sistema

nervioso. (19)

llustracion 1. Nematodo EG1285 en estadio larvario L4. Observacion en microscopio, con objetivo de 40X.
Tomada por Autoras.

3.2 Ciclo de vida.

Al igual que otros nematodos C. elegans tiene un ciclo de vida conformado por un estadio
embrionario, cuatro estadios larvarios y uno de adulto; al final de cada estadio larvario se
renueva la cuticula y el nematodo entra en un periodo letargico. Luego de llegar a adulto los

hermafroditas comienzan la postura de huevos por aproximadamente 2 a 3 dias hasta utilizar

10



todos sus espermatozoides; tras finalizar su periodo reproductivo los nematodos pueden vivir

varios dias previos a su muerte a causa de senescencia.

Dauer
/‘\’\/-
P L4

v

Aging

\

/ Reproductive adult

N

©WormAtlas

llustracion 2. Ciclo de vida C. elegans. Tomado de Caenorhabditis elegans lyfe cicle. Disponible en
https://www.imagenesmi.com/im%C3%Algenes/caenorhabditis-elegans-life-cycle-3b.html

El estadio embrionario esta dividido en dos estadios: inicialmente la proliferacion celular y luego
la organogénesis. La proliferacion incluye la division celular de lineas celulares; a su vez este
estadio se encuentra subdivido en dos fases: la primera fase se desarrolla entre los 0 a 250
minutos y comprende la formacion del cigoto generado por la fecundacion de las células
embrionarias y la segunda fase se da entre el minuto 150 y 350 donde se lleva a cabo la division
celular y la gastrulacion para dar inicio a la organogénesis, pasados 430 minutos del primer
clivaje celular se hacen visibles los primeros musculos, se da el dimorfismo sexual a los 510
minutos se hace visible y entre los 760 y 800 minutos los movimientos coordinados del
nematodo al interior del huevo indican avance del desarrollo del sistema motor que finaliza con

la eclosion del huevo.
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llustracion 3. Esquema del ciclo de vida a 22°C para C. elegans desde la fertilizacion hasta larva en estadio L1. Tomado de
Worm atlas. Disponible en: http://www.wormatlas.org/embryo/introduction/Images/embryointrofig3leg.htm

Posterior a la eclosion del huevo el nematodo comienza alimentarse hasta convertirse en L1 lo
cual se evidencia mediante el desarrollo motor normal, durante esta etapa se da la formacion del
sistema nervioso, conformado por ocho clase de neuronas motoras ubicadas en el cordon ventral
del hermafrodita adulto; las células somaticas que conforman las génadas contintan dividiéndose

desde L1 hasta llegar a adulto logrando la diferenciacion sexual.

Durante este estadio larvario la divisién celular es menor, se destaca la distribucion
organizacional celular de las futuras génadas hacia la parte posterior y anterior del cuerpo del

animal y las células somaticas se logran ubicar hacia la parte central.

En condiciones desfavorables para el nematodo se da origen a una larva conocida como estado
Dauer, la cual es una etapa adicional en la que el ciclo de vida se ve tergiversado por motivos
relacionados con baja disponibilidad de nutrientes, presencia de feromonas o altas temperaturas.
Morfol6gicamente hablando la larva dauer es muy delgada y tiene una cuticula bastante abultada

por lo tanto alterada.
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Durante L3, se producen la espermateca y el Utero conformados por un total de 143 células
somaticas de los precursores de gonadas, La extension de los brazos de la gbnada continda en
direcciones opuestas hasta mediados de L3 cuando las células de la punta distal se detienen y
luego lentamente comienzan a reorientarse en direcciones dorsal. La gonada somatica destinos
precursores de Vulval se especifican y las células comprometidas se dividen para generar células
terminales vulvares a principios de L4. Los dos mioblastos sexuales, formados en L3, se dividen

para generar 16 células musculares sexuales.

En este estadio L4 o adulto, la produccién de esperma se detiene y las células de la linea
germinal restantes continGan experimentando meiosis y diferenciacion para generar
exclusivamente ovocitos en su lugar. La generacion de células Vulval y células terminales
uterinas es seguida por morfogénesis tisular. Las neuronas ponedoras de huevos y los musculos
sexuales, generados a partir de mioblastos sexuales, se asocian con estas estructuras para formar

el aparato de puesta de huevos.

El ciclo de vida termina cuando el nematodo da origen a una nueva progenie, la hermafrodita
adulta es capaz de generar mas 0 menos 300 ovocitos durante unos 3 o 4 dias, cuando la
reproduccion se da de manera sexual el nimero de descendientes puede aumentar entre 1200 a
1400; después de este periodo el adulto vive por 10 o 15 dias. La hermafrodita cuenta con 1090
células sométicas generadas durante el desarrollo de la misma, 131 entran en apoptosis en
momentos caracteristicos. Razon por la cual, la hermafrodita adulta tiene 959 ndcleos somaticos,
302 de los cuales corresponden a neuronas y 95 a células de la pared corporal. EI macho adulto,
por otro lado, tiene 1031 ndcleos somaticos y 381 de éstos son neuronas; aunque tiene mas
células, el macho adulto es mas delgado que el hermafrodita y ligeramente mas corto.(19)

3.3 Sistema digestivo

El alimento ingresa en la parte anterior de los animales y pasan a través de la faringe, una bomba
de dos Iébulos que tritura la comida antes de que se transmita al intestino para iniciar el proceso

de digestion. El estudio del desarrollo faringeo ha sido un modelo para la organogénesis, incluida
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la forma en que se producen la morfogénesis epitelial y la especificacion del destino celular

durante el desarrollo.

El intestino de C. elegans estd unido a la faringe posterior y consta de 20 células epiteliales
poliploides grandes dispuestas en pares que forman un tubo que corre a lo largo del animal. C.
elegans ha servido como modelo para estudiar la infeccion y la respuesta a la infeccion por

diferentes patdgenos bacterianos, microsporidios y virus que colonizan el sistema digestivo.(19)

Foregut u __Midgut Hindgut
M
Buccal B Phanymx - - Intestine E Rectum

cavity and

anus

llustracion 4. Sistema digestivo de C. elegans. Se presenta el trayecto del intestino del nematodo a lo largo de su
cuerpo, dividido en intestino primario, medio y final.

3.4 Sistema reproductor

El nematodo C. elegans en sus dos sexos macho y hermafrodita, muestran varias diferencias
anatémicas en las gonadas somaticas, estructuras sexuales secundarias, y el tamafio del cuerpo.
La gbénada somatica se encuentra en el centro del cuerpo a lo largo del intestino. En los
hermafroditas, la gbnada consta de dos tubos en forma de U en forma de espejo; en los machos,
la gbnada consiste en un unico I6bulo en forma de U. Ambas gonadas albergan la linea germinal
donde se desarrollan los ovocitos y el esperma. La génada somatica y la linea germinal se
desarrollan juntas durante las etapas larvales hasta que los animales alcanzan la madurez en la
etapa de adulto joven.

Las estructuras de apareamiento sexual secundarias son la vulva en hermafroditas y la cola en
forma de abanico en los machos. La vulva se desarrolla en el centro de la epidermis en el lado
ventral de la hermafrodita y es el conducto para la entrada de esperma del macho y la colocacion

de 6vulos del Gtero(19).
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llustracién 5. Diferenciacion entre macho y hermafrodita del nematodo C. elegans. Tomado de Wormbook.
Disponible en http://www.wormbook.org/chapters/iwww_celegansintro/celegansintro.html

3.5 Sistema nervioso.

El sistema nervioso de C. elegans se compone de 302 neuronas dispuestas en varios ganglios en
la cabeza, cola y en un corddn nervioso ventral similar a la médula espinal. Aunque muchas
neuronas de C. elegans parecen simples en un modelo animal superior, no obstante, la mayoria
de las neuronas son maravillosos centros que procesan informacion y muestran patrones
complejos de cableado a otras neuronas, ademas expresan un nimero elevado de moléculas de
sefializacion, es decir, neurotransmisores y sus receptores. Asi mismo es profundo en funcion y

variado en tipos de células.(20)

3.5.1 Neuronas GABAérgicas.

Las sinapsis mas abundantes en el sistema nervioso central de los vertebrados son los
mecanismos inhibidores que usan el neurotransmisor acido y- aminobutirico (GABA). De igual
manera es un importante neurotransmisor en C. elegans; sin embargo, en contraste con los
vertebrados, donde GABA actua en las sinapsis del sistema nervioso central, en los nematodos,
GABA actua principalmente en las sinapsis neuromusculares. Especificamente, GABA actla
para relajar los musculos del cuerpo durante la locomocion y la alimentacién y para contraer los

musculos entéricos durante la defecacion.(20)
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llustracion 6. Esquema del cordon de las neuronas GABAérgicas de C. elegans. Tomada de wormbook.
Disponible en http://www.wormbook.org/chapters/iwww_gaba/gaba.html.
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Tipos de neuronas sobre las que actla el receptor GABA.

Neurona motora RME: Los RME parecen limitar la extension de la deflexion de la cabeza
durante la alimentacion. Los RME reciben informacion de las neuronas sensoriales de la cabeza
y la nariz. Los RME envian sefiales a los musculos contralaterales de la cabeza. Es posible que la
flexion de la cabeza durante la alimentacion active los receptores de estiramiento en las neuronas
SMB y SAA, que luego activan una neurona RME, la cual a su vez relaja los musculos en el lado
opuesto de la curva y restaura la postura de la cabeza.

Neuronas motoras AVL/DEV: Estimulan la contraccion de los musculos entéricos durante la
defecacion, este movimiento comprime el intestino y abre el ano para expulsar el contenido
intestinal, se requiere GABA liberado de las neuronas AVL y DVB para inducir la

contraccion.(20)

3.5.2 Receptores de GABA

Receptores GABAa: Se ha demostrado que el neurotransmisor GABA ejerce un efecto
inhibitorio sobre los musculos del cuerpo al abrir los canales de cloruro, dicha accion se atribuye
al receptor GABA,, un canal de cloruro activado por GABA. Existen dos tipos de inhibicion, en
primer lugar la hiperpolarizante en la cual los iones cloruro se bombean fuera de la célula; por lo
tanto, la activacion de los receptores GABA permitird que el cloruro se difunda dentro de la
célula, hiperpolarice la membrana y disminuya la excitabilidad de la célula, por otro lado esta la
inhibicion despolarizante; en algunas células, el cloruro interno esta en concentraciones més altas
que el potencial de equilibrio. En estos casos, la apertura de los canales de cloruro provoca un

flujo de salida de este anidn, creando una corriente hacia adentro y despolarizando la membrana.

Receptores GABA,: GABA también puede inhibir la excitabilidad de la membrana al abrir los
canales de K * e inhibir los canales de Ca. Estas acciones estan mediadas por el receptor GABA
B, UN receptor transmembrana de 7 pasos. La union de GABA al receptor GABA g activa la
proteina G trimérica Gi, la subunidad G activada puede inhibir los canales de Ca activados por

voltaje o activar los canales de K *.(20)
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3.5.3 Funcion Locomotora

Esta dada en términos de la inhibicion del cordon ventral y producto de ello la contraccion de los
musculos de la pared del cuerpo ventral durante la locomocion; una flexion en el cuerpo se
realiza al contraer los masculos de un lado mientras los del costado opuesto se relajan mediante
la inervacion del neurotransmisor. Por lo tanto, la liberacion del neurotransmisor GABA es
primordial para relajar los musculos, recobrar la postura cuando se cambian las direcciones y
proporcionar una forma de onda sinusoidal al desplazarse!?. Las neuronas DD y VD GABA
(azul) hacen sinapsis con los muasculos del cuerpo dorsal y ventral. Las neuronas motoras
colinérgicas (rojas) envian entradas a los musculos del cuerpo ventral y dorsal, asi como a las
neuronas motoras GABA. La liberacion de acetilcolina conduce a la contraccion del musculo de
la pared del cuerpo en un lado y estimula la liberacién de GABA en los musculos en el lado
opuesto. Esta estimulacion y la inhibicion contralateral hacen que el cuerpo se doble y conduzca

a una locomocion coordinada.(20)
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llustracion 7. Esquema de la conexion entre neuronas motoras y GABAérgicas en C. elegans. Tomada y
adaptada de Worm book. Disponible en: http://www.wormbook.org/chapters/www_gaba/gaba.html

3.6 Cepa transgénica EG1285

La facil manipulacién genética del nematodo C. elegans permite crear cepas transgénicas como
la EG1285 que es desarrollada mediante biobalistica; técnica gracias a la cual es posible
introducir genes exdgenos a cualquier célula o tejido vegetal. En este proceso el ADN ingresa a
la célula diana por la accion de microproyectiles recubiertos con el material genético de interés,

estos a su vez acelerados a velocidades supersonicas sin causar dafio al tejido celular. Los
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microproyectiles son esferas microscopicas (aproximadamente 0,4 a 2,0 micrometros de
diametro) de oro o tungsteno.

Adicionalmente los dispositivos empleados para esta técnica hacen uso de macroproyectiles
como medio para acelerar los microproyectiles, los primeros pueden ser de diversas formas como
cilindros, balas o discos y son impulsados por un choque de gas derivado de una reaccion
quimica que proporciona la fuerza necesaria para generar el desplazamiento de los
proyectiles(21).

unc-47

Cepa
transgénica
EG1285

FP

llustracion 8. Disefio de plasmido para la cepa transgénica EG1285. Elaborado por autoras

3.7 Curtiembres de San Benito

San Benito se encuentra ubicado en el extremo sur-occidental de la Localidad de Tunjuelito y
esta limitado por el sur con el Barrio Tunjuelo; por el oriente limita con el barrio San Benito; por
el occidente con la Localidad de Ciudad Bolivar, sirviendo como limite el Rio Tunjuelito; y por

el Norte con el Parque Metropolitano EI Tunal(22).

Portal Tunal §

ofenfuni- O

Parque
Meissen

llustracion 9. Ubicacion geogréafica Barrio San Benito. Tomado de: Adaptado de Google Earth. Disponible en:
https://www.google.com/maps/
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Teniendo conocimiento de la ubicacion geografica se analizan variables demogréaficas que
permiten determinar el alto nivel poblacional existente en la zona, por lo tanto, la demanda
econOmica para satisfacer las necesidades de los habitantes es elevada; razon por la que buscar
fuentes de ingreso que afecten o no el medio ambiente no es una prioridad. Es casi imposible que
un pais afectado por problemas sociales tan graves como la indiferencia, la violencia, el
secuestro y la corrupcién en el 6rgano ejecutivo, asuma la responsabilidad de preservar la calidad
del medio ambiente. Un reflejo de esta situacion es que, ante la ineficiencia en la formulacion y
ejecucion de programas de prevencion y control de la contaminacion hidrica, ésta se ha

incrementado en rios como el Bogota, Cali, Magdalena y Combeima, entre otros(23).

La industria curtiembre en el barrio San Benito se asocia a los afios 1951 y 1952 con la ubicacion
de unas pocas curtiembres en la orilla norte del Rio Tunjuelito cuando aun el sector era agricola.
Hacia el afio 1978 se hablé de la consolidacién como barrio y como sector urbano de la ciudad.
Al inicio de los afios sesenta se encontraban localizados aproximadamente unos cincuenta y seis
curtidores. Esta situacion propicio la consolidacion del barrio con uso mixto. La combinacién

vivienda-industria generé caracteristicas urbano-ambientales complejas(22).

En el pais, la principal fuente de extraccion de materia prima se centra en el ganado bovino, del
cual se obtiene la piel y el cuero empleado en el proceso productivo de las industrias
curtiembres. El objetivo de estas industrias es desarrollar un procedimiento adecuado sobre las
pieles mediante el uso de sustancias como el acido férmico y el cromo, que modifican su aspecto
fisico-quimico para finalmente transformarlas en productos aptos para la comercializacion. Es
durante este proceso de transformacion que emergen residuos contaminantes que desembocan
directamente en el rio Bogotd, deteriorando la calidad de vida de las personas que laboran o

residen alli e impactando nocivamente el medio ambiente y el entorno.

El proceso con mayor produccion de residuos es el de ribera, sequido por el de curtido y, por
ualtimo, se disminuye la concentracion residual durante el proceso de terminado. EI componente
fisico de los residuos de las curtiembres genera efectos negativos sobre los recursos hidricos,
disminuyendo la presencia de oxigeno disuelto, aumentando la salinidad y repercutiendo con

mayor profundidad sobre las aguas subterraneas, ya que estas carecen de aireacion(23).
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En Colombia, la principal fuente de contaminacién hidrica es la evacuacion directa de aguas
residuales, ya sea proveniente de las residencias, fabricas, minas y demas actores contaminantes.
Las sustancias méas peligrosas provienen de los residuos toxicos, reactivos, inflamables y
combustibles que produce la mineria, la industria manufacturera, y la industria del procesamiento

del petréleo, la industria quimica y la industria de curtiembres(23).

3.8 Calidad del agua del rio Tunjuelito

Al rio Tunjuelito se le atribuye gran importancia dado que es el rio més grande que atraviesa la
ciudad y gracias al cual fue posible abastecer el primer acueducto de los bogotanos, pese a estas
caracteristicas gran parte de la poblacién se fue asentando en la zona aumentando la urbanizacion
y a su vez el nimero de industrias. La produccion descontrolada de las curtiembres y la demanda
econOdmica por parte de los habitantes de Tunjuelito acelerd los procesos de contaminacion del
rio; en la actualidad su cuenca urbana de drenaje es la mas pobre en infraestructura sanitaria,
razon por la cual su cauce recibe las aguas negras de la totalidad de los barrios ubicados en su
vertiente sur, entre Usme y Bosa, y de la mayor parte de los barrios de las localidades de San
Cristébal, Usme y Ciudad Bolivar, ya sea por vertimiento directo o a través de las quebradas que
drenan. Cabe precisar que las industrias generan vertimientos directos ya que las aguas residuales
son recolectadas por la Empresa de Acueducto y Alcantarillado de Bogota y descargados en el
Rio Tunjuelito a la altura de la Calle 48B Sur con Carrera 77J(24).

Desde los afios 50 se habla de la implementacion de cromo como insumo principal en la industria
del curtido de pieles, es una actividad que se realiza continuamente en la capital del pais, aunque
existe una legislacion que determina la cantidad de estos vertimientos. En su mayoria esta
industria utiliza sales de cromo y otros compuestos quimicos que generan efluentes liquidos muy
toxicos, que deberian ser removidos por ciertas técnicas a cargo de los productores y no ser
dirigirse a la cuenca de los rios. En la localidad de Tunjuelito, se encuentra el 90% de las
curtiembres de la ciudad de Bogota, representadas en mas de 350 empresas que realizan
diferentes pasos del procesamiento para la fabricacion del cuero, también se evidencio que no
solamente esta expuesta la poblacion que labora en dichos establecimientos, sino la que vive

alrededor, a lo que se le suman los problemas ambientales tras los vertimientos al rio(25).
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3.9 Normatividad

Con el paso del tiempo y el aumento de la problematica ambiental se han establecido diversos

lineamientos que se encuentran relacionados con los parametros que deben tener los vertimientos

de aguas residuales a fuentes hidricas naturales. En ellos se involucran aspectos fisicos, quimicos

y bioldgicos que pueden afectar el medio ambiente, adicionalmente existen documentos que

establecen los limites permisibles para la presencia de sustancias toxicas como los metales

pesados en aguas residuales y sus vertimientos.

Tabla 1. Relacion de documentos que involucran estatutos y reglamentos acerca de contaminantes en aguas

residuales y sus vertimientos.

Decreto 2811 de 1974

En este se establecieron los parametros
normativos, que datan desde donde se establece
que se debe garantizar la calidad del recurso
hidrico ejerciendo control al analisis fisico,

quimico y bioldgico(26).

Ley 9 de 1979

Se dictan las disposiciones legales y
reglamentarias para lograr la sanidad del
territorio  nacional, la  preservacion y
conservacion del medio ambiente para asi
lograr el bienestar en la calidad de vida y
mejorar la salud de los colombianos en todos
los aspectos(27).

Decreto 1594 de 1984

Se definieron los aspectos referentes a la
gestion del recurso hidrico en el pais, se
establecieron por primera vez, y de manera
conjunta entre los Ministerios de Agricultura y
Salud, los limites méaximos permisibles de
vertimientos al sistema de alcantarillado de 155

sustancias de interés sanitario(28).

Resolucion 1074 de 1997

Establece que quien vierta a la red de
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alcantarillado y/o cuerpo de agua localizado en
su éarea, debera registrar sus vertimientos y se
establecieron unas concentraciones maximas

permisibles de 33 diferentes parametros(29).

Resoluciones 3956 y 3957 de 2009

Se reitera que solo se permite realizar
vertimientos al alcantarillado publico a las
empresas que cumplan con las siguientes
condiciones: a) Viertan aguas residuales
domesticas b) Viertan aguas residuales no
domésticas y se haya determinado que no
requieren permiso de vertimientos y c) Viertan
aguas residuales y cuenten con permiso de

vertimientos vigente(30,31).

Resolucion 631 de 2015

En esta resolucion se contemplaron 56
parametros y 73 actividades para 8 sectores
productivos. Esta Resolucion es de obligatorio
cumplimiento para todas aquellas personas que
desarrollen actividades industriales,
comerciales o de servicios y que en desarrollo
de las mismas generen aguas residuales, las
cuales seran vertidas en cuerpos de agua
superficial o a alguna red de alcantarillado
publico(32).
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4. METODOLOGIA

Disefio experimental:
Enfoque de la investigacion: Mixto (Analisis cualitativo y cuantitativo de los datos)
Tipo de Investigacion: Experimental
Poblacion: Caenorhabditis elegans
Muestra: Caenorhabditis elegans cepa EG1285
Técnica de recoleccion de datos: Observacion directa
Ensayos de fenotipo
Hipotesis: El agua proveniente del rio Tunjuelito a la altura de las curtiembres causa
neurodegeneracion en la cepa transgénica EG1285 de C. elegans y por lo tanto alteracion

motora.

Metodologia general

Durante el desarrollo de esta investigacion se realizaron ensayos experimentales con el nematodo
C. elegans cepa EG1285, con el fin de recolectar informacion sobre el comportamiento del
mismo tras ser sometido a una muestra de agua residual; dicha muestra procedente del Rio
Tunjuelito producto de los desechos emitidos por las curtiembres; es importante destacar que
estos residuos pasan por una planta de tratamiento para disminuir el nivel de contaminacion.
Obteniendo la muestra se procedio a la caracterizacion fenotipica y fisiologica de la cepa N2,
EG1285 y EG1285 con tratamiento. Como control se tomaron nematodos de la cepa N2 y

EG1285 en contacto con agua potable.

4.1 Recoleccidn de la muestra de agua

El protocolo seguido para la recoleccion fue el establecido por el Instituto Geografico Agustin
Codazzi(33). Respecto a la toma de muestra esta se realizé puntual, ya que se queria ver el
tratamiento de la planta sobre el agua residual producto de la actividad industrial y se realiz6 en
el efluente de la planta de tratamiento, obteniendo resultados de campo de pH, conductividad y

temperatura de la muestra. La muestra se preservo con Acido Nitrico un mililitro por cada litro
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de muestra con el fin de conservar las condiciones originales de la muestra hasta el transporte al

laboratorio.

4.2 Preparacion del medio NGM y mantenimiento de la cepa

Procedimiento para 500 mL de agar: en un Erlenmeyer de 500 mL se adicionaron 250 mL de
agua destilada y 1,5 gramos de NaCl en constante agitacion y calor. Luego se afiadié 8,5 gramos
de agar y 1,25 gramos de peptona. Se agregaron 300 mL mas de agua destilada. Se procedio a
autoclavar. Posterior a este proceso se sumergio el Erlenmeyer en agua fria para disminuir su
temperatura y poder enriquecer el medio con 0,5 mL de CaCl, 1M, 0,5 mL de colesterol en
etanol, 0,5 mL de MgSO, 1M y 125 mL de Buffer KsPOs 1M. (108,3 g KH2PQO4, 35,6 g
K2HPO4 en 1L de H20). Finalmente el medio fue servido en placas de Petri aproximadamente %
partes. Para el mantenimiento de la cepa se hicieron pases por sacabocado y con un pick de
Aluminio para cultivar los nematodos a un medio NGM con un cesped de Escherichia coli OP50

como fuente de alimento para los nematodos(34).

4.3 Fenotipificacion de la cepa EG1285 de C. elegans

La caracterizacion de la cepa EG1285 se realizd gracias a nematodos sincronizados para
someterlos a ensayos de supervivencia, motilidad y reproduccion por triplicado, que permitieron
determinar el perfil fenotipico caracteristico de la cepa, con el fin de poder hacer comparaciones

a futuro entre la cepa N2 y la cepa objeto de estudio.

Sincronizacion de nematodos mediante solucion de blanqueamiento
Para llevar a cabo la fenotipificacion es necesario tomar nematodos en un mismo estadio larvario

con el fin de mitigar las interferencias relacionadas con el tiempo de vida, razén por la cual se
usa una solucién de blanqueamiento que contiene hipoclorito al 5.0%; concentracion ideal en la

que las larvas son destruidas y los huevos resisten gracias a la composicién de su membrana.

El procedimiento consistié en lavar cajas de nematodos con buffer tampon M9 traspasando el
resultado de los lavados a tubos falcon para centrifugar a 2500 rpm durante 3.0 minutos,
repitiendo esto 3 veces mas y eliminando el sobrenadante producto de cada centrifugacion. Se
agregaron 2.0 mL de la solucion de blanqueamiento y se pone en agitacion con vortex durante 8

minutos siendo interrumpido este proceso cada 2 minutos con el fin de mantener los huevos
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haciendo uso de pilas de gel frio. El producto de la agitacion fue centrifugado a 3500 rpm
durante 5.0 minutos, dicho proceso se repitio 3 veces corroborando entre cada una de ellas la no
existencia de larvas. Se descart6 el sobrenadante y se adicionaron 9.0 mL de M9 para detener la
reaccion generada previamente, finalmente se centrifugo el tubo falcon a 2500 rpm durante 3.0
minutos y se descarté el sobrenadante, el producto se resuspendié y se puso en medio
NGM/OP50(35). Los ensayos seleccionados para realizar la caracterizacion fenotipica se

describen a continuacion:

Supervivencia: En placas de Petri NGM/OP50 nematodos sincronizados en estadio larvario L1 se
cultivaron por 6 dias aproximadamente hasta alcanzar el estadio L4. Luego se transfirieron 15
nematodos a una nueva placa. Cada dia se pasaban a otra caja y a partir del octavo dia se hacia
cada dos dias para evitar la mezcla entre generaciones y poder realizar el conteo de larvas vivas.
Para determinar la viabilidad se realiz6 un estimulo con el asa y dependiendo de la respuesta
observada por parte del nematodo se establecio el criterio de vivo o muerto. Los ensayos se
realizan por triplicado. Este ensayo permite relacionar la edad y la muerte de las larvas y asi

tener un dato acertado sobre la supervivencia del nematodo con el fin de hacer comparaciones.

Motilidad: Para evaluar la capacidad locomotora del nematodo se tuvo en cuenta el nimero de
ondulaciones realizadas en treinta segundos por parte del nematodo. Quince nematodos
sincronizados en estadio larvario L1 se cultivaron en medio NGM/OP50 hasta alcanzar el estadio
L4. Posteriormente se pasaron una a una las larvas a otra caja de petri y durante 30 segundos se
contd el nimero de movimientos sinusoidales (cambio de direccion teniendo como punto de
referencia la cabeza) realizados por el nematodo. La unidad empleada para expresar los
resultados fue Hertz, la cual permite relacionar movimientos repetitivos en un periodo de tiempo

determinado. Los ensayos se realizan por triplicado.

Reproduccién: Nematodos sincronizados en estadio larvario L1 se cultivaron en medio
NGM/OP50 hasta alcanzar el estadio L4. Cinco larvas de estas se transfirieron a una caja de petri
con medio NGM/OP50 (una por cada caja) y cada dia se repetia el pase de la larva a otra caja
hasta que su ciclo de vida finaliza por completo y esta estuviera muerta. Con el fin de determinar

el numero de larvas a las cuales da origen durante su ciclo de vida las cajas en las cuales estuvo
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el nematodo se incubaron a 20°C y se realizé conteo de larvas dias posteriores a la muerte de la

larva madre. Los ensayos se realizan por triplicado.

4.4 Observacion por microscopio de fluorescencia

La observacién de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) en las neuronas GABA del nematodo
se realizd6 mediante microscopio de fluorescencia, con el fin de cuantificar la intensidad de la
misma. Los nematodos observados fueron ubicados en una lamina con una delgada capa de
agarosa como césped e inmovilizados con levamisol. Tres nematodos en estadio L4 fueron
evaluados para la caracterizacion fenotipica de la cepa EG1285. Adicionalmente el producto de
la sincronizacion de la cepa EG1285 sin tratamiento se observo diez dias despueés y al igual que
la cepa de estudio la cual se mantuvo en contacto con el tratamiento durante el mismo periodo.
Para la cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia se tomaron fotografias de los
nematodos observados y se evaluaron por el programa Image J mediante el cual los pixeles

adquieren valor dando lugar a la cuantificacion.

4.5 Analisis del agua del rio Tunjuelito

Se tomo6 una segunda muestra para determinar y cuantificar los niveles de cromo, esta se
preservo con acido nitrico concentrado un 1.0 por litro de muestra(36), que fue proporcionado
en los recipientes otorgados por Hidrolab, se transport6 al laboratorio en nevera de icopor con
pilas de enfriamiento para mantener la cadena de refrigeracion y conservar las caracteristicas
originales de la muestra de agua, esto en un tiempo menor a cuatro horas y con su respectiva
cadena de custodia. Tras la recoleccion de la muestra se decidid denominar esta como el
tratamiento para la realizacion de los ensayos; lo cual permitiria evaluar el efecto del agua sobre
la cepa EG1285.

4.6 Analisis estadistico de los datos

Cada ensayo arrojé un grupo de datos provenientes de los tres triplicados. Las tres observaciones
fueron sometidas a la determinacion de una media con sus respectivas desviaciones estandar con
intervalo de confianza del 95%. El valor de la media fue el valor graficado, esto mediante el

programa GraphPad Prism Version 8.0.
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El analisis de los datos para el ensayo de motilidad y reproduccion se realizd mediante la prueba
T student. La prueba compara las medias de dos grupos poblacionales en una muestra inferior a
30 individuos entre grupos, muestra si las poblaciones son idénticas o no. Las curvas de
supervivencia se estimaron para cada grupo, se consideran por separado, utilizando el método de

Kaplan-Meier y se comparan estadisticamente mediante la prueba de log rank.

Para evaluar si los datos obtenidos son estadisticamente significativos se definio:
-Hipotesis nula: El tratamiento no tiene ningln efecto sobre la caracteristica evaluada.
-Hipotesis alternativa: El tratamiento tiene efecto sobre la caracteristica evaluada.

La hipotesis nula puede ser rechazada si el P value es menor al valor critico siendo este 0.5.
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5. RESULTADOS

Las cepas EG1285 y N2 se obtuvieron del Caenorhabditis Genetics Center de la Universidad de
Minnesota en Estados Unidos, con el fin de evaluar el efecto del agua del rio Tunjuelito a la
altura de las curtiembres. Las dos cepas fueron alimentadas con Escherichia coli OP50 y
mantenidas en medio NGM. La cepa EG1285 fue sometida al tratamiento con agua para evaluar

los ensayos de motilidad, supervivencia y reproduccion.

5.1 Los estadios de la cepa N2 y EG1285 no presentan diferencias

La identificacion de los estadios larvarios se realiz6 dias después de la recepcién de las cepas
mediante visualizacion microscopica de cajas con abundante poblacién. Los aspectos que se
tuvieron en cuenta fueron tamafo, presencia de estructuras internas como sistema reproductor y

velocidad en el movimiento.

El ciclo de vida de la cepa EG1285 duro aproximadamente 24 dias a partir de la sincronizacion e
inicia con la postura de huevos. El huevo presenta forma ovalada y es grande a la observacién
microscapica, dicha estructura da origen a la larva L1 la cual se identifica por su tamafio inferior
a las demas y su rapidez al desplazarse. Con respecto a las larvas L2 y L3 los Unicos criterios
para la clasificacion de estadio fueron el aumento de la longitud y disminucion en la velocidad
locomotora ya que no se evidencian estructuras internas completamente definidas y por lo tanto
la diferenciacion no es posible. En el estadio L4 se hizo evidente la presencia de una estructura
que se asemeja al Utero debido a su tamafio y posicion anatdmica, dispuesta entre dos zonas mas

oscuras que podrian tener lugar a las génadas. (Ver ilustracion 10)
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lustracion 10. Observacién microscépica de estadios larvarios cepa EG1285. Estadios larvarios
desde huevo a L4, estadio en el cual se observa el Utero sefialado por la flecha ubicdndose entre
dos areas mas oscuras. Aumento de 10X. Tomada por autoras.

Al comparar los estadios larvarios mas relevantes como huevo, L4 y adulto de la cepa EG1285 y
la cepa silvestre N2 se pudo observar que: los huevos para ambas tienen forma ovalada,
presentan un tamafio similar y se evidencian membranas que le confieren resistencia a
condiciones adversas (Ver ilustracion 11-12 imagen A). Por otro lado, en el estadio L4 se
observan diferencias en cuanto a la morfologia interna ya que en la cepa de estudio es mas
visible el Utero y adicionalmente posee un tamafio similar con respecto a la cepa N2 (Ver
ilustracion 11-12 imagen B). En la larva adulta es notoria la aparicion de huevos caracteristica
propia de este estadio, para las dos cepas estos se encuentran dispuestos de manera ordenada a lo
largo del cuerpo del nematodo y en una proporcidén semejante de 6-7 huevos para EG1285 y N2

respectivamente (Ver ilustracion 11-12 imagen C).
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llustracion 11. Observacion microscopica de estadios larvarios cepa N2. (A) Huevos en aumento de 40X. (B)
Estadio larvario correspondiente a L4 aumento 10x (C) Larva adulta con presencia de huevos en su interior
aumento 10x.
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llustracion 12. Observacién microscopica de estadios larvarios cepa EG1285. (A) Huevos en aumento de 10x. (B)
Estadio larvario correspondiente a L4 aumento 10x. (C) Larva adulta con presencia de huevos en su interior
aumento 10X. Fotografias tomadas por autoras.

5.2 Lacepa EG1285 expresa la proteina GFP en las neuronas GABA

La cepa EG1285 cuenta con la inclusién de un plasmido que permite la expresion de Proteina
Verde Fluorescente (GFP) en los receptores de las neuronas GABAEérgicas, para hacer posible su
visualizacion y comprobar dicha insercion se observaron al microscopio nematodos en diferentes
estadios larvarios, de lo cual se obtuvo que la intensidad de la fluorescencia expresada en
Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) correspondi6 a 16.969 UFR. Dicho resultado
permite confirmar la expresion de GFP para hacer comparaciones entre la cepa al ser sometida a

determinado tratamiento y la cepa en su condicion original (Ver ilustracion13).

llustracion 13. Vista lateral de Larva en estadio L4 de C. elegans en microscopio de fluorescencia. Neuronas
GABAérgicas marcadas con GFP. Tomada por autoras.
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5.3 Lascepas N2 y EG1285 no presentan diferencias en las caracteristicas fisioldgicas

La caracterizacion fisiologica de la cepa N2 y EG1285 se realiz6 con los ensayos de
supervivencia, motilidad y reproduccion. Estos ensayos fueron realizados por triplicado y
analizados estadisticamente con el programa de GraphPad Prism version 8.0.

5.3.1 Lasupervivencia C. elegans no difiere entre la cepa EG1285 y N2

Para evaluar si la inclusion del pldsmido con GFP en la cepa transgénica EG1285 tiene
consecuencia en el tiempo de vida del nematodo se realizd el ensayo de supervivencia. Se
tomaron 15 gusanos desde el estadio larvario L4 los cuales corresponden al 100% de la
supervivencia que va disminuyendo con el paso del tiempo. Los 7 primeros dias de desarrollo
larvario no se tuvieron en cuenta debido a la compleja manipulacion de las larvas en estadios
primarios, por lo tanto, el dia cero en la gréafica corresponde al primer dia en el que las larvas

alcanzan el estadio de adulto joven (L4).

En la cepa salvaje N2 se observo un promedio de supervivencia de 20 dias y una disminucion del
porcentaje de supervivencia a partir del sexto dia, que corresponde al 90% de la poblacién que
presentd un comportamiento descendiente, directamente proporcional al numero de dias
transcurridos. Los nematodos de la cepa EG1285 se comportaron de manera similar
obteniéndose como resultado disminucion del porcentaje de supervivencia temprano con un
99.5% en el quinto dia del ensayo, descenso de la longevidad directamente proporcional al paso
del tiempo y un promedio de 19 dias de vida; los resultados obtenidos no demuestran tener

diferencia estadisticamente significativa (p=0.6232)(Ver ilustracion 14).
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llustracion 14. Caracterizacion fisiologica de las cepas N2 y EG1285 de C. elegans, ensayo de Supervivencia . Se
muestra el resultado obtenido del ensayo realizado por triplicado con el fin de evaluar la posible diferencia
existente entre las dos cepas respecto a la supervivencia, la cual es de 20 dias para N2 y de 19 para la EG1285,
diferencia que no representa una significancia estadistica para el estudio ya que el valor de p=0.6232. Se realiz6 la
prueba estadistica Log-rank test mediante el programa GraphPad Prism versién 8.0.
5.3.2 Lamotilidad de C. elegans no difiere entre la cepa N2 y EG1285
Con el objetivo de evaluar la motilidad entre las cepas N2 y EG1285 se llevd a cabo la
realizacion del conteo de ondas efectuadas por cada nematodo en 30 seg, en una poblacion de
diez individuos, teniendo en cuenta que las ondulaciones representan movimientos sinusoidales.
El promedio en la cantidad de ondas efectuadas para el total de nematodos de la cepa N2 fue de
15.67 Hertz. EIl conteo de los diez nematodos de la cepa EG1285 consiguieron alcanzar un
promedio de 15 Hertz. La diferencia de 0.67 Hertz (Ver anexo 3) entre las dos cepas, no reflejo
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.1365), aun estando incorporada la GFP en la

cepa EG1285 (Ver ilustracion 15).
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llustracion 15. Caracterizacion fisiolégica de las cepas N2 y EG1285 de C. elegans, ensayo de motilidad. Se
muestra el resultado obtenido del ensayo correspondiente a motilidad realizado por triplicado para evaluar la
diferencia existente entre las cepas. Con promedio de los resultados equivalente a 15.67ondas/30seg para N2 y 15
ondas/30seg para EG1285. El valor de p=0.1365 demostré que no hay significancia estadistica en la comparacién.
Se realiz6 la prueba T student con el programa GraphPad Prism version 8.0.

5.3.3 Lareproduccion de C. elegans no difiere entre la cepa N2 y EG1285
El ensayo de reproduccidn se realiz6 por el recuento de larvas en estadios L1, L2 y L3 que se

obtuvieron al final de la vida del nematodo, el conteo de larvas se realiz6 cada dos dias a partir
del primer dia del ensayo; esto con el fin evitar la mezcla de las progenies. Observando que la
cantidad de los nematodos de las cepas EG1285 y N2 al final de los conteos no diferian entre si
por lo tanto se determind que no habia significancia estadistica para este ensayo. Respecto a la
cepa EG1285 el promedio fue de 205 larvas durante su ciclo de vida y para la cepa N2 el namero
promedio de larvas obtenidas en el recuento fue 206. El valor de p=0.6323 permite establecer
que no hay diferencia estadistica significativa (Ver ilustracion 16).
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llustracion 16. Caracterizacion fisiol6gica de las cepas N2 y EG1285 de C elegans, ensayo de reproduccién. Se
muestra el resultado obtenido del ensayo correspondiente a reproduccion realizado por triplicado para evaluar la
diferencia existente entre las cepas. Con promedio de los resultados equivalente a 206 larvas para N2 y 205 para
EG1285. El valor de p=0.6323 demostré que no hay significancia estadistica en la comparacion. Se realiz6 la
prueba T student con el programa GraphPad Prism version 8.0.

5.4 El agua del rio Tunjuelito a la altura de las curtiembres no genera dosis letal en la
cepa EG1285 de C. elegans.

La realizacion del ensayo de dosis respuesta se llevd a cabo para establecer si la muestra de agua
en su condicion original o diluida resultaba toxica para el nematodo, este se realizé tomando una
poblacién total de 15 larvas en estadio L4. Se obtuvo como resultado que no existe dosis letal

para las cuatro diluciones usadas (Ver tabla 2).

Tabla 2 Resultados de campo obtenidos en el muestreo puntual
Muestra pH Conductividad Temperatura

01 6.888 213 uS/cm 15°C

El resultado de conductividad no se considera de relevancia ya que no genera interferencia en los
ensayos a realizar, por el contrario el pH si se debe tener en cuenta ya que si es de caracter acido
0 bésico en sus picos maximos puede alterar el estudio, sin embargo se evidencia que el valor
obtenido es cercano a pH neutro razon por la cual la muestra se puede usar sin que se generen

inconvenientes a futuro.

En la grafica se observa una tendencia de la cepa EG1285 a pesar de haber estado sometida a

cuatro diluciones diferentes, 1/1,1/2,1/4,1/8. La realizacién del ensayo fue de 72 horas,
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tiempo en el cual los nematodos consiguen desarrollar los cuatro estadios larvarios. Gracias a
este resultado fue posible continuar el disefio experimental con la muestra original para estimar
las caracteristicas fisioldgicas y el efecto del agua sobre el neurotransmisor GABA vy la cepa
EG1285 (Ver ilustracion 17).

Dosis - Respuesta

1007 11
| 112

g 7 - 14
T — 18
B gp-
q
=

25-

I ———— 1 T

L] 20 40 Gl Bo
Horas

llustracion 17. Curva de dosis respuesta para la cepa EG1285 sometida a tratamiento en diversas diluciones. Se
muestra el resultado obtenido del ensayo realizado por triplicado con el fin de evaluar la respuesta de los
nematodos sometidos a tratamiento para diluciones de 1/1, 1/2 1/4 y 1/8 respectivamente. Se realizd regresion
lineal mediante el programa GraphPad Prism versién 8.0.

5.5 Efecto del agua sobre las caracteristicas fisioldgicas cepa EG1285

Con el fin de evaluar el efecto del agua proveniente del rio Tunjuelito a la altura del barrio San
Benito sobre las caracteristicas fisiologicas de la cepa en estudio, los nematodos se expusieron a
la muestra de agua sin diluir durante el desarrollo de ensayos correspondientes a supervivencia,
motilidad y reproduccion. Como control para los ensayos se uso la cepa EG1285 sin tratamiento.
Los ensayos se realizaron por triplicado y el andlisis estadistico se realizé por medio del
programa GraphPad Prism Version 8.0.

5.5.1 Lasupervivencia de la cepa EG1285 varia con el tratamiento del agua del rio Tunjuelito

Después de sincronizada la cepa EG1285, quince larvas en estadio L4 fueron transferidas a una
placa de Petri con medio NGM para ser sometidas a tratamiento con 1mL de agua; con lo que se
determind la supervivencia de los nematodos tratados. La cepa EG1285 sin tratamiento usada

como control presenté una supervivencia de 19 dias y una disminucién en el porcentaje de
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supervivencia a partir del dia cinco, con un valor promedio de 95,6%, a partir de este punto se
evidencia un comportamiento decreciente que hace notorio el final del ciclo de vida para algunas

larvas usadas en el ensayo.

Los nematodos de la cepa EG1285 sometidos a tratamiento tuvieron un porcentaje de
supervivencia inferior a la cepa control, con un valor promedio del 69%, a partir del dia cinco
igual que en la cepa sin tratamiento. Se observa que a pesar de que los nematodos de la cepa con
y sin tratamiento comienzan a morir a partir del mismo dia, la diferencia esta dada en la cantidad
de larvas por dia y por lo tanto la esperanza de vida se va reduciendo en mayor proporcion para
la cepa con tratamiento (Ver anexo 1). El resultado obtenido se considera estadisticamente

significativo con un valor de p=0.0323 (Ver ilustracién 18).
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llustraciéon 18. Ensayo de Supervivencia en cepa de C elegans EG1285 en tratamiento dato expresado en
porcentaje. Se muestra el resultado obtenido del ensayo correspondiente a supervivencia realizado por triplicado
con el fin de evaluar la posible diferencia existente entre la cepa antes y después de ser tratada con agua del rio
Tunjuelito. Se realizé la prueba estadistica Log-rank test mediante el programa GraphPad Prism version 5. Valor
de P=0.0323. Se rechaza la hipotesis nula.

5.5.2 Lamotilidad de la cepa EG1285 se afecto con el tratamiento del agua del rio Tunjuelito
Diez nematodos en estadio L4 provenientes del proceso de sincronizacion fueron transferidos a
placas de Petri para ser sometidos a tratamiento con 1 mL de agua, pasados diez dias de la
exposicion se realizo el conteo de las ondas efectuadas por cada nematodo en un periodo de 30
segundos, realizando el ensayo por triplicado. Se observé que la cepa control tenia una capacidad

promedio de movimiento de 15 ondas/30seg.
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El conteo para los diez nematodos de la cepa EG1285 sometidos a tratamiento fue un promedio
de 9 Hertz. EIl valor de p=<0.0001 y una diferencia en la disminucion de la caracteristica
fisiologica evaluada de 6 Hertz (Ver anexo 3), dicho valor permite evidenciar que existe
significancia estadistica en el resultado obtenido para este ensayo. Ademas de la disminucion en
el nimero de ondas efectuadas por la cepa EG1285 con tratamiento se observé una conducta
inusual que puede describirse como un movimiento sin desplazamiento ya que las ondas las

efectuaban en el mismo punto (Ver ilustracién 19).
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llustraciéon 19. Ensayo de movilidad en cepa de C elegans EG1285 en tratamiento. Se muestra el resultado
obtenido del ensayo correspondiente a motilidad realizado por triplicado para evaluar la diferencia existente entre
la cepa antes y después de ser tratada con agua del rio Tunjuelito. Se realiz6 una prueba T student con el programa
GraphPad Prism version 8.0. Valor de P=0.1368. Se rechaza la hipotesis nula.

5.5.3 Latasade reproduccién de la cepa EG1285 disminuy6 con el tratamiento del agua del rio
Tunjuelito

La evaluacion que permite hacer el ensayo de reproduccién acorde al nimero de larvas en
estadio L1, L2 y L3 a las que puede dar origen una larva adulta sometida a 1 mL de agua y sin
esta demostrd que los nematodos de la cepa EG1285 mantenidos unicamente en medio NGM
tenian mayor capacidad reproductiva que los nematodos tratados con agua. Dicho resultado se
evidencia con que el promedio de larvas para cepa sin tratamiento fue de 209 nematodos, estando
aproximadamente 33 larvas por debajo de la cepa EG1285 sin ser tratada, obteniendo esta ultima
un valor promedio de 176. El valor de p para este ensayo fue de 0.0001 mostrando que existe una

diferencia estadisticamente significativa (Ver ilustracion 20).
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llustracién 20. Ensayo de reproduccion en la cepa de C elegans EG1285 en tratamiento. Se muestra el resultado
obtenido del ensayo correspondiente a reproduccion realizado por triplicado para evaluar la afeccién ocasionada por
el agua sobre la cepa EG1285. Con promedio de los resultados equivalente a 209 larvas para EG1285y 176 para
EG1285 con tratamiento. El valor de p=0.0001 demostr6 que hay diferencias estadisticamente significativa en la
comparacion. Se realizé la prueba T student con el programa GraphPad Prism version 8.0. Se rechaza la hipotesis
nula.

5.6 Efecto del agua sobre las neuronas GABA

Finalmente, para determinar el efecto del agua del rio Tunjuelito sobre las neuronas
GABA:érgicas de los nematodos de la cepa EG1285 se tomaron fotografias de la visualizacion en
el microscopio de fluorescencia, gracias a esto es posible analizar la intensidad de la misma
mediante su cuantificacion expresada en Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) en el

programa Image J.

La cepa sometida a tratamiento demuestra cualitativamente una disminucion en la intensidad de
la fluorescencia observada relacionada con la disminucion del gen reporte del neurotransmisor
GABA (Ver ilustracion 21B), en comparacion con la cepa sometida a tratamiento en la cual se
logra observar con bastante claridad, las moto neuronas del cordon ventral, aquellas que inervan

los musculos de la cabeza y masculos entéricos. (Ver llustracion 21A)
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llustracion 21. Neuronas GABAérgicas marcadas con GFP en larva L4 de C. elegans. A. Vista lateral de un
nematodo de la cepa control EG1285. B. Vista superior de un nematodo de la cepa EG1285 sometido a tratamiento.
Tomada por autoras

Para evaluar de manera directa la afeccion de las neuronas GABAérgicas se cuantificd la
fluorescencia, determinando de esta manera la disminucién real y numérica de URF de la cepa
con tratamiento versus la cepa control. La cuantificacion de la fluorescencia relativa demostrd
que las unidades para la cepa EG1285 sometida a tratamiento disminuyeron de manera
significativa respeto a las unidades cuantificadas para las larvas del grupo control, obteniendo
una diferencia de 7600 URF. Los promedios de la cuantificacion se muestran en la llustracion y
corresponden a 10.775 URF para el grupo y 3.175 para el grupo en estudio (Ver ilustracion 22).
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llustracién 22. Cuantificacion de la fluorescencia. Se muestra el resultado obtenido del ensayo correspondiente a
fluorescencia para evaluar la afeccién ocasionada por el agua sobre las neuronas GABAergicas de la cepa
EG1285. Con promedio de los resultados equivalente a 10.775 URF para la cepa control y 3.175 URF para la cepa
tratada.
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5.7 Lamuestra de agua del rio Tunjuelito contiene trazas de Cromo.

Obtenidos los resultados de la caracterizacion fisiologica para la cepa EG1285 sometida a
tratamiento se decidié analizar la muestra de agua empleada en el estudio con el fin de
determinar la presencia de Cromo y su cuantificacion.

La muestra de agua recolectada en el sector de San Benito se remiti6 al laboratorio Hidrolab para
analizar, de ello se obtuvo que la muestra contenia traza de Cromo en concentraciones de 0.024
mg/L (Ver anexo 4); las cuales no superan los limites permitidos segun lo establecido en la
resolucion 631 de 2015 (Ver tabla 3).

Tabla 3 Valor obtenido de la concentracidon de Cromo. Se muestra el resultado de la muestra de
agua correspondiendo la al efluente del rio. .

Muestra Concentracion mg/L Valor Limite Maximo
01 0,024 0.50
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6. DISCUSION

C. elegans ha sido destacado como modelo bioldgico desde 1974 cuando Brener describid a
profundidad su facil manejo en el laboratorio gracias a que posee propiedades accesibles de
mantenimiento y alimentacion, adicionalmente la homologia genética con el ser humano lo
convierte en un atractivo para la investigacion(37). Desde hace aproximadamente treinta afios
seha empleado en ensayos de toxicidad para evaluar el efecto de pesticidas Du y cols. para el afio
2012(10), Harada y cols en el 2007 realiza bioensayos con exposicion a metales(9), el andlisis de
sedimentos se presento por Tejada y cols. a partir de muestras del rio Magdalena(14), entre otros,
esto con el fin de evaluar los efectos generados por toxicos sobre caracteristicas tales como

supervivencia, reproduccion y motilidad(38).

Respecto a los ensayos realizados para la caracterizacion de la cepa EG1285 ain no se evidencia
reporte en la literatura, sin embargo al ser un modelo transgénico se infiere que su
comportamiento para ensayos de supervivencia, reproduccion y motilidad son similares a la cepa
salvaje. Segun el estudio realizado por Parada y cols. en el afio 2017 donde caracterizaron
fenotipicamente la cepa N2 los resultados coinciden con los obtenidos en este estudio para las
cepas N2 y EG1285, por lo cual se sugiere que la cepa transgénica no sufre ninguna afeccion
relacionada con la insercion del plasmido que expresa la GFP y respecto a sus caracteristicas
fisiologicas difiere de la cepa N2 en proporciones minimas que no se consideran

significativas(39).

El agua del rio Tunjuelito a la altura de las curtiembres se caracteriza por contener diversos
materiales productos de desecho de la actividad industrial, entre ellos se encuentran la presencia
de metales pesados, elemento esencial para la transformacién de cuero animal en textil(15). Por
tal motivo en este estudio se evaluo el efecto que tiene el agua de las curtiembres de San Benito
sobre las caracteristicas fisiologicas y neuronas GABAérgicas de la cepa transgénica EG1285 de

C. elegans. De esto se obtuvo que existen alteraciones y disminucion sobre el tiempo de
supervivencia, motilidad y reproduccion del nematodo, sugiriendo que esta afeccion se da por el

Cromo presente en la muestra de agua recolectada.
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La presencia de trazas de Cromo en agua del Rio Tunjuelito se considera un riesgo para la salud
humana y animal. C. elegans permite realizar bioensayos de toxicidad y al ser un nematodo con
homologia en el ser humano da la posibilidad de asociar los resultados obtenidos con las
afecciones que puede generar en personas que tengan contacto con este metal, como lo es el
personal que trabaja en el proceso de curtido. Segun la Oficina de Evaluacion de Riesgos para la
Salud Ambiental el Cromo genera repercusiones en la salud de tipo dérmico, respiratorio y
digestivo, generando este Ultimo disminucién en la capacidad reproductiva. Por lo tanto el
contacto bien sea de manera directa o indirecta con este metal produce dafios sobre la salud

humana, lo cual se vuelve tema de interés particular en este estudio(40).

El ensayo de letalidad desarrollado con los nematodos sometidos a cuatro diluciones de agua del
rio Tunjuelito 1/1,1/2,1/4,1/8 hizo posible determinar que ninguna dilucion era
completamente toxica para un nimero significativo de nematodos, teniendo en cuenta que la
cuantificacién de Cromo para la muestra fue de 0.024 mg/L y se omitié el analisis de otros
componentes. Por el contrario, los hallazgos de Williams y cols. en 1990 en cuanto a la Dosis
Letal 50 (DL50) usando muestras de agua contaminada con metales pesados difieren de los
presentados en este estudio, con un resultado de muerte para la mitad de la poblacion a las 96
horas y una concentracion de 0.06 mg/L de Dicromato de Potasio (K2Cr207), por lo cual se
sugiere que la presencia singular del metal es el causante directo de la muerte para los nematodos
y que la concentracion de metales pesados es directamente proporcional a la disminucion en el

porcentaje de la poblacién(2).

La supervivencia de los nematodos de la cepa EG1285 tratados con la muestra de agua sufrieron
una disminucion de cinco dias en relacién con la cepa control, lo cual concuerda con el estudio
desarrollado por Shen y cols. en el afio 2009, donde se obtuvo como resultado que hubo aumento

en el porcentaje de animales muertos con el paso del tiempo, y una duracion total de 10 dias(41).

En el 2009 Xing y cols comparé la locomocion de los nematodos en todos los estadios larvarios
expuestos a diferentes concentraciones de cromo, ellos evidenciaron que las larvas en estadio L4
presentaron una diferencia estadisticamente significativa respecto al control al finalizar el

periodo de exposicién al metal. Dicho resultado coincide con el obtenido en nuestro estudio para
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la evaluacion de las larvas L4, sometidas a diferentes diluciones de agua en el cual también se
dio la afeccidn locomotora para este estadio. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el tiempo
de exposicién empleado por Zing y cols. fue de 24 horas y en nuestro caso fue de 10 dias, por lo
cual se sugiere que la alteracion es directamente proporcional al tiempo de exposicién al
agua(38).

En el ensayo de reproduccion la cepa EG1285 con tratamiento arrojé como resultado que
disminuye el nimero de larvas a las que da origen un adulto hasta el final de su ciclo
reproductivo, con un valor promedio de 176 larvas. Esto se puede relacionar con los resultados
obtenidos en el estudio llevado a cabo por Harada y cols. en 2007 para evaluar la capacidad
reproductiva de los nematodos de la cepa silvestre expuestos a metales como el CdCI2 y CuSO4,
evidenciando la disminucion en el nimero de la progenie dependiente de la concentracién de
metal a la que fueron sometidos. Acorde con lo anteriormente dicho se infiere que a mayor

concentracion de metal usado el nimero de larvas es menor (9).

Los resultados encontrados en esta investigacion permiten sugerir que el agua del Rio Tunjuelito
a la altura de las curtiembres de San Benito causa afeccion en la supervivencia, motilidad y
reproduccion del nematodo C.elegans ya que los resultados arrojados durante el desarrollo de los
ensayos evidenciaron disminucion estadisticamente significativa en comparacion con la cepa
control. Sin embargo cabe destacar que a pesar de que el Cr se encontrd en niveles inferiores a
los permitidos desencadena dafio y perjuicio en la salud del nematodo C. elegans, por lo tanto se
sugiere realizar ensayos de toxicidad en modelos mas desarrollados que brinden mayor
orientacion acerca de esta problemaética involucrando un mayor numero de componentes

presentes en el agua.
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7. CONCLUSIONES

Los nematodos de las cepas EG1285 y N2 de C. elegans no presentan diferencias en
cuanto a estadios larvarios y caracteristicas fisiolégicas como supervivencia, motilidad y

reproduccion.

El plasmido insertado en la cepa EG1285 que actla como gen reportero mediante GFP
no genera ninguna alteracion sobre las caracteristicas fisioldgicas del nematodo en

comparacion con la cepa salvaje.

Las caracteristicas fisiologicas de los nematodos de la cepa EG1285 se ven afectadas tras
ser sometidos a tratamiento con agua del rio Tunjuelito, razon por la cual se sugiere que

hay induccion de dafio neuronal mediada por los componentes del agua.
La GFP expresada en las neuronas GABAGérgicas se reduce a niveles considerables en

nematodos expuestos a la muestra de agua, lo que explica la alteracion motora

evidenciada por las larvas de la cepa EG1285
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ANEXOS

Anexo 1 Resultados expresados en porcentaje para el ensayo de supervivencia.

Ensayo de supervivencia
N2 EG1285 EG1285 + H20
Dia T1 | T2 | T3 | T1 | T2 | T3 | T1 | T2 | T3
1 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
4 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 87
5 100 | 100 | 100 | 87 | 100 | 100 | 67 73 67
6 93 | 100 | 100 | 73 80 73 60 73 60
7 93 | 100 | 93 67 67 73 53 60 53
8 93 87 87 53 67 47 40 53 40
9 80 73 73 27 47 47 27 40 33
10 73 73 73 20 47 33 20 27 27
11 67 67 53 13 47 27 13 20 13
12 53 60 53 13 40 27 13 20
13 53 60 53 13 40 27
14 47 53 47 6 27 20
15 33 47 33 6 27 20
16 20 33 33 6 20 7
17 13 20 20 6 20 7
18 7 6 0
19 7 0
20 0
Anexo 2 Resultados para el ensayo de reproduccion.
Ensayo de reproduccion
N2 EG1285 EG1285 + H20
T1 | T2 | T3 | T1 | T2 | T3 | T1 | T2 | T3
Nematodo1l | 220 | 180 | 194 | 192 | 205 | 195 | 160 | 192 | 187
Nematodo2 | 201 | 217 | 179 | 228 | 230 | 203 | 180 | 174 | 184
Nematodo3 | 168 | 250 | 217 | 215 | 228 | 240 | 152 | 176 | 193
Nematodo4 | 213 | 198 | 201 | 188 | 172 | 199 | 185 | 189 | 166
Nematodo5 | 234 | 188 | 235 | 224 | 215 | 212 | 163 | 168 | 179
Promedio 207,2 | 206,6 | 205,2 [ 209,4| 210 |209,8| 168 |179,8| 181
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Anexo 3 Resultados obtenidos para el ensayo de motilidad.

Ensayo de motilidad

N2 EG285 EG285 + H20
POBLACION T1 | T2 | T3 | 11 | T2 | 73| T2 | T2 | T3
NEMATODO 1 | 16,00 | 14,00 | 15,00 | 15,00/ 14,00 15,00 10,00( 12,00{11,00
NEMATODO 2 | 14,00 | 13,00 | 16,00 | 14,00/ 13,00 14,00 9,00( 10,00{11,00
NEMATODO 3 | 14,00 | 14,00 | 14,00 | 15,00/ 15,00/ 1500 7,00 8,00 9,00
NEMATODO 4 | 17,00 | 16,00 | 17,00 | 13,00/ 18,00/ 13,00 6,00 5,00/ 7,00
NEMATODOS5 | 18,00 | 17,00 | 18,00 | 18,00/ 15,00/ 16,00 13,00( 11,00 7,00
NEMATODO 6 | 16,00 | 15,00 | 16,00 | 15,00/ 13,00/ 15,00 10,00 10,00/ 8,00
NEMATODO 7 | 14,00 | 14,00 | 15,00 | 21,00| 14,00/ 14,00 11,00 7,00/ 5,00
NEMATODO 8 | 16,00 | 14,00 | 16,00 | 15,00/ 13,00 16,00 9,00 7,00/ 6,00
NEMATODO 9 | 16,00 | 16,00 | 17,00 | 15,00 15,00/ 1500| 8,00 8,00 7,00
NEMATODO 10 | 17,00 | 17,00 | 18,00 | 15,00{ 15,00| 16,00 10,00 8,00 9,00

Anexo 4 Informe de resultados emitido por Hidrolab.

Informe de Ensayo (5N)
N° Informe: 8376-02

Cliente: WENDY PAOLASANCHEZ
Direccion: 34 bis # 68 ¢ - 05 barmrio la alqueria,,
Proyecio: Control muestras de agua residual doméstica

Identificacion Cliente: WENDY PAOLA SANCHEZ
L'l.lgnrd_e Muestreo: Calle 59B N° 18D-72 SUR

Direccidn:

Ciudad / Regién: BOGOTA,Bogota D.C
Punto de Muestreo: Aleatorio

Matriz: Aguas residuales
Término de Muestreo  12/06/2018 08:50:00
Muestreado por: Cliente

Latitud: 433" 436" Longitud:74"" 8% 337

Parimetro Unidades Resultados Fecha y Hora
Anilisis
Cromo mg/L Cr 0,024 20/06/18 16:51

Motas:
(2) Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 22th Edition 2012.
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7
Varcelis Vargas Alex Contreras
Directora Operativa Jefe de drea Fisicoquimica
Fecha Emisién Informe: 26/06/2018
* 8376266V V164450D0¢x

Tipo de Muestreo: Puntual
Recepcidn Laboratorio 14/06/2018 13:25:02

B Hidrolas

Ref.Método

SM 3111 B(2)
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