gromatina.

!
Eosinéfilos: Constituyen ¢l segundo grupo de granulocno: q:e 5€ encuentra
con mayor frecuencia, su nucleo es bilobulado, pero puede ser polimorfo y los
granulos aciddfilos grandes y alargados en el citoplasma como caracteristica # <
distintiva.

Basdfilos: Son los menos numerosos de los granulocitos, tienen mas 0 menos

el mismo tamaiio que los neutrofilos con nicleo bilobulado se caracterizan par

que los granulos se tifien mas oscuros que ¢l micleo y generalmente suelen
ocultarlo.

Linfocitos: Son los agranulocitos que se encuentran con mayor frecuencia. Su

micleo siempre es esférico, tiene heterocromatina condensada en su periferia

con un nicleo muy densa,

Monocitos: Son las c¢élulas sanguineas de mayor tamafio, su nucleo tiene

forma de riiion, pero puede ser esférico ¢ trilobulado. La cromatina es mas

clara y reticulada que la del nucleo de los linfocitos. Por lo general el
citoplasma es grisaceo, pero la presencia de granulaciones distribuidas de
manera uniforme le confiere el aspecto de vidrio despulido.

Plaquetas; Son pequefios discos que constituyen fragmentos citoplasmicos de

los megacariocitos unidos a las membranas que contienen una regién basdfila

central y otra penférica palida y homogénea.



Efectos de los CEM en sangre

Las células sanguineas, en especial los linfocitos, han sido usados como
un modelo de gran importancia para estudiar los efectos biologicos de CEM
debido a su gran radiosensibilidad (Cadossi et al., 1992).

Durante la segunda guerra mundial se estudiaron los efectos de los CEM
emitidos por radares y radios de alta frecuencia sobre la sangre de trabajadores
expuestos a estos aparatos, el analisis de los resultados mostré un incremento en el
conteo de células blancas (Marino et al., 1977).

Cossarizza et al. (1989) por su parte, estudiaron el efecto producido por
los CEM de frecuencia extremadamente baja sobre la proliferacion de
linfocitos humanos periféricos de personas jovenes v de edad avanzada. La
exposicion al campo electromagnético fue durante un periodo de 3 dias . Se
encontro que el efecto fue mayor sobre los individuos de edad avanzada, ya
que se observo una acentuada reduccion de la capacidad proliferativa.

Con el objeto de evaluar la produccion sinérgica de efectos
clastogénicos por radiacién ionizante y campos magnéticos de 60 Hz, se
realizaron experimentos usando linfocitos humanos de sangre periférica.
Después de la exposicion a radiacion ionizante, las células fueron cultivadas
con CEM de 60 Hz y de 1.4 puT. Se encontrd que las células expuestas a
radiacion ionizante y CEM de 60 Hz mostraban una elevada frecuencia de
complementos cromosomicos tetraploides, caracteristica no observada cuando
son expuestas inicamente a radiacion ionizante (Hintenlang, 1993).

Estudios citolégicos muestran que al aplicar CEM de rangos
milimétricos en ratones durante una hora, estimula la eritropoyésis e induce
cambios en el mimero de linfocitos en sangre ; la reaccién del sistema
biologico a estos campos depende de la zona de irradiacion y el estado inicial

del animal y en base a esto se concluyé que el efecto de dichos CEM provoca
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una <combinacidon de cambios locales ¥ gengrales, pero todavia estd en
discusion tanto el mecanismo de accion en el organismo, como el nivel del
efecto y su trascendencia (Didenko et al., 1986).

En un estudio realizado en ratas Wistar. macho expuestas a CEM
pulsados a una intensidad de 20 mT, 2.5 horas por un dia y una exposicidén
crdnica por ¢ horas durante 30 dias a una intensidad de 0.1 mT, se encontraron
cambios en la tiroides v glandulas sexuales, también se encontr¢ una
linfopenia y disminucion de los eosinofilos (Zagoroskaia, 1990).

Por otro lado, se realizo un estudio in vive para estudiar los efectos de la
exposicion prolongada a los CEM de 50-60 Hz en leucocitos de ratones Swiss.
La fuerza promedio del campo magnético fue de 5 uT. El grupo control fue
colocado en una habitaciéon donde la fuerza del campo estuvo siempre por
debajo de 0.1 ul. Los pardametros hematoldgicos fueron medidos cada 3
semanas. El anilisis de diferencias se hizo a los dias 0, 20, 43, 90 ¥ 190. Al
dia 20, el recuento de leucocitos fue mds bajo para ¢l grupo expuesto, y sc
obsetvd un descenso significativo para linfocitos 4 monocitos. No s¢
tegistraron diferencias al dia 43. Sin embargo, a los 90, dias el recuento de
linfocitos, neutrdfilos y easindfilos fue significativamente mas bajo en el
grupo expuesto que en ¢l grupo control. A los 199 dias también fue observada ‘
la neutropemia (Bonhomme-Faivre et al., 1994).

Por otra parte, hay estudios epidemiologicos que mencionan la relacion
entre la exposicion a los CEM con las leucemias y desordenes del sistema
inmune {Werheimer ¥ Leper, 1979)., Sin embargo Selmaoui et al. (1996),
realizarén un estudio con 32 hombres jovenes entre los 20 y 30 afios de edad
donde 16 sujetos fungieron como un grupo control no expuestos y los 16
restantes fueron expuestos a CEM de 10 uT por intervalos de ¥ hora. Se
estudiaron los pardmetros de hematocrito, contes de eritrocitos, total de
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leucocitos y variables mmunolégicas (CD3, D4, CD8, NK y células B) ne
encontrando resultados significativos.

Por otro lado, un estudio realizado en ratas para investigar el efecto a
largo plazo de los CEM de 50 Hz a una intensidad magnética de 30 mT en
periodos de 7 a 28 dias sobre la proliferacion celular de linfocitos en sangre
periférica, mostré que éstos campos no tienen efecto alguno sobre- los
parametros estudiados (Zwingelberg et al., 1993).

Con la finalidad de asociar la exposicion a largo plazo a CEM de baja
intensidad, se realizé un estudio donde se expusieron ratas macho albinas de
12 semanas de edad por 22 horas diarias durante 32 semanas a una dosis de 3
uT, fueron evaluados los parametros hematoldgicos sin encontrar cambios en
éstos (Margonato et al,, 1995).

Por otro lado, se llevé a cabo un estudio experimental acerca del efecto
del estrés y de los campos magnéticos sobre parametros hematicos in vive
utihzando ratas Wistar. Se¢ encontrd que ¢l estres. produce elevaciones
generalizadas de los elementos formes de la sangre y una disminucion en las
proteinas totales plasmaticas. Sin embargo en los animales sometidos a CEM,
no aparecid este efecto (Valderrama-Zurian, 1997),

Asimismo, Ubeda et al. (1997) trataron in vivo ratas Wistar con CEM a
una imtensidad de 1.5 mT y no encontraron cambios significativos en
comparacion con un grupe no expuesto, €r lo que respecta & células
sanguineas y proteinas plasmaticas. Sin embargo mencionan que es necesario
llevar a cabo mis estudios al respecto para asi establecer conclustones solidas.

En ofro estudio experimental donde s¢ midieron los cambios hematologicos
y bioquimicos en ratones d¢ 6 semanas de edad expuestos durante 350 dias a
CEM con una intensidad de 5.0 pT, producidos por transformadores y lineas de
alta tension utilizadas para autobuses eléctricos, se encontrd que a los 20 dias de
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exposicion se disminuian significativamenter los eritrocitos, linfocitos
monoCitos, ¥ que la hemoglobina -y el hematocrito se incrementaban en
comparacion ¢on animales no expuestos. Entre los 43 y 63 dias de exposicion no
se encontraron diferencias significativas en comparacion con el testigo negativo,
A los 90 dias se encontrd una disminucion significativa en hinfocitos neutrofilos
polimorfonucleares ¥ eosindfilos en comparacion con el testigo negative, a los
190 dias s¢ encontrd un descenso en el cortisol v a los 350 dias no se encontraron
diferencias en los parametros estudiados (Bonhomme-Faivre, 1998-a).

Un estudio realizado en 13 trabajadores que se encontraban ¢xpuestos a
transformadores de alta tensién que generaban CEM de 0.2 uT a 6.6 puT de
intensidad magnética por un periodo de 8 horas diarias durante 1 a 5 afios ¢
mostrd que tales individuos presentaron desordenes fisicos y emocionales
tales como fatiga, disminucion de la libido; tendencia d la. depresion @
irritabilidad. Ademas los individuos estudiados presentaron una disminucion
importante en el total de linfocitos, CD4, CD3 y CD2, asi como un incremento
en células NK, leucopenia y neutropenia en comparacion con personas que no
se encontraban expuestas a campo magnético (Bonhomme-Faivre et al., 1998-
b).

Por su parte, este mismo grupo de investigadores en un estudio mas
reciente (Bonhomme-Faivie et al.} 1999) mostraron que los parametros
hematoldgicos pueden ser modificados por campos magnéticos. En un estudio
cronico con CEM a intensidades de 0.03 uT y 0.8 uT por un periodo de hasta 160
dias en ratones Swiss de 4 semanas de edad se encontrd que a los 21 dias de
exposicion los eritrocitos y la hemoglobina se incrementaban significativamente
en comparacion con €l testigo, al dia 56 los neutrofilos y monocitos descendian
con respecto al testigo ¥ al dia 106 los neutrofilos ¥ monocitos se encontraron



bajos et comparacion con animales no expuestos: Estos resultados sugieren et
potencial efecto de los CEM sobre los parametros hematologicos.

Efecto de Campos Eléctricos ¢n Parametros Hemiticos

Existe una gran diversidad de estudios que han mvestigado el efecto de
campos eléctricos en los parametras hematoldgicos de mamiferos. En esta sub-
seccion se decidié incluir algunos de los mas refevantes par la relacién que éstos
tienen con los estudios de campos magnéticos previamente mencionados.

Desde los afios 60 se ha estudiado formalmente el efecto de ¢ampos
eléctricos en ¢l tejido sanguineo asi, por ejemplo en un estudio realizado con
ratones expuestos a campos eléctricos de 157 kV/m durante 1500 horas en ¢l que
se midieron los neutrotilos, los leucocitos y proteinas en el plasma, se encontréd
que éstos parametros no suffieron cambios P& causa de la exposicion
(Knickerbocker et al., 1967).

Por otro lado Meda et al. (1972) realizaron un estudio pama evaluar los
posibles efectos de los campos eléctricos de 10 kV/m sobre las células blancas de
la sangre de ratas expuestas en forma aguda por 6 horas, mostrando qug los
eosmofilos ¥ los neutrdfilos se incrementaban y que los linfocitos disminuian
considerablemente en comparact6a con un grupo de animales no expuesto.

En un estudio eon ratones, becho para evaluar los efectos de los campos
eléctricos de 50 Hz de frecuencia a una intensidad de 10 kV/m sobre los
parametros sanguineos, s¢ expusieron animales por un periodo erémico de 55 dias
y se encontrd que los eosindfilos y los neutrdfilos se incrementaban en
comparacion con un grupo no expuesto, mientras que los linfocitos disminuian
por influencia del campo aplicado (Blanchi et al., 1973).

Por otro lado, mna investigacion realizada en ratas ufilizando campos
eléctricos de 50 Hz con una intensidad de 0.1-5 Kv/m por 4 meses, detectd una
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disminucion de los eosindfilos, asi como también una elevacion de la glucosa en
sangre periférica (Dumarsky et al., 1976).

En otro estudio experimental para ver los efectos de los campos eléctricos
¢n ratas y conejos Le Bars y Andre (1976) colocaron los animales exponiéndolos
al campo por un periodo de entre 100 ~ 300 dias a una itensidad de 50 kV/m ¥
encontraron que 10s eritrocitos, 1os reticulocitos, los neutréfilos vy los linfocitos no
se veian afectados, solo [as proteinas plasmaticas se vieron incrementadas por
dicho campo.

En otro trabajo realizado en ratas expuestas durante un periodo de um afio a
campos eléctricos de 100 kV/m se encontré que estos afectaban a fos leucocitos
mostrando una considerable disminucion de éstos en comparacion eon el testigo
1o expuesto (Bayer et al, 1977).

Otros experimentos realizados con ratas expuestas a campos eléctricos de
50 Hz a una intensidad de 15 kV/m durante 30 dias mostraron un incremento de
algunas proteinas del plasina con respecto a los controles (Marino et al., 1977).

En ese mismo afio se publicaron los resultados de un experimento realizado
con ratones, los cuales fueron expuestos a campos eléctricos de 50 Hz con una
intensidad de 25-50 kV/m durante 6 semanas, €éstos mostraron cambios en
algunos pardmetros sanguineos como un aumento significativo de los leucocitos,
corticostesoides y algunas de las proteinas del plasma, asi como tambi¢n una
disminucion de los eritrocitos (Poznaiak et al., 1977).

En otro estudio realizado para evaluar el efecto de los campos eléctricos de
50 Hz & una intensidad de 100 kV/m en linfocitos de ratas, los animales se
expusicron al campo 8 horas diarias durante 2 meses y se encontrd que los
linfocitos se incrementaban durante el periodo de exposicion (Cerretelli et al.,
1979).
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Sin embargo en otro trabajo muy relacionado con el anterior, se ¢valuaron.
los efectos de estos campos eléctricos de 50 Hz a yma intensidad de 100 kV/m
sobre los parametros sanguineas de ratas durante un periodo de exposicion de 60
dias no mostrd cambios en los eritrocitos y proteinas plasmaticas mientras que los
neutrofilos se incrementaron considerablemente en comparacion con el testigo
negativo y por otro lado los linfocitos se vieron disminuidos (Malaguti et al.,.
1980).

Por otro lado se llevd a cabo un estudio con grupos de ratones hembra y
macho para evaluar los efectos de los campos eléctricos sobre eritrocitos,
leucocitos y proteinas del plasia; sometiéndolos a un campo ¢léctrico de 50 Hz
con 240 kV/m de intensidad durante un periodo de 22 horas dianias entre 83 - 188
dias. Los resultados mostraron que tanto los eritrocitos como los leucocitos en los
ratones hembra se vieron notoriamente disminuidos y que en el caso de los
ratones macho, las proteinas plasmdticas en especial la albimina se vieron
mcrementadas (Fam, 1980).

En un estudio efectuado para evaluar los efectos de los campos eléctricos
de 50 Hz a una intensidad de 5 kV/m sobre los eritrocitos, fueron expuestos
grupos de ratones por un periodo de 2 dias encontrdndose que los eritrocitos se
vefan disminuidos en comparacién con animales no expuestos (Marino et al.,
1980).

Segin Ragan et al. (1983) numerasos estudios sobre los efectos de los
campos eléctricos sobre la sangre periférica no arrojan resultados
significativos. Se replicaron algunos experimentos utilizando tampos
eléctricos de 60 Hz a una intensidad de 100 KV/m de exposicion que
oscilaban entre los 15 y 120 dias de exposicion y al ser replicados dichos
experimentos y ser sometidos a rigurosas pruebas estadisticas se concluyd que

estos campos no inducen cambios sobre la sangre periférica de los organmismos
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€Xpuestos en comparacidn com sus testigos megativos no expuestos. Se
menciona la necesidad de realizar los experimentos en condiciones altamente

controladas.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS
Los CEM oscilantes de 60 Hz son capaces de modificar los parametros
sanguineos de ratones (AMus musculus) de la linea BALB/c.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de CEM oscilantes de 60 Hz sobre parametros
hematoldgicos de ratones (Mus musculus) de la linea BALB/c expuestos in

vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Evaluar el efecto de los CEM oscilantes de 60 Hz en intensidades de
1.0, 1.5, y 2.0 mT por un periodo de¢ 72 h sobre los parametros
hematolégicos de ratones Mus musculus linea BALB/c expuestos in
viva,

B) Evaluar el efecto de los CEM oscilantes de 60 Hz a una intensidad de
2.0mT combinado con Mitomicina-C (5 mg/kg) por un petiodo de 72 h
sobre los parimetros hematoldgicos de ratones Mus musculus linea
BALB/c expuestos in viva.

C) Evaluar el efecto de los CEM oscilantes de 60 Hz a una intensidad de

2.0 mT por un periodo de 10 dias/8 h diarias sobre los parimetros
hematoldgicos de ratones Mus musculus linea BALB/c expuestos i

viva,
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

En el presente trabajo se utilizaron ratones (Mus musculus) macho de
tres meses de edad de bz linea BALB/c proporcionados por el bioterio de la
Facultad de Medicina,U. AN.L.

EXPOSICION DE LOS ANIMALES A LOS CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS

Los ratones usados para el tratahlieuto magnético fueron colocados en
el interior de un solenoide como el que se especifica en el Capitulo | de esta
tesis y que corresponde al modelo de exposicion in vivo. Las intensidades

magnéticas aplicadas fueron; 1.0, 1.5 y 2.0 mT.

PRUEBAS SANGUINEAS
Se realizaron prucbas hematolégicas al inicio y al final del tratamiento

con la finalidad de comparar las variaciones. La toma de la muestra se realizd
por via periorbital {cavidad ocular) tomando la tuestra por la maiflana y 4 I&
misma hora, usando capilares de vidrio heparinizado pard la toma de las
mismas. Con la finalidad de evitar infecciones que pudieran interferir en los
resultados, a los ratones se les aplicdé Cloranfenicol oftialmico en solucion, al
ojo del animal antes y después de la extraccion de sangre. Las pruebas
hematoldgicas a realizar fueron:

a) microchematocrite (Hic)- Que expresa el porcentaje de globulos rojos
por wvolumen de sangre total, se realiz6 llenando 2 capilares
heparinizados de 4 a % partes, sellandose con un tapom de creatoseal
el extremo donde se realizd el llenado. Los capilares fueron

1ol



b)

d)

centrifugados con una microcentrifuga (marca Soi-bat modeio PI.16) a
11000 r.p.m., por espacio de 5 minutos. Utilizando un lector para
microhematocrito se determiné su lectura correspondiente (Blaxhall y
Daisely, 1973).

Proteina total del plasma (PP).- Para determinar éste parametro se
utibizaron los capilares centrifugados para la prueba del
microhematocrito, los cuales fueron seccionados, tomando solamente la
porcion del plasma, el cual se coloco en un refractometro (modelo A
300 CL) para determinar por gravimetria la proteina del plasma,
haciendo la lectura en la escala con unidades g/dl.

Hemoglobina (Hb).- Para medir la cantidad de hemoglobina se utilizo
un hemoglobinémetro marca BMS, para esto se colocd una gota de
sangre (0.1 ml) en la cAmara, se hemoliz la sangre con un aplicador
(marca Cida) que contiene saponina (200 mg. aprox.), se colocd la
camara en su compartimento. Se observd por el ocular deslizando el
indicador de Ia escala hasta ignalar los colores de la pantalla, se tomé la
lectura en la escala con unidades g/dl.

Concentracion corpuscular media de hemoglobina (CCMH).- Esta
es la concentracion media de hemoglobina en un volumen determinado
de concentracidn de eritrocitos. Se calcula a partir de la concentracion

de hemoglobina y del hematocrito como lo indica la siguiente férmula:

CCMH=Hb(g/dl) / H t ¢, y se expresa en g/dl.

e) Recuento diferencial de leucocitos.- Que determina ¢l numero relativo de

cada tipo de leucocitos presentes en la sangre (Lynch, 1972). El recuento

diferencial se realizé usando un frotis de sangre tefiido con hemocolorante
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rapide (marca Hycel de Méxice 8.A; de £.¥.). Se eolocd una gota de
sangre en uno de los extremos del portaobjetos ¥ con otro portaobjetos
formando un angulo de 40 grados aproximadamente, s¢ desliza hacia el
extremo opuesto del portacbjetos que inicialmente tenia la sangre, secade
al aire y posteriormente fijado con metanol por espacie de 30 min, se
colored con hemocolorante por espacio de 15 a 20 seg en Ia solucién 1
enjuagando con agua y eliminando el exceso de ésta para ser colocado €l
mismo lapso de tiempo en la solucién 2, se lavaron ¥ secaron al aire y una
vez terminado este proceso el frotis se observd bajo un microscopio marca
Carl Zeizz con objetivo de mmersion (100X), deslizando el frotis para
revisar diferentes campos; basta contar clen g célulay blancas. Para
determinar la proporcion de cada una de ellas se econtabilizaron;

neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos.

DISENQ EXPERIMENTAL

Se realizaron cinco ¢xperimentos independientes utilizando un diseifio
preexperimental, es decir, los ratones fueron sangrados al inicio y al final del
’ experimento: . Los resultados obtenidos antes y después, se analizaron
estadisticamente. Los experimentos fueron llevados a cabo de la siguiente
manera;
Experimento No.1.4,y  Tratamiento con CEM de mntensidad 1.0 mT

Por un periodo de 72 hrs gumem 10
Experimento No.2.- Tratamiento con CEM de intensidad 1.3 mT
Por un periodo de 72 hrs.
Experimento No.3 .- Tratamiento con CEM de intensidad 2.0 mT
Paor un periodo de 72 hrs.
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Experimento No.4.- Tratamiento combinado con Mitomicina-C 107M
mas CEM de intensidad 2.0 mT. Por un periodo
de 72 hrs.

Experimento No.5.- Exposicion fraccionada con CEM de intensidad 2.0

mT por un periodo de 10 dias 8 h diarias.

Para cada uno de los experimentos 1, 2, 3 y 4 se utilizaron tres animales,
y se compararon con un testigo negativo el cual no se expuso al factor fisico ni
al quimico, y un testigop positivo al cual se¢ le suministraron
intraperitonealmente 5 mg de Mitomicina-C por cada kilogramo de peso del
animal. En total por cada experimento se utilizaron nueve ratones. En el caso
del experimento 5 solo contd con el testigo negativo ya que no se pudo
obtener una dosis que fuera fraccionada y causara ¢l mismo efecto que la dosis
unica utilizada en los demas experimentos.

Los ratones que se¢ expusteron en el sistema fueron alimentados ad

libitum y mantenidos a una temperatura entre los 25-28 ©C.

ANALISIS ESTADISTICO

El disefio antes y después utilizado en el presente trabajo permitié
incrementar la capacidad de detectar diferencias estadisticas, donde la
variabilidad de los resultados fuera menor que la varnabilhidad
intratratamientos, al utilizar la informacién en pareamiento (es decir, que cada
animal ¢s su propio testigo) se eliminan fuentes de varianza extraiia que
puedan intervenir con los resultados (Steel y Torrie, 1985).

Los datos se analizaron mediante pruebas estadisticas paramétricas v no
paramétricas. S¢ aplico inicialmente a los datos la prueba de Kolmogorov-

Smirnov que determina si la distribucion de los datos era normal o no. En ¢l
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caso de los eosinofilos y basofilos que mostraron una distribucion normal se
analizaron por medio de una “prueba de t” para dos muestras relacionadas, el
resto de las variables se analizaron mediante la prueba no parameétrica de
contrastes de Wilcoxon.

Dichos analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software
para Windows 95 SPSS version 8.0 de acuerdo a Ferrdn-Aranaz (1996),
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RESULTADOS

EXPERIMENTO No. 1 Exposicion de ratones 4 CEM de 60 Hz a 1.0 mT /
72 h continuas.

En la Tabla III.1 se muestran los resultados obtenidos en este
experimento donde se encontré en el caso del tratamiento magnético un
incremento en los neutréfilos y monocitos mientras que los linfocitos y la
CCMH se vieron disminuidos (P<0.05). Aunque otras wvariables en el
tratamiento mostraron diferencias estadisticas signmificativas no se considera
que el factor haya sido la causa del cambio ya que el testigo negativo mostré
la misma diferencia. Por su parte el grupo tratado con Mitomicina-C (testigo
+) manifesté los mismos efectos que el tratarmento magnético en los

neutréfilos y linfocitos pero no en los monocitos ni en la CCMIL

EXPERIMENTO No.2 Exposicion de ratones a CEM de 60 Hz a 1.5 mT /
72 h continuas,

En la Tabla I11.2 se muestran los resultados encontrados para este
experimento, donde se observo que el tratamiento magnético a una intensidad
de 1.5 mT por un periodo de 72 horas continuas de exposicion produjo un
incremento de la CCMH y los neutréfilos asi como una disminucion en los

linfocitos (p < 0.05), el resto de las variables no mostraron alteraciones.

EXPERIMENTO No.3 Exposicion de ratones a CEM de 60 Hz a 2.0 mT /
72 h continuas.
En la tabla 1.3 se muestran los resultados para este experimento en el

caso del tratamiento a 2.0 mT por un periodo agudo de 72 horas se encontro
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que la PP y los linfocitos disminuyen mientras que los neutréfilos se
incrementan (p < 0.05). Los demas parametros hematolégicos no mostraron
modificaciones atribuibles al tratamiento magnético. Hasta este experimento,
se puede observar que ¢l resultado mas consistente es el aumento en los
neutrofilos y la disminucion de linfocitos que se ha encontrado a las tres

intensidades magnéticas aplicadas.

EXPERIMENTO No.4 Exposicion de ratones a CEM de 60 Hz a 2.0 mT
por 72 b combinado con Mitomicina-C a § mg/kg.

En la Tabla III.4 se muestran los resultados correspondientes a este
experimento donde se encontrd que para el tratamiento se incrementd (p <
0.05) la concentracién corpuscular media de hemoglobina mientras que en el
resto de las variables no mostré diferencia estadisticamente significativa. El
grupo tratado con Mitomicina-C (testigo +) mostré sus efectos sobre
hnfocitos, neutréfilos y monocitos, asi como en la hemoglobina, proteina del

plasma y ¢oncentracion corpuscular media de hemoglobina.

EXPERIMENTO No.5 Exposicion de ratones a CEM de 60 Hz a 2.0 mT,
8 h diarias / 10 dias.

En la Tabla II1.5 se muestran los resultados obtenidos en este
experimento, donde encontramos que en el caso del tratamiento magnético no
mostro diferencia estadisticamente significativa sobre ninguna de las variables
estudiadas en comparacion con el grupo de amimales no expuesto al campo
magnético. Es decir, que el campo magnético aplicado de esta manera no

modificé los parametros hematicos.
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PRUEBAS Expetimento N°1: C1iM de 60 Hz a 1.0 m'lL.
. — i — — -
#REP B4 DESV EST. 3 EST
0 lewl| ) 10aT| (] & 10.T| O " 10«
O hss 9 [ 17.33 | 17.66 | 17.16 | 20.661 [ 20.567 | £0.500 '0.0072(0.008+| 0.084 | -2.719 | 267 [ -1.73
72 b 1383 | 13.88 | 16.93 [ 10.559 | £1.219 | $0.485
Ohrs 9] 593 [3.800 | 6.280 | £0.489 | 20.477] £0.437 [0.018*] 0.056 | 0.041s] -2.375 | -1.914.|-2.041
P 72 b 6.02 | 5440 [ 7950 [ £0.210 | +0.371 | $0.533 o
tc O hrs 9 55335588 | 59.88 [ £1.658 | £2.571| £3.550 |0.008:/0.007+| 0.012=[ -2.67 | -2.675 [-2.524
tc72ho 51.44 | 45.44 | 50.11 | +1.833 | #1.130 | +3.829
CMHOhs | 9 131903160 | 3490 | £0.104 | £0.131[ £0.155 | 0.594 [ 0.374 | 0.011+] 0.534 | -0.889 [-2.547
CMH 72 s 3.250 | 3,300 | 2.980 | +0.158 | #0.374 | +0.298 |
EUC brs 9 [ 3644 [ 38.00 [ 23.11 | £4.186 | £7.952 | £9.701 [ 0.859 [0.008+(0.008+] 0.178 | -2.666 [-2666
VEU 72 los- 35.22 | TE.66 | 74.55 | £2.438 | £9.394 | £4.013
FOS0hos 9 (0330 0.110 [ 0.000 | 20050 | 20.433 [ +0.000 [0.594%10.5945 0.081% | 0.555< | -0.555 | -2
FSO 72 s 0.220 | 0.220 | 0.3%0 | 10044 | +0.044 | $0.050 [
BAS C bus 9 10000 [ 0.110 [0.000 | 70000 | +0.333 | +0.000 [0.3475| #* |0.M47%| 1| -1
BAS 2 hos 0.110 | 0.000 | 0.110 | +0.333 [ +0.000 | +0.333 i
LIV 0 bs 9 | 61.00 | 60.00 [ 77.44 [ £4.000 | £7.297 | £8.308 | 0.314 10.008[ 0.008+| -1.007 | -2.666 |-2.668
JLIN 72 hrs $3.33 1 22.11 | 24.11 | $2549 ) 18.462 | 24.400
ON O hry 9 [2110 [ 1440 | 0.220 | +1.536 | 20.726 | £0.440 [ 0.084 | 0.33 |0.038+| -1.725 | -0.973 | -207
ON 72 hea 1.110 | 1.000 | 1.000 | £0.600 | +1.224 ] £0.707
TablaI.1.- Promedios de los parametros hematalogicos y valores estadisticos

obtenidos de ratones Mus musculus linea Balb/c expuestos in vivo a CEM de
60 Hz y 1.0 mT de intensidad magnética.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Hic= Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutr6filos, ESO= Eosinéfilos,
BAS= Basofilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitos, 0 hrs= Antes del Tratamiento, 72
hrs= Después del Tratamiento, ¥REP= Numero de Repeticiones, X— Media, DESV EST=
Desviacion Estandar, P= Probabilidad, Est= Estadistico, (-) = Testigo Negativo, (+) =
Testigo Positivo, 1.0 mT= Tratamiento del CEM, a= Significativos Estadisticamente, b=
Analizados por pruebas paramétricas.
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PRUEBAS Experimento N°2 CEM de 60 Hz & 1.5mT. ]
e y
#RED 4 DESV EST. P T Bt
[&] & 15aT] & #f 15aT| @ &) 185«T| ¢} 1S mwT
0 hrs 9 11733 [ 17.66 | 18.39 [ £0.661 | +0.567 | £0.416 [0.0073|0.008( 0.008+| -2.719 | -2.67 | -2.67
E;mm | 15.83 | 13.88 [ 14.80 | £0.559 [ #1.219 | +1.563
P Ohr 9 | 5.53 { 3.800 [ 5.870 [ $0.489 [ $0.47T | 0.Z44 [0.018+[0.056 | 0.041%[ -2.375 [-1.914(-2.047
PP 72 hrs 6.02 | 5.440 | 6.067 | +0.210| +0.371 | +0.223
[Hic 0 hoe 9 |55.33}55.88 [ 55.33 | £1.658 | £2.571 | £3.122 [0.008+|0.0074] 0.015s| -2.67 |-2.675]|-2.433]
feiec 72 bs 51.44 | 4544 | 51.20 | +1.833 | #1.130 [ +1.418
CMHORy | 9 [3.190 3160 3.010 | X0.104 | £0.131 | $0.216 [0.5%4 [ 0374 [0.0.08+{ -0.534 |-0.889|-2.66
CMH 72 hrs 3.250 [ 3.300 | 3.500 | £0.158 | £0.374 | £0.366 j
INEUGOho 9 [ 3644|3800 2570 £4.186 | +7.952 £8.366 | 0.859 [0.008+] 0.008+| 0.178 [-Z.666-2.668
NEU 72 hes 35.22 | 71.66 | 67.56 | $2.438 | £9.394 | £9.938
EO50ho 9 10330 |0.110 | 0.660 | £0.500 | £0.333 | +0.707 [0.5945[0.594%{0.195%| (.555 [-0.555] 1.414
£50 72 hrs 0.220 | 0.220 | 0.220 | £0.440 [ £0.440 | 10.440
BAS 0 bz 9 [0.000[0.110] 0.000 | £0.000 | £0.333 [ £0.000 [0.3475] 1 [0.3475[ -1 0]
BAS 72 hes 0.10 | 0.000| 0.220 | £0.333 | 0000 | ¥o.440| | i
LN @ b 9 |61.00 [ 60,00 71.20 | £4.000 | +7.297 | £6.418 [ 0.314 [0.0084] 0.008*| -1.007 [-2666[-2.666
LIN 72 hes 6333 [ 27.11 | 3011 | #2549 | +8.462 | +9.99% ,
MON 0 brs 9 12110 1.440] 2000 | T1.536 | +0.726 | £1.224 J0.084 [ 0.33 | 0.831 ] -1.725 [-0.973]0.213
iMON 72 brs 1.110 | 1.000 | 1.660 | £0.600 | +1.224 | +1.224

Tabla III.2 Promedios de los pardmetros hematologicos y valores estadisticos
obtenidos de ratones Afus musculus Linea Balb / C expuestas in vivo a CEM de 1.3
mT de intensidad magnética.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Htc= Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrofilos, ESO= Eosinéfilos,
BAS= Bastfilos, LIN= Linfocitos, MON= Monccitos, ¢ hrs= Antes del Tratamiento, 72
hrs= Después del Tratamiento, #REP= Numero de Repeticiones, X= Media, DESV EST=
Desviacion Estandar, P= Probabilidad, Est= Estadistico, (-) = Testigo Negativo, (1) =
Testigo Positive, 1.5 mT= Tratamiento del CEM, a~ Significativos Estadisticamente, b=
Analizados por pruebas paramétricas.
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PRUEBAS Experimento N°3 CEM 60 Hz 2 2.0 mT.
HRE! X DESY EST, T [z st
O @ 2o § @ 2ar|B ¢ 200 @ 20
wT mT
b O hus 9 [17927117.92[ 1958 | +1.111 [ H0.484 [ 0353 [0.023[0.011+[0.007s[ -2.271[-2.55¢6] -2.68
72 ho 16.42 | 15.00 | 15.17 | 21,023 | +1.858 | #1.038
lgp Ohes 9 |6.650 | 6700 | 7.383 | ¥0.714 | +0.367| +0.199 | 6.722 | 0.21* [0.0317-0.35¢|-2. 313]-2.154
P 72 hus G.700 | 1.050 | 7.150 | $0.456 | 10.414 | £0.334
tc O hoy 9 | 5550 51.5 | 57.67 ] £2.000 | £2.264 | £2.165 10.008+]0.007| 0.008%] -2, 666 -2.675]-2.666]
ﬁc'ﬂhn 47.00 [ 4417 | 46.00 | +2.437 [ £5.906 | +7.404
CMH 0 brs 9 [3.110[ 2870} 2940 [ £0.195 | 20.118 | £0.101 [ 0.051 | 0.85% [ 0.441 [-1.955|-0.178 0.77
CMH 72 bes 2.880 | 3.000 | 3.050 | 10.295 | 10,635 | +0.530 o N
NEU O hes 9 [13.00(8440] 2611 | £5.545 | £4.187| +4.285 | 0.066 [0.015%| 0.008+|-1.836|-2429|-2.666
INEU 72 fus 21.89 | 36.56 { 55.22 | +9.25% | +19.11 | +8.525
[EQS 0 hus 9 [0.333]0.222 | 0.111 | 20.707 | £0.441 | £0.333 [0.4470]0.3470 12 [ 08 | 1 | 0
[ESO 72 bes Q111 | 0.111 | 0,111 | £0.333 | 20.333 | £0.333 ] oo
[BAS 0 hrs 9 10000 | 00.00 | 00.00 | £00.00 | £00.00 | £00.00 [0.347%| 1® 1v % ]
[BAS 72 hrs 0.111 | 00.00 | 00.00 | +0.333 | +00.00 | +00.00 T f i
TIN 0 s g‘ 8556 1 90.33 | 90.33 | £5.102 | £4.555| +4.157| 0.51 [0.015(0.008¢|-1.955|-2.429(-2.668
ILIN 72 hrs 7756 { 62.89 | 62.89 | £8.791 | £19.11 | +8.526
ON 0 s 9 [1111[1000[ 1000 [ 207811 F0.707 F0500 (08 [051[ 18 | 2 [2294] O
ON 72 bas 0444 | 0.444 | 0.444 | £0.527 | #0.527 | £0.500 k

k

Tabla OI.3.~Promedios de los parimetros hematolagicos y valores estadisticos
obtenidos de ratones Mus musculus linea Balb/c expuestos in vivo a CEM de 2.0
mT.

Hb = Hemoglobina, PP = Proteina Total en Plasma, Htc = Hematocnito, CCMH =
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU = Neutrofilos, ESO =
Eosindfilos, BAS = BasOfilos, LIIN = Linfocitos, MON = Monocitos, 0 hrs = Antes del
tratamiemto, 72 hrs = Después del tratamiento, #REP = Namero de Repeticiones, X =
Media, DESV EST = Desviacion Estandar, P = Probabilidad, Est = Estadistica, { - ) =
Testigo Negativo, { + ) = Testigo Positivo, 2.0 mT = Tratamiento del CEM, a =
Significativos Estadisticamente, b = Analizados por pruebss paramétricas. -
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PRUEBAS

Experimento IN°4 CEM de 60 Hz a 2.0 mT +MMC..

—

#NEP 2 DESV EST. ] EST
og® @ 20a1| P @ zoawr| g W 20ar (43] £ 20%T]
+ MG, + MC + . +
MC. M.C.
0 brs 9 1678 [16.33{17.61 [ £1.481] 0963] £0.820 | 0.141 [ 0.012s | 0.203 [-1.474[-2.524]-1272
72 bas 15.72 | 14.44 | 16.83 [ 1121 | #1210 | +2.092 _
P Okcx 9 [6889[6.378| 6567 | T0.372 | 10205 | £0.324 | 0.635 | £.012+ | 0307 |-0.475|-2.527]-1.022
72 keee 6.800 | 5.678 | 6.400 { +3.218 | +0.424 | 16.320 i
wOhes " | 9 [51.33]49.67| 5344 [ 1732 £1.936 | £1.333[0.008+] 0.144 |0.066 | -2.67 [-1461] -1.84
tc 2ho 45.44 | 46.78 | 57.89 | +1.569 | +3.701 [ £5.578 .
IgChﬂ-IOhrs 9 [3.170 { 3.050 | 3.040 | 20.222 [ #0.200 ¥0.150 [0.173| 005 |0.021°|-1.362|-1.956] -2.31
CMH 72 b 2900 | 3.240 | 3.470 | 10.243 | +0.185 | £0.355
EU 0 bus 9 (28112333 20.44 [ #1026 | +4.950] #5.593 [0.008¢] 0.008 |0.008[-2.666]-2.666]-2.656
Iﬁsunm 2111 (5767] 2267 | 21071 | 28276 | 29708
Ohs 9 10222 ]0333]0222 | 20.441] #0.500 | +0.441 [0.5945] 0.081% J0.1690] 0.555] 2 [1512
T2 hes 0.111 | 00.00 | 00.00 | +0.333 | +00.00 | +00.00 -
ASOhe | 9 [00.00|00.00|00.00 [ £00.00 | £0000 | 0000 |0.347% 1% 310 ?
AS T2 ko 0.111 | 00.00 | 00.00 | +0.333 | 20000 | #0000 ]
ENOhn 9 |70.33| 74.78 | 77.78 | £10.14 | £5.118| £5.911 | 6.26 | 0.008 | 0.5%4 [-1.125]-2.666|-0.533
IN 72 brs 77.89 | 41.56 | 76.22 | +10.73 | 28172 | +9.497
ON O b 9 [1222]1.556 1333 | 20666 | £0.527 | +5.866 [0.79%% 0.023¢ [0.5122[0.265 | 28 [0.686
ON 72 s 1.111 | 0777 [ 1.111 | #0.782 | 20.667 | X061

Tabla I11.4.- Promedios de los parametros hematologicos y valores estadisticos
obtenidos de ratones Mus musculus linea Balb/c expuestos in vive a CEM de 2.0 mT
*+ MMC.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Htc= Hematocnto, <CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrdfilos, ESU= Eosinofilos;
BAS= Basdfilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitas, @ hrs= Antes del Tratamiento, 72
hrs= Después del Tratamiento, #REP= Numero de Repeticiones, X= Media, DESY EST=
Desviacion Estandar, P= Probabilidad, Est= Estadistico, (-) = Testigo Negativo, (+) =
Testigo Pasitivo, 20 mT + MMC= Tratamiento del CEM, &= Significativos
Estadisticamente, b= Analizados por pruebas paramétricas.
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PRUEBAS Expeamento N°5 CEM 60 Hz exposicion fraccionada.
#REP. X — DESV BST. P 53
B CRONICO o] CRONICO &  CRONICO & CRONTCO
0 hrs 9 1589 | 16.06 +1.244 | 0464 0.36 0.287 0916 | -1.065
80 hrs ¥ 1533 1578 | #0559 | +0.755 g
P Obus 9 6111 6567 | 10.621 | 10543 | 0008 | 0.018 | 2668 | -2366
P 72 boy 1767 7.622 #0510 ¥ F1.151 | s
0 s g 50.67 5122 | %1581 | #0972 | 0007 | 0.012« | 2675 | -Z2524
tc 80 brs $3.89 5389 | *1.537 | #1269 [ )
CCMHOhes| 9 3200 3.190 10181 | #0089 | 0028 | 0021« | -219%4 23
CCMH 40 3520 | 3420 | #0218 | FOU88 ppee | f
NEDT 0 hrs [ 3144 21.89 13779 | 18,695 0.086 0.051 -1.718 -1.955
NEU 30 hys | 4736 3144 | +2372 | 6.560 1 !
EOS 0 hos 9 0.111 00.00 10333 [ £0000 1o 03470 0 -1
80 brs L ot | 0.1t | *#0.333 | $0.333 A G lals B
AS 0 hos 9 00.00 00.00 0000 | #0000 | 0347 ® -1 ]
AS 80 hre 0.111 00.00 +0.333 | .00 Q. It
LIN 0 bes g 67.67 7667 | *3873 | ¥8.775 | 0139 0.066 -1.481 -1.836
IN 80 bs 55.33 66.67 £2323 | 16000
MONChrs [ 9 0.778 1444 | o971 | 31130 | 0.088 0438 17 | 077
IMON 80 hrs 1.38 0.444 +1.054 | +0.726

Tabla III.5 Promedios de los pardmetros hematolégicos y valores estadisticos
obtenidos de ratones Mus musculus linea Balb/c expuestos in vivo a CEM de 2.0 mT
por un periodo fracionado.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina “Total en Plasma, Htc= Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrofilos, ESO= Eaosindfilos,
BAS= Basofilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitos, 0 hrs= Autes del Tratamiento, 72
hrs= Después del Tratamiento, #REP= Nimero de Repeticiones, X= Media, DESV EST=
Desviacion Estandar, P= Probabilidad, Est= Estadistico, (-) = Testigo Negativo, (+) =
Testigo Positivo, CRONICO= Tratamiento del CEM, a= Significativos Estadisticamente,
b= Analizados por pmebas paramétricas.
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DISCUSION

En el presente estudio se encontré evidencia de que los CEM de 60 Hz
son capaces de modificar algunos de los parametros hematologicos de los
ratones Mus musculus linea Balb/c /n vivo.

En el caso de la hemoglobina no se encontré cambio entre los grupos
expuestos a las intensidades de 1.0 mT, 1.5 mT, 2.0 mT, 20 mT + MM.Cy
2.0 mT durante 10 dias 8 hrs diarias con respecto al grupo testigo (-). Estos
datos concuerdan con los resultados obtenidos en otras investigaciones,
(Margonato ¢t al., 1995 ; Bonhome-Faivre et al., 1999), aunque elios
expusieron los animales a CEM de 5 uT durante periodos prolongados no
encontrando diferencia entre los grupos expuestos a la radiacién comparados
con ¢l grupo testigo (-). Sin embargo, en un estudio reciente Bonhome-Faivre
et al. (1999) expusieron ratones a intensidades de 0.03 y 0.8 uT durante un
periodo de 160 dias y encontraron un incremento en la concentracion de
hemoglobina.

Asimismo, en el presente estudio, se encontré que no habia alteraciones
en la concentracion de la proteina total del plasma al ser expuestos los ratones
a las intensidades 1.0, 1.5, al tratamiento combinado de 2.0 mT + MMC vy el
tratamiento fraccionado de 2.0 mT. Sin embargo, se observd un incremento en
los valores de la proteina total del plasma en el tratamiento agudo de 2.0 mT.
Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con otros trabajos en los
cuales utilizaron CEM menores de 1.5 mT para evaluar el efecto sobre este
parametro en ratones y €n los cuales no se encontré influencia del CEM en la
concentraciéon de la proteina total del plasma (Margonato et al., 1995;
Valderrama, 1997; Ubeda et al., 1997). Por otra parte, Le Bars y Andre (1976)
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encontraron un incremento en la concentracion de la proteina total del plasma
€n ratas al ser expuestas a campos eléctricos de 50 kKV/m.

En cuanto a los resultados obtenidos al evaluar el efecto de los CEM
sobre la concentracion del hematocrito;, éste no mostrd. diferencia
estadisticamente significativa en los experimentos a. J.0, 1.5, 20 mTy
tratamiento combinado y fraccionado con respecto a los testigos (-). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Margonato et. al. (1995), sin
embargo, ellos expusieron ratas a una intensidad de § pT durante 12 semapas
y no encontraron diferencia entre el grupe tratado con dicha radiacion y el
grupo control. Por otra parte 3¢ ha evaluado el efecto de los CEM en el ser
humano y en ratones y no s¢ han encontrado efectos sobre la concentracién
del hematoerito (Selmaouwi et al., 1996; Bonhome-Faivre ¢t al., 1998-a).

Tampoco se encontrd diferencia en la CCMH del grupo expuesto a 2.0
mT de 60 Hz de frecuencia y el grupo erénico comparado con su respectivo
testigo (-). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Margonato et al.
(1995). Sin embargo, se encontrd efecto a las intenstdades de 1.0 mT, 1.3 mT
asi como en ¢l tratamiento combinado de CEM y MMC,

Por otro lado, se encontré que la exposicion agudade CEMa 10,15y
2.0 mT de 60 Hz de frecuencia provoca un incremente en el nimero de
neutrofilos circulantes en sangre, siendo este uno de los resultados mas
consfstentes en esta investigacion. Estos hallazgos concuerdan con aquellos de
otros investigadores; los cuales determinaron cual era el efecto de los CEM
sobre tejido hematico de ratones y encontraron diferencias entre los grupos
expuestos a CEM y los grupos no expuestos a dicho factor ( (Malaguti et al,,
1980; Blanchi et al, 1973; Poznaniak et al.} 1977). Sin embargo, en el
presente estudio mo se encontraron diferencias estadisticas ea los grupos

¢ombinados ¥ cronicos (exposicion fraccionada) comparados eon los grupos
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testigo. Estos resultados tienen similitud a los obtemdos por Bonhome-Faivré
et al. (1998-a), quienes expusieron ratones a CEM de 5 uT durante 365 dias
no encontrande alteraciones en los neutréfilos. Por otra parte Selmaoui et ak

(1996} evaluo el efecto de los CEM de 10 uT en seres humanos no
encontrando diferencias en estas células entre los individuos expuestos a CEM
¥ los individuos del grupo testigo.

Ng¢ se encontrd efecto de los CEM en ninguno de los tratamientos
aplicados sobre el mimero de eosindfilos. Estos resultados confirman lo
observado por otros investigadores (Margonate et al., 1995; Valderrama-
Zuriel, 1997; Ubeda et al., 1997; Bonhome-Faivre et al., '1998-a) quienes
tampoco obtuvieron efecto de los CEM sobre este parametro. Sin embargo, en
otros estudios $e han revelado efectos de los CEM sobre eosinéfilos
observindose una disminucion de los mismos (Bonhome-Faivre et al.,"1988-b;
Zagoroskaia, 1990).

Resultados similares se obtuvieron con basofilos ya que no se
encontraron diferencias entre los grupos tratados con CEM y los grupos
testigo. Lo cual concuerda con Ubeda et al. (1997) quienes expusteron ratas a
un CEM de 1.5 mT no obtemendo cambios en el numero de baséfilos
circulantes en sangre. Otros trabajos igualmente demuestran que kos CEM no
tienen efectos sobre basofilos (Marino et al., 1977; Margonato et al., 1995;
Bonhome-Faivre et al., 1998-a), sin embargo las intensidades fueron menores
a las utilizadas en la presente investigacion.

Por otra parte se observo que el nimero de linfocitos disminuia en los
animales expuestos a intensidades de 1.0, 1.5 ¥ 2.0 mT. Esto concuerda con
varios trabajos presentados (Meda et al_, 1976; Bayer et al., 1977; Malaguti et
al.,, 1980; Blanchi et al., 1973; Cossarizza et al., 1989; Bonhome-Faivre et al.,
1998-b; Zagoroskaia, 1990). Como en ¢l caso de los neutrofilos mencionados
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anteriormente, esta alteracion en los linfocitos fue observada en todas las
intensidades magnéticas aplicadas.

Una gran cantidad de estudios indican que los CEM similares a los
utihzados en esta investigacion son capaces de provocar efectos sobre ¢l
metabolismo de la célula, dando alteraciones en la sintesis de DNA, RNA ¥
proteinas. Algunos de los efectos que se han observado a nivel celular son:
supresion de la proliferacién de linfocitos T y alteracion de componentes de la
membrana (Adey, 1981).

Por otra parte, no se encontrd efecto combinado de los CEM y la MMC
sobre linfocitos de ratén. Se sabe que el efecto principal del mutigeno MMC
es a nivel del DNA y ademds es inhibidor de la division celular (Matter y
Granwiler, 1975) y por su parte los CEM tienen cotmno sitio prinicipal de accion
a la membrana celular (Liburdy, 1992). Sin embargo, si se ha informado de
efectos de los CEM sobre el DNA, al menos en forma indirecta (Goodman y
Blank, 1997).

En cuanto al tratamiento cronico de CEM sobre linfocitos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ¢l grupo tratado
con CEM y el grupo control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Le Bars y Andre (1976), quienes expusieron ratas a CEM durante un
periodo de 300 dias no encontrando alteraciones en los grupos expuestos a
CEM. Ademas, hay que tomar en cuenta los mecamsmos de reparacion, pues
los animales pasaron 16 horas sin exponerse al campo y en este tiempo bien
podrian revertirse algunos efectos citotéxicos provocados por los campos
magnéticos (Cadossi et al., 1992).

Finalmente, y en lo que respecta al efecto de los CEM sobre el niimero
de monocitos, s¢ encontrd que solamente el grupo expuesto a la intensidad de
1.0 mT fue el que presenté un incremento significativo en estas células. Este
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aumento en el niumero de monocitos fue obtenido también por Poznamiak et al.
(1977) al exponer ratones a CEM por 6 semanas encontrando un aumento en
el mimero de monocitos comparado con ¢l grupo control, ademds de un

aumento en la concentracion de corticosteroides.
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CONCLUSIONES

Los €CEM de 1.0 mT de 60 Hz aplicados por~72 k provocaron
incrementos en ¢l porcentaje de neutrofilos y monocitos en sangre, asi como
una disminucién en la CCMH ¥ linfocitos en ratones Afus musculus Linea
BALB/c in vivo,

“Los CEM de 1.5 mT de 60 Hz aplicados pof 72 h provocaron un'
incremento en los valores de CCMH y- porciento de neutrdfilos en sangre
ademds de una disminucién de linfocitos de ratones Mus musculus Linea
BALB/c in vivo.

Los CEM de 2.0 mT de 60 Hz aplicados por 72 h provocaron un
incremento de neutréfilos ¥ una disminucién de poteina total del plasma y
linfocitos de ratones Mus musculus Linea BALB/c in vivo,

Los CEM de 2.0 mT de 60 Hz aplicados por 72 h en combinacién con
MMC (Smg/kg) incrementaron los valores de CCMH de ratones Mus
musculus Linea BALB/c in vivo.

La exposicién a CEM de 2.0 mT de 60 Hz por un periodo diario de 8
horas por 10 dias consecutivos no provocaron alteraciones en los parimetros

hematol6gicos de ratones Mus musculus Linea BALB/c in vivo.
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CAPITULO IV

Evaluacion del Efecto Clastogénico de
Campos Electromagnéticos de 60 Hz en
Células de Médula Osea de Ratén Mus

musculus Linea BALB/c in vivo Mediante
la Prueba de Micronucleos.



ANTECEDENTES

Como se sefiald en el capitulo anterior; ha existido en los ultimos afo¥
una gran polémicg acerca del potencial efectd genotodxico t?"(:itotc'n:icu
asociado 4 la exposicidn € campos electromagnéticos (CEM) de frecuencia
extremadamente baja, similares a los que comunmente estamos expuestos.

En este capitulo se presentan los resultados del efecto clastogénico’
fn;ptura del material genético) que un campo magnético puede ejercer en un
modelo muring utilizando como blancd” a ld médula 6sea de ratén Adus
musculus Linea BALB/c. Cabe mencionar que un punto fuerte de la polémica:
en torno al efecto genético de los CEM, radica en ¢l hecho de que éstos tienen
una energia tan baja { € 10 electr6n Volts ) que en forma directa no deberiar
romper ka molécula de DNA (Goodman y Blank, 1997) sin embargo, estos
mismos autores sugieren un efecto de los campos magunéticos sobre el DNA ya
que la molécula de este 4cido posee una conduccidn electrdnica sumamente
alta de alrededor de 1.6 x 10™ coulombs / seg , lo cual podria verse afectado
por la influencia de un CEM. Asimismo, previamente se habia informado que
¢l DNA puede curvarse cuando las cargas en un segmento de una de sus
cadenas son neutralizadas y en sf esto originaria, inestabilidad (Strauss ¥
Maber, 1994).

A continuacion se presenta ¢l marco tedrico que corresponde a la prueba
que se eligié para tratar de¢ demostrar si hay algin efectt’ de los campos
magnéticos en la ruptura de DNA, esta es la llamada prueba de micronicleos.

Fundamento de 1a Técnica de Micronucleos
Los micronucleos (MN) son cuerpos redondeados de origen muclear
encontrados ¢n el citoplasma, fucra del nacleo principal. S¢ asemejan al
2%



micleo en forma y propiedades de tincion y pueden vanar ampliamente en
tamafio. Se originan de fragmentos acéntricos, los cuales han sido excluidos
del micleo hijo durante la divisién celular; pueden ser también formados por
cromosomas enteros que se rezagaron durante las divisiones celularey
precedentes debido & que mo se unieron al huse acromético (Rooney ¥
Czepulkowsld, 1992).

Los micronlcleos; también conocidos por muche tiempar por los
hemat6logos eomo los cuerpos de Howell-Jolly, se idenfificaron- en. los
eritrocitos policromaticos (EPC) que quedaban después de la expulsion del
nicleo principal, pero que ain conservan gran cantidad de acido nbonucléico,
1o que hace que adquieran una tonalidad azul al ser tefitdos con el ¢colorante de
Wrigth, contrastando con el colar rojizo de los eritrocitos normocromaticos
(ENC) Esta observacion, dio origen a la llamada prueba de micronucleos, al
observar -estos eomo la alteracion principal en médula ésea de hamsters
tratados con un agente mutagénice (Boller y Schmid, 1970; Schimd, 1970;
Schmid, 1975)s La simplicidad de la técmica, su facil determinacién ¥
adecuada sensibilidad la hicieron una prueba muy valiosa en ensayos de
mutagenicidad habiendo sido primero establecida en médula ésea de roedores
y posteniormente ampliandose a linfocitos humanos (Rooney y Czepulkowsky
. 1992). Asimismo, los EPC expresados en porcentaje de aparicién ¢con respecio
4 los ENC, son un buen indicador del tiempo requerido para que una célula
enitropoiética nucleada pierda el nucleo y se convierta en un EPC y con esto
evaluar la maduracién y division de las células eritrociticas (Vijayalaxmi et
al., 1999).
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Microntucleos y Campos Magnéticos

Una de las primeras investigaciones que traté de evaluar genotoxicidad
producto de un efecto clastogénico ocasionado por los campos
electromagnéticos es aquella llevada a cabo por Nordenson et al. (1984) que al
medir dafios en el material genético de 20 trabajadores de linea eléctricas; in
vivo observaron un incremento significativo en rupturas cromosomicas
comparado con el grupo control, pero, al ¢xponer linfocitos en cultivo de
sangre periférica a 50 Hz con 1 mA/cm’, se encontrd que no se inducia ningin
dafio al material genético.

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo por Nordenson et al. (1988),
para evaluar aberraciones cromosémicas y células micronucleadas en 38
trabajadores de una subestacion eléctrica, se observd que al ser comparadas
con un grupo control, los trabajadores expuestos presentaron un incremento
significativo en aberraciones cromosomaicas y células con MN.

De la misma manera, en otro estudio El Nahas y Oraby (1989),
encontraron un incremento de los MN en médula dsea de ratones expuestos a
campos eléctricos de frecuencia baja y éste incremento mostro dependencia de
la dosis de campo aplicado.

Shimizu et al. (1991) reportan un incremento en la frecuencia de MN en
células de mamiferos pretratadas con fluoruro de sodio y expuestas in vifro a
campos magnéticos estaticos de 0.15 a 1.0 T con respecto a aquellas que solo
fueron expuestas al fluoruro de sodio.

Sin embargo, Scarfi et al. (1991) informan que al comparar cultivos de
linfocitos humanos de 16 donadores sanos se observé que el grupo expuesto a
un campo magnético pulsante de frecuencia extremadamente baja presentd
una frecuencia de MN similar a la del grupo control, asimismo un grupo

expuesto al campo pulsante y con el mutageno quimico Mitomicina-C (MMC)
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no zesulto -afectado en la frecuencia de MN inducidos por el farmace en
eomparacion con un grupo sin expasicion 3l campo pero con el mutagene.

Un andlisis hecho por Valjug et al. (1993) a 27 trabajadores ne
fumadores de lineas eléctricas con wma considerable exposicion a CEM de 50
Hz ¥ 27 no fumadores instaladores de lineas telefonicas comg grupo de
referencia, mostrd que ne hubo diferencias_en. euanto a formacion de
cromatidas hermanas, indices de replicacion e MN, pero el rango principal de
linfocitos con ruptura en las cromatidas fue mas alto- entre los hombres
expuestos que entre los del grupo de referencia.

En otro estudio Scarfi et al. (1993), utilizaron linfocitos humanos de 33
donadores sanos, y demostraron que la exposicion a 50 Hz de CEM
sinusoidales sobre un amplio rango de intensidades (0.15-10 kV { m en aire)
no aumentaba la frecuencia espontinea de MN. Ademds, esios campos no
afectan las mutaciones por MMC, sugiriendo que no producian ningin efecto
sinérgico o antagdnico.

Por otro lado, Scarfi et al. (1994) expusicron cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica a un campo magnético pulsante de 50 Hz,
buscando evaluar ¢l efecto genotoxico con la induccion de MN, induceion de
aberraciones cromosomicas € indice mitdtico, ¥ observaron que no hay efectos
genotoxicos ni incremento en el indice mitdtico en los cultivos expuestos
comparados con el grupoe control.

En otro estudio hecho por Tofani et al. (1995) se encontré que la
exposicion de hinfocitos humanos a campos de 140 puT a 50 Hz o a campos de

75 & 150 pT a 32 Hz, con el campo geomagnético anulado ne mostraban un
incremento en la formacién de MN; la exposicion al campo tampoco afectd &
la genotoxicidad inducida por drogas. Asimismo, ¢uando no se¢ anulaba el
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campo ‘geomaguético (4§ uT en paralelo al campo AC) nd se observé un
mcrementa significativo de células micronucleadas.

Al evaluar fa frecuencia de MN inducida por MMC en células de
hamster chino CHL/AU bajo el efecto de un campo magnético estético (CMEJ
de 4.7 T ik vitrd! s observd una disminucion significativa en el grupo
expuesto al CME cada 6 hrs en células micronucleadas inducidas con MMC,
estimada en los cultvos a las 18, 42, 54 y 66 hrs. L.a frecuencia mis alta de
células MN por MMC fue observada en los cultivos con un tiempo de 42 hrs ¢
disminuyd gradualmente de la misma forma en el expuesto al CME asi come
en el control (Okonogi et al., 1996).

Por otra parte, pruebas realizadas por Scarfi et al. (1997) indican que
campos pulsados de 1300 uT de intensidad & 100 Hz incrementaron 1i
formacidn de MN en linfocitos humanos expuestos durante 72 h.

En un estudio mas reciente de Simké et al. (1998) se observd que al
estudiar la induccién de MN en células de fluido amnidtico (CFA) humano i
vitrd expuestas continuamente % unm campo magnéticd de frecuencia
extremadamente baja (50 Hz y 1 mT) y a la vez, tratar de comparar Ia
eficiencia de dos sistemas de cxposicion a diferentes tiempos (Bobina
Helmholtz ¢ Bobina Merrit), asi eomo también comparar el efecto de la
orientacion del campo magnético con respecto & la superficie del medio de
cultivo; encontraron que: hubo un incremento estadisticamente significative
con respecto al grupo control en frecuencia de MN en las células expuestas
después de 72 h en exposicion vertical en la Bobina Merrit, este mismo efecto
no se logro establecer después de la exposicion en la Bobma Helmholtz. Sm
embargo, después de 24, 48 y 72 h ocwre el aumentc en MN al tomar una
geometria de exposicion horizontal en la Bobina Helmholtz en comparacién
con fos controles y, por otro lado, en la Bobina Memit no se inducen efectos
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genotoxicos con dicha exposicion horizoatal. Por otra parte, utilizando ¢l
quimico N-acetil.p-aminofenol como inhibidor de los mecanismos de
reparacién de DNA no se observé en las CFA un incremento en la frecuencia
de MN después de la exposicion magnética. Por lo tanto, se concluye que ef
campo electromagnético no estd estrictamente relacionado con mecamismos
clastogénicos que inducen la formacion de MN_

Recientemente, un grupo de investigadores estudiaron la induccion de
MN asi como la proliferacion celular en linfocitos humanos de sangre
periférica en cultivo, expuestos a un campo magnético sinusoidal de 50 Hz por
47 1 a intensidades de 0.05 mT y concluyeron que no se encontrd un efecto
genotdxico a las densidades de flujo magnético utilizadas, pero, por otro lado,
¢l indice de proliferacién celular se constdera afectado significativamente en
todas las intensidades utilizadas (Scarfi et al. 1999).

Han resultado interesantes los estudios realizados no solo con campos
electromagnéticos de 60 Hz, sino también frecuencias mayores como el
flevado a cabo por Vijayalaxmi et al. (1999) con ratones expuestos a radiacién
electromagnética de banda ultra amplia (REMBUA), tratando de evaluar la
frecuencia de MN en médula dsea en EPC, sin encontrar una diferencia en el
porcentaje de EPC con respecto al control, asimismo, no observaron un
awmento en la frecuencia de MN en el grupo expuesto con respecto al control,
por lo cual, concluyen que no hay efecto genotoxica en células de médula osea
de ratones expuestos a REMBUA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia son

potencialmente capaces de producir efectos gemotdxicos ¥ citotoxicos en

eritrocitos de médula dsea de raton Mus musculus Linea BALB/c.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de los campos

electromagnéticos oscilantes de 60 Hz de frecuencia a densidades de flujo

magnético de 1.0, 1.5 y 2.0 mT en eritrocitos de médula 6sea de ratén Mus

musculus Linea BALB/c,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar el efecto genotdxico de los CEM de 60 Hz de frecuencia a
densidades de flujo magnético de 1.0, 1.5 y 2.0 mT a las 72 h de
exposicion mediante el uso de la prueba de micronticleos en eritrocitos
de médula 6sea de ratén Mus musculus Linea BALB/c.

Evaluar ¢l efecto genotoxico de una exposicion combinada de un CEM
de 60 Hz de frecuencia a una densidad de flyyjo magnético de 2.0 mT
méis MMC (5 mg/Kg) a las 72 h de exposicion mediante el nso de la
prueba de micronicleos en eritrocitos de médula 6sea de raton Mus
musculus Linea BALB/c,

Evaluar el efecto genotoxico de los CEM de 60 Hz de frecuencia a una
densidad de flujo magnético de 2.0 mT a los 10 dias con 8 h diarias de
exposicion mediante el uso de la prueba de micronilicleos en eritrocitos
de médula dsea de ratom Mus musculus Linea BALB/c.
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4.~ Evaluar ¢l efecto citotoxico de Jos CEM de 60 Hz de frecuencia a
densidades de flujo magnético de 1.0, 1.3 y 2.0 mT a las 72 h de
exposicion mediante el % EPC en médula dsea de ratén Mus musculus
Linca BALB/g;

5r Evaluar el efecto citotdxico de una exposicion combinada de un CEM
de 60 Hz de frecuencia a una densidad de flyo magnético de 2.0 mT
méas MMC (5 mg/Kg) a las 72 h de exposicion mediante el % EPC en
médula osea de raton Mus musculfus Linea BALB/c.

6~ Evaluar el efecto citotoxico de los CEM de 60 Hz de frecuencia a una
densidad de flyjo magnético de 2.0 mT a los 10 dias § k diarias de
exposicion mediante €l % EPC en médula dsea de ratén Mus musculus
Linea BALB/c.

132



MATERIAL Y METODO

Material Biolégico.

Se utilizaron 54 ratones macho Mus musculus Linca BALB/c de entre
10 y 12 semanas de edad procedentes del Bioterio de la Facultad de Medicina
de la UANL.

Reactivos.

Medio RPMI (GIBCO), Suero fisiologico (PiSA, Lote 119464), Heparina,
Suero Fetal de Ternera (GIBCO), Mitomicina-C (SIGMA): Lote 41F-0239. Se
disuelve el frasco de 0.5 grs en 5.0 ml de suero fisiolégico estéril para una
concentracion final de 100 mg/ml , Colorante de Wright 0.3 % (CTR),
Solucion amortiguadora de Fosfatos pH 6.8 : Na,HPO, 0.06 M, 0.852 grs,
KH,PO, 0.06 M, 0.816 grs., Xilol puro (Baker), Alcohol etihico 70 % (Merck).

Cristaleria.
Tubos de vidrio para centrifuga de 15 ml de volumen, Pipetas Pasteur, Pipetas
de vidrio de 5 ml., Bulbos de hule para pipeta, Cajas petri desechables,

Portaobjetos y cubreabjetos.

Material y equipo quirargico.

Estuche de diseccion, Algoddon, Gasas, Jeringas de 100 U para Insulina con
agwa (29 x 13 mm, PLASTIPAK), Jeringas de 3 ml (21 x 25 mm,
PLASTIPAK).
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Equipo de Laboratorio.
Centrifuga DYNAC II Clay Adams No. serie 251086, Microscopio
compuesto con objetivo de Inmersidn (ZEISS, No. serie 1107J13877).

Disefio Experimental

Las dosis de densidad de flujo magnético utilizadas fueron de: 1.0, 1.5,
y 2.0 mT y ademas de una exposicion combinada a un CEM de 2.0 mT mas el
mutigeno quimico Mitomicina-C a una concentracion de 5 mg/kg, el tiempo y
tipo de exposicion fue aguda de 72 hrs, cada uno comparado con un testigo
negativo sin cxposicion a factores fisicos o quimicos y un testigo positivo
tratado con MMC (5 mg/Kg). Asimismo, debido a la importancia en lo
referente a exposicion laboral a CEM se manejé una exposicion fraccionada a
una intensidad magnética de 2.0 mT, ya que ésta es considerada una densidad
de flujo magnético presente en las subestaciones eléctricas (Benz y cols,
1987), simulando por un periodo de 10 dias una exposicion de ocho horas
diarias de las 8:00 h a las 16:00 h al grupo tratamiento comparando los
resultados con un testigo negativo; en este experimento no se utilizé un testigo
positivo inductor de micronticleos para evitar riesgos de muerte por
intoxicacion cronica a los animales expuestos. Debido a la ya mencionada
relevancia de un experimento fraccionado, se realizaron dos replicaciones mas
de éste para un total de tres a los 6 y 12 meses después de llevar a cabo el
primero. Para todos los tratamientos y testigos mencionados se& manejaron un

minimo de tres repeticiones.

Tratamiento Magnético de los Animales.
Los animales fueron expuestos a campos electromagnéticos oscilantes

de 60 Hz, dentro de un solenoide como el especificado en el capitulo I de esta
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investigacion, en lo correspondiente al modelo de exposicidon in vivo. Las

dosis utilizadas fueron 1.0, 1.5 y 2.0 mT.

Tratamiento del Testigo Positivo,

Se seleccioné el compuesto quimico Mitomicina-C como testigo
positivo, debido al efecto clastogénico conocido que provoca en eritrocitos de
médula 6sea (Matter y Granwiler, 1975), la concentracion elegida fue la de 5
mg'kg va que es la de mayor poder de induccion de micronicleos de acuerdo a
Montes de Oca-Luna (1982). |

Se procedid a una aplicacidén unica del mutageno suspendido en suero
fisiologico como anteriormente se menciond, inyectandolo de forma aséptica
por via intraperitoneal y se ajusté de acuerdo al peso de cada amimal. La
inyeccion se realizé momentos antes de exponer el grupo tratamiento a la

estimulacion magnética.

Obtencion y procesamiento de médula 6seca.

Posterior a la exposicion de los grupos, se llevo a cabo la prueba de
micronucleos y la de proliferacion celular en EPC de médula désea, utilizando
la técnica clasica de Schmid (1975). Primero se procedio al sacrificio del
animal el que se realizé por dislocacién cervical, se extrajeron ambos fémures
y se colocaron en cajas petri que contenian suero fisiol6gico y con gasa se
retird el exceso de miusculo adherido al hueso. Posterior a esto se cortaron las
epifisis de cada hueso femoral, de esta forma quedd a la wista el canal
medular. Previo a esto, se prepard un tubo de centrifuga con 3.0 ml de medio
RPMI mas 10 gotas de heparina, se extrajo 2.0 ml de esta solucidn con ayuda

de una jeringa con aguja, para introducirla al canal medular y extraer por
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goteo la médula 6sea y recibirla en el tubo de centrifuga. La muestra sec
suspendié y fue agitada suavemente para evitar coagulacién.

Se procedid a centrifugar la muestra por cinco minutos a 1500 rpm,
desechandose el sobrenadante y se agregd nuevo medio RPMI repitiéndose la
operacion tres veces para obtener una scparacion homogénea de la muestra.
Finalmente se agregaron de cuatro a cinco gotas de suero fetal bovino a la
pastilla celular y se resuspendi¢ de nuevo. Una gota de la suspension se colocod
en un portaobjetos desengrasado y limpio para llevar a cabo la extension de la

muestra por barrido con ayuda de otro portaobjetos.

Tincion de Laminillas.

Cada portaobjetos con la extension celular se cubrié en forma horizontal
con colorante Wrigth 0.3 % con 1 % de glicerina por uvn tiempo de 3.5 mmn. A
continuacion se afadio la soluciéon amortignadora de fosfatos sobre el
colorante dejandolo reposar por 4.5 min. Se lavo en agua cortriente y se seco al
aire, posterior a esto se introdujo la laminilla en Xilol puro por 45 seg para

aclarar la muestra.

Lectura de Laminillas.

La lectura de las muestras se llevd a cabo en un microscopio compuesto
con objetivo de inmersién (100 x) y se contabilizd la frecuencia de
microntucleos en 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) considerando la
aparicién de estos cuerpos. Aparte, se contabilizaron los primeros 1000
eritrocitos vistos bajo el microscopio para obtener €l numero de EPC y de

ENC, para de esta manera expresar el resultado en % EPC.
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Anilisis Estadistico.

Los resultados de Ia prueba de micronticleos y % EPC fueron analizados
con la ayuda del paquete de computacion SPSS. versién 8.Q (Ferran-Aranaz,
1996); Para el caso de la prueba de MN se obtuvo primero el tipo de
distribucion que presentaron los datos para cada experimento con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, al no presentar una distribucion normal, a dichos datos
se les aplicé la prueba nmo paramétrica de Kruskall-Wallis para establecer si
existia diferencia entre los testigos % tratamiento de cada uno de los
experimentos. Para los diferentes grupos analizados, aquellos que presentaron
diferencias significativas se sometieron a la prueba no paramétrica de U de
Mann-Whitney para ¢stablecer cual grupo marca la diferencia. Para el caso del
% EPC, se aplico la transformacion Arcoseno (Zar, 1996) y se convirtieron los
fesultados a sadianes, y con esta transformacion los valores tuvieron uma
distribucion normal. A los datos transformados se les aplicd un anilisis de
varianza para establecer la diferencia entre cada tratamiento para-<ada

experimento.
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RESULTADOS

En la Tabla I se muestran los resultados del experimento de 1.0 mT de
intensidad y 72 h de exposicion. Se puede observar que resalta una
homogeneidad entre el testigo negativo y el tratamiento ya que éstos no
presentaron  diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, el
mutageno quimico utilizado como control positivo mantiene el esperado
efecto clastogénico induciendo la formacion de MN. Se asume que, a esta
intensidad magnética no se presenté un efecto genotdxico de los campos
electromagnéticos, asimismo, no se observé un cambio ¢n la prohiferacion
celular al evaluarse por medio del % EPC.

Por otro lado, en el expenimento de 1.5 mT de intensidad magnética y
72 h de exposicion se encontré que al comparar €l grupo tratamiento con el
testigo negativo s¢ presentaron diferencias significativas entre ellos, asimismo,
se observd una diferencia entre el tratamiento y el testigo positivo como se
esperaba. Por otra parte, la proliferacion celular no se vio afectada va que en
esta variable no se presentaron diferencias al realizar el analisis de los
resultados. (Tabla I).

Con respecto al analisis estadistico de los resultados del experimento de
20 mT de intensidad y 72 h de exposicion denotdé una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de microntceleos entre los
grupos testigo y el tratamiento, se observé que este ultimo present6é un nimero
mayor de aparicién de estos cuerpos nucleares. Al evaluar la proliferacion
celular por medio del % EPC, se observo un ligero aumento en ¢l tratamiento
expuesto al CEM en relacion con el testigo negativo, sin embargo, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla I).
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EXPERIMENTO MEDIA DE LA MEDIA % EPC (+ DE)
FRECUENCIA DE MN EN
1000 EPC (+ DE)

1.0mT 2.00 (2.00) b 5586 (3.97)
Testigo ( - ) 233 (058) b 51.16 (3.23)
Testigo (+ ) 10.00 (1.73) a 6023 (71.22)
1.5mT 533(1.15)ab 54.06 (6.37)
Testigo ( - ) 243 (0.54) b 52.18 (321)
Testigo ( +) 11.00 (1.65) a 61.93 (6.98)
2.0 mT 2533 (3.51) ab 5523 (2.22)
Testigo ( - ) T 7.00(2.65)b 53.76 (2.66)
Testigo (+) 19.67 (2.89) a 57.83 (1.26)
2.0 mT + MMC 3.33 (0.58) b 59.73 (4.80)
Testigo ( - ) 6.00 (1.73) b 64.73 (3.91)
Testigo ( +) 13.00 (3.00) & 56.73 (3.80)

Tabla 1. Resultados de la evaluacidon del efecto genotéxico y citotdoxico al
exponer a CEM de diferentes intensidades por 72 h eritrocitos de médula ésea
de ratén Mus musculus Linea BALB/c in vivo mediante la frecuencia de
micronucleos y % EPC. (a) presenta diferencia significativa con el testigo
negativo (p < 0.05), (b) presenta diferencia significativa con el testigo positivo
(p<0.05)
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En lo que concierme al experimento de 2.0 mT de intensidad magnética
por 72 h combinado con el mutigeno quimico Mitomicina-C se abservd un
efecto antagénico del mutiageno con ¢l CEM, ya que los animales tratados con
los dos factores presentaron un menor indice de frecucncia de MN en
comparacion con el testigo positivo tratado solamente con el mutigeno y
como se esperaba, éste a su vez mostrd una diferencia significativa con el”
_testigo negativo (p < 0.05). En cuanto a la proliferacion celular estimada por ¢l
% EPC, no s¢ encontrd ninguna diferencia entre los grupos (Tabla I).

Por su parte, la Tabla IT muestra los valores promedio de la frecuencia
de MN y % EPC de los experimentos fraccionados de 2.0 mT de intensidad
magoéticd durante 10 dias con 8 h diarias de exposicion. En ¢l primer
experimento. fraccionado, se observa un aumento en la frecuencia de
micronicleos al comparar los resultados del grupo tratamiento con el grupo
testigo negativo. Debido a la ya mencionada importancia de éste tratamiento y
a los resultados obtemidos en este primer experimento fraccionado, se replicéd
el mismo a los & meses y a los 12 meses, y se obtuvieron datos que avalan el
hallazgo inicial en cuanto a un aumento en la frecuencia de micronicleos
E]ducida por un CEM de 2.0 mT de densidad de flujo magnético, Por otra
parte, no se¢ observd un cambio estadisticamente significativo en la
proliferacion celular al evaluarla por medio del % EPC en ninguno de los
experimentos realizados.
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EXPERIMENTO MEDIA DE LA MEDIA % EPC (+ DE)
FRECUENCIA DE MN EN
1000 EPC (+ DE}
| Inicial

20 mT 13.33 (5.03) 54.69 (2.43)
Testigo ( -) 433 (2.52) 53.67 (6.26)

Replicacion a los 6 meses
2.0mT 15. 67 (1.53) 61.80 (4.65)
Testigo (-) 5.67 (3.06) 56.20 (6.67)

FRepIicacién a ios 12 meses
2.0mT 11.00 (1.00) 53.23 (9.22)
Testigo ( -) 4.33 (1.53) 59.27 (2.48)

Tabla I1.- Resultados iniciales y replicados a los 6 y 12 meses de la evaluacion
del efecto genotdxico y citotéxico al exponer a CEM de 2.0 mT de intensidad
por 10 dias 8 h diarias eritrocitos de médula Oseca de raton Mus musculus Linea
BALB/c mediante la frecuencia de micronicleos y % EPC, donde los grupos

expuestos al CEM presentan diferencia significativa en comparacion a los

grupos testigo (p < 0.05).
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DISCUSION

En general, de acuerdo a los resultados del presente estudio, se observd
un aumento en la frecuencia de micronicleos de médula 6sea Mém
inducida por los campos electromagnéticos a intensidades de 2.0 ;ﬁ [3mTa
las 72 horas, sin embargo, a la densidad de flujo magnético de 1.0 mT este
efecto ya no se presentd. Asimismo, se encontré un efecto antagdnico entre un
CEM de 2.0 mT y €l mutdgeno Mitomicina-C La dosis fraccionada que
simula una exposicion laboral a los CEM de 2.0 mT con una duracion de 10
dias y 8 horas diarias de exposicién indicé, al igual que 4 las 72 h, un aumento
en la frecuencia de MN. Por otra parte, no s¢ encontré una variacion
estadisticamente significativa en la proliferacion celular estimada por medio
del % EPC en ninguno de los casos mencionados.

Los resultados experimentales obtenidos a una intensidad magnética de
15 y 2.0 mT concuerdan con los reportados por algunos autores tales como
Nordenson et al. (1984 y 1988), El Nahas y Oraby (1989), Shimizu et al.
(1991), Scarfi et al. (1997) y Simkd et al. (1998); quienes reportan un aumento
en la frecuencia de MN. Es importante mencionar que todas las
investigaciones anteriores fueron llevadas a cabo en diferentes tipos celulares,
y también existe una variacion en el tipo de campo utilizado y su intensidad.

Por el contrario, Scarfi et al. (1993, 1994 v 1999) mencionan que CEM
sinusoidales y pulsantes no afectan [a frecuencia de MN, esto es ratificado por
Tofani et al. (1995) con CEM oscilantes. Las prucbas realizadas por Scarfi et
al. (1993 y 1994) se pueden comparar con las hechas por Nordenson et al.
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{1984) quienes al igual que ellos realizaron experimentos oon cultivos de
Jinfocitos de sangre periférica ¥ sin registrar cambios en la frecuencia de MN,
Estos resultados cambian notablemente al realizar las pruebas ir vive, de aqui
que estas variaciones se interpretaron come diferencias de -condiciones al
realizar las pruebas in vitro e in vivo, Lo mismo ocurre eon la investigacion
hecha por Tofani et al; (1995) en la cual aparte de la condicion anterion,
también se observd que se utilizé una intensidad de CEM menor (150 uT).

Cabe destacar que en los resultados presentados por Scarfi et al. (1999)
1o se encontraron efectos genotoxicos de los campos magnéticos al exponet
culttvos de linfocitos humanos, al igual que el presente trabajo, a la intensidad
magnética de 1.0 mT no se presenta el efecto <lastogénico observado en las
dosis mayores. El trabajo realizado por ¢llos utiliza un rango de intensidad
magnética de 0,05 4 1.0 mTr Por otra parte, estos autores mencionan um
cambio en el la proliferacion celular que mo se observd en este estudio por
medio de la prueba de % EPC.

Otras investigaciones difieren en los tresultados observados en fa
investigacion, tal como aquellos obtenidos er la frecuencia de micronucleos
por Vijayalaxmi et dl. (1999), solo que ellos ¢valuaron el efecto con radiacion
electromagnética de banda ultra amplia (REMBUA), ¥ esto podria ser
explicado por ¢l cambio de energia electromagnética, lo que fambién se ha
observado en otros estudios como €l de Prasad et al. (1984) quienes utilizaron
resonancia magnetica nuclear como fuente de expasicion.

En cuanto al efecto antagénico encontrado entre un CEM de 2.0 mT ¢
MMC (5 mg/Kg) se reportan resultados parecidos usando un campo
magnético estitico (CME) con MMC (Okonogi et al, 1996), donde se
expusieron al CME células pretratadas con MMC y con esto se disminuia Ia
frecuencia de aparicién de MN en comparacion ¢on el grupo que solo tenia

-
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MMC. La diferencia con presente estudio es que aqui los animales fueron
expuestos simultaneamente a los dos factgys 5wy v i) i 2 B0

En contraste, estudios realizados por Shimizu et al. (1991) mencionan
un efecto sinérgico de los CME con el mutageno quimico fluoruro de sodio en
la frecuencia de MN en c¢é€lulas de mamifcros. Por el contrario, Scarfi et al.
(1991 y 1993) no observaron efectos sinérgicos o antagoénicos tanto de un
campo magnético pulsante como de un CEM y el mutageno quimico MMC.
Sin embargo, Heredia-Rojas et al. (2001) al trabajar con linfocitos humanos en
cultive y evaluar proliferacion celular a la misma dosis magnética utilizada
aqui y combinado con MMC encontraron un efecto antagonico de los CEM
con la MMC, esto puede atribuirse a que ocurran cambios fisicoquimicos en la
MMC al igual que ocurren con otras moléculas de origen biolégico que se
encuentran bajo la influencia de un CEM (Mitnik et al., 1995).

En lo que concierne al experimento de exposicion fraccionada que
simulé condiciones laborales (10 dias, 8 h diarias a 2.0 mT) en donde se
observd un aumento en la frecuencia de MN, esto concuerda c¢on lo informado
por Nordenson et al. (1984 y 1988) en trabajadores de lineas eléctricas. Por el
contrario, un analisis realizado por Valjus et al. (1993) menciona no encontrar
diferencias en la frecuencia de MN de trabajadores de lineas eléctricas, sin
embargo, se reporta que ocurre un rompimiento de cromatides lo cual se
vislumbra como una alteracion clastogénica atribuida al campo magnético.

Al analizar la proliferacién celular bajo estas condiciones por medio del
% EPC se encontré que no ocurren cambios estadisticamente significativos, lo
cual coincide con lo reportado por Vijayalaxmi et al. (1999) aunque clios
utilizaron REMBUA.

Es importante observar las diferencias encontradas por Simko et al.

(1998) en lo referente a la geometria de exposicidén a un campo magnético, asi
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como también el tipo de bobina utilizado para tal fin: Ya que este experimento

marca una diferencia clara entre cada investigacion publicada, por lo cual,
debe buscarse la estandarizaciéon de los métodos de exposicion a CEM, asi
como el sistema inductor del campo, de esta forma estos investigadores tratan
de dar una explicacion a la variabilidad de los resultados obtenidos por cada
investigador en lo referente al efecto clastogénico de los CEM.

En vista de estos resultados controversiales sera necesaria la realizacion

de mas estudios al respecto tratando de controlar al maximo las variables

experimentales.
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CONCLUSIONES

ma exposicion iz vivo a campos electromagnéticos de 60Hz de frecuencia &
1.5 y 2.0 mT de densidad de flujo magnético durante 72 b produce un
efecto genotdxico en eritrocitos de médula 6sea de ratén Mus musculus

Linea BALB/c al evaluarse por medio de la prueba de micronicleos.

2. Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia y 2.0 mT de
densidad de flujo magnético a las 72 h tienen un efecto antagonico sobre el
efecto genotdxico de la Mitomicina-C en eritrocitos de médula 6sea de
raton Mus musculus Linea BALB/c al evaluarse por medio de la prueba de

micronuclegs.

3. La exposicion fraccionada a campos electromagnéticos de 60 Hz de
frecuencia y 2.0 mT de densidad de flujo magnético durante un periodo de
10 dias con 8 h diarias de influencia magnética produce un efecto
genotoxico en eritrocitos de médula dsea de ratém Mus musculus Linea

BALB/c al evaluarse por medio de la prucba de microntcleos.

4. Los campos electromagnéticos de 60 Hz de ﬁecuenm,o, T:S';‘E-.O mT
de densidad de flujo magnético no indujeron efecto citotdxico en eritrocitos
de médula 6sea de raton Mus musculus Linea BALB/c al evaluarse por
medio de la prueba de % EPC,
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CAPITULO YV

Efecto de Campos Electromagnéticos
de 60 Hz en Células espermatogénicas

de Raton (Mus musculus Linea CD-1)
in vivo



ANTECEDENTES

Los estudiod sobre el potencial genotdxico o citotdxico de campos
electromagnéticos (CEM) se han realizado mayormente en células somaticas
(Murphy et al. 1983; Juutilainen ¥ Lang, 1997 McCann et al. "1998), sin
embargo las células meidticas son también un buen modelo para el estudio del
efectd de estos campos, ademas de ofrecer informacion sobre el riesgo
teproductivo de los mismos (De Vita et al., 1993; Furuya et al., 1998).

En este capitulo se presentan los resultados acerca del efecto de CEM
de 2.0 mT sobre células espermatogénicas de ratones expuestos in vive: Los
efectos evaluados incluyeron las aberraciones en ¢romosomas meidticos de

espermatocitos y morfologia de espermatozoides.

Las células espermatogénicas como modelo de estudio de agentes
genotoxicos.

Las evidencias mis directas para detectar agentes ambientales con
potencial mutagénico provienen de estudios epidemioldgicos. Sin embargo,
este tipo de investigaciones son muy costosas y los resultados que se obtienen
Son retrospectivos; es decir, se observan solamente después que las
poblaciones han estado en contacto con un agente determunado. Por esto,
desde hace algunos afios se han buscado modelos biologicos que in vive b in
vitro, sean capaces de predecir el potencial mutagénico de agentes fisicos ¥
quimicos a los cuales los seres humanos pueden estar expuestos accidental,
ocupacional ¢ terapéuticamente (Salazar y Herrera—Montalvo,‘1992).

Un buen ejemplo de modelo de estudio adecuado para evaluar agentes
mutagénicos es el proceso espermatogénico, el cual estd -constituido de
diferentes etapas caracterizadas por el tipo celular presente. Las
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espermatogonias eonstituyen una poblacion permanente que incluye 4 su vez
una poblacion transitoria formada por las etapas de mayor diferenciacion de.
las células germinales; Las espermatogonias subsecuentemente se
transformaran en espermatocitos primarios, los cuales por divisiones meidticas
dardn origen a los espermatocitos secundarios y espermitides que se
diferenciaran finalmente en espermatozoides. (Leonard, 1973)., Tanto las
espermatogomias como los: espermatocitos son los tipos celulares mas
utilizados para el anélisis cromosomico (Adler, 1982,

La observacion de cromosomas mei6ticos en espermatocitos de machos
que 'han sido tratados com agentes mutagénicos es an método simple ¥
demostrativo para probar rutinariamente el potencial mutagénico de diversos
factores en c¢lulas de mamiferos (Leonard, 1973);

Como ya se menciond anferiormente, durante el proceso
espermatogénico la poblacion celular se encuentra en transicion hacia fases
mas diferenciadas, de esta forma las células en un estadio A pasan
obligatoriamente a un estadio B, con lo cual progresan & través de 1a metosis,
El dafio a la poblacién celular puede alterar la proporcion o tasa a la cual las
c€lulas pasan de un estadio a otro (Lyon, 1981). El arresto en una fase dada es
entonces, indicativo de fallas en la espermatogénesis (Chehval et al., 1977);

Por su parte; la célula espermitica madura proporciona wma forma
rapida y sencilla de cuantificar los efectos de agentes ambientales sobre
células germinales (Wyrobeck, 1979). En el ratén, numerosos mutigenos,
teratdgenos y carcindgenos han demostrado inducir aumentos marcados en la
fraccion de espermatozoides con anormalidades en la cabeza (Wyrobeck et al.,
1975). Al evaluar la relacion entre los cambios em la morfologia del
espermatozoide y la mutagenicidad de diversos agentes, se ha encontrado que
la prueba de morfologia de espermatozoides es altamente sensible a los
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mutagenos de células germinales (Wyrobeck et al, 1983). Ewidencias
preliminares sugieren que estos cambios pueden scr transmitidos a las

siguientes generaciones (Hugengoltz y Bruce, 1983).

Meiosis

La produccion de descendencia por medio de la reproduccion sexual
implica la union de dos células, cada una con un juego completo de
informacion cromosomica. La duplicacion del nimero cromosémico al
momento de la fecundacién debe compensarse con una reduccion equivalente
en ¢l nimero de cromosomas en un estadio previo a la formacién de los
gametos. El proceso por medio del cual se reduce el numero cromosdémico, es
decir, las células que se forman conticnen solo un miembro de cada par de

cromosomas homologos, recibe el nombre de meiosis.

La division celular por medio de meiosis (Karp, 1987)

El preambulo de la metosis, como en el caso de cualquier division
celular incluye la replicacion del DNA. La profase meidtica (Fig. V.1, A-D)es
particularmente larga, durando en la mayoria de los mamiferos 3 semanas. El
primer subestadio de la profase I es el /leproteno (Fig. V.1, A), y se caracteriza
por la graduval aparicion de los cromosomas al microscopio de luz. La
condensacion continua a través del leptoteno a manera de cuentas de rosario.
Las regiones de esta estructura que se ensanchan reciben el nombre de
CromoOmeros y se supone que representan las regiones de los cromosomas que
han sufrido algin enrrollamiento relacionado con sus segmentos no
cromomeéricos. Otra caracteristica importante del cromosoma leptoténico es la

presencia de un componente proteinaceo lateral que corre a lo largo de cada
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Figura V.1. Profase meiética. Es la fase de mayor duracién y por ello mas facil de
encontrar de la meiosis. En el raton se observan cuatro etapas principales: leptoteno (A), en
esta etapa los cromosomas son evidentes como finas hebras de material cromatinico con
una distribucion al azar. Durante la etapa de cigoteno (B) las hebras de cromatina se
aparean con sus homologos, hacia el final de esta etapa los cromosomas X y Y, que no son
homélogos se compactan en un cuerpo denso llamado vesicula sexual (VS). Es entonces
cuando las células entran a la etapa mas identificable de la profase, el paquiteno (C) donde
la cromatina se vuelve menos condensada y separada. Durante la etapa final de la profase,
llamada diacinesis (D), los cromosomas se acortan y condensan. Los quiasmas en su
terminalizacion producen configuraciones circulares o cuadrirradiales. El bivalente sexual

(BS) usualmente presenta una configuracion caracteristica de signo de exclamacion.
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cromosoma.“Cuando termina ¢l leptoteno, los cromosomas se condensan en
forma parcial y los cromosomas homologos se asocian con facilidad.

El proceso por medio del cual se¢ unen los cromosomas homélogos
recibe el nombre de sinapsis y tiene lugar durante el cigoteno (Fig. V.1, B) que
es ¢l segundo subestadio de la profase I. Durante la sinapsis los cromosomas
se ordenan dentro de los confines del espacie nuclear. El complejo formade
por un par de cromosomas homologos recibe el nombre de complejo bivalente
o tétrada.

Al parecer el apareamiento de eromosomas homdlogos tiene Tugar etk
dos estadios. En el primero, los cromosomas quedan alineadoy de¢ manera
burda. En el segundo estadio, los cromosmas se aproximan mas estrechamente
¥ en una precisa asociacion punto por punto. Las micrografias electronicas de
los cromosomas en sinapsis indican que los procesos tienen lugar por la
formaciéon de una figura llamado el complejo sinaptonémicoe (CS). Este
complejo es una estructura escalonada compuesta por tres barras paralelas y
muchas fibras atravesadas que conectan a la fibra central con las dos laterales;
las barras del CS simplemente participan en la estabilizacion de la condicion
de aparcamientoy

El final de la sinapsis marca la terminacién del cigoteno v el inicio del
siguiente estadio de la profase I, el paquiteno (Fig. V.1, €). El paquiteno es el
primero de los subestadios de la profase que tiende a ser extraordinariamente
largo. Durante este lapso, los homoélogos se mantienen juntos estrechamente
debido al complejo sinaptonémico.

El imicio del diplofeno, el siguiente subestadio de la profase I de la
meiosis; se reconoce por la disolucién del CS y la tendencia de los
cromosomas homoéiogos de los bivalentes (tétradas) a separarse de alguna

manera, conforme se separan los cromosomas homélogos puede observarse:
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que permanecen unidos en puntos especificos que reciben el nombre de
quiasmas. Los quiasmas generalmente se localizan deniro del cromosoma en
sitios donde ha tenmido lugar ¢l intercambio genético durante el
entrecruzamiento. Este sub-estadio suele ser incospicuo en el ratén y por lo
tanto no se ilustra en la figura V.1.

El subestadio final de la profase I de la meiosis recibe el nombre de
diacinesis (Fig. V.1, D), y prepara a los cromosomas para unirse con la fibras
del huso meidtico. En muchos casos, los quiasmas desaparecen por
deshzamiento a lo largo del cromosoma por un proceso que recibe €l nombre
de terminalizacién. La diacinesis termina con la desaparicion de los nucledlos,
la degradacion de la envoltura nuclear y la movilizacion de las tétradas hacia
la placa de metafase.

La Metafase I encuentra a cada par de cromosomas homologos
orientados de tal manera que ambas cromatidas de un cromosoma se
encuentran dispuestas hacia el mismo polo.

Durante la anafase I, los cromosomas homodlogos se separan. Puesto que
no existe interaccion entre una tétrada v la otra, los cromosomas matemo y
paterno de cada tétrada se segregan en dos células hijas (espermatocitos
secundarios u ovocitos secundarios). L.a anafase I es el fendmeno citologico
que corresponde a la distribucion independiente en las leyes de Mendel.

La Telofase I de la meiosis produce cambios menos dramaticos que la
telofase de la mitosis. Puesto que los cromosomas por lo general no se
revierten a una condicién de verdadera interfase. Aunque en muchos casos los
cromosomas llegan a sufrir alguna dispersion, no alcanzan el estado de
extension extrema como sucede en el nicleo interfasico.

El estadio entre las dos divisiones meioticas recibe el nombre de

intercinesis y generalmente es de corta duracion. Estas células se caracterizan
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por tenef uma cantidad diploide de DN nuclear $ un nimero haploide de
cromosomas, puesto que 2 cada cromosoma todavia lo representa un par de
cromadtidas unidas.

La Profase II sigue a Ia intercinesis y es una profase mucho mas simple
que su predecesora. T.0s cromosomas se recondensan }f se alinean en el pland
ecuatorial §¥ quedan unidos ton juegos Opuestos ‘de fibras del huso. TLas
cromatidas entonces quedan separadas en la anafase I{, como cada uno de Tos
miembros de un par de cinetocoros hermanos, los cuales quedan separados
uno del otro. Tos productos de la meiosis normal son células haploides tanto
eit la cantidad de DNA nuclear coma en el mimero de cromosomas.

De acuerdo # Loidl {1994), un aspecto sumamente importante de ia
meiosis es la recombinacion genética, la cual produce progenic con nucvas
combinaciones de caracteristicas heredables que pueded ser probadas por
seleccion natural. La recombinacion en meiosis es un importante factor en la
evolucion. La fuente primaria de recombinacion meidtica son organismos con
un namerad haploide de cromosomas. 14 segunda fuente es el
entrecruzamiento, el cual es la recombinacién intracromosomal de tipo
intergénico. Desde ¢l punto de vista citolégico, la funcion primaria del
entrecruzamiento €s proveer quiasmas como contactos estables entre

cromosomas homdlogos en orden para asegurar su segregacion regular.

Consecuencias de las alteraciones en células espermatogénicas

WOM[ 35 mutaciones genéticas pueden ser transmitidas a la progenie a través
de las células germinales lo cual se considera un riesgo serio {Leonard, 1973).
Por otra parte, las mutaciones en las células germinales pueden causar
desarrolle anormal del feto, resultando en aborto prematuro, muerte fetal,

muerte al nacimiento © descendencia con desarrollo anormal. Mis
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preocupante aun es que las mutaciones germinales pueden afectar el desarrollo
del individuo en una etapa posterior ¢ en tejidos especificos, resultando en
pubertad anormal, enfermedades neurolégicas, muerte prematura @ pueden dar
origen 3 los llamados errores innatos del metabolismo. Por otre lado, una
mutacion en las células germinales puede ser letal a la siguiente generacion
debido a que las células diploides pueden contener una combinacién no viable
de cromosomas mutados, por ejemplo un cromosoma de yna translocacton
puede haben perdido importante informacion % en cambic haber ganadae

mfortnacion innecesaria (Freese, 1971).

Efectos de radiacion electromagnética de alta frecuencia sobre. ¢élulas
germinales.

El modelo de las células germinales reproductoras ha sido utilizado para
evaluar el efecto genotdxico o citotdxico de radiaciones electromagnéticas de
alta frecuencia de tipo ionizante, par ejemplo con rayos X, asi encontramos
que Kirk y Lyon (1984); estudiaron la induccién de malformaciones
congénitas entre la progenie de ratones machos tratados con rayos X en etapas
pre-meioticas y post-meidticas. Observaron un incremento en [letalidad
dominante y en la pérdida de embriones en la etapa de preimplantacion.
Ademas hube una clara induccion de malformaciones congénitas en las etapas
post-meidticas.

Por otro lado, Matsuda et al. (1989) observaron las aberraciones
cromosOmicas inducidas en la primera metafase de évulos fertilizados con
esperma fecuperado de células espermiogénicas que fueron irradiadas con
rayos X y tratadas con Mitomicina-C (MMC) en varios estadios, usando
técnicas de fertilizacién in vitra y cultivo de embriones. La frecuencia de
aberraciones cromosémicas observadas fue marcadamente alta en los dvulos
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expuestos a rayos X de 4 grays de 16 a 20 dias, no asi en los expuestos de 0 -
8 dias. L.as aberraciones inducidas fueron predominantemente en la estructura
de los cromosomas; brechas, rupturas y fragmentos o conformacién en anillo.
También han sido estudiados los efectos de las microondas (otro tipo de
radiacion electromagnética de alta frecuencia, pero no ionizante) sobre las
células espermatogénicas, especificamente en cromosomas meioticos de raton,
evaluado por la presencia de aberraciones cromosomicas, uno de estos
trabajos fue realizado por Manikowska et al. (1978) con microondas pulsantes
de 9.4 GHz, en él reportan perturbaciones en la meiosis consisientes en el
aumento de translocaciones v umivalentes en metafase. Resultados similares
fueron observados con microondas de 2.45 GHz (Manikowska-Czerska et al.,
1985), de acucrdo a estos autores sus hallazgos indican interferencia con el
desarrollo normal de la espermatogénesis. Sin embargo, Beechey et al.(1986)
realizaron una réplica de este estudio y aunque encontraron un efecto similar,
aclaran que este fue menos severo que el reportado por Manikowska-Czerska
et al. (1985), y atribuyen el efecto observado en su estudio, al aumento en la
temperatura provocade por la exposicion (efecto térmico) y no a la exposicion

en si.

Efecto de los campos magnéticos, eléctricos y electromagnéticos en células
germinales.

Se han encontrado pocos informes acerca del potencial genotéxico o
citotoxico de los campos magnéticos, eléctricos y electromagnéticas en células
germinales, de los trabajos existentes las metodologias empleadas suelen ser
muy diversas. Las observaciones mas indirectas provienen de estudios
realizados sobre embriogénesis, ya que los parametros analizados (porcentaje

de implantacién de embriones, letalidad fetal total, numero y peso de los fetos
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vivos, letalidad dominaate, €tc.) proveen informacion sobre la calidad genética
de los espermatozoides § ¥ por consiguiente de las células espermatogénicas
en si) mvolucrados en lod procesos reproductivos. Kokoreva et al. £1990)
encontraron que la exposicion cronica a campos magnéticos constantes de 0.4
T durante el proceso espermatogénicd em ratas, provocaba un imcremente
pequefio pero significativa en la letalidad de fetos preimplantados; lo cual
puede indicar una mayor frecuencia de mutaciones letales en los gametosy
Observaron ademas que los espermatozoides maduros son resistentes a una
exposicion aguda al vampo magnético ¥ que esta exposicion ho causa
mutaciones en los gametos.

Por otro lado Kowalzuk y Saunders (1990) determinaron los efectos de
los campos eléctricos sobre embriogénesis empleando la prueba de letales
dominantes, para esto expusteron fatones machos continuamente durante dos
semanas a un eampo eléctrico vertical de 50 Hz a 20 kV/m. Las densidades de
corriente inducidas se estimaron en cerca de 100 ' mA/m’. No se encontraron
diferencias significativas en funcién de [a exposicion, en cuanto & los
porcentajes de fertilizacién ¥ sobrevivencia de embriones después de la
implantacion. Por su parte Benz et al. (1987) emplearon también esta prucba
para determmar el posible efecto de la exposicién a los campos magnéticos ¥
eléctricos producidos por las lineas de alto woltaje (60 Hz, 10 gauss — 50 kv/mt
¥ 3 gauss = [5 kv/m) sobre las ¢élulas germinales, sus resultados no muestran
efectos significativos sobre parametros como niamero de mutaciones letales
dominantes, embriones viables y muertes prematuras.

Se han empleado anélisis ‘morfologicos del epiteliv seminifero para
detectar el posible efecto de los campos electromagnéticos sabre tejidoy
Galaktionova et al. 41985), examinaron citologicamente el epitelio
espermatogénico de ratones expuestos durante 30 dias a campos magnéticos
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constantes de. 1.6 K s observaron la destruccion de elementos celulares
maduros, debido a fo eual Ia cantidad total de células espermatogénicas fue.
significativamente menor durante e inmediatamente después de la exposicion.
Asimismo, Tvanove y:-Kartashevt (1991) observaron la supresion de ia
espermatogénesis €n ratén bajo la influencia erdénica de un campe eléctrice
alternante: (40 kV/m, 50 Hz), como#resultado de alteraciones em
espermatogonias y espermatides, Otros estudios realizados por Lokhmatova ¥
Pastukhova (1993) » por Lokhmatova: (1993} han reportado wun sefects
degenerativo sobree el epitelie espermatogénico a&- consecuencia de la
exposicidn de ratones a campos eléctricos de 17 KHz (100 kV/m), algunas de
las observaciones. incluyeron la descamacion de las capas del epitelic
germinativo, reduccion del numero de células productoras de testosterona »
cambios. microcirculatorios, ambos estudios sugieren -un posible tefecta
acelerador de envejecinriento reproductivo.

Para determinar los efectos celulares de los campos maglétic;as de
frecuencia extremadamente baja en la espermatogénesis del ratéom se ha
empleado también citometria de flujo del DNA, técnica que permite analizar
la. distribucién del contenido de DNA. ©n los diferentes tipos celulares
involucrados en la espermatogénesis. De Vita et al. (1995) expusieron ratones
macho hibridos a un ¢campo de 50 Hz,.con una intensidad de 1.2 mT. En los
grupos de 4 horas de exposicion se hall6 un -descenso estadisticamente
significativo en las espermdtides clongadas después de 28 dias del tratamiento,
Este cambio sugicre un posible efecto citotoxico y/o citostitico, También
Furuya et al. (1998) emplearon este método, esta vez con campos magnéticos
de 50 Hz y 10 mT durante diferentes periodos de tiempo, y encontraron
evidencia de un posible efecto en la diferenciacion y proliferacion de las

espermatogonias, al encontrar variaciones en la distribucion de los distintos
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tipos kcelulares involucrados en la espermatogénesis (espermatogoniass
espermatocitos primarios ¥ espermétides) ¥ en la concentracion de
testosterona sérica,

Otros estudios se han enfocado & esclarecer log posibles efectos
adversos de la exposicion a campos magnéticos provenientes de dispositivos
de diagndstico, como la Resonancia Magnética (RM), Withers et al. (1985)
analizaron ¢l efecto citotdxico de un campo magnético de 0.3 T, originado por
un dispositivé de imagen de RM, sobre diferentes clases de icélulas
espermatogénicas de raton. Sus resultados no mostraron efectos adversos a
consecuencias del empleo de estos dispositivos de diagnéstico. En contraste,
otro estudio realizado per Narra et al. (1996), muestra que la exposicion a un
campo magnético de 1.5 T generado por RM parece causar algunos efectos
deletéreos sobre espermatogénesis ¥ embriogénesis en el ratén, ya que se
encontré una disminucion en conteo espermatice y un efecto importante en el
desarrollo y preimplantacion de embriones.

También ha sido analizada la posible relacion entre la exposicion a
campos magnéticos, debida a actividades laborales ¥ subfertilidad masculina,
defimda ésta por parimetras como morfologia, motilidad y concentracion
espermatica (Lundsberg et al., 1995). Los resultados obtenidos no encuentran
asociacion entre la exposicién a campos magnéticos menores de 0.3 uT ¥
efectos deletéreos sobre la salud reproductiva masculina.

Tateno et al. (1998), evaluaron el efecto clastogénico de los CEM (50
Hz; 20 mT) sobre ¢romosomas espermiticos humanos, no observaron
diferencias significativas en la incidencia de espermatozoides con
anormalidades cromosdmicas entre el grupo expuesto ¥ el grupo control. Los
tipos de aberraciones observadas ¥ sus incidencias fueron similares en ambos
grupos.
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Por otra parte, Stankevich et al. (1981) expusieron ratones blancos 6
horas diarias durante 2 meses a campos eléctricos estaticos de 15-70 kV/m y
observaron incrementos significativos en translocaciones y  otras
anormalidades en cromosomas meioticos.

Viiials-Bellido, (1990) estudié los efectos de los campos magnéticos
pulsantes de baja frecuencia sobre las células de la linea seminal de la rata
albina y encoutro alteraciones morfolégicas a nivel de los tubulos seminiferos
y variaciones en los niveles de hormonas en la sangre, al comparar las ratas
tratadas con las no tratadas, ademas observé una disminucion en ¢l nimero de
espermatogonias del tipo A, de espermatocitos leptoténicos y de
espermatocitos paquiténicos.

Como parte de un estudio muy amplio encaminado a esclarecer los
posibles efectos de 1manes comerciales con aplicaciones terapéuticas
(Terapion, Valencia, Espafia), Tablado (1996) examiné la posible influencia
de los campos magnéticos estaticos producidos por dicho iman (0.7 T), en el
desarrollo del testiculo y el epidimio y sobre la formacion de los
espermatozoides en el raton; encontrd que al parecer los campos magnéticos
generados por el iman Terapion-Plus no alteran los procesos mencionados.

En otro estudio relacionado al anterior, se verificaron pardmetros
cinematicos de espermatozoides de ratdn (motilidad y patrones de
desplazamiento). Aunque fueron observados cambios en motilidad y el patrén
de desplazamiento en los grupos tratados con campos magnéticos, los
procesos de iniciacién de la motilidad espermatica y de los patrones de
desplazamiento no fueron afectados por el tratamiento magnético (0.7 T),
ademas la produccion espermatica no presentd cambios (Tablado et al., 1996).

Mais recientemente este mismo grupo de investigadores (Tablado et al.,

1998), realizaron un estudio sobre los posibles efectos de este iman comercial
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(Terapion-Plus) sobre las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de los
espermatozoides de raton. De acuerdo a sus resultados, estos parametros no
fueron afectados por la exposicion a campos magnéticos estaticos (0.7 T),
aunque mencionan un posible efecto en el proceso espermatogénico.

En la literatura revisada hasta ¢l momento, no se encontré un estudio
similar a este; en donde se consideraran los aspectos cromosémicos y
morfologicos en conjunto en células espermaticas de ratones expuestos in vivo

a campos electromagnéticos oscilantes de 60 Hz.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia y 2.0 mT de

intensidad, son capaces de inducir cambios citogenéticos a mivel cromosémico

y morfoloégico en células espermatogénicas de ratdbn Mus musculus linea

genética CD1 in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar ¢l efecto citogenético de los campos electromagnéticos de 60

Hz en la estructura cromosémica y morfologia de células espermatogénicas de

raton Mus musculus linea genética CD1 in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A)

B)

C)

Determinar el efecto citogenético in vivo de una exposicion aguda
(72 hrs) a campos electromagnéticos de 60 Hz y 2.0 mT de
intensidad sobre células espermatogénicas de raton Mus musculus
linea CD1.

Estimar el potencial sinérgico i vivo de una exposicion a campos
electromagnéticos de 60 Hz y 2.0 mT de intensidad en combinacion
con la aplicacién de Mitomicina-C (5 mg/kg) sobre los cambios
citogenéticos en células espermatogénicas de raton Mus musculus
linea CD1.

Determinar el efecto citogenético in vivo de una exposicion
fraccionada (10 dias/8 h diarias) a campos electromagnéticos de 60
Hz y 2.0 mT de intensidad sobre células espermatogénicas de raton
Mus musculus linea CD1.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICQ

En ¢l presente estudio se utilizaron 24 ratones macho Mus
musculus linea genética CD1, de 3 meses de edad, con un peso aproximado
de 25-35 g, los cuales fueron proporcionados por el bioterio del
Departamento de Embriologia de la Facultad de Medicina U.AN.L.
Durante el periodo previo a la exposicion los annnales fueron mantenidos
en jaulas plasticas y se les administré alimento Purina Inc. Co. ¥ agua ad
libitum. Al término de Ia exposicion los animales fueronm sacrificados
inmediatamente por dislocacion cervical.

EXPOSICION AL CAMPO MAGNETICO

Los ammales fueron tratados con campos electromagnéiicos de 60 Hz y
de 2.0 mT de intensidad, dentro de un solenoide como el que previamente se
especificd en el capitulo I de este documento ¥ que corresponde al modelo de

exposicion in vivo, tal y como ahi se describe.

DISENO EXPERIMENTAL
Se realizaron tres experimentos independientes, con tres animales para
cada uno de los tratamientos y los testigos.
1)  Exposicion aguda (72 horas continuas) a un campo electromagnético
de 2.0 mT.
2)  Exposicion aguda (72 horas continuas) a un campo electromagnético de
2.0 mT, combinada con la aplicacion del agente quimico mutagénico
Mitomicina-C, a dosis de § mg/kg.
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Estos dos experimentos se realizaron con tres grupos experimentales: un
grupo tratado (expuesto), un testigo negativo que no fue expuesto a agentes
quimicos ni fisicos, y un testigo positivo al cual le fue aplicade Mitomicina-C
(5mg/kg), intraperitonealmente.

3) Exposicion fraccionada a un campo electromagnético de 2.0 mT.,
durante 10 dias, 8 horas diarias (de 8:00 a 16:00 horas). Dos grupos
experimentales: un grupo tratado (expuestc) y un grupo testigo negativo
(no expuesto a ningiin agente fisico ni gquimico). En este caso no se uso
testigo positivo debido a que no fue posible establecer la intoxicacion

cronica de los animales con el mutageno quimico Mitomicina-C,

CITOGENETICA DE CELULAS ESPERMATOGENICAS

Obtencion del material de estudio

Para obtener las muestras de estudio (testiculos y epididimo) se hizo
necesario el sacrificio de los animales, que se llevd a cabo mediante
dislocacién cervical. Una vez hecho esto, con ayuda de un bisturi se practicéd
una 1ncision ventral en direccion longitudinal y se extrajeron los testiculos y el

epididimo que acompafia a cada uno.

Procesamiento del material
Para las especificaciones de recactivos y equipo empleados en el
procesamiento del material de estudio ver el Apéndice V A de este capitulo.
El método seguido para la obtencidén de cromosomas meiéticos de raton
es ¢l descrito por Evans et al. (1964}, con algunas modificaciones, ¢n resumen,

se procedié de la siguiente manera:
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. Se removieron los testiculos y s¢ colocaron en solucidon isotdnica de
citrato de sodio (2.2%) a temperatura ambiente. Se rasgd la timica
albuginea y se agitaron los testiculos en la solucton para remover la
grasa adherida.

. Se transfirieron los testiculos a una caja Petri que contenia solucion de
Citrato de sodio 2.2% fresca y suavemente se retiraron los tubulos
seminiferos. Con ayuda de unas pinzas finas y de un bisturi se retird el
contenido de los tiibulos hasta obtener una suspension. Se transfirio el
fluido sobrenadante a un tubo de centrifuga de 10 ml.

Se centrifugd la suspensidon celular obtemda a 500 r.p.m. durante 5
minutos. Esto generalmente deja la mayor parte de espermatozoides en
suspensién y sedimenta las células mas grandes, incluyendo los
espermatocitos. Se descarto el fluido sobrenadante y se suspendieron las
células sedimentadas en aproximadamente 4 ml de solucion hipotdnica
de citrato de sodio 0.7 %.

Se dejaron las células en solucién hipoténica por 20 minutos en bafio
maria (37°C) al término de este tiempo se centrifugd a 500 r.p.m. por
otros 5 minutos.

Se removié tanto sobrenadante como fue posible. Enseguida se
resuspendieron las células en el resto con ayuda de una pipeta Pasteur.
Se afiadieron rapidamente 0.25 ml de fijador, directamente en las
células suspendidas. Se afiadid mas fijador por las paredes del tubo,
gota a gota, colocando el tubo conico en un vortex para mantenerio en
movimiento y permitir asi que las suspension se mezcle con el fijador,
hasta completar 4 ml. Después de 5 minutos en reposo, se sedimentaron
las células de nuevo por centrifugacion y se resuspendieron en fijador

fresco. Se repiti¢ el cambio de fijador después de 10 minutos.
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6. Para la preparacién de las laminillas, se tomd un poco de la suspension
con una pipeta Pasteur. Se goted sobre un portaobjetos desengrasado a
temperatura ambiente, hasta cubrir la mayor parte del portaobjetos. Es
importante gotear desde una altura de aproximadamente 1.2 mts para asi
obtener figuras mas dispersas que permiten una mejor observacion. Se
gotearon 10 laminillas por ratén (5 con material del testiculo derecho y
5 del izquierdo).

7. La tincion de las laminillas preparadas se llevé a cabo con Giemsa.

ANALISIS CITOGENETICO

Las laminillas de cromosomas meidticos se emplearon para la
observacién de aberraciones cromosémicas en espermatocitos. Para la
morfologia y nimero cromosoémicos se empleo microscopia de luz (Zeiss)
primeramente con objetivo 10X para localizar la fase a analizar
(diacinesis), una vez localizadas cada imagen se observo en objetivo 100X
para revisar ¢l nimero de bivalentes y su morfologia, se analizaron 60
figuras en diacinesis por grupo experimental y los resultados se expresaron
como porcentaje de anormalidades cromosomicas. En la Figura V.2 se
muestran las principales figuras de cromosomas meioticos consideradas en

este estudio.

MORFOLOGIA ESPERMATICA
La técnica empleada para la obtencion de espermatozoides de raton fue
adaptada de la previamente descrita por Wyrobek (1979) y consistié de lo

siguiente:
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Figura V.2. Analisis citogenético en espermatocitos primarios en etapa de
diacinesis. A) cromosomas en diacinesis con una conformacion normal de 19
bivalentes autosémicos y un bivalente sexual (BS) con el X v Y en una
configuracién que recuerda a un signo de exclamacion. B-C) seiialadas con
una flecha, figuras con alteraciones del tipo translocacion. Las translocaciones
reciprocas involucran el intercambio de segmentos terminales entre
cromosomas no homologos y requieren dos rupturas y uniones. D) diacinesis
que presenta un fragmento (flecha gruesa) y univalentes autosomicos (flechas
delgadas), los fragmentos son aberraciones que suelen ser eliminadas durante
el proceso mitético, sin embargo algunos pequefios fragmentos acéntricos
pueden encontrarse en espermatocitos en division. Los univalentes
autosomicos resultan de asinapsis (ausencia de apareamiento entre segmentos
homologos) o de desinapsis (separacion debido a fallas en la formacion de
quiasmas).

171



1. El epididimo v los conductos deferentes se fragmentaron v se
suspendieron en 1.0 ml de solucion amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH
7.3

2. La solucion obtenida se filtré en una malla de cobre de 200 mesh para
eliminar los fragmentos de tejido.

3. La solucién obtenida se utilizé para preparar los frotis que se¢ dejaron
secar a temperatura ambiente, manteniéndolos libres de polve por 12
horas.

4. Los frotis se fijaron en una solucién de metanol, formaldehido, y acido
acético en las mismas proporciones, por una hora.

5. Finalmente estos frotis se lavaron en agua y se tifieron con Eosina Y al
1% por una hora. Se lavaron nugvamente ¢n agua corriente y se dejaron
secar durante 24 horas antes de hacer el analisis microscdpico de la
morfologia de los espermatozoides.

Se revisaron 10 frotis de cada amimal contando 100 células por
preparacién (3000 células por grupo experimental) con microscopia de luz
(Zeiss) en objetivo 100X para determinar el porcentaje de espermatozoides
alterados, contabilizando ademas las diversas anomalias observadas. Entre
estas se consideraron formas bioflageladas, espermas bicefalicos,
filamentosos, con cabeza amorfa y aquellos con gancho deforme, tal y como
se ilustra en la figura V.3. Los resultados fueron expresados como porcentaje

de anormalidades espermaticas.

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados obtenidos de cada uno de los experimentos fueron

procesados usando el paquete estadistico SPSS version 8.0, de acuerdo a
Ferran-Aranaz (1996),
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Figura V.3. Anomalias morfologicas del espermatozoide que fueron
consideradas en este estudio, en células germinales de raton Mus musculus
Linea CD-1. A) espermatozoide normal, en el raton la cabeza del
espermatozoide tiene forma de garfio; B) espermatozoide biflagelado; C)
espermatozoide bicéfalo; D) espermatozoide filamentoso; E) espermatozoide
amorfo; F) espermatozoide con gancho deforme (100 x).
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Las pruebas realizadas (paramétricas y no paramétricas) dependieron de
la distribucién de los datos, por lo cual en todas las fases de experimentacion,
asi como en cada uno de los grupos experimentales se aplicd primeramente la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar normalidad. Los analisis
realizados se especifican a continuacién, para cada uno de los experimentos
realizados.

Para las pruebas de aberraciones cromosomicas en espermatocitos,
como primer paso, fue necesario la transformacion de los datos a raiz
cuadrada (Square Root Transformation). Este tipo de transformacidén es
aplicable cuando las varianzas son proporcionales a las medias. Esto es
frecuente cuando los datos consisten de conteos de eventos u objetos que
ocurren al azar (Zar, 1999). La ecuacion aplicada fue: X'=x + 3/8. Estaes la
férmula recomendable en los casos en que los datos son muy pequefios y/o
algunas de las observaciones son ceros, como sucedid en este estudio. En
todos los casos donde fue necesaria una transformacion de datos, la prueba de

normalidad de Kolmogorov-Smirnov fue aplicada a los datos transformados.

Exposiciéon aguda (72 hrs) y combinada a un Campo Electromagnético de
2,0 mT + 5.0 mg / kg de Mitomicina-C (Experimentos 1 y 2).

Para la prueba de aberraciones cromosoémicas en espermatocitos, se
aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para comparar entre si los
tres grupos experimentales (Tratamiento, testigo negativo, testigo positivo), en
el caso de los grupos que tuvieran diferencia significativa, fue necesario
ademas aplicar el analisis no paramétrico U de Mann Whitney por parejas,

para determinar cual de los grupos marcaba la diferencia.
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Para la prueba de morfologia de espermatozoides s¢ empled Analisis de
varianza con prueba de Tukey a los grupos con distribucion normal, y

Kruskall Wallis con U de Mann Whitney a los de distribucién no normal.

Exposicién fraccionada 10 dias / 8 horas diarias a un campo
electromagnético de 2.0 mT (Experimento 3).

La comparacién de los grupos experimentales empleados en cada una
de las pruebas realizadas en esta fase fue la siguiente: se realizd la prueba de
U de Mann Whitney para ¢l porcentaje de aberraciones cromosoémicas cuyos
datos presentaban una distribucién de tipo no normal, y una prueba t de
Student, con prueba F para ¢l porcentaje de espermatozoides con anomalias en

la cabeza, ya que los datos presentaban distribucion normal.
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RESULTADOS

Exposicion aguda (72 horas) a un CEM de 60 Hzy 2.0 mT (Experimento
#1).

Los resultados del anilisis citogenético se presentan en la Tabla V.1. El
analisis estadistico de estc experimento, no mostréd diferencias significativas
entre el grupo tratamiento y el testigo negativo en lo que corresponde a la
prueba de aberraciones cromosdmicas, pero s1 s¢ encontrd, como e¢ra de
esperarse, una diferencia significativa entre el grupo tratamiento y el testigo
positivo (Mitomicina-C), ya que este grupo presentdé un aumento en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas en espermatocitos.

Por otra parte la prueba de anomalias en la cabeza del espermatozoide
mostré un aumento en el porcentaje del grupo tratamiento al compararse con
el testigo negativo, el cual no obstante, no fue significativo, sin embargo se
encontro diferencia estadistica en el grupo testigo positivo como cabria
esperar, ya que presentd un porcentaje de espermatozoides con anomalias en

la forma de la cabeza atribuidos al efecto citotoxico de la Mitomicina-C.

Exposicién a un CEM de 60 Hz, 2.0 mT combinado con MMC (5
mg/kg). (Experimento # 2).

Los resultados de este experimento mostraron una diferencia
significativa entre los grupos para la prueba de porcentaje de aberraciones
cromosdmicas y anormalidades en la morfologia espermatica de acuerdo a la
prueba Kruskall Wallis, sin embargo, ¢l andlisis con la U de Mann Whitney
indicé que la diferencia fue entre los grupos tratamiento y testigo negativo

contra el testigo positivo, ya que este ultimo presentd un mayor porcentaje de

176



Grupo Media Aritmética Media Aritmeética
Experimental % ACM (+DS) % AME (+DS)
20mT/72h 1.02 (0.070) 3.93 (2.33)

Testigo no expuesto 0.61 (0.01) 2.60 (1.57)
Control positivo con MMC 1.63 (0.17)* 6.00 (3.14)*
2.0mT/72h+5.0mgKg’ 0.79 (0.32) 2.40 (1.54)

de MMC

Testigo no expuesto 0.98 (0.32) 3.10(1.97)
Control positivo con MMC 1.59 (0.16)* 510 (1.7H)*
2.0 mT /10 dias / 8 h diarias 1.60 (0.16) 2.17 (1.42)
Testigo no expuesto 1.51 (0.79) 1.70 (1.29)

Tabla V.1 Porcentaje de aberraciones cromosémicas en espermatocitos
meidticos (ACM) y anormalidades en la morfologia del esperma (AME) en
células germinales de ratones expuestos a campos magnéticos oscilantes de 60

Hz. Se realizaron tres experimentos independientes con tres repeticiones cada

uno. Las diferencias estadisticas son marcadas como * (p < 0.05).
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aberraciones como cabia esperar debido al efecto mutagénico de la
Mitomicina-C (Ver Tabla V. 1), de esto se interpreta que el campo magnético
no causO efectos en estos parametros. Un hallazgo importante en este
experimento fue que se observo un efecto antagonico entre la Mitomicina-C y
el campo magnéiico aplicado ya que los amimales sometidos a ambos
tratamientos simultaneamente mostraron porcentajes de aberraciones |
cromosomicas y anormalidades espermaticas menores que los del grupo

testigo positivo que fue tratado con el mutageno solamente.

Exposicion Fraccionada (10 dias / 8 h diarias) a un CEM de 60 Hz y 2.0
mT (Experimento # 3).

Los resultados de este experimento no mostraron relacion estadistica
entre la exposicion a un CEM y un aumento en la ocurrencia de aberraciones
cromosdémicas en espermatocitos primarios. Tampoco se observé ninguna
diferencia en el porcentaje de espermatozoides con anomalias morfologicas de
acuerdo al analisis con la prueba paramétrica de t de Student con prueba F.
Los porcentajes correspondientes obtenidos para el grupo tratado y el testigo

se presentan asimismo en la tabla V.1.
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se asume que ne
fue posible demostrar yn efecto genotoxico o citotdxico inducido por CEM de
60 Hz en células germinales de ratones expuestos a una intensidad de 2.0 mT,
tante en forma aguda (72 horas), combinada con el mutigenetr quimice
Mitomicina-C, y fraccionada (19 dias, 8 horas diarias).

No es facil contrastar estos resultados ¢on otras investigaciones ya qué
¢l modelo de las células germinales ha sido empleado en pocas ocasiones para
evaluat la genotoxicidad de los CEM de 60 Hz, y las metodologias empleadas
han sido muy diversas entre si, lo que dificulta la comparacién de un trabajo a
otrossAlgunos de los. trabajos mas préoximos en metodologia a esta
investigacion fueron realizados ¢on microondas (también una tadiacién
electromagnética pero de mayor frecuencia). Asi Manikowska et al, {1978)
trabajaron comn c¢é€lulas meiGticas para la -deteccion de aberraciones
cromosomicas, hallando un aumento en la frecuencia de éstas, estos resultados
fueron confirmados por el estudio de Manikowska-Czerska et al. (1985). Sin
embargo; al trabajar com microondas ¢l efecto térmico provocade por la
exposicion es un factor que disminuye la fidelidad de las observaciones
hechas y se sugiere que el efecto no es debida a la exposicion al campo en sé
sino a las condiciones provocadas por la exposicion, como ponen en relieve:
Beechey et al. (1986), ya que en su estudio encontraron cvidencia de que el
aumento en la temperatura asociado. con la exposicion a microondas puede-
provocar un incremento en la aparicion de aberraciones, debido 4 esto los
resultados de estos trabajos son cuestionables. Una ventaja experimental de
utilizar radiaciones de frecuencia extremadamente baja (60 Hz) como el
campo magnético utilizado en este estudio, es que el incrementa en la
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temperatura atribuido a la exposicion, es practicamente despreciable (Lin,
1994).

En el presente estudio se encontré que la exposicion aguda a un CEM
de 60 Hz, con una intensidad de 2.0 mT, no afectd la frecuencia de
aberraciones en espermatocitos ni la frecuencia de anomalias morfolégicas en
espermatozoides de ratén. Estos resultados coinciden con las observaciones de
Withers et al. (1985). Sin embargo, Narra et al. (1996) mencionan en su
trabajo un ligero efecto supresor de la espermatogénesis a consecuencia de
una €xposicion a un campo magnético estatico.

Por otro lado, los resultados aqui presentados aportan evidencia de que
los CEM pudieran tener un efecto antagonico al de la Mitomicina-C, ya que
se observo una disminucidén en la aparicion de aberraciones cromosOmicas y
de anomalias en espermatozoides en el grupo tratado con ambos agentes
simultineamente, en comparacion con el grupo testigo positivo tratado
unicamente con la Mitomicina-C. Estos resultados se ven apoyados por
observaciones similares obtenidas en otros trabajos de e¢sta linea de
investigacion, ya que también se encontré un efecto antagénico de los CEM
sobre la proliferacion celular en linfocitos humanos tratados con Mitomicina-
C (Heredia-Rojas et al., 2001) asi como por los resultados mostrados en el
capitulo anterior de este documento en donde se¢ observo este mismo efecto
antagénico entre ¢l campo magnético y la Mitomicina-C en lo que respecta a
la produccién de micronucleos en eritrocitos de médula Osea de ratom.
Asimismo, Okonogi et al. (1996) han observado que un campo magnético es
capaz de influir sobre el efecto de la Mitomicina-C en la sintesis de DNA y de
esta manera provocar ¢l antagonismo entre ambos tratamientos, sin embargo

el mecanismo preciso requiere investigacion adicional.
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En contraste, otros investigadores como Scarfi et al. (1991) no
encontraron ningun cambio cuando evaluaron el efecto clastogénico de Ia
Mitomicina-C en hinfocitos humanos expuestos a CEM pulsantes de
frecuencia extremadamente baja.

Por otro lado, con respecto al experimento # 3 que correspondié a la
exposicion fraccionada de 10 dias consecutivos y 8 horas diarias, tampoco se
observaron efectos significativos en las variables analizadas. Esto concuerda
con los resultados obtenidos por Kowalczuk y Saunders (1990), Benz et al.
(1987), Tablado et al. (1996 y 1998), Lundsberg (1995), Tateno ¢t al. (1998),
Galaktionova et al. (1985). Aunque existen trabajos que han encontrado
efectos supresores de la espermatogénesis y degenerativos en células
germinales por exposicion cronica a campos magnéticos y eléctricos:
Kokoreva et al. (1990), Ivanova y Kartashev (1991), Lokhmatova y
Pastukhova (1993) y Lokhmatova (1993).

En los casos de las exposiciones agnda y cronica es importante sefialar
que en aquellos trabajos donde se observaron efectos significativos sobre
celulas germinales (Narra et al., 1996; Kokoreva et al., 1990, Ivanova y
Kartashev, 1991; Lokhmatova y Pastukhova, 1993 y Lokhmatova, 1993)
fueron empleadas intensidades de CEM o de campo eléctrico mayores a la
empleada en este estudio y ademas el tipo de campo utilizado fue diferente, ya
que algunos de estos trabajos incluyeron estudios con campos magnéticos
estaticos.

Por otra parte, ¢l andlisis cualitativo de las aberraciones y anomalias
morfoldgicas observadas en este estudio (resultados no mostrados) tampoco
apoya la idea de un efecto nocivo o dafiino sobre las células germinales, ya
que los tipos de anomalias observadas en los animales tratados son similares a

los de los animales testigo negativo. Asimismo, se sabe que en animales no
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tratados pueden aparecer en forma espontanea diversas anomalias
estructurales en cromosomas (I.eonard, 1973) y la proporcion en que aparecen
suele vanar entre diversas lineas genéticas ¢ incluso puede haber variabilidad
entre un mismo grupo de animales. En el presente estudio los porcentajes de
aberraciones cromosOmicas en espermatocitos de animales expuestos al
campo magnético y los del testigo negativo fueron bajos y comparables con
los de otros investigadores (Manikowska-Czerska et al., 1985). Tampoco se
observaron anomalias en la cabeza de los espermatozoides fuera de los tipos

reportados por autores como Wyrobek {(1979) y Tablado (1996).
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CONCLUSIONES

Una exposicion aguda de 72 h in vivo a campos electromagnéticos de
60 Hz de frecuencia a la mtensidad de 2.0 mT no tiene efecto
genotoxico o citotOxico sobre las células espermatogénicas de raton
Mus musculus Linea CD-1.

Los campos electromagnéticos de 60 Hz a una intensidad de 2.0 mT
y una duracién de exposicion de 72 h tienen un efecto antagénico al
de la Mitomicina-C en el porcentaje de aberraciones cromosdmicas
en espermatocitos primarios y anormalidades de la morfologia
espermatica de ratones Aus musculfus Linea CD-1 expuestos in vivo.

La exposicion fraccionada (10 dias / 8 h diarias) in vivo a campos
electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia a 1a intensidad de 2.0 mT
no tiene efecto genotdxico o citotoxico sobre las células

espermatogénicas de raton Mus musculus Linea CD-1.
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APENDICE V.A

REACTIVQS

Eosin Y Fisher Certified Biological Stain 25 g. (0.88 oz.) Lote
Neo. 701532 Fisher Scientific Company Chemical Manufacturing
Company F ait Lawn, New Jersey.

Colorante de Giemsa (polvo) Standard Técnica quimica S.A.
México.

Aceite de [nmersidén Tipe B 100 mi. Lote No. 950927 Analytica
de México S.A. de C.V,

Colchicine Lote No. 108F0564 Sigmal Chemical Co. St. Louis,
MO, US.A

Glicerina CH;0HCHOHHCH,0H P.M. 92.10 1000 ml. Lote No.
372136 Reactivo Analitico NORMA ACS Control Técnico y
Representaciones, S.A. de C.V,

Acido Acético Glacial CH;COOH P.M. 6005 Lote No.
02AA9607 1000 ml. Reactivo Analitico NORMA ACS Control
Técnico y Representaciones, S.A. de C.V.

Cloroformo CHCl; P.M. 119.39 Lote No. 39758 Seg. Especif
A.C.8.900 mi. J.T. Baker, S.A. de C.V. Xalostoc, Méxica.

Eter Etilico Anhidro (C;Hs)20 P.M. 74.12 Lote No. 21TF9240
Reactive Analiico NORMA ACS <Control Técnico¥¥
Representaciones.

Fosfato de Sodio Monobasico NaH;PO4 ¢ H;0 P.M. 137.99 Lote
No. 001037 Productos Quimicos Monterrey 8. A.



* Fosfato de Potasio Monobasico KILPOs P.M. 136.09 Lote NO.

970725-5 Analytica de México, S.A. de C.V.

Liquido especial para limpieza de matenal clinico y de

laboratorio Texatron Neutro Lote No. 970728 Analytica de

Mexico S.A. de C. V.

* Formaldehido 37% HCHO P.M. 30.03 Lote No. 001075
Productos Quimicos Monterrey S.A.

* Cloruro de Sodio (Cristales) NaCl P.M. 58.44 Lote No. 001075
Productos Quimicos Monterrey, S.A.

* Solucién CS Formula: Cloruro de Sodio 0.9 g Agua Inyectable

100 ml Laboratorios Pisa S.A. de C.V.

Mytomicin-C (Cristalline) From Streptomyces caespitosus Lote

No. 41F-0239 2 mg vial Sigma Chemical Company.
EQUIPO

* Parafilm "M" Laboratory Film American National Can TM
Greenwich, C.T. 06836

* Portaobjetos 25 X 75 mm x 1.2 mm ERIE Scientific Company
Made in U.S.A.

* Surgical Gloves Sensi Touch Ansell-Medical Ansell Incorporated
Alabama.

* Disposable Pasteur Pipettes Flint Glass Length 9" Chase
Instruments Corp. Cat. No. 93

* Algodén Absorbente PROTEC Derivados de Gasa S.A. de C.V.

* Gasa Absorbente Tejido 20 x 12 Derivados de Gasa S.A. de C.V.

* Tubo Cénico Graduado 15 ml. No. 8080 Pyrex
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SIP Vortex Mixer Baxter Scientific Products Cat. 58223-1
Laboratory Stirrer/Hotplate Corning Model PC-320

General Laboratory Centrifuge Type GLC-1 Bio-Medical
Equipment Sorvall Newtown, Connecticut U.S.A.

Jeringas Estériles de Plastico, 3 ml. Plastipak B-D Con agwa 21 x

33 mm Becton Dickinson and Co.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los resultados enconirados, del presente estudio se puede
concluir lo siguiente:

1.- Se disefiaron, construyeron y caracterizaron dos sistemas de exposicion de
material biologico, in vitro ¢ in vivo, a campos electromagnéticos oscilantes de
60 Hz que satisfacieron las caracteristicas de confiabilidad requeridas.

2.- Una exposicion a campos magnéticos de 60 Hz a intensidades de 1.0, 1.5y
2.0 mT es capaz de incrementar la proliferacion celular de hnfocitos humanos
in vitro.

3.- Los parametros hemaficos de ratones expuestos in vivo, fueron
modificados por campos magnéticos de 60 Hz y de 1.0, 1.5 y 2.0 mT, en lo
que concierne a una disminucion de los linfocitos y un aumento en los
neutrofilos.

4 - Los campos magnéticos de 60 Hz a dosis de 1.5 y 2.0 mT produjeron
efectos clastogénicos en eritrocitos de médula O6sea de ratones expuestos in
Vivo.

5.- La exposicion a campos magnéticos de 60 Hz y de 1.0, 1.5, vy 2.0 mT de
intensidad magnetica, no produjo alteraciones en aberraciones cromosomicas
de espermatocitos primarios y morfologia espermatica de ratones expuestos in
vivo.

6.- Se observod un efecto antagénico entre campos magnéticos oscilantes de 60
Hz y el mutigeno quimico Mitomicina-C en lo que respecta a proliferacion
_celular de lhinfocitos #n vitro, induccidén de microniicleos en médula dsea de
raton in vivo, aberraciones cromosoémicas en espermatocitos de ratén y
anormalidades morfolégicas del espermatozoide in vivo.
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