Citotoxicidad In Vitro del
Mercurio sobre Leucocitos

Polimorfonucleares

In- Vitro mercury Cytotoxicity on polymorph nuclear leukocytes

Resumen

Introduccién. Durante afos lo amalgamo ho sido el mate-
rial de eleccién en los restauraciones dentales, aleacién
compuesta de plata, estaiio, cobre y zinc, los cuales se mez-
clan con mercurio. El mercurio es un elemento quimico
(metal) yse encuentro enformo natural en el medio ambien-
te, vivimos expuestos al mercurio en la diete, agua, aireyen
las amalgamas dentales. Las personas con obturaciones de
amalgamo estén crénicamente expuestas o bajos dosis de
mercurio, el cual es un material interesante de investigar pa-
ra identificar los efectos que causa sobre los Leucocitos
Polimorfonucleores (LPMN). Obijetivo. Evaluar la Citotéxici-
dod In-Vitro del HgClI2 en los leucocitos Polimorfonucleores.
Material y métodos. Se extrajeron 10ml de sangre perifé-
rica de ocho individuos clinicamente sanos, separando los
LPMN se realiz un ajuste de lo poblacién celular exponién-
dolos a uno solucién HgCl2 10mM durante 1 y 2 horas
manejando las siguientes concentraciones: 2ug/ml, 4ug/
ml, éug/ml, 12ug/ml. Resultados. Se utilizé el programa
SPSS Stafistic version 18.0. Siguiendo un patrén dosis res-
puesta, encontramos que a concentraciones de 12ug/ml de
mercurio la viabilidad de los LPMN fue afectada. Conclu-
siones. Los resultados revelaron uno respuesto en donde o
mayor concentracién de HgCL2 12ug/ml menor viabilidad.

Abstract

Abstract. Dental amalgam has been usually used as the
selective material in dentals restorations, alloy consisting
mainly of silver, tin, copper and zinc materials wich are
found mixed with the Mercury. Mercury is a chemical
element (metal) naturally in the environment ond the
people could be exposed to mercury in their diet, water,
pollution ond dental amalgams. People with amolgom
fillings are chronically exposed to low doses of mercury. In
this poperon interesting material to research is presented
looking potentially effect that mercury could do on the
neutrophil polymorphonuclear leukocytes. Obijective.
The oim of this study was to evaluote the In-Vitro Cyloto-
xicily from HgCl2 (mercury chloride) on LPMN. Materials
ond methods. 10ml of blood somple was token from
clinical healthy volunteer donors and their neutrophil
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polymorphonuclear leukocytes were seporated and the
population wos adjusted and challenged with HgCI2
solution 10mM for one hour ond 2 hours keeping the
following concentrations: 2ug/ml, 4ug/ml, 6pg/ml, 12
ug/ml. Results. The results were obtained using the SPSS
version 18.0 Statistic were that at concentrations of 12ug
/ml the mercury chloride affected the viability of neutro-
phil polymorphonuclear leukocytes following a dose-
response paitern where concentration (12ug/ml HgCl2)
affected the viability of neutrophil polymorphonuclear
leukocyte. Conclusions. The results showed a response
the higher concentration (12 2g/ml HgCl2) lower viability.
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Introduccién

Durante afios la amalgama ha sido el material de eleccién en
restauraciones dentales;' diversas investigaciones la describen
como una aleacién constituida principalmente por plata, estaiio,
cobre y pequenias particulas de zinc, mezclados con el Mercu-
rio.”” El mercurio (Hg) es un metal natural que surge debido a la
erosién de la corteza de la tierra y los volcanes, pero en los Glti-
mos tiempos fuentes antropogénicas han aumentado su produc-
ciény exposicién.'*"? El Mercurio es un elemento metdlico clasifi-
cado como un material delicado debido a los graves dafios que
ocasiona a la salud y al ambiente.''* Las personas pueden estar
expuestas al mercurio en su dieta, en el agug, en el aire y en las
amalgamas dentales.'”

Wright B. ycols, reportaron que las personas que tienen obtu-
raciones de amalgamas se encuentran expuestas crénicamente
a bajas dosis de mercurio.” Gardner RM, estimé que una sola
obturacién de amalgama conun érea de aproximadamente 0.4
cm libera 15ug Hg/dia.” Para el érea de odontopediatria es de
sumo interés los efectos que este material pudiera causar debido
a que los pacientes infantiles estarian mds tiempo expuestos a él
si es utilizado en edades tempranas. Bernhoft RA”” mencioné que
el mercurio afectaba la funcién celular mediante la alteracién de
las estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas debido a
la unién que tiene con los grupos sulfhidrilo, pudiendo en oca-
siones dar como resultado algin dafio en la funcién de cualquier
6rgano.” Por todo lo anteriormente mencionado presentamos
un material interesante de estudiar e investigar para conocer los
efectos que causa el mercurio sobre los Leucocitos Polimor-
fonucleares (LPMN), células fagociticas profesionales de vida
corta, altamente especializados, cuya funcién primordial es de-
fender al huésped de las bacterias, debido a que estas producen
moléculas quimiotacticas y promueven a los LPMN al sitio de la
infeccién fagocitando las noxas.”®?#?%?¢ Loftenius A, Gardner
RM, Havarinasab S. y cols, Issa Y. y cols, han demostraron que
bajas concentraciones de Hg en sangre aofecté la funcién ce-
lular, %% sefalando que el HgCI2 consistentemente suprime
las funciones de adherencia, polarizacién, quimiotaxis yeritrofa-
gocii;‘:::s‘igm?n Leucocitos Polimorfonucleares de sangre perifé-
rica.”™

El objetivo del presente estudio fue evaluar la Citotéxicidad
In-Vitro que tiene el HgCI2 sobre los leucocitos Polimorfonu-
cleares.

Material y método

Seleccién de ocho individuos, ambos sexos estudiantes de
Odontologia de la Facultad Auténoma de Tamaulipas que acep-
taron participar en el estudio, clinicamente sanos de 19 a 25
afos, a los cuales se les extrajeron 10ml de sangre venosa peri-
férica siguiendo los pardmetros establecidos por la OMS en el
manejo y control de fluidos orgdnicos. Mediante una pipeta Pas-
teur estéril, en ambiente estéril, se vacié la sangre heparinizada

por las paredes del tubo que contenia Dextran al 3%; se llevé a
incubar a 37° C por 2-3 horas para después recolectar el plasma
rico en Leucocitos.

Se centrifugaron a 180g (1200 rpm) durante siete minutos y
se descarlé el sobrenadante quedando el botén celular en el fon-
do del tubo que correspondia a los LPMN, se eliminé el exceso de
Dextran mediante lavado y centrifugacidn y se ajusté la pobla-
cién celular a 4x106/ml exponiéndose los Leucocitos Polimorfo-
nucleares (LPMN) a una solucién 10mM de HgCI2 durante una 'y
dos horas. Observando las siguientes concentraciones: 2ug/ml,
44g/ml, 6ug/ml, 12ug/mly teniendo siempre un control de via-
bilidad se procedié a contar 100 células, entre células vivas y
muertas en cada una de las muestras estudiadas.

Figura 1.
Neutréfilas baja tincién de Wright 100 X.

Figura 2.
Cantea viabilidad celular 40 X.
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Figura 3.
Leucocitos Polimorfonucleares muertos 40 X.

Resultados

Encontramos un valor muy similar entre un 90y 93% de viabili-
dad en los controles de los Leucocitos Polimorfonucleores
contrastando con los valores bajos obtenidos al utilizar concen-
tracién més alta de 12ug/ml de Hg CI2 en donde a la hora de
incubacién observamos una media de 23.625 y a las dos horas
tenemos una media de 16.500 demostrando que la viabilidad
celular siguié un patrén de dosis respuesta en base al aumento
en la concentracién de tiempo y HgCl2 10mM y un descenso en
cuanto a la viabilidad celular tomando en cuenta el aumento del
factor tiempo.

Promedio de viabilidad celular observada en los diferentes
grupos en los dos periodos
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Figura 4.

En relacién a la diferencia de medias encontramos diferencias
estadisticamente significativas p<.05 a una y dos horas. Tabla 1
y2.
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Comparacién de viabilidad celular entre las diferentes
concentraciones de HgCI2 10mM a 1 hora

1 hrs. Diﬁr:ani:i:sde Valor P
Control-2 ug 20.625 .255
Control-4 ug 21.375 .0209
Control-6 ug 37.500 .0002

Control-12 ug 69.875 <.0001
2ug-12ug 49.250 <.0001
4pg-12ug 48.500 <.0001
6pg-12ug 32375 .0008

Tabla 1.

Comparacién de viabilidad celular entre las diferentes
concentraciones de HgCI2 10mM a las 2 horas

2 hrs. Diﬁr:;i;i:sde Valor P
Control-2 ug 15.500 .272
Control-4 ug 26.750 .0003
Control-6 ug 49.750 <.0001

Control-12 yg 75.500 <.0001
2ug-6ug 34.250 <.0001
2ug-12ug 60.000 <.0001
4ug-bug 23.000 0016
4ug-12ug 48.750 <.0001
6pg-12ug 25.750 .005

Tabla 2.
Discusion

En la presente investigacién decidimos exponer a los LPMN a
diferentes concentraciones de HgCl2 10mM a 2ug/ml, 4ug/ml,
6ug/ml, 12ug/ml para tratar de identificar el grado de citotoxici-
dad que esta substancia pudiera ejercer In-Vitro sobre una
poblacién leucocitaria, encontrando diferencias estadisticamen-
te significativas (p<.05) entre los grupos control y las diferentes
concentraciones utilizadas mientras que en la comparacién en-
tre los periodos de tiempos de uno y dos horas se encontraron
significancia estadistica entre los grupos estudiados (p>.05), al
respecto Gardner RM y cols,” 2009 demostraron que bajas
concentraciones de Hg en sangre afectan la funcién celular
inmune provocando un incremento en la regulacién de la libera-
cién de citoquinos proinflamatorios como son: TNF-« (Factor de

necrosis tumoral) y la IL-1 8 (Interleucina 1) y una disminucién de
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citoquinas antiinflamatorias como son la: IL-10 (Interleucina 10)
y IL1-Ra (Receptor antagonista de Interleucina 1). En este caso el
modelo utilizado fue bajo el estimulo del LPS (lipopolisécorido)
sobre células mononucleares concluyendo que es un sistema que
interactia con el receptor Toll (TLR4 = Receptores tipo toll 4) cuya
sefial modula el riesgo de enfermedad autoinmune. Silva Pereira
y cols,” en el 2005, Havorinosab y cols,” 2005 y Loftenius Ay
cols,” en 1997, trabajaron con el HgA2 y también concluyeron
que lo funcién celular es afectado, mientras que Isso Y. y cols,”
2003, encontraron que bajas concentraciones de HgCl2 es
téxico paro las células de lo oligodendroglio, debido a que gran
parte de el HgCl2 es depositado en el SNC. Tomando en cuenta
lo anterior es imporlante recordar que en nuestro profesién
estomos expuestos a este tipo de materiales y si agregamos
predisposicién genética con alguna enfermedad autoinmuneyle
sumamos el Hg que absorbemos del medio ambiente en gene-
ral, incluyendo alimentos podemos caer en el concepto de
Weidenhammer W y cols,* 2010, de basar la parte ancestral de
latoxicidad del Hg en la vulnerabilidad o susceptibilidad del indi-
viduo. En cuanto o los Leucocitos Polimorfonucleores, Contrinoy
cols.® 1988, demostraron que el HgCl2 en forma constante
suprimié las funciones de adherencia, polarizacién, quimiotaxis
y eritrofagocitosis en Leucocitos Polimorfonucleares de sangre
periférica. OsaresF.y cols, Reinhardty cols,” 1992, demostraron
que estamos expuestos al mercurio mediante los vapores
ambientales, las amalgamas dentales y los alimentos de la dieta
y siendo los mariscos uno importante fuente de Hg2, y un ali-
mento regional presente cofidianamente en nuestra dietq,
consideramos que en los nifios es importante evitar el uso de las
amalgamas dentales, teniendo en cuenta que el periodo de vida
de un diente temporal es menor podrfamos utilizar en su lugar
composites. Al respecto Al-Saleh y cols,’ 2011, concluyeron que
las amalgamas dentales no son muy recomendables en los ni-
fios, con lo finalidad de evitar riesgos innecesarios a la exposi-
cién del Hg y basandose en los resultados obtenidos en nuestra
investigacién, coincidimos con ellos debido o que observamos
que la toxicidad celular aumentaba a medida que el tiempo
pasaba (una y dos horas) por lo cual es importante tomar en
cuenta la exposicién crénica del mercurio, tanto en nifios como
adultos porque como mencionamos se acumula en tejidos como
SNC, rifiones y otras glandulas.

Finalmente queremos concluir haciendo la observacién que
muchos de los moléculas que interactan en lo respuesto inmune
lo realizan en una dualidad Sinérgica-Antagénica en base a las
concentracién de la sustancia utilizada. Bernhoft RA,” enel 2011
reporté que el mercurio afecta lo funcién celular a nivel de
estructuras terciarias y cuaternarias de los proteinas debido o su
aofinidad con grupos sulfhidrilo, afectando como consecuencia la
génesis o afluencia celular.

Conclusiones

Basados en los resultados de nuestro disefio experimental
establecemos las siguientes conclusiones:
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1. Nuestro modelo de cultivo In-Vitro de LPMN fue eficaz para
medir el efeclo citotéxico del mercurio sobrelos LPMN.

2.ElHgC2 utilizado si afecté lo viabilidad del LPMN.

3. Los resultados siguieron un patrén dosis respuesta donde
a mayor concentracién de HgCL2 12ug/ml hubo menor
viabilidad.

Bibliografia

1.-Andersson, W.LE., Von Dijken, J.W.W., Sienberg, R., Kennedy, D.B., Marks, LA.M., Amerogen,

W.E. et ol. Preparaciones covitarias, restouracién de saras oclusoles, proxmoles y bordes incisoles,

reslouracién de lesiones plejos. Odontopediatiia. 19 edicién. Barcelona: Masson; 2004.p.143-

7.

2.-Jubrez, LA., Rivera, C.C., Ayalo, Z.G. Evaluacién clinica de lo restouracién con el compémero

compoglass en mola res primarios. Rev. ADM. 2004; 61(1):30-34.

3.-Gallordo, L.N.E., De Novo, G.M. J., Mourelle, M.R. Valoracién de la microfiliracién de Compo-

gloss en molores femporales. Rev. Aclual Odontoestomatol Esp. 2004; 9(1):39-45.

4.-McPorlond, H., Womokulasuriya, S. Oral Lichenoid Contod Lesions to Mercury and Dentol

Amolgom-A Review. J Biomed Biotechnol.2012; 2012: 1-8.

5.-Al-Saleh, A., Al-Sedoiri. Mercury {Hg) burden in children: The impact of dentol omalgom. SciTotal

Environ. 2011;409:3003-3015.

6.-Colson, D.G. A Safe Protocol for Amalgam Removel. J Environ Public Heallh.2011;2012: 1-4.

7.-Sjursen, T.T., Lygre, G.B., Dalen, K., Hellon, V., | &greid, T., Svahn, J. et ol. Chonges in health

eamplaints ofter removol of omolgom fllings. J Orol Rehabil. 2011; 38(11): 835-848.

B Aguzzl, A. Vlrgn, C., R:wn, V Riesgos en lo préclico odonlnléglw Uso del mercurio. Archivas
péutica. 2010; 29(3): 51-55.

9.-Anusavice, KJ meckow F., Gaberlhuel, T., Lutz, F., Schupbach, P., Baver, J.G. et ol. Amal-

gomas Dentoles. En Anousavice K.I. Phillips Ciencio de los motsnolas derﬂulez 110 edicién. Espoiia:

ELSEVIER; 2003.p.495-543.

10.-lorscheider, F.L., Vimy, M.J., Summers, A O. Mercury exposure from “silver* tooth fillings:

emerging evidence questions atraditionol dental paradigm.FASEB.1995; 9:504-508.

11.-Osores, P.F., Gréndez, U.J.A., Feméndez, L.J.L. Mercurio y solud en Madre de Dios, Peré. Acto

Med Per.2010; 27(4): 310-4.

12.-Tc C.E.,Arbel6ez,ALL. Ir

RevEslom. 1995;5(1): 64-7.

13.-Morales, F.l., Reyes, G.R. Mercurio y solud en lo odontologlo. Rev Satde Pébliea. 2003; 37(2):

266-272.

14.-Soldofio, A F. Toxicidad de la omal

53(6):277-281.

15.-George, G.N.,Singh, S.P., Hoover, J., Pickering, .Ll. The Chemical Farms of Mercury in Aged and

Fresh Dentol Amalgom Surfaces. Chem Res Toxicol. 2009; 22(11): 17614.

16.-Ugar, Y., Brantley, W.A. Biocompatibililyof DentalAmalgams. IntJ Dent.2011;2011:1-7.

17.-Bemhoft, R.A. Merauy Toxicily ond Treatmeni: A Review of the Literature. J Environ Public Health.

2011;2012:1-10.

18.-Fernondez, A.B., Barvos Furieri, L., Maciel Peganha, F., Alessondra Wiggers, G., Friaera Vossallo,

P., Ronacher Simaes, M. et ol. Taxic Effects of Mercury on the Cordiovosaulor ond Central Nervous

Syslems. J Biomed Biotechnol. 2012: 1-11

19.-Lottenius, A., Ekstrond, J., Molle,r W. In vitro effacts of marcuric chloride (HgCl2) on human

monanucl lls. Clin Bxp Irr 1.1997;110:418-422.

20.-Yom-Pug, J.C., Gorclo Morin, L., Sénchez-Torres, L.E. Trompos exhacelulores de NeutrSfilos

(NET), sonsecuencia de un suicidio celulor. Goc Med Mé&x. 2012; 148: 68-75.

21.-Barbieri, P.G., Flores Guillén, J., Vignolelli, F. El Neulréfilo y su importancio en lo enfermedad

periodonlal. Av Periodoncio. 2005; 17(1):11-16.

22.-Wright, B., Pearce, H., Allgor, V., Miles, J., Whitton, C.,Leon, |. et ol. A comporison of Urinory

Mercury between Children with Autism Spedrum Disorders ond Control Children. PLOS ONE. 2012;

7(2):1-6.

23.-Abramsan, H.A., Abromson, J.S., Mills, E.L., Sawyer, M.K., Regelmann, W.R., Nelson, J.D. et al.

El Neutvéfilo gingival. En: Barrios G. Odon10loglu Colomblo Edlforudo,2004 p.374-588.

i6n crénica por mercurio: Reaceidn de los muscsas orales.

dental. Revisién bibliogréfica. Rev ADM. 1996;

24.-Rojas-Espinosa, O., Arce-Paredes, P. Fog ismos y eor Primera parte.
BIOQUIMIA. 2003; 28(4) 19-28.
25.-Rojas-Espinoso, O., Aise-Paredes, P Fogocitosis:| i y cor Segundo porte.

BIOQUIMIA. 2004; 29(1): 18-31.

26.-Blaser, M., Bachner, B.S., Bruwn,F Houhalm,L R., Schild, G.C., Burnelt, A K. et al. Resisiencia
del orgonismo o lo infescién: I. L ot sistemo monocita-macré-fago e
inflamacién. En: Guyton AC. Tralado de Fmologlo Medica. 109 edicién. M&dco: McGrow-Hill
Interamericono; 2001.p.477-487.

27. -Gurdner, RM., Nyland, J. F Evor\:, S.L., Wang, S.B., Dayle, K.M., Crainiceanu, C.M. et ol.
Mercury | on U nge in Humon Peripheral Blood Monanuclear
CellsinVitro. Environ Haollh Perspect.2009; 'I 17(12):1932-1938.

28.-Hovarinasab, S., Hultmon, P Organic mercury compounds ond ouloimmunily. Autoimmun Rev.
2005: 270-5.

29.-Iss0, Y., Walls Duxbury, AJ., Brunton, P.A. Mercuric chloride: toxicily and apoplosisin a human
oligodendroglial cell line MO3.13. Biomalerials. 2003:981-7.

30.-Contrino, J., Moruchg, P., Ribaudo, R., Ference, R., Bigazzi, P.E., Kreulaer, D.L. Effects of Mercury
on Human Polymorphonuclear Leukocyte Function In Vitro. AmJ Pathol. 1988; 1:110-8.
31.-Reinhordt, J.W. Side-Effects: Mercury Conlribulion 1o Body Burden From Dental Amalgom. Adv
DentRes. 1992; 6: 110-113.

32.-Silvo, P.L.C., Cordoso, P.C.S., Leite, D.S, Bahia, M.O. Cytatoxcily ond genalodcily of low doses
of mercury chloride ond methylmercury chloride on human lymphoeytes In.Viiro. Braz Med Biol Res.

2005; 38(6):901-7.
33.-Weidenhommer, W., B hein, S., lekar, T., Eyer, F. Predictors of trealment ouleomes afier
removol of omalgom fillings: iali subjeclive symploms, psychometric variables ond

mercury levels. Communily Dent Orol Epidemial. 2010 38:180-9.

oral:




	Página 8
	Página 9
	Página 10
	Página 11

