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AMOR ELECTROMAGNETICO

POEMA A LAURA

Un eléctrico suspiro

cuando recuerdoe tu aspecto
cual foton ....... ya ni resplro
se me gasta el intelecto.

Si ef amor s magnetismo
electrén arttculado

yo preferiria por siempre
vivir electrocutado....... .

Esa longitud de onda

de tu amor que me estremece
cual amplitud tan redonda

mi cudntico favorece.

No voy en pas de un magneto
pues atraido ya estoy

con un profundo respeto

por un Tesla de tu amor.

Si cual bella oscllacién

mas con gran romanticismo
y una dosis de pasion
admiro tu feminismao.

Si dos cargas son gpuestas

y se atraen tan fuertemente

tal cual ondas sobrepuestas

tu amor siempre estd en mi mente.
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RESUMEN

EVALUACION DEL POTENCIAL GENOTOXICO Y CITOT'(')XICO DE CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS DE 60Hz EN CELULAS DE MAMIFERO.

Se evaluaron los efectos genotoxicos y citotoxicos asociados con la exposicion a
campos electromagnéticos (CEM) de frecuencia extremadamente baja (60 Hz), en modelos
in vitro € in vivp de ¢élulas de mamiferg.Se disefiaron, construyeron y earacterizaron dos
sistemas de exposicion de material biologico 8 CEM de 60 Hz; une para cultivos celulares
y otro para ratones de laboratorio. Los modelos biologicos de estudio incluyeron: (a)
Prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) en linfocitos bumanos in vifre, (b)
Parimetros hematologicos de raton in vivo, (c) Prueba de micromicleos en meédula dseca de
ratén in vivo y (d) Andlisis citogenético en ¢élulas germinales reproductoras de ratan in
vivo. Se utilizaron tres intensidades magnéticas; 1.0, 1.5 y 2.0 mT, ademas de una
coexposicion simultinea a CEM de 20 mT més Mitomicina-C (MMC), un férmaco
citotdxico y genotoxico de accidn conocida, que ademas sirvié camo testigo positivo en los
experimentos y asimismo como control interno. En el caso de los experimentos in vivo, se
utilizd ademas ua tratamiento de 10 dias de exposicion, 8 b dianias.

Se encontrd que los CEM no alteraron la frecuencia de ICH en cultivos de
linfocitos, pero si incrementaron la proliferacion celular de los mismos. Un hallazgo
importante en esta etapa, fue ef efecto antagénico que se observd entre el CEM y la MMC
al evaluarse la cinética de praliferacion celular. Por otra parte, los CEM modificaron los
parammetros hematicos de ratones in vivo en lo que concierne a una disminucion de los
linfocitos y un aumento de los neuttfilus. Con respecto al wfecto en medula dsca se
encontrd un aumento en la frecuencia de micromicleos, indicador de un efecto clastogénico
atribuido al CEM. En este caso también se observd el efecto antagonico entre CEM y
MMC. Por otro lado, no fue posible demostrar que una exposicion a CEM influyera sobre
las células germinales de ratén, sin embargo, también en estos experimentos se notd el
mismo antagonismo del CEM con respecto al efecto de la MMC.

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



ABSTRACT

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

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

No alterations in SCE frequensies of exposed Iymphocyte cultures were observed,
however and incrcased cell proliferation was detected. Moreoves, an antagonistic effect
between ELF-MF and MMC was found in term of cell profiferation. On the other hand, the
ELF-MF exposure caused a decrease of blood circulatimg lymphocytes and ag elevation of
neutrophils in exposed animals. In regard to bone marrow effects, an increased micronuclei
frequency of treated animals was detected. Furthermore the antagonistic effect between
ELF-MF and MMC was also observed. Finally, no alterations on male germ cells of mice
exposed 1o ELF-MF was observed, however the same antagonistic ELF-MF and MMC
effect was detected.

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



INTRODUCCION

A través de los afios ha sido creciente la cantidad de agentes fisicos y
quimicos a los que nos vemos expuestos ¢omo producto del desarrollo
tecnologico e industrial, en consecuencia también ha aumentado el intecés
publico por los posibles efectos negativos que para la salud pudiera tener la
exposicion a estos factores ambientales. Si bien para una gran cantidad de
éstos {pestictdas, metales pesados, radiaciones iounizantes, etc.) ya se¢ han
comprobado efectos adversos para la salud, existen otros agentes que son
objeto de gran controversia debido a que sus efectos no han sido determinados
con clandad. Quiza el mejor gjemplo de ésto sea la problematica planteada
por la exposicion a [os campos electromagnéticos (CEM) de frecuencia
extremadamente baja (60 Hz).

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

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

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



son producidos por cualquier dispositive alimentado con energia eléctrica,
como es €l caso de muchos de nuestros aparatos domésticos modernos.

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

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

técnicas citogenéticas y citolégicas. Los modelos biolégicos de este estudio



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

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



CAPITULO1

Diseiio y Caracterizacion de los Modelos
Fisicos de Exposicion de Sistemas
Bioldgicos a Campos Electromagnéticos

(CEM) de Frecuencia extremadamente

baja (60 Hz).



ANTECEDENTES

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

Fisica de los Campos Magnéticos

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

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

campo magnetico (Stewart, 1979).



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

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

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

la orientacion que adopta un pequefio iman o briyula colocado en el lugar, en



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

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

Por otro lado, el efecto del campo magnético sobre una corriente
eléctrica se produce porque consiste de cargas en movimiento, ¥ dado que
F=qvB3enb y que la carga recorre una longitud L en un tiempa At, entonces
v=L/At, luego F=qLBSen6/At. Pero como q es [a carga que ha pasado en el
tiempo At por el conductor, la intensidad de la corriente I=g/At v por lo tanto

=ILBSen6 (Rojo, 1981).



De lo anteriormente expuesto se deduce que el magnetismo se encuentra
muy relacionado con la electricidad. Una carga eléctrica estd rodeada de un
campo eléctrico, y también de un campo magnético si se esta moviendo. Esta
se debe a las distorsiones que sufre el campo eléctrico al moverse la particula.
Einstein explicd este fendmeno con la teoria especial de 1a relatividad. Dicho
de ofra forma, las cargas en movimiento tienen asociados tanto un campa
eléctrico como un campo magnético. El movimiento de la carga eléctrica
produce un campo magnética. Curiosamente, pueste que el movimiento es
relativo, también lo es ¢l campo magnético, ya que si uno s¢ mueve a la par de
la carga d¢ modo que no estd en movimiento con respecto a nosotros no se

detectara campo magnetico alguno.(Hewitt, 1998)

Propiedades Magnéticas de la Materia

En un iman de barra ¢l movimiento de cargas se da porque éste estd
compuesto de 4tomos cuvos electrones se encuentran en movimiento
constante alrededor del micleo (movimiento orbital), esto constituye una
mindscula cormente que genera un campo magnético, ademds giran en torna-a
su propio eje, lo cual asimismo constituye una carga en movimiento y por 1o
tanto genera otro campo magnético. Todos los electrones se comportan como
imanes diminutos. Si dos ¢lectrones giran en ¢l mismo sentido constituyen un
imdn mas intenso. Pero si giran en sentido contrario, sus campos magnéticos
se anulan mutuamente. Casi en todas los dtomos los diversos campos se
anulan uno con otro y por ¢llo la mayoria de las sustancias no se comportan
como magnetos, pero en materiales como el hierro, el miquel y el cobalto,
estos campos no se anulan totalmente (Hewitt, 1998).

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

magnética se distinguen tres categorias: diamagnéticos, paramagnétices y
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ferromagnéticos, Jo que sera funcion del campo magnético que s¢ genera en
los atomos como consecuencia del movimiento de sus electrones. Las
sustancias diamagnéticas al ser colocadas en un campoe magnético Sse
magnetizan en direccion contrana al campo; siendo esta magnetizacidén unas
mil veces menor que la de las sustancias paramagnéticas, aunque €l electo
varia de una sustancia a otra. El diamagnetismo se debe a un efecto de
distorsion de las drbitas electronicas debido al campo magnético aplicado, lo
que equivale a producir en cada dtomo un momento magnético que tiene
direccion opuesta a la del campo magnético, pero en una sustancia
diamagnética sus dtomos no poseen un dipolo magnético neto debido a que.
los momentos dipolares tanto los de orbitales como los de espin se cancelan.
En consecuencia, una muestra macroscopica de estos mateniales tampoco
presenta un dipolo magnético; por lo que no es atraida por un magneto. En
cambio, un material paramagnético presenta la propiedad de ser atraido por
un magneto. Esto es consecuencia de que sus &tomos o moléculas tienen
momentos magnéticos permanentes que tienden a orientarse en la direccién de
un campo magunético externo al que se exponen, convirtiéndose asi en
magnetos. Este magnetismo es suprimido al momento de eliminar el campo
magnético externo. La orientacion promedio de los dipolos magnéhcas
elementales depende de la intensidad del campo aplicado que tiende a
alinearlos. Entre estos materiales se encuentran los radicales y compuestos de
elementos de transicién. Par otro lado, eu los materiales ferromagnéticas se
presenta un efecto paramagnético muy fuerte en el que estos se encuentran
magnetizados en ausencia de un campo magnético externo. Esta
magnetizacion natural indica que los momentos magnéticos de sus dtomos o
moléculas tienden a orientarse paralelamente como consecuencia de las

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

Campo Magnético de la Tierra

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

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

Induccion Electromagnética

Faraday y Henry descubnieron que se podia generar corriente eléctrica
en un alambre con el simple movimiento de meter y sacar un iman de una
bobina, y que la produccion de voltaje dependia del movimiento relativo del
conductor y el campo magnético. La magnitud del voltaje inducido depende
del ntmo al que el alambre corta las lineas del campo magnético, o bien que
tan rédpido cambia el campo magnético. El fecnémeno se resume en €l
enunciado de Ia ley de Faraday: El voltaje inducido en una bobina es
proporcional al producto del nimero de espiras y la razon de cambio del
campo magnético dentro de dichas espiras. Por otra parte, la magnitud de la
corriente depende de la resistencia de la bobina y del circuito al que estd
conectada. El fenémeno es similar al mencionado anteriormente en los efectas
del campo magnético sobre una corriente eléctrica. Si la cormiente fluye hacia
la derecha, los electrones experimentan una fuerza perpendicular hacia arriba,
como no hay trayectornia conductora por la que los electrones pueden flur
hacia arriba el alambre también experimenta una fuerza dirigida hacia arriba
(efecto motor). Si desplazamos hacia abajo un alambre que inicialmente no
transporta corriente, los electrones en su interior experimentan una fuerza
deflectora perpendicular a su movimiento, aqui si hay trayectoria conduciora
en dicha direccidn y los electrones la recorren, constituyéndose asi una
corriente, a esto Gltimo es a lo que se le ha llamado el “Efecto Generador”
(Hewitt, 1998).

13



Inducciéon de Campos Eléctricos y Magnéticos
(Campo Electromagnético)

Segin el concepto moderno de la induccion electromagnética, lo que se
induce son campos eléctricos y magnéticos que a su vez dan lugar a los
voltajes que se han estado considerando. La induccién se efectia haya o no
cables conductores 0 medios materiales. La ley de Faraday en un sentido mas
general establece que: Se induce un campo eléctrico en toda region del espacio
en la que exista un campo magnético que varie con el tiempo. La magnitud del
campo eléctrico inducido es proporcional a fa rapidez con la que cambia el
campo magnético. La direccion del campo eléctrico inducido es perpendicular
al campo magnético variable. El efecto secundario compleraentario es el
propuesto por James Clerk Maxwell en 1860, es decir, se induce un campo
magnético en toda regién del espacio en la que exista un campo eléetrico que
varie con el tiempo. La magnitud del campo magnético inducido es
proporcional a la rapidez con la que cambia el campo eléctrico. La direccion
del campo magnético inducido es perpendicular al campo eléctrico vanable
(Hewitt, 1998). Estos dos campos coexistentes se denominan campo
electromagnético (Galar-Castelan, 1983).

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

Ondas Electromagnéticas

Cuando se agita de un lado a otro en el espacio una barra cargada se
producen ondas ¢lectromagnéticas. Esto se debe a que la carga al moverse
constituye una comente eléctrica, y una corriente eléctrica siempre esta
rodeada de un campo magnético, como la corricnte es vanable, el campo
magnético también es variable, el cual de acuerdo a la ley de Faraday produce
un campo eléctrico variable, y el campo eléctrico vanable de acuerdo a Io
enunciado por Maxwell, induce a su vez un campo magnético variable. Una
onda electromagnética se compone de campos eléctricos y magnéticas
vibrantes que viajan juntos y no requieren medio alguno para ello. Los campos
vibrantes emanan de la carga vibrante. En todo punto de la onda, el campo
eléctrico es perpendicular al campo magnético y ambos son perpendiculares a
la direccion de propagacion de Ia onda. (FiguraI.2). La magnitud de un campo
inducido (el magnético y el eléctrico) depende de la razén de cambio de la
vibracion, pero también del movimiento del otro campo, ¢€s decir la rapidez
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Figura I.1 Esquema que ilustra un solenoide de n espiras de alambre. Las
flechas indican las lineas de fuerza del campo electromagnético
generado por la corriente eléctrica que cucula a3 través del

alambre enrrollado a manera de espiras.
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Figura 1.2 Propagacion de una onda electromagnética. Un campo eléctrico y
otro magnético, perpendiculares uno del otro wviajan en el espacio a la
velocidad de la luz La interaccion de ambos campos se manifiesta como una
sola entidad fisica que es llamada campo electromagnético.
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con la que ¢l otro campo emana la carga vibrante, si la rapidez fuese muy
pequeiia €l campo inducido es débil por lo que la induccion mutua se atenuaria
hasta anularse pero en est¢ caso se habria destruido la energia, siendo
incompatible con la ey de la couservacion de la energia. Si la raptdez de
emanacion fuera muy elevada los campos inducidos aumentarian de magnitud
sin cesar, otro caso incompatible con la conservacion de la energia. Sin
embargo, a cierta rapidez critica lz induccion mutua continuaria
indefinidamente, sin pérdidas ni aumentos de energia. Maxwell cncontré que
la rapidez critica era de 300,000 km/s, pero ésta era la velocidad de la luz, por
lo que entonces acababa de descubnr la naturaleza de la luz. La velocidad de
propagacion de las ondas electromagnéticas en ¢l vacio es independiente de la
frecuencia y de la longitud de onda y el producto de la longitud de onda por la
frecuencia es igual a la velocidad de la luz en el vacio (Hewitt, 1998).

Radiacion Electromagnética y Espectro Electromagnético

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

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

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

1 Hz = Heriz, e o Sisems Imemacional de Unidedes | Hz e ls umidad de Framencis y equivale s [ cido/ 1 seg,
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Figura 1.3 El espectro electromagnético

Abarca desde las frecuencias extremadamente bajas de los campos magnéticos
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a las frecuencias muy altas de los Rayos gamma y césmicos.

20



inversamente proporcional a su longitud de onda. A medida que la frecuencia
aumenta, se llega a longitudes de onda muy cortas y las radiaciones de esta
clase llegan a depositar una cantidad de energia tan considerable que a tales
emisiones s¢ les denomina radiaciones ionizantes, come por ¢jemplo, los
rayos X y gamma. Queda entonces claro que las radiaciones generadas por los:
CEM de frecuencia de 60 Hz son del tipo no ionizaate, es decir, los efectos
que produzcan deberin ser por mecanismos diferentes a aquellos que
involucran ¢l desplazamiento de electrones en atomos ¥ moléculas blanco
(Strother, 1980, Rojo, 1981).

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

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

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

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

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

de los fluidos corporales intra y extracelulares existen corrientes idnicas,
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especialmente en las células nerviosas y musculares a las cuales debe estar
asociado un campo magnético. Ademads, en los sistemas biologicos existen
estructuras magnéticamente influenciables como los radicales libres que
presentan propiedades paramagnéticas y aquéllas en las que intervieneam
sustancias ferromagnéticas. La respuesta de un sistema biologico a un campo
magnetico externo depende tanto de [as propiedades magnéticas intrinsecas
del sistema como de las caracteristicas del campo externo y de las propiedades
del medio en el cual tiene lugar el fendmeno. Experimentalmente se ha
probado que en los cambios que sufren algunos parimetros de los sistemas
biologicos por la accion de los campos magnéticos influyen no solamente la
intensidad, sino tambi¢n las caracteristicas espaciales y temporales de dicho
campo. Dentro de este contexto, es diferente el efecto de un campo estatico
que solo produciria una rotacion de los dipolos magnéticos, tendiendo a
orientarlos en la direccidn del campo y restringiendo su movilidad,
ocasionande un efecto significativo si éstas participan en reacciones quimicas,
en contraste con uno que presenta variaciones periodicas ¢on el tiempo y que
pueden inducir movimientos oscilatorios sobrepuestos a la oscilacion en los
dipolos magnéticos moleculares, lo que de alguna manera podria afectar la
velocidad de las reacciones quimicas dependiendo de {a amphtud, frecuencia y
sentido de las variaciones del campo magnético. En la literatura cientifica un
gran mimero de trabajos prueban el efecto de los campos magnéticos sobre
reacciones enzimdaticas iz vifra, dando efectos cualifativa y cuantitativamente
diferentes dependicado de !a reaccion que se trate y de las caracteristicas del
campo. Por otra parte, en los seres vivos al desplazarse en el seno de un
campo magnético como el terrestre o uno artificial se induce una diferencia de
potencial. Aunque el campo geomaguético es relativamente débil, estos

efectos han sido observados en elasmobranquios. Se sabe que los tiburones y
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rayas poseen mecanismos basados en la mduccion electramagnética para
orientarse y localizar a sus presas ¥ que [a intensidad del campo magnético
puede ser un factor limitante en la capacidad de respuesta del sujeto. También
se ha propuesto que las aves migratorias poseen un mecanismo de orientacion
para la navegacion basado en la generacion de potenciales eléctricos inducidos
electromagnéticamente. [pualmente, se ha encontrado que algumos
microorganismos, particularmente bacterias, tienen la propiedad de onentar su
movimiento en respuesta a un campo magnético externo (magnetotactisma),
estas bacterias contienen una o dos cadenas infracefulares ncas en particulas
de fierro, Asimismo se han descrito propiedades de magnetosensibilidad para
una gran diversidad de insectos migratorios y ain en ¢l ser humano, aunque en
éste 1ltimo el hallazgo es controversial (Lin. 1994).

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

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



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

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

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

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

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

frecuencia de malformaciones congénitas en nifios cuyos padres trabajaban en
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B 151 2 v vl im0 9
fuentes generadoras de aita tension, lo cuat podria indicar, efecto a nivel

genético de los CEM.

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

fracturas persistentes y en algunos casos, de osteoporosis.

Campos Electromagnéticos y Cancer

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

Asimismo, ¢n varios estudios epidemioldgicos se ha correlacionado la
exposicion de seres humanos a campos electromagnéticos con una alta
incidencia de cancer (Coleman et al., 1983; McDowall, 1983; Mitham, 1982;
Pearce et al, 1985; Tomenius et al., 1982; Wertheimer and Leeper, 1979;
Wrigth et al., 1982).

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

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

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

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

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

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

Por otro lado, se ha sugerido que el riesgo de leucemia infantil puede
estar relacionado con los efectos combinados de campos magnéticos estaticos
y de campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja. También se han
realizado estudios epidemioidgicos que han demostrada el incremento del
riesgo a padecer leucemia en nifios que viven cerca de lineas de distribucion
eléctrica (Blank, 1995; Bowman ét al,, 1995). También Antonopoulos et al.
(1995), han sugerido que los CEM tienen relacién con €l cancer, para esto,
ellos incubaron cultivos de sangre periférica en presencia de un CEM de 5 mT
y 50 Hz de frecuencia. Los resuftados obtenidos indicaron que los efectos
carcinogénicos originados por CEM no son de tipo imiciador, pero
probablemente tengan efectos promotores.

s,

Modelos Fisicos de Exposicion a Campos Magnéticos

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

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

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

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

En lo que respecta a las bobinas tipo Helmheltz, éstas consisten en un
par de bobinas planas circulares con igual nimero de vueltas y de didmetrgs
iguales dispuestas en un ¢j¢ imaginario comiin y conectadas en serie para asi
tener una misma corriente. El propdsito de este arreglo es para obtener un
campo magnético que sea m4s uniforme que el de una bobina simple, como es
¢l caso del solenoide y sin la necesidad de usar una bobina muy larga
(solenoide simple) en la que si se lograria obtener un campo uniforme. El
arreglo optimo en un sistema de bobinas Helmhboltz ¢s aquel donde la
distancia entre [as dos bobinas es (gual al radio de una de ellas, en este caso, la
vanacion en la intensidad del campo cerca del centro del sistema es minimo y
asimismo preseata uniformidad. La intensidad del campo es la suma de los
campos producidos por las bobinas individuales (Parker, 1993).

Para el presente trabajo, se prefirié la utilizacién de solenoides que

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

(A) Solenoide, (B) Toroide y (C) Sistema dual de bobinas

Helmholtz
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corno aparatos de exposicidn de sistemas bioldgicos a CEM de frecuencia
extremadamente baja (Valberg, 1995).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

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

biologicos a campos electromagnéticos de 60 Hz.

OBJETIVO GENERAL

Establecer modelos fisicos, tipo solenoide, para exposicion de sistemas

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Diseilar y caracterizar un modelo fisico de exposicion para cultivos
celulares (in vitro) a campos e¢lectromagnéticas de frecuencia
extremadamente baja (60 Hz).

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

I.- Sistema de Exposicién in vifro

Este modelo se implementé para llevar a cabo la exposicion de cultivos
de linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica. Para tal efecto se
construyé un solenoide o bobina generadora del CEM, el cual estaba formado
por un devanado de 340 vueltas de alambre de cobre calibre No.16 enrollado
alrededar de un tubo de PVC, el cual tuvo una altura de 25 cm, un radio de
5.27 cm y una resistencia de salida de 1.9 ohms. El solenoide se conectoé a un
transformador-reductor, con una alimentacion de entrada de 127 V+ 10% y
una salida de 12 V, éste a su vez s¢ unié a un transformador variable que tuvo
un méximo de 140 V y 7.5 Amp de salida con una alimentacion de 120 V y
una frecuencia de 60 Hz. En la Figura 1.5 se presenta el diagrama general de
este sistema de exposicion. El solenoide que contenia los frascos de cultivo se
colocé en el interior de una incubadora que tuvo una temperatura constante de
36.5°C + 0.1°C. En el presente estudio se utilizaron tres intensidades
magnéticas (1.0, 1.5 y 2.0 mT) de onda sinusoidal de 60 Hz de frecuencia,
esto fue constatado monitoreando el sistema con ua osciloscopio {(marca BK-
Precision 5120). En el mismo sistema de incubacién de los cultivos y en forma
simultinea, se colocaron los cultivos testigo en una drea en la cual no
recibieron la influencia del CEM. En la Figura 1.6 se muestra una vista frontal
de esta disposicion. Por otro lado, en ta Figura 1.7 se presenta otro diagrama
que ilustra la forma en que fueron colocados los cultivos a exponerse al CEM
y la de los grupos no expuestos, en donde se puede apreciar otro aspecto de la
disposicion entre ellos. Cabe mencionar que se consider6 estrictamente la

geometria de la exposicion y para ¢llo los cultivos expuestos fueron colocados
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Figura L5 Diagrama general del sistema de exposicion utilizado para el
tratamiento magnético in vitro de cultivos de linfocitos humanos de sangre

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

campo magnético.
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Figura 1.7 Diagrama que ilustra una vista superior de la forma en que fueron
dispuestos los cultivos de linfocitos. Los que se expusieron al
CEM de 60 Hz vy los testigos, Los tres juegbs de tres cultivos se
ubicaron a una distancia mixima de 10 cm entre cada umo.
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sobre una base de acrilico que tenia circulos concéntricos marcados para
cuidar asi que 1a distancia del cultivo del centro a la periferia del solenoide
fuera la misma, ya que se sabe que ¢l campo eléctrico inducido por €l CEM es
dependiente de! radio en el cual se encuentra la muestra.

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

Con este modelo s¢ llevd a cabo la exposicion de ratones m vivo para
llevar a cabo la determinacion de k;s pardmetros hematoidgicos, la prueba de
micronucleos y el analisis citogenético de células espermatogénicas (capitulos
IIL, IV y V respectivamente) de ésta tesis investigacion.

Los ratenes utilizados en los experimentos fuerom colocados en el
interior de un solenoide, ¢l cual constaba de $52 vueltas de alambre de ¢cobre
laqueado, de calibre 14, enroliado en una matriz de plistico de 27 cm de
diametro y 71 cm de alto. Este fue alimentado por una cormente eléctrica que
provenia de una fuente de corriente alterna de 60 Hz a la cual se conecté a un
transformador vaniable CONTROVAC-AC modelo A8.cp. con una entrada de
120 volts y 12 amperes. Todo esto se hizo pasar a su vez por un transformador
reductor que permiti¢ manejar €l amperaje requerido para producir la
untensidad magnética deseada (1.0, 1.5 y 2.0 mT). A excepcidn del solenoide,
los componentes de este sistema fueron simifares a los presentados en la
Figura 1.5 para el caso de la exposicion in vitro de linfocitos, anteriormente
descnto. Asimismo, el diagrama de componentes eléctricos para este sistema,
es similar al anteriormente descrito (i vitro), en la Figura 1.8

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

permitieron exponer tres ratones simultineamente en posiciones
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Figura L8.- Diagrama de componentes eléctricos para generar y medir el
CEM de 60 Hz empleado para exposicion de material biolégico
in vitro € in vivo.
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predeterminadas donde el pico maximo de medicién indicé el valor de
densidad de flujo magnético deseada. Asimismo se colocaron alimentadores
acrilices y botellas con agua para el suministro de los animales durante el
tiempo que durd el experimento. En la Figura 1.9 se muestra una fotografia en
donde se aprecia una vista superior del solenoide que contenia 4 los tres

ratones durante ¢l tratamiento magnético.

Cuantificacion del CEM

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

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

En ambos sistemas de exposicién antes descritos, se hizo la
caracterizacion fisica requerida para que hubiera reproducibilidad en fos
resultados, dicha caracterizacion de acuerdo a Cadossi et al. (1992), debia
incluir, la frecuencia, amplitud y forma de la onda asi como la geometria de la
exposicidon. Con respecto a ésta ultima, se¢ tomd en cuenta que el campo
efécirico inducido por el CEM en ¢l sistema a exponer, €8 proporcional al
radio con respecto at centro de [a bobina (Liburdy, 1993), por esta razén se
colocd un anillo acrilico concéntrico que permitia exponer las células y los
amumales sicmpre en la misma posicion. Esto es de gran importancia si
consideramos que el efecto bioldgico de un CEM estd directamente
relacionado con ese campo eléctrico inducido en las células (Leonard y cols.
1990). Para llevar a cabo la caracterizacion fisica de los modelos se utilizd
ademas un osciloscopio de 2 canales marca BK modelo 2120 No. de serie
201-01787.
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RESULTADOS

En la Tabla 1.1, s¢ muestran los valores obtenidos ¢n las mediciones
eléctricas y magnéticas realizadas al sistema de exposicion in vitro utilizado
para la exposicion de cultivos de linfocitos humanos, cada valor representa el
promedio de 10 mediciones. Se comprobd que el sistema fue capaz de generar
un campo electromagnético alternante u oscilante con una frecuencia de 60 Hz
gue €5 la que se encuentra comunmente en las tomas de corriente alterna en el
continente americano. Como puede observarse los valores presentaron una
mimma dispersion y se mostraron bastante regulares a lo largo de las
mediciones realizadas.

Cabe mencionar que durante todo ¢l tiempo en que los cultivos o
animales fueron tratados con el campo magnético, la bobina de prueba
permianecio ea el waterior de los solenoides para constatar la fidelidad en (3
intensidad del CEM,

Por otra parte la Tabla 1.2, presenta asimismo estas variables eléctricas y
maguéticas pero en este caso para el sistema de exposicion de ratones in vivo,
en el cual también se comprobd [a generacién de un CEM oscilante de 60 Hz
¢l cual fue homogéneo en la zona de exposicion, al centro de la bobina, Para
este caso se observd asinusmo una mimme variacidn en [os datos obtenidos

producto de 10 mediciones consecutivas aplicadas al sistema.
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Vs
FEM
B (mT) Inducida en Y Tipo de Onda | Amplitud de | Frecuencia
mV Alimentado Onda (V) Hz
AC al Solenoide x+DS
x+DS X+DS
1.0 [.08 +0.001 | 0.78 +0.003 | Sinuspidal | 4.65 +0.002 60
1.5 2.52+0001 [ 1.15+0.001 | Sinusoidal | 6.90 +0.001 60
2.0 336+0002 | 1.34 +0.002 | Sinusoidal | 9.30 +0.002 60
Tabla 1.1 Mediciones eléctricas y magnéticas obtenidas del sistema de

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

ayuda del osciloscopio.
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Vrms
FEM :
B (mT) inducida en v Tipo de Onda | Amplitud de | Frecuencia
mV Alimentado Onda (V) Hz
AC al Solenoide x+DS
x +DS§ X +DS
1.0 1.08+ 0041 | 401 0.001 Sinusoidal | 7.21 +0.002 60
1.5 252+0-001 [ 78 +0.001 | Sinusoidal | 9.34 + 0.001 60
2.0 336+0002 | 14.0+0002 | Sinusoidal |11.78 +0.002 60
Tabla 1.2 Mediciones eléctricas y magnéticas obtenidas del sistema de

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

ayuda del osciloscopio.



DISCUSION

De acuerdo a los resultados de la caractenizacion fisica de los sistemas
de exposicion empleados en este trabajo se puede asumir que se utilizaron
sistemas fisicamente confiables para llevar a cabo los experimentos
propuestos. Bdsicamente se consideraron los criterios internacionalmente
recomendados para sistemas de cxposicibn‘ a campos magnéticos de
frecuencia extremadamente baja previamente recomendados (Cadossi et al.,
1992; Valberg, 1995).

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

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

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

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

brindan exposiciones magnéticas confiables y con vanaciones minimas,



CONCLUSION
Se logr6 la construccion y caracterizacion fisica de dos sistemas de
exposicion a CEM oscilantes de 60 Hz, in virro e in vivo los cuales cumplen

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

efecto bioldgico de campos magnéticos.
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CAPITULO I1

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



ANTECEDENTES

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

de los campos electromagnéticos.

Citogenética

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

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

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

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

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

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

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

Hay 46 cromosomas en cada c¢lula humana y cada cromosoma es un
miembro de un par homologo. Existen por lo tanto 23 pares de cromosomas en
cata célula: un miembro de cada par procede del padre del individuo, y el otro
de [a madre. Veintidos pares son iguales en los machos y hembras ¥ se
denominan autosomas, pero ¢l par restante, los cromosumas sexuales, difieren
en ambos sexos y son de gran importancia en su determinacién. En la hembra
humana, los cromosomas sexuales son también idénticos y se denominan
cromosomas X. En el macho humano, los dos cromosomas sexuales son muy

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

El estudio cuidadoso de una metafase revela que los <romosomas
difieren. en tamarfio, lo que permite clasificarlos en grandes, medianos y
pequeiios. Por otra parte, la pdsicibn del centrémero, que es el elemento que
une las dos cromatides, es vanable: puede enconfrarse casi a la mutad del
cromosoma, en cuyo caso recibe el nombre de metacéntrico, 0 cerca de la
parte terminal, y entonces se trata de un acrocéntrico, o finalmente puede
ocupar una posicion media entre la parte central y posicion terminal,
constituyendo asi el cromasoma llamado submetacéntrico. Con estos daos
parametros, tamafio de los cromosomas y posicion del centromero, fue posible
ordenar en forma convencional el cariobpo humano normal y a la vez hacer la
clasificacion de las vanaciones patologicas del mismo (Gonzilez-Ramos,
1985).

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

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

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

La técnica para determinar el ICH es relativamente symple y es
ampliamente usada en estudios de toxicologia genética. Mediante este
procedimiento s¢ ha demostrado que la frecuencia de ICH es aumentada
dramaticamente cuando células ¢ amimales (incluyendo al humanc), son
expuestos a mutdgenos y carcindgenos conocidos (Perry y Evans, 1975;
Lambert et al., 1976; Latt, 1981).

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

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

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

utilizar en la deteccion de mutigenos tanto i vive como in vitro. Los primeros
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estudios indicaron que la prueba temia una alta sensibilidad, ya que se
requerian concemtraciones mucho menores de uma sustancia para inducir
intercambio de cromatidas hermanas que para producir aberraciones
cromosdmicas. Estudios posteriores han demostrado que esta alta sensibilidad
se presenta en la mayoria de los casos cuando se usan agentes alquilantes, pero
no es tan sensible cuando se utilizan otros agentes quimicos.

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

Otro pardametro que se determina junto con la cinética de proliferacion
celular es ¢l indice mitdtico, el cual consiste en determinar el porcentaje de
células que estin en mitosts. Este indice ha sido utilizado para la evaluacion

del crecimiento de cultivos desde los afios 60, pero recientements ha vuelto a
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Figura IL1
primera division, (M2) metafases en segunda y (M3) tercera divisién En la
tercera division no siempre el 100 % de los cromosomas aparecen claros pero

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

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

Potencial Genotoxico de los Campos Electromagnéticos

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

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

En otro estudio Kowalczuk et al. (1996), investigaron el potencial
mutagénico usande un ensayo letal dominante en ratones. Un total de 42
ratones macho fueron expuestos por 8 semanas a un CEM de [0 mT y 50 Hz
de frecuencia. Por otro lado 47 ratones macho fueron manejados como grupo
control. Cada animal se apared con 2 hembras en la primera, tercera, quinta,
séptima y novena semana después de la exposicion al campo magnético. Se
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encontré que las exposiciones a campos magnéticos de 10 mT no parecen

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

CEM y Efectos en Cromosomas

En lo que respecta al efecto en cromosomas, Nordenson et al. (1994)
expusieron ceélulas amni6ticas de humano a un campo magnético sinusoidal de
30uT y de 50 Hz por espacio de 72 h y encontraron un incremento en la
frecuencia de aberraciones cromosémicas comparado ¢on un grupe no
expuesto. En contraste con esto, (rali et al. (1995) probaron el efecte de un
CEM de 30uT de S0 Hz sobre células amnidticas humanas durante un periodo
de exposicion de tres dias, con el fin de confirmar los experimentos realizados
por Nordenson (op. Cit.) en los cuales el rompimiento de cromosomas y la
formacidon de gaps era relativamente alta después de la exposicion. Pero ellos
no encontraron incremento de dafio a los cromosomas en las células expuestas
a campos ¢lectromagnéticos.

En un estudio realizado por D'Ambrosio et al. (1985), se encontrd un
incremento significativo de aberraciones cromosémicas cuando exponian
cultivos de linfocitos periféricos de bovino a CEM de 50 Hz. También
encontraron un incremento en el niimero de aberruciones cromosdmicas en
células tumorales de ratéon después de exponerlas a campos electrostiticos y
también en linfocitos expuestos a mic;'oondas.

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

Cromosomas.



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

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

Por otra parte Rosenthal y Obe (1989), expusieron linfocitos humancs
periféricas a CEM y encontraron gue no alteraban la frecuencia espontinea de
intercambio de cromatidas bhermanas y aberraciones cromosomicas, pero
cuando se sometian linfocitos previamente expuestos a mutagenos quimicos a
la accion de los CEM, se encontré una frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas mayor qué cuando estaban en presencia del mutageno
quimico, pero en ausencia del campo magnético, lo cual sugeria un efecto
SINETEICO,

En ofro trabajo se estudi6 el efecto in vitro de los campos
electromagnéticos pulsantes de 10, 20 y 40 Gauss por 48 horas sobre
linfocitos humanos penféricos, utillizando la prueba citogenética de
intercambio de cromatidas hermanas y no encontraron diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos expuestos a CEM y el testigo
(Garcia-Sagredo et al., 1990).

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

Cromosomicas.
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Por otra parte, Scarfi y Franceschetti (1991) realizaron exposiciones de
linfocitos humanos a campos eléctricos (0.5,2.0,5.0 kV/m) de 5¢ Hz para ver
si estos producian efecto genotdxico (estudiando la formacion de
micronicleos) in vitro. Se encontré que los campos eléctricos de 50 Hz de
frecuencia no producen efectos genotdxicos a nivel cromosomico.

En otro trabajo realizado en seres humanos, se determiné ia frecuencia
de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, indice
de replicacion y micronicleos en linfocitos periféricos de 27 muestras de
trabajadores de fuentes de alta tension, que tuvieron periodos prolongados de
exposicion a los CEM de S0 Hz y 27 muestras de trabajadores de la linea
telefonica que serviaa comeo grupo de referencia. Lo que se obtuvo fue que no
existian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el
analisis de intercambio de cromatidas hermanas, indice de replicacion o
formacién de microniicleos. Sin embargo, se observd un incremento con el
rompimiento de cromosomas en los trabajadores de fuentes de alta tension
comparado con ¢l grupo de referencia, por lo cual se sugiere que la exposicion
a CEM 50 Hz estd asociada con un incremento en el rompimiento de
cromatidas (Valyjus et al., 1993).

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

Mads recientemente, tratando de aportar datos al posible daio

cromosomico ocasionado por CEM, fueron expuesios linfocitos periféricos
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humanos a campos magnéticos estaticos y oscilantes, para luego utilizar la
prueba citogenética de micronucleos y determinar el efecto producido por
agentes genotoxicos 2 los cromosomas. El primer grupo se expuso a un campo
magnético de 150uT de 50 Hz y de 75 y 150 pT de 32 Hz con el campo
geomagnético estdtico nulificado. En el segundo grupo, las células fueron
expuestas a 75 y 150uT de 32 Hz junto con un campo magnético estatico de
42uT. Se encontrd6 un 1ocremento de micronicleos estadisticamente
significativo con respecto a un testigo cuando se exponian linfocitos a campos
magnéticos estticos y oscilantes (Tofani et al., 1995). En contraste, Scarfi et
al., (1999) no encontraron indicios de que los campos magnéticos fueran
agentes clastogénicos ya que no se afectd la frecuencia de micronicleos de

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

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

cinética de proliferacion celular de linfocitos humanos in vitra.

OBJETIVO GENERAL

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

cromdtidas hermanas, indice mitdtico y cinética de proliferacion celular,

OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) Evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de CEM de 60 Hz a
in{ensidades de 1.0, 1.5 y 2.0 mT sobre cultivos de linfocitos
humanos expuestos por 72 h continuas,
B) Evaluar el efecto genotdoxico y citotéxico de una exposicion
combinada de un CEM de 2.0 mT de 60 Hz por 72 h mas el

mutageno quimico Mitomicina-C, 107 M.



MATERIAL Y METODO

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

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

EXPOSICION DE CULTIVOS CELULARES A LOS CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS.

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

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

CULTIVOS DE SANGRE VENOSA.

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

Posteriormente los cultivos se incubarom a 37°C. A las 24 br se agregd

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

Cumplidas las 72 hr se afiadieron 0.1 ml de calchicina (3.9 pg/ml} durante 1
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r. Después el contenido de los frascos se pasé a tubos cénicos de 15 ml y se
centrifugaron a 1200 rpm por 10 punutos. Se eliminé ¢l sobrenadante y se
resuspendio suavemente [a pastilla celular con 5 ml de KCl1 0.075 M con una
pipeta Pasteur ¥ por 20 minutos se mantuvieron a 37°C, emseguida se
centrifugaron a 1200 rpm por 10 munutos. Se¢ eliming el sobrenadante y se
resuspendieron con 5 ml de solucion fijadora (metanol-acido acético 3:1). El
lavado con la solucion fijadora se repitié hasta que se obtuvo un botén celular
blanco, ¢l cual se resuspendio en 1 ml de solucién fijadora y se¢ mantuvo a 4°C
por24 h.

PREPARACION DE LAMINILLAS

Finalizado ¢l tiempo, las células se centnifugaron a 1200 rpm por 10
minutos y se elimnd el sobrenadante hasta 0.5 ml de la misma solucton
fijadora. Con una pipeta Pasteur se resuspendio y se goted desde una altura de
30 ¢m sobre un portaobjetos desengrasado en etanol absoluto, el cual se secd a
la flama. Se observo al microscopio en contraste de fases para asegurarse de
que se habian obtenido preparaciones aceptables para su posterior

procesamiento.

TINCION

Después de '24 brs, las laminillas se sumergieron por 30 min en una
solucion de colorante Hoechst 33258 (1 pg/ml) por una hora en ausencia de
luz, se lavaron en agua destilada y se secaron. Posteriormente s¢ colocaron ¢n
amortiguador Mcllvane a pH 6.8 (Na;HPO4 0.2 M y 4cido citrico 0.1 M) y se
expusieron a luz ultravioleta y a una temperatura de 60°C durante 1.5 hr a una

distancia de 10 cm. Finalizado este proceso las laminillas se lavaron con agua



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

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

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

formacién requiere ¢l doble de eventos que los terminales.

INDICE MITOTICQO

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

Numero total de metafases
IM. =

Numero total de nucleos

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

La C.PC. fue evaluada en las primeras 100 metafases observadas,
determinandc el namero de células en primera division (M1), segunda
division (M2) y tercera division (M3). Se consideraron metafases en primera
division aquellas cuyos cromosomas se encontraron tefiidos completamente de
obscuro, segunda division a los cromosomas que estaban conformados por una
cromatida obscura y una clara y tercera division a las metafases que s¢

ceracterizan por presentar algunos cromosomas completamente claros como se
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observa en la microfotografia de la Figura II.2. Un indicador de la CP.C. esel
Indice Proliferativo (IP) que s¢ calculo de la sigwiente forma:

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

DISENO EXPERIMENTAL

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

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

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

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

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

mas CEM de intensidad 2.0 mT/72 h.

Para cada uno de los tratamientos se realizaron tres cultivos, y s
compararon con un testigo negative I{-) no expuesto a factores fisicas o
quimicos, y un testigo positiva T(+), Mitomicina-C (107 M), éste sirvié como
contro] intemo de los experimentos, ya que se sabe que esta substancia actua
como un depresor de la division celular, ademas de ser un agente genotdxico
bien conocido (Craig-Holmes y Shaw, 1977). Esto también se llevé a cabo por
triplicado, es decir en cada experimento se procesaron un total de nueve

cultivos.

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

procesamiento de la forma antes mencionada.
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<ONOI (B)

ALERE FLAMMANTY

Figura 11.2 Microfotografia que muestra metafases de linfocitos humanos
teiiidos mediante la Técnica de Intercambio de Cromatidas Hermanas (A)
Metafase en primera division (B) Metafase en segunda division y (C) en
tercera division (100 x).



ANALISIS ESTADISTICO

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

Tados los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion del
paquete estadistico SPSS version 8.0 (Ferran-Aranaz, 1996).
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RESULTADOS

En la Figura I1.3 se muestran metafases con la técnica de ICH en
linfocitos humanos periféricos tratados con CEM oscilantes de 60 Hz asi
como el testigo positivo tratado con Mitomicina-C y el testigo negativo,
asimismo se muestra el tratamiento combinado de Mitomicina-C 107 My 2.0
mT de CEM. Por otra parte en [a tabla II.1 se muestran los resultados de la
frecuencia de ICH para los cuatro experimentos independientes. Los valores
expresados como la media antmética, aparecen comparados con sus testigos
para cada uno de los tratamientos. El analisis de varianza reveld que no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre el testigo negativo
¥ el tratamiento con campo magnético a las tres intensidades usadas.
Asimismo se constatd que no hube un efecto sinérgico de la Mitomicina-C y
el tratamiento con 2.0 mT de CEM. Como era de esperarse, el testigo positivo
que contenia Mitomicina-C, mostré una frecuencia significativamente mayor
que el testigo negativo (p <0.05).

Por otro lado, se estimé el efecto de los CEM sobre la division celular,
en la tabla 11.2 se presentan los valores promedio del Indice Mitdtico
obtenidos para los diferentes tratamientos y sus respectivos testigos. Estos
resultados analizados estadisticamente mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis y posteriormente por parejas con la U de Mann-Whitney,
determinaron que el CEM, en todas sus intensidades incrementd
significativamente Ja division de los linfocitos (p < 0.05). Asimismo, se
observo un efecto antagonico del campo magnético y la Mitomicina-C, ya que
en ¢l tratamiento que combina los dos factores se presentd un incremento del
Indice Mitético cuando se expuso 2 2.0 mT de CEM mas Mitomicina-C 107
M con respecto a un cultivo tratado solamente con la droga (p < 0.05).
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Figura I1.3 Microfotografia de metafases de cromosomas obtenidas de
linfocitos humanos sometidos a diferentes tratamientos in vitro (A): Testigo
negativo (B): Testigo positivo, expuesto a Mitomicina-C (C): 1.0 mT (D): 1.5
mT (E): 2.0 mT (F): 2.0 mT / Mitomicina-C.
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L% L

Media .mn,:bm: o_m. de la frecuencia de ICH + Desviacion estandar

Experimento Tratamiento  Testigo negativo Testigo positivo Valor F
1.0 mT 505+008(z) 4.85%0.12(a) 13,70 £ 0.23 (b) 3090.75
1.5 mT 458+0.16 () 4.84+0.29 (a) 11.96 ¢ 0.35 (b) 679.05 *
2.0 mT 445+065() 3.99+0.24(a) 11.46 + 1.32 (b) 70.36 *
2.0mT+MMC 10"M 11.34£0.64 (a) 420+ 0.55" (b) 11.58 + 0.16 (a) 208.41"

L3

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

son asimismo mostrados.
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X

Media aritmeética del indice mitotico + Desviacion estandar

Experimento Tratamiento  Testigo negativo Testigo positivo Valor x*
1.0mT 6.2+ 0.20 44+020 3.4 +0.10 726"
1.5mT 6.6+0.10 564020 33+0.10 732°
2.0 mT 6.1+ 0.10 4.7 £0.30 3.1+£0.20 6.87"°
20mT+MMC 10"M 35+0.10 464010 2.8+0.20 726"

a

Tabla I1.2. Resultados del Indice Mitotico de cuatro experimentos independientes, Cada experimento fue realizado
por triplicado y comparado con 1 testigo negativo y otro positivo tratado con Mitomicina C 107 M ( MMC) . Se
aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y se encontraron diferencias estadisticamente significativas
indicadas como * (p<0.05). Los valores del estadistico x* se indican.
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En lo concerniente al analisis de Ia cinética de proliferacion celular
(C.P.C.) mediante el recuento de metafases en primera, segunda y tercera
division que se observaron con la técnica de ICH, se determiné el Indice
Proliferativo. En la tabla I1.3 se presentan los valores promedio de los Indices
Proliferativos para cada uno de los tratamientos y sus testigos. Se aprecia que
en las tres intensidades magneticas se presentd un incrementd en el Indice
Proliferativo con respecto al testigo negativo. El analisis estadistico no
paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente por
parejas con la U de Mann-Whitney revelo diferencias significativas (p<0.05).
Asimismo se observd, como era de esperarse, una baja en la division celular
en ¢l testigo positivo. En el caso del tratamiento combinado de 2.0 mT de
CEM mas Mitomicina-C se¢ observé que aunque la proliferacién celular
disminuye con respecto al testigo negattvo, esta disminucién fue menor que la
observada en el testigo positivo, tratado inicamente con Mitomicina-C, lo que
sugiere un efecta antagomicae del CEM con respecto al mutigeno quimico,
mismo efecto que previamente habia sido observado para el caso del Indice
Mitético.,
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3 i

. Media aritmética del indice Proliferativa + Desviaci6n estandar -
Experimento Tratamiento  ‘Testigo negativo Testigo positivo  Valor x°
"1.0mT 2.34 +0.04 2.1240.12 . 1.89 £ 0.06 6.87°
1.5mT 2.52 +0.02 2.06 £ 0.07 1.77+0.04 720"
20 mT 2.524+002 2.20 +0.03 1.58 £0.04 580"
20mT+MMCI10°M 1.85+0.02 2.18+0.07 1.64 +£0.05 625"
e i X £ . i

Laadd : =~ i b3 had
*

Tabla II1.3. Resultados del Indice Proliferativo de cuatro experimentos independientes. Cada experimento fue
realizado por triplicado y comparado con un testigo negativo y otro positivo tratado con Mitomicina C 107 M
MMC). Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas indicadas como * (p<0.05). Los valores del estadistico x” se indican.
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DISCUSION

De acuerdo a los résultados obtenidos en este estudio, se puede asumir
que no fue posible demostrar un efecte genotdxico inducido por los CEM de
60 Hz de frecuencia sobre cultivos de linfocitos humanos periféricos
expuestos a intensidades de flujo magnético de 1.0, 1.5 ¥ 2.0 mT, ¥ juzgar
por los datos encontrados mediante el analisis de la frecuencia de ICH, al
menaos a este aivel, no se encontraron cambios citogenéticos al comparar los
cultivos expuestos a las treg intensidades con cultivos no expuestos. Estos
hallazgos se relacionan con los encontrados por Cohen et al, (1986) quienes
expusieron linfocitos a CEM de 60 Hz a intensidades de 0.1 y 0.2 mT y no
encontraron efecto sobre la frecuencia de ICH. Asimismo, Rosenthal ¥ Obe
(1989) no encontraron alteraciones en la frecuencia de ICH de cultivos de
linfocitos tratados con intensidades mas altas a las utilizadas en este trabajo
(5.0 v 7.5 mT). Por otro lado, se ha investigado el efecto de CEM in vive sobre
la frecuencia de ICH a grandes intensidades (30 mT) y tampoco se han
detectado alteraciones en la frecuencia de ICH en ratas (Zwingelberg, 1993).

Es posible, no obstante, que con la prueba de ICH no se hubiesen
detectado cambios que con otros andlisis citogenéticos sf s¢ llegasen a
presentar, ya que en un estudio mas reciente, Khalil 'y Qassem (1991)
encontraron que no se afectaba la frecuencia de ICH en linfocitos expuestos a
CEM de 1.05 mT y de 50 Hz por 72 h, pera por otra parte i observaron un
incremento en las aberraciones cromosOmicas de las células tratadas
magneticamente.

En lo que concieme al tratamiento combinado CEM més Mitomicina-C,
no se encontro efecto sinérgico aparerite y nuestros hallazgos concuerdan con
los sefialados por Zwingelberg et al. (1993) quienes utilizaron un tratamiento
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combinado de ciclofosfamida y CEM y tampoco encontraron efecto sinérgico
al exponer linfocitos a dichos agentes. En contraste, Rosenthal y Obe (1989)
probaron la accion combinada de agentes quimicos mutageénicos con CEM ¢
detectaron sinergismo $6-

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

Por otra parte, en el presente estudio se observaron cambios
significativos en lo que respecta a la proliferacion celular de linfocitos
expuestos & los CEM, manifestindose como un incremento en el Indice
Mitdtico asi como en el Indice Proliferativo en todas las intensidades aqui
probadas. Estos resultados son muy parecidos a aquellos obtenidos por
Antonopolus et al. (1995) quienes al exponer cultivos de linfocitos & $.0 mT
de CEM de 50 Hz sefialan un incremento en la division celular.

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

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



El presente estudio no concuerda con lo obgervado por Khalil y Qassem
(1991), quienes informaron una disminucién en la actividad mitdtica de
linfocitos expuestos a una intensidad muy parecida @ la nuestra, ellos usaron
1.05 mT, sin embargo c¢abe mencionar que los CEM empleados eraa
puisantes,

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

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

Con los resultados encontrados en este trabajo se puede aseverar que
bajo las condiciones experimentales aqui utilizadas, los campos
electromagnéticos si son capaces de modificar actividades celulares, como en
este caso, [a division celular, No se pudo demostrar un efecto genotdxico, sin
embargo seria conveniente la utilizacion de otros procedimientos
citogenéticos, como por ejemplo el andlisis de aberraciones cromosdmicas o

de los sitios frigiles que aumentaran la sensibilidad del estudio. Otra
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posibilidad de incrementar la confiabilidad de los resultados, seria el aumentar
el tamafio muestral y contar asi con linfocitos humanos de varios donadores.
Asimismo, se recomienda un estudio in vivo en donde los mecanismos de
reparacion propios de la célula pudiesen revertir el efecto provocado por estas
radiaciones de frecuencia extremadamente baja.



CONCLUSIONES

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

cromatidas hermanas de linfocitos humanos penféricos expuestos i
Véfro.

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

¢) Se observd un efecto antagomico de los campos electromagnéticos con

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

proliferacion cefular.
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CAPITULO III

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



ANTECEDENTES

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

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

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

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

CARACTERISTICAS DEL TEJIDO SANGUINEO

La sangre consiste en una matriz liquida llamada plasma y una gran
variedad de células que desempeiian funciones tales como el transporte de
oxigeno y bioxido de carbono, inmunoldgica y distribucién de nutrientes,
ademds juegan un papel esencial en la funcién integradora del sitema
endécrino. Estas células sanguineas conocidas también como elementos
formes de la sangre, se hayan representadas por diversos tipos entre los que se
cuentan los siguientes (Sanchez-Yllades, 1992; William-Banks, 1995):
Eritrocitos: La eliminacion de su nicleo y su forma biconcava, garantiza que
los globulos rojos tengan capacidad mixima para transportar oxigeno.
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Eosinéfilos: Constituyen ¢l segundo grupo de granulocitos que se 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.

Basofilos: Son los menas numerosos de los granulocitos, tienen mas 0 menos
el mismo tamaiio que los neutrdfilos con nicleo bilobulado se caracterizan par
que los granulos se tifien mas ascuros que el micleo y generalmente suelen
ocultarlo.

Linfocitos: Son los agranulocitos que se encuentran con mayor frecuencia. Su
nucleo siempre es esférico, tiene heterocromatina condensada en su pertferia
con un ndcleo muy densa,

Monocitos: Son las células sanguineas de mayor tamafio, su nucleo tiene
forma de rifion, pero puede ser esférico ¢ tnlobulado. La cromatina es mas
clara y reticulada que la del nicleo 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 region basdfila

central y otra periférica palida y homogénea.



Efectos de Jos 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 mostrd un incremento en el
conteo de células blancas (Marnno 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 y 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 produccién sinérgica de efectos
clastogénicos por radiacidon ionizante y campos magnéeticos 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 vy de 1.4 pT. Se encontré 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 unicamente a radiacién 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 mumero de linfocitos en sangre; la reaccion del sistema
bioldgico a estos campos depende de la zona de irradiacion y el estado inicial

del animal y en base a esto se concluyo que el efecto de dichos CEM provoca
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una combinaciéon de cambios locales ‘¢ generales, 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 exposicién
cronica por 6 horas durante 30 dias a una intensidad de 0.1 mT, se encontraron
cambios en la tiroides ¥ glandulas sexuales, también se encontré@ una
linfopenia y disminucion de los eosinofilos (Zagoroskaia, 1990).

Por otro lado, se realiz6 un estudio in vive para estudiar los efectos de la
exposicidn 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 habitacién donde la fuerza del campo estuvo siempre por
debajo de 0.1 uI. Los pardametros hematoldgicos fueron medidos cada 3
semanas. E] andlisis de diferencias se hizo a los dias 0, 20, 43, 90 ¥ 190. Al
dia 20, el recuento ds leucocitos fue més bajo para el grupo expuesto, y s
observd un descenso significativo para linfocitos & monocitos. No se
tegistraron diferencias al dia 43. Sin embargo, a los 90, dias el recuento de
linfocitos, neutrdfilos y eosindfilos fue significativamente mas bajo en el
grupo expuesto que en el grupo control, A los 190 dias también fue observada '
la neutropemia (Bonhomme-Faivre et al., 1994).

Por otra parte, hay estudios epidemiol6gicos 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),
realizardn un estudio con 32 hombres jovenes entre los 20 y 30 afios de edad
donde 16 sujetos fungieron como un grupo comtrol no expuestos y los 16
restantes fueron expuestos a CEM de 10 uT por intervalos de ¥ hora. Se
estudiaron los parimetros de hematocrito, contes de eritrocitos, total de
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lencocitos 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 proliferacidn 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 realiz6 un estudio donde se expusicron ratas macho albinas de
12 semanas de edad por 22 horas diarias durante 32 semanas a una dosis de §
uT, fueron evaluados los parimetros hematologicos sin encontrar cambios en
éstos (Margounato et al,, 1995).

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

Asimismo, Ubeda et al. (1997) trataron in vivo ratas Wistar con CEM a
una intensidad de 1.5 mT y no encontraron cambios significativos en
comparacion con un grupo NOo expuesto, en lo que respecta & células
sanguineas y proteinas plasmaticas. Sin embargo mencionan que €s necesarie
llevar a cabo mas estudios al respecto para asi establecer conclusiones sdlidas.

En ofro estudio experimental donde s¢ midieron los cambios hematologicos
¥ bioquimicos en ratones de 6 semanas de edad expuestos durante 350 dias a
CEM con una intensidad de §.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 dismmnuian significativamente: los eritrocitos, linfocitos ¥
monocitos, ¥ que la hemoglobina ¢ el hematocrito se incrementaban en
comparacion con 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 encontréd una disminucion significativa en linfocitos neutrofilos
polimorfonucleares ¥ eosinofilos en comparacion con el testigo negativo, a los
190 dias se encontrd un descenso en el cortisol y a los 350 dias no se encontraron
ciferencias en los parametros estudiados (Bonhomme-Faivre, 1998-a).

Un estudio realizado en 13 trabajadores que se encontraban expuestos a
transformadores de alta tension que generaban CEM de 0.2 uT a 6.6 uT de
intensidad magnética por un periodo de 8 horas diarias durante 1 a 5 afios §
mostré que tales individuos presentaron desordenes fisicos y emocionales
tales como fatiga, disminucion de la libido; tendencia 4 la depresion @
uritabilidad. Ademas los individuos estudiados presentaron una disminucion
importante en ¢l total de linfocitos, CD4, CD3 y CD2, asi como un incremento
en células NK, leucopenia y neutropenia en comparacion con personas queé no
se encontraban expuestas a campo magnético (Bonhomme-Faivre et al., 1998-
b).

Por su parte, este mismo grupa de investigadores en yn estudio mads
reciente (Bonhomme-Faivie et al.! 1999) mostraron que los pariametros
hematolégicos 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 ratounes 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 en comparacidn con animales no expuestos. Estos resultados sugieren el
potencial efecto de los CEM sobre los parametros hematologicos.

Efecto de Campos Eléctricos ¢n Parametros Hemadticos

Existe una gran diversidad de estudios que han mvestigado el efecto de
campos eléctricas en los pardmetros hematoldgicos de mamiferos. En esta subv
seccion se decidié incluir algunos de los mas relevantes paor 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 el tejido sanguineo ast, pof ejempio en un estudio realizado con
ratones expuestos a campos eléctricos de 157 kV/m durante 1500 horas en ¢l que
se midieron los neutrofilos, los leucocitos y proteinas en el plasma, se encontro
que éstos pardmetros no suffieron cambios P& causa de la exposicion
(Knickerbocker et al., 1967).

Por otro lado Meda &t al. (1972) realizaron un estudio para 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 que los
eosinofilos v los neutrdfilos se incrementaban y que los linfocitos disminuian
considerablemente en comparacion con un grupo de animales no expuesto.

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

Por otro lado, una investigacion realizada en ratas uhlizando 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 elevacién de la glucosa en
sangre periférica (Dumarsky et al., 1976).

En otro estudio experimental para ver los efectos de los campos eléctricos
en ratas y ¢onejos Le Bars y Andre (1976) colocaron los animales exponiéndolos
al campo por un periodo de entre 100 ~ 300 dias a una mtensidad de 50 kV/m ¥
encontraron que 1os eritrocitos, los reticulocitos, los neutréfilos v los linfocitos no
se vefan afectados, solo las proteinas plasmaticas se vieron incrementadas por
dicha campao.

En otro trabajo realizado en ratas expuestas durante un periodo de im afio a
campos eléctricos de 100 kV/m se encontré que estos afectaban a fos leucocitos
mostrando una considerable dismmucion 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 ntensidad de 15 kV/m durante 3¢ dias mostraron un incremento de
algunas proteinas del plasma 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
ntensidad de 25-50 kV/m durante 6 semanas, €stos mostraron cambios en
algunos parimetros sanguineos como un aumento significativo de los leucocitos,
corticosteroides y algunas de las proteinas del plasma, asi como también una
disminucion de los eritrocitos (Poznaiak et al., 1977).

En otro estudio realizado para evaluar el efecto de los campos eléctricos de
50 Hz s una intensidad de 100 kV/m en lLinfocitos de ratas, los animales se
expusieron 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).

sadecen



Sin embargo en otro trabajo muy relacionado con el anterior, se évaluatan
los efectos de estos campos eléctricos de 50 Hz a una intensidad de 100 kV/m
sobre los parametros sanguineas de ratas durante un periodo de exposicion de 60
dias no mostré cambios en los eritrocitos y proteinas plasmaticas mientras que los
neutrofilos se incrementaron considerablemente en comparacién com el testigo
negativo y por otro lado los linfocitos se vieron disminuidos (Malaguti et al.,
1980).

Por otro lado se llevé 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 plasima; sometiéndolos a un campo eléctrico 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 plasmaticas en especial la albhmina 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).

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

estos campos no inducen cambios sobre [a sangre periférica de [os organismos
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€Xpuestos en comparacidn com sus testigos siegativos no expuestos. Se
meaciona 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 pardmetros
sanguineos de ratones (Mus musculus) de la linea BALB/c.

OBJETIVO GENERAL

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

Vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Evaluar el efecto de los CEM eoscilantes de 60 Hz en intensidades de
1.0, 1.5, ¥y 2.0 mT por un periodo d¢ 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 6¢ Hz a una intensidad de
2.0 mT combinado con Mitomicina-C (5 mg/kg) por un periodo de 72 h
sobre los pardmetros hematolégicos 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 parametros
hematoldégicos de ratones Afus muscuius linea BALB/c expuestos i

Vivo,
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

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

EXPOSICION DE LOS ANIMALES A LOS CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS

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

magnéticas aplicadas fueron; 1.0, 1.5 y 2.0 mT.

PRUERAS SANGUINEAS
Se realizaron pruebas 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 muestra por la mafiana y a Iz
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 aplicd Cloranfenicol oftalmico en solucién, al
ojo del animal antes y después de la extraccion de sangre. Las pruebas
hematoldgicas a realizar fueron:

a) micrchematocrite (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 tapoa de creatoseal
por el extremo donde se frealizd el llenado. Los capilares fueron
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b)

d)

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

Proteina total del plasma (PP).- Para determinar éste parametro se
utilizaron los capilares centrifugados para la prueba del
microhematocrito, los cuales fueron seccionados, tomando solamente la
porcion del plasma, el cual se colocé 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 utiliz
un hemoglobinémetro marca BMS, para esto se colocd una gota de
sangre (0.1 ml) en la camara, se hemolizo 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 igualar los colores de la pantalla, se tomé Ia
lectura en la escala con unidades g/dl.

Concentracién corpuscular media de hemoglobina (CCMH).- Esta
es la concentracion media de hemoglobina en un volumen determinado
de concentracion de eritrocitos. Se calcula a partir de 1a concentracion

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

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

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

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

diferencial se realiz6 usando un frotis de sangre tefiide con hemocolorante
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rapido (marca Hycel de Méxice S.As de £.¥.). Se €olocd una gota de
sangre en uno de los extremos del portacbjetos ¥ con otro portaobjetos
formando un aagulo de 40 grados aproximadamente, s¢ desliza hacia el
extremo opuesto del portachjetos que inicialmente tenia la sangre, secado
al aire y posteriormente fijado con metanol por espacio de 30 min, se
colore6 con hemocolorante por espacio de 15 a 20 seg en la solucién 1
enjuagando con agua y elimnando el excese de ésta para ser colocado el
mismo lapso de tiempo en la solucién 2, se lavaron y 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 ciem . células blancas. Para
determinar la proporcion de cada una de ellas s¢ contabilizaron;

neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos y monocitos.

DISENQ EXPERIMENTAL

Se realizaron cinco ¢xperimentos independientes utilizando un disefio
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 intensidad 1.0 mT

Por un periodo de 72 hrs. gupaento
Experimento No.2.- Tratamiento con CEM de intensidad 1.5 mT
Por un periodo de 72 hrs.
Experimento No.3.- Tratamiento con CEM de intensidad 2.0 mT
Por un periodo de 72 hrs.
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Experimento No 4 .- Tratamiento combinado con Mitomicina-C 10"M
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 testigo positivo al cual se le sumnistraron
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 el 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 0C.

ANALISIS ESTADISTICO

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

Los datos se analizaron mediante pruebas estadisticas paramétricas y no
paramétricas. Se aplico inicialmente a los datos la prueba de Kolmogorov-

Smimov que determina si la distribucién de los datos era normal o no. En el
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caso de los eosinofilos y bascfilos que mostraron una distribucién 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 paramétrica de
contrastes de Wilcoxon.

Dichos analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software
para Windows 95 SPSS version 8.0 de acuerdo a Ferran-Aranaz (1996)1
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RESULTADOS

EXPERIMENTO No. 1 Exposicion de ratones 38 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 encontrd en el caso del tratamiento magnético un
incremento en los neutrofilos y monocitos mientras que los linfocitos y la
CCMH se vieron disminuidos (P<0.05). Aunque ofras variables en el
tratamiento mostraron diferencias estadisticas sigmficativas 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 tratamiento magnético en los

neutrofilos y linfocitos pero no en los monocitos ni en la CCMH.

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

En la Tabla I1.2 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 ]a tabla III.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 encontréd
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que la PP y los linfocitos disminuyen mientras que los neutréfilos se
incrementan (p < 0.05). Los demas parametros hematoldgicos no mostraron
modificaciones atribuibles al tratamiento magnético. Hasta este experimento,
se puede observar que el resultado méas 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 h combinado con Mitomicina-C a § mg/kg.

En la Tabla II1.4 se muestran los resultados comrespondientes a este
experimento donde se encontré que para el tratamiento se incrementd (p <
0.05) 1a concentracion corpuscular media de hemoglobina mieniras que en el
resto de las variables no mostro diferencia estadisticamente significativa. El
grupo tratado con Mitomicina-C (testigo +) mostré sus efectos sobre
linfocitos, neutréfilos y monocitos, asi como en la hemoglobina, proteina del

plasma y conceniracion corpuscular media de hemoglobina.

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

En Ja Tabla TII.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 animales 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 Expenmento IN"1: C1iM de 60 Hz 2 1.0 m'L.
. —_— O —rr—p—— e ccm—CE e
#REP K DESV EST. P EST
0 # 1gaT| Q ¢ 10al| § & 10T O ™ 10T
0 hus 9 [17.33 [ 17.66 | 17.16 | £0.661 | 20.567 | £0.500 '0.0072[0.008[ 0.084 | -2.719 | 267 [ -1.73
72 bea 15.83 | 13.88 | 16.93 | 10559 | £1.219 | £0.485
Ohrs 2.1 553 [3.300] 6280 [ £0.489 | 20.477 | £0.437 [0.018+| 0.056 | 0.041s] -2.375 1_-1.914.]-2.041
P 72 hrs 602 | 5440 [ 7950 | 20210 | +0.371 | $0.538
<0 hry 9 |5533(5588|59.88 | £21.658 | £2.571 | £3.550 |0.008/0.007+| 0.012%| -2.67 | -2.675 [-2.524
tc 12ho 51.44 | 4544 | 50.11 | +1.833 | $1.130 | £3.829
CMHOEs | 9 [3.190 | 3.160 | 3490 | £0.104 | £0.131[ £0.155 [0.5%4 [ 0.374 [0.011+] -0.534 | -0.889 [-2.547
CMH 72 b 3,250 | 3.300 | 2.980 | 10.158 | +0.374 | +0.298 n
EUC ks 9 [ 36.44 [ 38.00 | 23.11 | £4.186 | £7.952 | £9.701 [ 0.859 [0.008¢|0.008¢+| 0.178 | -2.666 [-2.666
‘EU 72 b 35.22 | 7166 | 74.55 | £2.438 | £9.294 | +4.013
LOS 0 his 9 10.330 | 0.110 [ 0.000 | 20.050 | £0.033 | £0.000 [0.594%]0.594%| 0.081%| 0.555¢ | -0.555 | -2
F50 72 brs 0.220 | 0.220 | 0.3%0 | $0.044 | +0.044 | 0,050 [
BAS 0 hr 9 10000 [0.110 [0.000 [ 20.000 | 0333 [ £0.000 [0.347¢[ & |0.M47| 1. Of -1
BAS 72 ho 0.110 | 0.000 | 0.110 | +0.333 | +0.000 [ +0.333 i !
LN 0 bus 9 [ 61.00 | 60.00 [ 77.44 | £4.000 | £7297 | £8.308 | 0.314 10.008| 0.008+| -1.007 | -2.666 [-2.668
JLIN 72 hrs 63.33 1 27.11 | 24.11 | $2549 | +8.462 | +4.400 | _ ]
ON 0 hr 9 [2110 [1.440 [ 0.220 | £1.536 | +0.72G | £0.440 | 0.084 | 0.33 [0.038+] -1.725 | -0.973 | -2.07
ON 72 ho 1.110 | 1.000 | 1.000 | £0.600 | +1.224 ] £0.707
TablaIII.1.- Promedios de los parametros hematalogicos y valores estadisticos

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

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Hic= Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrofilos, ESO= Eosmofilos,
BAS= Basofilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitos, O 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. 1
e
#RED "% DESY EST. 3 — Bat |
© & 15aT| & +f 15aT| @ & 18oT| &} 15w
0 hirs 9 11733 [ 17.66 [ 18.39 [ £0.661 [ 20.567 | £0.416 [0.007°[0.008]0.008: | -2719 | -2.67 | -2.67
ib 72 bire | 15.83 | 13.88 [ 14.80 [ #0.550 | #1.219 | +1.563
P Ohre 9 | 553 {3.800 [ 5.870 [ £0.489 | 10477 | £0.244 (G.0180.056 |G.041*| -2.375 [-1.914[-2.047}
P 72 hes 6.02 | 5.440 | 6.067 | £0.210| +0.371 | +0.223
w0 hoa 9 55335588 | 55.33 | £1.658 £2571 | £3.122 [0.008|0.0074| 0.015%| -267 |-2-675|-2.433|
72 b 51.44 | 45.44 | 51.20 | £1.833 | #1.130 | +1.418
CCMHOBs | 9 |3.190 | 3.160 | 3.010 | £0.104 | £0.131 | 0.216 | 0.594 [ 0374 [0.0.08+] -0.55¢ |-0.859|-2.666]
XCMH 72 hes 3.250 | 3.300 | 3.500 | £0.158 [ $0.374 | 10.366
fSECObe 9 (3644|3800 25.70 | ¥4.186 | £7.952 | £8.366 | 0.859 | 0.008+| 0.008*| 0.178 |-2.666|-2.666
NEU 72 hos 35.22 | T1.66 | 67.56 | £2.438 | £9.394 | £9.988
EOS0 by 9 [0.330 [0.110] 0.660 | £0.500 | £0.333 | +0.707 [0.594°0.5945(0.195°| (.555 |0.555| 1.414
SO 72 o 0.220 | 0.220 | 0.220 | £0.440 | £0.440 | £0.440
BAS 0 brs 9 10.000[0.120]0.000 | £0.000| £0.333 [ z0.000 [0.247] t* [0.3475] -1 0 ] 4
BAS 72hes 0.110 | 0.000 | 0.220 | $0.333 | £0.000 | +0.440 ] |
LEN § b 9 | 61.00 | 60.00 | 7120 | £4.000 | £7.297 | £6.418 [0.314 |1.008°| 0.008*] -1.007 |-2666|-2.665
LIN 72 bes 6333 | 27.11 | 3011 | +2.549 | +8.462 | +9.995 ,
MON 0 brs 9 12110 1.440 | 2000 | £1.536 | $0.726 | £1.224 | 0.084 | 0.33 | 0.831 | -1.725 |-0.973 41213'
pMON 72 s 1.210 | 1.000 [ 1.660 | £0.600 | +1.224 | +1.224
Tabla II1.2 Promedios de [os parametros hematologicos y valores estadisticos

obtenidos de ratones Adus musculus Linea Balb / C expuestas in vivo g CEM de 1.5
mT de intensidad magnética.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Htce= Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrofilos, ESO= Eosindfilos,
BAS= Bastfilos, LIN= Linfocitos, MON= Monccitos, 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, 1.5 mT= Tratamiento del CEM, a= Sigmficativos Estadisticamente, b=
Analizados por pruebas parametricas.
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I PRUEBAS Expenimento N°3 CEM 60 Hz a 2.0 mT.
HRED X DESV EST. v Y st
O ® ar § & War|B @ 200 @ 20
mT mT
Ib C hus 9 [1792117.92[ 1958 [ +1.111 [ 10.484 [ £0.353 [0.023[0.011+/0.007s[-2.271 [-2.556] -2 68
72 ho 16.42 [ 1500 | 15.17 | £1.023 | £1.858 | £1.038
P Ohrs 9 | 6650|6700 | 7383 | +0.714 | £0.367| *0.108 | 6.722 [ 0.21* [0.031%|-0.35¢[-2 313{-2154
P 72 hos G.700 | 1.050 | 7.150 | £0.456 | £0.414 | £0.334
%< 0 hoy 9 | 5550 545 | 57.67 | £2.000 | £2.264 | £2.165 [0,008:]0.007+|0.0084]-2.666-2.675)-Z.666}
tc 72 hes 47.00 | 4417 | 45.00 | +2.437 | 5906 | +7.404
CMH 0 hrs 9 |3.110 | 2.870 | 2940 | £0.195 | £0.118 | £0.101 | 0.051 | 0.85% | 0.441 |-1.955|-0.178| Q.77
CMH 72 brs 2880 | 3.000 | 3.050 | +0.295 | +0.635 [ +0.53%0 o _
INEU G hes 9 [13.00[8440] 2611 | £5.545 | +4.187| +4.285 | 0.066 [0.015%(0.008+|-1.836[-2429] 2665
NEU 72 kes 21.89 | 36.56 { 55.22 | 29.253 | +19.11 | +8.526
EQS 0 us 9 [0333] 02220111 [ £0.707 | £0.441[ £0.333 [0.447[0347 16 | 08 [ 1 f
ESO 72 b 0111 | 0.111 | 0.111 [ 20333 [ 20333 | 20.333 L
BAS 0 brs 9 10000 | 00.00 | 00.00 | £00.00 | £00.00 | £00.00 [0.347%] 1* 1b 4 {0 0
BAS 72 hrs 0.t11 | 00.00 | 00.00 | +0.333 | +00.00 | +00.00 T Ll [
TIN 0 hos g 85.5G 19033 [ 90.33 [ £5.102 | £4.555| 4 157 | 0.51 [0.015[0.008¢|-1.955]-2.429|-2.668
LIN 72 brs T7.56 162.89 | 62.89 | £8.791 | £19.11 | £8.525
momm 9 [1111] 1.000 | 1000 | +0.781 | +0.707 [ +0.500 [ 0.81° [ 0512 1b ] 2 |22%| 0
ON 72 bars 0.444 | 0.444 | 0.444 | £0.527 | =0.527 | £0.500

k

Tabla [II.3.—Promedios de los parimetros hematologicos 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 Corpusculat Media de Hemoglobina, NEU = Neutrofilos, ESO =
Eosin6filos, BAS = Baséfilos, LIIN = Linfocitos, MON = Mounocitos, 0 hrs = Antes s_del
tratamiento, 72 hrs = Después del tratamiento, #REP = Namero de Repeticiones, X =
Media, DESY EST = Desviacion Estandar, P = Probabilidad, Est = Estadistico, { - ) =
Testigo Negativo, { + ) = Testigo Positivo, 20 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..

#AEP X DESV EST, P EST
(]’“’ A4 20mT| § @ z0aT| Yy 20wT (;)I ey 20%T
+ + MC * 4 ; +
M.C. M.C
0 burs 0 |16.78 | 16.33 | 17.61 | £1.481] £0.963| £0.820 | 0.141] 0.012¢ | 0.203 |-1.474|-2524]|-1.272
72 bars 15.72 | 14.44 | 1683 | £1.121 | +1.210 | +2.092
B Ok 9 | 68896378 |6.567 | 0.372 | £0.205 | £0.324 | 0.635 | £.012+ | 0.307 |-0.475|-2.527|-1.022
72 e 6.800 | 5678 | 6.400 | £0.218 | +£0.424 | #6.320 -
wlhes ' | 9 | 5133|4967 5344 | 1732 | £1.936| £1.333 [0.008 0144 | 0.066 | -2.67 |-1461| -1.B4
tc Z2ho 4544 | 46,78 | 57.89 | +1.569 | +3.701 | £5.578 -
IgCMHOhta 9 |3.170 | 3.050 | 3.040 | =0.222 | £0.200 | ¥0.150 |0.173 | 005 |0.021%|-1.3G2{-1.956] -2.51
CMH 72 b 2900 | 3.240 | 3.470 { £0.243 | #0.185 | £0.355
Iﬁauozm 9 128112333 20.44 | 21026 | £4.950 | £5.593 [0.008+ 0.008 |0.008*(-2.666[-2 666[-2.666
EU 72 hss 2111 [57.67]2267 | +10.71 | +8.276 | +9.798
Obs 9 | 02220333 |0.222 | T0.441 | 0.500 | £0.441 [0.594] 0.081" |0.169%/ 0586 2 | 1.512
2 hrs 0.111 | 00.00 | 00.00 | +0.333 | +00.00 | +00.00 ]
ASOho 9 | 00.00|00.00 [00.00 | £00.00 | £0000 | £00.00 [0.347% 1® RS 0 T
AS 72 s 0.111 | 00,00 | 00.00 | +0.333 | +00.00 | +00.00 ]
ﬁmomx 9 [70.33| 7478 | 77.78 | £10.14 | £5.118| £5.911 | €.26 | 0.008 | 0.5 [-1.125/-2.666|-0.533
IN 72 hes 77.89 | 41,56 | 76.22 | +10.73 | £8.172| +9.497
ON 0 b 9 [1222 1556 | 1.333 | £0.666 | £0.527 | £0.866 [0.799%( 0.023% [0.512°[0.263 | 2.8 |0.686
mON"ztns 1.111 | 0.777 | 1.111 | *0.782 | +0.667 | +0.601

Tabla T11.4. - Promedios de los pardmetros hematologicos y valores estadisticas
obtenidos de ratones AMus miisculus linea Balb/c expuestos in vive a CEM de 2.0 mT
*+ MMC.

Hb= Hemoglobina, PP= Proteina Total en Plasma, Hitc= Hematocnto, \CCMH=
Concentracién Corpuscular Media de Hemoglobima, NEU= Neutrofilos, ESO= Eosinofilos;
BAS= Baséfilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitas, 6 hrs= Antes del Tratamiento, 72
hrs= Después del Tratamiento, #REP= Nimero de Repeticiones, X= Media, DESV EST=
Desviacion Estandar, P= Probabilidad, Est= Estadistico, () = Testigo Negativo, (+) =
Testigo Pasitivo, 20 mT + MMC= Tratamiemte del CEM, a= Significativos
Estadisticamente, b= Analizados por pruebas paramétricas.
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PRUEBAS Expenmeato N° CEM 60 Hz exposicion fraccionada.
#REP. X "~ DESV EST. P BT
B CrRONIKCO ®  CRONICO ¢}  CRONICO & CRONTCO
0 by 9 | 1589 | 1606 | *lL.244 | 0464 0.36 0.287 | 0916 | -1.065
30 by X 15.33 1578 | +0.559 | +0.755 R
P Ohos 9 | 6111 6.567 | £0.621 | 10543 | 0.008 | 0018« | -2668 | -2366
P72 by 7767 7622 | 20510 } #1151 | s
0 s 9 | 5067 5122 | *1.581 | ¥0972 | D007 | 0012 | 2675 | -2524
tc 80 b $3.89 53.80 | *1.537 | *1.269 | ‘
g% :u hs| 9 3200 3.190 10.181 +0.089 0.028= 0.021= -2.194 [ -2.31
i 3.520 3420 [ 0218 { FO.188 ppws | |
NEU 0 hrs 3144 2189 | 1379 | 8695 | 0.086 0.051 1718 r;1.955
NEUSows | | 4756 | 3144 | *2372 | %6560 1 P
EOSOha | 9 | 0.111 0000 | %0333 | 0000 1 0.347 0 -1
80 brs L oat1 | 011t [ #0.333 | $0.333 s ok Elas W
ASQ hus 9 00.00 00.00 *00.00 10000 0.34™ 1 -1 0
AS 80 bis 0.411 00.00 +0.333 | #0000 o
LIN 0 bo 9 | 67.67 7667 | *3373 | #8775 | 0139 0.066 1481 | -183
N 80 bos 55.33 6667 | £2323 | 16000
MONOks | 9 0.778 1.444 0971 | 1130 | 0088 0433 -1.709 0776
MOMN 80 hes 1.88 0444 +1.054 +0.726

Tabia III.5S Promedios de [os parimetros 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, Hic™ Hematocrito, CCMH=
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina, NEU= Neutrdfilos, ESO= Eosindfilos,
BAS= Basofilos, LIN= Linfocitos, MON= Monocitos, 0 hr= Antes del Tratamiento, 72
hry= 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 prugbas paramétricas.
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DISCUSION

En el presente estudio se encontrd evidencia de que los CEM de 60 Hz
son capaces de modificar algunos de los parametros hematoldgicos de los
ratones Mus muscuius linea Balb/c in vivo.

En el caso de la hemoglobina no se encontré6 cambio entre los grupos
expuestos a las intensidades de 1.0 mT, 1.5 mT, 2.0 mT, 2.0 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 et al., 1995; Bonhome-Faivre et al., 1999), aunque ellos
expusieron los animales a CEM de 5 uT durante periodos prolongados no
encontrando diferencia entre los grupos expuestos a la radiacién comparados
con el 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 concentracién 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 y el
tratamiento fraccionado de 2.0 mT. Sin embargo, se observé 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 en los cuales no se encontré influencia del CEM en la
concentracion 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 kV/ms

En cuanto a los resultados obtenidos al evaluar el efecto de log CEM
sobre la concentracion del hematocrito;, éste no mostrd. diferencia
estadisticamente significativa en los experimentos a8 J.0, 1.5, 20 mTy
tratamiento combinado y fraccionado con respecto a los testigos (-). Estos
resultados son similares a los obtemidos por Margonato et. al. (1995), sin
embargo, ellos expusieron ratas a una intensidad de § pT durante 12 semanas
¥ no encontraren 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 (Selmaoui et al., 1996; Bonhome-Faivre et al., 1998-a).

Tampoco se encontréd diferencia en la CCMH del grupo expuesto a 2.0
mT de 60 Hz de frecuencia y el grupo ¢rénico comparado con su respectivo
testigo (-). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Margonato et al.
(1995). Sin embargo, se encontrd efecto a las intensidades de 1.0 mT, 1.5 mT
asi como en el tratamiento combinado de CEM y MMC;,

Por otro lado, se encontrd que la exposicion agudade CEMa 10,15y
2.0 mT de 60 Hz de frecuencia provoca un incremento en el nimero de
neutrofilos circulantes en sangre, siendo este uno de los resultados mas
consistentes 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 vy 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 en los grupos

¢ombinados y cronicos (exposicion fraccionada) comparados eon los grupos
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testigo. Estos resultados tienen similitud a los obtemidos por Bonhome-Farvre
et al. (1998-a), quienes expusieron ratones a CEM de § uT durante 365 dias
no encontrande alteraciones en los neutréfilos. Por otra parte Selmaoui et ak
(1996} evalug el efecta 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.

No se encontré efecto de los CEM en ninguno de los tratamientos
aplicados sobre el mimero de eosindfilos. Estos resultados confirman lo
observado por otros investigadores (Margonatd 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 8¢ han revelado efectos de los CEM sobre eosindfilos
observandose una disminucion de los mismos (Bonhome-Faivre et al.,"1988-b;
Zagoroskaia, 1990).

Resultados similares se obtuvieron con baséfilos ya que no se
encontraron diferencias entre [os 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 nimero de baséfilos
circulantes en sangre. Otros trabajos igualmente demuestran que los 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 observd que el nimero de linfocitos disminuia en los
animales expuestos a intensidades de 1.0, 1.5 v 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 el 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 gue los CEM similares a los
utiizados en esta investigacion son capaces de provocar efectos sobre ¢l
metabolismo de la célula, dando alteraciones en la sintesis de DNA, RNA ¥y
proteinas. Algunos de los efectos que se han observado a nivel celular son:
supresion de la proliferacion 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 mutageno MMC
es a mivel del DNA y ademas es mhibidor de la divisién celular (Matter y
Granwiler, 1975) y por su parte los CEM tienen como sitio principal 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 (Goodmaa y
Blank, 1997).

Fn cuanto al tratamiento cronico de CEM sobre linfocitos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ¢l grupo tratado
con CEM vy el grupo control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
par 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 citotdxicos 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, se encontrd que solamente el grupo expuesto a la intensidad de
1.0 mT fue ¢l que presentd un incremento significativo en estas células. Este
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aumento en el nimero de monocitos fue obtenido también por Poznawak et al.
(1977) al exponer ratones a CEM por 6 semanas encontrando un aumento en

el nimero de monocitos comparado con el grupo control, ademds de un
aumento en la concentracién de corticostercides.
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CONCLUSIONES

Los €CEM de 1.0 mT de 60 Hz aplicados por 72 & provocaron
incrementos en el porcentaje de neutr¢filos y monocitos en sangre, asi como
una disminucion en la CCMH ¥ hinfocitos en ratones Aus musculus Linea
BALB/c in vivo,

©Los CEM de 1.5 mT de 60 Hz aplicados pof 72 h provocaron unf
incremento en los valores de CCMH y- porciento de neutrdfilos en sangre
ademds de una disminucién de linfocitos de ratones Mus musculus Linea
BAI B/c in vivo,

Los CEM de 2.0 mT de 60 Hz aplicados por 72 k provocaron un
wcremento de neutrofilos ¥ una disminucién de poteina total del plasma y
linfocitos de ratones Mus musculus Linea BALB/¢ 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 exposicion a CEM de 2.0 mT de 60 Hz por un perlodo 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 Raton Mus

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



ANTECEDENTES

Como se sefialé en el capitulo anterior: ha existido en los ultimos aflod
una gran polémica acerca del potencial efectd genotoxico ¥ citotoxico
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 clastogénice®
('ruptura del matenal genético) que un campo magnético puede ejercer én un
modelo muring utilizando como blancd a ld médula ésea de ratén Afus
musculus Linea BALB/c. Cabe mencionar que un punto fuerte de la polémica:
en torno al efecto genético de los CEM, radica en el hecho de que éstos tienen
una energia tan baja { £ 10 electrén Volts ) que en forma directa no deberiar
romper la molécula de DNA (Goodman y Blank, 1997) sin embargo, estos
mismos autores sugieren un efecto de los campos maguéticos sobre el DNA ya
que la molécula de este dcido posee uma conduccién electrdnica sumamente
alta de alrededor de 1.6 x 10" coulombs / seg , 1o cual podria verse afectado
por la influencia de un CEM. Asimismo, previamente se habia informado quer
el DNA puede curvarse cuando las cargas €n un segmento de una de sus
cadenas son neutralizadas y en si esto originaria, inestabilidad (Strauss 3
Maber, 1994).

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

Fundamento de la Técnica de Micronuicleos
Los micronicleos (MN) son cuerpos redondeados de origen nuclear
encontrados en el citoplasma, fuera del ntcleo principal. Se asemejan al
2%



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

{.os micronicleos; también conocidos por muche tempa por low
hematélogos eomao los cuerpos de Howeli-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,
lo que hace que adquieran una tonalidad azul al ser teiiidos con el colorante de
Wrigth, contrastando e¢on 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 com un agente mutagénice (Boller y Schmid, 1970; Schmud, 1970;
Schmid, 1975)s La simplicidad de la técnica, su fAicil determinacion ¥
adecuada sensibilidad la hicieron una prueba muy valiosa en ensayos de
tnutagenicidad habrendo sido primero establecida en médula ¢sea de roedores
y posteriormente ampliindose a linfocitos humanos (Rooney y Czepulkowskyy
. 1992). Asimismo, los EPC expresados en porcentaje de aparicién con respecio
a los ENC, son un buen indicador del tiempo requerido para que una célula
enitropoiética nucleada pierda ¢l nucleo y se convierta en un EPC y con esto
evaluar la maduracién v division de las células eritrociticas (Vijayalaxmi et
al,, 1999).
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Micronicleos 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 exponer 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 cromosomicas y células micronucleadas en 38
trabajadores de una subestacidon eléctrica, se observd que al ser comparadas
con un grupo control, los trabajadores expuestos presentaron un incremento
significativo en aberraciones cromosomicas y células con MN.

De la misma manera, en otro estudio El Nahas y Oraby (1989),
encontraron un incremento de los MN en médula 0sea de ratones expuestos a
campos eléctricos de frecuencia baja y éste incremento mostré dependencia de
la dosis de campo aplicado.

Shimizu et al. (1991) reportan un incremento en la frecuencia de MN en
c€lulas de mamiferos pretratadas con fluoruro de sodio y expuestas in vitro 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 observo que el grupo expuesto a
un campo magnético pulsante de frecuencia extremadamente baja presento6
una frecuencia d¢ 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 resulto -afectado en la frecuencia de MN inducidos por el farmace en
comparacion con yn grupe sin exposicion al campo pero con el mutageno.

Un andlisis hecho por Valjug et al. (1993) a 27 trabajadores ne
fumadores de lineas eléctricas con vma considerable expesicion a CEM de 50
Hz ¥ 27 no fumadores instaladores de lineas telefonicas come grupo de
referencia, mostré que ne. hubo diferencias_en, cuanto g formacion de
cromatidas hermanas, indices de replicacion @ MN, pero el rango principal de
linfocitos con ruptura en las cromatidas fue mas alto- entre los hombres
gxpuestos que enire los del grupo de referencia,

En otro estudio Scarfi et al. (1993), utilizaron linfocitos humanes 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)
ng aumentaba la frecuencia espontinea de MN. Ademds, estos campos no
afectan las mutaciones por MMC, sugiriendo que no producian ningim efecto
sinérgico o antagdnico.

Por otro lado, Scarfi et al. (1994) expusieron cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica a un campo magnético pulsante de 30 Hz,
buscando evaluar ¢l efecto genotoxico con la induccion de MN, induccién de
aberraciones cromosomicas € indice mutdtico, ¥ observaron que no hay efectos
genotoxicos ni incremento en el indice mutdtico en los cultivos expuestos
comparados cor el grupa control.

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

75 & 150 uT a 32 Hz, con el campo geomagnético anulado ne mostraban un
incremento en la formacién de MN; la exposicién al campo tampoco afectd a
la genotoxicidad inducida por drogas. Asimismo, cuando no se¢ anulaba el
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campo ‘geomagnético (42 uT en paralelo al campo AC). nase observd un
mcrementa significativo de células micronucleadas.

Al evaiuar fa frecuencia de MN inducida por MMC en células de
hamster chino CHL/U bajo el efecto de un campo magnético estitico (CMEJ™
de 4.7 T ik vitrd? se observd una dismitiucion 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 mas alta de
células MN por MMC fue observada en los cultivos con un tiempo de 42 hrs ¢
disminuyd graduaimente 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 1&
formacidn de MN en linfocitos humanos expuestos durante 72 h.

En un estudio més reciente de Simkd et al. (1998) se observé que al
estudiar la induccién de MN en ¢élulas de fluido amnidtico (CFA) humano in
vitrd expuestas continuamente % unr campe magnético de frecuencia
extremadamente baja (50 Hz ¥ 1 mT) y a la vez, tratar de comparar [a
eficiencia de dos sistemas de exposicion u diferentes tiempos (Bobina
Helmholtz § Bobina Mermit)] asi como también comparar el efecto de la
orientacion del campo magnético con respecto a la superficie del medio de
cultivo; encontraron que: hubo un incremento estadfsticamente 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 logrd establecer después de [a exposicién en la Bobina Helmholtz. Sin
embargo, después de 24, 48 y 72 h ocurre el aumento en MN al tomar una
geometria de exposicidn horizontal en la Bobina Helmholtz en comparacién
con los controles y, por otre {ado, en la Bobina Merrit no se inducen efectos
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genotoxicos con dicha exposicion horizontal. Por otra pate, utilizando el
quimico N-acetil.p-aminofenol como inhibidor de los mecanismos de
reparacidn de DNA no se observd 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 mecanismos
clastogénicos que tnducen 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 campe magneético sinusoidal de 50 Hz por
7 h 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 prohiferacidn celular se considera afectado significativamente en
todas las mtensidades 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 radiacion
electromagnética de banda ultra amplia (REMBUA), tratando de evaluar la
frecuencia de MN en médula 4sea en EPC, sin encontrar ung diferencia en el
porcentaje de EPC con respecto al control, asimismo, no observaron un
awmnento en la frecuencia de MN en el grupo expuesto con respecto al control,
por lo cual, concluyen que no hay efecto genotdxica 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 y citotdxicos en

eritrocitos de médula 6sea de ratén Mus musculus Linea BALB/c.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotéxico y citotoxico de los campos

clectramagnéticos 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 20 mT a las 72 & de
exposicion mediante el uso de la prueba de micronticleos en eritrocitos
de médula 6sea de ratén Mus muscuius Linea BALB/c.

Evaluar ¢l efecto genotoxico de una exposicién combinada de un CEM
de 60 Hz de frecuencia a una densidad de flujo magnético de 2.0 mT
més MMC (5 mg/Kg) a las 72 h de exposicidn mediante el usg de la
prueba de micronucleos en eritrocitos de médula ésea de raton Mus
muscuius 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 micronicleos en entrocitos
de médula dsea de raton Mus musculus Linea BALB/c.

13k



4.~ Evaluar el efecto citotoxico de Jos CEM de 60 Hz de frecuencia a
densidades de flujo magnético de 1.0, 1.3 y 2.0 mT 4 las 72 h de
exposicion mediante el % EPC en médula dsea de ratdn Mus musculus
Linca BALB/c;,

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

6~ Evaluar el efecto citotoxico de los CEM de 60 Hz de frecuencia 3 una
densidad de flujo magnético de 2.0 mT a los 10 dias 8 k diarias de
exposicién mediante el % EPC en médula 6sea de raton Mus musculus
Linea BALB/c.
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MATERIAL Y METODO

Material Biologico.

Se utilizaron 54 ratones macho Mus musculus Linea 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 fisiolégico (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),
Solucién amortiguadora de Fosfatos pH 6.8 : Na,HPO, 0.06 M, 0.852 grs,
KH,P0O, 0.06 M, 0.816 grs., Xilol puro (Baker), Alcohol etibico 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 cubreobjetos.

Material y equipo quirargico.

Estuche de diseccion, Algodon, Gasas, Jeringas de 100 U para Insulina con
agwja (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 Inmersion (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
mutdgeno 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 manejd 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 exposicién de ocho horas
diarias de las 8:00 h a las 16:00 h al grupo tratamiento comparando los
resuttados con un testigo negativo; en este experimento no se utilizé un testigo
positivo inductor de microniicleos para evitar riesgos de muerte por
intoxicacion cromica 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 ¢l
primero. Para todos los tratamientos y testigos mencionados se mangjaron 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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investigacioén, en lo correspondiente al modelo de exposicion in vivo. Las

dosis utilizadas fueron 1.0, 1.5 y 2.0 mT.

Tratamiento del Testigo Positivo.

Se selecciondé el compuesto quimico Mitomicina-C como testigo
positivo, debido al efecto clastogénico conocido que provoca en ernitrocitos de
medula 6sea (Matter y Granwiler, 1975), la concentracion elegida fue la de 5
mg/kg ya que es la de mayor poder de induccién de microntcleos de acuerdo a
Montes de Oca-Luna (1982). |

Se procedidé a una aplicacion unica del mutiageno suspendido en suero
fisiologico como anteriormente s¢ menciond, inyectandolo de forma aséptica
por via intraperitoneal y se ajusto de acuerdo al peso de cada amimal. La
inyeccion se realiz6 momentos antes de exponer el grupo tratamiento a la

estimulacién magnética.

Obtencién y procesamiento de médula odsea.

Posterior a la exposiciéon de los grupos, se llevé a cabo la prueba de
micronncleos y la de proliferacién celular en EPC de médula 6sea, utilizando
la técnica clasica de Schmid (1975). Primero se procedi¢ al sacrificio del
animal el que se realizoé por dislocacion cervical, se extrajeron ambos fémures
y se colocaron en cajas petri que contenian suero fisioldgico y con gasa se
retird el exceso de musculo adherido al hueso. Posterior a esto se cortaron las
epifisis de cada hueso femoral, de esta forma qued6 a la vista el canal
medular. Previo a esto, se preparé un tubo de centrifuga con 3.0 ml de medio
RPMI mas 10 gotas de heparina, se extrajo 2.0 ml de esta solucién 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 se
suspendié y fue agitada suavemente para evitar coagulacién.

Se procedié a centrifugar la muestra por cinco minutos a 1500 rpm,
desechandose el sobrenadante y se agregd nuevo medio RPMI repitiéndose la
operacidn tres veces para obtener una separacion homogénea de la muestra.
Finalmente s¢ agregaron de cuatro a cinco gotas de suero fetal bovino a la
pastilla celular y se resuspendid de nuevo. Una gota de la suspension se colocéd
en un portaobjetos desengrasado y limpio para llevar a cabo 1a extension de la

muestra por barrido con ayuda de otro portaobjetos.

Tinciéon de Laminillas.

Cada portaobjetos con la extension celular se cubrid en forma horizontal
con colorante Wrigth 0.3 % con 1 % de glicerina por un tiempo de 3.5 min. A
continuacién se anadid la solucién amortignadora de fosfatos sobre el
colorante dejandolo reposar por 4.5 min. Se lavd en agua corriente y se secé 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 llevé a cabo en un microscopio compuesto
con objetivo de inmersion (100 x) y se contabilizd la frecuencia de
micronicleos en 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) considerando la
aparicién de estos cuerpos. Aparte, se contabilizaron los primeros 1000
eritrocitos vistos bajo el microscopio para obtener el numero de EPC y de

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

Los resultados de la prueba de microntcleos y % EPC fueron analizados
con la ayuda del paquete de computacion SPSS. version 8.Q (Ferran-Aranaz,
1996); Para ¢l caso de la prueba de MN se obtuvo pnimero el tipo de
distribucion que presentaron los datos para cada experimento con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, al ro presentar una distribucion normal, a diches datos
se les aplicé la prueba no 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 prucba mo paramétrica de U de
Mann-Whitney para establecer cual grupo marca la diferencia. Para ¢l caso del
% EPC, se aplico la transformacion Arcoseno (Zar, 1996) y se convirtieron los
resultados a radianes, y con esta transformacion los valores tuvieron una
distribucion normal. A los datos transformados se les aplicd un andlisis de
varianza para establecer la diferencia entre cada tratamiento para-cada

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 €stos 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 presentd un efecto genotdxico de los campos
electromagnéticos, asimismo, no se observe un cambio en la proliferacion
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 encontrd que al comparar el grupo tratamiento con el
testigo negativo se presentaron diferencias significativas entre ellos, asimismo,
se observo una diferencia entre el tratamiento y el testigo positivo como se
esperaba. Por otra parte, la proliferacion celular no se vio afectada ya 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 micronicleos entre los
grupos testigo y el tratamiento, se observd que este ultimo presenté un niimero
mayor de aparicién de estos cuerpos nucleares. Al evaluar la proliferacion
celular por medio del % EPC, se observé un ligero aumento en ¢l tratamiento
expuesto al CEM en relaciéon 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)

1.0 mT 2.00 (2.00) b 55.86 (3.97)
Testigo ( - ) 2.33(058) b $1.16 (3.23)
Testigo ( +) 10.00 (1.73) a 60.23 (7.22)

1.5mT 533 (1.15)a,b 54.06 (6.37)
Testigo ( - ) 2.43 (0.54) b 4 52.18 (3.21)
Testigo (+ ) 11.00 (1.65) a 61.93 (6.98)

20mT 2533 (3.51)a,b 55.23 (2.22)
Testigo ( - ) ~7.00(2.65)b 53.76 (2.66)
Testigo ( +) 19.67 (2.89) a 57.83 (1.26)

2.0 mT + MMC 8.33 (0.58)b 59.73 (4.30)
Testigo ( - ) 6.00 (1.73) b 64.73 (3.91)
Testigo ( + ) 13.00 (3.00) a 56.73 (3.80)

Tabla I. Resultados de la evaluacion del efecto genotoxico y citotoxico al
exponer a CEM de diferentes intensidades por 72 h eritrocitos de médula 6sea
de raton Mus musculus Linea BALB/¢ in vivo mediante la frecuencia de
micronicleos 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 1o que concierne al experimento de 2.0 mT de intensidad magnética
por 72 h combinado con el mutigeno quimico Mitomicina-C se observé un
efecto antagdnico del mutageno con ¢l CEM, ya que los animales tratados con
los dos factores presentaron un menor indice de frecuencia de MN en
comparacion con el testigo positivo tratado solamente con €l 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 se encontré minguna 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
magnética durante 10 dias con 8 h diarias de exposicion. En el primer
experimento fraccionado, se observa un aumentc 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 obtenidos en este primer experimento fraccionado, se replicd
el mismo a los 6 meses y a los 12 meses, y se obtuvieron datos que avalan ¢l
hallazgo inicial en cuanto a un aumento en la frecuencia de micronicleos
fduciad por un CEM de 2.0 mT de densidad de flujo magnético. Por otra
parte, 0o 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
20mT 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)
Replicacion a ios 12 meses
20mT 11.00 (1.00) 53.23 (9.22)
Testigo (- ) 4.33 (1.53) 5927 (2.48)

Tabla I1.- Resultados iniciales y replicados a los 6 y 12 meses de la evaluacién
del efecto genotdxico y citotéxico al exponer a CEM de 2.0 mT de intensidad
por 10 dias 8 h diarias erttrocitos de médula 0sea 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 observé
un aumento en la frecuencia de micromicleos de médula osea mw
inducida por los campos electromagnéticos a intensidades de 2.0 ;ﬁ 15mT a
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 el mutigeno Mitomicina-C. La dosis fraccionada que
simula una exposicién laboral a los CEM de 2.0 mT con una duracion de 10
dias y 8 horas diarias de exposicién indicé, al igual que a las 72 h, un aumento
en la frecuencia de MN. Por otra parte, n¢ se encontrd una variacion
estadisticamente significativa en la proliferacién celular estimada por medio
del % EPC en ninguno de los casos mencionados.

Los resultados experimentales obtenidos a una intemsidad magnética de
is 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 Simk¢ 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 y 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 pruebas 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 y 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 @ in vive, Lo mismo ocurre eon la investigacién
hecha por Tofani et al; (1995) en la cual aparte de la condicion anterion,
también se observd que se utilizé una intensidad de CEM menar (150 uT).

Cabe destacar que en los resultados presentados por Scarfi et al. (1999)
10 se encontraron efectos genotoxicos de los campos magnéticos al exponer
cultivos de linfocitos humanos, al igual que el presente trabajo, a 12 intensidad
magnética de 1.0 mT no se presenta el efecto clastogénico observado en las
dosis mayores. El trabajo realizado por ellos utiliza un rango de intensidad
magnética de 0.05 4 1.0 mTr Por otra parte, estos autores mencionan un
cambio en el la proliferacion celular que mo se observé en este estudio por
medio de la prueba de % EPC.

Otras investigaciones difieren ‘en los tresultados observados en {a
investigacion, tal como aquellos obtenidos en la frecuencia de micronicleos
por Vijayalaxmi et al. (1999), solo que ellos evaluaron el efecto con radiacién
electromagnética de banda ultra amplia (REMBUA); ¥ esta podria ser
explicado por ¢l cambio de energia electromagnética, lo que también se ha
observado en otros estudios como el de Prasad et al. (1984) quienés utilizaron
resonancia magnetica nuclear coma fuente de expaosicién.

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

A4
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MMC. La diferencia con presente estudio es que aqui los animales fueron
expuestos simultaneamente a los dos factqys 5wy dwp ed; B ) g B

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 células de mamifcros. Por el contrario, Scarfi et al.
(1991 y 1993) no observaron efectos sinérgicos o antagénicos 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
cultivo y evaluar proliferacion celular a la misma dosis magnética utilizada
aqui y combinado con MMC encontraron un efecto antagénico 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 biologico que se
encuentran bajo la influencia de un CEM (Mitnik et al., 1995).

En lo que concierne al experimento de exposicién fraccionada que
simulé condiciones laborales (10 dias, 8 h diarias a 2.0 mT) en donde se
observé un aumento en la frecuencia de MN, esto concuerda con 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 c¢léctricas, 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 proliferacion 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 Simké et al.

(1998) en lo referente a la geometria de exposicién 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 estandarizacion 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 in 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 raton Mus musculus

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

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 antagdnico sobre eP
efecto genotoxico de la Mitomicina-C en eritrocitos de médula dsea de
raton Mus musculus Linea BALB/c al evaluarse por medio de la prueba de

micronuclegs.

3. La exposiciéon 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 ratdn Mus musculus Linea
BALB/c al evaluarse por medio de la prucba de micronicleos.

4. Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecueng:;rml.(l, 11?5?;5,0 mT
de densidad de flujo magnético no indujeron efecto citotdxico en erntrocitos
de médula osea de ratdn Mus musculus Linea BALB/c al evaluarse por
medio de la prueba de % EPC,
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CAPITULOV

Efecto de Campos Electromagnéticos

de 60 Hz en Células espermatogénicas

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



ANTECEDENTES

Los estudiof’ sobre el potencial genotoxico o citotéxico de campos
electromagnéticos (CEM) se han realizado mayormente en células somitcas
(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., 1995, Furuya et al., 1998).

En este capitulo se preseatan 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 comoe 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 s¢ obtienen
son retrospectivos; es decir, se observan solamente después que las
poblaciones han estado en contacto con un agente determinado. Por esto,
desde hace algunos afios se han buscado modelos biol6gicos que i viva b in
vitro, sean capaces de predecir el potencial mutagénico de agentes fisicos ¥y
quimicos a los cuales los seres humangs 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 onstituyenr unz poblacién permanente que incluye & su ves
una poblacién transitoria formada por las etapas de mayor diferenciacion de
las células germinales,. Las espermatogonias subsecuentemente se
transformaran en espermatocitos pritnarios, los cuales por divisiones meidticas
dardan origen 2 los espermatocitos secundarios y espermitides que se
diferenciaran finalmente en espermatozoides. (Leonard, 1973)., Tantg las
espermatogonias como los: espermatocitos som los tipos celulares mas
utilizados para el analisis cromosémico (Adler, 1982).

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

Como ya se menciond anteriormente, 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 la meiosis,
El dafio a la poblacion 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.4 1977);

Por su partey la célula espermitica madura proporciona wma forma
ripida y sencilla de cuantificar los efectos de agentes ambientales sobre
células germinales (Wyrobeck, 1979). En el rat6n, mumerosos mutigenos,
teratogenos 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* en la morfologia del
espermatozoide y la mutagenicidad de diversos agentes, se ha encontrado que
la prueba de morfologia de espermatozoides es altamente semsible a los
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mutagenos de células germinales (Wyrobeck et al., 1983). Evidencias
preliminares sugieren que estos cambios pueden ser transmitidos a las

siguientes generaciones (Hugengoltz y Bruce, 1983).

Meiosis

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

cromosomas homologos, recibe el nombre de meiosis.

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

El preambulo de la meiosis, como en el caso de cualquier division
celular incluye la replicacion del DNA. La profase meiotica (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 leptoteno (Fig. V.1, A), y se caracteriza
por la gradual aparicion de los cromosomas al microscopio de luz. La
condensacion contintia a través del leptoteno a manera de cuentas de rosario.
Las regiones de esta estructura que se ensanchan reciben el nombre de
cromOmeros y se supone que representan las regiones de los cromosomas que
han sufrido algun 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 meidtica. Es la fase de mayor duracion 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 homoélogos, 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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cromesoma:~“Cuando termina ¢l leptoteno; los cromosomas 3¢ condensan en
forma parcial vy los eromosomas homélogos se asocian con facilidad.

E!l proceso por medio del cual se unen [os cromosomas homélogos
recibe el nombre de sinapsis y tiene lugar durante el cigoteno (Fig. V.1, B) que
es el 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 aparecamiento de eromosomas homdlogos tiene Tugat eit
dos estadios. En el primero, los cromosomas quedan alineadoy de¢ manera
burda. En el segundo estadio, los cromosmas se aproximan mas estrechamenté
¥ €0 una precisa asociacion punto por punto. Las micrografias electronicas de
los eromosomas en sinapsis indican que log procesos tienen lugar por Ia
formacion de una figura llamade el complejo sinaptonémice (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 condicidon
de aparcamientoy

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

El inicio del dipioteno, €l siguiente subestadio de la profase I de la
meiosis; se reconoce por la disolucion del CS ¥ la tendencia de los
cromosomas homoélogos 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 generalmenie se localizan dentro del cromosoma en
sitios donde ha temido lugar el intercambio genético durante el
entrecruzamiento. Este sub-estadio suele ser incospicuo en el raton y por [o
tanto no se ilustra en la figura V.1.

El subestadio final de la profase 1 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
deslizamiento a lo largo del cromosoma por un proceso que recibe el nombre
de rerminalizacion. 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 1 encuentra a cada par de cromosomas homologos
orientados de tal manera que ambas crométidas de un cromosoma se
encuentran dispuestas hacia el mismo polo.

Durante la anafase I, los cromosomas homdlogos se separan. Puesto que
no existe interaccion entre una tétrada y la otra, los cromosomas matemno y
paterno de cada tétrada se segregan en dos células hijas (espermatocitos
secundarios u ovocitos secundarios). La anafase 1 es el fenomeno 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 condicion de verdadera interfase. Aunque en muchos casos los
cromosomas llegan a sufrir alguna dispersiéon, no alcanzan el estado de
extension extrema como sucede en el nucleo 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 una cantidad diploide d¢ DNA nuclear §*un mimero ‘haploide de
croinosomas, puesto que ¥ cada cromosoma todavia fo representa un par de
cromdtidas unidas.

La Profase II sigue a [a intercinesis y es una profase mucho mis simple
que su predecesora. T 0s cromosomas se recondensan }/ se alinean en el pland
ecuatorial ¥ quedan unidos con juegos Opuestos de fibras del huso. Las
cromdtidas entonces quedan separadas en la anafase 11, como cada uno de Tos
miembros de un par de cinetocoros hermanos, los cuales quedan separados
uno del otro. Los productos de 1a meiosis normal son células haploides tanto
en la canttdad de DNA nuclear coma en ¢l nimero de cromosomas.

De acuerdo 4 Yoidl {1994), un aspecto sumamente importante de 1a
meiosis es la recombinacion genética, la cual produce progenie con nuevas
combinaciones de caracteristicas heredables que pueden 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 wndamera haploide de cromosomas. 14 segunda fuente es el
entrecruzamiento, &l cual és la recombinacién intracromosomal de tipo
intergénico. Desde el punto de vista citologico, la funciém primaria del
entrecruzamiento €S proveer' quiasmas como contactos estables entre

cromosomas homdélogos en orden para asegurar su segregacion regular.

Counsecueuncias de las alteraciones en células espermatogénicas

WM 5 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 enm las células germinales pueden causar
desarrollo anormal del feto, resultando en aborto prematurc, muerte fetal,

muerte al nacimiento © descendencia c¢on desarrollo anormal. Mis
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preocupante aun es que las mutaciones germinales pueden afectar el desarrolio
del individuo en una etapa posterior @ en te)jidos especificos, resultando en
pubertad anormal, enfermedades neuroldgicas, 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 combinacion ne viable
de cromosomas mutados, por ejemplo un cromosoma de una translocacton
puede haben perdido importante informacién % en cambic haber ganade

mformacion innecesaria (Freese, 1971).

Efectos de radiacion electromagnética de alta frecuencia sobre. células
germinales.,

El modelo de las células germinales reproductoras ha sido utilizado para
gvaluar el efecto genotdxico o citotdxico de radiaciones electromagnéticas de
alta frecuencia de tipo ionizante, por 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. Observaror un incremento en letahdad
dominante y en la pérdida de embriones en la etapa de preimplantacion.
Ademas hubo una clara induccién de malformaciones congénitas en las etapas
post-meidticas.

Por otro lado, Matsuda et al. (1989) observaron las aberraciones
cromosémicas inducidas en la primera metafase de évulos fertilizados con
esperma recuperado 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 cromosomicas observadas fue marcadamente alta en los évulos
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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. Las 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 cromosémicas, uno de estos
trabajos fue realizado por Manikowska et al. (1978) con microondas pulsantes
de 9.4 GHz, en €] reportan perturbaciones en la meiosis consistentes en el
aumento de translocaciones y umvalentes en metafase. Resultados similares
fueron observados con microondas de 2.45 GHz (Manikowska-Czerska et al.,
1985), de acuerdo 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 provocado 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 genotoxico o
citotoxico de los campos magnéticos, eléctricos y electromagnéticos ¢n células
germinales, de los trabajos existentes las metodologias empleadas suclen ser
muy diversas. Las observaciones mas indirectas provienen de estudios
realizados sobre embriogénesis, ya que los parametros analizados (porcentaje

de implantacion de embriones, letalidad fetal total, nimero y peso de los fetos

160



vivoy, letalidad dominante, €tc.) proveen informaci6n sobre la calidad genética
de los espermatozoides § ¥ por consiguiente de las eélulas espermatogénicas
en si) involucrados en lo8 procesos reproductivos. Kokoreva et al. £1990)
encontraron que la exposicion cronica a campos magnéticos constantes de 0.4
T durante el proceso espermatogénict em ratas, provecaba un incremente
pequefio pero significative en la letalidad de fetos preimplantados; lo cual
puede indicar una mayor frecuencia de mutaciones letales en los gametosy
Observaron ademais que los espermatozoides maduros son resistentes @ una
exposicion aguda al tampo magnétics ¥ que esta exposicion ho ausa
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 ¢sto expusteron fatones machos continuamente durante dos
semanas a ua 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 la exposicion, em cuanto & los
porcentajes de fertilizacién ¥ sobrevivencia de embriones después: de la
implantacion. Por su parte Benz et al. (1987) emplearon también esta prucba
para determinar el posible efecto de la exposicién a los campos magnéticos ¥
eléctricos producidos por las lineas de alto voltaje (60 Hz, 10 gauss — 50 kv/m
¥ 3 gauss = [5 kv/m) sobre las ¢élulas germinales, sus resultados no muestran
efectos significativos sobre parametros eomo niumero de mutaciones letales
dominantes, embriones viables y muertes prematuras.

Se han empleado anilisis ‘morfologicos det epiteliv seminifero para
detectar el -posible efecto de los campos electromagnéticos sobre tejidoy
Galaktionova et al. /1985), examinarom citolégicamente el epitelio
espermatogénico de ratones expuestos durante 30 dias a3 campos magnéticos
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constantes de- 1.6 K “% observaron la destruccion de welementos celulares,
maduros, debido a o eual Ia cantidad total de células espermatogénicas fus.
significativamente menor durante e inmediatamente después de la exposicion.
Asimismo, Ivanova: y:-Kartashew (1991) observaron la supresion de ia
espermatogénesis €n ratén bajo la influencia erénica de un campe eléctrice
alternante: (40 kV/m, 50 Hz), como+#resultado de alteraciones ep
espermatogonias y espermatides, Otros estudios realizados por Lokhmatova ¥
Pastukhova (1993) % por Lokhmatova: (1993) han reportado un sefectc
degenerativo sobree ¢l epitelie espermatogénico a- consecuencia de la
exposicidn de ratones 3 campos eléctricos de 17 KHz (100 kV/m), algunas de
las observaciones. incluyeron la descamacion de las capas. del epitelia
germunativo, reduccion del nimero de células productoras de testosterona w»
cambios. microcirculatorios, ambos estudios sugieren -un posible tefecto.
acelerador de envejeciniento reproductivo.

Para determinar los efectos celulares de los campos magne'ticbs de
frecuencia extremadamente baja en la espermatogénesis del ratom se ha
empleado también citometria de flujo del DNA, técnica que permite analizar
la. distribucién del contemido 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 L.Z mT. En los
grupos de 4 horas de exposicion se hallé un descenso estadisticamente
significativo en las espermatides clongadas después de 28 dias del tratamiento.
Este cambio sugiere un posible efecto citotoxico y/o citostitico, También
Furuya et al. (1998) emplearon este método, esta vez con campos magnéticos
de 50 Hz y 1.0 mT durante diferentes periodos de tiempo, y encontraron
evidencia de un posible efecto en la diferenciaciéon y proliferacion de las

espermatogonias, al enconfrar variaciones en la distribucion de los distintos
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tipos fcelulares involucrados en la espermatogénesis (espermatogoniass
espermatocitos primarios ¥ espermétides) ¥ em Ia concentracion de
testosterona sérica,

Otros estudios se han enfocado a esclarecer log posibles efectos
adversos de la exposicién a campos magnéticos provementes de dispesitivos
de diagnostico, como la Resonancia Magnética (RM), Withers et al. (1985)
analizaron ¢l efecto citotdxico de un campo magnético de 03 T, originado pot
un dispositive 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 por Narra et al. (1996), muestra que la exposicidén a un
campo magnetico de 1.5 T generado por RM parece causar algunos efectos
deletéreos sobre espermatogénesis y embriogénesis en el ratdén, ya que se
encontrd una disminucion en conteo espermadtice y un efecto umportante en el
desarrollo y preimplantaciéon de embriones.

También ha sido analizada la posible relacion entre la exposicion a
campos magnéticos, debida a actividades laborales ¥ subfertilidad masculina,
defimida ésta por parimetros como morfologia, motilidad ¥y concentracion
espermatica (Lundsberg et al., 1995). Los resultados obtenidos no encuentran
asociacion entre la exposicidén 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 cromosomas espermiticos humanos; no observaron
diferencias significativas en Ila incidencia de espermatozoides con
anormalidades cromosdmicas entre el grupo expuesto ¥ el grupo control. Los
tipos de aberraciones observadas y 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.

Viials-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 encontro alteraciones morfoldgicas a nivel de los tabulos seminiferos
y variaciones en los niveles de hormonas en la sangre, al comparar las ratas
tratadas con las no tratadas, ademas observo una disminucion en el 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 1imanes 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 formacién 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 parametros
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 iniciacion de la motilidad espermatica y de los patrones de
desplazamiento nc fueron afectados por el tratamiento magnético (0.7 T),
ademas la produccion espermatica no presenté cambios (Tablado et al., 1996).

Mis 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 ratén. 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
simlar a este; en donde se consideraran los aspectos cromosomicos y
morfol6gicos 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 nivel cromosémico

y morfolégico en células espermatogénicas de ratobn 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 iz vive de una exposicion aguda
(72 hrs) a campos electromagnéticos de 60 Hz y 2.0 mT de
intensidad sobre células espermatogénicas de ratén Mus musculus
linea CD1.

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

Determinar ¢l efecto citogenético in vivo de una exposicién
fraccionada (10 dias/8 h diarias) a campos electromagnéticos de 60
Hz y 2.0 mT de intensidad sobre células espermatogénicas de ratdn
Mus musculus linea CDI1.
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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 lz Facultad de Medicina U.AN.L.
Durante el periodo previo a la exposicion los animales fueron mantenidos
en jaulas plasticas y se les administré alimento Purina Inc. Co. ¥ agua ad
Lbitum. Al término de la exposicion Yos animales fuerom sacrificados
inmediatamente por dislocacion cervical.

EXPOSICION AL CAMPO MAGNETICO

Los animales fueron tratados con campos electromagnéticos de 60 Hz y
de 2.0 mT de intensidad, dentro de un solenoide como el que previamente se
especifico en el capitulo f 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 aplicacién 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 aplicado 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 (expuesto) y un grupo testigo negativo
(no expuesto a ningin agente fisico ni quimico). 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 amimales, que se llevd a cabo mediante
dislocacién cervical. Una vez hecho esto, con ayuda de un bisturi se practicod
una incision ventral en direccion longitudinal y se extrajeron los testiculos y ¢l

epididimo que acompafia a cada uno.

Procesamiento del material

Para las especificaciones de reactivos y equipo empleados en el
procesamiento del material de estudio ver el Apéndice V. A de este capitulo.

El método seguido para la obtencién de cromosomas meioéticos de raton
es ¢l descrito por Evans et al. (1964}, con algunas modificaciones, en resumen,

se procedio de la siguiente manera:
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. Se removieron los testiculos y se colocaron en solucion isoténica de
citrato de sodio (2.2%) a temperatura ambiente. Se rasgoé la timica
albuginea y se agitaron los testiculos en la solucién para remover la
grasa adherida.

. Se transfirieron los testiculos a una caja Petri que contenia solucién 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 retiro el
contenido de los tibulos hasta obtener una suspension. Se transfiri6 el
fluido sobrenadante a un tubo de centrifuga de 10 ml.

Se centrifugd la suspension celular obtemida a 500 rp.m. durante 5
minutos. Esto generalmente deja la mayor parte de espermatozoides en
suspension y sedimenta las células mas grandes, incluyendo los
espermatocitos. Se descarté el fluido sobrenadante y se suspendieron las
células sedimentadas en aproximadamente 4 ml de solucién hipotonica
de citrato de sodio 0.7 %.

Se dejaron las c€lulas en solucién hipotonica por 20 minutos en bafio
maria (37°C) al término de este tiempo se centrifugé a 500 r.p.m. por
otros 5 minutos.

Se removié tanto sobrenadante como fue posible. Enseguida se
resuspendieron las c€lulas en el resto con ayuda de una pipeta Pasteur.
Se afiadieron rapidamente 0.25 ml de fijador, directamente en las
células suspendidas. Se afiadié mas fijador por las paredes del tubo,
gota a gota, colocando el tubo coénico en un vortex para mantenerlo 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 repiti6 el cambio de fijador después de 10 minutos.
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6. Para la preparacion de las laminillas, se tomé 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 tincidn de las laminillas preparadas se llevo a cabo con Giemsa.

ANALISIS CITOGENETICO

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

este estudio.

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

siguiente:
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Figura V.2. Andlisis 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 y Y en una
configuraciéon que recuerda a un signo de exclamacion. B-C) sefialadas con
una flecha, figuras con alteraciones del tipo translocacién. 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 autosémicos (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).
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1. El epudidimo y los conductos deferentes se fragmentaron y se
suspendieron en 1.0 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH
7.3

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

3. La solucion obtenida se utilizd para preparar los frotis que se dejaron
secar a temperatura ambiente, manteniéndolos libres de polvo por 12
horas.

4. Los frotis se fijaron en una solucion 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 nuevamente en agua corriente y se dejaron
secar durante 24 horas antes de hacer el analisis microscopico de la
morfologia de los espermatozoides.

Se revisaron 10 frotis de cada animal contando 100 células por
preparacion (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),

172



Figura V.3. Anomalias morfolégicas 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 expernmentacion,
asi como en cada uno de los grupos experimentales se aplicoé primeramente la
prueba de Kolmogorov-Smirmov para verificar normalidad. Los anélisis
realizados se especifican a continuacion, para cada uno de los experimentos
realizados.

Para las pruebas de aberraciones cromosdmicas en espermatocitos,
como primer paso, fue necesario la transformacion de los datos a raiz
cuadrada (Square Root Transformation). Este tipo de transformacion 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.

Exposicion 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 prucba de aberraciones cromosomicas 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 signiticativa, 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 se empled Analisis de
varianza con prueba de Tukey a los grupos con distribucién normal, y

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

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

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

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

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

Los resultados del analisis citogenético se presentan en la Tabla V.1. El
analisis estadistico de este experimento, no mostré diferencias significativas
entre el grupo tratamiento y el testigo negativo en lo que corresponde a la
prueba de aberraciones cromosomicas, pero si se encontrd, como era 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, €l cual no obstante, no fue significativo, sin ¢mbargo se
encontré 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.

Exposicion 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 presenté un mayor porcentaje de
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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)*
20mT/72h+50megXKg’ 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)* 5.10 (1.77)*
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 cromosOmicas €n espermatocitos
meioticos (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 €l campo magnético
no causé efectos en estos parametros. Un hallazgo importante en este
experimento fue que se observd un efecto antagonico entre la Mitomicina-C y
el campo magnético aplicado ya que los amimales sometidos a ambos
tratamientos simultineamente mostraron porcentajes de aberraciones |
cromosomicas y anormalidades espermaticas menores que los del grupo

testigo positivo que fue tratado con el mutageno solamente.

Exposicién 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
cromosomicas en espermatocitos primarios. Tampoco se observo ninguna
diferencia en €l porcentaje de espermatozoides con anomalias morfolagicas 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 Ja tabla V. 1.
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se asume que no
fue posible demostrar un efecto genotdxico o citotdxico inducido por CEM de
60 Hz en células germinales de ratones expuestos a una intensidad de 2.6 mT,
tante en forma aguda (72 horas), combinada con el ‘mutigenor quimice
Mitomicina-C, y fraccionada (19 dias, 8 horas diarias)

No es facil contrastar estos resultados con otras investigaciones ya qué
¢l modelo de las células germinales ha sido empleado en pocas ocasiones para
evaluar 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
otraisAlgunos de los trabajos mas préximos en metodologia B esta
investigacion fueron realizados con microondas (también ung tadiacion
electromagnética pero de mayor frecuencia). Asi Manikowska et al. {1978)
trabajaron com células meidticas para la deteccion de aberaciones
cromosomicas, hallando un aumento en la frecuencia de éstas, estos resultados
fueron confirmados por el estudio de Manikowska-Czerska et al. (1985). Sin
embargoy al trabajar con microondas el 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 evidencia de que el
aumento en la temperatura asociado. con la exposicion a microondas puede-
provocar un incremento en la aparicién 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 magnetico 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 exposicidon aguda a un CEM
de 60 Hz, con una intensidad de 2.0 mT, no afectdé la frecuencia de
aberraciones en espermatocitos mi 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 exposicion a un campo magnético estatico.

Por otro lado, los resultados aqui presentados aportan evidencia de que
los CEM pudieran tener un efecto antagénico al de la Mitomicina-C, ya que
se observé una disminucién 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 resuitados se ven apoyados por
observaciones similares obtenidas en otros trabajos de esta 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
antagoénico entre el campo magnético y la Mitomicina-C en lo que respecta a
la produccion de micronucleos en eritrocitos de médula ésea de raton.
Asimismo, Okonogi et al. (1996) han observado que un campo magnético es
capaz de influir sobre ¢l efecto de 1a Mitomicina-C en la sintesis de DNA y de
esta manera provocar el antagonismo entre ambos tratamientos, sin embargo

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

Por otro lado, con respecto al experimento # 3 que correspondi6 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 crénmica 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 aguda y cronica es importante sefialar
que en aquellos trabajos donde se observaron efectos significativos sobre
células 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, ¢] andlisis cualitativo de las aberraciones y anomalias
morfoldgicas observadas en este estudio (resultados no mostrados) tampoco
apoya la idea de un efecto nocivo o daifiino 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

18]



tratados pueden aparecer en forma espontanea diversas anomalias
estructurales en cromosomas (Leonard, 1973) y la proporcion en que aparecen
suele variar 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 duracion de exposicion de 72 h tienen un efecto antagénico al
de la Mitomicina-C en ¢l porcentaje de aberraciones cromosdmicas
en espermatocitos primarios y anormalidades de la morfologia
espermatica de ratones Mus musculus 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 la intensidad de 2.0 mT
no tiene efecto genotéxico o citotoxico sobre las células

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

REACTIVQS

Eosin Y Fisher Certified Biological Stain 25 g. (0.88 oz.) Lote
No. 701532 Fisher Scientific Company Chemical Manufacturing
Company F air Lawn, New Jersey.

Colorante de Giemsa (polvo) Standard Técnica quimica $.A.
Meéxico.

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, U.S.A.

Glicerina CH;0HCHOHHCH;0H P.M. 92.10 1000 ml. Lote No.
32136 Reactivo Analitico NORMA ACS Control Técnico y
Representaciones, S.A. de C.V,

Acido Acético Glacial CH;COOH PM. 60.05 Lote No.
02AA9607 1000 ml. Reactivo Analitico NORMA ACS Control
Técnico y Representaciones, S.A. de C.V.

Cloroformo CHCl3; PM. 119.39 Lote No. 39758 Seg. Especif
A.C.S. 900 mi. J.T. Baker, S.A. de C.V. Xalostoe, México.

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

Fosfato de Sodio Monobasico NaH;PO4 % H0 P.M. 137.99 Lote
No. 001037 Productos Quimicos Monterrey 8. A.



* Fosfato de Potasio Monobasico KH,PO4 P.M. 136.09 Lote NO.

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

Liquido especial para limpieza de material clinico y de

laboratorio Texatron Neutro Lote No. 970728 Analytica de

México S.A. de C.V,

* Formaldehido 37% HCHO P.M. 3003 Lote No. 001075
Productos Quimicos Monterrey S.A.

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

% Solucion CS Formula: Cloruro de Sodio 0.9 g Agua Inyectable

100 mi 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 Anseli-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 aguja 21 x

33 mm Becton Dickinson and Co.
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CONCLUSIONES GENERALES

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

1.- Se disefiaron, construyeron y caracterizaron dos sistemas de exposicion de
material biologico, in vitro e 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 mcrementar la proliferacion celylar de linfocitos humanos
in vitro.

3.- Los parametros hematicos 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 6sea de ratones expuestos in
vivo.

5.- La exposicién a campos magnéticos de 60 Hz y de 1.0, 1.5, y 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 observo un efecto antagonico entre campos magnéticos oscilantes de 60
Hz y el mutiageno quimico Mitomicina-C en lo que respecta a proliferacion
_celular de linfocitos in vitro, induccién de microniicleos en médula dsea de
ratobn in vivo, aberraciones cromosdmicas en espermatocitos de raton y
anormalidades morfolégicas del espermatozoide in vivo,
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