RESUMEN

EVALUACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO Y CITOT'(')X[CO DE CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS DE 60Hz EN CELULAS DE MAMIFERO,

Se evaluaron los efectos genotoxicos y citotdxicos asociados con la exposicion a
campos electromagnéticos (CEM) de frecuencia extremadamente baja (60 Hz), en modelos
in vitro € in vivp de ¢élulas de mamiferg.Se disefiaron, construyeron y caracterizaron dos
sistemas de exposicion de material biologico a CEM de 60 Hz; uno para cultivos celulares
¥y otro para ratones de laboratorio. Los modelos biolégicos de estudio incluyeron: (a)
Prueba de iotercambio de cromatidas hermanas (ICH) en lmnfocitos bumanos in vifre, (b)
Parimetros hematoldgicos de raton in vivo, (c) Prueba de micronicieos en meédula dsea de
raton in vivo y (d) Anilisis citogenético en ¢élulas germinales reproductoras de raton in
vivo. Se utilizaron tres intensidades magnéticas; 1.0, 1.5 y 2.0 mT, ademas de una
coexposicion simultinea a CEM de 2.0 mT méis Mitomicina-C (MMC), un farmaco
citotdxico y genotdxico de accidn conocida, que ademds sirvié camo testigo positiva en los
experimentos y asimismeo como control interno. En el caso de los experimentos i vivo, se
utiliz6 ademas un tratamiento de 10 dias de exposicion, 8 h diarjas.

Se encontrd que los CEM po aheraron la frecuencia de ICH en cultivos de
linfocitos, pero si incrementaron la proliferacion celular de los mismos, Un hallazgo
importante en esta etapa, fue ef efecto antagénica que se observd entre el CEM y {a MMC
al evaluarse la cinética de proliferacion celular. Por oira parte, los CEM maodificaron los
parirnetros hematicos de ratones in vivo en lo que concierne a una disminucion de los
linfocitos y un aumento de los neutrofilos. Con respecto al cfecto en medula dsca se
encontré un aumento en la frecuencia de micromicleos, indicador de un efecto clastogénico
atribuido al CEM. En este caso también se observé el efecto antagonico emtre CEM ¥
MMC. Por otro lado, no fue posible demostrar que una exposicién 8 CEM influyera sobre
las células germinales de ratén, sin embargo, también en estos experimentos se notd el
mismo antagonismo del CEM con respecto al efecto de la MMC,

Con estos resultados, es posible suponer que los CEM de 60 Hz a las dosis
aplicadas, son capaces de modificar actividades celulares por lo que esto deberia
considerado en la estimacion del riesgo potencial que representa uaa exposicion laboral o
ambiental a este factor.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE GENOTOXIC AND CYTOTOXIC
POTENTIAL OF 60 Hz ELECTROMAGNETIC FIELDS IN
MAMMALIAN CELLS.

Genotoxic and cytotoxic effects due to the expasure of extremely low frequency
magnetic fields (ELF-MF) were evaluated in mammalian cells; in vitro and in vivo. Two
magnetic field exposure facilities were designed and physically characterized for culture
cells and animals. The cytological endpoints included: (a) Sister-chromatid exchange (SCE)
test in lymphocytes in vitro, (b) Haematological parameters of mice im vis, (¢) Micronuclej
test in mouse bone marrow in vive and (d) Cytogenetic analysis of mice male germ cells in
vivo. Three magnetic flux densitics; 1.0, 1.5 and 2.0 mT were used and a co-exposure
condition, combining 2.0 mT ELF-MF and Mytomicin-C (MMC), a well-known mutagen.
MMC-treated amimals were used as a postive comtrol Additionally; for jn vho
experiments, a continuous ten days / 8 h daily exposure was also used.

No alterations in SCE frequencies of exposed lymphocyte cultures were observed,
however and increased cell proliferation was detected. Moreover, an antagonistic effect
between ELF-MF and MMC was found in term of cell profiferation. On the other hand, the
ELF-MF exposure caused a decrease of blood circulatimg lymphocytes and an elevation of
neutrophils in exposed aaimals. In regard to bone marrow effects, an increased micronuclei
frequency of treated animals was detected. Furthermore the antagonistic effect between
ELF-MF and MMC was also observed. Finally, no alterations on male germ cells of mice
exposed to ELF-MF was observed, however the same antagonistic ELF-MF and MMC
effect was detected.

These results sugests that ELF-MF at the dosage used, can modify cell activities
which should be considered in arder to establish the risk associated with magpetic field

exposure.



INTRODUCCION

A través de los afios ha sido creciente la cantidad de agentes fisicos y
quimicos a los que nos vemos expuestos como producto del desarrollo
tecnologico e industrial, en consecuencia también ha aumentado el interés
publico por los posibles efectos negativos que para la salud pudiera tener la
exposicion a estos factores ambientales. Si bien para una gran cantidad de
éstos (pesticidas, metales pesados, radiaciones iomizantes, etc.) ya se han
comprobado efectos adversos para la salud, existen otros agentes que som
objeto de gran controversia debido a que sus efectos no han sido determinados
con claridad. Quiza el mejor ejemplo de ésto sea la problemitica planteada
por la exposicidon a los campos electromagnéticos (CEM) de frecuencia
extremadamentg baja (60 Hz).

En los altimos 15 afios ha existido un creciente mterés por la posibilidad
de que la exposicién a los campos electromagnéticos de 60 Hz, generados por
el tendido eléctrico y aparatos eleclrodomeésticos, pudiera tener efectos no
deseables en sistemas biologicos. Uno de los aspectos que ha despertado
particular interés ha sido el riesgo de sufrir alteraciones citoldgicas, y en
particular genéticas.

Los campos electromagnéticos son producidos cuando una corriente
eléctrica fluye a través de un conductor, como por ejemplo en una linea
eléctrica. De esta manera, la mayorta de los humanos nos encontramos
expucstos a los CEM, los cuales estan presentes tanto en ambientes
residenciales como laborales. Esto se debe a que a pesar de estar usualmente

asaciados a lineas eléctricas de alto voltaje y subestaciones eléctricas, también



son producidos por cualquier dispositivo alimentado c¢on energia eléctrica,
como es €l caso de muchos de nuestros aparatos domésticos modernos.

Existe una gran cantidad de estudios cientificos que han evaluado la
mfluencia de los CEM en los organismos. No obstante que en algunos de éstos
no se ha observado respuesta alguna, un gran namero de ellos muestra que la
exposicidn a estos campos puede producir una gran variedad de efectos. Entre
ellos se mencionan cambios en [a tasa de proliferacion celular, alteraciones en
las propiedades de la superficie de las células, en la secrecidn de hormonas,
etc. De gran importancia han sido también los estudios epidemiologicos, que
han tratado de establecer uma relacidn causal entre la exposicion a estos
campos y un incremento en algunos tipos de cancer tanto en nifios como en
adultos. Hasta ¢l momento los resultados obtenidos no han sido definitivos y a
menudo han resultado controversiales, debido a numerosas criticas
metodoldgicas; aunque no se duda que la radiacion electromaguética pueda
afectar [a materia viviente, todavia no se cuaatifica hasta donde puede ser
causante de una patologia especifica.

Debido a la controversia que han arrojado los resultados sobre la posible
relacion entre los CEM y el potencial genotdxico o citotoxico, resulta por
demds interesante la realizacion de experimentos en condiciones controladas
que permitan determinar ios efectos de estos campos a nivel citogenético,
contribuyendo asi a explicar algunos de los mecanismos por los cuales los
CEM de 60 Hz pueden afectar la salud humana. En este estudio se presenta
informacion concerniente al establecimiento y caracterizacion de los modelos
fisicos utilizados en la exposicion de material biologico a CEM de 60 Hz in
vitro € in vivo y se muestran resultados acerca del efecto producido por este
factor fisico en células de mamifero, evaluado mediante la utilizacion de

técnicas citogenéticas y citolégicas. Los modelos bioldgicos de este estudio



incluyeron: a) Prueba de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH) en
linfocitos humanos in vitro, b) Determinacién de los parametros
hematologicos de raton (Mus musculus, Linea BALB/c) expuestos in vivo, ¢)
Prueba de Micronticleos (cuerpos de Howell-Jolly) en médula 6sea de ratén
(Mus musculus Linea BALB/c) in vivo y d) Analis Citogenético de Células

Germinales Reproductoras y Morfologia Espermatica en raton (Mus musculus
Linea CD-1) in vivo.



CAPITULO1

Diseito y Caracterizacion de los Modelos
Fisicos de Exposicion de Sistemas
Biolégicos a Campos Electromagnéticos

(CEM) de Frecuencia extremadamente

baja (60 Hz).



ANTECEDENTES

Para lievar a cabo la presente investigacion fue necesario construir y
caracterizar los aparatos para exponer el material biologico de estudio a CEM.
Si bien existen en €l mercado algunos modelos fisicos para exposicion de
tejidos, sobre todo humanos, a CEM, éstos no ofrecen garantias suficientes en
cuanto a dosimetria y geometria de la exposicion. En vista de que uno de los
propdsitos de esta investigacion era trabajar en condiciones altamente
controladas, fue indispensable entonces avocarse a es(a tarea, En esta seccion
se presentan los resultados de dos modelos de exposicion utilizados en este
trabajo; uno in vitro para exposicion de cultivos de linfocitos humanos y otro
para exponer in vivo ratones de laboratorio a CEM sinusoidales de 60 Hz de
frecuencia.

Fisica de los Campos Magnéticos

S1 bien nuestro conocimiento de los fendmenos eléctricos es
relativamente reciente, ¢l hombre ha tenido noticia de los fendmenos
magnéticos desde ticmpos muy remotos. Asi, Tales de Mileto (640-546 AC)
hablaba de las atracciones magnéticas y las Chinos emplearon desde hace mas
de 2000 afios la brijula magnética para la navegacion y viajes en los desiertos
de Mongolia. Este aparato se fundamenta en adoptar una onentacion, la cual
es ejercida por un campo magunético circundante (Wood, 1991).

La region en el espacio en la cual un objeto magnetizado puede a su vez
magnetizar a otros cuerpos se llama campeo magnético. La configuracion de
este campo puede obtenerse con el auxilio de una brijula o con limaduras de
hierro, obteniéndose asi las lineas de fuerza indicadoras de 1a presencia del

campo magnético (Stewart, 1979).



Desde 1820 el Fisico Danés Hans Oersted observd que una corriente
eléctrica puede cambiar la orientacion de la aguja de una brgjula en forma
semejante a como lo hace un iman. Este descubrimiento puso de manifiesto
que en la vecindad de un conductor con cormente existe un campo magnético
y, algo hasta entonces insospechado, que el movimiento de cargas eléctricas
esta relacionado con el origen de los campos magnéticos (Galar-Castelan,
1988).

Por otro lado, se dice que existe un campo eléctrico en un punto, s1
actua una fuerza de ongen eléctrico sobre un cuerpo estacionario cargado
situado en dicho punto. Cualquier otra carga eléctrica colocada en un puato
de ese campo eléctrico experimenta una fuerza producida par su interaccion
con la pnmera carga. La intensidad del campo eléctrico en esa zona es igual a
la fuerza que el campo ejerce sobre unidad de carga eléctricg colocada en
dicho sitio (Lin, 1994).

Desde otro punto de wvista, e! campo magnético se define como el
espacio que rodea a un imén y en el que se ejerce una fuerza magnética. A las
regiones donde parece concentrarse el magnetismo de los cuerpos magnéticos
se les denomina polos magnéticos, los cuales son imposibles de aislar, ya que
se encuentran siempre en parejas de signos gpuestas. Si se rompe un iman en
un intento por separar los polos, se encuentran otros nuevos formados en los
extremos rotos. Si uno de estos pedazos se rompe, otra vez aparecen dos polos
de clase opuesta. Tantas veces como se repita este proceso se tendra ¢l mismo
resultado. No es posible entonces obtener un polo magnético aislado. De
acuerdo a la Ley de Charles Coulomb los polos magnéticos de 1la misma
naturaleza se repelen y los de naturaleza diferente se atraen (Parker, 1993).
DIRECCION. La direccion del campo magnético en un lugar se determina por

la orientacion que adopta un pequefio iman o brujula colocado en ¢l lugar, en



¢l cuai el pole Norte del imdn tiende a orientarlo en direccién del campo y el
polo Sur queda sometido a una filerza que fiende a moverlo en la direccion
opuesta. El resuitado es que ambas fuerzas producen una resuitante que hace
girar al iman hasta que se orienta paralelamente a la direccion del campo,
cuando las fuerzas sobre los polos son directamente opuestas y la resuitante es
cero. Los campos magnéticos se representan por lineas de fuerza que estan
dirigidas de los poles Norte a los polos Sur y que son tangentes a la direccion
del campo en cada punto (Parker, 1993).

Los campos magnéticos no ¢jercen fuerzas sobre las cargas en reposo o
moviéndose en direccién paralela al campo magnético, o sea una linea de
fuerza, Sin embargo, si la carga se mueve en direccidon perpendicular al
campo, ¢sta describe un movimiento curcular, ¢ cuando pasa en direccion
oblicua a un campo magnética, s¢ produce una trayectoria espiral (va que el
movimiento paralelo al campo magnético no es afectado por éste). De esto se
deduce que la fuerza magnética es perpendicular al plano determinado por la
velocidad de la carga y el campo magnético, de acuerdo a la siguiente formula
F= gB (v sen 9). La relaciéon permite determinar B (campo magnético) si se
conoce la fuerza, la velocidad y la carga y se mide en Teslas (T) en el Sistema
Internacional de Unidades. (Newton.seg / Coulomb.metro o 1 Volt.seg/ m* o
1 Webar (Wb) / m?), y es equivalente 3 10* Gauss.

Por otro lado, el efecto del campo magnético sobre una corriente
eléctrica se produce porque consiste de cargas en movimiento, ¥ dado que
F=qvBSenf y que la carga recorre una longitud L en un tiempo At, entonces
v=L/At, luego F=gLBSen6/At. Pero como q es la carga que ha pasado en el
tiempo At por el conductor, la intensidad de la corriente I=g/At ¥ por lo tanto
F=ILBSen6 (Rojo, 1981).



De lo anteriormente expuesto s¢ deduce que el magnetismo s¢ encuentra
muy relacionado con la electricidad. Una carga eléctrica estd rodeada de un
campo eléctrica, y también de un campo magnetico si se esta moviendo. Esta
se debe a las distorsiones que sufre el campo eléctrico al moverse la particula.
Einstein explicd este fenomeno con la feoria especial de la relatividad. Dicho
de otra forma, las cargas en movimiento tiepen asociados tanto un campa
eléctrico como un campo magnético. El movimiento de la carga eléctrica
produce un campo magnética. Curiosamente, pueste que el movimiento es
relativo, también lo es ¢l campo magnético, ya que si uno se mueve a la par de
la carga de modo que no estd en movimiento con respecto a nosotros no se

detectara campo magnetico alguno.(Hewitt, 1998)

Propiedades Magnéticas de la Maferia

En un iman de barra ¢l movimiento de cargas se dé porque éste estd
compuesto de atomos cuvos electrones s¢ encueptran ¢n movimiento
constante alrededor del micleo (movimiento orbital), esto constituye una
mindscula corriente que genera un campo magnético, ademds giran en torno-a&
su propio eje, lo cual asimismo constituye una carga en movimiento y por 1o
tanto genera otro campo magnético. Todos los electrones se comportan como
imanes diminutos. Si dos electrones giran en el mismo sentido constituyen un
iman mas intenso. Pero si giran en sentido contrario, sus campos magnéticos
se anulan mutuamente. Casi en todos los Atomos los diversos campos se
anulan yno con otro y por ¢llo la mayoria de las susfancias no se comportan
como magnetos, pero en matenales como el hierro, el miquel y el cobalto,
estos campos no se anulan totalmente (Hewitt, 1998).

En funcion de la respuesta que los materiales presentan a un campo

magnético se distinguen tres categorias: diamagnéticos, paramagnétices y

W



ferromagnéticos, Jo que sera funcién del campo magnético que s¢ genera en
los atomos como consecuencia del movimiento de sus electrones, Las
sustancias diamagnéticas al ser colocadas en un campoe magnético Se
magnetizan en direccion contrana al campo; siendo esta magnetizacién unas
mil veces menor que la de las sustancias paramagnéticas, aunque ¢l efecto
varia de una sustancia a otra, El diamagnetismo se debe a un efecto de
distorsion de las drbitas electronicas debido al campo magnético aplicado, lo
que equivale a producir en cada dtomo un momento magnético que tiene
direccion opuesta a la del campo magnético, pero en una sustancia
diamagnética sus atomos no poseen un dipele magnétice neto debido a que.
los momentos dipolares tanto los de orbitales como los de espin se cancelan.
En consecuencia, una muestra macroscopica de estos materiales tampoco
presenta un dipolo magnético, por lo que no es atraida por un magneto. En
cambio, un material paramagnético presenta la propiedad de ser atraido por
un magneto. Esto es consecuencia de que sus dtomos o moléculas tienen
momentos magnéticos permanentes que tienden a orientarse en [a direccion de
un campo magnético externo al que se exponen, convirtiéndose asi en
magnetos. Este magnetismo es suprimide al momento de eliminar el campo
magnético externo. La orientacion promedio de los dipoles magnéticos
elementales depende de la intensidad del campo aplicado que tieude a
alinearlos. Entre estos matenales se encuentran los radicales y compuestos de
elementos de transicion. Par otro lado, en los materiales ferromagnéticos se
presenta un efecto paramagnético muy fuerte en el que estos se encuentran
magnetizados en ausencia de un campe magnético externo. Esta
magnetizacion natural indica que los momentos magnéticos de sus atomos o
moléculas tienden a onentarse paralelamente como consecuencia de las

interacciones entre ¢llos. Un andlisis cuidadoso del fendmeno ha indicado que
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los que tienden a alinearse son los espines de los electrones; ¢l fendmeno.
ferromagnético es puramente cuantico, por lo que no es explicable por la fisica
clasica. El resultado de exponer este tipo de materiales ante otro campo
magnético externo ¢s la formacion de un nuevo campo que se suma al externo,
(Pothakamury, et al., 1993).

Campo Magnético de la Tierra

El planeta tierra se comporta como s1 fuera un Iman giganiesco cuyo
norte magnético se encuentra cercano al polo Sur geografico y el Sur
magnético cercano al polo Norte geografico, sin embargo para mantener la
congruencia con la terminologia usada en la literatura se prefiere llamar polo
Norte magnético de la tierra al que se encuentra en las cercanias del polo
Norte geografico y polo Sur magnético al que se encuentra cercano al polo sur
geogriafico. El eje magnético de la tierra tiene una inclinacion de
aproximadamente 11.5° con respecto al eje de rotacion de la tierra, y por lo
tanto los polos magnéticos de la tierra no coinciden con los polos geograficos.
Ademas, existe evidencia de que el ¢je magnético ha sufrido inversiones
completas en su direccion hasta nueve veces en los fltimos 4 millones de
afios. En general se considera que el campo geomagnético es originado por el
movimiento de cargas eléctricas en torno al cje de rotacion de la tierra,
constituyendo asi una comriente eléctrica neta en trayectoria circular y que
estas corrientes estan vinculadas al movimiente de conveccion de particulas
portadoras de carga eléctrica debido al gradiente térmico del fluido nuclear y
al arrastre de las mismas por €l movimiento de rotacion del globo terraquec,
También existen influencias externas, principalmente el viento solar que
consiste principalmente de particulas de alta energia portadoras de carga

eléctrica. El campo geomagnético se considera de tipo constante, es decir no
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varia con el tiempo y por lo tanto tendria una frecuencia cercana a cero (Galar-
Castelan, 1988).

Induccion Electromagnética

Faraday y Hemry descubneron que se podia generar cormente eléctrica
en un alambre con el simple movimiento de meter y sacar un imén de una
bobina, y que la produccidn de voltaje dependia del mavimiento relativo del
conductor y el campo magnético. La magnitud del voltaje inducido depende
del ntmo al que el alambre corta las lineas del campo magnético, o bien que
tan ripido cambia el campo magnético. El fendmeno s¢ resume en ¢l
enunciado de Ia ley de Faraday: El voltaje inducido en una bobina es
proporcional al producto del nimero de espiras y la razon de cambio del
campo magnético dentro de dichas espiras. Por otra parte, la magnitud de la
corriente depende de la resistencia de la bobina y del circuito al que esta
conectada. El fenomeno es suntlar al mencionado anteriormente en los efectas
del campo magnético sobre una corrieate eléctrica. Si la cormiente fluye hacia
la derecha, los electrones experimentan una fuerza perpendicular hacia arriba,
como no hay trayectoria conductora por la que los electrones pueden fluir
hacia arriba ¢l alambre también experimenta una fuerza dirigida hacia arriba
{efecto motor). Si desplazamos hacia abajo un alambre que micialmente no
transporta corriente, los electrones en su interior experimentan una fuerza
deflectora perpendicular a su movimiento, aqui si hay trayectoria conduciora
en dicha direccion y los electrones la recorren, constituyéndose asi una

corriente, a esto ultimo es a lo que se le ha llamado el “Efecto Generador™

(Hewitt, 1998).
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Induccion de Campos Eléctricos y Magnéticos
(Campo Electromagnético)

Segin el concepto modemno de la induccion electromagnética, lo que se
induce son campos eléctricos y magnéticos que a su vez dan lugar a los
voltajes que se han estado considerando. La induccién se efectia haya o no
cables conductores 0 medios materiales. La ley de Faraday en un sentido mas
general establece que: Se induce un campo eléctrico en toda region del espacio
en la que exista un campo magnético que varie con el tiempo. La magnitud del
campo eléctrico inducido es proporcional a ka rupidez con la que cambia el
campo magnético. La direccion del campo eléctrico inducido es perpendicular
al campo magnético variable. El efecto secundario complementario es el
propuesto por James Clerk Maxwell en 1860, es decir, se induce un campo
magnético en toda regién del espacio en la que exista un campo eléctrico que
varie con el tiempo. La magnitad del campo magnético inducido es
proporcional a la rapidez con la que cambia e! campo eléctrico. La direccion
del campo magnético inducido es perpendicular al campo eléctrico variable
(Hewitt, 1998). Estos dos campos coexistentes se denominan campo
electreamagnético (Galar-Castelan, 1988).

Por otro lado, los campos electromagnéticos pueden clasificarse en
homogéneos, heterogéneas estaticos y oscilantes. En un campo magnético
homogeneo, la intensidad es umforme en el drea deniro de una bobina,
mientras que en uno heterogéneo es variable; un campo magnético estatico
implica que 1a intensidad y direccion del campo son constantes en el tiempo,
mientras que en un oscilante, varian la intensidad y direccion (Pothakamury,
1993).
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Por otra parte, los dispositivos mds empleados para generar CEM son
los solenoides o bobinas, éstos consisten en un conjunto de espiras de alambre
conductor que se disponen una a continuacién de otra. Si se hace un corte
longitudinal del solenoide, podemos ver Ia seccidn transversal del alambre que
forina cada espira, tanto en la parte superior como imferior (Figl.1). Si se
coloca un nicleo de un material ferromagnético se tiene un electroiman. En
los puntos muy cercanos a una espua cualquiera del solenoide, el observador
no puede determinar si el alambre estd doblado en arco. Magnéticamente el
alambre se comporta casi como si fuera un alambre recto y las lineas de
campo magnético, debidas a una esptra, son casi circulos concéntricos
(Moreno-Trujillo, 1997),

Ondas Electromagnéticas

Cuando se agita de un lado a otro en el espacio una barra cargada se
producen ondas electromagnéticas. Esto se debe a que la carga al moverse
constituye una cormente eléctrica, y una corriente eléctrica siempre esta
rodeada de un campo magnético, como la corricnte es vaniable, el campo
magnético también es variable, el cual de acuerdo a la ley de Faraday produce
un campo eléctrico variable, vy el campo eléctnco variable de acuerdo a lo
enunciado por Maxwell, induce a su vez un campo magnético variable. Una
onda electromagnética se compone de campos eléctricos y magnéticos
vibrantes que viajan juntos y no requieren medio alguno para ello. Los campos
vibrantes emanan de la carga vibrante. En todo punto de la onda, el campo
eléctrico es perpendicular al campo magnético y ambos son perpendiculares a
la direccion de propagacion de Ia onda. (FiguraI.2). La magnitud de un campo
inducido (el magnético y el eléctrico) depende de la razon de cambio de la
vibracion, pero también del movimiento del otro campo, es decir la rapidez
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Figura I.1 Esquema que ilustra un solenoide de n espiras de alambre. Las
flechas indican las lineas de fuerza del campo electromagnético
generado por la corriente eléctrica que circula a través del

alambre enrrollado a manera de espiras.
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Campo eléctrico  Campo magnético

Figura 1.2 Propagacion de una onda electromagnética. Un campo eléctrico y
otro magnético, perpendiculares uno del otro viajan en el espacio a la
velocidad de la luz. La interaccion de ambos campos se manifiesta como una

sola entidad fisica que es llamada campo electromagnético.
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con la que el otro campo emana la carga vibrante, si la rapidez fuese muy
pequefia el campo inducido es débil por lo que la induccion mitua se atenuaria
hasta anularse pero en este caso se habria destruido la energia, siendo
incompatible con la ley de la conservacion de la energia, Si la rapidez de
emanacion fuera muy elevada los campos nducidos aumentarian de magnitud
sin cesar, otro caso incompatible con la conservacion de la energia. Sin
embargo, a cierta mapidez critica la 1induccion mutua continuaria
indefinidamente, sin pérdidas ni aumentos de ‘energia. Maxwell cacontré que
la rapidez critica era de 300,000 km/s, pero ésta era la velocidad de la luz, por
lo que entonces acababa de descubnir la naturaleza de la luz. La velocidad de
propagacion de las ondas electromagnéticas en ¢l vacio es independiente de la
frecuencia y de la longitud de onda y el producto de la longitud de onda por la
frecuencia es igual a la velocidad de la luz en el vacia (Hewitt, 1998).

Radiacion Electromagnética y Espectro Electromagnético

En la naturaleza existen cargas oscilantes, de modo que hay muchas
fuentes naturales de radiacién electromagnética. La luz y la radiacion térmica,
por gjemplo son ondas electromagnéticas, que son el resultado de la oscilacion
de cargas eléctricas en los dtomos del emisor. Desde el siglo antepasado se
descubri¢ que la luz emitida por una flama de sodio sufria pequeiias
variaciones cuando se le sometia al campo magnético de un iman. El fisico
H.A. Lorentz por su parte, demostra que las cargas eléctricas de los dtomos de
vapor de sodio, al estar sometidas a las fuerzas del campo magnético
producian variaciones en la frecuencia de la tuz emitida, las cuales eran
explicadas por la teoria de Maxwell como oscilaciones de la carga del
celectron. Estas fueron las primeras evidencias de la identidad entre la
radiacion electromagnética y la luz (Hewitt, 1998). Antes del siglo XIX las
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ondas electromagnéticas estudiadas eran las que caian dentro del espectro
visible 0 luz, es decir aquellas cuya longitud de onda estd comprendida entre
fos 4 x 107 y 7.2 x 107 m, pero 1a teoria de Maxwell predice que pueden
existir ondas electromagnéticas de cualquier longitud de onda o frecuencia. El
espectro electromagnético, conocido y estudiado (Figura 1.3), va desde los
miles de kilémetros para las ondas de los campos magnéticos hasta los 10"%m
para los rayos gamma y los ¢cdsmicos (Parker, 1993).

La propagacion de los campos electromagnéficos como um proceso
ondulatorio explica satisfactoriamente muchos fendmenos importantes, pero
falla en la explicacion del imtercambio de energia cwando la radiacion
glectromagnética interacciona c¢on la materia, pues solamente puede
intercambiar cantidades discretas o cuantos de energia, lo que sugiere una
estructura corpuscular de la radiacién que Einstein [lamo fotén. Actualmente
se acepta que la radiacion electromagnética tiene un comportamiento dual
(Galar-Castelan, 1988). Esto es concebible, si se considera la sugerencia del
fisico francés De Broglie quien sugirié que la materia y las particulas (ya
fueran fotones, electrones, dtomos, balas y hasta seres humanos) tienen una
longitud de onda retacionada con su momentum. La {ongitud de onda de una
particula de gran masa y poca rapidez es demasiado pequefia como para poder
detectarse por medios convencionales, pero una particula pequefia como un
electron que se desplaza con gran rapidez posee una longitud de onda
detectable que es miles de veces menor que el de la longitud de onda de la luz
visible (Hewitt, 1998).

Las oscilaciones electromagnéticas en la region de bajas frecuencias y
longitudes de onda muy largas (como aquellas de los circuitos domésticos de
50-60 Hz'") irradian muy poca energia ya que se sabe que la energia de una
onda electromagnética es directamente proporcional a su frecuencia e

1 Hz = Hertz, e o Sitems Internacional de Unidades § Hz ca by unidad de Framencis y equivale s [ cido/ 1 mg.
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Figura 1.3 El espectro electromagnético

Abarca desde las frecuencias extremadamente bajas de los campos magnéticos
a las frecuencias muy altas de los Rayos gamma y césmicos.
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inversamente proporcional a su longitud de onda. A medida que la frecuencia
aumenta, se llega a longitudes de onda muy cortas y las radiaciones de esta
clase llegan a depositar una cantidad de energia tan considerable que a tales
emisiones s¢ les denomina radiaciones ionizantes, como por ¢jemplo, los
rayos X y gamma. Queda entonces claro que las radiaciones generadas paor los-
CEM de frecuencia de 60 Hz son del tipo no ionizante, es decir, los efectos
que produzcan deberan ser por mecanismos diferentes a aquellos que
involucran ¢l desplazamiento de electrones en atomos y moléculas bianco
(Strother, 1980, Rojo, 1981).

Como anteriormente se menciond, las ondas electromagnéticas son el
producto de campos eléctricos y magnéticos. La intensidad de la radiacion
electromagnética puede ser llamada densidad de poder y se mide en watts/m?,
Los campos electramagneticos existen en forma de ondas electromagnéticas
solo en el campo lejano, ¢s decir, alejados de la fuente. En el campo cercano,
los campos eléctrico y magnético deben ser caracterizados como simples
campos. El limite entre el campo lejano y el cercano es en la mayoria de los
casos, su longitud de onda. En el caso de los campos de frecuencia
extremadamente baja, donde la longitud de onda es de miles de kildmetros, los
campos magnético y eléctrico son siempre evaluados separadamente. En los
casos de frecuencias mayores como en las microondas, por otro lado, donde su
longitud de onda es tan corta que la exposicion lhumana ocurre en el campo
lejano, no es mecesario considerar los campos eléctrico y magnético por
separado ( Juutilainen y Lang, 1997).

Forma de la Onda: Describe el cambio, con el tiempo, de los campos
magnéticos o eléctricos variables. La mayoria de las fuentes de los campos
electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja (FEB), los de
frecuencia muy baja (FMB) y de ondas de radio (RF) producen campos con
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formas de onda sinusoidales, pero algunas fuentes emiten c¢ampos
electromagnéticos con otras formas, como tnangulares @ rectangulares. Hay
formas de onda con alto rango de cambio (en unidades de la intensidad del
campo por unidad de tiempo) que inducen corrientes fuertes on tejidos ¥ son
biologicamente mds activas que formas de onda con bajo rango de cambio
(Juutilainen y Lang, 1997).

Modulacion: Las radiofrecuencias son comunmente moduladas por otra seiial
de mads baja frecuencia para hacerla que lleve la informacion. Las formas mas
comunes de modulacion son la amplitud modulada ¥ la frecuencia modulada.
La amplitud modulada puede ser importante en ¢l efecto bioldgico de la
radiacion de radiofrecuencias. Muchos ¢studios i vitro sefialan que las
radiofrecuencias débiles, de amplitud modulada a frecuencias bajas, podrian
tener efectos especificos similares a los efectos reportados por campos
clectromagnéticos dc frecuencia extremadamente ‘baja (De Seeza ¥
Juutilainen, 1996; Postow y Swicord, 1996; Simunic, 1996).

La frecuencia que se manegja en este estudio es similar a la producida
por la corriente eléctrica de los cables de tendido eléctrico, ésta varia como
una onda sinusoidal con una frecuencia de 60 Hz. Los CEM generados por
estas corrientes tenen esa misrna frecuencia, y por tanto se encuentran en la
region del espectro  electromagnético denominado de  frecuencia
extremadamente baja, region comprendida entre los 3 ¥ los 3 x 10° Hz
(Muiioz, 1994).

Efectos Biologicos de los Campos Electromagnéticos
Debido a su composicion electrolitica los seres vivos son por lo general
buenos conductores de la electricidad. A través de las membranas celulares y

de los fluidos corporales intra y extracelulares existen corrientes idmicas,
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especialmente en las células nerviosas y musculares a las cuales debe estar
asociado un campo magnético. Ademds, en los sistemas biologicos existen
estructuras magnéticamente influenciables como los radicales libres que
presentan propiedades paramagnéticas y aquéllas en las que intervienen
sustancias ferromagnéticas. L.a respuesta de un sistema biologico a un campo
magnético externo depende tanto de las propiedades magnéticas intrinsecas
del sistema como de las caracteristicas del campo externo y de las propiedades
del medio ¢n el cual tiene lugar el fendmeno. Experimentalinente se ha
probado que en los cambios que sufren algunos parimetros de los sistemas
biologicos por la accion de los campos magnéticos influyen no solamente la
intensidad, sino también las caracteristicas espaciales y temporales de dicho
campo. Dentro de este contexto, es diferente el efecto de un campo estatico
que solo produciria una rotacidn de los dipolos magnéticos, tendiendo a
orientarlos en la direccion del campo ¥ restringiendo su movilidad,
ocastonando un efecto significativa si éstas participan en reacciones quimicas,
en contraste con uno que presenta variaciones periddicas con el tiempo y que
pueden inducir movimientos oscilatorios sobrepuestos a la escilacion en los
dipolos magnéticos moleculares, lo que de alguna manera podria afectar la
velocidad de las reacciones quimicas dependiendo de {a amphitud, frecuencia y
sentido de las variaciones del campo magnético. En la literatura cientifica ua
gran nimero de trabajos prucban el efecto de los campos magnéticos sobre
reacciones enzundticas iz vifra, dando efectos cualifativa y cuantitativamente
diferentes dependicado de la reaccidon que se trate y de las caracteristicas del
campg. Por otra parte, en los seres vivos al desplazarse en el seno de un
campo magnético como el terrestre o uno artificial s¢ induce una diferencia de
potencial. Aunque el campo geomagnético es relativamente débil, estos

efectos han sido observados en elasmobranquios. Se sabe que los tiburones y
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rayas poseen mecanismos basados en la induccion electramagnética para
orientarse y localizar a sus presas ¥ que Ia intensidad del campo magnético
puede ser un factor limitante en la capacidad de respuesta del sujeto. Tambien
se ha propuesto que las aves migratorias poseen un mecanismo de orientacion
para la navegacion basado en la generacion de potenciales eléctricos inducidos
elecromagnéticamente. Igualmente, se ha encontrado que algunos
microorganismos, particularmente bacterias, tienen la propiedad de onentar su
movimiento €n respuesta a un campo magnético externo (magnetotactismo),
estas bacterias contienen una o dos cadenas intracelulares ncas en particulas
de fierro. Asimismo se han descrito propiedades de magnetosensibilidad para
una gran diversidad de insectos migratorios v aun en ¢l ser humano, aunque en
éste ultimo el hallazgo es controversial (Lin. 1994).

Las ondas de radio y algunos tipos de luz ultravioleta, son algunas
radiaciones no ionizantes a las que el hombre estd frecuentemente expuesto.
Los efectos biologicos de las primeras estin siendo determinados en la
actualidad, mientras que el dafio que produce fa luz ultravioleta en el ADN se
ha relacionado con la formacion de dimeros de timina, que es la lesion mas
frecuentemente inducida por esta radiacion, por lo general estos dafios son
eliminados por las células a través de mecanismos de reparacion por escision.
Si las células expuestas no son eficientes en este tipo de reparacion, el daiio al
ADN permanecerd vy la célula sufrird alteraciones considerables como en el
caso del Xeroderma pigmentosum y del cancer en la piel (Brusik, 1987).

Por otro lado, radiaciones no ionizantes de frecuencia extremadamente
baja como es ¢l caso de los campos magnéticos de 60 Hz han mostrado tener
efectos sobre los sistemas bioldgicos y se ha informado que éstos pueden
afectar la velocidad de las reacciones y una gran cantidad de procesos
bioquimicos {Galar-Castelan, 1988).



Asimismo, s¢ ha informado que los CEM tienen efectos sobre [a sintesis
de ADN, ARN ¥ proteinas, cambios en Ila produccion de hormonas;
modificacion de la respuesta inmune y en el grado de crecimiento y
diferenciacion celular (Teaforde, 1991).

Adicionalmente se han obtenido evidencias experimentales que sugieren
que los CEM afectan ¢l crecimiento celular en varios tipos de células (Cantini
et al., 1987; Goodman et al., 1983; Liboff et al., 1984; McLeod et al.,, 1987,
Rodan et al., 1978; Takahashi et al., 1987; Yen-Patton et al., 1988),

Desde ¢l punto de vista fisico, se ha demostrado que es el campo
eléctrico mducido por el campo magnetico vanable €l que determina la
respuesta celular. Sin embargo, ia influencia de un campo magnético estatico
ailadida al campo variable, también ha quedado demostrada, por lo que el
mecanismo de inferaccion es mas complejo que la sofa influencia de campos
eléctricos inducidos. Se supone que la interaccién principal ocurre en la
membrana celular y mas especificamente en los canales idnicos, siendo los del
calcio los que participan mds activamente en las alteraciones bioldgicas ( Lin,
1994).

Se ha evaluado también el efecto de los campos eléctricos en
embriones. En un estudio, se expusieron ratones C3H/He machos, a un campo
eléctrico de 20 kV/m de 50 Hz de frecuencia por dos semanas. Despugés, cada
raton mache fue apareado con 2 hembras diferentes cada semana durante un
periodo de 8 semanas para que las hembras fueran fecundadas por los ratones
que habian sido expuestos al campo eléctrico y no se encontraron alteraciones
en la sobrevivencia de los embriones (Kowalczuk et al., 1990).

En otro estudio Nordstrom et al. (1983) encontraron un incremento en la

frecuencia de malformaciones congénitas en nifios cuyos padres trabajaban en
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fuentes generadoras de alta tension, lo cual podria indicar, efecto a nivel

genético de los CEM.

Por ofra parte, es bien sabido que los CEM de baja frecuencia pueden
producir una variedad de efectos benéficos en los sistemas biologicos. Los
campos magnéticos pulsantes por ejemplo, son usados para la reparacion de
fracturas Oscas, Andrew y Basset (1989), mostraron que el tejido Oseo es
sensible a campos magnéticos v ¢léctricos de baja frecuencia. Primero se
sometio al tejido a un campo magnético variable de baja frecuencia y se
detectd que en el tejido se inducia uma comiente, ya que la lectura del
voltimetro se modificaba en presencia de dicho campo. De este modo se inicio
¢l estudio de la posible utilizacion de campos magnéticos para la terapia de

fracturas persistentes y en algunos c¢asos, de asteoporosis.

Campos Electromagnéticos y CAncer

Recientemente se ha discutido la posible relacion de la exposicion a
CEM con ¢l desarrollo de leucemia aguda y se ha propuesto una relacion entre
la forma de exposicion al campo magnético en niftos y adultos, sin embargo,
no se han definido bien a los CEM como causantes de la enfermedad (Blank,
1995).

Asimismo, en vanos estudios epidemiolégicos s¢ ha cormrelacionado la
exposicion de seres humanos a campos electromagnéticos con una alta
incidencia de cdncer (Coleman et al.,, 1983, McDowall, 1983; Milham, 198Z;
Pearce et al, 1985; Tomenius et al., 1982; Wertheimer and Leeper, 1979;
Wrigth et al., 1982).

En contraste, Costa y Hoffmann (1987), descubrieron que campos
magnéticos de alta intensidad, en el intervalo 1 a 50 T, con una frecuencia de §

a 1000 KHz, reducen la concentracién de células malignas en tejido animal.
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Por lo general para el tratamiento del cancer, ¢l tejido enfermo se somete de |
a 1000 pulsos de 100 pseg a un segundo de duracion dependiendo del tipo de
tumor. El efecto de este tratamiento es la reduccion en el namero de células
malignas, después se aplica [a quimioterapia. La ventaja es que no se genera
calor en el tejido y aunque el tejido normal también sufre alteracién, el cambio
es menor comparado con el efecto que tiene en las células cancerosas. En
adicion, las células del sistema mmunologico no se afectan con el tratamiento
por lo que ¢l efecto neta en el organismo es favorable.

Por otro lado, se han postulado teorias acerca de la posibilidad de
carcinogénesis asociada con los CEM. Asi, Fitzgerald (1990), propone un
mecanismo para explicar la formacion de un tumor debido a esta causa en ¢l
cual, se tienen al menos dos etapas: 1) Etapa de iniciacion, en la cual ¢l ADN
es daiiado por un agente externo, produciendo ADN anormal y dando lugar a
la expresion de proteinas anormales. Para la iniciacion se requicre suficiente
encrgia para romper los enlaces quimicos del ADN (mds de la que pueden
proporctonar los CEM a los cuales estamos habitualmente expuestos). 2)
Etapa de promocion, que es el periodo de latencia entre la exposicién a un
carcindgeno y la manifestacion de cancer, De acuerdo a lo anterior los CEM
actuarian mas bien como promotores que como iniciadores, ya que acelerarian
el proceso de desarrollo de cancer mas que inducirlo directamente.

En un estudio experimental Loescher et al. (1993), indujeron tumores
mamarios en tatas utilizando el 7, 12 dimetilbenzantraceno (DMBA) a un
grupo de 99 ratas hembras para luego exponer a campos magnéticos de 100
uT por 24 horas diarias durante 7 dias; otro grupo de 99 ratas fue utilizado
como testigo bajo las mismas condiciones ambientales que €l grupo expuesto
al tratamiento. Los resuitados indicaron que las ratas tratadas con DMBA y

expuestas por un Jargo periodo al c¢ampo magnético, manifestaron un
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crecimiento ¢ incidencia de tumores mamarios malignos mayor que el del
grupo no expuesto al campo magnético.

Por su parte, Perry (1994), encontrd que cuando se expusieron cultivos
de células cancerosas a campos magnéticos, se presentaba un aceleramiento
significativo en el crecimiento celular, el cual continuaba a una tasa rapida ain
después de la exposicion al campo magnético. Asimismo, ea ratas en las que
se induyjo la formacion de tumores mamarios quimicamente, se encontrd que
presentaban un grado mayor de crecimiento de tumor cuando se exponian a
campos magnéticos de baja frecuencia.

Por otro lado, se ha sugerido que el riesgo de leucemia infantil puede
estar relacionado con los efectos combinados de campos magnéticos estaticos
y de campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja, También s han
realizado estudios epidemioidgicos que han demostrado el incremento del
riesgo a padecer leucemia en nifios que viven cerca de lineas de distribucion
eléctrica (Blank, 1995; Bowman ¢t al,, 1995). También Antonopoulos et al.
(19935), han sugerido que los CEM tienen relacion con €l cancer, para esto,
ellos incubaron cultivos de sangre periférica en presencia de un CEM de 5 mT
y 50 Hz de frecuencia. Los resultados obtenidos indicaron que los efectos
carcinogénicos originados por CEM n¢ son de tipo inmiciador, perc
probablemente tengan efectos promotores.

0,

Modelos Fisicos de Exposicion a Campos Magnéticos

En el estudio de los efectos biologicos de los CEM, se empliean una
diversidad de aparatos de exposicion, los cuales varian en estructura y
caracteristicas.

Como ya se menciond anteriormente (Figura 1.1), el disposiivo mas

comun es el solenoide, sin embargo ¢xisten otros como los toroides o las
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bobinas Helmholtz que también suelen utilizarse en una diversidad de trabajos
que investigan efectos de los CEM en sistemas biologicos (Lin, 1994). En la
Figura 14 se ilustra un toroide y el sistema de bobinas Helmholtz
comparandose con el ya mencionado solenoide

En lo que concierne al toroide, éste consiste basicamente en un
solenoide circularizado, es decir enrrollado en forma de rosquilla, el material
biologico a exponerse suele colocarse en el centro del circulo donde se
homogeniza e! campo magnético. Sin embargo, 1a desventaja de este sistema
es que, en contraste con el solenoide, el CEM generado, no es constante ¢n
toda la seccion transversal del toroide y por lo tanto se deben hacer calculos
cuidadosos que consideren una minuciosa geometria de la exposicidn
(Leonard et al., 1990; Yasui y Okada, 1993).

En lo que respecta a las bobinas tipo Helmholtz, éstas consisten en un
par de bobinas planas circulares con igual nimero de vueltas y de didmetrgs
iguales dispuestas en un ¢j¢ imaginario comin y conectadas en serie para asi
tener una misma cornente. El proposito de este arreglo es para obtener un
campo magnético que sea mds uniforme que el de una bobina simple, como es
¢l caso del solenoide y sin la necesidad de usar una bobina muy larga
(solenoide simple) en la que si se lograria obtener un campo uniforme. El
arreglo optimo en un sistema de bobinas Helmboltz ¢s aquel donde la
distancia entre las dos bobinas es (gual al radio de una de ¢llas, en este caso, la
variacion en la intensidad del campo cerca del centro del sistema es mimimo y
asimismo presenta uniformidad. La intensidad del campo es la suma de los
campos producidos por las bobinas individuales (Parker, 1993).

Para e] presente trabajo, se prefirid la utilizacién de solenoides que

debidamente caracterizados y cuidadosamente construidos son aceptados
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Figura 1.4 Dispositivos para generar campos electromagnéticos

(B) Toroide y (C) Sistema dual de bobinas

2

(A) Solenoide
Helmholtz
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como aparatos de exposicion de sistemas bioldgicos a CEM de frecuencia

extremadamente baja (Valberg, 1995).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Es posible construir solenoides, que debidamente caracterizados, puedan ser
utilizados como modelos fisicos confiables para exposicion de sistemas

biolGgicos a campos electromagnéticos de 60 Hz.

OBJETIVO GENERAL

Establecer modelos fisicos, tipo solenoide, para exposicion de sistemas

biolégicos (in vifro € in vivo) a campos ¢lectromagnéticos de 60 Hz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A)  Disefiar y caracterizar un modelo fisico de exposicion para cultivos
celulares (in vitro) a campos clectromagnéticos de frecuencia
extremadamente baja (60 Hz).

B) Disefiar y caracterizar un modelo fisico de exposicién para ratones
de laboratorio (in viva) a campos electromagnéticos de frecuencia
extremadamente baja (60 Hz).
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MATERIAL Y METODO

I.- Sistema de Exposicién in vitro

Este modelo se implement6 para llevar a cabo la exposicion de cultivos
de hnfocitos humanos obtenidos de sangre periférica. Para tal efecto se
construyé un solenoide o bobina generadora del CEM, el cual estaba formado
por un devanado de 340 vueltas de alambre de cobie calibre No.16 enrollado
alrededor de un tubo de PVC, el cual tuvo una altura de 25 cm, un radio de
5.27 cm y una resistencia de salida de 1.9 ohms. El solenoide se conectd a un
transformador-reductor, con una alimentacton de entrada de 127 V + 10% vy
una salida de 12 V, ¢ste a su vez se unié a un transformador variable que tuvo
un maximo de 140 V y 7.5 Amp de salida con una alimentacion de 120 V y
una frecuencia de 60 Hz. En la Figura 1.5 se presenta el diagrama general de
este sistema de exposicion. El solenoide que contenia los frascos de cultivo se
coloco 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 intensidades
magnéticas (1.0, 1.5 y 2.0 mT) de onda sinusoidal de 60 Hz de frecuencia,
esto fue constatado monitoreando el sistema con un osciloscopio (marca BK -
Precision 5120). En el mismo sistema de incubacion de los cultivos y en forma
simunltanea, se colocaron los cultivos testigo en una area en la cual no
recibicron la influencia def CEM. En la Figura 1.6 se muestra una vista frontal
de esta disposicion. Por otro lado, en la Figura 1.7 se presenta otro diagrama
que ilustra la forma en que fueron colocados los cultivos a exponerse al CEM
y la de los grupos no expuestos, en donde se puede apreciar otro aspecto de la
disposicion entre ellos. Cabe mencionar que se consideré estrictamente la

geometria de la exposicion y para ¢llo los cultivos expuestos fueron colocados
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FUENTE DE CORRIENTE ALTERNA
10 VOLTS 60HZ

TRANSFORMADOR VARIABLE
(VARIAC)

‘};usmum K

= CULTIVQ DE LINFOCITOS

SELENOIDE FORMADO DE
346 VUELTAS DE ALAMBRE
DE COBRE #16

Figura 1.5 Diagrama general del sistema de exposicion utilizado para el
tratamiento magnético in vitro de cultivos de linfocitos humanos de sangre

periférica
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INCUBADORA

RECIPIENTE DE VIDRIO COX
TAPA DE PLASTICO
(GRUPO EXPLESTO)

Testigo (9

slsls

s =
7 :
BASE DE SOLENOIDE SUPERFICIE DE MADERA
PLASTICO

Figura 1.6 Representacion esquemadtica que ilustra una vista frontal de la
exposicion de cultivos de linfocitos a CEM oscilantes de 60 Hz.
Se indican ademas los testigos que fueron colocados dentro de la
misma incubadora, en sitios predeterminados donde no se detectd

campo magnético.
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CULTIVO DE LINFOCITOS NO EXPUESTOS
Y

SOLENQIDE— . CLLITVOS DE

[INEOCITSS EXPUESTOS
AL CAOTOQ
ELECTROMAGHETICO

Figura 1.7 Diagrama que ilustra una vista superior de la forma ea que fireron
dispuestos los cultivos de kinfocitos. Los que se expusieron al
CEM de 60 Hz y los testigos. Los tres juegbs de tres cultivos se
ubicaron a una distancia maxima de 10 ¢m entre cada uno.
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sobre una base de acrilico que tenia circulos concéntricos marcados para
cuidar asi que la distancia del cultivo del centro a la periferia del solenoide
fuera la misma, ya que se sabe que el campo eléctrica inducido por el CEM es
dependiente del radio en el cual se encuentra la muestra.

Por otra parte, la Figura 1.8 muestra ¢l diagrama de los componentes
eléctricos para generar y medir el CEM utilizado en fa exposicion in vitro.
i1.- Sistema de Exposicion in vivo.

Con este modelo se llevo a cabo la exposicion de ratones i vivo para
llevar a cabo la determinacion de k;s parametros hematoldgicos, la prueba de
micronucleos y el anatisis citogenético de células espermatogénicas (capitulos
IIT, IV y V respectivamente) de ésta tesis mvestigacion,

Los ratones utilizados en los experimentos fueron colocados en el
interior de un solenoide, ¢l cual constaba de 552 vucitas de alambre de cobre
laqueado, de calibre 14, enrollado en una matriz de plastico de 27 ¢m de
diametro y 71 cm de alto. Este fue alimentado por una cormente eléctrica que
provenia de una fuente de corriente alterna de 60 Hz a 1a cual se conectd a un
transformador variable CONTROVAC-AC modelo A8.cp. con una entrada de
120 volts y 12 amperes. Todo esto se hizo pasar a su vez por un transformador
reductor que permiti¢ manejar €l amperaje requerido para producir la
wntensidad magnética deseada (1.0, 1.5 y 2.0 mT). A excepcion del solenoide,
los componentes de este sistema fueron simifares a los presentados en la
Figura 1.5 para el caso de la exposicion in vitro de linfocitos, anteriormente
descrito. Asimismo, el diagrama de componentes eléctricos para este sistema,
es similar al anteriormente descrito (in vitro), en la Figura 1.8

También en este caso, con objeto de establecer la geometria de Ia
exposicién, se construyeron separadores plisticos de PVC y acrilico que

permitieron exponer tres ratones simultineamente en  posiciones
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Figura L8.- Diagrama de componentes eléctricos para generar y medir el
CEM de 60 Hz empleado para exposicion de material biol6gico

in vifro e in vivo.
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predeterminadas donde el pico maximo de medicién indicéd el valor de
densidad de flujo magnético deseada. Asimismo se colocaron alimentadores
acrilicos v botellas con agua para el suministro de los animales durante el
tiempo que durd el experimento. En la Figura 1.9 se muestra una fotografia en
donde se aprecia uma vista superior del solenoide que contenia & los tres

ratones durante el tratamiento magnético.

Cuantificacion del CEM

Tanto para el modelo de exposicién in vitro para tratamiento de cultivos
de linfocitos como el de ratones in vivo, la mediciéon del CEM se realizd
mediante la utilizacion de un gausimetro (Marca RFL Modelo 912) y de una
bobina de prueba que al ser sometida a la influencia del campo detecta un
voltaje (FEM inducida) que es proporcional a la intensidad de flujo magnético
medido en Teslas. La bobina de prucba fue & su vez calibrada conr el
gausimetro con una referencia de 10.1 Gauss (1.01 mT) que fue igual a 1.7
mV de corriente alterna detectados en esta bobina. Dicha bobina de prueba se
construy¢ enredando en un tubo de plastico de 6.8 mm de didmetro, alambre
de cobre laqueado del No.32, un total de 50 vueltas. Se constatd asimismo con
la Bobina de prucba que ¢l CEM cra homogéneo dentro del solenoide donde
se expusieron [os cultivos de linfocitos o en 1a zona en que se colocaron los

ratones.
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Figura 1.9 Fotografia que ilustra una vista superior del solenoide utilizado
para exposicion in vivo a CEM de 60 Hz. Se aprecian los tres compartimentos
equidistantes donde se colocan los animales para ser sometidos al tratamiento

magnético.
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Criterios para Cuaracterizacion del CEM

En ambos sistemas de exposicién antes descritos, se hizo la
caracterizacion fisica requerida para que hubiera reproducibilidad en los
tesultados, dicha caracterizacion de acuerdo a Cadossi et al. (1992), debia
incluir, la frecuencia, amplttud y forma de la onda asi como la geometria de la
exposicion. Con respecto a ésta ultima, se tomd en cuenta que el campo
eléctrico inducido por el CEM en el sistema a exponer, s proporcional al
radio con respecto al centro de la bobina (Liburdy, 1993), por esta razén se
colocod un anillo acrilico concéntrico que permitia exponer las células y los
animales siempre en la misma posicion. Esto es de gran importancia si
consideramos que el efecto biolégico de un CEM estd directamente
relacionado con ese campo eléctrico inducido en las células (Leonard y cols.
1990). Para llevar a cabo la caracterizacion fisica de los modelos se utilizd
ademds un osciloscopio de 2 canales marca BK modelo 2120 No. de serie
201-01787.
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RESULTADOS

En la Tabla 1.1, se muestran los valores obtenidos en las mediciones
eléctricas y magnéticas realizadas al sistema de exposicion in vitro utilizado
para la exposicion de cultivos de linfocitos humanos, cada valor representa el
promedio de 10 mediciones. Se comprobd que el sistema fue capaz de generar
un campo electromagnético alternante u oscilante con una frecuencia de 60 Hz
que es la que se encuentra comunmente en las tomas de corriente alterna en el
continente americano. Como puede observarse los valores presentaron una
minima dispersion y se mostraron bastante regulares a lo largo de las
mediciones realizadas.

Cabe mencionar que durante todo ¢l tiempo en que los cultivos o
animales fueron tratados con el campo magnético, la bobina de prueba
permanecid en el (nterior de los solenoides para constatar la fidelidad en la
intensidad del CEM,

Por otra parte la Tabla [.2, presenta asimismo estas variables eléctricas y
magnéticas pero en este caso para el sistema d¢ exposicion de ratones in vivo,
en el cual también se comprobé Ia generacién de un CEM osctiante de 60 Hz
¢l cual fue homogéneo en la zona de exposicion, al centro de la bobina, Para
este caso se observd asimismo una mimma variacion en los datos obtenidos

producto de 10 mediciones consecutivas aplicadas al sistema.
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Vs
FEM
B (mI) Inducida en Y Tipo de Onda | Amplitud de | Frecuencia
mYVY Alimentado L Onda (V) Hz
AC al Solenoide x+DS
x +DS X+ DS
1.0 108 +0.001 | 0.78 +0.003 | Sinuscidal [ 4.65+0.002 60
1.5 2.5240001 [ 1.154+ 0001 | Sinusoidal | 6.90 4+ 0.001 60
2.0 336+0002 | 1.34+0.002 | Sinusoidal | 930+0.002 60
Tabla 1.1 Mediciones eléctricas y magnéticas obtenidas del sistema de

exposicion # vitro para ser utilizado con cultivos de linfocitos
humanos, donde B = campo electromagnético en miliTeslas,
Vrms = raiz cuadrada media del Voltaje, detectado en la bobina
de prueba, V = Volts, AC = Cormiente Alterna, Hz = Hertz, que es
la unidad de frecuencia de una onda en ¢l Sistema Intemacional
de Unidades. El valor de la amplitud de onda fue registrado con

ayuda del osciloscopio.
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Vrms
FEM L
B (mT) Inducida en v Tipo de Onda | Amplitud de | Frecuencia
mV Alimentado Onda (V) Hz
AC al Solenoide x+DS
x + DS X +DS
1.0 1.083+ 0031 | 4010001 Sinusoidal | 7.21 +0.002 60
1.5 252+0001 | 7.8 +0.001 Suwsoidal | 9.34 +0.001 60
2.0 33640002 | 14.0+0.002 | Sinusoidal |11.78 +0.002 60
Tabla .2 Mediciones eléctricas y magnéticas obtenidas del sistema de

exposicion in vive para utilizarse con pequefios mamiferos
(ratones), donde B = campo electromagnético en miliTeslas,
Vrms = raiz cuadrada media del Voltaje, detectado en la bobina
de prueba, V = Volts, AC = Corriente Alterna, Hz = Hertz, que es
la unidad de frecuencia de una onda en el Sistema Internacional
de Unidades. El valor de la amplitud de onda fue registrado con

ayuda del oscitoscopio.



DISCUSION

De acuerdo a los resultados de la caracterizacion fisica de los sistemas
de exposicidn empleados en este trabajo se puede asumir que se utilizaron
sistemas fisicamente confiables para llevar a cabo los experimentos
propuestos. Bésicamente se consideraron los criterios internacionalmente
recomendados para sistemas de exposicibn' a campos magoéticos de
frecuencia extremadamente baja previamente recomendados (Cadossi et al.,
1992; Valberg, 1995).

Si bien es cierto que existen desde hace tiempo en el mercado bobinas
comerciales y sistemas de exposicidn que son utilizados por diversos
investigadores, como es ¢l caso de las bobinas Helmholtz (McLeod et al.,
1983), otros investigadores recomiendan la construccion de sistemas propios
que debidamente caracterizados som capaces de brindar exposiciones
confiables.

El sistema que mas problemas presentd en este trabajo fue el de
exposicion in vivo con €l cual se pretendia exponer animales en forma aguda
por 72 horas continuas y por 10 dias durante 8 horas diarias. Sin embargo se
mantuvo una adecuada higiene y el consumo de alimento y agua fueron
adecuados durante ¢l periodo de tratamiento magnético. E1 modelo fisico de
exposicion aqui presentado, cumplid con las expectativas y es mas simple que
otros como aquel de Yasui y Otaka (1993), aunque con éste Gltimo se pueden
exponer una mayor cantidad de animales por experimento.

Una de las criticas mas frecuentes a las investigaciones acerca del efecto
bioldgico de campos magnéticos, es la falta de reproducibilidad de los
resultados, atribuible en la mayoria de los casos, a la falta de estandarizacion
de los modelos de exposicion (Pilla, 1993). La ventaja de la utilizacién de

solenoides, como el de este estudio, es que son modelos muy simples, faciles
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de reproducir, aunado a lo econdmico y que, adecuadamente caracterizados,

brindan exposiciones magnéticas confiables y con variaciones minimas.



CONCLUSION
Se logré la construccion y caracterizacion fisica de dos sistemas de
exposicion a CEM oscilantes de 60 Hz, in vitro e in vivo los cuales cumplen

con las caracteristicas requeridas a nivel internacional, para el estudio del

efecto biolégico de campos magnéticos.
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CAPITULO 11

Efectos Citologicos de Campos
Electromagnéticos de 60 Hz en Linfocitos
Humanos in vitro.



ANTECEDENTES

Se han realizado diversas investigaciones que utilizan al linfocito y
células linfoides como modelo de estudio para evaluar el efecto bioldgico de
CEM (Mamon et al,, 1986; Rosenthal y Obe, 1989; Garcia-Sagredo et al.,
1990; Khalil y Qassem, 1991; Cadossi et al., 1992; Antonopoulos et al., 1995;
McCann et al., 1998). Asimismo, en lo que concierne a los efectos
genotoxicos y citotoxicos de los CEM se han realizado una gran diversidad de
estudios en diferentes arganismos desde bacterias hasta mamiferas,
incluyendo al hombre. A continuacion se expondra, a manera de marco
teorico, los fundamentos de las técnicas citogenéticas empleadas en este
estudio, asi como algunos de los trabajos mds relevantes que utilizaron éstos y
otros procedimientos en la evaluacion del potencial citotoxico y/o genotdxico

de los campos electromagnéticos.

Citogenética

La mitosis es el mecanismo por ¢l cual se dividen los mucleos de las
células somaticas. En esencia, en este proceso de division una célula produce
dos células hijas idénticas. La divisidén celular por mitosis ocurre en todos los
tejidos del organismo a partir de la formacién del cigoto y continua toda la
vida, aunque a un ritmo menos acelerado (Lisker y Armendares, 1994).

La mitosis puede dividirse en etapas, el proceso global es continuo y no
ocurre en partes separadas. Se divide en las siguientes fases (Emery, 1981);
PROFASE: En esta etapa es posible observar los cromosomas duphcados,
ademas se comienza a formar el huso entre los dos centriolos y la envoltura

nuclear practicamente ha desaparecido.
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PROMETAFASE: Desaparece la membrana nuclear ¥ los craomosomas se
orientan hacia el centro del niicleo, en el llamado plano o placa ecuatorial. Al
mismo tiempo se forma ¢l huso, estructura de la cual dependen los
desplazamientos de los cromosomas durante la mitosis.

METAFASE: Los cromosomas se encuentran alineados en el centro, justo en
la placa ecuatorial.

ANAFASE: El cenirémero de cada cromosoma se divide en dos partes y las
dos cromatides se desplazan a los extremos o polos opuestos del huso.
TELOFASE: Los cromosomas hijos se han separado por completo, comienza
a reapacecer la membrana nuclear. Las dos células nuevas se separan y sus
nacleos una vez més pasan a la siguiente interfase.

CITOCINESIS: Implica Ia division del citoplasma con la correspondiente
reparticion de organelos.

Por mas de medio siglo los citogenetistas haa estudiado los cromosomas de las
plantas y de los vertebrados, relacionando las anormalidades numéricas y
estructurales d¢ los cromosomas con las caracteristicas que transmiten, lo cual
hizo posible que dejara de ser motivo de debate el papel de los cromosomas
como portadores de genes (Armendares, 1968).

Hay 46 cromosomas en cada célula humana y cada eromosoma es un
miembre de un par homoélogo. Existen por lo tanto 23 pares de cromosomas en
cada célula: un miembro de cada par procede del padre del individua, y el otro
de [a madre. Veintidds pares son iguales en los machos ¥ hembras y se
denomiuan autosomas, pero el par restante, los cromosumas sexuales, difieren
en ambos sexos y son de gran importancia en su determinacion. En la hembra
humana, los cromosomas sexuales son también idénticos y se denominan
cromosomas X. En el macho humano, los dos cromosomas sexuales son muy

diferentes; uno posce una forma igual al cromosoma femenino X, el otro,
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mucho mas pequefio, se denomina cromosoma Y (Thompson y Thompson,
1968).

El estudio cuidadoso de una metafase revela que los ¢romosomas
difieren. en tamafio, lo que permite clasificarlos en grandes, medianos y
pequeiios. Por otra parte, la pdsicibn del centromero, que es el elemento que
une las dos cromatides, es vanable: puede enconfrarse casi a la mitad del
cromosoma, en cuyo caso recibe el nombre de metacéntrica, ¢ cerca de la
parte terminal, y entonces se trata de un acrocéntrico, ¢ finalmente puede
ocupar una posicion media entre la parte central y posicion terminal,
constituyendo asi el cromasoma llamado submetacéntrica. Con estos dos
parametros, tamaiio de los cromosomas y posicion del centromero, fue posible
ordenar en forma convencional el cariotipo humano normal y a la vez hacer la
clasificacion de las vanaciones patologicas del mismo (Gonzilez-Ramos,

1985).

Técnica Citogenética para determinar los Intercambios de Cromdtidas
Hermanas (ICH)

Al inicio de la década de los afios 1970, se desarrollaron trabajos
clasicos que establecieron una metodologia que permitia [a tincion diferencial
de las cromatides. El procedimiento consiste en adicionar al medio de cultivo,
24 horas después de la siembra, una base aniloga de 5' Bromodeoxiuridina
(BrdU) la cual es incorporada en las células en vez de la timina. Aquellas
cromatides que difteren en €l nimero de cadenas de ADN que han side
sustituidas por BrdU pueden distinguirse facilmente si los cromosomas se
ponen en contacto con el fluorocromo de Hoescht 33258, que tifie ¢l ADN
normal pero no aquel cuyas dos cadenas han sido sustituidas por BrdU
(Salamanca, 1990).
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El intercambio de cromatidas hermanas resulta del rompimiento ¥
unién de ADN en sitios aparentemente homologos de dos cromatidas de un
cromosoma, esto fue visualizado por primera vez al utilizar timidina tritiada
para marcar el ADN en células en division (Chaganti et al., 1974).

Por otra parte se sabe que este fendmeno ocurre durante la replicacion
del material genético (Wolft et al, 1974), y probablemente involucra
rompimientos, recombinacion y nuevamente la unién del ADN,

La técmica para determinar el ICH es relativamente symple y es
ampliamente usada en estudios de toxicologia genética. Mediante este
procedimiento se ha demostrado que la frecuencia de ICH es aumentada
dramaticamente cuando células o ammales (incluyendo al humanc), son
expuestos a mutagenos y carcinogenos conocidos (Perry y Evans, 1975;
Lambert et al., 1976; Last, 1981).

La frecuencia normal de ICH en linfocitos humanos perifénicos fluctaa
entre 7-10 por célula, pero también se ha reportado en un rango de 2 hasta 45
por célula en individuos no expuestos a mutigenos (Alhadeff y Cohen, 1976,
Lambert et al.,, 1976; Crossen et al., 1977; Galloway, 1977; Carrano et al.,
1980).

Se ha observado que los ICH se tncrementan en enfermedades como el
sindrome de Bloom (Chaganti y cols., 1974), esclerosis multiple (Sutherland y
cols., 1980) y en células de individuos con xeroderma pigmentosum expuestos
a luz ultravioleta y agentes alquilantes (Wolff, 1977).

Por otra parte los estudios realizados por diversos grupos (Perry y
Evans, 1975; Steka y Wolfl, 1976; Raposa, 1978) muestran que varios
clastogenos (factores que rompen el DNA) son capaces de inducir un
incremento en la frecuencia de ICH por lo que ésta técnica se empezd &

utilizar en la deteccion de mutagenos tanto irz vivo como in vitro. Los primeros
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estudios indicaron que la prucba tenia una alta sensibilidad, ya que se
requerian  concentraciones mucho menores de una sustancia para inducir
intercambio de cromatidas hermanas que para producir aberraciones
cromosémicas. Estudios posteriores han demostrado que esta alta sensibilidad
se presenta en la mayoria de los casos cuando se usan agentes alquilantes, pero
no es tan sensible cuando se utilizan otros agentes quimicos.

Una ventaja adicional del anlisis citogenético de intercambio de
cromatidas hermanas, ¢s que ademas de poderse ¢valuar la frecuencia de éstas,
es posible medir otros parimetros que son indicadores del grado de
proliferacion celular. Asi por ejemplo, contabilizando las células que se
encuentran en primera, segunda y tercera division se estima la cinética de
proliferacion celular. Esto ultimo se hace observando células cuyos pares de
cromatidas estan tefiidas de obscuro vy se encuentran en primera division,
aquelias con upa cromatida tefiida ¥ otra no, o sea una cromatida como
“arlequin”, se consideran en segunda division y aquellas metafases en que las
dos cromdtidas se tifien claro (como fantasma o arlequin) se clasifican en
tercera division. En la Figura I1.1 se puede apreciar un esquema que ilustra lo
anterior, La cinética de proliferacion celular es considerada como un
biomarcador para determinar agentes tdxicos, y se piensa que uno de los
mecanismos por ¢l cual los compuestos quimicos pudieran afectar las células,
es por la interacciéon con moléculas claves en la superficie de los hinfocitos
(Synder y Valle, 1991).

Otro parametro que se determina junto con la cinética de proliferacion
celular es €l indice mutdtico, el cual consiste en determinar el porcentaje de
células que estan en mitosis. Este indice ha sido utilizado para la evaluacion

del crecimiento de cultivos desde los afios 60, pero recientements ha vuelto a
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Figura Il.1
primera division, (M2) metafases en segunda y (M3) tercera divisién. En la
tercera division no siempre ¢l 100 % de los cromosomas aparecen claros pero

con algunos que aparezcan asi ya se considera la tercera generacion celular.
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ser utilizado en la investigacion de mecanismos de toxicidad sobre todo de

farmacos antineoplasicos con actividad citotoxica (Rojas y cols., 1992).

Potencial Genotoxico de los Campos Electromagnéticos

No hay a la fecha un consenso general acerca del efecto genotoxico
atribuido a la exposicion a CEM de 60 Hz. Sin embargo, se han realizado
diversos estudios que incluyen una diversidad de modelos biologicos. Asi, por
¢jemplo en un ecstudio se expuso a Salmonella typhimurium previamente
expuesta a azida (mutageno quimico) a un CEM de 2 Gauss ¥ de 60 Hz de
frecuencia, y se encontr¢ un incremento de 14% en la tasa de mutacin
(Tabrah et al_, 1994).

Por otro lado, Koana et al. (1995), estimaron los efectos genéticos de
los campos magnéticos sobre la mosca de la fruta Drosophila melanogaster:
Las larvas jovenes tanto de genotipos normales como mutantes, fueron
expuestas a un campo magnético homogéneo de 0.6 T por 24 &, y luego fueron
dejadas para continuar el desarrollo bajo condiciones de cultive normal y
finalmente emerger al estadio de pupa. Después de la eclosion los
sobrevivientes fueron contados y s¢ encontrd que el mimero de adultos de
genotipo mutante, aumentd aproximadamente un 8 % comparado con el grupo
control, lo cual sugiere que el campo magnético estatico provoca dafio a nivel
del DNA de células larvarias eliminando los homocigoticos recesivos.

En otro estudic Kowalczuk et al. (1996), investigaron el potencial
mutagénico usando un ensayo letal dominante en ratones. Un total de 42
ratones macho fueron expuestos por 8 semanas a un CEM de 10 mT vy 50 Hz
de frecuencia. Por otro lado 47 ratones macho fueron manejados como grupo
control. Cada animal se apared con 2 hembras en la primera, tercera, quinta,
séptima y novena semana después de la exposicidon al campo magnético. Se
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encontré que las exposiciones a campos magnéticos de 10 mT no parecen

inducir mutaciones letales en las células germinaies de los animales tratados.

CEM y Efectos en Cromosomas

En lo que respecta al efecto en cromosomas, Nordenson et al. (1994)
expusieron células amnidticas de humano a un campo magnético sinusoidal de
30uT y de 50 Hz por espacio de 72 h y encontraron un incremento en la
frecuencia de aberraciones cromosOmicas comparado c¢on un grupo no
expuesto. En contraste con esto, (alt et al. (1995) probaron el efecte de un
CEM de 30uT de 50 Hz sobre células amnidticas humanas durante un periodo
de exposicion de tres dias, con el fin de confirmar los experimentos realizados
por Nordenson (op. Cit.) en los cuales el rompimiento de cromosomas y la
formacion de gaps era relativamente alta después de la exposicion. Pero ellos
no encontraron incremento de dafio a los cromosomas en las células expuestas
a campos ¢lectromagnéticos.

En un estudio realizado par D'Ambrosio et al. (1985), se encontré un
incremento significativo de aberraciones cromosdmicas cuando exponian
cultivos de linfocitos periféricos de bovino a CEM de 50 Hz. También
encontraron un incremento en el niimero de aberruciones cromosdmicas en
células tumorales de ratén después de exponerlas a campos electrostaticos y
tambi¢n en linfocitos expuestos a mic'roondas.

En otra investigacién, Ccohen et al. (1986) expusieron lineas celulares
linfociticas de pacientes con sindromes de inestabilidad cromosémica a
campos magnéticos de 1-2 Gauss de 60 Hz, y no encontraron efecto en la
frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas y rompimiento de

Cromosomas.



En otro trabajo (Bauchinger et al., 1981) se analizaron linfocitos
humanos periféricos de 32 trabajadores ocupacionalmente expuestos 2
transformadores que generan campos magnéticos intensos por mas de 20 afios
y 10 se encontraron cambios en la frecuencia de aberraciones cromosomicas
ni del intercambio de cromatidas hermanas.

En ofra investigacion, se expusieron linfocitos humanos i vitro a
campos electromagnéticos de 2.5 mT. y los resultados obtenidos mo
demostraron efecte genotdxico ocasionado por los mismos (Bersam et al,
1988),

Por otra parte Rosenthal y Obe (1989), expusieron linfocitos humanos
periféricos a CEM y encontraron que no alteraban la frecuencia espontinea de
intercambic de cromdatidas hermanas y aberraciones cromosdmicas, pero
cuando se sometian linfocitos previamente expuestos a mutdgenos quimicos a
la accin de los CEM, se encontrdé uvna frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas mayor qué cuando estaban en presencia del mutageno
quimico, pero en ausencia del campo magnético, lo cual sugeria un efecto
SINErgico.

En otro trabajo se estudié el efecto in wvitro de los campos
electromagnéticos pulsantes de 10, 20 y 40 Gauss por 48 horas sobre
linfocitos humanos periféricos, utilizando la prueba citogenética de
intercambio de cromdatidas hermanas y no encontraron diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos expuestos a CEM vy el testigo
(Garcia-Sagredo et al., 1990),

Sin embargo Khalil y Qassem (1991) expusieron linfocitos humanos a
CEM de 1.05 mT y frecuencia de 50 Hz por 24, 48 y 72 h y encontraron
disminuida la actividad mitdtica y un alto indice de abemaciones

Cromosomicas.
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Por otra parte, Scarfi y Franceschetti (1991) realizaron exposiciones de
linfocitos humanos a campos eléctricos (0.5,2.0,5.0 kV/m) de 50 Hz para ver
si estos producian efecto gemotoxico (estudiando la formacion de
micronucleos) in vitro. Se encontré que los campos eléctricos de 50 Hz de
frecuencia no producen efectos genotoxicos a nivel cromosomico.

En otro trabajo realizado en seres humanos, se determiné la frecuencia
de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, indice
de replicacién y micronucleos en linfocitos periféricos de 27 muestras de
trabajadores de fuentes de alta tension, que tuvieron periodos prolongados de
exposicion a los CEM de 50 Hz y 27 muestras de trabajadores de la linea
telefonica que servian como grupo de referencia. Lo que se obtuvo fue que no
existian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el
andalisis de intercambio de cromatidas hermanas, indice de replicacion o
formacion de micronicleos. Sin embargo, s¢ observd un incremento con el
rompimiento de cromosomas en los trabajadores de fuentes de alta tension
comparado con el grupo de referencia, por lo cual se sugiere que la exposicion
a CEM 50 Hz estd asociada con un incremento en ¢l rompimiento de
cromatidas (Valijus et al., 1993).

Zwingelberg y cols. (1993) investiguron el efecto de exposiciones
prolongadas a campos magnéticos de 30 mT de 50 Hz de frecuencia sobre la
proliferacion celular y la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas
en linfocitos humanos periféricos por 7 y 28 dias. Se utilizd como control
positivo ciclofosfamida (mutdgeno quimico). Los resultados indicaron que los
campos magnéticos no afectaron a la proliferacién celular ni el intercambio de
cromditidas hermanas.

Mas recientemente, tratando de aportar datos al posible daiio

cromosémico ocasionado por CEM, fueron expuesios linfocitos periféricos
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humanos a campos magnéticos estaticos y oscilantes, para luego utilizar la
prueba citogenética de micronucleos y determinar ¢l efecto producido por
agentes genotOxicos a los cromosomas. El primer grupo se expuso a un campo
magnético de 150uT de 50 Hz y de 75 y 150 pT de 32 Hz con el campo
geomagnético estitico nulificado. En el segundo grupo, las células fueron
expuestas a 75 y 150uT de 32 Hz junto con un campo magnético estatico de
42uT. Se encontrd un ilocremento de micronmicleos estadisticamente
significativo con respecto a un testigo cuando se exponian linfocitos a campos
magnéticos estaticos y oscilantes (Tofani et al., 1995). En contraste, Scarfi et
al., (1999) no encontraron indicios de que los campos magnéticos fueran
agentes clastogénicos ya que no se afectd la frecuencia de microniicleos de

linfocitos humanos expuestos a CEM de 50 Hz.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS
Los campos electromagnéticos de 60 Hz son potencialmente capaces de
afectar la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas, indice mitdtico y

cinética de proliferacion celular de linfocitos humanos in vitra.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de campos electromagnéticos de 60
Hz en linfocitos humanos i vitro expuestos a densidades de flujo magnético
de 1.0, 1.5 y 2.0 mT en lo que concierne a frecusncia de intercambio de

cromadtidas hermanas, indice mitdtico y cinética de proliferacion celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) Evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de CEM de 60 Hz a
ingensidades de 1.0, 1.5 vy 2.0 mT sobre cultivos de linfocitos
humanos expuestos par 72 h continuas.
B) Evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de una exposicion
combinada de un CEM de 2.0 mT de 60 Hz por 72 h mas el

mutageno quimico Mitomicina-C, 107 M.



MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO.
Se utilizaron linfocitos humanos obtenidos de sangre venosa periférica

procedente de un individuo de sexo masculino, clinicamente sano, no fumador
de 23 afios de edad.

EXPOSICION DE CULTIVOS CELULARES A LOS CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS.

Los cultivos de linfocitos fueron colocados dentro de un solenaide
como ¢l indicado en el Capitulo I de este trabajo y que corresponde al sistema
de exposicion in vitro, Por su parte, las Figuras 1.6 y 1.7 detallan la forma en
que fueron dispuestos los frascos del cultivo dentro de la incubadora. Las

intensidades magnéticas utilizadas en estos experimentos fueron de 1.0, 1.5 y
2.0 mT.

CULTIVOS DE SANGRE VENOSA.

Utilizando una jeringa de 10 ml heparinizada (1000 U/ml) se tomaron 5
ml de sangre venosa periférica, se agitd la sangre para después sembrar 11
gotas de ésta en 4 ml de medio de cultivo RPMI 1640 adicionado conm L-
glutamina (GIBCO), v 1 ml de suero fetal de ternera (GIBCO). El
procedimiento de cultivo se realizéd en una campana de flyjo laminar, de
acuerdo a la técnica propuesta por Moaorhead et al. (1960). ‘

Posteriormente los cultivos se incubaron a 37°C. A las 24 br se agregé

1.0 ml de 5'-Bromodeoxiuridina (20 pg/ml) y se mantuvieron en obscuridad.

Cumplidas las 72 hr se afiadieron 0.1 ml de colchicina (3.9 pg/ml} durante 1
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br. Después el contenido de los frascos se pasd a tubos cénicos de 15 ml y se
centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendio suavemente [a pastilla celular con 5 ml de KCI 0.075 M con una
pipeta Pasteur ¥ por 20 minutos se mantuvieron a 37°C, enmseguida se
centrafugaron a 1200 rpm por 10 munutos. S¢ ¢limind ¢l sobrenadante y se
resuspendieron con 5 ml de solucion fijadora (metanol-acido acético 3:1). El
lavado con la solucion fijadora se repitid hasta que se obtuvo un botdn celular
blanco, el cual se resuspendio en 1 ml de solucion fijadora y se mantuvo a 4°C
por24 h.

PREPARACION DE LAMINILLAS

Finalizado ¢l tiempo, las cé¢lulas se centrifugaron a 1200 rpm por 10
minutos y se eliminé el sobrenadante hasta 0.5 ml de la misma solucion
fijadora. Con una pipeta Pasteur se resuspendio y se goted desde una altura de
30 cm sobre un porstaobjetos desengrasado en etanol absoluto, ¢l cual se secéd a
la flama. Se observd al microscopio en contraste de fases para asegurarse de
que se¢ habian obtenido preparaciones aceptables para su posterior

procesamiento.

TINCION

Después de ﬁ4 hrs, las laminillas se sumergieron por 30 min en una
solucién de colorante Hoechst 33258 (1 pg/ml) por una hora en ausencia de
luz, se lavaron en agua destilada y se secaron. Posteriormente s¢ colocaron en
amortiguador Mcllvane a pH 6.8 (Na;HPO4 0.2 M y acido citrico 0.1 M) y se
expusieron a luz ultravioleta y a una temperatura de 60°C durante 1.5 hr a una

distancia de 10 ¢m. Finalizado este proceso las faminillas se lavaron con agua



bidestilada y se tificron con colorante Giemsa pH 6.8 (Sigma chemical CQO. St.
Louis USA) por 3 minutos.

FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS
(I.C.H.)

Este aspecto fue evaluado en 50 metafases en segunda division de
cultivos de 72 h. S¢ determinaron intercambios terminales ¢ intersticiales,
éstos Gltimos con un valor del doble de los primeros debido a que su

formacion requiere €l doble de eventos que los terminales.

INDICE MITOTICO

Las preparaciones se observaron en un microscopio de luz en objetivo
10X y se contaron 2,000 n{cleos totales, de cultivas de 72 h y de éstos se
determiné cuantas metafases existian. El valor del indice mitdtico se
determing de la siguiente manera:

Numero total de metafases
IM. =

Numero total de nucieos

CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR (C.P.C.)

La CP.C. fue evaluada en las primeras 100 metafases observadas,
determinando ¢l namero de c€lulas en primera division (M1), segunda
division (M2) y tercera division (M3). Se consideraron metafases en primera
division aquellas cuyos cromosamas se encontraron tefiidos completamente de
obscura, segunda division a los cromosomas que estaban conformados por una
cromatida obscura y una clara y tercera division a las metafases que se

caracterizan por presentar algunos cromosomas completamente claros como se
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observa en la microfotografia de la Figura II.2. Un indicador de la CP.C. es el
Indice Proliferativo (IP) que se calculo de la siguwiente forma:

LP.=(D)MI + (2)M2 + (3)M3

DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron cuatro experimentos independientes, que consistieron en
lo siguiente:

Expenmento No.1.- Tratamiento con CEM de mtensidad 1.0 mT

Expenmento No.2.- Tratamiento con CEM de intensidad 1.5 mT

Experimento No.3.- Tratamiento con CEM de intensidad 2.0 mT

Experiniento No.4.- Tratamiento combinado con Mitomicina-C 107 M

mas CEM de intensidad 2.0 mT/72 h.

Para cada uno de los tratamientos se realizaron tres cultivos, y se€
compararon con un testigo negative T(-} no expuesto a factores fisicos o
quimicos, y un testigo positiva T(+), Mitomicina-C (10”7 M), éste sirvié como
control interno de los experimentos, ya que se sabe que esta substancia actua
como un depresor de la division celular, ademas de ser un agente genotdxico
bien conocido (Craig-Holmes y Shaw, 1977). Esto también se llevo a cabo por
triplicado, es decir en cada experimento se procesaron un total de nueve

cultivos.

PREPARACION DEL TESTIGO POSITIVO CON MITOMICINA-C
Este consistio en agregar 50 pl de Mitomicina-C (a una concentracion
final de 1 x 107 M) a los cuitivos de 48 horas, para después continuar el

procesamiento de la forma antes mencionada.
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(A) | (B) ;

©

Figura I1.2 Microfotografia que muestra metafases de linfocitos humanos
tefiidos mediante la Técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas (A)
Metafase en primera division (B) Metafase en segunda division y (C) en
tercera division (100 x).



ANALISIS ESTADISTICO

Para ¢l anilisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizaron pruebas
paramétricas y no paramétricas, Posterior a la determinacién de las
estadisticas descriptivas correspondientes, las diferentes vanables fueron
sometidas a la prueba de Kolmogorov-Smirnov con objeto de conocer la
distribucion de cada una. Aquellas con distribucion normal, que para el caso
de este estudio solo la vanable ICH tuvo esta distnbucion, se aphc6é un
Analisis de Varianza vy la correspondiente prucba de Tukey para comparar
diferencias individuales entre las medias de los tratamientos. Para ¢l caso de
las otras dos vanables analizadas, Indice Mitotico e Indice Proliferativo cuya
distribucidon no fue normal, se aplicd la pruecba de Kruskal-Wallis y la
correspondiente U de Mann-Whitney para observar las diferencias
individuales en caso de haber significancia en la primera prueba aplicada.

Todos los analisis estadisticas se realizaron mechante la utihzacién del
paquete estadistico SPSS version 8.0 (Ferran-Aranaz, 1996).
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RESULTADOS

En la Figura 1.3 se muestran metafases con la técnica de ICH en
linfocitos humanos periféricos tratados con CEM oscilantes de 60 Hz asi
como el testigo positivo tratado con Mitomicina-C y el testigo negativo,
asimismo se muestra el tratamiento combinado de Mitomicina-C 107 M y 2.0
mT de CEM. Por otra parte en [a tabla II.1 se muestran los resultados de la
frecuencia de ICH para los cuatro experimentos independientes. Los valores
expresadas como la media aritmética, aparecen camparados con sus testigos
para cada uno de los tratamientos. El analisis de varianza reveld que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre el testigo negativo
¥ el tratamiento conm campo magnético a las tres intensidades usadas.
Asimismo se constatd que no hubo un efecto sinérgico de la Mitomicina-C y
el tratamiento con 2.0 mT de CEM. Como era de esperarse, el testigo positivo
que contenia Mitomicina-C, mostrd una frecuencta significativamente mayor
que el testigo negativo (p < 0.05).

Por otro lado, se estimd el efecto de los CEM sobre 1a division celular,
en la tabla I1.2 se presentan los valores promedio del Indice Mitético
obtenidos para los diferentes tratamientos y sus respectivos testigos. Estos
resultados analizados estadisticamente mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis y posteriormente por parejas con la U de Mann-Whitney,
determinaron que el CEM, en todas sus intensidades incrementod
significativamente la division de los linfocitos (p < 0.05). Asimismo, se
observo un efecto antagonico del campo magnético y la Mitomicina-C, ya que
en ¢l tratamiento que combina los dos factores se presentd un incremento del
Indice Mit6tico cuando se expuso a 2.0 mT de CEM mas Mitomicina-C 107
M con respecto a un cultivo tratade solamente con la droga (p < 0.05).
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Figura I1.3 Microfotografia de metafases de cromosomas obtenidas de
linfocitos humanos sometidos a diferentes tratamientos in vitro (A): Testigo
negativo (B): Testigo positivo, expuesto a Mitomicina-C (C): 1.0 mT (D): 1.5
mT (E): 2.0 mT (F): 2.0 mT / Mitomicina-C.
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Media .E._,usm:.or de la frecuencia de ICH + Desviacién estandar

Experimento Tratamiento  Testigo negativo Testigo positivo Valor F
1.0 mT 5052008 (a) 4.85+0.12(a) 13.70 £ 0.23 (b) 3090.75°
1.5mT 458+0.16(b) 4.84+029(a) 11.96 + 0.35 (b) 679.05 >
2.0 mT 445+065() 3.99+024(a) 11.46 + 1.32 (b) 70.36 "
20mT+MMC 10" M 11.34 £ 0.64 (a) 4.290.55" (b) 11.58 + 0.16 (a) 208.41°

*

Tabla I1.1. Frecuencia de ICH de cuatro experimentos independientes, Cada experimento fue realizado por
triplicado y comparado con un testigo negativo y otro positivo tratado con Mitomicina C 107 M ( MMC) . Las
diferencias estadisticamente significativas se indican como * (p<0.01), después del analisis de vartanza. La
comparacién miltiple de medias de Tukey indico valores similares (a) y diferentes (b). Los valores del estadistico F

son asimismo mostrados.
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Media aritmética del indice mitotico + Desviacion estandar

Experimento Tratamiento  Testigo negativo Testigo positivo Valor x°
1.0 mT 6.2+ 0.20 44+020 . 34+0.10 7.26"
1.5mT 6.6+ 0.10 561020 33+0.10 732°
2.0 mT 6.1+0.10 4.7+ 030 3.1£0.20 6.87°
20mT+MMC10"M 3.540.10 46+0.10 2.8 £0.20 726"

a

Tabla I1.2. Resultados del fndice Mitotico de cuatro experimentos independientes. Cada experimento fue realizado
por triplicado y comparado con un testigo negativo y otro positivo tratado con Mitomicina C 107 M (MMC) . Se
aplico la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y se encontraron diferencias estadisticamente significativas
indicadas como * (p<0.05). Los valores del estadistico x* se indican.
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En lo concerniente al andlisis de la cinética de proliferacion celular
(C.P.C.) mediante el recuento de metafases en primera, segunda y tercera
division que se observaron con la técnica de ICH, se determind el Indice
Proliferativo. En la tabla 1.3 se presentan los valores promedio de los Indices
Proliferativos para cada uno de los tratamientos y sus testigos. Se aprecia que
en las tres intensidades magneticas se presentd un incrementd en ¢l Indice
Proliferativo con respecto al testigo negativo. El analisis estadistico no
paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente por
parejas con la U de Mann-Whitney reveld diferencias significativas (p<0.05).
Asimismo se observd, como era de esperarse, una baja en la division celular
en ¢l testigo positivo. En el caso del tratamiento combinado de 2.0 mT de
CEM mas Mitomicina-C se observd que aunque la proliferacion celular
disminuye con respecto al testigo negativo, esta disminucion fue menor que la
observada en el testigo positivo, tratado inicamente con Mitomicina-C, lo que
sugicre un efecto antagomico del CEM con respecto al mutigeno quimico,
mismo efecto que previamente habia sido observado para el caso del Indice
Mitético.
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i

Media aritmética del Indice Proliferativo + Desviacion estandar
Experimento Tratamiento  ‘Testigo negativo Testigo positivo Valor x*
1.0 mT 234 +0.04 2.12£0.12 . 1.89 £ 0.06 687"
1.5mT 2.52+0.02 2.06 £0.07 1.77+£0.04 720
2.0 mT 2.52+0.02 2.20 £0.03 1.58 +0.04 580"
2.0 mT+MMC 107 M 1.85+0.02 2.18+0.07 164 +£0.05 625°

il £ ,hn - " e -

L

r o " = L

L

-

A3

Tabla 11.3. Resultados del Indice Proliferativo de cuatro experimentos independientes. Cada experimento fue
realizado por triplicado y comparado con un testigo negativo y otro positivo tratado con Mitomicina C 107 M
MMC). Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y se encontraron diferencias estadisticamente

significativas indicadas como * (p<0.05). Los valores del estadistico x” se indican.
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DISCUSION

De acuerdo a los résultados obtenidos en este estudio, s¢ puede asumir
que o fue posible demostrar un efecto genotdxico inducido por los CEM de
60 Hz de frecuencia sobre cultivos de’ linfocitos humanos periféricos
expuestos a intensidades de flujo magnético de 1.6, 1.5 ¥ 2.0 mT, ¥ juzgar
por los datos encontrados mediante el analisis de la frecuencia de ICH, al
menos a este nivel, no se encontraron cambios citogenéticos al comparar los
cultivos expuestos a las treg intensidades con cultivos no expuestos. Estos
hallazgos se relacionan con los encontrados por Cohen et al, (1986) quienes
expusieron linfocitos a CEM de 60 Hz a intensidades de 0.1 y 0.2 mT y no
encontraron efecto sobre la frecuencia de ICH. Asimismo, Rosenthal ¥ Obe
(1989) no encontraron alteraciones en la frecuencia de ICH de cultivos de
linfocitos tratados con intensidades mds altas a las utihizadas en este trabajo
(5.0 y 7.5 mT). Por otro lado, se ha investigado el efecto de CEM in vivo sobre
la frecuencia de ICH a grandes intensidades (30 mT) y tampoco se¢ han
detectado alteraciones en la frecuencia de ICH en ratas (Zwingelberg, 1993).

Es posible, no obstante, que con la pruecba de ICH no se hubiesen
detectado cambios que con otros andlisis citogenéticos si s¢- llegasen a
presentar, ya que €n un estudio mas reciente, Khalil 'y Qassem (1991),
encontraron que no se afectaba la frecuencia de ICH en linfocitos expuestos a
CEM de 1.05 mT y de 50 Hz por 72 h, pero por otra parte si observaron un
incremento en las aberraciones cromosdmicas de las c¢lulas tratadas
magnéticamente.

En lo que concierne al tratamiento combinado CEM més Mitomicina-C,
10 se encontrd efecto sinérgico aparente y nuestros hallazgos concuerdan con
los sefialados por Zwingelberg et al. (1993) quienes utilizaron un fratamiento
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combinado de ciclofosfamida y CEM y tampoco encontraron efecto sinérgico
al exponer linfocitos a dichos agentes. En contraste, Rosenthal y Obe (1989)
probaron la accion combinada de agentes quimicos mutagénicos con CEM ¢
detectaron sinergismo £6-

En otros trabajos, también se han intentado probar el sinergismo de los
CEM con factores fisicos tales como radiacion ionizante, Cossarizza et al.
(1989) trataron linfocitos previamente irradiados con rayos Gamma 'y
expuestos a agentes quimicos antiproliferativos ¥ no hallaron efecto sobre [a
cinética de proliferacion celular.

Por otra parte, en €l presente estudio se observaron <ambios
significativos en lo que respecta a la proliferacion celular de linfocitos
expuestos a los CEM, manifestindose como un mcremento en el Indice
Mitotico asi como en el Indice Proliferativo en todas las intensidades aqui
probadas. Estos resultados son muy parecidos a aquellos obtemidos por
Antonopolus et al. (1995) quienes al exponer cultivos de linfocitos & 5.0 mT
de CEM de 50 Hz seiialan un incremento en la division celular.

Otros estudios han revelado también que cuando linfocitos en cultivo se
exponen a CEM que van de los 2.5 a los 7.5 mT presentan aumentos en la
cinética de proliferacion celular (Bersani et al. y Cols, 1988 ; Rosenthal y Obe,
1989). Por el contrario, Zwingelberg et al. (1993) no detectaron cambios en la
cinética de proliferacion celular cuando expusieron linfocitos # vivo, aunque
ellos usaron una intensidad significativamente mayor 8 la aqui utilizada
(30mT) y la exposicion fue de siete dias. Asimismo Cohen et al. {1986), no
encontrarcn cambios significativos en ¢l Indice Mitdtico en linfocitos
humanos i vivo, aunque en este trabajo s¢ usaron intensidades de 0.1 y 0.2

mT que son 10 veces menores a las probadas en la presente investigacion.



El presente estudio no concuerda con lo ob§ewad0 por Khalil y Qassem
(1991), quienes informaron una disminucion en la actividad mitdtica de
linfocitos expuestos 4 una intensidad ouy parecida g la nuestra, ellos usaron
1.05 mT, sin embargo ¢abe mencionar que los LEM empleados ¢ran
pulsantes,

Para el tratamiento combinado de Mitomucina-C y CEM de 2.0 mT se
pudo observar un efecto antagonico, ya que hubo una disminucién menor en la
cinética de proliferacién celular en comparacion con los cultivos que solo
fueron tratados con Mitomicina-C. A la fecha no se ha encontrado ¢n la
literatura revisada el hallazgo de efectos antagdnicos de los CEM y mutagenos
quimicos en ¢élulas tratadas simultaneamente con ambos factores.

El incremento en la proliferacion celular de los linfocitos sometidos a la
accion de los CEM, ha sido explicado por cambios en las concentraciones de
calcio intracelular que pueden ser los responsables de muchos de los efectos
biologicos entre ellos la promocién de la division celular (Lichtman et al.,
1983 ; Metcalf et al., 1986; Grinstein y Dixon, 1989). Por su parte, Liburdy
(1992) también ha propuesto que durante la exposictén a CEM oscilantes se
ven sensiblemente alterados los flujos de calcio y en particular la
concentracion intracelular de este catidn lo que estimularia el proceso de
divisién celular. '

Con los resultados encontrados en este frabajo se¢ puede aseverar que
bajo las condiciones experimentales aqui utilizadas, los campos
electromagnéticos si son capaces de modificar actividades celulares, como en
este caso, la division celular. No se pudo demostrar un efecto genotdxico, sin
embargo seria conveniente la utilizacién de ofros procedimientos
citogenéticos, como por gjemplo el andlisis de aberraciones cromosémicas ©
de los sitios fragiles que aumentaran la sensibilidad del estudio. Otra
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posibilidad de incrementar la confiabilidad de los resultados, seria el aumentar
el tamafio muestral y contar asi con linfocitos humanos de varios donadores.
Asimismo, se recomienda un estudic in vivo en donde los mecanismos de
reparacién propios de la célula pudiesen revertir ¢l efecto provocado por estas

radiaciones de frecuencia extremadamente baja.



CONCLUSIONES

a) Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia en intensidades
de 1.0, 1.5 y 2.0 mT no modificaron la frecuencia de intercambio de

cromatidas hermanas de linfocitos humanos penfénicos expuestos in
Vétro.

b} Los campos electromagnéticos incrementaron la velocidad de division
de los linfocitos en todas las intensidades probadas.

¢) Se observo un efecto antagonico de los campos electromagnéticos con

respecto a la Mitomicina-C en lo concerniente & la cinética de

proliferacion celular.
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CAPITULO III

Efecto de Campos Electromagnéticos
(CEM) de 60Hz sobre parametros
hematologicos de raton (Mus musculus)
Linea BALB/c in vivo



ANTECEDENTES

En este capitulo se presentan los resultados obtemdos sobre diversos
parametros hemdticos de ratones expuestos a campos electromagnéticos de
frecuencia extremadamente baja (60 Hz) in vivo.

Debido a que el tejide sanguineo es ua indicador eficaz del estado
fisiologico de un mamifero superior, incluyendo al ser humano, se han
descrito muchos parametros medibles en la sangre, por lo cual este tejido ha
sido frecuentemente utilizado como modelo de estudio para evaluar el efecto
de diferentes factores, desde deficiencias nutricionales, hasta la influencia del
estrés y diversas sustancias quimicas derivadas de exposicidn ocupacional o
producto de la contaminacion ambiental (Baez-Villasedor, 1961; Bloom-
Fawcett, 1988).

Asimismo, el tejido sanguineo se ha utilizado para estimar el efecto de

factores fisicos tales como las radiaciones ionizantes (Casarett, 1968).

CARACTERISTICAS DEL TEJIDO SANGUINEO

La sangre consiste en una matrz liquida llamada plasma y una gran
variedad de células que desempeiian funciones tales como el transporte de
oxigeno y bioxido de carbono, inmunolégica y distribucion de nutrientes,
ademas juegan un papel esencial en la funcién integradora del sitema
enddécrino. Estas células sanguineas conocidas también como elementos
formes de la sangre, se hayan representadas por diversos tipos entre los que se
cuentan los siguientes (Sanchez-Yllades, 1992; William-Banks, 1995):
Eritrocites: La eliminacion de su micleo y su forma biconcava, garantiza que
los globulos rojos tengan capacidad maxima para transportar oxigeno.



