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RESUMEN

En los Gltimos afios se ha producido un gran interés, sobre los efectos biologicos
de los campos electromagnéticos (CEM). Se ha investigado intensamente el efecto de los
CEM con distintas intensidades y diferente disiribuciéon espacial y temporal sobre el
crecimiento de los microorganismos. Las respuestas han sido muy diversas dependiendo
no solo del tipo de microorganismo estudiado, sino también de las caracteristicas del
campo empleado. En este trabajo se determiné el efecto de los CEM sobre el crecimiento
y diferenciacién en Enfamoeba invadens, ademas se evalud el efecto sinérgico de los
CEM y el metronidazol. Se selecciond este parasito ya que frecuentemente los resultados
obtenidos con este microorganismo son comparadas con E. hisfolytica, que es el agente
causal de la amibiasis humana, y ademas porque con E. invadens se puede inducir la
produccién de quistes en el laboratorio, lo cual no es posible con E. hisfolyfica.

=00 la intencién de establecer los cultivos de referencia de E. invadens se
BI-S- H‘escn'to por Diamond en 1978. Una vez establecido en este medio se realizd una
cinética de crecimiento; donde se encontré que E. invadens presentdé un tiempo de
duplicacion de 58.82 horas, con un rendimienio maximo de 240,000 amibas/ml incubadas
a 25 °C por 12 dias.

cinética de crecimiento de este protozoario. Este se hizo crecer en el medio

Cuando se analizaron los efectos de los CEM de 1.0, 1.5y 2.0 mT (miliTesla) a 60
Hz (Hertz) en el crecimiento de E. invadens se encontré que este parasito disminuyé su
densidad poblacional en un 41.1 % con los CEM de 1.5 y 2.0 mT a los tres y seis dias de
incubacion. Por otra parte a los 9 y 12 dias de incubacion se observé también una
disminucion en los grupos tratados, sin embargo esta disminucién fue menor a los dias
previos, ya que en este caso se encontrd un 23.9 y 20 % de disminucién con respecto al
testigo. Es de llamar la atencién que con la dosis de 2.0 mT en todos los dias presenté la
mayor disminucion de crecimiento de E. invadens (P<0.05).

Con objeto de probar el efecto combinado de los CEM y una droga antiamibiana
como es el metronidazol primeramente se determiné la concentracién optima de
metronidazal que causaba el 50 % de muerte en E. invadens, encontrandose que con

este agente antiamibiano se requiere una dosis de 2.76 ug/ml para oblener esta

1
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condiciéon. Posteriormente se expusieron las amibas a esta dosis de 2.76 pg/ml
combinada con un CEM de 2.0 mT y se comparé con amibas expuestas al campo
magnético unicamente y un grupo testigo negativo no expuesto a factores fisicos o
quimicos. Se encontrd una disminucibn aproximada del 60% en el crecimiento de este
microorganismo en todos los tratamientos con respecto al testigo no tratado. Sin embargo
no se encontrdé diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento de los
trofozoitos entre cada tratamiento ya mencionado,

Por otra parte también se evaludé el efecto de los CEM sobre el porcentaje de
produccion de quistes de E. invadens. Para ello se utilizaron 3 tratamientos. a) cuando se
expusieron los trofozoitos de E. invadens aun CEM de 20 mT a 60 Hz solo en la fase
de crecimiento en medio BI-S-33 se encontrd una pequefia disminucion de los grupos
fratados de 6.80 % comparado con el grupo testigo, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, b) en ausencia de glucosa en el medio TYI-S-33a2.0mT a
60 Hz, se obtuvo una disminucion de la produccién de quistes de un 28 % con respecto a
los grupos testigo siendo esta disminucién significativa y ¢} cuando se expusé a CEM de
2.0 mT tanto en la fase con glucosa (BI-S-33) como en la fase carente de glucosa (TYI-S-
33) se encontro una disminucion del 26.24 % la cual fue estadisticamente significativa
(P<0.05).

Con estos resultados se concluye que los CEM de 60 Hz, tienen un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento y la diferenciacién de E. invadens.
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ANTECEDENTES

CAMPOS ELECTROMAGNETICOS (CEM)

Desde tiempos muy remotos el hombre ha tenido noticia de los fendmenos
magnéticos. Asi desde los afios 640-546 a. de C. Tales de Mileto hablaba de las
atracciones magnéticas. Mas recientemente hace 2,000 afos los chinos
desarrollaron la brujula magnética para la navegacion y sus viajes en los desiertos
de Mongolia. La brjjula se fundamenta en adoptar una orientacién, la cual es
gjercida por un campo magnético circundante (Wood, 1991). Pero no es hasta los
ltimos afios cuando a los CEM se les ha estudiado intensamente.

El campo magnético es la regidon en el espacio en ia cual un objeto
magnetizado puede a su vez magnetizar a otros cuerpos de naturaleza
ferromagnética o paramagnética. Recientemente se descubrid que Ila
configuracion del campo magnéetico puede obtenerse con el auxilio de una brdjula
o con limaduras de hierro. Por otro lado si se rompe un iman en un intento de
separar los polos, se encuentran otros nuevos formados en los extremos rotos; si
uno de esos pedazos se rompe, otra vez aparecen de nuevo dos polos de clase
opuesta. Tantas veces como se repita este proceso se tiene el mismo resultado y

por lo tanto no es posible obtener un polo magnético aislado (Stewart, 1979).

En 1820 el Fisico Danés Hans Qersted observd que una corriente eléctrica
puede cambiar la orientacion de la aguja de una brujula en forma semejante a
como 0 hace un iman. Este descubrimiento puso de manifiesto que en un
conductor con corriente altema existe también un campo magnético y que &l
movimiento de cargas eléciricas esta intimamente relacionada con el origen de los
campos magnéticos (Galar-Castelan, 1988).

Por otra parte, se dice que existe un campo eléctrico en un punto, si actGa
una fuerza de origen eléctrica sobre un cuerpo estacionario cargado situado en
3
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dicho punto. Cualquier otra carga eléctrica colocada en un punto de ese campo
eléctrico, expetimenta una fuerza producida por su interacciéon con |a primera
carga. La intensidad del campo eléctrico en un punto es igual a la fuerza que el
campo ejerce sobre una unidad de carga eléctrica colocada en dicho punto (Lin,
1994).

Cuando los campos magnéticos y eléctricos varian con el tiempo en una
determinada regidn, se dice que ambos campos estan estrechamente
relacionados. Es decir, todo campo eléctrico que varia con el tiempo va siempre
acompanado de un campo magnético, también variable y a la inversa, por lo cual
si se produce un campo magneético, este va acompanado de otro campo eléctrico
asimismo variable. Esta interrelaciéon entre los campos eléctricos y magnéticos
hace que se hable mas bien de un CEM como una sola entidad fisica (Parker,
1993).

Los CEM pueden clasificarse en: a) homogéneos: en los cuales la
intensidad es uniforme en el area determinada, b) heterogéneos: en los que el
campo magnético es variable con respecto al area, ¢) estaticos: en los cuales la
intensidad es constante con respecto al tiempo y d) oscilantes: que presentan

variacion de la intensidad a una frecuencia determinada. (Pothakamury, 1993).

Las oscilaciones electromagnéticas en Ia regién de bajas frecuencias y longitudes
de onda muy largas, como aquellas de los circuitos domesticos de 60 Hz, irradian
muy poca. energia, ya que se sabe que la energia de una onda electromagnética
es directamente proporcional a su frecuencia e inversamente proporcional a su
longitud de onda. A medida que la frecuencia aumenta, se llega a longitudes de
onda muy cortas y [as radiaciones de esta clase llegan a depositar una cantidad
de energia tan considerable que a tales emisiones se les denomina radiaciones
ionizantes, como por ejemplo; los rayos X y Gamma. Por ello las radiaciones
generadas por los CEM de frecuencia de 60 Hz son del tipo no ionizante, es decir,

los efectos que se producen son por mecanismos diferentes a aquellos que
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involucran el desplazamiento de electrones en atomos y moléculas blanco
(Strother, 1980, Rojo, 1981).

La frecuencia que se usd en esta investigacion es similar a la producida
por la corriente eléctrica altema de los cables de tendido eléctrico, ésta varia como
una onda senoidal con frecuencia de 60 Hz. Los CEM generados por estas
corrientes, tienen esa misma frecuencia y por tanto se encuentran en la region del
espectro electromagnético denominado de frecuencia extremadaments baja,
region comprendida entre los 3 y 3 x 103 Hz (Mufioz, 1994).

SOLENOIDE O BOBINA

Un solenoide o bobina es un conjunto de espiras de alambre conductor (por
lo general de cobre) que se disponen una a continuacién de la otra. Si se hace un
corte longitudinal del solenoide, se puede ver la seccidn transversal del alambre
que forma cada espira, tanto en la parte superior como inferior. Si se coloca un
ndcleo de un material ferromagnético en el interior del solenocide se tiene un
electroiman. Magnéticamente el alambre se comporta casi como si fuera un
alambre recto y las lineas de campo magnético debidas a una espira, son casi
circulos concéntricos (Moreno-Trujilio, 1997).

AMIBAS

Las especies de la familia Endamoebidae son parasitos o comensales del
sistema digestivo de artrépodos y vertebrados. Los géneros y especies se
diferencian por sus estructuras nucleares. Cuatro géneros de esta familia son
parasitos © comensales conocidos de seres humanos y de animales domésticos,
siendo estos: Entamoeba, Endolimax, lodamoeba y Dientamoeba. (Roberts and
Schmidt., 1984).
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La familia Endamoebidae esta formada por organismos llamados amibas,
éstas presentan dos estadios en su cicio vital: el trofozoito y el quiste. El trofozoito
es la forma motil del protozoario, éste es microaerofilico, carece de mitocondrias y
de aparato de Golgi, vive y se muliiplica por algun tiempo en las criptas del
intestino grueso, utilizando las secreciones mucosas y bacterias como alimento.
Mide entre 9-20 micrdmetros, vive en el tracto digestivo de varios animales
vertebrados que le sirven de huésped y la multiplicacién es por division binaria. El
enquistamiento inicia cuando los trofozoitos se condensan primero en una masa
esférica, formando asi el prequiste, que éste es un estadio intermediario entre los
trofozoitos y los quistes. Después de un tiempo el prequiste sintetiza una cubierta
de quitina para formar la pared celular y hay una reorganizacion de la estructura
nuclear para dar paso al estadio de quiste. El quiste es el estadio infectivo de la
amibiasis, es comun y la diferencia genérica se fundamenta en las caracteristicas
del nucleo. El desenquistamiento se produce cuando los quistes pasan por los
jugos gastricos y este debilita la pared celular del quiste y permiten que los
trofozoitos metaquisticos-trofozoitos de menor tamafo y con un solo ndcleo-
salgan al exterior, resultando que por cada quiste se desarrollen 8 trofozoitos
metaquisticos y finalmente los trofozoitos metaquisticos son arrastrados hacia el
ciego en el intestino grueso, ahi se alimentan y crecen, presentandose la
colanizacién y llegando a convertirse en trofozoitos maduros y se completa asi el
ciclo de desarrollo (Beaver P.C., 19886).

Los miembros de Enfamoebidae se caracterizan por su nucleo y un
pequefio endosoma localizado centraimente. Existe un ndmero vanable de
granulos cromaticos periféricos adhernidos a la membrana nuclear, ademas posee

cromatina en el endosoma y en la regidn periférica. (Beaver P.C., 1986)

Asi mismo Roberts y Schmidt (1984) mencionan que las especies de
Entamoeba tienen un nudcleo vesicular con un pequefio endoplasma cerca del
centro. En la periferia del nicleo hay dispuestos granulos de cromatina y en
algunas especies también alrededor del endosoma. El citoplasma contiene

6
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diversas vacuolas alimenticias que frecuentemente presentan particulas de
alimento en proceso de digestion, generalmente bacterias o granulos de almidén.
Al nivel de ultraestructura se observan lisosomas y algo de reticulo endoplasmico
asi como abundantes ribosomas.

En los vertebrados, asi como en los invertebrados hay especies de
Enfamoeba que son parasitos para ellos. En los seres humanos son comunes
cuatro especies del género Enfamoeba: E. histolytica, E. hartmanni, E. coli y
E. gingivalis (Levine N.D. 1973).

Las amibas del genero Entamoeba tienen importancia especial para su
estudio por incluir especies parasitas y patdgenas para el hombre y algunos
animales. De estas especies, las mas estudiadas y conocidas son E. histolytica y
E. invadens (Rodhain., 1934)

La amibiasis representa un gran problema de salud publica en México y
otros paises. Esta enfermedad cuyo causal en el hombre es E. histolytica, es tipica
de los paises con clima tropical. Sin embargo la disenteria amibiana es bastante
comun y se le encuentra también en regiones templadas {Martinez-Palomo.,
1987).

El detallado estudio de la morfologia y ciclo vital de £. invadens realizado
por Reiman y Raitcliffe tanto in vifro como in vivo, les condujo a concluir que
E. invadens y E. histolytica son extraordinariamente semejantes, ya que
morfolégicamente son indistinguibles porque ambas Entamoebas son patégenas.
Ambas producen un dano severo a células y tejidos y pueden producir la muerte
de sus hospederos. Pero una diferencia que es fundamental entre ambas especies
es que E. invadens puede ser enquistada y desenquistada en laboratorio, cosa
que aun no es posible con E. histolytica (Rengpiem y Bailey., 1984). Por las
razones antes mencionadas un sinnumero de investigadores han utilizado a
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E. invadens como un modelo biclégico experimental para la investigacién de la
amibiasis, particularmente en aspectos de diferenciacion (Feria y Trevifio., 1972).

METRONIDAZOL

El metronidazol es un compuesto derivado de un azomycina con actividad
apreciable contra Trichomonas vaginalis (Cousar y Julou., 1959). Este compuesto
corresponde al mismo grupo de los tinidazoles y ornidazoles y fue descubierio en
la década de los afios 50's cuando investigadores franceses intentaban crear un

producto sintético derivado de un Streplormyces spp.

El metronidazol fue introducido inicialmente a los Estados Unidos en 1960
para el tratamiento de la tricomoniasis. A partir de ese momento se descubrié que
este compuesto puede también ser Util para el tratamiento de otras enfermedades
como la amibiasis, giardiasis, abscesos cerebrales, y enfermedad de Crohn
(Ursing y cols., 1975; Korner y Jensen, 1976).

Mas tarde con las contribuciones de diferentes investigadores se logrd
determinar el mecanismo de accion del metronidazol encontrandose que este
compueste primerc penetra en la célula blanco, después se presenta una
reduccién de los grupos nitros, seguido de un efecto citotdxico de los productas
reducidos y finalmente se presenta una liberacion de los productos que son
inactivos. El metronidazol ataca principalmente en los intermediarios del RNA,
DNA o proteinas del organismo (Muller M, 1983).

La accidn del metronidazol y derivados del 5-nitroimidazol, se caracterizan
por provocar muerte selectiva de anaerobios procariotes y eucariotes. Por otra
parte se ha demostrado en algunos estudios que el metronidazol es tanto
mutagénico como carcinogénico (Legator y cols., 1975; Rustia y Shubik 1975). Sin
embargo no hay trabajos realizados en humanos expuestos durante largos
periodos (Beard y cols., 1979. Wynder y cols., 1954)
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EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS CEM

Las ondas de radio y algunos tipos de luz ultravioleta son aigunas
radiaciones no ionizantes a las que el hombre esta frecuentemente expuesto. Los
efectos bioldgicos de las ondas de radio estdn siendo determinados en la
actualidad; mientras que el dafio que produce la luz uliravioleta se conoce con
mayor claridad, y es que dafia principalmente al DNA y este dafio se ha
relacionado con la formacidbn de dimeros de timina, que es la lesibn mas
frecuentemente inducida por esta radiacion. Por lo general, estos dafios son
eliminados por las células a través de mecanismos de reparacién por excision. Si
las células expuestas no son eficientes en este tipo de reparacién, el daric al DNA
permanecera y la célula sufrira alteraciones considerables como en el caso del

Xeroderma pigmentosum y del cancer en la piel (Brusik, 1987).

Por otro lado, radiaciones no ionizantes de exiremadamente baja
frecuencia, como es el caso de los campos magneticos de 60 Hz han mostrado
tener efecto sobre los sistemas bioldgicos de eucariotes y procariotes estudiados
hasta ahora y se sabe que éstos pueden afectar la velocidad de las reacciones
enzimaticas y una gran cantidad de procesos bicquimicos {(Galar-Castelan, 1988;
Goodman y cols, 1993; Lin, 1994).

Asimismo, se ha infformado que los CEM de extremada baja frecuencia
tienen efectos sobre procesos biogquimicos importantes en el humano, como en la
sintesis de DNA, RNA y proteinas, cambios en la produccion de hormonas,
modificacion de la respuesta inmune celular y cambios en el grado de crecimiento
y diferenciacion celular (Tenforde, 1991).

También se han obtenido evidencias experimentales que sugieren que [os
CEM afectan el crecimiento y la sintesis de DNA en varios tipos de células de
origen procariotes y eucariotes (Cantini y cols. , 1987; Goodman y cols., 1983;
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Liboff y cols., 1984; Mc Leod vy cols., 1987; Rodan y cols., 1978; Takahashi y
cols., 1987; Yen Patton y cols., 1988).

Se ha evaluado también el efecto de los CEM y campos eléctricos en
embriones de raton. En este estudio, se expusieron ratones C3H/He machos a un
campo eléctrico de 20 kV/m de 50 Hz de frecuencia por dos semanas. Después, a
cada ratén macho lo aparearon con 2 hembras diferentes cada semana durante un
periodo de 8 semanas, para que las hembras fueran prefiadas por los ratones que
habian sido expuestos al campo eléctrico. Los resultados obtenidos no
demostraron efecto significativo de los CEM sobre la sobrevivencia de los
embriones, por lo cual ellos concluyen que los CEM de extremada baja frecuencia
no afectan al proceso de desarrollo del embridn (Kowalczuk y cols; 1990).

También en oftro estudio Nordstrom y cols. (1983) encontraron un
incremento en la frecuencia de malformaciones congénitas en nifios de Suecia
cuyos padres trabajaban en subestaciones eléctricas, lo cual podria indicar efecto
genotoxico por los CEM.

Por otra parte se sabe que los CEM de baja frecuencia son utilizados en la
actualidad como herramienta para producir una variedad de efectos benéficos en
algunos sistemas biolégicos. Ejemplo; los campos magnéticos pulsantes son
usados para la reparacién de fracturas 6seas ya que se observé que el tejido 6seo
es sensible a campos magnéiicos y eléctricos de baja frecuencia. Actualmente
también se esta utilizando los CEM en personas con osteoporosis dando
resultados muy alentadores (Andrew y cols., 1989).
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EFECTO DE LOS CEM EN MICROORGANISMOS

Se han realizado recientemente estudios en [os que encuenfran que ios
microorganismos son sensibles a los CEM, por ejemplo, Ramén y cols (1887)
expusieron a CEM de 800-1,000 Hz con intensidades entre 0.8 y 2.5 mT a
Bacillus subtilis mutante FJ7, para evaluar el efecto en el crecimiento, encontrando
un aumento en el numero de células comparado con el grupo control de
referencia, ademas de modificarse la morfologia de dicho bacilo, por lo cual,
concluyeron que el campo magnético puede alterar el crecimiento del
microorganismo. Por otro lado Tabrah y cols (1994) expusieron a Saimonella
typhimurium a un CEM sinusoidal de 0.2 mT en conjunto con el mutageno azida
de sodio por 48 horas donde encontraron un incremento en la tasa de mutacion
del orden del 14% en comparacién con el grupo testigo.

Mas recientemente se ha investigado el efecto de los CEM sobre la
inactivacion del crecimiento sobre el género Saccharomyces que estan presentes
en yoghurt y jugo de naranja. Al exponer el yoghurt a una intensidad de 40 T
(Tesla), sé encontrd una disminucion apreciable en el nimero de microorganismos
en dichos productos. (Pothakamury y cols. 1993).

En otros estudios se ha observado que el CEM de ultra alta frecuencia
puede destruir varios microorganismos como Saccharomyces cerevisae, Nostoc
muscorum y Euglena gracilis (Antonov y cols. 1997).

En un trabajo reciente Alipov y cols. (1994} aplicaron CEM de 30 uT con
frecuencia de 7-12 Hz en Escherichia coli cepa K12AB1157 y demostraron que se
afecta la conformacion del genoma, division celular, sintesis de DNA y proteinas.

Por otro lado, existen estudios acerca de los efectos de los campos
electromagneticos sobre protozoarios. Ripamonti y cols. {1981) expusieron a
Spircfomum ambiguum a un campao magnético homogéneo estatico de 12,500 mT,
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para evaluar el efecto sobre la sobrevivencia del protozoario previamente
expuesto al agente toxico 2,2 dipiridil disulfuro. Ellos encontraron que los
protozoarios tratados con el campo magnético se disminuia significativamente su
sobrevivencia, ademas de que se alargaba el ciclo cefuiar. Elfos concluyen que el
campo magnético con las caracteristicas utilizadas, altera la regulacion de los

iones calcio a través de la membrana de este protozoario.

Dihel y cols. (1985) expusieron a Paramecium con un CEM pulsante de
72 Hz de frecuencia. Ellos observaron que dicho campo incrementa la division
celular de Paramecium en un 8.5%. Ellos sugiere que los campos
electromagnéticos afectan el transporte de iones calcio a través de la membrana
celular.

En un estudié realizado por Rosen y Rosen (1990) se determind la
influencia de un campo magnético estatico moderadamente intenso sobre los
patrones del movimiento libre de Paramecium sp. Cuando la exposicion a los
campos magneticos fue de 126 mT estos protozoarios ciliados exhibieron una
reduccion significativa en cuanto a su velocidad, asi como también una
desorganizacidn del patron de movimiento. Ellos sugirieron que estos hallazgos
pueden ser explicados sobre las bases de la alteracion de las funciones de los
canales idnicos que se encuentran en la membrana celular.

Mas recientemente Hemmersbach y cols. (1997) estudiaron el efecto de los
campos electromagneticos de 0.5-2.0 mT de 50 Hz sobre Paramecium biaurelia,
Loxodes stnatus y Tetrahymena thermophila. Encontraron que se afectaba la
velocidad de nado y una disminucion en la direccion lineal en las células nativas.
Sin embargo cuando se manejaba la mutante de Paramecium tetraurelia (se
caracteriza por ser defectuosa en los canales de calcio), no se chservaba cambio
en movimiento del mismo. Estos resultados indican un efecto directo de los
campos electromagnéticos de muy baja frecuencia sobre los mecanismos de
transporte de iones en la membrana celular que controlan la actividad motil del

ciliado.
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IMPORTANCIA

Conforme la tecnologia ha avanzadg, todo tipo de sistemas biolégicos se
ven cada vez mas expuestos a radiacion generada por aparatos eléctricos de uso
domeéstico y de oficina, por lo cual resulta de gran interés, saber cuales son los
efectos que ocasionan los CEM sobre la fisiologia de los organismos. Existen
numerosos informes que mencionan los efectos benéficos de los campos
(reparacion dsea e inactivacién microbiana), sin embargo existen sospechas que
los CEM pueden ocasionar trastornos y enfermedades en el humano como
podrian ser cancer de mama, cancer de cerebro y leucemia infantil entre otros. Por
otro lado no solo el hombre sino también los microorganismos que son expuestos

a este factor pueden sufrir alteraciones fisiolégicas.

El protozoario patégeno E. histolytica es el agente que provoca amibiasis y

o

tiene mucha importancia en salud publica, ya que este par?

el causante de

Por ello en esta investigacidon se determind el efecto de los CEM sobre
E. invadens ya que es un protozoario en el que se pueden cuantificar los cambios
en su crecimiento y diferenciacién in vitro, cosa que no se puede hacer con
E. histolytica ya que ésta no presenta una diferenciacion a nivel del laboratorio.
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ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha estudiado de manera muy intensa el efecto de los
CEM sobre funciones vitales en el crecimiento y diferenciacion de céluias

eucarioticas.

Hasta la fecha existe una gran cantidad de reportes cientificos que
mencionan los efectos de los CEM sobre la inhibicidbn e inactivacién en el
crecimiento de algunas bacterias y hongos (Pothakamury y cols., 1993; Tabrah y
cols., 1994). Sin embargo, hasta el momento hay poca informacion sobre efectos
de los CEM en protozoarios en general, por lo cual resulta de gran interés poder
determinar los efectos de los CEM en sistemas biologicos de este tipo. Por ello en
el presente trabajo, se evalud el efecto de diferentes intensidades magnéticas
sobre el crecimiento y diferenciacion de E. invadens. Ademas se determind si
existe un efecto sinérgico entre los CEM y el metronidazol sobre el crecimiento de
E. invadens.
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HIPOTESIS

Los CEM de 60 Hz a las intensidades de 1.0, 1.5 y 2.0 mT son capaces de
afectar el crecimiento y diferenciacion de E. invadens in vitro.

OBJETIVOS

1.- Determinar la cinética de crecimiento de £. invadens en condiciones de

laboratorio en el medio BI-S-33 (hasta por 12 dias).

2.- Obtener algunos parametros del crecimiento de E. invadens como:. a)la

densidad total y b) el tiempo de duplicacion.

3.- Evaluar el efecto de los CEM a 1.0 mT, 1.5 mT y 2.0 mT de 60 Hz de

frecuencia sobre el crecimiento de E. invadens.

4.- Determinar la concentracion éptima de metronidazol para obtener el 50
% de muerte de E. invadens en los cultivos bajo nuestras condiciones de

laboratorio.

5.- Demostrar el efecto combinado de les CEM de 2 mT de 60 Hz de
frecuencia y la concentracién de metronidazol que produce un 50 % de muerte

amibiana durante el crecimiento de E. invadens.

6.- Establecer el efecto de los CEM de 2 mT de 60 Hz de frecuencia sobre
la diferenciacion (produccion de quistes) de E. invadens bajo tres condiciones: a)
en el crecimiento de E. invadens en el medio BI-S-33, b) en ausencia de glucosa
en el medio TYI-S-33 y ¢) en ambas condiciones.
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MATERIALES

1. Origen de los reactivos.

Todos los compuestos quimicos utilizados en este trabajo fueron grado
reactive y sus origenes fueron: a) Reactivos Monterrey: cloruro de sodio,
fosfato de potasio monobasico, hidréxido de sodio, fosfato de potasio dibasico
y acido ascorbico b) Bioxon: extracto de levadura y peplona de caseina
d) Sigma: dextrosa, L-cisteina, metronidazol y citrato férrico de amonio e)
J.R.H. Biosciences: vitaminas 107 de Diamond f) BBL: Biosate.

2. Material biolégico.
Cepa IP-1 de E. invadens.

Proviene del cepario del Dr. Benito David Mata Cardenas, de la Division de
Biologia Celular y Molecular del Laboratorio de Fisiologia Bioguimica y Celular del
Centro de Investigacion Biomédica del Noreste IMSS. Para las pruebas in vitro se
utilizaron cultivos axénicos de E. invadens, cultivados en medio BI-S-33.

3. Medio de cultivo BI-S- 33 (Diamond y col., 1978)

Biosate 30 g, glucosa 10 g, NaCl 2.70 g, KzHPO41.0 g, KH,PO4 0.6 g,
cisteina 1.0 g, acido ascorbico 0.20 g y citrato férrico de amonio 0.0236 g.

1) Los componentes se mezclaron y disolvieron en 700 ml de agua
bidestilada estéril. 2) Se ajust6 el pH a 6.8 con NaOH 3) y se aford a 850 mil 4)Se
colocaron 10 ml de medio en tubos de tapdn de rosca de 16X125 mm 5) y se
esterilizo el medio en autoclave por 15 min a 121 °C, cori los tapones flojos, los
cuales se apretaron después, estando los tubos todavia calientes. 6) se almacend

el medio a 4° C en la oscuridad. 7)El medio completo se obtuvo afadiendo
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asépticamente 9% de suero bovino a los tubos con medio BI-S-33, 24-48 horas

antes de sembrar los trofozoitos.

4. Preparacién de suero bovino (Said-Fermnandez y col., 1988)

Se cqlecto la/sangre bovina en el rastro de la ciudad. La sangre se dejé
coagular por a 4°C y el suero se separé de la sangre por sedimentacién a
2000 R.P.M./ 15 min. Después se prefiltré con papel Whatman #1 y se filtré por
una serie de filtros HAWP Millipore (Beford, MA, USA) de 5 a 0.22 pm. Finalmente
se esterilizd por filtracion utilizando sistemas filtracién al vacio de un litro con filtros
de 022 pm (Coming, Inc. Coming NY, USA). El suero estérl fue
descomplementado por calentamiento a 56 °C por 30 minutos, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se le anadid 25 ml de mezcla de vitaminas (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) por cada litro de suero. El suero se repartié en alicuotas
de 100 mi, en botellas ambar, estériles, de vidrio con tapén de rosca y se
almacené a —20 °C hasta su uso.

5. Medio de cultivo TYI-S-33 sin glucosa para el enquistamiento (Diamond 1978)
Extracto de levadura 10 g, peptona de caseina 20 g, NaCl 2.70 g, KoHPO4

1.0 g, KH,PO4 0.6 g, cisteina 1.0 g, acido ascérbico 0.20 g, citrato férrico de
amonio 0.0236 g.
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Preparacion de TY1-S-33 para el enguistamiento sin glucosa

1) Todos los componentes se mezclaron y disolvieron perfectamente con
800 ml agua bidestilada 2) El medio se ajusté a pH 7.0 con NaOH 10 N y 3) Se
aford finalmente con 1,000 mi de agua bidestilada 4) Se colocd 10 ml de medio en
tubos y posteriormente esterilizé en autoclave por 15 min a 121 °C con los tapones
flojos, los cuales fueron apretados estando los tubos todavia calientes.  5) El
medio se almacend a temperatura ambiente en la oscuridad.

6.- Solenoides:

Se utilizé un solenoide conformado por 557 vueltas de alambre de cobre
laqueado No 14 que va enrollado en una maitriz cilindrica de pvc de 27 cm de
diametro el cual es alimentado por un autotransformador variable Controvac-AC
modelo ABCP el cual era regulado a su vez por un transformador reductor que
permitia manejar el amperaje requerido para que se generara la intensidad
magnética deseada (1.0, 1.5y 2.0 mT)

7 .- Preparacion de Metronidazol

Solucion madre 100 ug/ml: Se mezclaron 70 mg/ ml con 10 ml de medio
BI-S-33. La solucién 1 de 10ug/ml se prepard con 0.5 mi de la solucidén madre mas
4.5 ml de medio BI-S-33. Solucion 2 de 1 pg/mi se prepard con 0.5 mi de Ia
solucion 1 mas 4.5 ml de medio BI-S-33. La solucion 3 de 0.1 ug/ml se prepard
con 0.5 ml de solucidén 2 mas 4.5 de medio BI-S-33.
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METODO

1.- CINETICA DE CRECIMIENTO DE E. invadens:

1.A MANTENIMIENTO DEL CULTIVO DE E. invadens

Se incubaron las cepas de E. invadens a 25 °C por 7 dias. Antes de ¢cada
resiembra se observaron los cultives en un microscopio invertido para comprobar
el buen aspecto morfolégico y la movilidad de las amibas. Después se
sumergieron suavemente los tubos en agua-hielo por 10 min, para luego de este
tiempo se agitaron suavemente y se determind la concentracién amibiana con un
hemacitometro y se inocularon con 10,000 trofozoitos por ml cada tubo con 5 ml
de medio nuevo que contenian medio BI-S-33 y 1.0 mi de suero bovino estéril
mas 0.1 ml de solucion penicilina-estreptomicina (1,000 X) de acuerdo a las
técnicas previamente establecidas (Lopez-Revilla y Rodriguez-Baez, 1981).

1.B CINETICA DE CRECIMIENTO DE E. invadens EN MEDIO BI-S-33.

Se inocularon 10,000 amibas/ml a 24 tubos con 10 ml de medio de cultivo
adicionado con 1 ml de suero bovino y se incubaron a 25°C por 12 dias. Cada
punto corresponde a 2 repeticiones (4 tubos por repeticion) y cada dos dias

determinamos el nimero de amibas/m| de medio con un hemacitometro.

2.- ENQUISTAMIENTO DE E. invadens

Se utilizé el método descrito por Morales-Vallarta y cols (1997) el cual
consistio de las siguientes etapas: a) crecimiento en medio BI-S-33 con glucosa:
se inocularon 15,000 amibas/mi de E. invadens en tubos que contenian 10 ml de
BI-S-33, 1.0 ml de suero bovino y 0.1 ml de solucioén penicilina-estreptomicina y se
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gasearon cada uno de los tubos inoculados con CO; utilizando una pipeta Pasteur
con un flujo de gas de 0.2 {/min por 2 minutos y después se incubaron por 7 dias a
25 °C, en cada repeticion se utilizaron 3 tubos. b) induccion de enguistamiento en
presencia de CO; y ayuno de glucosa: en esta fase los tubos crecidos fueron
enfriados a 4°C durante 20 minutos y después se centrifugaron a 1,200 r.p.m. por
5 minutos. Se elimind el medio de cultivo mediante una bomba de vacio y se
lavaron las células con medio TYI-S-33 sin glucosa, después se resuspendio el
botén celular y concentré el paquete celular de tres tubos, cada tubo contenia 10
ml de TYI-S-33 sin glucosa, 1 ml de suero y 0.1 ml de antibidtico y posteriormente
se gasearon los tubos como se mencioné anteriormente. Los tubos se incubaron a
25 °C por 10 dias ¢) determinacién de! porciento de enquistamiento: después de
10 dias de incubacion a 25 °C los tubos se enfriaron por 20 minutos y se
determiné el numero de trofozoitos como amibas totales utilizando un
hemacitémetro, después se obtuvo el paquete celular por centrifugacion, y este se
resuspendié en 10 ml de Triton X 100 y se mantuvieron las células en suspension
por 10 minutos. Posteriormente se cont6 el numero de quistes y se calculd el
porcentaje de enquistamiento mediante la siguiente formula:

% de enquistamiento = [(Ntmero de quistes/ml) / (Nimero de amibas totales)]X 100

3.- SISTEMA DE EXPOSICION A CEM

Durante el cultivo de las amibas, éstas fueron colocadas en el interior de un
solenoide o bobina generadora del CEM, el cual estaba formado por un devanado
de 340 vueltas de alambre de cobre calibre No.16 enrollado alrededor de un tubo
de PVC, el cual tiene una altura de 25 em, un radio de 5.27 cm y una resistencia
de salida de 1.9 ohms. El solenoide esta conectado a un transformador-reductor,
con una alimentacion de entrada de 127 V + 10% con una salida de 12 V, éste a
su vez estaba unido a un transformador vaniable que tiene un maximo de140 V y
7.5 Amp de salida con una alimentacion de 120 V y una frecuencia de 60 Hz. Este
sistema de exposicion se colocd en el interior de una incubadora que tuvo una
temperatura constante de 36.5°C + 0.1°C. En el presente estudio se utilizaron tres
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intensidades magnéticas (1.0, 1.5 y 2.0 uT) de onda de 60 Hz de frecuencia, esto
fue constatado monitoreando el sistema con un osciloscopio. En el mismo sistema
de incubacién de los cultivos v en forma simultanea, se colocaron el testigo
negative y el control positivo en una area en la cual no recibieron la influencia del
CEM. En ta figura 10 se ilustra &l sistema de exposicion.

La medicion del CEM se realizo mediante una bobina de prueba que al ser
sometida a la influencia del campo detecta el voltaje (FEM inducida) que es
proporcional a la intensidad del flujo magnético medido en mT. La bobina de
prueba fue a su vez calibrada usando un gausimetro con una referencia de 10.1
Gauss (1.01 mT) es igual a 1.7 mV de corriente alterna detectados por la bobina
de prueba. El voltaje (FEM inducida) fue de 1.08, 2.52 y 3.36 mV para 1.0, 15y
2.0 mT respectivamente. Ademas se constato si el CEM producido era

homogéneo ademas de la posible presencia de campos parasitos en el ambiente.

4.- EXPOSICION A CEM DE 60 HZ DURANTE LA CINETICA DE CRECIMIENTO
DE E. invadens.

Se inoculé una serie de tubos con 10,000 amibas/ml y a estos tubos fueron
expuestos a un CEM de 1.0, 1.5y 2.0 mT de 60 Hz de frecuencia de onda
sinusoidal en el interior de un solenoide con 12 repeticiones por tratamiento. El
tiempo de exposicion fue de 3,6,9 y 12 dias. Después de este tiempo se determind
el nimerc de amibas/ml utilizando un hemacitdmetro y comparé el efecto de los
CEM sobre el crecimiento a las dosis mencionadas con respecto a un grupo de
amibas no expuesto a ios CEM.

5.- DETERMINACION DE LA DLss DE METRONIDAZOL EN E. invadens

Se determind la concentracion de metronidazol para inhibir el 50 % de la
poblacidn de amibas de la cepa de E. invadens. Los trofozoitos fueron expuestos

a diferentes concentraciones de 2, 4, 8, 10 y 20 ug/ml de metronidazol diluido en
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medio basal BI-S-33. Se agitaron los tubos con 10 ml y se inocularon con 10,000
amibas/ml por 4 repeticiones por tratamiento. Después los tubos se incubaron a
25 °C por siete dias. Pasado este tiempo, se determind el nimero de amibas por
mililitro mediante un hemacitémetro y los resultados los procesamos por el método
de andlisis de Probit, donde pudimos obtener con exactitud la DLs. para este
farmaco.

6.- DETERMINACION DE LA ACCION COMBINADA DE LOS CEM Y EL
METRONIDAZOL SOBRE EL CRECIMIENTO DE E. invadens.

Para desarrollar este planteamiento inocularon tubos conteniendo 5 mi de
medio BI-S-33, 1 ml de suero y 0.1 ml de antibidtico con 10,000 amibas/ml. En
este caso se manejaron 4 grupos en total con 9 repeticiones ¢ada uno los cuales
fueron: 1) grupo testige negativo, no expuesto a ningun factor de prueba 2) grupo
testigo positivo, que consistié en utilizar la concentracién de metronidazol a fa cual
se obtuvo la DLsy que fue de 2.76 pg/ml 3) grupo a los cuales se agregd una
concentracion de 2.76 pg/ml de metronidazol para obtener la DLsg y e expusieron
a un CEM de 2.0 mT en un solencide y 4) grupo que consistid en solamente la
exposicién a 20 mT en el solencide. Posteriormente los tubos de los cuatro
grupos se incubaron a 25 °C por 7 dias y finalmente se determind el nimero de
amibas por mi utilizando un hemacitémetro.

7.- EVALUACION DE LOS CEM DE 20 mT y EL PORCENTAJE DE
ENQUISTAMIENTO DE E. invadens.

Para evaluar el efecto de los CEM de 2.0 mT de 60 Hz sobre el porcentaje
de enquistamiento se realiz6 lo siguiente:

Para los grupos tratados como para los grupos control se utilizaron 6
repeticiones y se realizd el procedimiento que aparece en la seccidbn de
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enquistamiento para obtener los quistes de E. invadens, los tratamientos en
presencia de un CEM de 2 mT que se utilizaron fueron los siguientes:

1.- Exposicién de los CEM de 2.0 mT a 60 Hz en el crecimiento de
E. invadens en el medio BI-S-33 por 7 dias en presencia de CO,y no se expuso
en el medio TYI-S-33 en ausencia de glucosa donde se incubo por 10 dias.

2- En la fase de enquistamiento en medio TYI-S-33 sin glucosa, se
expusieron a 2.0 mT y 60 Hz y no durante el crecimiento en BI-S-33 los cuales se
incubaron por 10 dias.

3.- Exposicidn de CEM de 2.0 mT de 60 Hz de frecuencia en ambas fases.
crecimiento en BI-S-33 y enquistamiento en ausencia de glucosa en TYI-S-33

Cada uno de estos experimentos se realizaron con 6 repeticiones por separado
y se comparé con un grupo testigo no expuesto a los CEM.

8.- PROCESAMIENTO ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizaron pruebas
paramétricas y no paramétricas. Posterior a la determinacién de las estadisticas
descriptivas correspondientes, las variables fueron sometidas a la prueba de

Kolmogorov-Smimov con objeto de conocer la distribucion.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion del paquete
estadistico SPSS para Windows 9X({Ferran, 1996).
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RESULTADOS

1.- CINETICA DE CRECIMIENTO DE E. invadens

E. invadens fue establecida en cultivos axénicos, utilizando el medio
BI-S-33 descrito por Diamond en 1978. La Fig 1 representa una curva tipica de
crecimiento de esta cepa, donde por regresién lineal obtuvimos un tiempo de
duplicacion que fue de 58.82 horas con una velocidad de 0.017 h' y el
rendimiento maximo alcanzado por las amibas fue de 240,000 amibas/mli
incubadas a 25 °C por 12 dias.

2.- EFECTO DE LOS CEM SOBRE EL CRECIMIENTO DE Entamoeba
invadens.

Se determiné el efecto de los CEM sobre el crecimiento de E. invadens y se
contd el nimero de amibas presentes en los tubos después de exponerios a los
CEM de 1.0, 1.5, y 20 mT 60 Hz. Los resultados de este experimento se
cuantificaron a diferentes tiempos de incubacion y se compararon con un testigo
negativo donde observamos lo siguiente: a) a los 3 dias de incubacién, se observo
una disminucién en los grupos probados a 1 mT, pero se encontré aumentada la
disminucion hasta un 41.1 % en los grupos de 1.5 mT y 2 mT, esta diferencia
resultd estadisticamente significativa entre los grupos expuestos a estos CEM
(P<0.05) (Fig. 2) b) a los 6 dias de incubacién (Fig. 3) Se observaron los mismos
resultados encontrados a los tres dias de incubacidn y c) a los dias 9 y 12 se
detect6 también una disminucién en los grupos tratados, sin embargo esta
disminucion fue menor a los dias previos siendo un 23.9 % y 20 % menores con

respecto a los testigos no expuestos (Fig. 4 y 5). Los resultados se sometieron a la
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prueba de comparacién de medias de Tukey para ver la diferencia entre los
diferentes grupos tratados con CEM y los grupos testigos durante los periodos de
tiempo antes mencionados, y se encontrd que el grupo de 2 mT en todos los dias
del tratamiento fue la condicidn donde se presentd la mayor disminucion

estadisticamente significativa de crecimiento de los trofozoitos de E. invadens.

3.- DETERMINACION DE LA DLs, DE METRONIDAZOL EN EL CRECIMIENTO
E. invadens

Se determind la concentracién de metronidazol para inhibir el 50 % de la
poblacion de amibas de la cepa de E. invadens. Se inocularon 10,000 amibas/ml y
se expusieron a diferentes concentraciones de 2, 4, 8, 10 y 20 ug/ml de
metronidazol diluido en medio basal BI-S-33. Después de 7 dias de incubacion se

encontré por el método de Probit que la DLsy de este farmaco fue de 2.76 ug/ml
(Tabla 1).

TABLA 1.- TABLA DE RESULTADOS PARA DETERMINAR LA Diss DE
METRONIDAZOL SOBRE E. invadens.

Concentracion Log de Numero de Numero de | Relacion células | Probit
De metronidazol | concentracion | células vivas células vivas/ muertas
(pg/mi) muerntas
0 0 126250 0
2 .301 87900 38750 306 4.4931
4 .602 35000 96250 122 55884
8 903 13750 112500 .890 6.2866
10 1 5000 121250 .960 6.7510
20 1.301 625 125625 990 7.3267
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4.- EFECTO SINERGICO DE LOS CEM Y EL METRONIDAZOL SOBRE EL
CRECIMIENTO DE E. invadens.

Deacuerdo a los resultados anteriores se decidid determinar si existia un
efecto sinérgico entre los CEM y la presencia de una droga antiparasitaria como lo
es el metronidazol. Para ello se utilizé el mejor resultado del experimento anterior
que fue de 2.0 mT de CEM y 2.76 ug/mi del metronidazol y sus controles
respectivos que fueron con puro metronidazol a 2 67 pg/ml, con solo 2.0 mT y sin
tratamiento. Se encontré que después de haber expuesto e incubar por 7 dias a
estos grupos, todos los tratamientos presentaron una disminucién de alrededor de
un 80 % con respecto al testigo (Fig. 6). Estos resultados fueron procesados
estadisticamente por la prueba de ANOVA y Tukey y se encontrd diferencia
significativa entre los grupos de CEM unicamente y tratamiento combinado con el
grupo control (P<0.05). Sin embargo cuando se compararon los resultados de los
grupos con tratamiento no se observd diferencia estadisticamente significativa
entre ellas (Fig. 6). Lo que si es de llamar la atencion fue que el tratamiento
solamente con CEM a 2 mT y 60 Hz siguié manteniendo una marcada disminucion
en el crecimiento de E. invadens.

5.- EFECTO DE LOS CEM SOBRE EL PORCIENTO DE ENQUISTAMIENTO

El proceso de enquistamiento de E. invadens se llevd en 2 fases: a) su
crecimiento en presencia de glucosa BI-S-33 por 7 dias y b) el enquistamiento en
ausencia de glucosa en medio TYI-S-33 donde los trofozoitos de la primera fase
son expuestos a esta segunda fase por 10 dias. Cuando se expusieron los
trofozoitos de E. invadens a un CEM de 2.0 mT a 60 Hz solo en la fase de
crecimiento en medio BI-S-33 y CO2 para luego hacerlos enquistar en la segunda
fase, se detectd una pequefia disminucién en el porcentaje de enquistamiento del
grupo fratado de 6.80% (19.7115.52) comparado con el grupo testigo no expuesto
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al CEM (21.15+5.58) sin embargo no se encontrdé diferencia estadisticamente

significativa (Figura 7).

Durante la exposiciéon a CEM de 2.0 mT a 60 Hz de frecuencia solo en la
segunda fase de ausencia de glucosa en medio TYI-S33 y con CO,, se observd
que el grupo expuesto a la radiacién presenté una disminucion del 28 % (22.48+
4.53) comparado con el grupo control (36.58+ 9.31). Se analizaron los datos con la
prueba estadistica de U Mann-Whitney y se enconiré que existe una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05)(Figura 8).

Cuando se utilizé en ambos tratamientos la presencia de ios CEM en 2 mT
y 60 Hz los grupos expuestos presentaron una disminucién del 26.24 % (12.14 +
1.20) comparado con los trofozoitos sin tratamiento (16.46 + 2.85). Estos datos
fueron procesados estadisticamente por la prueba no paramétrica de U Mann-
Whitney y se encontré diferencia estadistica significativa entre el grupo tratado con
CEM y el grupo no expuesto a dicho factor (P< 0.05) (Figura 9).
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FIGURA 1. - CURVA DE CRECIMIENTO DE Entamoeba invadens EN MEDIO BI-S-33.

Se inocul6 por triplicado 10,000 amibas por mililitro en tubos con 10 mililitros de medio BI-S-33.
Después de diferentes tiempos de incubacion a 25 °C  se determiné la densidad celular de los
cultivos con un hematocitometro. Cada punto corresponde a tres determinaciones
independientes. E) coeficente de comelacion de 1a recta, (|2)= 0.939, P<0.001.
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FIGURA 2 .-EFECTO DE LOS CEM OSCILANTES DE €0 HZ SOBRE EL CRECIMIENTO
DE Entamoeba invadens A LOS TRES DIAS DE EXPOSICION.

En tubas con 10 mililitros de medio BI-S-33 y 10,000 trofozoitos por mililitro se expusieron a
diferentes CEM de 1.0, 1.5 ¥ 2.0 mT de 60 Hz de frecuencia por 3 dias de incubacion a

25 °C. Al termino de este tiempo se determind el numero de trofozoitos con un
hematocitometro. Cada punto representa el promedio y desviacion estandar de 3
experimentos con 4 repeticiones.

* P<0.05
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Figura 3. -EFECTO DE LOS CEM OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Entamoeba invadens A LOS SEIS DIAS DE EXPOSICION.

Se determiné el numero de trofozoitos por mililitro a los 6 dias de incubacion a 25 °C en
medio BI-5-33 a CEM de 1.0, 1.5y 2.0 mT a 60 Hz . Los simbolos corresponden al promedio
¥ desviacion estandar de 12 determinaciones en 4 experimentos independientes.

* P<0.05
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FIGURA 4.- EFECTO DE LOS CEM OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Entamoeba invadens A LOS NUEVE DIAS DE EXPOSICION.

Después de 9 dias de incubacion a 25 °C se determind el numero de trofozoitos por mililitro
expuestos a CEM de 1.0, 1.5 y 2.0 mT a 60 Hz de frecuencia. Los simbolas corresponden al
promedio y desviacion estandar de 12 determinaciones en 3 experimentos independientes.
* P<0.05
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FIGURA 5 .- EFECTO DE LOS CEM OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Entamoeba invadens A LOS DOCE DIAS DE EXPOSICION.

Después de 12 dias de incubacion a 25 °C se determiné el numero de trofozoitos por mililitro
expuestos a CEM de 1.0, 1.5y 2.0 mT a 60 Hz de frecuencia. Los simbolos coresponden al
promedio y desviacion estandar de 12 determinaciones en 3 expetimentos independientes.
*P<0.05
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FIGURA 6. - EFECTO DE UN CEM DE 2.0 mT DE 60 HZ Y METRONIDAZOL SOBRE
E. invadens

Se inoculé con 10,000 trofozoitos por mililitro en medio BI-S-33 y se incub6 por 7 dias a
25 °C con los siguientes tratamientos: Tubos sin tratamiento (Testigo negativo); Tubos con
2.76 p g de metronidazol; tubos con 2.76 ug de metronidazol y 2.0 mT a 60 Hz y tubos con
2.0 mT de 60 Hz. Después de cada grupo se determiné el numero de trofozoitos con un
hematocitometro. Las barras corresponden al promedio y desviacion estandar de 9
determinaciones en 3 experimentos independientes.

*P<0.05
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FIGURA 7. - EFECTO DE LOS CEM DE 2.0 mT y 60 HZ DE FRECUENCIA DURANTE LA
FASE DE MEDIO CON GLUCOSA BI-S-33 Y EL ENQUISTAMIENTO DE Entamoeba
invadens.

Se determiné el efecto de los CEM de 2.0 mT y 60 Hz de frecuencia en la produccién de
quistes en E. invadens. Se inocularon 15,000 trofozoitos por mililitro y 10 miililitros de medio
con glucosa BI-S-33en atmésfera de CO; por 7 dias. Al termino de los cuales se
centrifugaron a 1200 r.p.m. por 10 minutos y se pasaron a medio de enquistamiento sin
glucosa en 10 miililitros de medio TYI-S-33 y CO,, después se incubaron a 25°C por 10 dias.
Al termino de este tiempo se cosecharon los tubos, los cuales se enfriaron en agua-hielo por
15 minutos y se cont6 el numero de trofozoitos con un hematocitometro. Después se volvié a
centrifugar los tubos a 1,200 r.p.m. por 10 minutos al sedimento se trat6 con 1 mililitro de
Tritén X100 al 1%, dejamos incubar por 10 minutos y se conté el numero de quistes
presentes con la ayuda de un hematocitometro. Las barras corresponden al promedio y
desviacion estandar de 6 determinaciones.

U.AN.L.
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FIGURA 8. — EFECTO DE EL CEM DE 2.0 mT Y 60 HZ FRECUENCIA SOLO EN LA FASE
DE AUSENCIA DE GLUCOSA MEDIO TYI-S-33 EN EL ENQUISTAMIENTO DE E.
invadens.

Se procedio en forma similar a lo descrito en la figura 7. Con excepcion que los CEM de 2.0
mT y 60 Hz de frecuencia se expuso solo en la fase de ausencia de glucosa en el medio

TYI-S-33. Las barras corresponden al promedio y desviacion estandar de 6 determinaciones.

*P<0.05
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FIGURA 9. - EFECTO DE EL CEM DE 2.0 mT Y 60 HZ DE FRECUENCIA DURANTE 2 FASES
EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE GLUCOSA EN EL ENQUISTAMIENTO DE E. invadens.

Se procedi6 en forma similar a lo descrito en la figura 7 con excepcién que los CEM de 2.0 mT y 60
Hz de frecuencia los expusimos durante las 2 fases de enquistamiento. En la fase de glucosa
medio BI-S-33 y en la de ausencia de glucosa en el medio TYI-S-33. Las barras corresponden al
promedio y desviacion estandar de 6 determinaciones.

*P<0.05
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DISCUSION

En este estudio se determind el efecto de los CEM oscilantes de 1.0, 1.5y
20 m T sobre el crecimiento y diferenciacion de E. invadens cultivada in vitro.
Para ello se establecieron los cultivos de referencia de este protozoario en el
medio BI-S-33. Se obtuvo una cinética tipica de crecimiento para conocer las
caracteristicas de esta cepa. Se encontré que estas amibas presentaron un tiempo
de duplicaciéon de 58.82 horas, con un rendimiento maximo de 240,000 amibas/ml
incubadas a 25 °C por 12 dias; lo cual es congruente con los resultados obtenidos
por otros investigadores (Villarreal-Trevifio, 1990; Barron-Gonzalez, 1997) ;
comprobando con esto que E. invadens estaba en buenas condiciones fisiologicas

para realizar los experimentos.

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede asumir
que los CEM de10, 15 y 20 mT de 60 Hz de frecuencia ocasionan una
disminucidn en el crecimiento de trofozoitos de Enfamoeba invadens comparado
con el grupo no expuesto a dicho factor. Estos resultados sugieren que los CEM
estan afectando la supervivencia de las amibas, ademas posiblemente estén
tambien alargando su ciclo celular como sucede con Spirofomum ambiguum
reportado por el grupo de Ripamonti y cols. (1981). Por otro lado la inhibicién o
disminucién en el crecimiento de los microorganismos por campos magnéticos ha
sido encontrada por otros investigadares; Yoshiomura (1989) clasifico los efectos
de los campos magneticos en efectos inhibitorios, efectos de estimulacién y
efectos no visualisables. Los efectos de inhibicidn y estimulacion son debidos a 1)
un cambio en la orientacion de biomoleculas, tales como proteinas, y a cambiaos
importantes de la membrana celular y 2) un incremento o descenso del
intercambio ionico a través de la membrana plasmatica y/o 3) un cambio en la
estructura de las biomolécuias. Por otro lado en un estudio realizado en el
protozoario Physarum se encontré que el CEM provocaba alargamiento del cicio

mitético Io cual a su vez provoca inhibicién en el crecimiento celular lo cual
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concuerda con los resultados que se obtuvieron en este trabajo (Greenebaum y
cols., 1982).

A pesar de la discrepancia por los resultados obtenidos por diferentes
investigadores sobre los efectos de los CEM sobre los sistemas biolégicos. Se han
determinado los posibles efectos de los campos magnéticos estaticos u oscilantes
encontrandose que los campos magnéticos que ocasionan efectos son
principalmente los de tipo oscilantes (Alipov y cols., 1994). En el presente trabajo

utilizamos un CEM de 60 Hz de frecuencia.

Una gran cantidad de investigaciones sugieren que el efecto de los CEM
con las caracteristicas similares a las aqui utilizadas provocan efecto sobre el
metabolismo de la célula, como es al nivel de flujo de iones calcio a través de
membrana, ya gque se han realizado una gran cantidad de estudios que indican
que esta radiacion puede alterar los canales transportadores de calcio a través de
la membrana, provocando modificacion de proteinas de membrana y dando ilugar
a alteraciones en la sintesis de DNA, RNA y proteinas. Algunos de los efectos que
se han abservado a nivel celular son: supresidén de la proliferacién de linfocitos T,
inhibicién de la activacion por compuestos mitogénicos, respuesta alterada por la
enzima adenilato ciclasa, modificacion de la distribucion de recepiores de
membrana y alteracién de componentes celulares de membrana (Adey., 1981,
Tenforde., 1989).

Conociendo que los CEM tenian un efecto en el crecimiento de E. invadens
se determind el efecto potencial de los CEM combinados con el metronidazol
sobre crecimiento de estas amibas. Se sabe que el metronidazol actla penetrando
en la célula blanco, para después producir una reduccion de los grupos nitros,
seguido de un efecto citotoxico de los productos reducidos y finaimente hay
liberacibn de los productos que son inactivos. El metronidazol ataca
principalmente en los intermediarios del RNA, DNA o proteinas del

microorganismo (Muller M, 1983).
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Se encontré que con una dosis de 2.76 ug/ml se obtenia la concentracion
de metronidazol que causaba el 50 % de muerte en E. invadens. Con estos
resultados, se implementé un tratamiento con esta concentracién de metronidazol
y 2.0 mT de CEM donde se encontré que hubo una disminucion muy marcada en
todos los grupos tratados, con respecto al testigo negativo, pero no se encontrd
una diferencia significativa entre el grupo expuesto al tratamiento combinado, el
tratamiento solamente con CEM de 2.0 mT y el tratamiento solamente con
metronidazol . Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Ager y Radul
{1992) sin embargo ellos combinaron el CEM con la luz ultravioleta. Ellos
expusieron a Saccharomyces cerevisiae conjuntamente a CEM y a luz ultravioleta
y no se encontré diferencia entre la mortalidad obtenida en el grupo expuesto
solamente a luz ultravioleta y el grupo expuesto a ambos factores. En otro trabajo
{Chahal y cols. 1993) investigaron el efecto combinado de les CEM vy la
mitomicina-C sobre la sobrevivencia de Escherichia coli. No encontrando efectos

significativos del tratamiento combinado sobre el microorganismo.

Sin embargo en otros trabajos (Ripamonti y cols., 1981) se han utilizado
altas intensidades de CEM (12500 mT) combinado con el 2,2 dipiridil disulfuro y se
han demostrado efectos toxicos significativos sobre el protozoario Spirotomum

ambiguum.

Por otra parte se analizé la influencia de los CEM sobre el porcentaje de
enquistamiento de £. invadens. Se encontrd que los campos electromagnéticos
afectan el porciento de enquistamiento cuando se expuso esta amiba a esta
radiacion en medio sin glucosa, asi como cuando se expuso tanto en presencia
como en ausencia de glucosa. Sin embargo no se encontrd efecto significativo
cuando la exposicion a CEM fue seclo cuando era cultivada en medio con glucosa.
Esto nos indica que el CEM provoca efectos sobre el enquistamiento de este
microorganismo solo cuando estd siendo expuesto y presenta condiciones de

ayuno de glucosa lo cual puede indicar que la condicion de estrés nutricional hace
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mas susceptible a que se vea afectada la diferenciaciéon celular de Entamoeba
invadens. Galar-Castelan (1988) menciona que los campos magnéticos afectan al
metabolismo celular ademas de que su efecto va depender del tipo de campo
magnético, tiempo de exposicion e intensidad producida. Sin embargo hay que
tomar en cuenta las condiciones del organismo lo pueden volver mas susceptible a
ser afectado por el campo magnético.

Hasta ahora se han propuesto que los CEM pueden afectar algunos
sistemas biologicos en los microorganismos expuestos a diferentes frecuencias. El
conocimiento mas profundo de estas interacciones permitiré determinar su

contribucién especifica en dichos sistemas biolégicos.
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PERSPECTIVAS

Es de gran importancia obtener informacién de los efectos de los
CEM a diferentes frecuencias e intensidades, asi como la determinacion de los
rangos en los cuales se provoguen mayores efectos sobre este protozoario en
estudio. Ademas seria importante determinar de una manera mas profunda el
efecto de campos electromagnéticos de diferentes frecuencias e intensidades

sobre modelos biologicos que estén mas relacionados a animales superiores.
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CONCLUSIONES

¢ Los CEM de 60 Hz de frecuencia de 1.0, 1.5 y 2.0 mT provocan una

disminucidn en el crecimiento de E. invadens.

e E!I CEM de 2.0 mT presenta el mayor efecto  sobre el crecimiento de E.
invadens con un 41.32 % menor comparado con el grupo control.

e Los CEM combinados con una sustancia quimica como el metronidazol no
tienen efecto sinérgico sobre el crecimiento de E. invadens .

« Los CEM son capaces de disminuir el porciento de enquistamiento de E.

invadens cuando se exponen durante el periodo de ausencia de glucosa en

medio TYI-S-33.
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