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Resumen

La evaluacion genotoéxica de un producto es un paso importante para determinar su viabilidad
para consumo humano. Se ha elaborado una bebida experimental a base de pseudocereales
de alto valor nutricional como son quinua (Chenopodium quinoa Willd.), kiwicha (Amaranthus
caudatus L.) y kafiwa (Chenopodium pallidicaule Aellen), preparada para inducir un posible
efecto hipolipemiante en un grupo de personas. El objetivo de este estudio fue evaluar el
potencial genotéxico de esta bebida experimental mediante dos pruebas in vitro validadas
por agencias internacionales. En la prueba de Ames se utilizaron las cepas TA98 y TA100
de Salmonella typhimurium, con y sin fraccién microsomal (S9). Se evaluaron 4 dosis de
bebida y ademas un posible efecto antimutagénico (mismas 4 dosis mas mutageno). Para la
prueba de micronucleos se usé cultivos de linfocitos con células binucleadas, en presencia
de cinco dosis de la bebida. Ambas pruebas indican que la bebida estudiada en sus distin-
tas dosis, no presenta efecto genotéxico. Sin embargo, en la evaluacién del posible efecto
protector de la bebida, se evidenciaria que por el contrario, se potencia el efecto mutagénico
de los mutagenos empleados para cada cepa. Por lo tanto, es importante que esta bebida
experimental sea sometida a pruebas adicionales in vitro e in vivo para evaluar el potencial
genotoxico antes de su consumo.

Palabras clave: Quinua; Kiwicha; Kafiwa; Prueba de Ames; Prueba de Micron(cleos.
Abstract

Genotoxic evaluation is an important step for a product that is aimed for human consump-
tion. A beverage composed of pseudocereals with highly nutritious elements like quinua
(Chenopodium quinoa Willd.), kiwicha (Amaranthus caudatus L.) and kafiwa (Chenopodium
pallidicaule Aellen) was prepared to reduce lipid contents in a group of volunteers. The objec-
tive of the present study is to evaluate the genotoxic potential of an experimental beverage
using two in vitro tests that have been validated by international agencies. For the Ames test,
two strains of Salmonella typhimurium (TA98 and TA100) with and without microsomal frac-
tion (S9) were used. Four doses of the beverage were tested and also a possible protective
effect (same four doses of beverage added to plates with mutagens). Cultures of binucleated
lymphocytes and five doses of the beverage were used for the micronucleus test. Both Ames
and the micronucleus tests showed the beverage has not genotoxic effect in all tested doses.
However, in evaluating the possible protective effect of the beverage, it would be evident that
on the contrary, the mutagenic effect of mutagens used for each strain is enhanced. These
results suggest that additional tests should be performed to check the genotoxic potential of
this beverage before consumption.
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Introduccién

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), kiwicha (Amaran-
thus caudatus L.)y kaniwa (Chenopodium pallidicaule Aellen)
son granos andinos de consumo ancestral tradicional. La quinua
se ha cultivado en una gran parte de la regién andina de Perd,
Bolivia y otros paises (Carrasco et al. 2010); es conocida como
el “cereal madre” y fue el alimento bésico de las poblaciones pre-
colombinas junto con la papa. Aunque se conoce el alto valor
nutricional de este y otros cultivos andinos, no se ha logrado
establecer su consumo masivo, principalmente debido a la escasa
difusién de sus propiedades, las que permitirian suplir algunas
de las necesidades nutricionales de la poblacién. Ademis, se
busca usar alimentos que no solo mejoren las condiciones fisicas
y mentales, sino que disminuyan el riesgo de contraer enferme-
dades y mejoren la calidad de vida (Turley et al. 2003). Estos
granos andinos por su alto contenido proteico, segtin la FAO
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
Agricultura) y la OMS (Organizacién Mundial de la Salud),
son considerados como alimentos tnicos por su altisimo valor
nutricional. Ademds contienen compuestos polifendlicos como
la quercitina, kaempfenol, genisteina y flavonoides como el

epigalotequin galato (EGCG) (Tsuda et al. 2003).

Las enfermedades cardiometabdlicas se vienen incrementando
en la poblacién y tienen un origen complejo y multifactorial,
incluyendo niveles elevados de colesterol. Por ello, hay politicas
de salud orientadas a la disminucién de los niveles de colesterol,
sobre todo en individuos afectados y/o con antecedentes fami-
liares (Rossi et al. 2002; Huff 2003). El éxito de esta iniciativa
es relativo, pues estdn involucrados factores como la biosintesis,
la reabsorcién intestinal, la utilizacién metabdlica, la edad, el
sexo, y la genética (Altmann et al. 2004).

El Centro de Medicina Tradicional (CMT) de la Facultad
de Medicina de la Universidad San Martin de Porres (FMH-
USMP), ha elaborado una bebida experimental que contiene una
mezcla de estos tres granos con la finalidad de evaluar un posible
efecto hipolipemiante en voluntarios obesos (Proyecto 368-
2012-OAJ] CONCYTEC) mediante la medicién de los niveles
de colesterol. Esta bebida contiene metabolitos (¢j. flavonoides),
se infiere con propiedades antioxidantes, antimicrobianas y por
tanto con un impacto positivo en la prevencion de la obesidad
y disminucién de la hiperglicemia, tal como se ha comprobado
en ratones (Galvez et al. 2009, Rastrelli et al. 1995).

Un tratamiento con esta bebida experimental puede llegar
a ser muy eficaz en términos de ayudar a controlar los niveles
de colesterol. Sin embargo, para validar su uso y aconsejar su
consumo, es importante conocer si tiene efectos téxicos y/o
efectos negativos sobre el material genético en un sistema
experimental.

Muchos estudios han relacionado el potencial genotdxico que
un organismo o sistema celular puede tener, con la posibilidad
de desarrollar cdncer. Esta correlacién es importante cuando se
utilizan plantas cuya composicién quimica y posibles efectos
se desconocen. En medicina tradicional se han descrito varias
plantas con “riesgo mutagénico”. Por ello, se hace necesario ge-
nerar datos que provean informacién sobre la eficacia, calidad y
seguridad de dichas plantas usadas tradicionalmente en nuestros
paises (Déciga-Campos et al., 2007; Verschaeve & Van Staden
2008, Srivdya et al. 2013).

El potencial efecto genotdxico de numerosas sustancias
de uso comun en diferentes industrias es permanentemente
evaluado para conocer su inocuidad. Desde hace varios afos se
han propuesto cientos de ensayos para evaluar genotoxicidad, y
algunos, han sido aprobados por entidades internacionales, como
la FDA (Agencia de Drogas y Alimentos), el CBER (Centro para
la Evaluacién e Investigacién Bioldgica) entre otros. (European
Medicines Agency 1996)

Las gufas internacionales como las de EPA (Environmental
Protection Agency) han aprobado sistemas iz vitro de pruebas,
como la de Ames en bacterias y microntcleos en células binu-
cleadas. Cada prueba evaltia el potencial genotdxico a diferentes
niveles de posible dano al ADN (génico o cromosémico). (U.S
Department of Health and Human Services Food and Drug
Administration, Center for Drug Evaluation and Research

(CDER) & CBER 2012).

La prueba de Ames es una prueba microbioldgica que uti-
liza diferentes cepas de Salmonella typhimurium (descrita por
Loeffler 1892), auxotréficas a histidina, capaces de detectar
mutaciones de cambio del marco de lectura o de sustitucién
de pares de bases. En esta prueba se pueden evaluar diferentes
compuestos, afiadiéndolos al medio donde las bacterias crecen
y se analiza como variable, el nimero de colonias revertantes,
que se encuentra en proporcidn al efecto genotdxico de dichos
compuestos (Maron & Ames 1983). A esta prueba también se
le puede incluir fraccién microsomal de higado de rata (89),
que imita el sistema metabdlico en mamiferos, permitiendo la
evaluacién de posibles metabolitos secundarios derivados de
procesos de transformacién que normalmente no se dan en los
sistemas bacterianos (Claxton et al. 1987). Hasta ahora, sélo se
ha hecho el tamizaje del 7% de los quimicos disponibles en el
mercado. Segtn el New Chemical Program (U.S EPA, 2010), de
los 50000 quimicos pre-manufacturados, s6lo 10% tienen datos
de mutagenicidad (mayoritariamente Prueba de Ames). Esta
prueba, por su simple desarrollo, flexibilidad y costo, constituye
una de las mds importantes para los ensayos genotoxicolégicos
(Mortelmans & Zeiger 2000, Srividya et al. 2013).

El test de micronticleos (MN) detecta pérdidas cromosémicas
debidas a defectos en la segregacién de las cromdtidas que llevan
ala no disyuncién o pérdida cromosémica (aneugénesis) o frag-
mentos originados por roturas de la cromatina (clastogénesis).
Estos MN quedan excluidos de los niicleos de las células hijas
en un cultivo que estd en divisidn activa. (Arencibia & Rosario
2009, Zalacain et al. 2005). Segtin el grupo de trabajo deno-
minado HUMN (Human Micronucleus Database in Human
Lymphocytes) primero se debe evaluar el indice de divisién
nuclear (IDN), cuyo valor éptimo estd en el rango de 1.3-2.0
(Bonassi et al. 2001, Fenech et al. 2003), y posteriormente
evaluar el indice de células binucleadas con/sin micronticleos en
cada muestra evaluada, estimdndose el dafio ocasionado en las
células cultivadas. Esta prueba ha sido ampliamente validada e
incorporada por las agencias internacionales (Bonassi et al 2001,
Castillo et al. 2011).

No existe una sola prueba que determine exactamente el
potencial mutagénico de una sustancia. Por ello, se puede usar
mds de una prueba para la evaluacién. Es ademds reconocido,
que cada prueba puede tener fortalezas pero también desventajas

(Srividya et al. 2013).
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Tabla 1. Disefio experimental de la Prueba de Ames

Prueba de mutagenicidad

Prueba de antimutagenicidad

Experimento Tratamiento* (uL/placa) Variable Experimento Tratamiento* (uL/placa) Variable
Control Negativo!
SIN S9 Control Positivo? Mutageno(M)?
Dosis 1: 10 # De colonias Dosis 1+ M? # De colonias
y Dosis 2: 100 revertantes SINS9 Dosis 2 + M? revertantes
CON s9 Dosis 3: 200 Dosis 3 + M?
Dosis 4: 500 Dosis 4 + M?

1 Cultivo al que no se le agreg6 nada.

2 Cultivo al que se le agreg0, el 4-nitro-o-phenylenediamine (NPD) para la cepa TA98 y la azida de sodio para la cepa TA100 en experimentos sin S9, y el amino-

antraceno para ambas cepas en experimentos con S9.
3 El mutageno empleado es el mismo que en el caso del control positivo.
* Se realizaron tres pruebas con tres repeticiones

El presente estudio se realizé a fin de evaluar el posible efecto
genotéxico de una bebida experimental producida a base de
quinua, kiwicha y kaniwa por medio de dos pruebas iz vitro
de genotoxicidad.

Materiales y métodos

Muestra.- Se utiliz6 una bebida formulada y elaborada en
el CMT FMH-USMP, en base a quinua (Chenopodium quinoa
Willd.), kiwicha (Amaranthus caudatus L.)y kafiwa (Cheno-
podium pallidicaule Aellen). Se obtuvo la muestra después de
29 bebidas piloto, siendo todas estas sometidas a un anlisis
sensorial (sabor, aroma y color). La formulacién seleccionada
de acuerdo al panel de degustacién fue el lote 103723, el cual
fue sometido al control de calidad (andlisis fisicoquimico). La
composicién elegida fue: 60% de agua, 20% de quinua, 10%
kiwicha, 5% de kaniwa y excipientes como la stevia, sorbato de
potasio y vainillina (Inocente, et al. en preparacién). La calidad
microbiolégica de la bebida se determiné mediante recuento de
microorganismos aerobios, mohos y levaduras. Los pardmetros
fisicoquimicos, microbioldgicos y de estabilidad, cumplieron
con lo establecido en las normas e investigaciones consultadas.

(Servicio de MICROBIOL S.A.).

Prueba de Ames.- Para esta prueba se utilizaron las cepas
TA98 y la TA100 de S. gyphimurium. Ambas fueron selec-
cionadas previo andlisis de marcadores fenotipicos (mutacién
en el gen Ais de sintesis de histidina, insercién del plésmido
pKM101(ApR) de resistencia a ampicilina, mutacién en el gen
rfa de permeabilidad de pared celular y la mutacién en el gen
uvrB de resistencia a radiacién UV). Se realizaron dos tipos
de pruebas, la prueba de mutagenicidad para evaluar el efecto
genotéxico de la bebida, y la prueba de antimutagenicidad para
evaluar la posible inhibicién de mutagenicidad por parte de dicha
bebida. Ambas pruebas se realizaron siguiendo el protocolo de
Maron y Ames (1983). Para detalles del disefio experimental
ver Tabla 1.

En cada caso se evalué el niimero de colonias revertantes, se
calcularon el indice de mutacién (IM) y el porcentaje de inhi-
bicién de mutagenicidad (%de inhibicién), con las siguientes
férmulas:

#de colonias revertantes de cada tratamiento
IM=

#de colonias revertantes del control negativo

#de colonias revertantes del
tratamieto sélo mutageno
%inhihicion= 1- x 100
#de colonias revertantes de cada
tratamiento

Para el andlisis estadistico se utilizd el paquete SPSS v.21 y se
aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov (W-K) para determinar
la normalidad de los datos; luego, una prueba de homogenei-
dad de varianzas y un andlisis de varianza (ANOVA) mds una
prueba post hoc (Tukey). También se hizo la comparacién de
los valores obtenidos con datos de otros autores para verificar
la viabilidad de las cepas utilizadas y la calidad procedimental
(datos no publicados).

Test de microntcleos.- El test de microntcleos (MN) fue
realizado siguiendo el protocolo modificado por Castillo et al.
(2011). Se elaboraron tres ensayos, cultivaindose linfocitos, en
siete tratamientos: un control negativo, un control positivo
(mitomicina C) y la bebida en cinco dosis (10, 100, 200, 400
y 1000 pL/tubo de cultivo). El cultivo se mantuvo a 37°C du-
rante 72 horas, adiciondndose la bebida a evaluar a las 6 horas
de cultivo, el mutdgeno (control positivo) a las 24 horas y la
citocalasina B (inhibidor de la citocinesis para poder observar
células binucleadas) a las 40 horas.

La observacién y conteo “ciego” se hicieron en un microscopio
Zeiss Axioplan con objetivos de 400x y 1000x de aumento. Se
calculd el indice de divisién nuclear (IDN), con un promedio
de 500 células por tratamiento, y posteriormente el nimero de
células con MN por cada 1000 células binucleadas y el corres-
pondiente porcentaje, con las siguientes férmulas:

1(1n)+2(2n)+3(3n)+4(4n)

IDN=
1n+2n+3n+4n

Donde:

1n= #decélulas con un ntcleo,

2n= #de células con dos nticleos,

3n= #de células con tres nicleos,

4n= #de células concon cuatro nticleos.

Rev. peru. biol. 21(3): 251 - 258 (December 2014)
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Figura 1. Prueba de mutagenicidad. Promedio de colonias revertantes por tratamiento (e). Desviacion estandar en barras verti-
cales. Ademas, en negrita y en cursiva se muestran los valores de p para ANOVA, entre el control negativo y las diferentes dosis.

#de células binucleadasconMNs

0=
#totaldecélulasbinucleadas

Para el andlisis estadistico, también se utiliz4 el paquete SPSS
v.21, analizando el niumero de células binucleadas con MN. Se
aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov para determinar el tipo
de distribucién de los datos y luego una prueba de comparacién
de medianas (Kruskal-Wallis) entre el control negativo y las
diferentes dosis.

Resultados
Prueba de Ames.- En la prueba de mutagenicidad, ANOVA

indica que no existen diferencias significativas en el ndmero
de colonias revertantes entre el control negativo y las cuatro
dosis, para ambos experimentos y ambas cepas (p>0.05). (Fig.
1). En la prueba de antimutagenicidad, ANOVA indica que si
existen diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05),
y Tukey arroja diferencias entre el tratamiento en el que se usa
s6lo mutdgeno y en los que se usan las dosis mds elevadas mds
mutdgeno, para ambas cepas (Fig. 2). Ademds en las Tablas
2 y 3 se muestran los resultados del indice de mutagenicidad
(prueba de mutagenicidad) y el porcentaje de inhibicién de la
mutagenicidad (prueba de antimutagenicidad), respectivamente.

Test de Microntcleos.- En la Figura 4 se muestra el indice de
divisién nuclear (IDN), encontrdndose en todos los casos entre
1.30 y 1.72. Al analizar el nimero de células binucleadas con
MN por cada mil células binucleadas, los datos no presentan
distribucién normal (p=0.007), asi que al contrastar el control
negativo con las diferentes dosis, mediante Kruskal-Wallis, se
evidencia que no existen diferencias significativas (p=0.391)
entre todos los tratamientos (Fig. 5).

Discusion

Existe un gran interés por evaluar y validar el uso de com-
puestos con potencial nutricional y medicinal a fin de brindar a
una poblacién en crecimiento, fuentes alternativas de consumo.
Ahora se incentiva el uso de alimentos con efectos benéficos, en
oposicién con aquellos que propician el sobrepeso. Un pardmetro
poco evaluado en nuestro medio es el potencial genotdxico de
algunos compuestos de uso comuin en las industrias alimentaria,
farmacéutica, cosmética, etc., que se distribuyen (en el mercado
nacional) sin previos controles. Muchas veces, el riesgo-beneficio
asf lo justifica, pero en otros casos, es deseable obtener el mdximo
beneficio con la menor posibilidad de toxicidad, sobre todo, a
nivel genético. Esto es importante porque existe una probada
conexidn entre la mutagenicidad y el proceso de carcinogénesis,
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Figura 2. Prueba de antimutagenicidad. Representacion grafica del promedio de colonias revertantes por tratamiento (e).
Desviacién estandar en barras verticales. Ademas, en negrita y en cursiva se muestran los valores de p, resultantes de las
comparaciones multiples (prueba de Tukey) entre el tratamiento sélo con mutageno y cada una de las diferentes dosis.

Figura 3. Resultados de la prueba de Ames. Se muestran las fotografias de las placas con crecimiento (colonias revertantes)
de la Salmonella typhimurium, cepas TA98 y TA100, CN (control negativo), CP (control positivo) y M (mutageno).

Tabla2. Resultados de la prueba de mutagenicidad Tabla3. Resultados de la prueba de antimutagenicidad.

Indice de mutagenicidad Porcentaje de inhibicién de la

Cepa Ta 98 Ta 100 mutagenicidad
Experimento SinS9  Con S9 SinS9  ConS9 Experimento Sin S9
Tratamiento Cepa TA 98 TA 100
CP 49.99 22.03 18.15 8.26 Tratamiento

CN 1.00 1.00 1.00 1.00 Mutageno (M) 0 0
Dosisl 0.99 0.76 0.99 0.73 Dosisl + M 13731 -18.27
Dosis2 0.95 0.80 1.05 0.78 Dosis2 + M -19.21 _26.77
Dosis3 0.97 0.56 0.96 0.91 Dosis3 + M -139.51 -51.64
Dosis4 1.19 0.56 0.99 0.93 Dosisd + M 24934 -64.76
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y que en exposiciones crénicas puede tener un efecto aditivo
(Gupta et al. 2010, Déciga-Campos et al. 2007).

Para evaluar la genotoxicidad, se requieren dos pruebas in vitro
con resultados positivo o negativo, para determinar el potencial
efecto genotdxico de un componente, y si los resultados difieren
o0 no son concluyentes, se puede realizar una prueba adicional.
(U.S Department of Health and Human Services Food and
Drug Administration, CDER y CBER 2012). Ademds, cada
prueba tiene sus fortalezas y debilidades por lo que un solo
ensayo no determina con seguridad, el potencial mutagénico
(Srividye et al. 2013).

En el presente estudio, la prueba de mutagenicidad (prueba
de Ames), indica que para ambas cepas (TA98 y TA100) y tanto

en experimentos con y sin actividad metabdlica, no se presentan

diferencias significativas entre el control negativo y las distintas
dosis en relacién al nimero de colonias revertantes (Figs. 1y
3). Ademis, el indice de mutacién es menor a dos en todos los
tratamientos con dosis (Tabla 2), por lo que segin el Cornell
Institute for Medical Research (1986) se encuentra en el rango
de lo normal, lo que implicaria que la bebida es inocua bajo esas
condiciones. Sin embargo, en la prueba de antimutagenicidad,
donde se evalta el posible efecto protector (porcentaje de in-
hibicién de la mutagenicidad) de la bebida ante mutdgenos ya
establecidos, los resultados de las comparaciones multiples indi-
can diferencias significativas entre el tratamiento solo mutdgeno
y los demds tratamientos que contienen las dosis mds elevadas
mds mutdgeno, lo que indicarfa que al afiadir la bebida, aumenta
el efecto mutagénico del NPD y la azida de sodio (para TA98 y
TA100 respectivamente). (Figs. 2 y 3, y Tabla 3).
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Cabe mencionar que en la Figura 2, se observa entre los pro-
medios del nimero de revertantes, una tendencia en aumento
mids evidente en la cepa TA100 en comparacion a la cepa TA98.
Esto podria deberse a que la bebida presenta mayor eficiencia en
la reversién de la mutacién del tipo de sustitucién de pares de
bases (TA100) que la de cambio del marco de lectura (TA98).
En cualquier caso, se observa la tendencia de incremento de
revertantes a medida que la dosis de bebida aumenta, lo que se
refleja en que el porcentaje de inhibicién de la mutagenicidad
para todos los casos de dosis mds mutdgeno es menor a cero,
segtin el Cornell Institute for Medical Research (1986).

Estos resultados, indican la necesidad de hacer estudios simi-
lares de los componentes de la bebida por separado, ¢ intentar
explicar por qué, cuando se mezclan, resulta el efecto aqui
descrito en presencia de mutdgenos.

Por otro lado en el andlisis de microndcleos, se usaron los
criterios establecidos por HUMN, grupo de trabajo que publicé
la estandarizacién de la técnica a partir de una base de datos de
varios laboratorios del mundo (teniendo en cuenta los criterios de
andlisis, variantes de protocolos, etc.), analizdndose en conjunto
unos 7000 individuos (Bonassi et al. 2001, Fenech et al. 2003).
En el presente estudio, los valores del IDN (Fig. 4), en todas las
dosis de bebida estdn dentro de los pardmetros establecidos por
HUMN (1.38 — 1.95) (Bonassi et al. 2001). A partir de esto
podemos afirmar que la bebida no presenta un efecto inhibidor
del crecimiento celular en relacién con el control negativo.

Sobre la evaluacién del porcentaje de células binucleadas
con micronucleos, se muestra que el control positivo (14.75%)
es el Gnico tratamiento con valor por encima del rango normal
(3 — 12%), reportado por HUMN (Bonassi et al. 2001), lo que
demostrarfa que las diferentes dosis (0.7 — 1.58%) no presen-
tan efecto genotdxico. Segin Kruskal-Wallis, los valores de las
medianas del niimero de células con MN por cada 1000 células
binucleadas, no muestran diferencias significativas, demostrdn-
dose que la bebida no es genotdxica segtin este ensayo.

Entonces, tenemos los resultados de dos pruebas iz vitro
(prueba de mutagenicidad de Amesy la prueba de MN) que nos
indican que la bebida es aparentemente inocua. Sin embargo, es
importante considerar los resultados de la prueba de antimutage-
nicidad de Ames, que parece revelar un efecto pro-mutagénico,
debido a un mecanismo aditivo o sinérgico de uno o de los
tres pseudocereales con el mutdgeno. Debemos resaltar que, es
conocido que algunos compuestos aislados de plantas, como la
quercitina, furoquinolina, alcaloides e isotiocianatos, presentan
un riesgo mutagénico. (Déciga-Campos et al. 2007, Verschaeve
& Van Stander 2008, Srividye et al. 2013). Es dificil determinar
qué compuesto es mutagénico en una mezcla compleja y en
algunos casos se ha determinado que pueden potenciar el efecto
de otros xenobidticos, de ahi la importancia de la evaluacion de
plantas que tienen uso medicinal (Srividye et al. 2013).

En conclusién, en base a los resultados de las pruebas de
mutagenicidad, con dos pruebas in vitro negativas, se podria
validar su consumo, sin embargo se recomienda realizar pruebas
adicionales in vitro, en las que se evalten: la bebida, cada uno
de sus compuestos por separado y combinaciones de a dos; y
también pruebas iz vivo bajo distintos disefios experimentales,
sobre todo a largo plazo, para confirmar o descartar estos re-
sultados iniciales. Esto aunque las dosis que se empleardn sean

bajas y el periodo de exposicién a la bebida sea corto, porque es
importante descartar cualquier posible efecto secundario debido
a su consumo.
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