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Resumen 

La plata es ampliamente utilizada en forma pura o combinada en industrias como la 

fotografica, la quinica, en la elaboracién de colorantes y pigmentos, en la fabricacién de 

cerdmica, en orfebreria, joyeria, y en aparatos electrénicos de precisién. También es 

utilizada como solucién bactericida, en la potabilizacién de agua para el consumo 

humano, en oftalmologia, como revestimiento de préotesis, textiles o para asepsia de 

instrumental médico-quirdrgico, como cementante dental, etc. 

Se ha sugerido su potencial téxico y genotéxico, por lo que se realizd una evaluacién de 

éste a la luz de dos pruebas citogenéticas: el indice mitético (IM) y el ensayo cometa O 

técnica de electroforesis unicelular, teniendo como sistema el cultive de linfocitos 

humanos obtenidos muestras de sangre periférica de 10 individuos adultos sanos para 

cada prueba. 

Para determinar la citotoxicidad del ion plata, se expusieron los cultivos durante 48 h 

con 0.01, 10, 100 y 1000 pg AgNO;/ml de cultivo; encontrando que el ion Ag+ disminuye 

significativamente el IM a partir de 100 pg/ml y a 1000 disminuye a menos de 100 

células y no se encuentran células en division. 

Para evatuar la genotoxicidad se aplicd el ensayo cometa a muestras de cultivo de 

linfocitos expuestos durante 48 h, a concentraciones de: 10 y 100 4g AgNOs/mil, 

encontrandose que el ion plata aumenta significativamente el niimero de células dafiadas, 

asi como la longitud promedio de la migracién del ADN en ambas concentraciones. 

 



  

  

Introduccidn 

Introduccién 

El desarrollo cientifico y tecnolégico ha traido como consecuencia que cada vez mds las 

poblaciones humanas estén expuestas a situaciones de riesgo por contaminantes quimicos 

y biolégicos. La naturaleza tiene mecanismos de autopurificacién, pero su capacidad 

autorreguladora no es infinita, cuando es sobrepasada, se producen cambios irreversibles 

en el medio que perturban la vida, produciendo enfermedad o muerte (Albert, 1990). 

Muchas son las enfermedades asociadas con 1a exposicidn a agentes téxicos cuyo 

mecanismo de accidén es desconocido (Tice, 1995). 

Por ello, es necesario evaluar el efecto que los contaminantes tienen sobre la salud y, al 

mismo tiempo, es indispensable desarrollar técnicas de monitoreo bioldgico y 

biomarcadores 0 indicadores de diagnéstico temprano que alerten y prevengan sobre el 

riesgo por exposicién a tales contaminantes (Gonsebat, et a/,, 1995: Butterworth, et al, 

1995). 

Las pruebas para evaluar dafio de agentes téxicos inicialmente se realizaban con sistemas 

in vitro y, posteriormente se llevaron a cabo con animales de laboratorio o plantas; en los 

Ultimos aos la tendencia ha sido desplazar las pruebas in vivo por el uso de lineas 

celulares 0 cultives de tejidos (Atterwill, 1995), pues se tiene gran interés por hacer 

cada vez menos invasivas estas pruebas a nivel individual y ecolégico (Butterworth, et a/., 

1995). 

Los estudios epidemiolégicos y el monitoreo de poblaciones que han estado expuestas, 

junto con investigaciones experimentales en varios sistemas de prueba, son de gran 

utilidad para identificar los cambios celulares y moleculares causados por agentes 

téxicos (Butterworth, ef a/., 1995; Dierickx, y Bredael-Rozen, 1996). 

 



Introduccién 

Existen informes de los efectos nocivos que sobre plantas y animales tienen muchos 

metales como el mercurio, plomo, cobre, cadmio, zinc, aluminio, lantano, fierro y niquel y 

se ha observado que, en general, existe una correlacién positiva entre el grado de 

mutagenicidad y la incidencia de cdncer, es decir, que los metales con efecto genotéxico 

a menudo son carcinogénicos (Carson, et af, 1986; Fishbein, ef al, 1987; Sharma y 

Talukder, 1987; Sullivan y Krieger 1992; Filov, ef a/, 1993; Hirasawa, ef al., 1994). Se 

sabe del potencial clastogénico de metales como el mercurio y el arsénico (Ostrosky- 

Weginan, 1993); existen otros como el oro y, en este caso, la plata que han sido poco 

estudiados, los que por sus caracteristicas fisico-quimicas suelen bioacumularse y 

potencialmente pueden llegar a ser clastogénicos (Nakamuro y Sayato, 1986; Sharma y 

Talukder, 1987). 

Caracteristicas generales de la plata 

La plata es un metal que estd incluido entre los elementos quimicos del grupo I-B de Ia 

Tabla Periddica, es un mineral que se encuentra en forma pura o combinada con 

halogenuros, en forma de dxidos, de carbonatos, nitratos, fosfatos y sulfatos, y 

generalmente estd asociado con otros metales como el oro, el cobre y el plomo. Por su 

maleabilidad y ductilidad, después del oro, es el mejor conductor del calor y la 

electricidad; ademéds de no ser atacado por el agua y el oxigeno atmosférico (Fairbridge, 

1972: Mortimer, 1983; Budavari, ef a/, 1996). 

En condiciones naturales se encuentra en bajas concentraciones, sin embargo, los 

desechos antropogénicos de plata contaminan suelos, pastizales y zonas costeras 

(Thurberg, et a/., 1974; Ramakrishna, e+ al, 1982). 

 



  

  

Introduccién 

Falandysz y Danislewicz (1995) estiman que, de 1.15 x 10* ton de Ag que se producen por 

afio en el mundo, alrededor del 40% se vierten al ambiente: se han encontrado niveles de 

mds del doble de la norma establecida en especies de invertebrados marinos, debidos a 

descargas con desechos de plata: también refieren que después del accidente de 

Chernobyl (1986), en toda Europa se registré la presencia de los radioisétopos “Ag y 

40m Ag meta-estable, los cuales se encuentran en descargas de nucleoeléctricas que 

funcionan normalmente. 

Importancia econdmica y usos de la plata 

La plata es un metal precioso que por sus propiedades fisicas y quimicas es utilizado, 

puro o combinado, en las industrias eléctrica; minera —de gran importancia en nuestro 

pois, pues es el primer productor a nivel mundial— (tabla I); en joyeria y orfebreria y en 

la fabricacién de instrumentos electrénicos de precisidn (en electrodos de 

conductimetros, potencidmetros, oximetros, entre otros) y en la manufactura de 

aparatos odontoldgicos. Por su capacidad bactericida y antiséptica, como nitrato de plata 

se utiliza en la potabilizacién de agua, en la elaboracion de fdrmacos, en recubrimientos 

de préotesis y telas, en fotografia y en la elaboracién de colorantes, pigmentos y 

cerdmica, (Granati, ef al, 1982; Ramakrishna, et a/,, 1982; Sullivan y Krieger, 1992: Filov, 

et al, 1993; Hirasawa, ef a/., 1994; Falandysz y Danisiewicz, 1995; Budavari, ef a/,, 1996). 

De manera que son muchas las personas involucradas en los procesos productivos, de 

extraccién, transformacién y manejo y que, por lo tanto, estén ocupacionalmente 

expuestas a la plata en las diferentes dreas de la industria y la artesania. 

 



  

Tabla I. Produccién mundial de plata en toneladas* 

en el perfodo 1990-1999 
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Produccién anual de plata pura (Ton)i 
  

  

  

  

  

  

  

  

                        

Pals 

productor | sooo | 1901 | 1992 | 1953 | 1994 | 199 | 199 | 1997 | 1998 | 1999 

México 2453 | 2283 | 2115 | 2136 | 2215 | 2324 | 2528 | 2679 | 2877 | 2700 

Peri 1725 | 1770 | 1570 | 1573 | 1700 | 1908 | 2000 | 2077 | 1934 | 1900 

EE.UU 2170 | 1848 | 1804 | 1645 | 1480 | 1640 | 1800 | 2150 | 2060 | 1860 

Australia | NR? | NR? | 1245 | 1100 | 1060 | 1100 | 900 | 1106 | 1469 | 1500 

Canadé 1380 | 1400 | 1207 | 901 | 758 | 900 | 1200 | 1222 | 1179 | 1100 

URSS 1400 | 1300 | NR? NR? NR? NR? NR? NR? NR? Ne? 

Otres 6085 | 6209 | 72033 | 67423 | 65703 | 66003 | 6 5003 | 71703 | 7 2003 | 6 7003 

Total | 15 213 | 14 810 | 15 144 | 14 097 | 13 783 | 14 024 | 14 928 | 16 404 | 16 719 | 15 760 
  

* Incluye las actividades mineras de extraccién, beneficio, fundicidn y afinacién. 

1 Fuentes: Datos de México: de 1990-1995, INEGT, (1996), de 19996-1999 en, Base de datos del INEGI, 

1998-2000 (http://www.inegi.gob.mx) y los otros patses, en: U.S. Geological Survey, Mineral Commodity 

Summaries, 1991-2000, (http://www.usgs.gov). 

2 La produccién en estos afos, estdé reportada en Otros paises. 

Toxicologia de la plata 

En dreas contaminadas, se han encontrado altas concentraciones de plata en cuerpos 

fructiferos de los hongos Agaricus campestris, A. bisporus, Lycoperdum perlatum y 

Calvatia utriformis (Falandysz y Danisiewiez, 1995). 

Se ha observado que en concentraciones de 4 yg/I 6 mds la plata es altamente toxica y 

hasta letal en especies acudticas como: algas, truchas, carpas, bivalvos, gasterdpodos y 

Daphnia (Thurberg, et a/., 1974: USEPA, 1980; Filov, et a/., 1993; Falandysz y Danisiewicz, 

1995). 

El ion plata generalmente es de baja toxicidad para el hombre (USEPA, 1980); el contacto 

  

 



  

  

Introduccién 

directo con cristales de nitrato de plata (AgNOs) tiene un efecto cdustico y astringente 

sobre la piel humana (Filov, et a/,, 1993, Budavari, et a/,, 1996), la exposicién prolongada 

provoca que se comporte como metal pesado, acumuldndose en piel y membranas mucosas 

del pulmén, trdquea, estémago e intestinos, tanto del hombre como de otros animales 

(Sullivan y Krieger, 1992), llegando a causar argiria generalizada y, en estados avanzados, 

necrosis tisular (Sullivan y Krieger, 1992: Filov, ef a/. 1993: Hirasawa, ef al, 1994). 

La anormatidad conocida como argiria es una coloracién parda-grisdcea producida por la 

acumulacién de particulas de plata en Ia piel. Esta misma coloracién se ha observado en 

los ojos de personas que hacen uso continuo de férmacos oftdlmicos que contienen 

nitrato de plata (AgNOs) o cloruro de plata (AgClz) Ilegando a presentar dafio en la vision 

y cuando se suministra en altas concentraciones provoca incluso la necrosis de las células 

del ojo debido a que, como otros metales (Hg, Sn, Cu, Zny Pb), se solubiliza en la cornea 

(tabla IT). En solucidn al 5% el AgNO; también se usa como desinfectante preventivo en 

los recién nacidos (Sullivan y Krieger, 1992). 

Tabla II. Solubilidad en la cérnea de algunos de los compuestos 

metdlicos mds comunes.* 

  

  

  

  

  

  

  

Metal Solubilidad en la cérnea Compuestos comunes 

Mercurio Alta Cloruro de mercurio y mercurio liquide. 

Estafio Moderada Cloruro de estafio. 

Plata Moderada Amonio de plata y nitrato de plata. 

Cobre Moderada Sulfato de cobre y nitrato de cobre. 

Zine Baja Sales de zinc. 

Plomo Baja Acetato de plomo.           
™ Tomado de (Sullivan y Krieger, 1992). 

En andlisis forense realizado a un individuo de 69 afios que murié por ingestion de un 
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liquido que contenia 25.5% de potasio y 30.7% de plata, se encontraron altos niveles de 

ésta en estdémago, intestinos, higado, rifién, corazén, pulmdn y cerebro, en tanto que los 

niveles de potasio no se alteraron, por lo que se concluyé que la causa del deceso fue la 

plata (Lech, 1997). 

Se han encontrado depésitos de plata en el cerebro de la progenie de ratas con argirosis; 

se ha observado que el ion plata altera significativamente el metabolismo del cobre, 

disminuyendo la actividad de la ceruloplasmina-oxidasa (CP-oxidasa) en higado, pancreas 

y rifiones de ratas sanas a las que se les suministré intra-peritonealmente una solucién 

9.3 pmol/Kg de AgNO; durante 6 dias (Hirasawa, ef a/., 1994). 

En casos de exposicién crénica, en seres humanos se ha observado toxicidad renal, 

hepatica y arterosclerosis (Hayes, 1994). De la misma manera que otros metales como 

el oro, estafo, bismuto, fierro, bario y el cobre, la exposicién severa y crénica a la plata 

pueden provocar dafio neuroldgico, estados confusionales y demenciales (Sullivan y 

Krieger, 1992). 

En 1982, Granati, ef.a/, estudiaron fluidos corporales de trabajadores expuestos a 

diferentes compuestos de plata, encontrando que, a pesar de su acumulacién en drganos y 

tejidos, ésta es eliminada por el organismo. Robinson y Costa (1982) publicaron que 

existen evidencias de su potencial clastogénico, pues en forma de sulfuro es capaz de 

romper las cadenas de la molécula del ADN. 

Nakamuro y Sayato (1986) sugirieron su capacidad clastogénica en eélulas de mamifero, 

aun cuando este efecto no fue estadisticamente significativo, ya que encontraron 

aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos tratados con diferentes 

concentraciones de sulfuro de plata.
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La US Environmental Protection Agency (USEPA), ha clasificado al ion plata en el grupo 

“D" de los metales no carcinogénicos (tabla III), debido a que no hay evidencias de 

carcinogenicidad en humanos y porque la mayoria de los estudios hechos en animales son 

negativos (Hayes, 1994). 

La ha establecido una dosis de referencia (RFD) oral de 10 4g/kg/dia para proteger 

sensibilidades individuales y fa cual se considera el limite cosmético, ya que esta basado 

en la concentracién en la que se deposita y causa argirosis u oscurecimiento de la piel 

(Hayes, 1994). 

La RfD para la exposicién por inhalacién no ha sido determinada; /a American Conference 

of Governmental Industrial Hygienists (C61H), ha adoptado los Threshold Limit Value 

(TLV) y Time Weighted Average (TWA para una exposicién de 8 h/dia) de 0.1 mg de 

Ag’/m? para el metal y de 0.01 mg de Ag’/m’ para los compuestos solubles; estas mismas 

concentraciones son las normas de salud ocupacional recomendadas por el National 

Institute for Ocupational Safety and Health (NIOSH), considerando que dosis mayores 

provocarén dao en los ojos, la nariz y la garganta, asi como la irritacién de piel y 

dermatitis. Las medidas preventivas sugeridas incluyen el uso de guantes, gafas y 

mascarillas aprobadas por el mismo instituto (Sullivan y Krieger, 1992). 
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Introduccion 

Linfocitos 

Los linfocitos © glébulos blancos son las células encargadas de la inmunidad, se calcula 

que en el hombre alrededor de 2 x 10 de ellos circulan libremente en el torrente 

sanguineo, en la linfa y en tejidos especializados de ciertos érganos como el timo, médula 

ésea, bazo, placas de Peyer en el intestino delgado, apéndice, nédulos Jinfaticos, 

amigdalas y adenoides: ademas, frecuentemente se les encuentra en la epidermis y 

endodermis de epitelios no escamosos. En cuanto a masa celular, el sistema inmune es 

equivalente al higado 0 al cerebro (Alberts, ef al., 1995). 

Los linfocitos se desarrottan a partir de células madre hematopoyéticas indiferenciadas, 

que migran por la sangre hasta el timo en donde se diferencian y de donde 

posteriormente van a los tejidos linfoides periféricos transformdndose en linfocitos T, 

otras células madre se diferencian a linfocitos en el propio tejido hematopoyético 

(torrente sanguineo) y posteriormente migran a los tejidos linfoides periféricos para 

convertirse en células. Ambos tipos de celulares se caracterizan por tener una alta 

capacidad reproductiva (Alberts, ef al, 1995). 

El numero de linfocitos por unidad de volumen de sangre varia dependiendo de la edad y 

el estado de salud, con un valor mdximo en los recién nacidos y nifios pequefios. 

Normalmente entre 55 y 80% de los linfocitos son T y un 10 a 15% del tipo B (Gonsebatt, 

et al, 1995); las diferencias individuales en la proporcién de los linfocitos T y B pueden 

ser considerables (Alberts, et a/, 1995). Cada uno de estos grupos celulares estd 

compuesto de. subpoblaciones con una funcién y cinética de proliferacién diferente 

(Preston, ef al, 1987), especialmente {as células T que, en general, producen las 

respuestas inmunes mediadas por células: algunas de las poblaciones de células T actuan 

como supresoras de la funcién. Las células B son las responsables de la inmunidad humoral 

11 
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(Alberts, ef a/,, 1995). 

La mayoria de las células que circulan por el torrente sanguineo se encuentran en Goo 

interfase, aunque no necesariamente en el mismo estado metabdlico del ciclo celular y 

pueden ser facilmente estimuladas por agentes clastagénicos, cito y genotéxicos. Para el 

caso de exposicién a agentes téxicos, se ha calculado que cada 3 minutos la sangre 

cumple un ciclo de circulacién por el cuerpo de tal forma que los linfocitos pueden tener 

contacto con éstos en la sangre periférica y ser especificamente estimulados para 

diferenciarse y producir una respuesta inmune (Alberts, ef a/,, 1995). 

La induccién de proliferacién en la mayoria de los linfocitos es un proceso multiple. Los 

mitdgenos como la fitohemaglutinina (PHA) 0 la concavalina A (ConA), inducen la expresién 

de receptores para interleucina-2 en células T y les confieren 1a capacidad de actuar 

como mensajeros de la inmunidad mediada por células (Barile, 1994). La nica proteina 

responsable de hacer esto a las células T es la interleucina-1, induciéndolas a sintetizar 

interleucina 2, con lo que se da inicio a la proliferacién mediante la sintesis de ADN y la 

divisién celular (Gonsebatt, et a/, 1995). 

Cultivo de linfocitos 

El cultivo de linfocitos es uno de los sistemas mds utilizados para evaluar, a través de 

diferentes parémetros, los mecanismos de toxicidad de muchas drogas y agentes téxicos 

como los hidrocarburos policiclicos aromdticos, marihuana, cocaina, morfina, metales, etc. 

(Preston, et al, 1987; Gosden y Robertson, 1992; Ostrosky-Wegman, 1993; Gonsebatt, 

1995). 
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Introduccidn 

Desde que Moorhead, ef al. (1960) observaron que los linfocitos de sangre periférica 

eran estimulados a dividirse por la fitohemaglutinina (PHA), y de lo relativamente facil 

que era obtener gran cantidad de células en cultivo, este sistema de prueba se convirtid 

en una valiosa herramienta en citogenética de mamiferos y ha sido extensamente 

utilizada en el monitoreo bioldgico (WHO, 1985). Esta estimulacién in vitro, es 

morfolégica y bicquimicamente similar a la respuesta inducida por la estimulacién 

antigénica in vivo. Los inmundlogos han usado este sistema de prueba para el monitoreo 

de competencia inmunolégica de los linfocitos de pacientes con varios desérdenes antes y 

después de la terapia inmunosupresiva; asi como para explorar las interacciones de 

agentes téxicos con el sistema inmune (Barile, 1994). 

Aunque el origen de la mayoria de las enfermedades como el cancer, la autoinmunidad o 

defectos congénitos en el hombre estdn relacionados con una exposicién previa a 

sustancias téxicas, los procesos o mecanismos por los cuales un agente presente en el 

ambiente causa estos efectos son desconocidos para la mayoria de los xenobidticos 

(Gonsebat, ef a/,, 1995). 

Indice Mitético 

El indice mitético (IM) o indice de proliferacién es un pardmetro que ha sido utilizado 

para determinar el efecto citotéxico de agentes quimicos sobre cultivos de linfocitos 

humanos (Ostrosky-Wegman, 1993). 

Se ha reportado que dosis bajas de agentes quimicos son capaces de producir 

proliferacién y, que la disminucién de este indice es efecto de toxicidad celular, por lo 

que se eligid este pardmetro para conocer el potencial citotdxico de la plata (Ostrosky- 

Wegman, 1993; Aguilar, ef a/., 1999). 
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Introduccién 

Ensayo cometa 

El ensayo cometa es una prueba desarrollada por Singh, ef a/., 1988 y modificada por 

Tice y Andrews (1993), que permite evaluar el dafio al ADN, a partir de la deteccidn de 

rompimientos de cadenas sencillas 0 monchebra, la cual ofrece grandes ventajas: la 

primera es que monitorea células individuales, siendo muy sensible, cuantificable y 

aplicable a una gran variedad de tejidos de diversas especies, siendo Gtil para cualquier 

poblacién de células eucariontes. Ademds se requiere de muestras muy pequefias, bastan 

unos cuantos miles de células (< 10,000) para obtener informacién sobre la distribucién 

intracelular de! dafio; debido a que el andlisis se hace a nivel de células individuales los 

resultados permiten determinar la sensibilidad interindividual en relaciones de bajas 

dosis-respuesta, para identificar el dafio cito y genotdéxico en muy poco tiempo 

(McKelvey-Martin, ef a/, 1993; Tice y Andrews, 1993: Betancourt, ef a/., 1995; Tice, 

1995). 

El dafio que se detecta por esta técnica puede ser de varios tipos, pues con algunas 

modificaciones es sensible a rompimientos de una o de doble cadena de ADN:; a sitios 

lébiles: a escisiones incompletas en sitios de reparacién, al mismo tiempo que a la lisis y 

fragmentacién del ADN que estd asociada a muerte celular (McKelvey-Martin, ef af, 

1993: Tice, 1995). 

Caracteristicas del sodio y el potasio. 

Existen otros, como los metales como el sodio y de potasio, cuyos cationes 1° se combinan 

con el ion NOs’ para formar las sales de nitrato de sodio (NaNQs) y la de potasio (KNO3,) 

respectivamente, que son solubles en agua y tienen un pH neutro y que también son 

ampliamente utilizados en la industria (Budavari, e¢ al,, 1996). 
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Introduccién 

El sodio y el potasio son metales alcalinos clasificados en el grupo I de la Tabla periddica. 

Ambos iones son constituyentes fundamentales de fluidos intra y extracelulares de 

plantas y animales, y juegan un papel fundamental en la generacién de potenciales 

bioeléctricos para el equilibrio osmético, tanto en animales como en el hombre (Filov, et 

al, 1993; Budavari, et a/,, 1996). 

El ion sodio ademés estd involucrado en el metabolismo animal de minerales, en el balance 

dcido-base y en la conduccidn de impulsos nerviosos. En tanto que el potasio contribuye al 

metabolismo de los carbohidratos y la sintesis de proteinas (Filov, et a/., 1993). 

El NaNOs denominado comercialmente como salitre de Chile o nitro de Chile, es utilizado 

en el curtido de pieles, en la manufactura de vidrio, cerillos y en la preparacién de tabaco 

(mejora sus propiedades de ignicién), como fijador de color en carnes para embutidos y 

como conservador, en el esmaltado de alfareria, clinicamente en el tratamiento de 

pardsitos, también se le utiliza como fertilizante y como catalizador para la preparacién 

de dcidos sulfurico y nitrico (Budavari, et al, 1996). 

El KNOs es utilizado al igual que NaNOs en el embutido de carnes y como conservador, 

para tratar al tabaco (pues coadyuva a mejorar su ignicién), en la fabricacién de vidrio y 

cerillos; se usa en juegos pirotécnicos, en la elaboracidn de luces y velas: para templar el 

acero; como fertilizante y clinicamente se usa como diurético en el hombre (Filov, et al, 

1993, Budavari, et a/,, 1996). 

Toxicologia de KNO; y NaNOs 

La actividad citotéxica tanto del sodio como del potasio, es mds bien atribuida al anién al 

que estén unidos, en este caso al NO;. que a dichos metales. Sharma y Talukder (1987), 
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Objetivos 

Objetivo general: 

© Determiner el efecto citotéxico y genotéxico del ion plata en cultivos de linfocitos 

humanos mediante el indice mitético y la aplicacién del ensayo cometa. 

Objetivos Particulares: 

¢ Determinar la citotoxicidad del ion plata en cultivos de linfocitos humanos expuestos 

durante 48 horas a 0.01, 10, 1000 4g/mi de nitrato de plata (AgNOs) mediante el 

indice mitético. 

¢ Determinar el efecto citotéxico del NaNO: y del KNOs, aplicados en las mismas 

concentraciones que el AgNQs, en cultivos de las mismas muestras de sangre, 

utilizando también el IM, con el fin de descartar que el causante del posible dafio a 

las células en cultivo sea el ion Ag’ y no el NOs. 

¢ Determinar el daio del ion plata (Ag’) sobre la molécula de ADN de linfocitos 

humanos in vitro, mediante el ensayo cometa o electroforesis unicelular. 
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Hipdtesis 

Hipétesis: 

Si el ion plata presenta efecto citotéxico se espera encontrar diferencias 

significativas entre los indices mitéticos de los cultivos tratados con AgNOs con 

respecto a los testigo y a los expuestos a NaNOs y KNOs; asimismo, si dicho ion 

es genotéxico, se espera que las células expuestas a AgNO; produzcan diferencia 

significativa en la longitud del desplazamiento de ADN en el ensayo cometa con 

relacién a las no expuestas. 
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Material y método 

Material y método: 

Disefio Experimental 

Con el propésito de verificar la hipétesis y con base en lo propuesto por Preston, et.al. 

(1987), se decidié utilizar como sistema de prueba el cultivo de linfocitos humanos por 

su bajo costo, su facil acceso, ya que es suficiente extraer algunos ml de sangre para 

obtener una poblacién considerable de éstos y por su reproductibilidad. Otra de las 

ventajas es que cerca del 90% de estas células estdn involucradas en la respuesta 

inmune y, dado que se encuentran en fase Go, son susceptibles de ser estimuladas con 

diferentes mitégenos, y de interactuar con agentes clastogénicos o citotdxicos, cuando 

se les expone a éstos por 48 horas. 

Para estimar la citotoxicidad del ion plata se eligié emplear el indice mitético (IM), 

porque se ha reportado que tanto ej aumento como la disminucién de éste, en cultivo de 

linfocitos, son indicadores de dafio causado por exposicién a xenobisticos (Preston, ef ai, 

1987; Ostrosky-Wegman, 1993; Gonsebatt, et a/, 1995). 

Para la evaluacién del dafio genotéxico, se decidié utilizar como biomarcador, la técnica 

de electroforesis unicelular 0 ensayo cometa, propuesto por Singh, et af. (1988), que 

ofrece grandes ventajas, pues es una prueba rdpida, sencilla y muy sensible para la 

deteccién y medicién temprana de dafio al ADN en células individuales de mamiferos y en 

este caso de linfocitos, requiriéndose una cantidad muy pequefia de muestra, 50 4 

(~10,000 células por gel), por lo que actualmente se utiliza como indicador en estudios 

de reparacién, biomonitores y genética toxicoldgica. 
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Material y método 

El disefio experimental consistié en la preparacién de los cultivos de linfocites de 10 

donadores adultos de ambos sexos, a los cuales, después de 24 horas de incubacién a 

37°C, se les expuso al ion plata (Ag’) en las diferentes concentraciones durante 48 

horas y se determiné el IM, asi como el porcentaje de células dafiadas, la longitud 

promedio del desplazamiento del ADN y la distribucién de frecuencias de la migracién 

de las células dafiadas de los lotes experimentales y testigo (figura 1). De la misma 

manera, cultivos de los mismos donadores fueron expuestos a los iones sodio y potasio 

(Na’ y K*) en las mismas concentraciones y condiciones para la obtencién del IM y 

posterior comparacién para descartar el efecto genotéxico del ion NOs”. 

Las concentraciones de exposicién fueron seleccionadas con fundamento en lo reportado 

por Sharma y Talukder (1987) y los limites establecidos por la USEPA (Filov, et ai, 1993) 

para los compuestos de plata se prepararon soluciones de: 0.01, 10, 100 y 1000 4g de 

AgNOs/ml de cultivo para la determinacion del IM, en tanto que para evaluar el dafio al 

ADN, sélo se utilizaron las dosis de 10 y 100 ug de AgNO;/ml de cultivo. 

Cultivo de linfocitos humanos 

Obtencién de la Muestra: 

Con jeringas estériles heparinizadas se obtuvieron 10 ml de sangre periférica de 10 

donadores adultos sanos de ambos sexos, de 31.6 + 1.9 afios de edad promedio, de los 

cuales sélo una persona manifests tener el hdbito del tabaquismo (tabla TV). 
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Material y método 

Tabla IV. Datos generales de los donadores de sangre para 

determinar el IM. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

DONADOR SEXO (ares) 
AA Femenino 40 

CA Masculino 24 

DA Masculino 35 

ED Masculino 32 

e* Femenino* 37 

HE Masculino 36 

Is Masculino 24 

LU Femenino 36 

ME Femenino 25 

ML Femenino 27 

PROMEDIO + EE 31.6+1.9   
  

* Donadora con tabaquismo. 

Siembra para evaluacién del IM: 

Con base en la técnica propuesta por Arakaki y Sparkes (1963) y Moorhead, ef a. 

(1960) se prepararon cultivos, en condiciones de esterilidad, colocando en frascos 4.5 ml 

de Medio McCoy (Microlab), 0.02 mi de Fitohemaglutinina (Microlab), 0.02 de Solucién 

Antibidtica (Microlab) y 0.3 ml de sangre completa; se incubaron a 37 °C. Cabe 

mencionar que de cada muestra de sangre se prepararon 60 cultivos para probar 

simulténeamente el efecto de las tres sales de nitrato AgNOs, NaNOs y del KNOs, en 

diferentes concentraciones, como se explica mds adelante. 
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Material y método 

Tratamiento 

Preparacién de las soluciones de nitratos: 

Se prepararon soluciones acuosas stock de los nitratos de plata, de sodio y de potasio 

(Merck), cada uno en las concentraciones de 0.1, 10, 100 y 1000 pg/ml y se esterilizaron 

por filtracién a través de membrana Millipore con didmetro de poro de 22 san. 

Exposicidn: 

Después de las primeras 24 horas de incubacién, a cada uno de los cultivos 

experimentales se les agregé 0.5 ml de la solucién de AgNOs, de NaNO, o de KNOs, 

correspondiente (3 cultivos/concentracién/donador) para obtener concentraciones 

finales de 0.01, 10 y 100 pg/ml de medio de cultivo. Todos los lotes se reincubaron por 

48 h mds, a 37 °C. 

Cosecha: 

Después de 71 horas de incubacién, a todos los cultivos se les agregs 0.2 mi del 

mitostdético Colcemida (Microlab) y se reincubaron a 37 °C por 1 hora mds; transcurrido 

este tiempo, las muestras se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10 min, se retiré el 

sobrenadante y a los paquetes celulares se les aplicé un tratamiento hipoténico con 

aqua destilada a 37 °C durante 20 min. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min y 

los paquetes celulares fueron fijados con solucién Carnoy (metanol-dcido acético, 3:1) 

fresca. Se volvieron a centrifugar y se lavaron con fijador varias veces hasta obtener 

un sobrenadante claro y un paquete celular blanquecino. 
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Material y método 

Elaboracidn de laminillas: 

Se retiré el ultimo sobrenadante, se resuspendieron las células en 0.5 mi de fijador, con 

la pipeta Pasteur se tomé la mitad de la suspensidn, dejdndose caer en gotas sobre 

portaobjetos limpios y sumergidos en agua fria y, se secaron al calor de fa flama del 

mechero. Se obtuvieron en total 6 preparaciones/lote/donador. 

Una vez secas, las laminillas se tiferon con colorante de Giemsa (Merck) al 10 %, 

durante 20 minutos, después de lo cual se enjuagaron con agua de la lave y se dejaron 

secar al aire. 

Determinacién del indice mitético: 

Las 60 laminillas de cada individuo se etiquetaron con una clave para ser revisadas por 

dos personas diferentes para evitar predisposicidn, es decir a doble ciego. 

Auxilidéndose con un contador de células manual, se contabilizé el numero de nucleos 

interfasicos y el de los metafdsicos, hasta completar un total de 1000 células por 

laminilla, un total de 6,000 células/lote/donador. 

Se sumaron los datos de cada preparacién/lote/donador y el indice mitético (IM) se 

determiné con la férmula: 

Numero de metafases 

  

IM= x 100 

Nimero de células observadas 
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Material y método 

Con los IM de cada donador se obtuvo el IM promedio y EE (error estdndar) por lote y 

por tratamiento con las diferentes sales. 

Los resultados de los cultivos no expuestos o testigo/lote/donador se compararon con 

cada uno de los cultivos expuestos a cada sal mediante el Andlisis de Varianza con F de 

Snedecor y la prueba de rangos miltiples de Tukey, 0=0.05, empleando el paquete 

Statistical Package for Social Sciences (SPSS). 

Ensayo cometa 

Para determinar si el ion plata tiene efecto genotéxico se realizd la técnica de 

electroforesis unicelular 0 ensayo cometa, desarrollada por Singh, ef af (1988) y 

modificada por Tice y Andrews (1993), con linfocitos humanos expuestos a este ion. 

En virtud de que tanto el NaNO; como el KNOs resultaron inocuos en la prueba de IM y, 

con base en los resultados obtenidos en los cultives tratados con Ag’, el ensayo cometa 

sélo se realizé con cultivos expuestos a 10 y 100 4g de AgNO;/ml de medio. 

Obtencién de la muestra: 

Se prepararon cultivos de linfocitos de sangre periférica de 10 donadores adultos sanos 

de ambos sexos (5 mujeres y 5 hombres), algunos de los cuales formaron parte del 

grupo de donadores para el IM, con una edad promedio de 32.1 + 1.8 afios, sin adicciones 

al tabaco o el alcohol (tabla V). 
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Material y método 

Los eultivos se prepararon por duplicado teniendo un lote testigo y dos experimentales, 

se incubaron 24 h a 37 °C y de la misma manera que en el caso de la muestra del IM, se 

expusieron por 48 horas a 10 y 100 4g/ml de AgNOs, respectivamente. La primera es la 

que la USEPA ha establecido como limite para compuestos de plata y la segunda es la que 

resulté citotéxica en el caso de la determinacién del IM de este trabajo. 

Transcurrido el tiempo de exposicién, los cultivos se centrifugaron a 1500 rpm durante 

10 minutos, se lavaron de 3 a 5 veces con PBS al 0.5% (Microlab) libre de Mg+ y Cas, 

hasta obtener un sobrenadante claro y paquetes celulares blanquecinos que se 

transfirieron a tubos de Ependorf. 

Tabla V. Datos generales de donadores para el ensayo cometa. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

DONADOR SEXO Cates) 

AA* Femenino 41 

DA* Masculino 36 

Eb* Masculino 33 

EM Masculino 31 

6U Femenino 30 

HE* Masculino 37 

LE Femenino 27 

Lu* Femenino 37 

ME* Femenino 26 

st Masculino 23 

PROMEDIO + EE 32.10 + 1.81         
* Donadores de sangre tanto para IM como para este ensayo. 
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Material y método 

Preparacidn de Microgeles para la Electroforesis: 

Sobre portaobjetos esmerilados (Fisher) se colocaron 110 44 de solucién de Agarosa 

regular (Gibco BRL) al 0.75% en PBS, se colocé el cubreobjetos, se dejd solidificar a 

temperatura ambiente. Deslizando suavemente se retiré el cubreobjetos y se les agregé 

una capa de 75 44 de una mezcla de Agarosa de bajo punto de fusién (Gibco BRL) al 0.5% 

en PBS, a 37° C, con 50 ;A (~10,000 células) de linfocitos de cada cultivo/lote/donador, 

se colocé encima el cubreobjetos y se permitié solidificar sobre bolsas de hielo. Una vez 

solidificado el gel, se retiré el cubreobjetos y se agregé una tercera capa de 75 jd de 

solucién de Agarosa de bajo punto de fusién, se volvid a colocar el cubreobjetos y se 

dejé que solidificara en bafio de hielo (figura 2-a). 

Lisis: 

Con el fin de lisar las células y poder analizar el posible dafio al ADN, los portaobjetos 

se sumergieron en solucion de lisis pH 10, en la cual se mantuvieron al menos por una 

hora, protegidos de la luz, a 4 °C (figura 2-b). 

Electroforesis: 

Los microgeles se sacaron de la solucién de lisis y se colocaron lado a lado sobre la 

cdmara horizontal de electroforesis (Biorad), la cual se llend con buffer de 

electroforesis pH 10, recién preparado y a temperatura de 4 °C; los geles asi 

sumergidos se dejaron reposar por 20 min (a/calinizacidn) y después de este tiempo, se 

les aplicé una corriente eléctrica de 25 V y 300 mA por 20 min (figura 2-c). 
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Figura 2. Esquema de \a técnica del ensayo cometa o electroforesis unicelular 
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Deslizéndolo suavemente 
Microgeles sumergidos en solucién 

1° Capa: 110 yl de agarosa regular 0.75% alcalina (pH 10): NaOH 300 mM 

2° Capa: 75 pA agarosa bajo pto. fusién 0.05% + EDTA 1 mM 

+ 5O yl de suspensién celular + PBS 

3° Capa: 75 pl agarosa bajo pto. fusién 0.05% t 

Desenroilamiento de! ADN en 

sol. Alcalina, 20 min a 4 °C 

Electroforesis en buffer pH 10, 

a 25 V y 300 mA, 20 min a 4 °C 
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-EDTA 0.1 M 

-Tris (pH 10) 0.01 M 
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-Lauril Sarcosinato con Tris 400 mM (pH 7.5) 

Sodio al 1% 5 min y repetir 

~Tritén X-100 1% / 
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por una hora a 4 °C 
~Gotear 50 pl de EtBr, 

‘ colocar el cubreobjetos 

Liv Ff -Mantener en cémara 
himeda a 4 °C, en 

J oscuridad. 

Microscopio fluorescencia, luz de 

515-560 nm y filtro de 590 nm 
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Material y método 

Neutralizacidn: 

Después del tiempo de corrimiento electroforético, se sacaron los portaobjetos de la 

cdmara y se gotearon con buffer de Tris (Sigma) pH 7.5 para neutralizar al dlcali y se 

dejaron asi 5 min. Este proceso se repitid dos veces mds (figura 2-d). 

Tincidn del AON: 

Los microgeles neutralizados se escurrieron para eliminar el exceso de buffer y se les 

aiiadieron 50 ;A del colorante fluorescente Bromuro de Etidio (Sigma) en concentracién 

de 2 4g/ml, procurande que se extendiera por toda la superficie del gel (figura 2-e). 

Inmediatamente se les cubrié con un cubreobjetos limpio y se mantuvieron en cdmara 

hdmeda protegida de la luz, en refrigeracién, hasta que fueron revisados al microscopio 

(no més de 72 h después). 

Evaluacién del dafio al ADN: 

Las preparaciones fueron revisadas usando objetivo 40x de un microscopic de 

fluorescencia Olympus, conectado a un analizador de imégenes VIDS IV (Synoptics). Se 

revisaron 100 células (50 células por cada una de las réplicas) por lote por donador, 

midiendo el largo de las caudas 0 longitud en micrometres —~m— de la migracién del 

ADN (figura 2-f). 

Se agruparon los resultados obtenidos en cada lote, a partir de los cuales se calcul el 

porcentaje de células dafiadas, es decir aquéllas células que presentaban cauda o cola, 

asi como los promedios de la longitud de la cauda o migracién del ADN y se determinaron 
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las frecuencias relativas de la migracién del ADN por cade uno de los lotes. La 

evaluacién estadistica se realizé mediante ANOVA con F-Snedecor y la prueba de 

rangos multiples de Tukey, a= 0.05, empleando el paquete SPSS. 
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Resultados y discusién. 

El cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica es el sistema mds utilizade para 

evaluar si un agente quitico es citotéxico, clastogénico o mutagénico y, por tanto, 

potencialmente carcinogénico (Lerner y Dixon, 1973; Preston, 1987); incluso con este 

modelo también es posible evaluar genotéxicos en concentraciones subtéxicas, a partir 

de los cambios que producen en la proliferacidn celular (Ostrosky-Wegman, 1993). 

En este trabajo se determiné la citotoxicidad del ion Ag’ mediante el IM, el cual es un 

marcador muy accesible, en tanto que la genotoxicidad se valoré realizando la técnica de 

electroforesis unicelular 0 ensayo cometa, en ambos casos se utilizaron linfocitos 

humanos expuestos a diferentes concentraciones de AgNOs. 

Indice Mitético 

IM de cultivos expuestos al AgNOs 

En la tabla VI se presentan los resultados obtenidos del IM en los cultivos expuestos a 

las diferentes concentraciones de AgNOs. En general, puede observarse que con la 

concentracién de 0.01 g/ml el IM se incrementé en tanto que con las de 10 y 100 pg/ml 

hubo una disminucién gradual hasta llegar practicamente a cero en los cultivos tratados 

con 1000 pg/ml (figura 3), comportamiento que pudo apreciarse en la mayoria de los 

individuos. 

Particularmente, con la concentracién de 0.01 »g/ml, el IM en los cultivos de la mayoria 

de os individuos aumenté con relacién al de sus testigos, como puede verse en la tabla 

VI. En los donadores con clave AA y ED el incremento fue de mds del 100%, y en el 
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marcado con GL, de mds del triple; en el resto del grupo, el indice disminuyéd, siendo ML la 

donadora mds sensible, en cuyos cultivos descendié a la décima parte (de 1.90 a 0.22). 

Tabla VI. fndice mitético promedio por donador encontrado en cultivos de linfocitos 

expuestos y no expuestos durante 48 h a diferentes concentraciones de AgNOs. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

IM (%) + EE 

DONADOR Lote Lotes Expuestes al Ion Plata (wg/ml de cultivo) 

Testigo 0.01 10 100 Ds" 1000” 

AA 1.26 £0.22 2.23 + 0.42 1,42 + 0.17 1.18 + 0.26 NDB 

CA 1.01 + 0.14 1.34 +0.30 1.20 ¢ 0.32 1.10 + 0.36 ND 

DA 3.70 + 0.78 3.22 £0.33 2.85 + 0.62 1.03 + 0.40 ND 

eb 1.65 20.46 3.17 + 0.28 2.09 + 0.44 1.2130.44 NO 

6L 1.03 2 0.35 3.33 + 0.41 3.42 + 0.97 0.82 + 0.16 NO 

HE 2.942 0.31 3.69 ¢ 0.31 2.96 2 0.98 0.43 + 0.15 No 

Is 3.80 + 0.58 3.55 2 0.68 2.3120.99 0.61 2 0.30 ND 

Lu 3.20 20.98 2.812 0.71 2.01 + 0.26 1.52 + 0.50 ND 

ME 4.13 + 0.37 4.76 + 0.65 2.87 + 0.61 2.57 + 0.27 ND 

ML 1.902055 0.22 £0.16 0.19 + 0.10 1.02 + 0.40 ND 

Promedio + EE 2.46 + 0.47 2.83 + 0.42 2.13 + 0.55 1,15 + 0.32 ND         
  

  
” diferencias significativas para a=0.01 y 0.05 mediante ANOVA y prueba de ranges miltiples de Tukey, 

con respecto al testigo y a los cultivos tratados con 0.01 y 10 pg/ml de AgNOsy a los expuestos a todas 

las concentraciones de NaNO; y KNOs, 

“* No se determiné IM, debido a que en todos los casos no se obtuvieron suficientes células (menos de 100 

por preparacién). 

El IM promedio de este lote fue 15% mayor al del testigo (2.83 y 2.46, 

respectivamente), diferencia que no resulté significativa de acuerdo con el Andlisis de 

Varianza con F-Snedecor (F= 3.987); prueba de Tukey (p>0.05). 

Sin embargo, este incremento puede interpretarse como estimulacidn de la proliferacién 

y ha sido observado también por otros autores que han aplicado dosis pequefias de 
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citostéticos como la mitomicina A y de metales como el cadmio y el arsénico (Ostrosky- 

Wegman, et a/., 1990: Zglinicki, ef a/,, 1992; Ostrosky-Wegman, 1993). 

Figura 3. indice mitético promedio por donador, determinado en cultivos de 

linfocitos expuestos y no expuestos a AgNO3 (yg/ml de cultivo) 
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En el lote de cultivos tratados con 10 pg/ml, la mitad de los donadores presentaron un 

IM mayor que el testigo; de éstos, sdlo el individuo GL registré un incremento del doble y 

en los otros donadores el indice disminuyé, como se muestra en la tabla VI y figura 3. En 

este grupo, al igual que en el de 0.01 49/ml, el donador mds sensible fue ML, aunque su 

indice disminuyé con la misma magnitud, de 1.90 del testigo a 0.19. 
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El indice promedio obtenido con este tratamiento fue menor que el del testigo (de 2.46.4 

2.13), pero la diferencia no resulté significativa (F=3.987; Tukey, p >0.05). 

El no haber registrado diferencias significativas en estos dos lotes de menor 

concentracién es indicio de que la muestra fue homogénea ya que, como lo sefiala 

Ostrosky-Weginan (1993), individuos adultos sanos de poblaciones homogéneas 

generalmente presentan variaciones en la susceptibilidad intra e inter individual cuando 

se les expone al mismo xenobiético, sin que dichas variaciones sean significativas. 

En los cultivos tratados con 100 pg/ml, el IM descendié en la mayoria de los individuos, y 

de forma mds notable en los casos DA, HE, IS y LU, en los que prdcticamente se redujo 

al 50% de su testigo (tabla VI, figura 3). El promedio obtenido con esta concentracién 

fue de 1.15, la mitad del testigo (2.46); las diferencias de este grupo resultaron 

estadisticamente significativas (F=3.987; Tukey, p < 0.05). Los cultivos no sdlo difirieron 

en su proliferacién, sino que ademds fueron cualitativamente distintos en color y 

consistencia y calidad de las preparaciones con relacién a los no expuestos y a los 

tratados con 0.01 y 10 pg/ml. 

Con la concentracién de 1000 yg/mi las diferencias fueron contundentes. Los cultivos de 

todos los donadores fueron invariablemente diferentes a los de su testigo, a los tratados 

con las otras concentraciones de AgNOs y a todos los expuestos a las sales de sodio y de 

potasio (ver figura 6, tabla VI). La cantidad de células fue minima, casi nula, y no fue 

posible determinar el IM en ningtin caso; posiblemente el efecto téxico de la plata fue 

tal que la mayoria de las células murieron, y de las sobrevivientes, muy pocas o ninguna 

pudo responder al estimulo de la PHA. 
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En general los cultivos tratados con AgNO; siempre presentaron un color pardusco y 

precipitados o codgulos blanquecinos que aumentaban con la concentracidn de plata; los 

paquetes celulares al término del cultivo eran de menor tamajio, sobre todo con 100 y 

1000 4g/ml de cultivo. La calidad de las preparaciones fue menor a las de! testigo y las 

de los expuestos a los nitratos de sodio y potasio, e incluso, con las concentraciones mds 

altas, se dificulté la obtencién de material suficiente para determinar el IM. 

Como se mencionéd anteriormente, con la concentracidén de 1000 ug/ml estas diferencias 

fueron atin més claras, el color de los cultivos era totalmente pardo, los codgulos 

blanquecinos eran de mayor tamajio que con la concentracidén de 100 ug/ml y, atin cuando 

el andlisis microscépico se realizé al doble ciego, fue facil reconocerlas pues éstas no 

presentaban mds de 100 células en toda su superficie. Esto no dejé lugar a dudas sobre 

el efecto citotdxico del AgNOs. 

IM de cultivos expuestos a NaNO; 

Al contrario de lo que ocurrié con la plata, en los cultives tratados con todas las 

concentraciones de NaNO; (tabla VIT y figura 4), los indices promedio presentaron poca 

variacién con respecto al testigo, 2.18 con la concentracién de 0.01 4g/ml, 2.35 con la de 

10 pg/ml y 2.43 y 2.97 con 100 y 1000 19/ml, respectivamente. 

En la tabla VIT y en la figura 4, se observa que con la concentracidn de 0.01 pg/ml el IM 

de la mayoria de los individuos aumentd, siendo de hasta un 50% en el caso del donador 

ED: en los otros el indice disminuyé. El donador mds sensible fue IS, quien registré un 

descenso a cerca de la vigésima parte de su testigo (de 3.80 a 0.63). No obstante, el IM 

promedio (2.18) del lote no difirié de manera significativa del testigo (F=3.987: Tukey, 

p?0.05); por lo que, a esta concentracidn, no se encontré efecto del NaNO; sobre el IM. 
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Tabla VII. fndice mitético promedio por donador encontrado en cultivo de linfocitos 
expuestos y no expuestos durante 48 h a diferentes concentraciones de NaNOs. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

IM (%) + EE 

DONADOR Lote Lotes expuestos al Ion Sodio (g/ml de cultivo) 

Testigo 0.01 10 100 1000 

AA 1.26 + 0.22 1.67 + 0.15 2.03 + 0.33 1.52 + 0.48 3.26 20.44 

CA 1.01 0.14 1.414 0.70 1.96 + 0.53 1.08 + 0.37 2.89 20.17 

DA 3.70 £0.78 3.98 0.42 3.50 2 0.22 3.912113 4.63 £0.39 

ED 1.65 2 0.46 3.04+0.90 2.82 + 0.60 3.24+0.51 2.30 20.44 

6L 1.03 + 0.35 1.6 + 0.28 2.63 £0.94 1.22 + 0.42 2.33 20.36 

HE 2.94+0.31 3.55 + 0.30 2.00 + 0.30 1.86 + 0.25 ae 

Is 3.6020.58 | 0.6320.24 * 1.35 + 0.55 3.16 + 0.48 

Lu 3.20 +0.98 2.71 20.68 3.37 £0.39 4.412 1.00 2.42 + 0.19 

ME 4.13 £0.37 2.21 + 0.57 3.65 + 0.35 4.08 + 0.57 2.75 20.41 

ML 1.90 + 0.55 0.96 £0.47 1.55 + 0.27 1.61 + 0.36 we 

PROMEDIO + EE] 2.46 + 0.47 2.18 + 0.47 2.35 + 0.44 2.43 + 0.56 2.97 + 0.36         
  

" No fue posible determinar el IM, por la escasa cantidad material celular... 

“* No se conté con muestra del donador para esta concentracién 

En los cultivos tratados con 10 yg/ml (tabla VIT, figura 4), la mitad de los donadores 

presentaron un incremento en el IM de mds del 50%, mientras que en los demds 

disminuyé y solo en el caso de IS fue de cero. El IM promedio del grupo fue de 2.35% y 

la diferencia con respecto al testigo no fue significativa (F=3.987: Tukey, p >0.05) y por 

lo tanto, no se encontré efecto sobre el IM. 

En cuanto a la concentracién de 100 g/ml, en algunos casos el IM tuvo un aumento hasta 

de un 50%, mientras que en otros donadores descendié hasta la mitad, como en el caso 

de IS (tabla VIT). Al promediar el indice de todos los donadores se obtuvo un valor de 

2.43, que tampoco fue significativamente distinto con respecto al testigo (F=3.987; 
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Tukey, p >0.05); por lo que podemos decir que la concentracidén de 100 pg/ml no tiene 

efecto citotéxico. 

Figura 4. indice mitético promedio por donador, determinado en cultivos de 

linfocitos expuestos y no expuestos a NaNO3 (yg/ml de cultivo). 
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En los cultivos tratados con 1000 pg/ml de NaNOs, casi todos los individuos tuvieron 

aumento en el IM con relacién a sus testigos (tabla VIT, figura 4), llegando a ser del 

doble en algunos casos sin que el promedio del grupo fuera significativamente diferente 

al del testigo (F=3.987: Tukey, p >0.05), y al de las otras concentraciones; por lo que el 

aumento registrado puede atribuirse a la variabilidad de la susceptibilidad de los 

donadores, quizd resultaria conveniente probar concentraciones mds altas con NaNO; 

para determinar si el sodio estimula la proliferacién linfocitaria. 
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A diferencia de los cultives expuestos al nitrato de plata, la apariencia y consistencia de 

los cultivos tratados con las diferentes concentraciones de la sal de ion sodio no fue 

diferente a la de los testigos en cuanto a color, tamajio de paquete celular y calidad de 

las preparaciones, lo que sugiere que ni el ion Na’ ni el NOs afectan la proliferacién 

celular. 

IM de cultivos expuestos a KNOs 

Los IM promedio de las cuatre concentraciones de nitrato de potasio se presentan en la 

tabla VITI y en la figura 5, como se puede apreciar, las variaciones que se encontraron 

no resultaron significativas con relacién a las del lote testigo (F=3.987: Tukey, p>0.05), lo 

que indica que e! KNO; no tiene efecto sobre el IM de los linfocitos; sin embargo, en los 

cultivos expuestos a 0.01 ug de KNO3/ml de cultivo, la mayoria de los individuos tuvieron 

un aumento en el IM, siendo de hasta un 50%, en el caso de DA (de 3.70 de su testigo a 

5.26), en tanto que, en los demas, el IM se redujo siendo mds drdstico el descenso en CA, 

de 1.01 a 0.32. Asimismo, en la tabla VIII se observa que el indice de IS y de ML fue de 

cero, pues a pesar de que en ambos casos se obtuvo suficiente material celular no se 

registraron mitosis (tabla VITT, figura 5). El promedio resultante de esta concentracidn 

fue de 2.21%, sin que fuera significativamente diferente al del lote testigo (F=3.987: 

Tukey, p 0.05). 

Con 10 pg/ml, la mitad del grupo presenté un IM menor al de su testigo, los donadores IS 

y ML fueron nuevamente los mds sensibles y tuvieron un decremento de mds del 70%; en 

la otra mitad, el IM aumenté y sélo en el individuo GL ese incremento fue de més del 

doble (tabla VIII y figura 5). El indice promedio del grupo fue de 2.16, no resultando 

significativamente diferente al testigo (F=3.987; Tukey, p >0.05). 
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Tabla VIII. fndice mitético promedio por donador encontrado en cultive de linfocitos 

expuestos y no expuestos durante 48 h a diferentes concentraciones de KNOs. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

IM (%) + EE 

DONADOR Lote Lotes expuestes al Ion Potasio (g/ml de cultivo) 

Testigo 0.01 10 100 1000 
AA 1.2620.22 | 2.2120.30 1.13 + 0.19 1.952017 2.97 21.07 
CA 1.012014 | 0.32+0.15 0.94%0.28 1.67 + 0.46 1.96 + 0.39 

DA 3.702078 | 5.26+0.89 4.7420.44 2.744051 2.732091 

ED 1.65 £0.46 | 2.79 £1.33 1.03 + 0.25 0.67 + 0.34 0.812 0.44 

GL 1.0320.35 | 13820.31 2.45 + 0.59 3.03 + 0.32 1.76 + 0.50 

HE 2.9420.31 | 2.1720.31 3.28 + 0.23 2.90 + 0.43 ** 

Is 3.80 + 0.58 * 1.04 + 0.60 1.23 2 0.48 3.81 2 0.43 

Lu 3.202098 | 3.472061 4.25 £0.70 4.142071 4.09 + 0.71 

ME 4132037 | 4.4820.37 2.58 + 0.43 2.41 0.42 2.7120.19 

ML 1.90 + 0.55 * 0.20 20.12 0.48 + 0.22 “se 

Promedio + EE | 2.4620.47| 2.2140.43 | 2.1620.38 | 2.122041 | 2.602 0.58             
  

* No fue posible determinar el IM, por la escasa cantidad de células. 

** No se tuvieron preparaciones. 

En cuanto a los cultivos tratados con 1000 pg/ml, en la mayoria de los individuos el IM 

aumenté hasta en un 50%, es decir, el KNO; estimuld la proliferacidn linfocitaria igual 

que el NaNOs a la misma concentracién; en el resto de los donadores se registré un 

descenso hasta de la mitad de su testigo. 

Al obtener el promedio de esta concentracién se encontré un ligero aumento con 

respecto al testigo y a los cultivos expuestos a 0.01, 10 y 100 pg/ml de Ia sal de potasio 

(figura 5); sin embargo, tampoco estas diferencias resultaron significativas (F=3.987; 

Tukey, p »0.05). 
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Figura 5. indice mitético promedio por donador, determinado en cultivos de 

linfocitos expuestos y no expuestos a KNO3 (g/ml de cultivo) 
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Cualitativamente, los cultivos tratados con las distintas concentraciones de la sal de 

potasio tampoco fueron diferentes a los no expuestos, en cuanto a apariencia, cantidad 

de células, y calidad de las preparaciones. 

Como puede verse en la figura 6, en la que se grafican los promedios de todos los lotes, a 

diferencia de lo que sucedié con el ion plata, en los lotes tratados con las diferentes 

concentraciones de sodio y potasio no se encontraron diferencias estadisticamente 

significativas en los indices y como se anota anteriormente, tampoco fueron 

cualitativamente diferentes al testigo: por lo que, con base en estos resultados se puede 

deducir que los iones NO3", Na’ y K’ no afectan el IM y que las diferencias encontradas 

en el IM son producto de la variacidn en la sensibilidad de los donadores. 
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Figura 6. Indice mitético promedio de los todos los lotes de cultivos de linfocitos 

expuestos y no expuestos a AgNO3, NaNO3 y KNO3 (g/ml de cultivo) 
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En resumen, como se observa en la figura 6, presentaron diferencias significativas con 

relacién al testigo, con las otras concentraciones de plata y con los tratados con sodio y 

potasio, nicamente los cultivos expuestos a las concentraciones de 100 y 1000 yg de 

nitrato plata/ml, en los que el IM disminuyé conforme aumenté la concentracidn de la 

plata: por lo que podemos decir que, el efecto citotéxico se manifiesta a partir de la 

exposicidn a la concentracién de 100 yg de AgNO3/ml y que éste es provocado por el ion 

Ag’. 
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Determinacién del daiio del ion plata sobre la molécula de AON, 
mediante ensayo cometa 

La evaluacién del dafie causado al ADN por el ion Ag’ se realizé aplicando la técnica de 

electroforesis unicelular o ensayo cometa a una muestra de 10 individuos sanos: en este 

caso, los cultivos de linfocitos fueron expuestos a 10 pg/ml, concentracién en la que no 

hubo efecto citotéxico, y a 100 4g/ml, concentracién que si produjo dicho efecto. Este 

biomarcador fue elegido por su sensibilidad para determinar el efecto de agentes 

quimicos directamente sobre las células individuales y particularmente sobre su ADN 

(Singh, et a/, 1988; Tice y Andrews, 1993 y Tice, 1995). 

Con los resultados de esta prueba, primeramente se determind la fraccién de células 

dafiadas (tabla IX y figura 7), considerdndose asi a aquéllas que presentaron migracién 

en el ADN o cauda y como normales las que presentaron nucleos integros. Como se 

observa en la misma tabla, en todos los donadores hubo una tendencia a presentar mayor 

dafio en funcién del aumento de la concentracién. 

Al calcular los promedios por lote, el incremento en el dafio ocasionado a los cultivos 

expuestos a 100 pg/ml, fue hasta de 3 veces con respecto al del lote testigo: de manera 

similar al efecto causado sobre el IM, los individues presentaron variacién en la 

respuesta al tratamiento, identificandose también diferentes grados de sensibilidad. 

En particular, en el tratamiento con 10 4g/ml, los donadores con clave DA, Eb, EM, GU, 

LE y LU presentaron un porcentaje de células dafiadas de mds del doble con relacidn a su 

testige (tabla IX), es decir fueron mds sensibles: mientras que en los demds donadores 

el incremento en dicho porcentaje fue menor. 
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Tabla IX. Porcentaje de células daffadas y normales por donador, encontrado en 

cultivo de linfocitos expuestos y no expuestos, al ion Ag’, durante 48 h. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Lote Testigo Lotes experimentales [sg Ag+/ml] 

Donador % de células 10 (% de células) 100 (% de células) 

Normales | Daffiadas | Normales | Daifadas* | Normales | Dajiadas* 

AA 80.00 20.00 66.67 33.33 65.83 34.17 

DA 69.00 31.00 32.00 68.00 8.00 92.00 

ED 85.37 14.63 64.46 35.54 61.98 38.02 

EM 82.50 17.50 54.17 45.83 24.17 75.83 

oe 77,00 23.00 17.00 83.00 0.00 100.00 

HE 65.12 14.88 72.73 27.27 53.41 46.59 

LE 85.00 15.00 69.00 31.00 56.00 44.00 

Lu 89.47 10.53 72.50 27.50 59.17 40.83 

ME 60.00 40.00 22.00 78.00 12.00 88.00 

st 71.00 29.00 48.00 52.00 24.00 76.00 

PROMEDIO 78.45 21.55 51.85 48.15* 36.46 63.54*                 
  

* Diferencias significativas con Xi?, p0.01 y p<0.05. 

El promedio de células dafiadas por grupo fue el doble del obtenido en el testigo (tabla 

IX, figura 7) y, al contrario de lo encontrado con el IM, esta concentracién difirié de 

manera significativa a la del testigo (Xi, p < 0.01), lo que confirma el potencial 

genotdxico del ion Ag’ y la sensibilidad del biomarcador utilizado. 

Con la concentracién de 100 pg/ml, el porcentaje de células dariadas fue hasta tres veces 

mayor al del testigo como en el caso de los donadores EM, GU, HE, LE y LU, que fueron 

los mds afectados; cabe sefialar que DA no fue tan sensible a esta concentracién como en 

la de 10 pg/ml, lo que es muestra de la diferencia en la susceptibilidad individual (tabla 

IX). 

El valor promedio de células dafiadas en este lote (figura 7), también fue del triple del 
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testigo, diferencia que resulté estadisticamente significativa (Xi?, p <0.01). 

Figura 7. Porcentajes promedio de células normales y dafiadas de cultivos de 

linfocitos expuestos a diferentes concentraciones del ion plata [vg Ag+/ml]} 

(%) 
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Los datos promedio de la migracién del ADN (1m) por individuo se muestran en la tabla X, 

en ella se observa que hubo un incremento en la longitud de la cauda de las células de los 

cultivos expuestos a la plata, variando de 88.36 san en el testigo a 101.34 en el lote de 10 

ug/ml y a 110.26 an en el de 100 pg/ml y se aprecia que hay un aumento proporcional del 

dafio en funcidn de la concentracién utilizada, confirmdndose la toxicidad a partir de la 

concentracién de 10 pg/ml (figura 8). Estas diferencias fueron significativas (F=20.199; 

Tukey, p<0.05). ), lo que también demuestra que el ensayo cometa es mds sensible que el 

IM. 

Tabla X. Migracién promedio del ADN", registrada en células de cultivos expuestos
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y no expuestos durante 48 h al ion Ag’ en diferentes concentraciones 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

LOTE TESTIGO LOTES EXPUESTOS A AgNO; = 

DONADOR 10 yg/mi de cultivo 100 yg/mi de cultivo 

Migracién media del Migracién media del Migracién media del 

ADN en ym + EE AON en ym + EE ADN en ym + EE 

AA 92.87% 6.09 111.97 + 4.02 117.39 + 4.75 

DA 89.87 + 5.67 110.91+ 3.58 111.902 2.92 

ED 81.93 + 6.13 91.88 + 5.18 97.59 + 4.68 

EM 84.18 + 5.55 95.202 3.98 113.912 3.04 

6U 79.04% 6.05 103.79 3.83 116.48 + 4.18 

HE 82.37 + 7.67 84.382 5.12 117.01+ 5.62 

LE 73.69 + 6.66 88.432 4.99 95.22 + 4.30 

LU 66.63 + 9.28 90.40 + 5.59 102.72 + 5.72 

ME 128.33 s 7.84 145.93 + 5.38 132.72 + 4.44 

st 104.67 + 4.95 90.544 4.48 97.71% 3.24 

Promedio + EE 88.36 + 6.58 101.344 4.61 110.26 + 4.29           
  

* Datos basados en el andlisis de 100 células por muestra. 
** Diferencias significativas de todo el grupo con ANOVA y prueba de Tukey p< 0.05 tanto con respecto al 

testigo como entre lotes. 

En el grupo expuesto a 10 49/ml la media de migracién en la mayoria de los individuos 

aumenté con relacion al testigo, siendo GU y LU los donadores mds sensibles; en el caso 

del donador SI, se registré un descenso de 104.67 ym de su testigo a 90.54 (tabla X). El 

promedio obtenido por lote (figura 8), como se mencioné anteriormente, se incrementd 

enun 20%, diferencia que resulté estadisticamente significativa con respecto al testigo 

(F=20.199; Tukey, p<0.05). 

Con 100 pg/ml, también la media de migracién fue mayor a la del testigo, nuevamente el 

donador SI presenté un decremento de 104.67 en su testigo a 97.71 ym y, por el 

contrario en los otros donadores se incrementd, siendo GU y LU los més sensibles (tabla 

X). En este lote el promedio de! dafio aumenté en un 30% con respecto al testigo (figura 
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8), y la diferencia con relacién a éste y al lote tratado con 10 4g resultd significativa 

(F=20.199; Tukey, p<0.05). 

Figura 8. Migracién promedio de ADN (ym) de linfocitos humanos expuestos y no 

expuestos durante 48 horas al ion plata 
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Ahora bien, al analizar la distribucién de la longitud de migracién del ADN, se puede 

obtener informacién acerca de la magnitud del dafio (tabla XI y figura 9). En el lote 

testigo, se observa que la mayoria de las células dafiadas caen en el intervalo de 

migracién del ADN de entre 81 y 100 ym, mientras que, en el caso de los lotes expuestos 

a 10 y 100 pg/ml de Ag’, la mayor frecuencia se registra en los intervalos de 61 a 80 y de 

81 a 100 ym, respectivamente. 
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Pudiera pensarse que con la concentracién de 10 pg/ml la intensidad de daiio disminuyd 

(tabla XI), pues la mayor frecuencia se encuentra en un intervalo menor al testigo: sin 

embargo, al analizar con mds detalle la distribucién, se observa que también en el 

intervalo de 101-120 ym hay una proporcidn alta de células dafiadas, Mds atin, en los 

intervalos de mayor longitud la frecuencia de éstas es notablemente mayor que en el 

testigo. Esta interpretacién concuerda con lo encontrado en el andlisis estadistico, ya 

que este lote fue significativamente diferente al testigo (F=20.199, Tukey; p<0.05). 

Tabla XI. Distribucién de frecuencias relativas, obtenidos de la evaluacién 

el daiio al ADN de linfocitos expuestos a Ag’. 

  

Ag’ Distribucién de Frecuencias Relativas (%) 

ug/ml de Intervalos longitud de migracién del ADN (ym) 
cultivo 

  

  

1-20 | 21-40 | 41-60 | 61-80 | 81-100 | 101-120} 121-140 | 141-160 | 161-180 | 181-200 | »200 
  

0.00 00 | 75 13.2 | 16.2 | 22.4 19.7 11.4 39 26 26 0.4 
  

10 (os) 00] 14 10.1 } 20.2 | 16.0 19.4 149 91 48 24 1.8 
                            100 (ps) 00 | 07 7.0 10.3 | 22.9 21.4 18.1 9.0 6.0 31 11 
  

* Diferencias significativas con ANOVA y prueba de rangos multiples, p < 0.05 y 0.01. 

En los cultivos expuestos a 100 4g/ml, la mayor frecuencia se ubicd, al igual que en el 

testigo, entre 81 y 100 ym (tabla XI); no obstante, la proporcidn de células dafiadas que 

se encontré en los intervalos de mayor longitud se incremento (figura 8). Este aumento 

se reflejé en el promedio de dario obtenido con esta concentracién y las diferencias con 

respecto al testigo y al lote tratado con 10 4g/ml resultaron significativas (F=20.199, 

Tukey: p<0.05). Con estos resultados se deduce que hay un incremento en la intensidad 

del dafio al ADN proporcional a la concentracidn de la plata. 

Los resultados obtenidos del IM y del ensayo cometa nos permiten afirmar que, en forma 
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de AgNOs, es el ion plata (Ag’) y no el ion NOs” es el que tiene efecto citotdxico, ya que 

disminuye significativamente la proliferacién linfocitaria a 100 pg/ml y a 1000 pg/ml 

produce muerte celular; también es genotdéxica, pues produce rompimiento en el ADN, 

cuando se exponen cultivos de linfocitos humanos a soluciones de 10 o més pg/ml, por 48 

h, concentracién menor a las de las multiples formas en que se emplea. Cabe mencionar 

que Aguilar (com. personal), en estudios recientes encontré que, a partir de 6 pg/ml de 

AgNOs, se registran diferencias significativas al aplicar ensayo cometao electroforesis 

unicelular, lo que apoya nuestros resultados. Por otro lado, de acuerdo con Gosden, ef a/. 

(1992), el hecho de haber realizado estas pruebas con cultivos primarios nos permite 

tener una idea cercana a lo que sucederia en los sistemas vivos. 

Figura 9. Distribucién de Frecuencias Relativas (%) por lote de la migracién del ADN 
de linfocitos tratados con el ion plata en forma de AgNO3 yg/ml de cultivo 
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ESTA TESIS «RO BERE Resultados y Discusién 

SAU DE LA BIBLISTEGA 

Las diferencias encontradas en la respuesta de los individuos consideramos que son 

atribuibles a la variabilidad de la sensibilidad de los mismos, lo que concuerda con lo 

reportado por Ostrosky-Wegman (1993) y Aguilar, et a/, (1999). Asimismo, tanto en los 

estudios de exposicidn crénica como aguda se ha observado que no todos los individuos 

presentan la misma respuesta; debe tenerse en cuenta que existen mecanismos de 

proteccién, desintoxicacién y reparacién a nivel inmunolégico, celular y molecular. 

Aunque Granati, ef a/, (1982), encontraron que la mayor parte de la plata que ingresa al 

organismo es eliminada a través de las heces fecales y la orina, recientemente se 

observaron, por primera vez, grdnulos de plata en las gldndulas sudoriparas y mastoides, 

asi como flotando libremente en el citoplasma de células de la piel de un hombre con 

argirosis, lo que amplia el conocimiento de las diversas formas de interaccidn de la plata 

con el ambiente celular y extracelular y sobre los posibles mecanismos de 

desintoxicacidn (Lech, 1997; Massi y Santucci, 1998). 

Las observaciones realizadas a lo largo de esta investigacién, plantean la interrogante de 

si, en algunas dosis, las células son capaces de recuperarse o reparar el dafio y también 

surge la inquietud de determinar lo que ocuriria en sistemas in vivo, por exposicidn aguda 

y crénica ocupacional. 

Ademés seria conveniente evaluar el efecto de los nitratos de sodio y de potasio, 

utilizando como biomarcador la técnica de elctroforesis unicelular, con el fin de 

descartar el riesgo de genotoxicidad. 

En los ltimos afios, los estudios sobre la toxicidad de la plata han recobrado interés, se 

ha publicado que la plata idnica es el agente mds téxico después del mercurio, y es 
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precisamente en forma de AgNOs,, una de las mds solubles, como presenta mayor 

capacidad para liberar iones , por lo que también se le considera un contaminante 

ambiental de alte grado de toxicidad capaz de bioacumularse en drganos, tejidos y de 

alterar el metabolismo de organismos acudticos y terrestres (Filov, ef a/, 1993; 

Hirasawa, et al, 1994; Falandysz y Danisiewicz, 1995; Dierickx y Bredael-Rozen, 1996: 

Ratte, 1999). Con nuestros resultados se amplia el conocimiento a los niveles de 

complejidad celular y molecular, pues como se ha visto, es capaz de alterar la 

proliferacién celular y de causar dafio al ADN. 

Las normas con las que se han establecido los limites permisibles de la concentracién de 

Ag’ en suelo, atmésfera y agua, como se citdé anteriormente, estén basadas en pruebas 

de toxicologia cldsicas, por lo que seria recomendable mantenerlas en constante revision, 

a la luz de nuevas técnicas como son los ensayos de quimica ambiental, citogenéticos, de 

electroforesis unicelular y pruebas moleculares (Filov, ef a/., 1993; Hayes, 1994; Jansen, 

et a/,1994; Tamimi, 1998; Aguilar, com. personal) con el fin de que, al establecer los 

limites, se consideren los efectos que los desechos de plata tienen sobre el ambiente, 

sobre la estructura y fisiologia celular de los organismos, incluido el hombre y, sobre 

todo, por el uso cada vez mds amplio de este ion en diferentes ramas de la industria. 
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Conclusiones 

> De acuerdo con los resultados, el ion Ag’ es un agente con efecto cito y genotdxico. 

Se observé que a partir de fa concentracién de 100 yg de AgNO2/ml disminuye el 

IM, mientras que a la 10 yg/ml afecta a la molécula de ADN. 

En esta investigacién también se encontré que los iones No”, K' y NOs" no producen 

estos efectos. 

Los resultados obtenidos con el ion Ag’ complementan otras investigaciones 

realizadas en niveles de complejidad superior, por ejemplo, de individuos, érganos, 

tejidos y vias metabélicas. 

Con base en nuestras observaciones y a la reciente inclusién de Ag’, en la lista de 

contaminantes ambientales de importancia, asi como de la amplia gama de usos que 

se le dan a este metal, se recomienda la revisién permanente de las normas, a la luz 

de estos y otros biomarcadores. 

Finalmente, dada la importancia que la plata tiene en México y a la cantidad de 

personas que estén involucradas en fos procesos de extraccidn, purificacién e 

industrializacién, asi como por la diversidad de usos que tiene, es conveniente que 

se establezcan estrictas medidas de seguridad en su manejo y se verifiquen las 

dosis y no se empleen indiscriminadamente los productos que la contienen. 
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