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;La falta, querido Bruto, no esti en nuestras estrellas, sino en nosotros mismos!

William Shakespeare

" Nada en el mundo puede sustituir la constancia. El talento no puede hacerlo; nada es
mas comun que hombres talentosos sin éxito. Tampoco el genio; el mundo esta lleno
de ruinas muy bien educadas. Solo la constancia y la determinacion son omnipotentes,
El consejo de seguir adelante ha resuelto hasta ahora, y lo seguira haciendo, todos los
problemas de la raza humana ™

Calvin Coolige

Dos amigos conversan:

Pedro : Dime, Jesis, ;como le haces para saber siempre lo que tienes que
hacer en toda situaciéon?

Jesiis: Bueno supongo que lo hago porque tengo lo que se lama buen juicio

Pedro: Pero jcomo lo conseguiste?

Jesiis : Con la experiencia Pedro, con la experiencia.

Pedro: Si, pero ;c6mo se obtiene la experiencia?

Jesus :Con el mal juicio Pedro, con el mal juicio.

Autor anénimo
Mejores son las heridas que vienen del amigo,
que los besos fingidos del enemigo.

Proverbios XXVII, 6

Cuando un hombre nace

Su naturaleza es fundamentalmente buena
La naturaleza humana es similar

Solo el ambiente la hace diversa

Parrafo obtenido de “El clasico de las tres palabras’
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RESUMEN

A medida que avanza la tecnologia el ser humano esta cada vez mas
expuesto a campos electromagnéticos tanto ocupacionales como domeésticos.

Debido a la controversia que han arrojado los informes sobre la posible
relacion de los campos electromagnéticos (CEM) y el incremento en la incidencia
de leucemias y canceres tanto en nifios como adultos, es de gran importancia
determinar cual seria el efecto citogenético que pueden ocasionar los CEM.

En el presente estudio se evalud el potencial genotoxico de CEM oscilantes
de 60 Hertz de frecuencia sobre linfocitos humanos periféricos cultivados in vitro.
Mediante el analisis citogenético de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH),
se midid la frecuencia de ICH, Indice Mitdtico (IM), Indice Proliferativo (IP) y
Tiempo Promedio de Generacidon (TPG), de cultivos que fueron expuestos a tres
intensidades magnéticas (1.0,1.5, y 2.0 miliTeslas). Cada intensidad representd
un experimento individual y fue aparejado con un testigo positivo (linfocitos
expuestos al mutageno Mitomicina-C, 107 M) y un testigo negativo no expuesto a
factores fisicos ni quimicos. Asimismo se realizé un experimento que combind la
accion del CEM de 2.0 miliTeslas y la Mitomicina-C con objeto de detectar algun
posible efecto sinérgico. Cada uno de los tratamientos y sus respectivos testigos
incluyeron tres repeticiones. Se compararon los datos obtenidos mediante pruebas
estadisticas paramétricas y no-paramétricas.

Para la variable ICH cuya distribucion fue normal, se utilizé el andlisis de
varianza y la comparacion multiple de medias de Tukey. Para las otras tres
variables; IM,IP y TPG se utilizdé el analisis no-paramétrico de Kruskal-Wallis y la
prueba de U de Mann-Withney;, ya que su distribucidon no fue normal, esto se
constatdo mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se encontré que los CEM no aumentaron la frecuencia de ICH con respecto
al testigo en ninguna de las intensidades magnéticas probadas, asimismo no se
encontrd un efecto sinérgico de los CEM y la Mitomicinapara esta variable.

Por otro lado, se observd que los CEM alteraron la cinética de division
celular ya que en todas las intensidades magnéticas se incremento la velocidad de
division de las células; se elevd significativamente el IM, IP, y disminuy6 el TPG
(p<0.05).Para estas variables, se observd también que los CEM tienen un efecto
antagonico con respecto a la Mitomicina-C la cual deprime la division celular.



Del presente estudio se puede concluir que: a)Los CEM oscilantes de 60
Hertz en intensidades de 1.0,1.5 y 2.0 miliTeslas no maodifican la frecuencia de
ICH de linfocitos humanos expuestos in vitro, b) Los CEM incrementan la
velocidad de division de los linfocitos en todas las intensidades probadas vy

¢) Los CEM presentan un efecto antagdnico al producido por Mitomicina-C en los
cultivos de linfocitos.



INTRODUCCION

Aun antes de la aparicidon de los aparatos eléctricos y lineas de alta tension,
ya existian en nuestro planeta las radiaciones electromagnéticas producto de la
radiactividad natural y de los rayos cosmicos.

A medida que avanzé la tecnologia, aparecieron nuevas fuentes de campos
electromagnéticos (CEM) en el ambiente y los seres vivos ahora nos vemos
expuestos a esta energia. Se ha sugerido que los CEM son potencialmente
peligrosos, el acoplamiento de esta radiacion al organismo no es muy sencillo de
establecer y depende de una variedad de factores tales como la frecuencia,
direccién, distancia y aun de la postura corporal. Se sabe que los campos
eléctricos y magnéticos afectan particulas con carga y el organismo por su parte
posee una diversidad de particulas cargadas en forma de iones, por lo tanto, es
I6gico pensar que pueden suceder cambios por la presencia de estos campos en
los sistemas bioldgicos.

Recientemente se han informado diversos efectos de los CEM sobre los
sistemas biologicos. Algunos efectos son benéficos (reparacion 6sea, destruccion
de células malignas e inactivacion de microorganismos), pero también se tienen
sospechas de que causan efectos daninos como leucemia infantil, cancer de
mama, cancer cerebral etc.

Por otro lado, debido a la controversia que han amrojado los resultados
obtenidos sobre la posible relacion de los CEM y su efecto genotdxico, es de gran
importancia determinar cuales son los efectos reales que pueden ocasionar los
CEM a nivel citogenético, asi como también contribuir a explicar los mecanismos
mediante los cuales los CEM de 60 Hz' pueden afectar la salud del humano, ya
que la poblacién esta continuamente expuesta a éstos, los cuales se producen por
aparatos eléctricos domeésticos y de trabajo.

En el presente estudio se pretende evaiuar el efecto de los CEM oscilantes
de 60 HZ de frecuencia y de intensidad 1.0, 1.5 y 2.0 mT? sobre cultivos de
linfocitos humanos de sangre periférica in vilro, mediante las pruebas
citogenéticas de intercambio de cromatidas hermanas (ICH), Indice Mitotico (IM),
Tiempo Promedio de Generacion(TPG) y Cinetica de Proliferacion Celular(CPC).

1.- 1 HZ = 1 ciclo/seg y es la unidad para medir la frecuencia de las radiaciones en el Sistema
Intemacional de Unidades.
2.- 1 Tesla y es la unidad para medir intensidad magnética



ANTECEDENTES
CAMPOS ELECTROMAGNETICOS

Si bien nuestro conocimiento de los fendbmenos eléctricos es relativamente
reciente, el hombre ha tenido noticia de los fendmenos magnéticos desde tiempos
muy remotos . Asi Tales de Mileto (640-546 a de C.) hablaba de las atracciones
magnéticas y los chinos emplearon desde hace mas de 2000 afos la brujula
magnetica para la navegacion y viajes en los desiertos de Mongolia. Este aparato
se fundamenta en adoptar una orientacion, la cual es ejercida por un campo
magnético circundante (Wood, 1991).

La region 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 brujula o con limaduras de hierro . Si
se rompe un iman en un intento de separar los polos, se encuentran otros nuevos
formados en los extremos rotos. Si uno de esos pedazos se rompe, otra vez
aparecen de nuevo dos polos de clase opuesta. Tantas veces como se repita este
proceso se tendra el mismo resultado. No es posible obtener un polo magnético
aislado (Stewart, 1979).

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

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

Cuando los campos magnético y eléctrico, en una determinada regién,
varian con el tiempo, ambos estan estrechamente relacionados. Es decir, todo
campo eléctrico que varia con el tiempo va siempre acomparnado de un campo
magnético tambien variable y, a la inversa, si se produce uno de éstos, va
acompanado de otro campo eléctrico asimismo variable. Esta interrelacion entre
los campos eléctricos y magnéticos hace que se hable mas bien de un campo
electromagnético (CEM) como una sola entidad fisica (Parker, 1993).

Los CEM pueden clasificarse en homogéneos, heterogéneos, estaticos y
oscilantes. En un campo magnético homogéneo, la intensidad es uniforme en el
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area dentro de la bobina, mientras que en uno heterogéneo es variable; un campo
magnético estatico implica que la intensidad y direccidon del campo son constantes
en el tiempo, mientras que en uno oscilante altemna la carga y direccion en cada
pulso a la vez que la intensidad de éstos es también variable (Pothakamury,
1993).

Por otra parte los dispositivos mas empleados para generar CEM son los
solenoides o bobinas, estos consisten en un conjunto de espiras de alambre
conductor que se disponen una a continuacion de otra. Si se hace un corte
longitudinal del solenocide, podemos ver la seccidn transversal del alambre que
forma cada espira, tanto en la parte superior como inferior (Fig.1). Si se coloca un
nucleo de un material ferromagnético se tiene un electroiman. En los puntos muy
cercanos a una espira cualquiera del sclenoide, el observador no puede
determinar si el alambre esta doblado en arco. Magnéticamente el alambre se
comporta casi como si fuera un alambre recto y las lineas de campo magnético,
debidas a una espira, son casi ¢irculos concéntricos (Moreno-Trujillo, 1997).

Las oscilaciones electromagnéticas en la regidbn de bajas frecuencias y
longitudes de onda muy largas {(como aqueilas de los circuitos domésticos de 60
Hz) irradian muy poca energia ya que se sabe que la energia de una onda
electromagnética es directamente proporcional a su frecuencia e inversamente
proporcional a su longitud de onda. A medida que la frecuencia aumenta, se llega
a longitudes de onda muy cortas y las radiaciones de esta clase llegan a depositar
una cantidad de energia tan considerable que a tales emisiones se les denomina
radiaciones ionizantes, como por ejemplo; los rayos X y gamma. Queda entonces
claro que las radiaciones generadas por los CEM de frecuencia de 60 Hz son del
tipo no ionizante, es decir, los efectos que produzcan deberan ser por mecanismos
diferentes a aquellos que involucran el desplazamiento de electrones en atomos y
moléculas blanco (Strother, 1980, Rojo, 1981).

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
senoidal con frecuencia de 60 Hz. Los CEM generados por estas corrientes tienen
esa misma frecuencia, y por tanto se encuentran en la region del espectro
electromagnético denominado de frecuencia extremadamente baja, region
comprendida entre los 3 y 3X10° Hz (Mufoz, 1994).

CITOGENETICA

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



La mitosis puede dividirse en etapas, el proceso global no es continuo y no
ocurre en partes separadas. Se divide en las siguientes fases:

PROFASE: En esta etapa es posible observar los cromosomas duplicados,
ademas se comienza a formar el huso entre los dos centriolos y la envoltura
nuclear practicamente ha desaparecido.

METAFASE: Desaparece la membrana nuclear y los cromosomas se orientan en
el centro del nucleo, en el llamado plano o placa ecuatorial. Al mismo tiempo se
forma el huso, estructura de la cual dependen los desplazamientos de los
cromosomas durante la mitosis.

ANAFASE: El centromero de cada cromosoma se divide en dos partes y las dos
cromatides se despiazan 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 células nuevas se separan y sus
nucleos, una vez mas pasan a la siguiente interfase (Emery , 1981).

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

Hay 46 cromosomas en cada célula humana y cada cromosoma es un
miembro de un par homoélogo. Existen por lo tanto, 23 pares de cromosomas en
cada célula: un miembro de cada par procede del padre del individuo, y el otro de
la madre. Veintidos pares son iguales en los machos y hembras y se denominan
autosomas, pero el par restante, los cromosomas sexuales, difieren en ambos
sexos, y son de gran importancia en la determinaciéon de aquél. En la hembra
humana, |08 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 mucho
mas pequeno, se denomina cromosoma Y (Thompson y cols., 1268).

El estudio cuidadoso de una metafase revela que los cromosomas difieren
en tamano, |0 que permite clasificarlos en grandes, medianos y pequenios. Por otra
parte, la posicidn del centrdmero, que es el elemento que une las dos cromatides,
es variable: puede encontrarse casi a la mitad del cromosoma, en cuyo caso
recibe el nombre de metacéntrico, o cerca de la parte terminal, y entonces se trata
de un acrocéntrico, o finalmente puede ocupar una posicién media entre la parte
central y posicion terminal, constituyendo asi el cromosoma Ilamado
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submetacéntrico. Con estos dos parametros, tamano de los cromosomas y
posicion del centrdmero, fué posible ordenar en forma convencional el cariotipo
humano normal y a la vez hacer la clasificacién de las variaciones patologicas del
mismo {Gonzalez-Ramos, 1985).

TECNICA CITOGENETICA PARA DETERMINAR LOS INTERCAMBIOS DE
CROMATIDAS HERMANAS (ICH)

Al inicio de la decada de los 70, se desarrollaron trabajos clasicos como
aquellos de Zakharov y Egolina, de Latt y de Perry, gue establecieron una
metodologia que permitia la tincidn diferencial de las cromatides. El procedimiento
consiste en adicionar al medio de cultivo, 24 horas después de la siembra, una
base analoga de 5 Bromodeoxiuridina (BrdU), 1a cual es incorporada en las células
en vez de la timina. Aquellas cromatides que difieren en el nimero de cadenas de
ADN que han sido 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).

El intercambio de cromatidas hermanas resulta del rompimiento y union de
ADN en sitios aparentemente homdlogos de dos cromatidas de un cromosoma,
esto fue visualizado por primera vez al utilizar timidina tritiada para marcar el ADN
en células en division (Taylor, 1970).

Por otra parte se sabe que este fendmeno ocurre durante la replicacién del
material genético (Wolff y cols., 1974), y este proceso probabiemente involucra
rompimientos, recombinacion y nuevamente la union del ADN.

La técnica para determinar el ICH es relativamente simple, ésta prueba es
ampliamente usada en estudios de toxicologia genética. Mediante este
procedimiento se ha demostrado que la frecuencia de ICH es aumentada
dramaticamente cuando células o animales (incluyendo al humano), son
expuestos a mutagenos y carcinégenos conocidos (Perry y Evans, 1975; Latt y
cols., 1981; Lambert y cols., 1982).

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

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



Por otra parte los estudios realizados por diversos grupos (Perry y Evans,
1975, Steka y Wolff, 1976; Raposa, 1978) muestran que varios clastogenos
fuertes son capaces de inducir un incremento en la frecuencia de ICH por lo que
ésta técnica se empez06 a utilizar en la deteccion de mutagenos tanto in vivo como
in vitro. Los primeros estudios indicaron que la prueba tenia una alta sensibilidad,
ya que se requerian concentraciones mucho menores de una sustancia para
inducir intercambio de cromatidas hermanas que para producir aberraciones
cromosomicas. 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 sensibie cuando se utilizan otros agentes quimicos.

Una ventaja adicional del analisis citogenético de intercambio de cromatidas
hermanas, es que ademas de poderse evaluar la frecuencia de éstas, es posible
medir otros parametros 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 cuyas dos cromatidas se encuentran tefidas de obscuro se
encuentran en primera divisidon, aquellas con una cromatida tefiida y otra no, o0 sea
un cromosoma como “arlequin” se consideran en segunda division y aquellas
metafases en que las dos cromatidas se tifien claro se clasifican en tercera
division. En la figura 2 se puede apreciar un esquema que ilustra lo anterior. La
cinética de proliferacion celular es considerada como un biomarcador para
determinar agentes tdxicos (Dean y cols., 1985), y se piensa que uno de los
mecanismos por el 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 parametro que se determina junto con la cinética de proliferacion
célular es el indice mitético, el cual consiste en determinar el porcentaje de células
que estan en mitosis. El indice mitético ha sido utilizado para la evaluacion del
crecimiento de cultivos desde los afios 60, pero recientemente ha vuelto a ser
utilizado en la investigacidon de mecanismos de toxicidad sobre todo de farmacos
antineoplasicos con actividad citotoxica (Rojas y cois., 1992).

EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS

Las ondas de radio y algunos tipos de luz ultravioleta, son algunas
radiaciones no ionizantes a las que el hombre esta frecuentemente expuesto. Los
efectos biolégicos de las primeras estan siendo determinados en la actualidad,
mientras que el dafio que produce la luz ultravioleta en el ADN se ha relacionado
con la formacion de dimeros de timina, que es la lesidn mas frecuentemente
inducida por ésta radiacion, por lo general, estos dafios son eliminados por las
células a través de mecanismos de reparacion por excisidon. Si las células
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expuestas no son eficientes en este tipo de reparacién, el dano al ADN
permanecera y la célula sufrira alteraciones considerables como en el caso de!
Xeroderma pigmentosum y del cancer en |a piel (Brusik, 1987).

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

Asimismo, se 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 celular y cambios en el grado de crecimiento y diferenciacion
(Tenforde, 1991).

También se han abtenido evidencias experimentales que sugieren que los
CEM afectan el crecimiento y la sintesis de ADN en varios tipos de células (Cantini
y cols., 1987 ; Goodman y cols., 1983; Liboff y cols., 1984; McLeod vy cols., 1987;
Rodan y cols., 1978; Takahashi y cols., 1987; Yen Patton y cols., 1988).

Desde el punto de vista fisico, se ha demostrado que es el campo eléctrico
inducido por el campo magnético variabie el que determina 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 interaccién
es mas complejo que la sola influencia de campos eléctricos inducidos. Se supone
que la interaccidn principal ocurre en la membrana celular y mas especificamente
en los canales idnicos, siendo los del calcio, sensibles al voltaje, los que participan
mas activamente en los efectos informados.

Se ha evaluado también el efecto de los CEM y eléctricos en embriones. En
un estudio, se expusieron ratones C3H/He machos, a un campo eléctrico de 20
kV/m de 50 Hz de frecuencia por dos semanas. Después, a cada ratén macho lo
aparearon con 2 hembras diferentes cada semana durante un periodo de 8
semanas para que las hembras fueran prefiadas por los ratones que habian sido
expuestos al campo eiéctrico y no encontraron diferencia significativa en la
sobrevivencia de los embriones (Kowalczuk y cols; 1990).

También en ofro estudio Nordstrom y cols. (1983) encontraron un
incremento en la frecuencia de malformaciones congénitas en nifios cuyos padres
trabajaban en fuentes generadoras de alta tension, lo cual podria indicar, efecto a
nivel geneético de los CEM.

Por otra parte, es bien sabido que los CEM de baja frecuencia pueden
producir una variedad de efectos benéficos en los sistemas bioldgicos. Los
campos magnéticos pulsantes por ejemplo, son usados para la reparacion de
fracturas dseas. El investigador C.A.L. Basset del Depto. de Cirugia Ortopédica de
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la Universidad de Columbia en Nueva York, publicé en la revista Ingenieria
Biomédica en el afno de 1989, un articulo titulado "Aspectos practicos y
fundamentos de usos terapéuticos de campos electromagnéticos puisados”. En
este trabajo mostré que el tejido oseo 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 una corriente,
ya que la lectura del voltimetro se modificaba en presencia de dicho campo. De
este modo se inicid el estudio de la posible utilizacion de campos magnéticos para
la terapia de fracturas persistentes y en algunos casos de osteoporosis (Andrew y
cols., 1989).

CAMPOS ELECTROMAGNETICOS Y CANCER

Recientemente se ha discutido la posible relacion de la exposicion a CEM
con el desarrollo de leucemia aguda y se ha propuesto una relacion entre la forma
de exposicion al campo magnético en ninos y adultos, sin embargo, no se han
definido bien a los CEM como causantes de cancer (Brandt, 1985).

Asimismo, en varios estudios epidemiologicos se ha correlacionado la
exposicién de los humanos a campos electromagnéticos con una alta incidencia
de cancer (Coleman y cols., 1983; McDowall, 1983; Milham, 1982, 1985, Pearce y
cols., 1988; Tomenius y cols., 1982; Wertheimer and Leeper, 1979; Wright y cols.,
1982). '

En contraste, Costa y cols. (1987) descubrieron que campos magnéticos de
alta intensidad, en el intervalo 1 a 50 T, con una frecuencia de 5 a 1000 KHz,
reducen la concentracion de céiulas malignas en tejido animal. Por lo general,
para el tratamiento del cancer, el tejido enfermo se somete de 1 a 1000 puisos, de
100us a un segundo de duracién dependiendo del tipo de tumor. El efecto de este
tratamiento es la reduccion en el numero de células malignas; después se aplica la
quimioterapia. La ventaja es que no se genera calor en el tejido y aunque el tejido
normal también sufre alteracién, el cambio es menor comparado con el efecto que
tiene en las células cancerosas. En adicién, las céluias del sistema inmunolégico
no se afectan con el tratamiento por lo que el efecto neto en el organismo es
favorable.

Por otro lado, si se han postulado teorias acerca de la posibilidad de
carcinogénesis asociada con los CEM. Asi, Fitzgerald (1990) propone un
mecanismo para explicar la formacion de un tumor debido a esta causa en el cual,
se tienen al menos dos etapas: 1)Etapa de iniciacion, en la cual el ADN es dafado
por un agente externo, produciendo ADN anormal, dando lugar a la expresién de
proteinas anormales. Para la iniciacién se requiere suficiente energia para romper
los enlaces quimicos del ADN (mas de la que pueden proporcionar los CEM a los
cuales estamos habitualmente expuestos). 2) Etapa de promocidon, que es el
periodo de latencia entre la exposicién a un carcinégeno y la manifestacion de
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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 inducirio directamente.

En un estudio experimental Loescher y cols. (1893) por su parte, 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 100uT
por 24 horas diarias durante 7 dias; otro grupo de 99 ratas fue utilizado como
testigo bajo las mismas condiciones ambientales que el grupo expuesto al
tratamiento. Los resultados indicaron que las ratas hembras tratadas con DMBA,
expuestas por un largo periodo a campos magnéticos de baja densidad
promueven el crecimiento e incidencia de tumores mamarios malignos.

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

Por otro lado, se ha sugerido que el riesgo de leucemia infantil puede estar
relacionado con los efectos combinados de campos magnéticos estaticos y de
campos magnéticos de frecuencia extremadamente baja. También se han
realizado estudios epidemiolégicos que han demostrado el incremento del riesgo a
padecer leucemia en nifios que viven cerca de lineas de distribucién eléctrica
(Bowman y cols., 1995; Blank, 1995).

Tambien Antonopoulos y cols (1985) han sugerido que los CEM tienen
relacién con el cancer, para esto, ellos incubaron cultivos de sangre periférica en
presencia de un CEM de 5 mT y 50 Hz de frecuencia. Los resultados obtenidos
indicaron que los efectos carcinogénicos originados por CEM no son de tipo
iniciador, pero probablemente tengan efectos promotores.

POTENCIAL GENOTOXICO DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS

En lo que concierne a los efectos genotdxicos de los CEM, se han realizado
una gran diversidad de estudios en diferentes organismos desde bacterias hasta
mamiferos, incluyenda al hombre. Por ejemplo, en un estudio reciente se expuso a
Salmonella typhimunum previamente expuesta a azida (mutageno gquimico) a un
CEM de 2 Gauss y de 60 Hz de frecuencia, y se encontré un incremento de 14%
en la tasa de mutacion (Tabrah y cols.,1994).
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Por otro lado, Koana y cols. (1995), estimaron los efectos genéticos de los
campos magnéticos sobre la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. Las
larvas jovenes tanto de genotipos normales y mutantes fueron expuestas a un
campo magnético homogéneo de 0.6 T por 24 h, y luego fueron dejadas para
continuar el desarrollo bajo condiciones de cuiltivo normal y finalmente emerger al
estadio de pupa. Después de la eclosion los sobrevivientes fueron contados y se
encontré6 que el numero de adultos de genotipo mutante, decrecid
aproximadamente un 8% comparado con el grupo control, lo cual sugiere gue el
campo magnético estatico provoca dano a nivel del DNA de células larvarias
eliminando los homocigéticos recesivos.

Kowalczuk y cols. (1996) investigaron el potencial mutagénico usando un
ensayo letal dominante en ratones. Un total de 42 ratones machos fueron
expuestos por 8 semanas a un CEM de 10 mT de 50 Hz de frecuencia y 47
ratones machos fueron manejados como grupo control. Cada macho se apared
con 2 hembras en la primera, tercera, quinta, séptima y novena semana después
de la exposicion al campo magnético. Ellos informaron que las exposiciones a
campos magnéticos de 10 mT n , no parecen inducir mutaciones letales en las
células germinales de ratén macho.

Sin embargo Galt y cols. (1995) probaron el efecto de un CEM de 30uT de
50 Hz sobre células amnidticas humanas durante un periodo de exposicion de tres
dias, con el fin de confirmar los experimentos realizados por Nordenson y
colaboradores en los cuales el rompimiento de cromosomas y la formacién de
gaps era relativamente alta despues de la exposicion. Pero ellos no encontraron
incremento de dafio a los cromosomas en las células expuestas a campos
electromagnéticos.

En lo que respecta al efecto en cromosomas, Nordenson y cols. (1994)
expusieron células amnibticas de humano a un campo magnético sinusoidal de
30uT y de 50 Hz por espacio de 72 h y encontraron un incremento en la frecuencia
de aberraciones cromosomicas comparado con un grupo no expuesto.

En un estudio realizado por D'Ambrosio y cols. (1985), se encontré un
incremento significativo de aberraciones cromosomicas cuando exponian cuitivos
de linfocitos periféricos de bovino a CEM de 50 Hz. También encontraron un
incremento en el nimero de aberraciones cromosomicas en celulas tumorales de
raton después de exponerlas a campos electrostaticos y también en linfocitos
expuestos a microondas.

En otra investigacion, Cohen y cols. (1986) expusieron lineas celulares
linfociticas de pacientes con sindromes de inestabilidad cromosémica a campos
magnéticos de 1-2 Gauss de 60 Hz, y no encontraron efecto en la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas y rompimiento de cromosomas.
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Por otra parte, el modelo de trabajo con linfocitos humanos ha sido
ampliamente utilizado para probar el efecto de diversos agentes mutagénicos.
Recientemente se han utilizado los linfocitos para investigar los posibles efectos
genotdxicos de los CEM. Varias técnicas han sido desarrolladas para probar el
efecto de diversos agentes quimicos y fisicos sobre el material genetico a este
nivel (Morhead, 1960; Perry y Evans, 1975; Fenech y Morley, 1985).

Cossarizza y cols. (1989) estudiaron el efecto producido por los CEM de
extremada baja frecuencia sobre la proliferacién de linfocitos humanos periféricos
de personas jovenes y de edad avanzada. La exposicidn al campo magnético
pulsante fue durante un periodo de 3 dias. Se encontré que el efecto de los
campos fue mayor sobre los individuos de edad avanzada, ya que se observé una
acentuada reduccién de la capacidad proliferativa.

Sin embargo, en oftra investigacion se analizaron linfocitos humanos
periféricos de 32 trabajadores ocupacionalmente expuestos a transformadores que
generan campos magnéticos intensos por mas de 20 arios y no se encontraron
cambios en la frecuencia de aberraciones cromosdémicas ni de el intercambio de
cromatidas hermanas (Bauchinger y cols., 1981).

En otfro trabajo, se expusieron linfocitos humanos in vitro a campos
electromagnéticos de 2.5 mT. Los resultados obtenidos no demostraron efecto
genotdxico ocasionado por los mismos (Bersani y cols, 1988).

Por otra parte Rosenthal y Obe (1989), expusieron linfocitos humanos
periféricos a CEM y encontraron que no alteraban la frecuencia espontanea de
intercambio de cromatidas hermanas y aberraciones cromosémicas, pero cuando
se sometian linfocitos previamente expuestos a mutagenos quimicos a la accion
de los CEM, se encontrd 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 sinérgico.

Sin embargo otros investigadores estudiaron el efecto in vitro de los
campos electromagnéticos pulsantes de 10, 20 y 40 Gauss por 48 horas sobre
linfocitos humanos periféricos, utilizando la prueba citogenética de intercambio de
cromatidas hermanas y no encontraron diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos expuestos a CEM y el testigo (Garcia-Sagredo y cols.,1990).

Mas recientemente 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 [a actividad mitética y un alto indice de aberraciones cromosémicas.

Por ofra parte, Scarf y Franceschetti (1991) realizaron exposiciones a
campos eléctricos (0.5,2.0,5.0 kV/m) de 50 Hz para ver si estos producian efecto
genotéxico (estudiando la formacion de micronucleos) in vitro, también se
probaron campos eléctricos y Mitomicina(agente clastogénico). Pero ellos
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encontraron que los campos eléctricos de 50 Hz de frecuencia no producen
efectos genotdéxicos a nivel cromosomico.

En un trabajo realizado en seres humanos, se determind la frecuencia de
aberraciones cromosémicas, intercambio de cromatidas hermanas, indice de
replicacion y microntcleos en linfocitos periféricos de 27 muestras de trabajadores
de fuentes de alta tension, que tuvieron periodos prolongados de exposicién a los
CEM de 50 Hz y 27 muestras de trabajadores de la linea telefénica que servian
como 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 micronucleos. Sin
embargo, se observdé un incremento de rompimiento de cromosomas en los
trabajadores de fuentes de alta tensién comparado con el grupo de referencia, por
lo cual se sugiere que la exposicion a CEM 50 Hz esta asociada con un
incremento en el rompimiento de cromatidas (Valijus y cols., 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 célular y la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas en
linfocitos humanos periféricos por 7 y 28 dias. Se utiliz6 como control positivo
ciclofosfamida. Los resultados que se obtuvieron, indicaron que los campos
magnéticos no afectaron a la proliferacion celular ni el intercambio de cromatidas
hermanas.

Recientemente fueron expuestos linfocitos periféricos humanos a campos
magnéticos estaticos y oscilantes, para luego utilizar la prueba citogenética de
micronucleos y determinar el dafio producido por agentes genotoxicos a los
cromosomas. El primer grupo se expuso a un campo magnético de 150uT de 50
Hz y de 75 y 150 uT de 32 Hz con el campo geomagnético estatico nulificado. En
el segundo grupo, las células fueron expuestas a 75 y 150uT de 32 Hz junto con
un campo magnético estatico de 42uT. Se encontrd un incremento de
micronucleos estadisticamente significativo con respecto a un testigo cuando se
exponian linfocitos a campos magnéticos estaticos y oscilantes (Tofani y cols,
1995).
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HIPOTESIS
Los campos electromagnéticos de 60 Hz son potencialmente capaces de

afectar la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas, indice mitdtico y
cinética de proliferacion celular de linfocitos humanos cultivados in vitro.

OBJETIVO

Evaluar el efecto de los campos electromagnéticos de 60 Hz sobre linfocitos
humanos in vitro en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas, cinética
de proliferacién celular e indice mitético.
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MATERIAL Y METODO
MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizaron linfocitos humanos de sangre venosa periférica procedente de
un individuo de sexo masculino, clinicamente sano, no fumador y de 23 afios de
edad.

EQUIPO Y REACTIVOS.

El equipo, cristaleria y 1a preparacion de reactivos aparece en los apendices
I, 1yl

CULTIVOS DE SANGRE VENOSA.

Utilizando una jeringa de 10 ml heparinizada (1000 U/ml) se tomaron & ml
de sangre venosa periférica, se agitd la sangre para después sembrar 11 gotas de
ésta en un medio de cultivo consistente en 4 ml de medio RPMI 1640 adicionado
con L-glutamina (GIBCO), vy 1 ml de suero fetal de temera (GIBCO). EI
procedimiento de cultivo se realizd en una campana de flujo laminar, bajo la
técnica propuesta por Morhead (1960).

Posteriormente los cultivos se incubaron a 37°C. A las 24 hr se agregd 1 mi
de 5°-Bromodeoxiuridina (20 ug/ml) y se mantuvieron en cobscuridad. Cumplidas
las 72 hr se anadid 0.1 ml de coichicina (3.9 ug/ml} durante 1 hr. Después el
contenido de los frascos se pasd a tubos conicos de 15 ml y se centrifugaron a
1200 rpm por 10 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid
suavemente la pastilla celular con 5 ml de KCI 0.075 M con una pipeta Pasteur y
por 20 minutos se mantuvieron a 37°C, enseguida se centrifugaron a 1200 rpm por
10 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron con 5 ml de solucién
fijadora (metanol-acido acético 3:1). El lavado con la solucién fijadora se repitid
hasta que se obtuvo un botén bltanco, el cual se resuspendid en 1 ml de solucion
fijadora y se mantuvo a 4°C por 24 hr.

PREPARACION DE LAMINILLAS

Finalizado el tiempo, se centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos y se
elimind el sobrenadante hasta 0.5 ml de la misma solucion fijadora. Con una
pipeta Pasteur se resuspendid y se goted desde una altura de 30 cm sobre un
portaobjetos desengrasado en etanol absoluto, el cual se secd a la flama. Se
observd al microscopio en contraste de fases para asegurarse de que se habian
obtenido buenas preparaciones.
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TINCION

Después de 24 hrs, las laminillas se sumergieron por 30 min en una
solucion de Hoechst 33258 (1 ug/ml) por una hora en ausencia de luz, se lavaron
en agua destilada y se secaron. Posteriormente se colocaron en una solucion
Mcllvane a pH 6.8 y se expusieron a |luz ultravioleta y con 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 tifieron con Giemsa pH 6.8 por 3
minutos.

ANALISIS DE LAMINILLAS
Las laminillas previamente tefidas estuvieron listas para evaluar:

Indice mitético: Las preparaciones se leyeron en un microscopio de luz en
objetivo 10X y se contaron 2,000 nucleos totales, de cultivos de 72 hr y de éstos
se determind cuantas metafases existian. El valor de! indice mitético se determind
de la siguiente manera:

NUMERO TOTAL DE METAFASES
LM. =

NUMERO TOTAL DE NUCLEQOS

Cinética de proliferacion celular (C.P.C.): La C.P.C. fue evaluada en las
primeras 100 metafases observadas, determinando el numero de células en
primera division (M1), segunda division (M2) y tercera division (M3). Se
consideraron metafases en primera divisidbn aquellas cuyos cromosomas se
encontraron tefiidos completamente de obscuro, segunda divisibn a los
cromosomas que estaban conformados por una cromatida obscura y una clara y
tercera divisidn a las metafases que se caracterizan por presentar cromosomas
tefiidos completamente claros. Un indicador de la C.P.C. es el Indice Proliferativo
(IP) que se calculd de la siguiente forma:

LP. = (1)M1 + (2)M2 + (3)M3

Otro indicador que se calculé dentro de la C.P.C. fue el Tiempo Promedio
de Generacion (T.P.G.) que se determiné de |a siguiente manera:

T.P.G. = Horas de exposicion a la BrdU / IP
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FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (I.C.H.)

Estas fueron determinadas en 50 metafases en segunda division de cultivos
de 72 hr. En éstas se determinaron intercambios terminales e intersticiales, éstos
dltimos con un valor del doble de los primeros debido a que su formacién requiere
el doble de eventos que los terminales.

DISENO EXPERIMENTAL

Basicamente se realizaron cuatro experimentos independientes, que
consistieron en lo siguiente:

Experimento No.1.- Tratamiento con CEM de intensidad 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

Experimento No.4.- Tratamiento combinado con Mitomicina-C 107 M
mas CEM de intensidad 2.0 mT

Para cada uno de los tratamientos se realizaron tres cultivos, y se
compararon con un testigo negativo T(-), y un testigo positivo T(+), Mitomicina-C
(10" M), éste sirvio como control, ya que se sabe que esta substancia actua como
un depresor de la division celular. Esto tambien se llevo acabo por triplicado, es
decir en cada experimento se procesaron un total de nueve cultivos.

PREPARACION DEL TESTIGO POSITIVO CON MITOMICINA C

Con objeto de tener una referencia sobre los efectos mutagenicos y un
control interno en los experimentos, se realizd un testigo positivo el cual consistid
en agregar 50 ul de Mitomicina-C (a una concentracion final de 1 x 107 M) en
cultivos de linfocitos de sangre venosa total a las 48 horas, para después
continuar el proceso en la forma antes mencionada.
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EXPOSICION DE LINFOCITOS A CEM DE 60 Hz DE FRECUENCIA

Durante el cultivo de los linfocitos humanos, éstos fueron colocados en el
interior de un solenoide o bobina generadora del CEM, el cual estaba formado por
un devanado de 340 vueltas de alambre de cobre calibre No0.16 enrollado
alrededor de un tubo de PVC, el cual tiene una altura de 25 cm, un radio de 5.27
cm y una resistencia de salida de 1.9 ohms. El solenoide esta conectado a un
transformador-reductor, con una alimentacion de entrada de 127 V + 10% con una
salida de 12 V, éste a su vez estaba unido a un transformador variable que tiene
un maximo de140 V y 7.5 Amp de salida con una alimentacion de 120 V y una
frecuencia de 60 Hz. Este sistema de exposicion se colocd en el interior de una
incubadora que tuvo una temperatura constante de 36.5°C + 0.1°C. En el presente
estudio se utilizaron tres intensidades magnéticas (1.0, 1.5 y 2.0 uT) de onda
sinoidal de 60 Hz de frecuencia, esto fue constatado monitoreando el sistema con
un osciloscopio. En el mismo sistema de incubacion de los cultivos y en forma
simultanea, se colocaron el testigo negativo y el control positivo en una area en la
cual no recibieron la influencia del CEM. En la figura 3 se muestra una vista frontal
de este sistema de exposicidon. Por otro lado, en la figura 4 se presenta un
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 las relaciones
de distancia entre ellos. Cabe mencionar que se considerd la geometria de la
exposicion y para ello los cultivos expuestos fueron colocados sobre una base de
acrilico que tenia circulos concentricos marcados para cuidar asi que la distancia
del cultivo del centro a la periferia del solenoide fuera la misma, ya que se sabe
que el campo eléctrico inducido por el CEM es dependiente del radio en el cual se
encuentra la muestra.

La medicién del CEM se realizd mediante la utilizacion de una bobina de
prueba que al ser sometida a la influencia del campo detecta un voltaje (FEM
inducida) que es proporcional a la intensidad de flujo magnético medido en Teslas.
La bobina de prueba fue a su vez calibrada usando un gausimetro con una
referencia de 10.1 Gauss (1.01 mT) es igual a 1.7 mV de corriente alterna
detectados por la bobina de prueba. El voltaje (FEM inducida) fue de 1.08, 2.52 y
3.36 mV para 1.0, 1.5 y 2.0 mT respectivamente. Se constaté asimismo con la
bobina de prueba que el CEM era homogéneo dentro del solencide donde se
expusieron los cuitivos de linfocitos.

En la figura 5 se observa un diagrama general de todos los componentes del
sistema de exposicion mencionados anteriormente y la manera en que fueron
dispuestos, asimismo, en la figura 6 se aprecia el correspondiente diagrama
eléctrico de este sistema de exposicion de linfocitos humanos in vitro a CEM.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizaron pruebas
paramétricas y no paramétricas. Posterior a la determinacién de las estadisticas
descriptivas correspondientes, las diferentes variables fueron sometidas a la
prueba Kolmogorov-Smirnov con objeto de conocer la distribucidon de cada una.
Aquellas con distribucidon normal, que para el caso de este estudio solo la variable
ICH tuvo esta distribucién, se aplicé un Analisis de Varianza y la correspondiente
prueba de Tukey para saber comparar diferencias individuales entre los
tratamientos aplicados.

Para el caso de las otras tres variables analizadas; Indice Mitotico, Indice
Proliferativo y Tiempo Promedio de Generacion, cuya distribucién no fué normal,
se aplico la prueba de Kruskal-Wallis y la correspondiente U de Mann-Withney
para observar las diferencias individuales en caso de haber significancia en la
primera prueba aplicada.

Todos los anatlisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacién del
paquete estadistico SPSS (Ferran, 1996).
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RESULTADOS

En la figura 7 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 (10-7 M) y 2.0 mT de CEM. De la tabila |l a
la IV se presentan los datos totales del analisis de 50 metafases en cuanto a la
frecuencia de ICH, con tres repeticiones, para cada uno de los tratamientos (1.0,
1.5, 2.0 mT y 2.0 mT + MMC respectivamente) para cada tratamiento se incluyd un
testigo positivo y otro negativo. Se observa en ellas la media y su respectiva
desviacion estandar en cada uno de los casos.

En la figura 8, se presentan graficamente los resultados de la frecuencia de
ICH comparados con sus testigos para cada uno de los tratamientos. El analisis de
varianza reveld que no existe diferencia estadisticamente significativa entre el
testigo negativo y el tratamiento con campo magnético a las tres intensidades
usadas. Asimismo se constatd que no existe 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, mostrdé una frecuencia
significativamente mayor que el testigo negativo (p < 0.05).

Por otro lado, se estim6 el efecto de los CEM sobre la division celular ; de la
Tabla V a la VIl se presentan los valores del indice Mitético obtenidos para los
diferentes tratamientos y sus respectivos testigos. En la figura nueve se muestran
graficamente estos resultados. Analizados estadisticamente mediante la prueba
no paramétrica de Kruskall-Wallis y posteriormente por parejas con la U de Mann-
Withney, se determiné que el CEM, en todas sus intensidades incrementd
significativamente la divisidn de los linfocitos {(p < 0.05). Asimismo se observd un
efecto antagonico del campo magnético y la MitomicinaC, ya que en el tratamiento
que combina los dos factores se presentd un incremento del Indice Mitdtico
cuando se expuso a 2.0 mT de CEM mas Mitomicina-C 107 M con respecto a un
cultivo tratado solamente con la Mitomicina(p < 0.05).

Analisis de la Cinetica de Proliferacion Celular

Mediante el recuento de metafases en primera, segunda y tercera division
que se observaron mediante la técnica de ICH (Figura numero 10) se determiné el
Indice Proliferativo y el Tiempo Promedio de Generacién. En las tablas IX a la XlI
se presentan los datos totales de los Indices Proliferativos para cada uno de los
tratamientos y repeticiones realizadas. Por su parte la figura 11 muestra resultados
graficamente en donde se observa que en las tres intensidades magnéticas se
presentd un incrementé en el Indice Proliferativo con respecto al Testigo negativo.
El analisis estadistico no paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis y
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posteriormente por parejas con la U de Mann-Withney revelé una diferencia
significativa (p<0.05). Asimismo se observé, como era de esperarse una baja en la
divisién celular en el testigo positivo. En el caso del tratamiento combinado de 2.0
mT de CEM mas Mitomicina-C se observé que aunque la proliferacion celular
disminuye con respecto al testigo negativo, esta disminucion fué menor que la
observada en el testigo positivo, tratado unicamente con MitomicinaC, lo que
sugiere un efecto antagénico del CEM con respecto al mutageno quimico

Este mismo efecto se pudo observar cuando la variable considerada fué el
Tiempo Promedio de Generacion (TPG) ya que este es inversamente proporcional
al Indice Proliferativo. En las Tablas Xlll a la XVI se muestran los datos totales del
TPG para los diferentes tratamientos. Por su parte la figura numero 12 presenta
gréficamente estos resultados. El andlisis estadistico revelé como en el Indice
Proliferativo presenta una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se puede asumir
que no fue posible demostrar un efecto genotdxico inducido por los CEM de 60 Hz
de frecuencia sobre cultivos de linfocitos humanos perifericos expuestos a
intensidades de flujo magnético de 1.0, 1.5 y 2.0 mT. A juzgar por los datos
encontrados mediante el analisis de la frecuencia de ICH, al menos a este nivel,
no se encontraron cambios citogenéticos al comparar los cultivos expuestos a las
tres intensidades con cultivos no expuestos. Estos hallazgos concuerdan con los
encontrados por Cohen y Cols (1986) quienes expusieron linfocitos a CEM de 60
Hz a intensidades de 0.1 y 0.2 mT y no encontraron efecto scbre la frecuencia de
ICH. Asimismo, Rosenthal y 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 y 7.5 mT). Por otro lado, se ha investigado el
efecto de CEM in vivo sobre la frecuencia de ICH a grandes intensidades (30 mT)
vy no se han detectado cambios en la frecuencia de ICH en ratas (Zwingelberg,
1993).

Es posible que con la prueba de ICH no se hubiesen detectado cambios
que con otros analisis citogenéticos si se llegasen a presentar, ya que en un
estudio mas reciente, Khalil y Cols (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
hrs, pero por otra parte si observaron un incremento en las aberraciones
cromosomicas de las células expuestas al CEM.

En lo que conciemne al tratamiento combinado CEM mas Mitomicina-C, no
se encontré efecto sinérgico aparente, nuestros hallazgos concuerdan con los
informados por Zwingelberg y Cols. (1993), ellos utilizaron un tratamiento
combinado de ciclofosfamida y CEM y no encontraron efecto sinérgico al exponer
linfocitos a dichos agentes. Sin embargo Rosenthal y Obe (1989) probaron la
accion combinada de agentes quimicos mutagénicos con CEM y detectaron
sinergismao.

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

Sin embargo, como pudo observarse en los resultados del presente estudio
se observaron cambios significativos en lo que respecta a la proliferacion de
linfocitos expuestos a los CEM, manifestandose como un incremento en el Indice
Mitotico asi como en el Indice Proliferativo en todas las intensidades aqui
probadas. Estos resultados son similares a aquellos obtenidos por Antonopolus y
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Cols (1995) quienes al exponer cultivos de linfocitos a 5.0 mT de CEM de 50 Hz
informan incrementada la division celular.

Otros estudios han revelado también que cuando linfocitos en cultivo se
exponen a CEM que van de los 2.5 a los 7.5 mT presentan aumentos en la
cinética de proliferacidon celular (Bersani y Cols, 1988 ; Rosenthal y Obe, 1989).Por
otra parte, Zwingelberg y Cols (1993) no detectaron cambios en la cinética de
proliferacion celutar cuando expusieron linfocitos in vivo, aunque ellos usaron una
intensidad significativamente mayor a la aqui utilizada (30mT) y la exposicion fué
de siete dias. Asimismo Cohen y Cols en un estudio realizado en 1986, no
encontraron cambios significativos en el Indice Mitético en linfocitos humanos in
vivo, aunque en este trabajo se usaron intensidades de 0.1 y 0.2 mT que son 10
veces menores a los probados en la presente investigacion.

Nuestro estudio no concuerda con lo encontrado por Khalil y Cols (1991)
donde informan una disminucién en la actividad mitotica de linfocitos expuestos a
una intensidad muy parecida a la nuestra, elios usaron 1.05 mT, sin embargo cabe
mencionar que los CEM empleados eran pulsantes.

En los resultados obtenidos con el tratamiento combinadoe de Mitomicina-C
y CEM de 2.0 mT se pudo observar un efecto antagonico aunque la disminucion
en la cinética de proliferacion celuiar no fué tan marcada como en los cultivos que
solo fueron tratados con Mitomicina-C y que en este estudio se utilizd como testigo
positivo. :

El incremento en la proliferacion celular de los linfocitos sometidos a la
accion de los CEM, ha sido explicado por cambios en las concentraciones de
calcio intracelular que pueden ser los responsables de muchos de los efectos
biolégicos entre ellos la promocidn de la divisidn celular (Grinstein y Dixon, 1989 ;
Lichtman y Cols, 1983 ; Metcalf y Cols, 1986). Por su parte, Liburdy (1992) ha
propuesto que durante la exposicion a CEM oscilantes se ven sensiblemente
alterados los flujos de calcio y en particular la concentracion intracelular de este
cation.
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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 periféricos expuestos in vitro.

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

¢) Se observd un efecto antagonico de los campos electromagnéticos con
respecto a la MitomicinaC.

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, la divisidn celular.
No se pudo demostrar un efecto genotdxico, sin embargo seria conveniente la
utilizacidn de otros procedimientos citogenéticos, como por ejemplo el analisis de
aberraciones cromosomicas 0 de los sitios fragiles que aumentaran la sensibilidad
del estudio. Otra posibilidad de incrementar la confiabilidad de los resultados, seria
el aumentar el tamarfo muestral y contar asi con linfocitos humanos de varios
donadores. Asimismao, 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 extremadamente baja frecuencia.,
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EQUIPO

- Microscopio Zeizz , West Germany Serie 1333-0.
- Centrifuga marca Clay Adams modelo Dynac Il serie 251086.
- Transformador reductor marca IVSA modelo 816-250 12 V, 3 Amp.

- Transformador variable marca VARIAC STACO, modelo SO0OB Serie Poop 2446.

- Solenoide de 340 vueltas de alambre magneto #16.

- Incubadora (Marca Ortiz , serie 4774-40M126).

- Multimetro digital (Marca Otto DT-3900 , serie 19867050).

- Osciloscopio de 2 canales (Marca BK , modelo 2120, serie 201-01787)

APENDICE Il

CRISTALERIA Y VARIOS

-Tubos cénicos Pyrex de 15 mL

-Pipetas Pasteur

-Bulbos para pipeta

-Portaobjetos y cubreobjetos Cormning

-Agitadores magnéticos SIGMA

-Vasos de precipitado Pyrex de 50,100,250 y 1000 ml .
-Probetas de 50 y 100 ml Pyrex

-Jeringas Plastipak de 1,3 y 5 ml

- Frascos de cultivo de 20 ml GIBCO
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APENDICE Il

PREPARACION DE SOLUCIONES

Colchicina

Solucidon madre :
0.4 g de Colchicina en 100 ml de solucion salina 0.9%.

Solucion de Trabajo :

1 ml de solucion de trabajo en 100 ml de solucidn salina al 0.9% .

Mitomicina-C

Solucién madre (400 ug / ml)
2 mg de Mitomicina-C en 5 ml de medio RPMI

Solucién de trabajo (1 x 10° M)
1 mi de Mitomicina-C (Solucion madre)
119.6 ml de medio RPMI

KCI 0.075M (Solucion hipotonica):

5.582 g de KCI se disuelven en 1000 m| de agua destilada.

Solucién Fijadora (Carnoy) :

90 ml de etanol
30 ml acido acético

Giemsa

soluciéon madre :
264 ml de metanol
264 ml de glicerina
4 g de Giemsa (polvo)

Buffer de fosfatos A :
5.349 g de KH,PO4 en 1000 ml de agua bidestilada .

Buffer de fosfatos B:
3.402 g de Na,HPO4 en 1000 ml de agua bidestiiada.

35



Giemsa
Solucion de trabajo:
1 ml de solucion madre de Giemsa
0.6 ml de Buffer A
0.6 ml de Buffer B
25 ml de agua bidestilada

Solucion de BrdU
2 mg de BrdU
10 ml de H.O bidestilada

Solucién de Hoechst
1 mg de Hoechst 33258
10 ml de agua bidestilada .

Buffer Mc llvane (pH 6.8)

Buffer 1 de Fosfato de sodic dibasico 0.2 M

28.41 g Na,HPO4
1000 ml de H,O bidestilada

Buffer 2 de Acido citrico 0.1 M
21.01 g Ac. citrico monohidratado
1000 ml de H,0 bidestilada
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APENDICE IV

FIGURAS

Figura 1. Diagrama de un solenoide de N espiras, las flechas representan las lineas
del campo electromagnético inducido por la corriente que circula a través del
alambre enrollado como espiras.



Figura 2. Esquema que muestra la tincién diferencial de las cromatidas que se
obtiene mediante la técnica de fluorescencia mas Giemsa. (M1), Metafases en
primera divisién (M2) Metafases en segunda y (M3) en tercera.



FIG. 3 Vista frontal del sistema de exposicién de cultivos de linfocitos
humanos periféricos a CEM oscilantes de 60 Hz.



Figura 4. Vista superior del sistema de exposicion de cultivos
de linfocitos periféricos humanos a CEM oscilantes de 60 Hz,






BOBINA MEDIDORA
DE FEM INDUCIDA

FUENTE DE  TRANSFORMABDOR TRANSFORMADOR SELENOIDL
VOLTAJE VARIABLE REDUCTOR GENERADOR DF,
CANMPO MAGN.

Figura 6.- Diagrama de componentes eléctricos para generar y medir el CEM
empleado para exponer linfocitos humanos periféricos a CEM oscilantes de 60
Hz.



FIGURA 7.- METAFASES QUE MUESTRAN EL INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS
DE LINFOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A DIFERENTES TRATAMIENTOS (100X). (A) ;
TESTIGO NEGATIVO, (B); TESTIGO POSITIVO TRATADO CON MITOMICINA C, (C); 1.0
mT , (D); 1.5 mT, (E); 2.0 mT, (F); 2.0 mT + MITOMICINA C.
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FIGURA 8.- EFECTO DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE LA
FRECUENCIA DE I.C.H. DE LINFOCITOS HUMANOS CULTIVADOS IN VITRO.
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FIGURA 9 .- EFECTO DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE EL INDICE
MITOTICO EN LINFOCITOS HUMANOS CULTIVADOS IN VITRO.




FIGURA 10 .- PANORAMICA QUE MUESTRA METAFASES DE LINFOCITOS HUMANOS
TENIDOS MEDIANTE LA TFCNICA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS . (A)

METAFASE EN PRIMERA DIVISION, (B) METAFASE EN SEGUNDA DIVISION
DIVISION. (100X). (O TERCERA
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Wtestigo (+) | FIGURA 11.- EFECTO DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS OSCILANTES DE 60 HZ SOBRE EL INDICE

PROLIFERATIVO EN LINFOCITOS HUMANOS CULTIVADOS IN VITRO.
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FIGURA 12.- EFECTO DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS SOBRE EL T.P.G. DE LINFOCITOS
HUMANOS CULTIVADOS IN VITRO.




APENDICE V

TABLAS
TABLA IL.- FRECUENCIA DE ICH DEL ANALISIS DE 50 METAFASES DE LINFOCITOS
TRATADOS CON LA INTENSIDAD DE CEM DE 1.0 mT.

RLR2Y R3 REPETICIONES
T(-) TESTIGO NEGATIVO
T(+) TESTIGO POSITIVO

X MEDIA

DS DESVIACION ESTANDARD




TABLA I1.- FRECUENCIA DE ICH DEL ANALISIS DE 50 METAFASES DE LINFOCITOS

R1,R2 Y R3-REPETICIONES
T(->-TESTIGO NEGATIVO
T(+)=TESTIGO POSITIVO
X-MEDIA ARITMETICA

DS DESVIACION ESTANDARD




TABLA III.- FRECUENCIA DE ICH DEL ANALISIS DE 50 METAFASES DE LINFOCITOS
TRATADOS CON UNA INTENSIDAD DE CEM DE 2.0mT.

R1,R2 Y R3= REPETICIONES
T(--TESTIGO NEGATIVO
T(+}-TESTIGO POSITIVO

X MEDIA ARITMETICA

DS DESVIACION ESTANDARD




TABLA IV.- FRECUENCIA DE ICH DEL ANALISIS DE 50 METAFASES DE LINFOCITOS
TRAT +

RLR2 Y R3 REPETICIONES
MC. MITOMICINAC

T(-r TESTIGO NEGATIVO
T(+)= TESTIGO POSITIVO

X MEDIA ARITMETICA

DS DESVIACION ESTANDARD
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