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Efecto citotoxico y genotdxico de la plata in vitro

Resumen

La amplia gama de usos de la plata permite que este elemento ingrese al organismo
por via oral, respiratoria o dérmica. El estado del conocimiento sobre la toxicidad de
este elemento no ha cambiado de manera significativa desde hace mas de 20 afios y
es necesario contar con mas informacion al respecto debido al resurgimiento de los
compuestos de plata como agentes antibioticos ante la crecientes resistencia que
muestran las bacterias a los antibiéticos comunes.

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto citotoxico y genotoxico del ion
plata sobre linfocitos humanos en cultivo. Se obtuvieron muestras sanguineas de un
total de 28 donadores, se expusieron a diferentes concentraciones de nitrato de plata
durante 48 horas y se evaluaron distintos biomarcadores.

Los resultados obtenidos confirmaron la citotoxicidad del ion plata y la inocuidad del
ion nitrato. El indice mit6tico disminuy6 en funcidén de la concentracion del ion plata
pero la cinética de proliferacién celular no se vio afectada.

Con respecto a las alteraciones cromosémicas se encontr6 que las células
conservan su numero diploide normal y que la frecuencia basal de aberraciones
cromosdémicas no se altera significativamente. La frecuencia de micronucleos
confirmd esta ausencia de clastogenicidad.

La frecuencia de intercambios entre croméatidas hermanas (ICH) se incremento
significativamente con la concentracion de 100 pg/mL de nitrato de plata,
confirmando la sensibilidad de esta prueba. El ensayo cometa resultd ser alin mas
sensible ya que se registraron diferencias significativas a partir de la exposicién a 10
pg/mL dato que confirma el dafio detectado a través de los ICH.

Se observo que las células reparan el dafio 48 h después de haberse interrumpido la
exposicion a la plata. El mecanismo de reparacién gue muy probablemente se active
es el de escision de bases.

Debe hacerse un uso racional de este ion para evitar saturar los mecanismos de
reparacion y también para no propiciar mutaciones en los microorganismos que les

confieran resistencia a ella.
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Efecto citotoxico y genotdxico de la plata in vitro

INTRODUCCION

La plata es un elemento quimico del grupo de los metales de transicion cuyo simbolo
quimico es Ag (del latin argentum, blanco y brillante) que se encuentra en la
naturaleza en forma libre o combinada con oro y otros metales asi como en
minerales como la argentita’. En la corteza terrestre es escaso pero es el metal
precioso mas abundante y menos costoso. Por erosion llega a la atmosfera y al agua
pero las actividades humanas han incrementado su acumulacion en estos dos

ultimos ambientes?® 3.

Es un elemento que se encuentra en el grupo IB de la Tabla Periddica, en el grupo
11, cuyo numero atémico es 47. Metal de transicion que se caracteriza por tener
estados de oxidacion positivos siendo el mas comun +1 (como en el nitrato de plata)
pero también se encuentra en estado +2 y +3 con menor frecuencia (como el fluoruro
de plata(ll) y tetrafluoroargentato, respectivamente). Es estable en aire puro y en el
agua®. Es el elemento con la mayor conductividad eléctrica y el metal con la

conductividad térmica mas elevada; es muy ductil y maleable.

Se piensa que las primeras extracciones de plata ocurrieron en las minas de Asia
Menor y el uso mas antiguo que se ha documentado por una civilizacion data del afio
de 3500 A.C>. Desde entonces, y debido a sus propiedades Unicas, la plata ha sido
empleada en una amplia gama de aplicaciones entre las que se pueden mencionar la
fabricacion de férulas y proétesis, componente de fungicidas y en la acufiacion de
monedas, en su forma metalica. En solucién, como sales de plata, ha sido utilizada
para tratar enfermedades mentales, epilepsia, adiccidén a nicotina e infecciones como

sifilis y gonorrea.



Actualmente se sigue empleando en sus dos formas, metalica y combinada, y las
aplicaciones mas importantes son las que tiene en la industria, joyeria y fotografia®.
Aunque en este Ultimo campo ha disminuido su consumo debido a la aparicion de la
fotografia digital, muchos técnicos de rayos X y cineastas prefieren las peliculas de
halogenuro de plata por su extrema precision, rentabilidad y excelentes propiedades
de color®.

Uno de los usos mas extendidos de la plata en medicina es como agente
antimicrobiano en el tratamiento de quemaduras graves. Se prefiere su empleo
combinada con sulfadiazina porque disminuye el riesgo del ennegrecimiento de la
piel’. La plata coloidal generalmente se emplea como suplemento alimenticio aunque
no hay evidencia cientifica suficiente que avale su eficacia y seguridad; de hecho, la
U.S. Food and Drug Administration (FDA) no respalda su empleo®. En la Tabla 1 se

resumen las principales aplicaciones que se le dan a la plata.

La plata no se encuentra presente en forma natural en los tejidos animales ni
humanos®. En forma metdlica es inerte pero en presencia de humedad, fluidos
bioldgicos y secreciones, se ioniza y libera el ion Ag® que es biolégicamente activo
por lo que debe considerarse como un xenobiético en el cuerpo humano'®. La amplia
gama de usos que tiene permite que este elemento ingrese al organismo por via oral,
respiratoria o dérmica. También puede ingresar via subcutanea, peritoneal, muscular

y venosa (Figura 1).

La ingestion es la primera via de ingreso de la sales y particulas coloidales de plata
al organismo. Puede ser absorbida por todas las membranas del aparato digestivo y
pasar al higado a través del sistema portal hepatico. Del higado se incorpora al
sistema circulatorio, o bien, es transferida a la vesicula biliar desde donde regresa al
aparato digestivo o a la sangre directamente®’. También puede volver al aparato
digestivo desde el sistema circulatorio. La absorcion de la plata por las membranas
bucales y mucosas gastrointestinales depende del grado de ionizacién de la plata y
disponibilidad del ion Ag® para interactuar con los receptores de las membranas

celulares. El Ag® reacciona muy facilmente con los grupos sulfhidrilo, carboxilo,

2



hidroxilo y con los ligandos de proteinas en las superficies celulares. También

reacciona rapidamente con los constituyentes orgéanicos de los alimentos e iones

inorganicos como cloruros y fosfatos, reduciendo mas aun la absorcién™®.

Tabla 1.

Principales aplicaciones de la plata en forma metalica y i6nica.

Propiedad Aplicacién sobre elemento, material producto
e Agua potable®® " 1012
e Albercas® "*
e Sistemas de distribucién de agua® " *?
_ e Torres de refrigeracion® *?
Desinfectante e Contra infecciones dentales, oftalmicas y cutaneas'* **
e Superficie de dispositivos médicos” 2
e Superficies de trabajo susceptibles de ser cubiertas por biocapas
(biofilms)*?.
o Alimentos (frutas, verduras)>® "2
e En soluciones de nitrato de plata para: combatir infecciones oftalmicas,
prevenir infecciones por gonorrea oftalmica neonatal y eliminar
Microbicida verrugas® ',
¢ Encremas y vendas, combinada con sulfadiazina para el tratamiento de
quemaduras y heridas® ** 2,
e Aparatos electrodomésticos® " **
Sanitizadora o Textiles®’
e Objetos de uso publico (teléfonos, computadoras, juguetes)> ® " 12
e Ropay calzado deportivoe’ !
e Elaboracion de amalgamas dentales™® "
e Fotografia® "
e Joyeria®®"1?
e Elaboracion de vajillas y cubiertos de mesa® ® " *?
e Acufiacién de monedas®® " *?
e Fabricacién de instrumentos musicales y objetos de arte®’
Propiedades fisicas | ® Fabricacion de componentes electronicos (baterias, cables)®®
e Fabricacion de soldaduras® ®
e Recubrimiento de vidrios y espejos™ °
e Disipador de calor>®
e Catalizador®®
e Aislante térmico y eléctrico®
e Componente de celdas fotovoltaicas y sistemas alternos de energia

eléctrica®

No especificadas

Suplemento alimenticio®
Conservador de flores™®
Terapia contra tabaquismo con acetato de plata10




La inhalacién de polvo y humos ocurre principalmente en areas de trabajo, el tracto
respiratorio se irrita aunque puede ser debido méas al efecto corrosivo del nitrato que
a la plata misma'?. Se piensa que en cualquiera de sus formas la plata se ioniza en
las secreciones mucosas o en el surfactante alveolar, favoreciendo la absorcion. No
se ha determinado todavia el grado de interaccién de Ag® con los fosfolipidos del
surfactante pulmonar ni tampoco si esta secrecion actia como barrera para la

absorcion.

| |
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Figura 1. Rutas de ingreso y excrecién de la plata (Modificado de Rozman y Klaasenl“)

La mayoria de los productos que contienen plata como antibiético tienen contacto
con la piel pero las evidencias clinicas y experimentales muestran que la absorcion
percutanea es extremadamente baja debido a que la queratina y los fosfolipidos de la
barrera epidérmica se unen a través de sus grupos sulfhidrilo con Ag” libre, de

manera irreversible®.



La plata absorbida en forma i6nica, independientemente de la ruta de ingreso, se une
rapidamente a las proteinas intracelulares, principalmente albiminas séricas y
macroglobulinas. Se ha demostrado que el Ag* absorbido activamente del nitrato de
plata o de la sulfadiazina de plata induce la sintesis de metalotioneina | y Il que son
proteinas ricas en cisteina con afinidad por los metales. Ag®, se une rapidamente a

ellas y forma complejos estables™ *°.

No existe acuerdo respecto a las rutas metabdlicas que sigue la plata en el cuerpo
humano, su acumulacion temporal o a largo plazo en el rifién, higado y hueso pero
desde las primeras investigaciones se ha observado que la plata es absorbida por
todos los tejidos del cuerpo® y se ha estimado que la absorcién alcanza un maximo

de 10 % y sélo del 2 al 4 % es retenido en los tejidos®.

Con respecto a los patrones de excrecion, se considera que la principal via de
eliminacion es a través de las heces fecales mediante la descamacion de células del
aparato digestivo que contienen plata®. Di Vincenzo et al.*® realizaron un monitoreo
en trabajadores de la industria fotogréafica expuestos por largo tiempo a residuos de
plata y encontraron que, efectivamente, la mayor parte era eliminada a través de las
heces. La excrecion biliar parece contribuir de manera determinante a este proceso,
como se ha observado en ratas expuestas a diferentes metales, entre ellos, plata'®*’.
El glutatiobn parece participar activamente en la excrecion biliar ya que la plata tiene
una alta afinidad por los grupos tiol en el higado, se forma un conjugado que puede
ser excretado a la bilis o por la orina si es convertido a un acido mercapturico en el
rifion*®. En personas con quemaduras en gran parte de su cuerpo, la eliminacion es a
través de la orina debido posiblemente a que al estar dafiada la barrera dérmica la
plata pasa directamente a la circulacién sistémica y por esa via llega al rifion*®. Otras

vias menores de excrecion son el pelo y las ufias® *°.

Son varios los factores que influyen la capacidad para que un metal produzca efectos

toxicos en el organismo tales como su solubilidad, capacidad para unirse a moléculas



biolégicas y el grado en el que los complejos metdlicos asi formados sean
secuestrados o metabolizados y excretados®.

Se ha observado que la exposicion aguda por via oral ocasiona disminucion de la
presion sanguinea y de la respiracion, causa diarrea e irritacion estomacal. En un
estudio en el que se trataron ratas con plata coloidal en dosis elevadas, los animales
murieron®. En el ser humano, la administracién tnica de 50 mg o mas resulta letal
provocando edema pulmonar, hemorragia y necrosis de la médula 6sea, higado y
rifion®. Si la exposicion aguda es por via respiratoria, los sintomas son
practicamente los mismos; en conejos se observé dafio en el epitelio de las vias

respiratorias después de la exposicién a plata coloidal en aerosol® °.

En casos de exposicion ocupacional crénica via oral se produce argiria y

argirosis'® %

pero también hay reportes de acumulacion en el cerebro de personas
que han consumido plata en suplementos alimenticios®> 2. Por via respiratoria se
observa irritacion, acumulacién en el epitelio nasal, conjuntiva y cérnea asi como
pérdida de visién en la obscuridad® °. En trabajadores expuestos a residuos de plata
por largo tiempo se encontr6 acumulacion en el pelo, la sangre orina y las heces

fecales'®.

La argiria y la argirosis son las principales manifestaciones de intoxicacion cronica
por la via dérmica y por acumulacion a través de las otras vias. En la primera, los
granulos de plata se depositan en la piel, mucosas y 6rganos internos. En la piel se
deposita principalmente en la dermis y causa un color azul. El pigmento que se
deposita por lo general es sulfuro de plata que se forma cuando las sales de plata
reaccionan con los azufres de los aminoacidos produciéndose sulfuro de plata. El
efecto de cambio de coloracion es mas pronunciado en las zonas expuestas al sol.
La argirosis es un tipo local de argiria que ocurre en el ojo y partes contiguas. Se
presenta por el empleo de sales de plata en forma de gotas para 0jos, cosméticos o
por acumulacion sistémica. La mayor parte de las estructuras del ojo se ven

afectadas excepto el nervio 6ptico, la retina, el cristalino y el humor vitreo® > 2% 2324,



Hay reportes de otros efectos como la variacibn en las concentraciones de
fosfolipidos, triglicéridos, colesterol y enzimas asociadas sin que se altere la funcion
hepatica. También se ha observado disminucion de células sanguineas y de oxigeno
en la sangre de pacientes bajo tratamiento con algiin compuesto de plata® > & 2 24,
La mayoria de las revisiones sobre la toxicidad de la plata reportan que no hay
evidencias fehacientes de sus efectos sobre la reproduccion o el desarrollo pero si se
ha encontrado dafio en embriones de rata cuyas madres fueron expuestas a cloruro
de plata durante la gestacién® y que la administracién de 7 g de nitrato de plata en

20
|

humanos es fatal™. Con respecto al potencial carcinogénico de la plata, no existe

2, 10

reporte alguno en humanos® *, aunque la Organizacion Mundial de la Salud si tiene

registros en roedores”.

En el Perfil Toxicologico de la Plata elaborado por la Agency forToxic Substances
and Disease Registry? de los Estados Unidos de Norteamérica, se informa que hasta
el momento de elaborarlo no habia estudios consistentes in vivo o in vitro sobre la
mutagenicidad o genotoxicidad de la plata en células humanas. En cambio, de las
investigaciones con bacterias y otros modelos no humanos si habia evidencia de que
el ion plata interactia con el ADN causando rompimientos de cadena sencilla y

afectando la replicacién pero sin efecto mutagénico en las bacterias.

Numerosos estudios realizados in vitro han demostrado la citotoxicidad de la plata y
sus compuestos debida a la capacidad del ion plata para reaccionar con los grupos
sulfhidrilo, residuos proteicos y enzimas asociadas con las membranas celulares
provocando desnaturalizacion, dafio estructural y disfuncion mitocondrial en forma

muy similar a la observada en células bacterianas y de hongos™.

El estado del conocimiento sobre la toxicidad de la plata no ha cambiado de manera
significativa. Si bien se han realizado investigaciones en este campo y se han
incorporado nuevos biomarcadores, no se ha logrado conformar un panorama
integral y confiable de sus efectos a nivel celular y molecular. Mas aun, el creciente

impulso que se ha dado a las nanoparticulas de plata para el tratamiento de heridas
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y contra células cancerosas, entre otras aplicaciones, ha generado controversia
acerca del uso correcto de este metal y sus compuestos para esos fines debido a su

toxicidad?® -3,

Las nanoparticulas de plata (entre 1 y 100 nm) han cobrado auge en los ultimos afios
debido a su potencial antimicrobiano ademés de que existen agentes terapéuticos,
productos cosméticos y domésticos elaborados a base de ellas®®. Recientemente se
ha demostrado que la fraccion de nitrato de plata que contienen es la que contribuye

de manera significativa a su toxicidad en una linea de células de pulmén®.

El resurgimiento de los compuestos de plata como agentes antibidticos debido a la
creciente resistencia que muestran las bacterias a los antibiéticos comunes y el
impulso que se ha dado a las nanoparticulas de plata para aplicaciones diversas
plantean la necesidad de contar con mas informacion acerca de la toxicidad de este

elemento.

OBJETIVO

Determinar el efecto citotdxico y genotoxico del ion plata sobre linfocitos humanos en

cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la exposicion a diferentes concentraciones del ion plata

sobre:

e El indice mitdtico para evaluar el efecto citotdxico.

e Elindice de replicacion para evaluar el efecto de este ion sobre la cinética de
proliferacion celular.

e La variacion del numero diploide de la especie (2n = 46) (efectos aneuploidogeno
y poliploidogeno).

e La frecuencia de aberraciones cromosomicas y de células con micronucleos

(clastogenicidad).



La frecuencia de intercambios de croméatidas hermanas (genotoxicidad).
La longitud de la migracién electroforética de la molécula de ADN mediante
electroforesis unicelular (ensayo cometa) (genotoxicidad).

HIPOTESIS

Si el ion plata presenta efecto citotoxico, clastogénico, aneu o poliploidégeno, o

genotoxico, se registraran diferencias significativas entre los lotes testigo y

experimentales en cada uno de los biomarcadores.

MATERIALES Y METODOS

Para verificar la hipétesis propuesta se disefid una estrategia que consistido en lo

siguiente:

Cultivo de linfocitos de sangre periférica de los donadores.

Exposicion al ion plata en forma de nitrato de plata. Las concentraciones finales
variaron en los diferentes ensayos. Inicialmente se eligieron tres: 0.01, 10 y 100
pug/mL. Esta seleccion se basé en la cantidad de plata encontrada en la sangre de

trabajadores expuestos a este metal por DiVincenzo et al*’

. Después, en funcion
de los resultados que se fueron obteniendo, se tomé la decision de cambiarlas en
algunos ensayos.

Evaluacion del dafio a través de los biomarcadores de citotoxicidad y
genotoxicidad: indice mitético, indice de replicacién, alteraciones del nimero y la
estructura cromosoémica, formacion de micronldcleos e intercambios de
cromatidas hermanas y rompimientos de cadena sencilla en el ADN.

Ademas del lote testigo en el que los cultivos no se expusieron a nitrato de plata,
en la parte correspondiente al indice mitético se incluyeron dos lotes testigo mas
con el proposito de descartar el efecto del ion nitrato. Esos cultivos se expusieron
a nitrato de sodio y nitrato de potasio en las mismas concentraciones que el

nitrato de plata. En el ensayo para determinar clastogenicidad mediante la



frecuencia de aberraciones cromosémicas se incluyd un testigo positivo en el que

los cultivos se expusieron a mitomicina C en concentracion de 40 ng/mL.

e Todos los lotes consistieron de tres cultivos cada uno.

En la Tabla 2 se resumen los ensayos realizados, las concentraciones aplicadas asi

como el tamafio de la muestra empleada en cada uno de ellos.

Tabla 2. Ensayos realizados para evaluar el efecto citotéxico y genotéxico del ion plata en cultivos de
linfocitos humanos.

Concentracion

darno al ADN

Ensayo Marcador Tratamiento No.
[pg/mL] donadores
. . . AgNO3
Osmolalidad Presion osmética NaNO; 1000 3
KNO;
0
g | Frecuencia de células AGNO, 0.1
3 Indice mitético en mitosis NaNO3; 10 10
S KNO; 100
X 1000
o T 7
5 ) Frecuencia de células 0
= Indice de en primero, segundo y
O ) . .
replicacion tercer ciclo de AGNO, 11000 6
replicacion.

- , . 0
An_euggmuda_d_y NuUmero cromosomico AgNO; 10 10
poliploidogenicidad | modal 100

0
Frecuencia de AgNO; 10
aberraciones 100 10
= Clastogenicidad cromosomicas Mitomicina C | 0.040 ng/mL
©
S Frecuencia de 0
(&)
x microntcleos AGNOs 11000 6
2 . 0
S Frecuencia de 01
O intercambios de AgNO; 10 6
Dafio al ADN cromatidas hermanas. 100
0
Rompimientos de 10 10
cadena sencilla del AgNO; 100
Recuperacion del ADN 10 10
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e Caracteristicas de los donadores
Criterios de inclusion:
e Hombres y mujeres de edad entre 20 y 40 afios.
e Sanos

e Sin habitos nocivos como el alcoholismo o tabaquismo

Criterios de exclusion:
e Menores de 20 afios y mayores de 40 afnos.
e Haber estado bajo tratamiento médico al menos durante el Gltimo mes.

e Manifestar tener habitos nocivos para la salud.

e Preparacion de las sales de nitrato

Se prepararon soluciones acuosas de nitrato de plata (RESOL), nitrato de potasio (J.
T. Baker) y nitrato de sodio (J. T. Baker) cada una en concentraciones 10X. Estas
fueron: 0.01, 10, 100 y 1000 pg/mL de medio de cultivo. Se esterilizaron por filtracion
a traves de filtros de de 0.22 pm (Millipore).

e Cultivo de linfocitos

Las muestras de sangre se obtuvieron con jeringa previamente heparinizada
(Microlab). Los cultivos se prepararon de acuerdo con el protocolo de Arakaki y
Sparkes® colocando 0.3 mL de sangre completa en frascos ampula de 60 mL
estériles, conteniendo 5 mL de medio de cultivo McCoy 5a (Microlab) adicionado con
0.4 mL de Fitohemaglutinina M (Microlab) y 0.04 mL de una solucién antibittica
(penicilina—estreptomicina, Microlab). Se incubaron a 37° C durante 72 horas excepto

en el ensayo de osmolaridad en el que variaron los tiempos de incubacion.

e EXxposicion alas sales de nitrato

Después de las primeras 24 h de incubacién a 37 °C, se formaron 13 lotes de tres

cultivos cada uno por cada donador:

1) Cuatro lotes experimentales que fueron expuestos a 0 de nitrato de plata en
concentraciones finales de 0.01, 10, 100 y 1000 pg/mL de medio de cultivo.
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2) Cuatro lotes testigo que se expusieron a de nitrato de sodio en las mismas
concentraciones finales que el nitrato de plata.

3) Cuatro lotes testigo que se expusieron a de nitrato de potasio en las mismas
concentraciones finales que el nitrato de plata.

4) Un lote testigo al cual no se le expuso a ningun agente.

Los lotes expuestos a nitrato de sodio y de potasio se incluyeron para descartar la

posibilidad de que al disociarse el nitrato de plata en el medio acuoso en los iones

plata (Ag") y nitrato (NO3), este ultimo dafiara a las células.

Todos los cultivos se re-incubaron a 37 °C por 48 horas mas, conforme a la

estrategia propuesta por Preston et al.?*.

e Osmolalidad

Con el fin de determinar si la adicién a los cultivos de 5 mg/mL de cada una de las
soluciones de nitrato de sodio y de potasio para obtener la concentracion final de
1000 pg/mL afectaba la presién osmoética, se midié la osmolaridad del medio de
cultivo, la del medio de cultivo adicionado con NaNO3; 1000 pg/mL asi como la del
medio de cultivo con KNOg3, 1000 pg/mL, a las 0 y 24 horas de incubacién a 37 °C.
También se cultivaron muestras sanguineas de tres donadores (1, 13 y 14) y se
midi6 la osmolalidad en los sobrenadantes de los cultivos testigo (sin sal),
previamente adicionados con NaNOjz; 1000 pg/mL y con KNO3; en la misma
concentracion, a las 48 y 72 horas de incubacion a 37 °C (24 y 48 horas de
exposicion a las sales respectivamente). La medida de la osmolalidad se realizé con

un osmémetro (Advanced Instruments, Inc., Mod. 3D2).

e Indice mitético (IM)

Para determinar este parametro se emplearon cultivos de 10 donadores (1-10). Se
cosecharon siguiendo la técnica de Moorhead et al.**. Una hora antes de iniciar la
cosecha, se anadieron 0.125 mL de Colcemid (Microlab) a cada uno de los cultivos
de los cuatro lotes. Las células se separaron del medio de cultivo mediante
centrifugacion a 1500 rpm; se les aplic6 un tratamiento hipoténico con cloruro de
potasio 0.057 M (J. T. Baker) durante 30 minutos a 37 °C. Se volvieron a centrifugar
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a 1500 rpm y se fijaron con Solucién de Carnoy (acido acético-metanol, proporcién
3:1; J. T. Baker). Las preparaciones se hicieron dejando caer gotas de la suspension
celular sobre portaobjetos desengrasados y frios y secando al calor de la flama del
mechero. Se tifieron con colorante de Giemsa (Merck) al 10 %. A cada preparacion
se le asigné una clave para ser revisadas con el método del doble ciego.

El indice mit6tico se calculd obteniendo la proporcién de mitosis en un total de 6000

células por lote de cada donador.

IM = no. de mitosisX 100

no. total de células

e Alteraciones en el niUmero cromosomico

Las mismas preparaciones con las que se determind el indice mitdtico fueron
utilizadas para observar el efecto de la plata sobre la distribucién correcta de los
cromosomas durante la mitosis. Se revisaron las correspondientes a los lotes testigo
y expuestos a 10 y 100 pg/mL de nitrato de plata de seis donadores Unicamente (1,
9-11, 16 y 17) por ser las que presentaban la calidad apropiada para este andlisis.
Se seleccionaron al azar 100 mitosis por lote de cada uno de los donadores y se
registré el nUmero de cromosomas presentes en cada una de ellas.

Se sumaron las frecuencias de cada uno de los niumeros cromosomicos en los

diferentes lotes y se obtuvo el nimero modal.

e Frecuencia de aberraciones cromosomicas

De manera similar a la descrita en el inciso anterior, se seleccionaron 60 mitosis de
excelente calidad (con 46 cromosomas dispersos) por lote de cada donador (1, 9-11,
16 y 17), se revis6 cuidadosamente cada uno de los cromosomas y se registro el
namero de hendiduras sencillas (G’) y dobles (G”), rompimientos sencillos (B’) y
dobles (B”) presentes en cada célula. Con estos datos se obtuvo la frecuencia de
aberraciones cromosémicas por célula en cada uno de los lotes, testigo y

experimentales y se calcul6 la proporcion de células que presentaran al menos un
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cromosoma dafiado®. Se afiadié un lote mas cuyos cultivos fueron expuestos a

mitomicina C (MMC), 40 ng/mL de cultivo, como testigo positivo.

e Frecuencia de micronucleos

Las muestras sanguineas de seis donadores (1, 5-7, 10 y 12) se cultivaron para
determinar el efecto del ion plata en concentraciones de 10 y 100 pug/mL sobre la
frecuencia de microntcleos. Se emple6 el procedimiento de Fenech®’ que consistié
en afadir citocalasina B (Sigma) en una concentracion final de 3 pg/mL a cada uno
de los cultivos de todos los lotes, a las 44 horas de incubacion, con el fin de inhibir la
citocinesis y obtener células binucleadas. Para cosechar las células se centrifugd a
1500 rpm durante 10 minutos para separarlas del medio y se aplic6 un choque
hipotonico con cloruro de potasio 0.4 % (J. T. Baker) durante 15 minutos para facilitar
la observacion de las células binucleadas y la presencia de micronucleos. Las
preparaciones se tifieron con colorante May-Grunwald al 5 % pH 7.2, durante 5
minutos y con Giemsa al 10 % en amortiguador de Sorensen pH 6.8, por 10 minutos.
Se determiné la frecuencia de células binucleadas en 6000 células por lote de cada
donador asi como la frecuencia de microndcleos en 2000 células binucleadas por

lote de cada donador®.

e Frecuencia de intercambios de croméatidas hermanas

Para determinar el efecto de la exposicion al ion plata sobre la frecuencia de
intercambios de crométidas hermanas se cultivd sangre de seis donadores (1, 4, 5, 7
y 15) y se expusieron a 0, 0.01, 10 y 100 pg/mL de nitrato de plata.

Los cultivos se cosecharon de la misma forma descrita para obtener las
preparaciones en las que se registro el indice mitotico. Para tefiir diferencialmente las
crométidas hermanas se aplicé el método propuesto por Perry y Wolff** que consistié
en lo siguiente: se afiadieron 0.25 mL de solucion acuosa de 5°, Bromodesoxiuridina
(BrdU) (Sigma) 200 pg/mL, a cada uno de los cultivos, 48 horas antes de ser
cosechados. A las 71 h de incubacién a 37 °C se les afadieron 0.125 mL de
Colcemid (Microlab) y se procedié de la misma manera antes descrita hasta la

obtencion de las laminillas. Estas se sumergieron en una solucién acuosa del
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fluorocromo Hoechst33258 (Sigma) 0.5 pg/mL durante 40 minutos. Se cubrié la
superficie de cada preparacion con amortiguador de Sorensen pH 6.8 y se coloc6 un
cubreobjetos de 25 mm de ancho x 50 mm de largo antes de exponerlas a la luz
negra (20 watts) durante 4 horas. Se lavaron con agua destilada y se tifieron con
colorante de Giemsa al 10 % en amortiguador de Sorensen pH 6.8. A cada
preparacion se le asigné una clave para ser revisadas con el método del doble ciego.
Se seleccionaron 60 mitosis de buena calidad, por lote de cada donador, y se
cuantifico el numero de intercambios dobles y sencillos presentes en cada una de
ellas. Con estos datos se obtuvo la frecuencia promedio de intercambios de

cromatidas hermanas por célula.

e Cinética de proliferacién

En las mismas preparaciones tefiidas diferencialmente se registré la frecuencia de
mitosis de primero, segundo y tercer ciclo de replicaciéon con base en la tincion que
mostraran y que a su vez estaba en funcion de la incorporacion de BrdU a una o

ambas cadenas del ADN*® *° (Figura 2).

Primer ciclo Segundo ciclo Tercer ciclo

Figura 2. Patrén de tincion de cromosomas de células proliferantes en presencia de
bromodesoxiuriduna durante uno, dos y tres ciclo de replicacion.

Se revisaron y clasificaron 120 mitosis por lote de cada donador y el indice de

replicacion (IR) se obtuvo mediante la siguiente formula**:

IR= M+ 2M, + 3M3

Total de metafases
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e Dafio al ADN: rompimientos de cadena sencilla (ensayo cometa)

Para estimar el dafio a la molécula de ADN, los cultivos de los lotes testigo y
experimentales (0, 10 y 100 pg/mL) de 10 donadores (1, 5, 7-10, 18-21) se lavaron
cuidadosamente con PBS dos veces. Se utilizd la técnica de electroforesis unicelular
alcalina descrita por Singh et al.*%.

Se prepararon geles con tres capas de agarosa: la primera de 110 uL de agarosa de
peso molecular regular (Sigma), la segunda de 75 pL de agarosa de bajo peso
molecular (Sigma) mezclada con 75 pL de células, y la tercera de 75 pL de agarosa
de bajo peso molecular.

Se incubaron durante una hora, a 4°C, en una solucién de lisis (cloruro de sodio 2.5
M, Na,-EDTA 100 uM, Tris 10 pM, dimetilsulféxido 10 %, Triton 100-X 1% (J.T.
Baker) y agua desionizada; pH 10).

Las preparaciones se transfirieron a una camara de electroforesis (Bio Rad), se
cubrieron con amortiguador de electroforesis (hidroxido de sodio 10 N, Na,-EDTA
200 uM (J.T. Baker) y agua desionizada) y se dejaron reposar en él durante 20
minutos a 4 °C. Se expusieron al paso de corriente eléctrica de 25 V, 300 mA,
durante 20 minutos.

Después se lavaron con amortiguador de neutralizacion (Tris (J. T. Baker) 400 mM,
pH 7.5) tres veces, se tifieron con 50 pl de bromuro de etidio (Sigma) 2 pg/mLy se
guardaron en una camara humeda a 4 °C, hasta su andlisis con un microscopio de
fluorescencia (Olympus).

Se revisaron 300 células por lote de cada donador y, en aquellas que presentaran
migracion del ADN, se midio la longitud del desplazamiento empleando un analizador

de imégenes y el programa VIDS (Synoptics).

Reparacién del dafio al ADN

Con el fin de determinar si las células podrian recuperarse del dafio causado por el
ion plata a su ADN, se obtuvieron muestras de diez donadores (1, 5, 7, 22-28) y se
formaron dos lotes de 12 cultivos cada uno: el primero se expuso a 10 pg/mL de

nitrato de plata durante 48 horas y el segundo sirvié como testigo.
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Al concluir la exposicion, los cultivos se lavaron dos veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS, Microlab), se les afiadié medio de cultivo fresco, sin
nitrato de plata y se realizaron electroforesis unicelulares a las 0, 24, 48 y 72 horas.

Para la evaluacion del dafio, se procedié de la manera antes descrita.

e Analisis estadistico

Los datos de indice mitético, micronucleos,indice de replicacion y de ensayo cometa
se analizaron mediante un ANOVA vy la Prueba de Rangos Mdultiples de Tukey. Las
frecuencias de aberraciones cromosomicas y de intercambios de cromatidas
hermanas por célula se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis. En todos los

analisis se empled el paquete estadistico SPSS v 12.

RESULTADOS Y DISCUSION

e Caracteristicas de los donadores

En total colaboraron 28 donadores a lo largo del proyecto, todos miembros de la
comunidad de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad lztapalapa, cuyas
edades fluctuaron entre los 19 y 38 afios, siendo el promedio de 28 afios. Se procurd
gue participara igual nimero de hombres que de mujeres. De cada uno de ellos se
obtuvo el consentimiento por escrito. En el Anexo 1 se presenta la lista de donadores

y los ensayos en los cuales fueron empleadas sus muestras.

e Osmolalidad

Se sabe que la presién osmotica del medio en que se encuentren las células afecta
su metabolismo, crecimiento y densidad, entre otros aspectos. Para obtener la
concentracion mas elevada de NaNO3 y KNO3 (1000 pg/mL) se afiadieron 5 mg/mL a
cada tubo de cultivo, que coincidio con la maxima cantidad recomendada por Preston
et al.**. La concentracién de esas sales en términos de molaridad fue de 0.01176 y
0.009 M, respectivamente. En la Tabla 3 se observa que la osmolalidad del medio es
la que generalmente tienen los medios de cultivo para células de mamifero (280-

320mOsm/kg)*®, en particular el medio McCoy 52 modificado de diferentes marcas
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comerciales que se encuentra entre 255 y 292 mOsm/kg (Biowest, HiMedia, Corning
Cellgro, Sigma y Lonza). Las diferencias entre los lotes durante las primeras 24
horas de incubacién a 37 °C no son significativas (X2, p> 0.05).

Tabla 3. Osmolalidad promedio (+ Error Estandar) registrada en medio de cultivo Mc Coy 5a con
nitrato de sodio y nitrato de potasio en concentracién de 1000 ug/mL, durante 0 y 24 horas de
incubacion a 37 °C.

. Osmolalidad (mOsm/Kg)
Incubacion _ i —
a37°C Medio con células No. de repeticion

(horas) 1 > 3 Promedio + EE

279 283 283 281.66 +1.33

0 Adicionado con NaNO; 274 272 272 272.66 £ 0.67

Adicionado con KNO3 270 270 270 270.00 £ 0.00

280 283.25 278.5 280.58 + 1.40

24 Adicionado con NaNO; 262.5 274 275 270.50 £ 4.02

Adicionado con KNO; 265 273 269 269.00 £ 2.31

Al incubar las células en el medio, la presion osmdética disminuye tanto en el lote
testigo como en los cultivos expuestos a los nitratos en relacion con el medio sin
células ni sales. También se registra una ligera tendencia a disminuir en funcion del
tiempo de incubacién (Tabla 4). En ambos casos, la osmolalidad se mantiene dentro
de los limites apropiados (255- 292 mOsm/Kg) y las diferencias que se registraron
entre el medio sin sales ni células y en presencia de ellas no son significativas (X2, p
> 0.05).

Con el fin de verificar que el medio de cultivo se conservaba isotonico con respecto a
las células, se tomaron alicuotas de los cultivos de los diferentes lotes y se observo
la morfologia celular a través del microscopio. En ninglin caso se registrd alteracion

alguna que indicara turgencia o plasmalisis.
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Tabla 4. Osmolalidad promedio (+ Error Estandar) en el medio de cultivo de linfocitos de tres
donadores. Los cultivos se expusieron a nitrato de sodio y nitrato de potasio en concentracion de
1000 pg/mL durante 24 y 48 horas.

Incubacion Osmolalidad (mOsm/Kg)
a37°C Medio con células Donador

(horas) 1 13 1 Promedio + EE

277 277.5 282 278.8 +1.59

48 Adicionado con NaNO; 274.5 273.6 273 273.7+0.44

Adicionado con KNO; 270 268.33 268.3 268.8 £ 0.56

275.3 277.5 277 276.6 £ 0.67

72 Adicionado con NaNO; 273.6 273 271 272.5+0.79

Adicionado con KNO4 266.5 268.6 266 267.0 £ 0.80

De esta forma se constatd que la presién osmaética no cambiaba en los cultivos con
la concentracion mas elevada de las sales de nitrato bajo prueba y, al mismo tiempo,

se valido el uso de estos lotes como testigos de la toxicidad del ion plata.

e Indice mitético

El indice mitético es un marcador de citotoxicidad ampliamente utilizado que indica si
la célula sobrevive a la accion de un agente externo, si conserva su capacidad para
proliferar y, de manera indirecta, permite estimar la duracion del ciclo celular. La
sensibilidad y reproducibilidad de este parametro se ha demostrado ampliamente®*“°.
Al analizar los datos obtenidos en los cultivos testigo y los expuestos a la plata
(Tablas 5, 6 y 7) es evidente la diversidad de valores del indice mit6tico presentes
entre los donadores, comportamiento que ha sido reportado previamente y atribuido
a la variabilidad biologica de los individuos en respuesta a las condiciones de cultivo

y a la exposicion a diferentes agentes** 47 %8,

Se observo que el indice mitético promedio disminuyd en funcidn de la concentracion
de nitrato de plata y se redujo a cero con 1000 pg/mL (Tabla 5); a partir de la

concentracion de 100 pug/mL la diferencia es significativa con respecto al lote testigo

26, 49

(Tukey, p<0.05). Estos resultados confirman la citotoxicidad del ion plata y, en
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particular, la disminucion de la proliferacion en cultivos de células sinoviales

humanas®® *°, fibroblastos y células endoteliales®’.

Tabla 5. indice mitético promedio (% + Error Estandar) en los cultivos de linfocitos de 10 donadores
expuestos a cinco concentraciones de AgNO; durante 48 horas.

indice Mitético (% + EE)
DONADOR Concentraciones finales de AgNO; (ug/mL de cultivo)
0 0.01 10 100
1 1.26 £ 0.22 2.23+0.42 142 £0.17 1.18 £+ 0.26
2 1.90 + 0.55 0.22+£0.16 0.19+0.10 1.02+0.40
3 101+ 0.14 1.34+£0.30 1.20+£0.32 1.10+0.36
4 1.03+0.35 3.33+£041 3.42+£0.97 0.82+0.16
5 3.70+0.78 3.22+0.33 2.85+0.62 1.03+0.40
6 3.80+0.58 3.55+0.68 2.31+0.99 0.61+0.30
7 3.20+0.98 281+0.71 2.01+0.26 1.52 + 0.50
8 413 +0.37 4.76 + 0.65 2.87+0.61 257+0.27
9 1.65+0.46 3.17+0.28 2.09+0.44 1.21+044
10 294 +0.31 3.69+0.31 2.96 £0.98 0.43+0.15
Promedio + EE | 2.46 + 0.47 2.83+042 2.13+0.55 1.15+0.32*

*Diferencia significativa con respecto al lote testigo (Tukey, p<0.05).

La proliferacion celular en los cultivos expuestos a nitrato de sodio no se afectd,
como puede apreciarse en la Tabla 6. La proporcion de células en mitosis
encontrada en los diferentes lotes es muy similar, excepto en el de la mayor
concentracion con la que se registré un incremento de casi 11%. Sin embargo, las
diferencias entre el lote testigo y los experimentales no son significativas (Tukey, p >
0.05). En la literatura no hay datos acerca del estimulo de la proliferacion celular con
este compuesto pero se ha encontrado que el nitrito de sodio la favorece
significativamente en células del epitelio estomacal (Iinea AGS)*? y en neutrdfilos de

la linea celular HL60%,
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Tabla 6. indice mitético promedio (% =+ Error Estandar) en los cultivos de linfocitos de 10 donadores
expuestos a cinco concentraciones de NaNO; durante 48 horas.

indice Mitotico (% + EE)
DONADOR Concentraciones finales de NaNO; (ug/mL de cultivo)
0 0.01 10 100 1000
1 1.26 £ 0.22 1.67+£0.15 2.03+£0.33 1.52+0.48 3.26+£0.44
2 1.90 £ 0.55 0.96 £ 0.47 1.55+0.27 1.61+£0.36 2.97+0.36
3 1.01+0.14 1.41+£0.70 1.96 + 0.53 1.08 £ 0.37 289+0.17
4 1.03+0.35 1.60 £ 0.28 2.63+0.94 1.22+£0.42 2.33+0.36
5 3.70+0.78 3.98+0.42 3.50+0.22 3.91+1.13 4.63 +0.39
6 3.80+ 0.58 0.63+0.24 2.35+0.44 1.35+0.55 3.16 £ 0.48
7 3.20+0.98 2.71+£0.68 3.37+£0.39 441 +1.00 242 +0.19
8 413 +0.37 2.22+0.57 3.65+0.35 4.08 + 0.57 2.75+041
9 1.65+0.46 3.04 £0.90 2.82+0.60 3.24+0.51 230+0.44
10 294 +0.31 3.55+0.30 2.00+0.30 1.86 £ 0.25 2.97+0.36
Promedio + EE | 2.46 + 0.47 2.18 £ 0.47 235+0.44 2.43 £ 0.56 2.97+0.36

El comportamiento de los cultivos expuestos a nitrato de potasio fue también
relativamente uniforme (Tabla 7) y ninguna de las diferencias entre los lotes resultd
estadisticamente significativa (Tukey, p > 0.05).

Estos resultados no concuerdan con los encontrados por Bharadwaj et al.>*

guienes
al exponer células de hepatoma humano de la linea HepG2 a KNO3 1 y 4 mM
registraron disminucion significativa de la proliferacion celular. La primera de esas
concentraciones es similar a la maxima empleada en el presente trabajo y es muy
probable que cada tipo celular tenga una respuesta diferente ante el mismo estimulo.
Existe otro reporte mas reciente® en el que se expusieron cultivos primarios de
linfocitos humanos a esta misma sal en concentraciones de 0, 0.02, 0.2, 2,4y 8 mM
registrandose disminucion significativa en el indice mitético con las concentraciones
de 0.2 y 4 mM. Aungque el modelo experimental es el mismo, las diferencias pueden
atribuirse a que las concentraciones que resultaron toxicas son superiores a las

probadas en este trabajo.
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Tabla 7. indice mitético promedio (% =+ Error Estandar) en los cultivos de linfocitos de 10 donadores
expuestos a cinco concentraciones de KNO;durante 48 horas.

indice Mitotico (% + EE)
DONADOR Concentraciones finales de KNO; (ug/mL de cultivo)
0 0.01 10 100 1000
1 1.26 £ 0.22 2.21+0.30 1.13+0.19 1.95+0.17 297 £1.07
2 1.90 £ 0.55 2.21+043 0.20+0.12 0.48 £ 0.22 2.60 £ 0.58
3 101+ 0.14 0.32+0.15 0.94 +0.28 1.67 £ 0.46 1.96 + 0.39
4 1.03+£0.35 1.38+0.31 2.45+0.59 3.03+0.32 1.76 £ 0.50
5 3.70+£0.78 5.26 £ 0.89 474 +0.44 2.74+0.51 2.73+£0.91
6 3.80£0.58 2.21+043 1.04 £ 0.60 1.23+0.48 3.81+£043
7 3.20+£0.98 3.47 £0.61 4.25+0.70 414 +0.71 4.09+0.71
8 4,13 +0.37 4.48 + 0.37 2.58+0.43 241+0.42 2.71+0.19
9 1.65 + 0.46 2.79+1.33 1.03+£0.25 0.67 £ 0.34 0.81+0.44
10 294 +0.31 217+0.31 3.28+£0.23 290+£0.43 2.60 £ 0.58
Promedio + EE 2.46 £ 0.47 2.21+043 216 £0.38 212+041 2.60 £ 0.58

La Figura 3 resume el comportamiento del indice mitdtico en cada una de las
condiciones experimentales y testigo. Se aprecia el efecto citotoxico del ion plata a
partir de la concentracion de 100 pg/mL, asi como la inocuidad de los nitratos de

sodio y potasio en las concentraciones aplicadas.

La muestra sanguinea de cada uno de los 10 donadores que se emple6 para probar
las sales en sus diferentes concentraciones fue una sola, es decir, de cada donador
se extrajo, previo consentimiento, el volumen necesario para preparar 39 cultivos (3
testigo y 36 experimentales distribuidos en 12 diferentes lotes) lo cual incrementa la
confiabilidad de la comparacion debido a que el estado fisiolégico del donador,
reflejado en la composicién sanguinea al momento de tomar la muestra, se mantuvo

constante.

Esto resultd muy conveniente desde el punto de vista del disefio experimental pues
se ha observado que las muestras de un mismo individuo tomadas en diferentes
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tiempos no siempre se comportan de la misma manera en el cultivo. Por ello, en la

grafica de la Figura 3, las tres curvas parten del mismo valor. Otro aspecto que debe

resaltarse en la misma es que cada punto corresponde al promedio del indice

mitético de 10 donadores, lo cual representa una muestra de 60,000 células en cada

uno de ellos.
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Figura 3. Comportamiento del indice mitotico registrado en cultivos de linfocitos humanos expuestos a
nitrato de plata, nitrato de sodio y nitrato de potasio en concentraciones de

01

0.01, 10, 100 y 1000 pg/mL de cultivo.
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El indice mitético confirmd ser un valioso marcador de citotoxicidad pues permitid
determinar que las células sobrevivieron la exposicion a los nitratos de plata, sodio y
potasio ademas de que proliferaron, excepto en los cultivos tratados con 100 pg/mL

de nitrato de plata en los que el indice mitotico disminuy6 de manera significativa.

En virtud de que los resultados de indice mitotico demostraron la inocuidad del i6n
nitrato (NO3’), se procedié a evaluar la genotoxicidad del ion plata anicamente, es

decir, sin incluir los nitratos de sodio ni de potasio como testigos.

e Alteraciones en el numero cromosomico.

Se emplearon Unicamente las preparaciones de seis donadores por ser las que
presentaban la calidad adecuada para evaluar este parametro.

En la Tabla 8 se resume la frecuencia de los nimeros cromosémicos registrados y se
observa que mas del 80 % de las metafases en todos los lotes presentaron 46
cromosomas. También se encontraron mitosis con nimeros inferiores a 46 (de 39 a
45 cromosomas) Yy otras con mas de 46 cromosomas (de 47 a 100) pero su
frecuencia fue muy baja. Asi, el nUmero modal en los tres lotes, testigo y expuestos a
0, 10 y 100 pg/mL de AgNOg3, fue 2n = 46. Se conservé el numero diploide de la

especie humana.

Tabla 8. Frecuencia (%) de nimeros cromosdmicos registrados en metafases de linfocitos expuestos
a nitrato de plata en concentraciones de 0, 10 y 100 pg/mL de cultivo.

LOTE Frecuencias de numeros cromosémicos (%)

ug/mL| 39 [ 40 [ 41 [ 42 [ 43 [ 44 [ 45 | 46 | 47 | 48 | 49 [50-]60-]70-[80-]90-

0 0.34|0.17(0.17|0.34|0.34 |3.95|3.78 | 84.02|2.41{0.00 |0.00|1.55(0.69|0.34 | 0.17 | 1.72

10 ]0.00|0.00({0.18|0.00|0.36|2.92|5.66|85.77|1.46|0.00/0.18|0.73|0.55|0.18 | 0.36 | 1.64

100 |0.00|0.00(0.26|0.00|0.26 |6.27 |4.18 | 83.03|1.83|0.00|0.00|0.78 {0.00|0.00|1.04|2.35
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El nimero cromosomico es fundamental para la estabilidad de la célula y depende de
la distribucion equitativa de los cromosomas a las células hijas durante la division

celular, mitosis o meiosis®®.

La segregacion cromosOmica correcta es un conjunto de eventos coordinados que
permiten que se ensamble el huso mitético, que los cromosomas se unan en tiempo
y forma a las fibras del huso a través del cinetocoro, que se alineen orrectamente en
la placa ecuatorial y que las cromatidas hermanas permanezcan unidas hasta el
momento preciso de la separacion®” *®. Los mecanismos de regulacion del ciclo
celular en curso constituyen una via para lograr esa coordinacion y en caso de
alteracion pueden detener la progresion del ciclo y activar los mecanismos de
reparacion®. Cualquier alteracién de la fidelidad de este proceso puede conducir a la

formacion de células hijas binucleadas, aneuploides o poliploides®®.

La aneuploidia es una condicion en la que el nimero cromosémico no corresponde a
un multiplo del complemento haploide. Est4 asociada con enfermedad, muerte y
afecta a la proliferacién celular®™. En la poliploidia el complemento haploide se
encuentra multiplicado mas de dos veces. Se ha observado que hay células
poliploides obligadas como los megacariocitos, hepatocitos, células del musculo liso
de las arterias y miocitos cardiacos, pero también puede haber células que se tornan

poliploides debido a que han sido sometidas a un estado de estrés fisiol6gico®%.

De los resultados obtenidos se deduce que la exposicion al ion plata no afecta a
ninguno de los eventos que conducen a una segregacion cromosdmica correcta
durante la division celular, ni estructural ni funcionalmente. Por lo tanto, puede

decirse que no es un agente aneugénico ni poliploidogénico.

e Frecuencia de aberraciones cromosomicas.
Para evaluar este parametro se emplearon las preparaciones de los seis donadores
del inciso anterior. La cantidad y calidad de las figuras mitéticas no permitieron

analizarlas en el niumero adecuado, principalmente las provenientes de cultivos
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expuestos a 100 pg/mL de la sal de plata; en promedio se revisaron 40 mitosis por
lote de cada donador. Los cultivos expuestos a mitomicina C (testigo positivo) se
realizaron con muestras sanguineas tomadas en fecha posterior y sélo pudieron

obtenerse de cuatro de los seis donadores iniciales.

Las alteraciones estructurales que se registraron fueron: hendiduras sencillas (G’) y
dobles (G”) asi como rompimientos sencillos (B’) y dobles (B”); los datos de estos
altimos (B* y B”) se emplearon para calcular la frecuencia de aberraciones
cromosémicas en los diferentes lotes®. En la Tabla 9 se observa que hay mayor
proporcion de rompimientos en los cultivos tratados con AgNOs3 con respecto al
testigo pero la diferencia entre ellos no resultd estadisticamente significativa
(Kruskal-Wallis, p>0.05). En cambio, la frecuencia de aberraciones cromosOmicas en
los cultivos expuestos a mitomicina C difiere significativamente de la registrada en los
otros lotes (Kruskal-Wallis, p<0.05); en los cultivos de todos los donadores se
presentd dafo. Practicamente todas la células afectadas sélo mostraron un tipo de
alteracion por ello los datos de proporciéon de células dafiadas son similares a los de

la frecuencia de aberraciones cromosémicas (Tabla 9).

Nakamuro y Sayato® al exponer cultivos de linfocitos humanos a AgNO; en
concentraciones de 0.6, 3.2 y 6.4 pg/mL tampoco encontraron diferencias
significativas con respecto al lote testigo pero si las observaron al exponer
fibroblastos de piel de embribn humano a las dos concentraciones méas elevadas, por
lo cual concluyen que el ion Ag® es un agente clastogénico débil. Este resultado
ademas sugiere que cada tipo celular tiene una sensibilidad diferente.

Esos autores calcularon la frecuencia de aberraciones cromosomicas tomando en
cuenta también a las hendiduras (gaps) sencillas y dobles (G’ y G”, respectivamente)
gue convencionalmente se excluyen debido a que se desconoce su significado
biolégico®*.

Sin embargo, considerando que las alteraciones reflejan discontinuidad de la
cromatina debida a su interaccion con un agente toxico y que implican ruptura y

64, 65

reunion de segmentos no deberian ignorarse.
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Tabla 9. Frecuencia de aberraciones cromosémicas registradas en metafases de linfocitos expuestos
a nitrato de plata en concentraciones de 0, 10 y 100 pg/mL de cultivo y a 40 ng/mL de mitomicina C
(testigo positivo). Se presenta también la proporcion de células dafiadas en cada lote (dafio celular).

Lote Donador | G | &~ | B | B” Total Aberraciones | Células | % Dafio
pg/mL mitosis por célula dafiadas | celular
1 9 0 3 0 60 0.05 3 5
9 6 0 2 0 60 0.03 2 3.33
10 8 0 5 0 60 0.08 5 8.33
0 11 6 3 3 0 50 0.06 2 4
16 3 0 0 0 60 0 0 0
17 10 0 0 0 40 0 0 0
Total 42 3 13 0 330 0.04 12 3.64
1 11 4 5 0 60 0.08 5 8.33
9 6 0 2 0 50 0.04 2 4
10 2 0 5 0 60 0.08 5 8.33
10 11 7 4 6 0 60 0.1 3 5
16 1 1 0 0 60 0 0 0
17 7 2 5 0 20 0.25 3 15
Total 34 | 11 | 23 0 310 0.07 18 5.81
1 16 7 0 0 36 0 0 0
9 2 1 0 0 30 0 0 0
10 4 0 5 0 40 0.13 5 12.05
100 11 1 0 0 0 30 0 0 0
16 4 1 6 0 50 0.2 10 20
17 1 0 0 0 40 0 0 0
Total 34 9 11 4 226 0.07 15 6.64
1 17 7 6 6 60 0.20 12 20
9 6 0 1 0 60 0.02 1 1.67
MMC 10 2 1 2 0 60 0.03 2 3.33
40 ng/mL
17 6 3 6 0 40 0.15 6 15.00
Total 31 11 15 6 220 0.10* 21 9.55*

*Diferencia significativa con respecto al lote testigo (Kruskal Wallis, p < 0.05).
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En el caso particular de los datos de esta tesis analizados bajo esa premisa, se
confirmo6 que no existen diferencias significativas entre los lotes expuestos a 0, 10 y
100 pg/mL aunque naturalmente se incrementd la frecuencia de aberraciones
cromosomicas al incluir a las hendiduras de 0.04, 0.07 y 0.07 a 0.18, 0.22 y 0.23,

respectivamente.

Tanto las aberraciones cromosomicas como la aneuploidia generan una situacion de
desequilibrio denominada inestabilidad cromosomica que estd estrechamente
relacionada con la tumorigénesis®. De acuerdo con los resultados obtenidos el ion
plata no propicia la inestabilidad cromosdmica por lo que se puede concluir que no
interfiere la segregacion cromosdémica durante la division celular ni afecta la

integridad de la cromatina.

e Frecuencia de micronucleos

La presencia de micronucleos es uno de los métodos mejor establecidos para
evaluar dafio cromosémico en células humanas. El procedimiento més confiable para
cuantificarlos es mediante el bloqueo de la citocinesis con citocalasina B que permite

obtener células binucleadas y que fue empleado en este trabajo®’.

En la Tabla 10 se muestran las proporciones de células con uno, dos, tres 0 mas
ndcleos encontradas en 12000 células por lote de cada uno de los seis donadores.

En todos los lotes las mas abundantes fueron las células mononucleadas, seguidas
por las binucleadas que estuvieron en nuamero suficiente para cuantificar los

micronucleos.

En un promedio de 3000 células binucleadas por lote de cada donador se determiné
la proporciébn de aquellas que no tuvieran micronucleos asi como las que
presentaran, uno, dos o mas de ellos. Los resultados obtenidos se encuentran en la
Tabla 11 en la que se observa que predominan las células sin dafio, es decir sin

micronucleos, en todos los lotes. En la misma se presenta la frecuencia promedio de
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micronucleos por célula en el lote testigo y los experimentales; la diferencia entre

ellos no es significativa (Tukey, p > 0.05).

Tabla 10.

Proporcién de células con uno (MONO), dos (BI), tres (TRI) o mas nucleos (> 3) encontrada
en linfocitos humanos expuestos a nitrato de plata en concentraciones de

0,10y 100 pg/mL de cultivo.

Proporcién de células (%)
(:Itﬁ;llz_) CET_ISSAR DONADOR Promedio + EE
1 2 3 4 5 6

MONO 93.73 93.81 94.10 91.25 93.50 94.18 93.43+0.45

Bl 5.92 5.95 5.72 8.60 6.42 5.57 6.36 £ 0.46

0 TRI 0.30 0.19 0.17 0.15 0.08 0.22 0.19+£0.03
>3 0.04 0.05 0.00 0.00 0.00 0.02 0.02+0.01

MONO 90.48 91.69 94.25 92.80 93.98 93.98 92.86 + 0.62

Bl 9.209 5.76 5.67 7.03 5.80 5.80 6.55 + 0.57

0 TRI 0.255 0.17 0.08 0.16 0.18 0.18 0.17 £ 0.02
>3 0.058 0.02 0.00 0.00 0.03 0.03 0.02+0.01

MONO 89.52 94.19 93.78 89.69 93.07 96.16 92.74 +1.07

100 Bl 10.14 5.69 6.12 9.37 6.85 3.73 6.98 £ 0.98
TRI 0.31 0.09 0.10 0.16 0.08 0.10 0.14 £ 0.04

>3 0.03 0.03 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01+0.01

Es notoria la uniformidad de la respuesta de los distintos donadores en cuanto a

proporcion de células binucleadas y frecuencia de micronucleos por célula pues se

sabe que factores como la edad, el sexo, la dieta, el estilo de vida, pueden

afectarla®. El comportamiento observado puede atribuirse a que los criterios de

inclusion de los donadores fueron adecuados.
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Tabla 11. Proporcién de células sin micronucleos (0), con uno (1), dos (2), tres 0 mas micronucleos
(3>) encontrada en linfocitos humanos expuestos a nitrato de plata en concentraciones de
0,10y 100 pg/mL de cultivo.

Proporcién de células binucleadas (%) Frecuencia
No. de promedio de
(L?:T_]EL) Micronucleos DONADOR Promedio + EE micronucleos
HY por célula 1 2 3 4 5 6 - por célula
por lote + EE
0 97.56 |97.53|98.26 198.1398.45|97.90| 97.97 £0.15
1 225|226 | 154 | 1.83 | 1.55 | 2.00 1.91+0.13
0 0.04 £ 0.01
2 0.12 | 0.22 | 0.20 | 0.04 | 0.00 | 0.10 0.11 £ 0.04
3> 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.02+0.01
0 97.84(97.94|98.79| 97.9 | 98.4 |97.35| 98.04+0.20
1 2.06 | 1.90 | 1.17 | 2.00 | 1.00 | 2.22 1.73+0.51
10 0.03 £ 0.00
2 0.07 | 0.16 | 0.00 | 0.20 | 0.213 | 0.33 0.15+0.05
3> 0.03 | 0.00 | 0.03 | 0.10 | 0.07 | 0.10 0.06 + 0.02
0 96.83(97.26|96.86|98.21| 98.8 |97.11| 97.51+0.33
1 270 | 242 | 2.74 | 1.67 | 1.10 | 2.62 2.21+£0.27
100 0.05+0.01
2 0.04 | 0.31 | 0.40 | 0.11 | 0.20 | 0.20 0.19 £ 0.06
3> 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.07 | 0.00 | 0.07 0.04 £ 0.02

Los micronucleos pueden originarse a partir de fragmentos de cromosomas
acéntricos o de cromosomas completos que no fueron incluidos en el nacleo durante
la telofase debido a que no se unieron correctamente a las fibras del huso durante la
anafase, es decir, que la formacién de micronlcleos estd relacionada con las
alteraciones en el numero y la estructura cromosdmica y, en consecuencia, con la

inestabilidad cromosomica®” % 7,

La frecuencia de microndcleos registrada en este trabajo confirma la ausencia de

efecto aneugénico y clastogénico del ion plata.

e Frecuenciade intercambios de croméatidas hermanas
A diferencia de las aberraciones cromosdmicas, los intercambios de cromatidas

hermanas no originan cambios en la forma de los cromosomas ni tampoco son
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fuente de variacion pues no originan nuevas formas alélicas como ocurre en el

entrecruzamiento meiético (crossingover)”™* ",

De las seis muestras sanguineas cultivadas so6lo en cinco de ellas se obtuvo material
de buena calidad y en cantidad adecuada para realizar el analisis, excepto en
algunos lotes experimentales, como se observa en la Tabla 12. En el lote testigo se
registr0 variacion en la frecuencia promedio de intercambios de cromatidas
hermanas por célula entre los donadores la cual puede atribuirse a factores propios
de las condiciones del cultivo, la tasa de proliferacion, al estilo de vida, el género, la

edad y factores de estrés al momento de tomar la muestra sanguinea* ™ ™

Tabla 12. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas por célula encontrada en linfocitos
humanos expuestos a nitrato de plata en concentraciones de 0, 0.01, 10y 100 pg/mL de cultivo.
(ND = no determinada).

Frecuencia promedio de intercambios de
cromatidas hermanaspor célula
DONADOR LOTE (ug/mL)

0 0.01 10 100
1 6.56 1.26 7.55 11.25
2 3.32 3.48 8.1 12.24

3 4.32 6.44 ND ND

4 2.86 ND ND ND

5 4.5 ND ND ND

Promedio + EE|4.31+0.64|3.73+1.5(7.83+£0.28|11.75 + 0.49*

*Diferencia significativa con respecto al testigo (Kruskal-Wallis, p <0.05).

Si bien no fue posible obtener figuras mitéticas en cantidad suficiente para contar con
una muestra mas representativa del comportamiento de los cultivos expuestos a 10 y
100 pug/mL, se observa que la frecuencia de intercambios de croméatidas hermanas

se incrementa en funcion directa de la concentracion de nitrato de plata. Esta
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tendencia se confirma con la diferencia estadistica entre el lote testigo y el tratado
con 100 pg/mL de AgNOs; (Kruskal-Wallis, p < 0.05).

Desde que la tincion diferencial de cromatidas hermanas cobr6é auge como marcador
de genotoxicidad en los afios 70 del siglo XX, se ha reconocido que es mas sensible

71, 72, 76, 77

que las aberraciones cromosémicas y, en el presente trabajo, éste fue el

primer parametro que puso en evidencia el efecto genotoxico del ion plata.

Se considera que los ICH resultan del intercambio de productos de replicacién del
ADN en loci homdlogos y, aunque aun no se precisa el mecanismo por el cual se
forman, la mayoria de los investigadores tiende a pensar que son consecuencia de
errores en la replicacion del ADN, posiblemente en la horquilla de replicacion misma.
Esta incertidumbre ha propiciado que algunos investigadores desestimen el valor de
este parametro en la evaluacién de riesgo pero ha sido tal su utilidad para establecer
las relaciones dosis-respuesta de cientos de compuestos quimicos que cualquier

anélisis citogenético que no los incluya se considera incompleto’®.

Casi la totalidad de los trabajos en los que se determina la frecuencia de ICH afirman
que se desconoce su significado biolégico pero Stetka’® propuso que por si mismos
representan alteracion del ADN en virtud de que todos los agentes mutagénicos
inducen su formacion, misma que implica ruptura e intercambio de cadenas de ADN
y confirma que resultan de la interaccion del ADN con el agente mutagénico. Lo que

falta precisar es qué tipo de interaccion ocurre.

e Cinética de proliferacion

El desarrollo de las técnicas de tincién diferencial de los cromosomas basadas en la
incorporacion de bromodesoxiuridina permitio la identificacion precisa de las células
en metafase que se habian replicado una, dos y hasta tres veces y brind6 la

oportunidad de examinar y cuantificar la cinética de proliferacién celular®" &,
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La cinética de proliferacion es un parametro que ha sido ampliamente utilizado en
estudios de genética toxicolégica y su reproducibilidad ha sido confirmada®* %® 4’

Como se puede apreciar en la Tabla 13, la respuesta de todos los donadores fue
muy homogénea y la proporcion de células en primero, segundo y tercer ciclos de
replicacion fue similar en todos los lotes; las diferencias entre ellos no son

significativas (Tukey, p> 0.05).

Tabla 13. Proporcién de células de 1°, 2° y 3er ciclos de replicacion en linfocitos humanos expuestos a
nitrato de plata en concentraciones de 0, 0.01, 10y 100 pg/mL de cultivo.

LOTE Ciclo de replicacidn indice de
DONADOR
(ng/mL) 1° 20 30 replicacion
1 14.87 | 83.47 1.65
4 10.48 | 89.51 | 0.00
1.83
0 5 28.57 | 71.42 | 0.00
7 23.75 71.25 | 5.00
15 15.00 | 85.00 | 0.00
1 8.77 91.22 | 0.00
0.01 7 9.160 | 90.83 | 0.00 1.86
15 22.95 77.04 | 0.00
1 10.00 | 90.00 | 0.00
10 1.84
7 22.13 77.86 | 0.00
1 12.85 82.85 | 4.28
100 181
7 32.00 | 66.00 | 2.00

A diferencia de lo que ocurrié con el indice mitético en los cultivos expuestos a nitrato
de plata en concentracion de 100 pg/mL (Tabla 5, Figura 3), el indice de replicacién
en esa misma concentracion no difirid significativamente del testigo ni de los otros

grupos experimentales. Este resultado sugiere que el ion plata es citotoxico pues
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elimina a las células pero aquellas que sobreviven a ese efecto conservan su

capacidad de proliferacion sin que la progresién del ciclo celular se altere.

e Darfio al ADN: rompimientos de cadena sencilla (ensayo cometa)

Sin duda alguna uno de los marcadores mas empleados para estimar dafio a la
molécula de ADN es el de la electroforesis unicelular, mejor conocido como ensayo
cometa, debido a que es sensible, rapido, relativamente sencillo y econémico®. Se
basa en que los fragmentos de ADN que se forman como consecuencia de su
interaccién con un agente téxico presentan movilidad electroforética; la longitud de la
migracion esta en funcién directa del dafio provocado®’. Las alteraciones que pueden
detectarse bajo condiciones alcalinas (pH > 13) son rompimientos de cadena
sencillos y dobles, sitios de reparacién incompleta, sitios sensibles al alcali y
posiblemente entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-Proteina®. Sus principales
ventajas son que detecta dafio en una sola célula, requiere de una muestra de
células relativamente pequefia (< 10,000), su alta sensibilidad y que puede
emplearse en estudios in vitro e in vivo, utilizando diversos modelos

experimentales®® &,

Los datos de la Tabla 14 muestran que en la mayor parte de las células del lote
testigo el ADN conservo su integridad mientras que en los experimentales esa
fraccion de células sin dafio disminuy6 en funcion directa de la concentracion. En el
lote tratado con 10 pg/mL la proporcion de células con dafio al ADN se incremento a
mas del doble que en el testigo y en el expuesto a 100 pg/mL practicamente se
triplico (292 %). Estas diferencias resultaron estadisticamente significativas (Tukey,
p < 0.05).

En la Figura 4 se representan graficamente los promedios de células con y sin dafio
en el ADN y es mas evidente el efecto genotdoxico del nitrato de plata. Estos
resultados confirmaron que, efectivamente, el ensayo cometa es un biomarcador
muy sensible ya que fue el primero en el que la menor concentracion empleada

resultd toxica.
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Tabla 14. Proporcién de linfocitos humanos sin y con dafio en el ADN por exposicion a nitrato de plata
en concentraciones de 0, 10 y 100 pg/mL de cultivo.

LOTE (ug/mL)

DONADOR 0 10 100
sin dafio con dafio sin dafio con dafio sin dafio con dafio
1 80.00 20.00 66.67 33.33 65.83 34.17
5 69.00 31.00 32.00 68.00 8.00 92.00
7 89.47 10.53 72.50 27.50 59.17 40.83
8 60.00 40.00 22.00 78.00 12.00 88.00
9 85.37 14.63 65.46 34.54 61.98 38.02
10 85.12 14.88 72.73 27.27 53.41 46.59
18 77.00 23.00 17.00 83.00 0.00 100.00
19 85.00 15.00 69.00 31.00 56.00 44.00
20 82.50 17.50 54.17 45.83 24.17 75.83
21 71.00 29.00 48.00 52.00 24.00 76.00
Pron;zdio 78.45+2.91(21.54+291)151.95+6.73*{48.05+6.73*]36.46 + 7.77* | 63.54 + 7.77*
+
*Diferencia significativa con respecto al lote testigo (Tukey, p<0.05).
90 1
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Figura 4. Proporcion de linfocitos humanos expuestos a nitrato de plata en concentraciones de

*Diferencia significativa con respecto al lote testigo (Tukey, p<0.05).

0,10 y 100 pg/mL de cultivo sin y con dafio al ADN.
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Con respecto a la longitud de la migracion del ADN en la fraccion de células
dafiadas, se observo variacion individual tanto en el dafio basal como en la respuesta
al ion plata (Tabla 15). La longitud promedio de la migracion del ADN en los cultivos
tratados con 10 y 100 pg/mL de nitrato de plata fue mayor, con respecto al testigo, en

16 y 25 %, respectivamente: estas diferencias fueron significativas (Tukey, p < 0.05).

Tabla 15. Longitud promedio (um) de la migraciénde ADN de linfocitos humanos expuestos a nitrato
de plata en concentraciones de 0,10 y 100 pg/mL de cultivo.

Longitud promedio de la migracion del ADN (um = EE)
DONADOR Lote (ug/mL de cultivo)
0 10 100
1 92.87 £ 6.09 111.97 £4.02 117.39+4.75
2 89.87 +5.87 110.91 £ 3.58 111.90 £ 2.92
3 81.93+6.13 91.88 £5.18 97.59 + 4.68
4 84.18 £+ 5.55 95.20 + 3.98 11391+ 3.04
5 79.04 £ 6.05 103.79 £ 3.83 116.48 £ 4.18
6 82.37 +7.67 84.38 £5.12 117.01 £5.62
7 73.69 = 6.66 88.43 £4.99 95.22 + 4.30
8 66.63 £9.28 90.40 £ 5.59 102.72 £5.72
9 128.33+7.84 145.93 £5.38 132.72 £ 4.44
10 104.67 £ 4.95 90.54 £ 4.48 97.71 +3.24
Promedio + EE 88.36 + 6.58 101.34 £ 4.61* 110.26 +4.29*

*Diferencia significativa con respecto al lote testigo (Tukey, p < 0.05).

Dentro del grupo de células que sufrieron dafio en cada lote, algunas fueron mas
sensibles que otras, es decir, la extension del desplazamiento del ADN fue mayor
ante el mismo estimulo, ya fuera por la condicion propia del cultivo (lote testigo), o
bien, por la exposicion al nitrato de plata (lotes experimentales). En la Tabla 16 se
presenta la distribucion de las células en intervalos de longitud de la migracion del
ADN.
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Tabla 16. Distribucién de los linfocitos expuestos a nitrato de plata en intervalos de longitud de la
migracion del ADN dafiado.

Proporcién de células
Lote

(Hg/mL)

Intervalos de longitud de la migracion electroforética del ADN (um)
1-20|21-40|41-60|61-80|81-100 | 101-120|121-140 | 141-160|161-180 | 181-200

0 1.62| 2.85 | 3.49 | 483 | 4.25 2.46 0.84 0.56 0.56 0.09
10 0.67| 486 | 9.73 | 7.71 | 9.34 7.18 4.38 231 1.16 0.87
100 |0.04| 4.45 | 6.55 |14.55| 13.60 | 11.50 5.72 3.81 1.97 0.70

Se encontraron células con dafio desde 1 hasta 200 pum en todos los lotes pero en

los experimentales la mayoria estuvo entre 81 y 140 um. En la Figura 5 se aprecia

claramente este comportamiento.
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Figura 5. Distribuciéon de la migracion electroforética del ADN de linfocitos tratados con
nitrato de plata en concentraciones de 0, 10 y 100 pg/mL.

Los resultados del ensayo cometa confirman la genotoxicidad del ion plata registrada
con la frecuencia de intercambios de crométidas hermanas y, debido a que la
longitud de la migracion del ADN es un marcador mas sensible aun, el efecto sobre

el ADN se registro a partir de la concentracion de 10 pg/mL.
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Desde los afios 60 se ha prestado atencion a la interaccion del ADN con los iones
metélicos y se descubri6 que hay dos puntos de interaccion: los fosfatos del
esqueleto de azucar y los sitios donadores de electrones en las bases. Cuando la
interaccion ocurre con los grupos fosfato el resultado es una mayor estabilidad de la

estructura mientras que, si es entre el ion y los nucleétidos, se desestabiliza®.

Aunqgue al ion plata no se le ha reconocido un papel biolégico, desde esa época se
estudié su interaccion con el ADN encontrandose que por cada cuatro bases se
intercala un ion plata y si lo hace cerca de un residuo de guanina, se incrementa la
estabilidad de la estructura debido a la formacion de al menos un par guanina-
citosina. Cuando la proporcion P/Ag aumenta, la plata se intercala entre esos pares
dando lugar a cambios conformacionales que resultan en una nueva doble hélice de
estructura desconocida e insensible a temperaturas entre 20 y 100 °C®,

Estudios mas recientes han confirmado que el ion plata interactia mas con las bases
gue con los grupos fosfato y el azucar del ADN, pudiendo unirse con el a&tomo de
nitrogeno 3 de la citosina en los pares C-C que ocurren naturalmente. La union da
como resultado la formacion de un par de bases C-Ag;-C en la doble hélice de
ADN?’,

Considerando estos antecedentes es muy probable que el resultado de la interaccion
Ag’-ADN provoque los rompimientos de cadena sencilla que fueron revelados por el

ensayo cometa.

e Reparacion del dafio al ADN

El experimento realizado para determinar si la célula era capaz de reparar el dafio al
ADN ocasionado por el ion plata mostré que, en efecto, la célula se recupera. En la
Tabla 17 se presenta la proporcion de células con dafio registrada al concluir el
periodo de exposicion y luego de haber lavado las células, asi como 24, 48 y 72
horas después. En el lote testigo se registr6 un aumento no significativo (Tukey, p
>0.05) de células con dafio mientras que en el experimental esa proporcion fue

disminuyendo hasta que, después de 48 horas de recuperacion la diferencia en la
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cantidad de células con dafio entre el lote testigo y el experimental dejo de ser
significativa (Tukey, p > 0.05).

Tabla 17. Proporcién de linfocitos humanos que mostraron dafio al ADN a las 0, 24, 48 y 72 después
de haber sido expuestos a nitrato de plata en concentraciones de 0 y 10 pg/mL de cultivo.
(ND = no determinada).

Proporcién de células con dafio al ADN (%)
DONADOR 0 pg/mL 10 pg/mL
Tiempo de recuperacion Tiempo de recuperacion
0 24 48 72 0 24 48 72
1 39.5 19.65 ND ND 60 20 ND ND
5 46 46 67 70.5 85.65 95 69.5 73
7 525 24 ND ND 99.5 90 ND ND
22 60.5 65 ND ND 99 93.5 ND ND
23 30 100 67.5 73.5 99.5 100 825 73
24 545 30.5 ND ND 46.4 21 ND ND
25 39.34 86.25 ND ND 96 84 ND ND
26 48 47 48 59 84.67 90 44 61
27 74.67 73.5 73 82 84.5 97 80 78.5
28 63.33 51.5 ND ND 88.56 87 ND ND
Promedio 50.83 54.34 63.88 71.25 84.38 77.75 69.00 71.38
+ EE + 416 +7.70 +2.92 +2.38 +5.38* | +8.47* +4.54 +1.79

*Diferencia significativa con respecto al testigo (Tukey, p < 0.05)

En la Figura 6 se aprecia mas claramente este comportamiento de disminucién de

células con dafio en los cultivos expuestos al nitrato de plata.

Con respecto a la longitud promedio de la migracién electroforética del ADN también
se redujo de manera significativa a partir de las 48 horas de recuperacion. En la
Tabla 18, se presenta un resumen de los datos registrados. Se observa que en las
células no expuestas la magnitud del dafio mostré poca variacion mientras que en

aguellas tratadas con 10 pg/mL de nitrato de plata, la migracion se redujo a la mitad
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después de 72 horas de recuperacion y el valor es practicamente el mismo que en el
lote testigo.

12

longitud
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Diferencia significativa con respecto al testigo (Tukey, p < 0.05)

Figura 6. Distribucion de linfocitos humanos que mostraron dafio al ADN a las 0, 24, 48 y 72 horas
después de haber sido expuestos a nitrato de plata en concentraciones de 0 y 10 pg/mL de cultivo.

Tabla 18. Longitud promedio (um) de la migracién de ADN de linfocitos humanos que mostraron dafio
al ADN a las 0, 24, 48 y 72 horas después de haber sido expuestos a nitrato de plata en
concentraciones de 0y 10 pg/mL de cultivo.

Longitud promedio de la migracion del ADN (um + EE)
(:;r:lz_) Tiempo de recuperacion después de la exposicion a AgNO; (horas)
0 24 48 72
0 7.25+0.16 6.78 £0.12 6.07 £ 0.10 5.95+ 0.07
10 10.66 £ 0.01* 10.17 £ 0.11* 6.03 £ 0.07 5.41 £ 0.06

*Diferencia significativa con respecto al testigo (Tukey, p < 0.05)

Los resultados del ensayo cometa muestran que inicialmente la exposicién al ion

plata incremento significativamente la frecuencia de rompimientos de cadena sencilla
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debidos posiblemente a la alteracion de la estructura de la doble hélice, por lo que el
mecanismo de reparacion que mas probablemente se active en los linfocitos sea el
de escision de nucleotidos que reconoce lesiones voluminosas que distorsionan a la
molécula de ADN como aductos, lesiones inducidas con radiacion UV y dimeros de

pirimidinas, entre otros®.

El hecho de que las células se recuperen del dafio después de 48 horas sugiere que
muy probablemente ese mecanismo de reparacion se active desde el primer contacto
con la plata pero que su eficiencia sea mayor a partir del momento en que es retirada

del medio celular.

CONSIDERACIONES GENERALES

El amplio espectro de aplicaciones que han tenido la plata y sus productos se debe
principalmente a su efecto antimicrobiano. La resistencia de los microorganismos a
los antibioticos actuales, el auge que ha cobrado el desarrollo de las nanoparticulas
de plata como agentes terapéuticos y como base para la elaboracion de cosméticos
y productos domésticos asi como las propiedades no confirmadas que se han
atribuido principalmente a los productos de plata coloidal, han propiciado su uso

descontrolado” 8.

Aunado a esto, el Perfil Toxicolégico de la plata TP-90-24 elaborado por la Agency
for Toxic Substances and Disease Registry (1990)° que es un documento
considerado como de alta confiabilidad y credibilidad por haber sido elaborado y
patrocinado por los Estados Unidos de Norte América, establece que “la unica
condicion clinica atribuible a la exposicion prolongada a la plata o sus compuestos es
el obscurecimiento del color de la piel en las areas de contacto. No hay estudios en
seres humanos y la mayor parte de la informacion sobre la genotoxicidad de este
metal proviene de ensayos in vitro, predominantemente microbiologicos”, premisa

gue podria haber servido de amparo a los intereses comerciales.
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Llama la atencion que ese Perfil no haya sido revisado y actualizado pues existen
reportes en la literatura sobre la existencia de bacterias resistentes a la plata’y casos
clinicos de argiria producida por el consumo via oral de proteina de plata coloidal
como suplemento alimenticio”™ o por consumo de gotas para los ojos por largo
tiempo®. Ademas hay evidencias, incluidas en el Perfil mismo, acerca de que la
argiria no es una afeccion exclusiva del tejido dérmico sino que la exposicion crénica
a la plata ocasiona que también se acumule en las mucosas nasales, pulmonares,

oculares e, incluso, en el cerebro? > 10:20.23,

Afortunadamente hay investigadores que estan alertando sobre esta falta de
regulacion de los usos de la plata, de las consecuencias del consumo indiscriminado
de sus productos y dedican sus esfuerzos a estudiar los efectos de este metal en

seres humanos® " 26,

Los resultados del trabajo de tesis realizado contribuyen a este conocimiento en
virtud de que la muestra poblacional fue uniforme en cuanto a composicion vy,
ademas, se empled siempre el mismo criterio y nivel de rigurosidad. Los marcadores
empleados son citologicos los cuales requieren de mayor tiempo y dedicacién para
su analisis pero permiten realizar observaciones cualitativas, como cambios en la
morfologia y comportamiento celular, a diferencia de lo que ocurre en los ensayos

bioguimicos.

Los siete criterios evaluados brindan informacion a nivel celular, subcelular y
molecular y permiten concluir que la forma i6nica de la plata es citotoxica y
genotoxica pues los linfocitos humanos en cultivo no sobreviven a concentraciones
superiores a 100 pug/mL, se reproducen menos pero sin alteracion en su tiempo de
generacion. Existen evidencias de que la plata no afecta la cromatina, mismas que
se confirmaron al no encontrarse incremento significativo de las frecuencias de
aberraciones cromosomicas ni de microndcleos, pero interactla negativamente con
el ADN incrementando la frecuencia de intercambios de croméatidas hermanas y de
rompimientos sencillos de la cadena. Por el tipo de dafio registrado se infiere que el
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mecanismo de reparacién que participa es el de escisidbn de nucleétidos cuya
eficiencia se incrementa al retirar la plata del entorno celular.

Si bien las células cuentan con mecanismos de reparacion del dafio ocasionado por
la plata, debe hacerse un uso racional de este ion para evitar saturarlos y también
para no propiciar mutaciones en los microorganismos que les confieran resistencia a

ella.
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