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RESUMEN

Se evalud el efecto de los campos electromagnéticos (CEM)
oscilantes de 60 Hz producidos en el interior de una sub-estacion
eléctrica (8.8uT de intensidad magnética) en eritrocitos de médula
6sea y células espermaticas de ratébn Mus musculus Linea BALB/c in
vivo (utilizando la prueba de micronidcieos (MN), anomalias
morfoloégicas del espermatozoide (AME) y recuento espermatico (RE).
Se realizd6 una exposicién aguda de 72h y una crénica de 240h a la
misma intensidad magnética. Cabe sefalar que el presente trabajo es
el primero realizado en México en lo que concierne a evaluaciéon del
efecto genotdxico y citotdxico asociado a sub-estaciones eléctricas. En
el tratamiento agudo se utiliz6 un testigo negativo sin exposicién a
ningun factor fisico o quimico, un testigo positivo con Mitomicina C, un
mutageno de acciébn bien conocida, (MMC, 5mg/kg) y un testigo
positivo de CEM de 2.0 mT de intensidad magnética expuestos en
laboratorio y que previamente habiamos observado que produce
efecto genotéxico. En el caso del tratamiento crénico solo se utilizé
testigo negativo.

Posterior a la exposicidn magnética de cada tratamiento, se realizé la
prueba de MN para evaluar el efecto genotdéxico y se contabilizé ia
aparicion de éstos cuerpos en 1000 eritrocitos policromaticos,
asimismo se revisé las AME en células espermaticas. Para evaluar el
efecto citotdxico se realizé el RE.

En el tratamiento agudo para el caso de MN, se observo un aumento
en su frecuencia en comparacién con el testigo negativo. En el caso
de AME, no se observd aumento en el porcentaje de anomalias del
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grupo tratado en comparacién con el testigo negativo. Sin embargo en
el RE se observé un aumento en el nimero de espermatozoides del
grupo tratado en relacién con el testigo negativo.

Para el caso del tratamiento crénico (240h de exposicion) se encontrd
un incremento en la frecuencia de MN en el grupo tratado (8.8uT).
Para AME y RE no se encontré diferencia entre los grupos tratado y
testigo negativo. Con estos resultados se concluye que ocurre un
efecto genotdxico de los campos electromagnéticos oscilantes de 60
Hz producidos en el interior de una sub-estacidn eléctrica (8.8uT) en
médula 6sea, pero no hubo efecto genotdxico ni citotéxico en células
espermaticas de raton expuestos por 72h y 240h, en cambio, se
observd un incremento en la proliferacion celular, reflejado en RE
después de una exposicidon aguda de 72h pero no en la exposicibn
cronica de 240h.



INTRODUCCION

Los campos electromagnéticos (CEM) se producen cuando una
corriente de electrones fluye a través de un conductor, como una linea
eléctrica. La mayoria de los humanos estamos expuestos a los CEM,
los cuales estan presentes tanto en ambientes residenciales como
laborales.

En la actualidad, la industria depende en gran manera de la
electricidad. Las subestaciones eléctricas por su parte, son el medio
utilizado en la distribucibn de esta energiaQaunque en un principio
estaban alejadas del hombre, éste se ha ido acercando a estas
instalaciones que pueden representar un peligro potencial.

Se ha tratado de evaluar el efecto producido por los campos
electromagnéticos en los seres vivos durante los dltimos 20 afios, con
relacion a su posible genotoxicidad y carcinogénesis, sin poder llegar a
un consenso general.

Por otra parte, existe un gran nimero de estudios cientificos que
han evaluado la influencia de los CEM en los organismos. Se ha
encontrado evidencia de que la exposicion a estos campos puede
producir una gran variedad de efectos, entre ellos se mencionan
cambios en la tasa de proliferacibn celular, alteraciones en las
propiedades de la superficie celular, en la secrecibn de la hormona
melatonina, etc.



De gran importancia havy sido también los estudios
. . . A -
epidemiologicog) que han tratado de establecer una relacion causal
entre la exposiciéon a estos campos y un incremento en algunos tipos
de cancer tanto en ninos como en adultos.

Por su parte, la médula 6sea ha resultado ser un modelo
eficiente en esta area de investigacion, tomando como referencia la
presencia de microndcleos (con una frecuencia normal de
presentacion entre 59 en 1000 eritrocitos de ratdbn Mus musculus
linea BALB/c) y la variacion numérica que pudiera registrarse por
exposicion a CEM principaimente en células rojas (eritrocitos).

De igual manera, el sistema reproductivo ha servido de indicador
en la evaluacién de dichos efectos, principalmente en lo relacionado a
moifologia de la cabeza de los espermatozoides y recuento
esperméatico en ratones machos, aunque la informacién recaudada es
muy escasa y aun menor es el numero de estudios relacionados con
los posibles efectos de la exposicion a los CEM (generados en sub-
estaciones eléctricas), los cuales se han enfocado principalmente a los
gametos femeninos, por esta razéon no existe suficiente informacion
para llegar a una conclusion acerca de los efectos negativos de los
CEM sobre los gametos masculinos, aunque la mayoria de los
trabajadores en las subestaciones eléctricas son hombres.

En el presente estudio se pretende evaluar el efecto genotéxico y
citotéxico de los campos electromagnéticos de 60 Hz, producidos en
sub-estaciones eléctricas, en médula ésea y células reproductoras de
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ratdn Mus musculus linea BALB/c expuestos in vivo, utilizando la
prueba de micronicleos, en el caso de la médula Osea; revisando
morfologia del espermatozoide y realizando un recuento de células
espermaticas en lo que concierne a células germinales reproductoras.



ANTECEDENTES
Generalidades de Campos Magnéticos

Wood (1991), senala que en los tiempos de Tales de Mileto (640
- 546 a. C.C.), el hombre hablaba de atracciones magnéticas. Desde
hace mésj%os mil afos, los chinos utilizaron la brajula magnética para
orientarse en sus viajes maritimos y por los desiertos de Mongolia.
Como es sabido, el fundamento de la brdjula es adoptar una
orientacion, la cual esta/ dada por un campo magnético periférico.

El fisico danés Hans Christian Oersted, en 1820, observé que la
orientacién de la aguja de una brujula puede cambiar por la accién de
u;a corriente eléctrica de forma semejante a como lo haciai'ﬁr\;\ iman.
Esto lo llevo a pensar que alrededor de un conductor de electrones se
forma un campo que se manifiesta como un iman, siendo asi como
relaciond el magnetismo con la electricidad (Galar—-Castelan, 1988).

Un campo magnético se define como la region en el espacio en
el que un objeto magnetizado puede, a su vez, magnetizar a otros
cuerpos.

De acuerdo a la distribucion de su intensidad se pueden
clasificar en:

a) Homogéneos: en donde la intensidad del campo es uniforme.
b) Heterogéneos: en donde la intensidad disminuye
proporcionalmente con la distancia del centro.
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e acuerdo a@son constantes o variables en el tiempq se clasifican

a) Campo Estatico: las lineas de fuerza y su direccidon son
constantes en el tiempo.
b) Campo Oscilante: la carga se alterna en cada impulso a ia vez
que la intensidad que estos también varian.
Tomando en cuenta ambas clasificaciones, el efecto de los campos
magnéticos sobre los diversos sistemas biolégicos dependera de s‘?;
campo es homogéneo, heterogéneo, estatico u oscilante
(Pothakamury y cols. 1993).

Por otro lado, un campo eléctrico se origina por cargas eléctricas
estaticas. Cuando el campo magnético y eléctrico en una region
determinada varian en el tiempo, ambos se relacionan de tal manera
que todo campo eléctrico que varie con el tiempo, siempre va
acompanado de un campo magnético también variable y viceversa,
por lo tanto, el asi llamado campo electromagnético, es resumido
por Parker (1993) como la interrelacion entre campo eléctrico y
magnético en una sola entidad fisica.

Segun Stewart (1979), ;;'nJ general para la transmision de
corriente alterna (A. C.)Sen Norteaméricag la frecuencia 46 de 60 Hertz
(Hz), ft para Europa y otras regionescf-,\ es d¥ 50 Hz, entendiéndose por
frecuencia el numero de ciclos completos por unidad de tiempo. En el
Sistema Internacional de Unidades 1 ciclo/1 seg. equivale a 1 Hz.

[
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Por otra parte, en un campo magnético la fuerza esta dada por la
densidad de flujo magnético (también llamada intensidad magnética),
siendo esta el nimero de lineas de fuerza que pasan por unidad de
area. La unidad en el sistema sexagesimal para la intensidad
magnética es el oersted (Oe) establecido en 1932 por acuerdo
internacional, como sustituto de gauss (G), aunque sigue utilizandose
mas eéste ultimo en la literatura. Para el Sistema Internacional de
Unidades la densidad de flujo magnético esta dada en Teslas (T), en
donde cada T equivale a 10,000 gauss (Galar-Castelan, 1988).

A su vez, la intensidad de un campo magnético depende no solo
de una variable eléctrica, sino ademas de la distancia, su magnitud se
relaciona directamente con el flujo de corriente (medido en amperes) y
es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia. En forma
similar, la magnitud del campo eléctrico esta en proporcion directa al
voltaje y decrece conforme la distancia aumenta (Morales—Matamoros,
1997).

Efectos Biolégicos de los Campos Magnéticos

A finales de los afos 70’s se comenzd a presentar evidencia
epidemiolégica que indicaba un posible incremento en la frecuencia de
varios tipos de cancer, principalmente leucemia, cancer de mama y
tumores cerebrales debido a la exposicion a CEM generados por
lineas de abastecimiento eléctrico (Schreiber y cols. 1993; Wertheimer
y Leeper, 1979).



Por otro lado, existen evidencias de un efecto de los CEM de
frecuencia extremadamente baja sobre el flujo del i6n calcio a través
de la membrana celular tales como un aumento en la absorcién celular
0 una disminucion en su liberacién al medio extracelular (Blackman y
cols. 1988; Walleczec y Budinger, 1992; Liburdy, 1992), cabe sefalar
la importancia en distintos procesos fisiologicos que tiene este
mecanismo de flujo intermembranal como transmisor de sefales del
exterior al interior de la célula. Un estudio realizado en 1988 por
Mishima, en donde expuso ratas hembras no osteoporésicas a CEM
pulsantes por seis meses, revelé un incremento en el volumen y
actividad en ia formacioén de hueso en las patas traseras.

En Jla evaluacibn de los efectos de Ilos campos
electromagnéticos, otro modelo importante ha sido la sintesis y
secrecion de la hormona melatonina por la glandula pineal, para tratar
de observar algin mecanismo promotor o0 inductor del cancer, ya que
se ha observado que al aumentar los niveles de esta hormona el nivel
de estrogenos disminuye, reduciendo de esta manera el riesgo de
desarrollar cancer de mama, sin embargo el nivel y secrecion de la
hormona disminuye al estar bajo la influencia de un campo
electromagnético (Kato y cols. 1993; 1994).

Sin embargo, Davis (1992), sefiala que no existe un consenso
general actual acerca de si estos cambios son fisiolégicamente
significativos.



En 1988, Thomson y cols. realizaron un implante de células
leucémicas en hembras de ratones y las expusieron a un campo
magnético de 60 Hz, de 1.4uT por 3 horas diarias antes del implante,
posterior a este, de 6 horas diarias, cinco dias por semana haciendo
un total de ocho semanas. No se encontrd al final de este tiempo un
efecto en la incidencia o progresion de la leucemia en los ratones
sobrevivientes.

= 9/:&_‘}""'/“

Asimismo, Fajardo—Gutiérrez y cols. (1993) sedalarr en un
estudio realizado en niflos con leucemia que vivian en zonas cercanas
a donde se producian CEM fueron mas afectados que los que vivian

2\ avrsls v/
e

Strzhizhobski y cols. (1979), al estudiar el efecto de un campo
magnético de baja frecui I cia sobre la actividad mitética en médula

alejados de los cables de alto voltaje.

6sea de raton, en u de 3 a 127 kOe aplicada por una hora,
encontraron que el rango de 3 a 8 kOe estimulaba la divisioén, sin
embargo, ésta actividad se veia inhibida en e} rango de 54 a 127 kOe.
En el mismo trabajo se menciona que no hubo incremento de las
aberraciones cromosémicas de manera significativa en ninguna de las
intensidades magnéticas probadas.

En una investigacion realizada por Prasad y cols. (1984) con
ratones machos de la linea BALB/c que fueron expuestos por una hora
a un campo magnético estatico de 7.05 kG originado por Resonancia
Magnético Nuclear (RMN), evaluaron aberraciones cromosémicas en
meédula oésea, y encontraron que todos los grupos expuestos

10



presentaron una razén de 0.02 aberraciones aparentes por célula,
éstas se presentaron en forma de cromosomas metacéntricos
resultantes de la unién de los centromeros de cromosomas. Estos
investigadores, sin embargo, concluyeron que los resultados no
advierten acerca de efectos citogeneticos significativos en médula
Osea por la exposicion a RMN.

Otras investigaciones realizadas acerca del efecto de campo
eléctrico y magnético sobre la estructura del DNA (acido
desoxirribonuciéico) en células de ovario de hamster chino (CHO) y en
células humanas de la linea K562, sefialan no haber detectado efectos
medibles al aplicar campos de baja intensidad (Reese y cols. 1988;
Fiorani y cols. 1992). No obstante, en 1995 Mitnik y cols. reportan
cambios a nivel fisicoquimico en la conformaciébn del ADN al
someterse a la accion de un campo eléctrico.

Nordenson y cols. (1994) expusieron ceélulas amnidticas
humanas a un campo magnético sinusoidal de 50 Hz y 30uT por 72
horas con los resultados mostraron que la exposicion permanente al
tiempo e intensidad magnética empleada no incremento la frecuencia
de aberraciones cromosémicas.

Por otra parte, Lorimore y cols. (1980) realizaron estudios en
ratones susceptibles a la induccion de leucemia mieloide aguda por
radiacién ionizante, éstos fueron expuestos durante un periodo de 19
dias a un CEM de 50 Hz y 2.0 mT, y no encontraron un efecto
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significativo que revelara asociacion entre los campos
electromagnéticos y la leucemia mieloide aguda.

Técnica de Micronicleos

Por mucho tiempo, los micronucleos fueron conocidos por los
hematélogos como los cuerpos de Howell-Jolly, se identificaron en los
eritrocitos policromaticos (EPC) que quedaban después de Ila
expulsion del nucleo principal, pero que conservaban todavia gran
cantidad de acido nucleico, por lo que adquieren una tonalidad azul al
tefirlos con colorante de Wright, contrastando con el color rojizo de los
eritrocitos normocromaticos (ENC). Esta observacién origind Ila
llamada prueba de microntcleos, al observar éstos como la principal
alteracion en medula 0sea de hamsters tratados con un agente
mutagénico (Boller y Schmid, 1970; Schmid, 1975).

Rooney y Czepullowski (1992) mencionan que los microntcleos
(MN) se asemejan al nlcleo en propiedades de tincibn y forma,
variando en tamanio ampliamente. Son cuerpos redondeados de
origen nuclear encontrados en el citoplasma. Se originan de
fragmentos acéntricos excluidos del nucleo hijo durante la division
celular; pueden formarse también por cromosomas enteros que se
rezagaron durante las divisiones celulares precedentes debido a que
no alcanzaron a unirse al huso acromatico. Sefialan ademas, que la
simplicidad de la técnica, su facil determinacibn y adecuada
sensibilidad la hicieron una muy valiosa prueba en ensayos de
mutagenicidad siendo establecida primero en médula OGsea de
roedores y luego se ampli6 a los linfocitos humanos.
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Asimismo, Vijayalaxmi-Seaman y cols. (1999), mencionan que
los EPC expresados en porcentaje de aparicibn con respecto a los
ENC, son un buen indicador del tiémpo requerido para que una célula
eritropoyética nucleada pierda el nucleo y se convierta en un EPC y
asi evaluar la maduracién y division de las células eritrociticas.

Micronucleos y Campos Magnéticos

Nordenson y cols. en 1984, realizaron una de las primeras
investigaciones para evaluar genotoxicidad producto de un efecto
clastogénico ocasionado por los campos electromagnéticos midiendo
los daiios en el material genético de 20 trabajadores de lineas
eléctricas; in vivo se observé un incremento significativo en rupturas
cromosdémicas comparado con el grupo control, sin embargo al
exponer linfocitos en cultivo de sangre periférica a 50 Hz con 1
mA/cm?, se encontrd que no inducia ningtn dafio al material genético.

Por otra parte, en un estudio mas reciente de estos mismos
autores (Nordenson y c¢ols.,1988), se evaluaron aberraciones
cromosOmicas y ceélulas micronucleadas en 38 trabajadores de una
sub-estacion eléctrica, y se observé que al ser comparados con un
grupo control, los trabajadores expuestos presentaron un incremento
significativo en aberraciones cromosémicas y células con MN.

E! Nahas y Oraby en 1989, encontraron un incremento de los MN
en médula 6sea de ratones expuestos a campos eléctricos de
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frecuencia baja y éste incremento mostrd dependencia de la dosis de
campo aplicado.

En otro estudio realizado por Tofani y cols. (1995) se encontré
que la exposicion de linfocitos humanos a campos de 140uT a 50 Hz o
a campos de 75 6 150uT a 32 HZ, con el campo geomagnético
anulado no mostraban un incremento en la formacion de micronucleos.
Asimismo, cuando no se anulaba el campo geomagnético (42uT en
paralelo al campo AC) no se observé incremento significativo de
células micronucleadas.

Scarfi y cols. (1999), seifialaron que en recientes estudios sobre
la induccién de MN vy proliferacidn celular en linfocitos humanos en
cultivo, expuestos a un campo magnético sinusoidal de 50 Hz por 72
horas a intensidades de 0.06 a 1.0 mT, no se encontré efecto
genotoxico a las densidades de flujo magnético utilizadas, pero, el
indice de proliferacion celular se consideré6 incrementado
significativamente en todas las intensidades utilizadas.

Abramsson-Zetterberg y cols. (2001), realizaron un estudio para
evaluar los efectos en los cromosomas y eritrocitos de ratones
CBA/Ca en estado prenatal y estado adulto, expuestos a campos
magnéticos de 50 Hz y 14uT de intensidad por 18 dias, utilizando la
técnica de microndcleos con citometria de flujo. Los resultados
indicaron que la exposicién a campos electromagnéticos no indujeron
efectos en los cromosomas ni aumento en los niveles de eritrocitos
micronucleados.
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Células Esperméticas y Campos Magnéticos

Segin Wyrobek y cols. (1979), la morfologia de la célula
espermatica proporciona una manera rapida y sencilla de cuantificar
los efectos de agentes ambientales sobre células germinales.
Numerosos mutagenos, teratégenos y carcindgenos han demostrado
inducir aumentos marcados en la fraccibn de espermatozoides con
anormalidades en la cabeza.

Este mismo grupo de trabajo (Wyrobek y cols. 1983), evalud la
relacién entre los cambios en la morfologia del espermatozoide y la
mutagenicidad de diversos agentes y encontraron que la prueba de
morfologia de espermatozoides es altamente sensible a los
mutagenos de ceélulas germinales. Por otro lado, existen evidencias
preliminares que sugieren que estos cambios pueden ser transmitidos
a las generaciones siguientes (Hugengoltz y Bruce, 1983).

En un estudio citado por Tablado-Almela (1996), se reviso la
motilidad y patrones de desplazamiento espermatico. Los resultados
obtenidos mostraron cambios en ambos parametros para todos los
grupos empleados, la motilidad y los patrones de desplazamiento no
fueron afectados por el tratamiento de un campo magnético estatico
de 0.7 T de intensidad, ademas la produccion espermatica no present6
cambios.

Asimismo, este mismo grupo de investigadores en 1998, llevé a
cabo un estudio sobre los posibles efectos del iman comercial
(Terapion Plus) sobre las caracteristicas morfoldégicas y morfométricas
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de los espermatozoides de raton. Segun los resultados obtenidos,
estos parametros no se mostraron afectados por la exposicion a los
campos magnéticos estaticos (0.7T), aunqgue mencionan una posible
alteracion en el proceso espermatogénico (Tablado-Almela y cols.
1998).

En un estudio reciente, Elbetiecha y cols. (2002), expusieron
ratones macho y hembra adultos a campos magnéticos sinusoidales
de 50 Hz, aproximadamente 25uT durante 90 dias y sefalan no
encontrar efectos adversos en la fertilidad y reproduccion de los
animales expuestos.

Por otro lado, el recuento espermatico es el primer examen
realizado para evaluar la fertilidad de una pareja. Se han establecido
algunas normas regularizadas en dicho recuento de hombres fértiles,
salvo en la azoospermia, no existe limite especifico para confirmar la
ausencia de fertilidad del esperma. Ademas existen otros criterios en
el recuento espermatico tales como la morfologia y movilidad del
esperma siendo este ultimo el que puede marcar la diferencia entre
una persona fertil o infértil. Cualquier anormalidad relacionada con
alguno de estos criterios compromete severamente la habilidad del
espermatozoide para fertilizar (Segalen, 1989).

En cuanto a los efectos de campos magnéticos y el recuento
espermatico, Furuya y cols. (1998), sometieron ratones machos de 7
semanas de edad a CEM de 50 Hz y 1.0 mT de intensidad. Grupos de
7 ratones fueron expuestos por 13, 26, 39 y 562 dias. Encontraron que
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si hay un efecto adverso en la proliferacibn y diferenciacion de
espermatogonias durante la espermatogénesis.

Asimismo, Shaw (2001), reporta resultados de una investigacion
bibliografica en relaciéon con la epidemiologia de los efectos adversos
entre reproduccion y la exposicion a campos eléctricos y magnéticos.
Esta revisidbn en general concluye que falta evidencia para asociar
problemas de reproduccion en mujeres, tales como problemas en el
embarazo y abortos. Es necesario realizar mas investigaciones en
esta area para llegar a una conclusion cientifica valida.

Por otra parte en un estudic mas reciente, pero con radiacion
ionizante, Konoplia y cols. (2002), examinaron el estado morfo-
funcional del sistema reproductor de ratas machos después de
someterlas a una exposicion crénica de baja intensidad con radiacion
gamma a una dosis total de 1.0 Gy. Los resultados obtenidos
mostraron una alteraciobn en la morfologia, en el ADN vy
descoordinaciéon en el metabolismo de las células espermaticas 180
dias después de la exposicion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia
generados en el interior de una sub-estacion eléctrica, son
potencialmente capaces de producir efectos genotoxicos y citotéxicos
en eritrocitos de médula 6sea, asi como cambios en la morfologia y
recuento de células espermaticas de ratbn Mus musculus linea
BALB/c in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotéxico y citotoxico de los campos
electromagnéticos de 60 Hz de frecuencia generados en sub—
estaciones eléctricas utilizando la prueba de micronlicleos en
eritrocitos de médula 0sea,ademas del analisis de la morfologia y
recuento de celulas espermaticas de ratbn Mus musculus linea
BALB/c in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto genotdxico de los CEM de 60 Hz de frecuencia
a una densidad de flujo magnético de 8.8uT a las 72h y 240h de

exposicion mediante el uso de la prueba de micronucleos en eritrocitos
de médula dsea de raton Mus musculus Linea BALB/c.
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2.  Evaluar el efecto genotoxico de una exposicion aguda de 72h y
240h a CEM de 60 Hz y 8.8uT de intensidad sobre células
espermatogénicas de ratbn Mus hwsculus Linea BALB/c mediante el
% de anomalias morfologicas del espermatozoide (AME) .
R, !?"(%f‘;k"

3. Evaluar el efecto citotoxico de una exposicion crénica de 72h y
240h a CEM de 60 Hz y 8.8uT de intensidad sobre células
espermaticas de ratdbn Mus musculus Linea BALB/c mediante el
recuento espermatico (RE).
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MATERIAL Y METODO

Material Biolégico

Se utilizaron 36 ratones macho Mus musculus linea BALB/c de
entre 10 y 12 semanas de edad procedentes del Bioterio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de 1a UANL.

Reactivos
» Medio RPM!I (GIBCO)
Suero Fetal Bovino (GIBCO)
Solucion Salina 0.9%
Solucién Fijadora
Buffer de Fosfatos pH 7.4
Buffer de Fosfatos pH 6.8
Heparina (proporcionada por el Sector Salud)
Colorante Wright 0.3% (CTR)
Eosina Y al 5% (SIGMA Chemical Co.)
Alcohol etilico 70% (Baker Chemical Co.)
» Mitomicina C (SIGMA)
Ver Apéndice |, donde se especifica la preparacién de los reactivos.

V VV V V V Vv VY

Cristalerfa

» Tubos cbnicos de vidrio para centrifuga de 15 ml
> Tubos de ensayo de 13 x 100
» Pipetas de vidrio
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> Pipetas Pasteur

> Bulbos de hule para pipeta Pasteur
> Cajas Petri de vidrio

» Portaobjetos

» Camara de Neubauer

Material e Instrumental quirargico

» Jeringas de 3 mi (22 x 32 mm, PLASTIPAK)

> Jeringas de 100 U para insulina con aguja (29 x 13 mm,
PLASTIPAK)

» Estuche de Diseccidn

» Gasas

» Mallas de cobre de 200 mesh

Equipo de Estimulacion Magnética

> Bobina de 27 X 71 cm de 552 vueltas de alambre de cobre

esmaltado # 14

» Autotransformador variable CONTROVAC - AC modelo A8.cp

» Transformador variable de 140 Volts y 7.5 Amperes (marca
genérica)

» Osciloscopio de 2 canales marca BK modelo 2120 N° serie
20101787

> Gausimetro Bell FW6010 N° serie 9916002
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Equipo de Laboratorio
» Centrifuga Clay Adams modelo DINAC Il N° serie 251086
» Microscopio 6ptico VanGuard 1221 CM N° serie 001852

Prueba de Micronucleos (MN)
Obtencién y procesamiento de médula ésea

Después de la exposicion de los grupos, se procedid al sacrificio
del animal por dislocacion cervical para extraerle los fémures a los
cuales se les retiré el muisculo y se les cortaron los extremos para
dejar visible el canal medular.

Se insertd la aguja de una jeringa que contenia 3 ml de medio
RPMI y 0.2 mi de heparina y se introdujo a través del canal medular
con el fin de arrastrar la médula hacia un tubo de centrifuga. La
muestra se agité rapidamente para evitar coagulacién.

Se centrifugé a 1500 rpm durante 5§ minutos y se descarté el
sobrenadante.

Se realizé un lavado con 2.5 ml de medio RPMLI. Se centrifugd y
elimind el sobrenadante de nuevo. Esto se repitié 2 veces mas.

Finalmente se le agregd al precipitado 1 a 2 gotas de suero fetal
bovino y se resuspendid nuevamente para realizar la extensién de la
muestra por barrido sobre un portaobjetos.

Las laminillas se tifieron con colorante Wright por 5 minutos, se

lavaron y se dejaron secar.
La frecuencia de micronlcleos se cuantific6 en 3000 eritrocitos por
ratbn y se expresé como el valor de MN por cada 1000 células. El
andlisis se llevd a cabo en el microscopio en objetivo de 100x con
aceite de inmersion. (Ver Apéndice ll, Fig. 1)
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Analisis de Células Espermaticas

La muestra de interés se obtuvo de los mismos animales usados
para la prueba de micronucleos. Con un bisturi se realizé6 una incisiéon
ventral en direccién longitudinal y se extrajo el epididimo y conducto
deferente de ambos testiculos.

Anomalias en la Morfologia del Espermatozoide (AME) y Recuento
Espermatico (RE)

Para realizar el conteo espermatico y revisar la morfologia de la
cabeza del espermatozoide, las muestras fueron colocadas en una
solucién amortiguadora de fosfatos para luego ser maceradas.

Posteriormente, se filtré la suspension obtenida utilizando una
malla colocada en la aguja de la jeringa. Se tomé una muestra del
filtrado con una pipeta Pasteur y se coloco en la camara de Neubauer
para recuento espermatico, el cual se expresa en numero de
espermatozoides totales por mililitro. Con el resto del filtrado se
procedid a realizar frotis, los cuales se dejaron secar por 12 horas,
luego se sumergieron en una solucién fijadora por una hora, se
favaron con agua, se sumergieron en Eosina Y al 5% por una hora y
por ultimo se pasaron por etanol absoluto para eliminar el exceso de
colorante.

Se cuantificaron 300 células por ratén para determinar el
porcentaje de espermatozoides con cabeza morfolégicamente
alterada. (Ver Apéndice I, Fig. 2)
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Disefio Experimental

Para todos los tratamientos y testigos se manejaron 6
repeticiones, como sigue:

» Exposicion aguda de 8.8uT por 72h.
o Testigo negativo, no expuesto a factores fisicos 0 quimicos
e Testigo positivo tratado con CEM de 2.0 mT
e Testigo positivo tratado con MMC

» Exposicion cronica de 8.8uT por 240h.
o Testigo negativo cronico no expuesto a factores fisicos ni

quimicos.

Tratamiento Magnético de los Animales

El grupo tratado fue colocado en el interior de una subestacion
eléctrica de distribucion tri-fasica de 220 volts constituida por tres
transformadores: uno de 150 KVA (KiloVolts-Amperes), uno de 225
KVA y otro de 500 KVA (Fig. 3- Apéndice II).

Para proteccion cada transformador consta de 3 fusibles,
ademas de 3 conos de alivio para toda la subestacién a donde llega el
alto voltaje (13200 volts).

Los animales se distribuyeron en jaulas de acrilico, un animal por
jaula (Fig. 4 y 5-Apéndice Il), y estas a su vez se colocaron en una
jaula de plastico para su proteccion la cual se instalé a un costado del
transformador central sobre una base. La medicion dentro de la
subestacién se llevé a cabo utilizando un gausimetro Bell FW 6010 el
cual cuenta con una sonda de alta sensibilidad. Esta sonda se colocé
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de diferentes maneras hasta que se obtuvo el mayor valor del campo
magnetico posicionandola de forma vertical en base al suelo y
paralela al transformador central. En la periferia se procedié de igual
manera.

El grupo no tratado fue colocado en la periferia interna de la
subestaciéon donde el valor del CEM fue de 0.3uT, considerada esta
intensidad muy inferior con respecto a los aparatos electrodomesticos
cominmente usados.

Tratamiento del Testigo Positivo con Campos Electromagnéticos

Los ratones utilizados como testigo positivo fueron colocados en
el interior de un solenoide formado de 552 vueltas de alambre de
cobre # 14, enrollado en una matriz de plastico de 27 x 71 cm, el cual
fue alimentado por una corriente eléctrica que provenia de una fuente
de corriente alterna de 60 Hz a la cual se le conectd un
autotransformador variable CONTROVAC-AC modelo A8. cp. con una
entrada de 120 volts y 12 amperes. Esto a su vez unido a un
transformador reductor que permitid manejar el amperaje necesario
para producir la intensidad magnética de 2.0 mT. Para la calibracién
del solenoide se utilizd el mismo gausimetro usado en la subestacién
eléctrica (Bell FW 6010). Los criterios para caracterizar el CEM
incluyen la frecuencia de la onda y la geometria de la exposiciébn. Todo
el procedimiento se realizé en base a un investigacion previa realizada
por Ramos-Aifano, (2000), quien encontré un incremento de células
micronucleadas al exponer ratones a la intensidad de 2.0 mT.
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Tratamiento del Testigo Positivo con MMC

Se emple6 el compuesto quimico Mitomicina C (MMC) como
testigo positivo debido al efecto genotéxico que provoca en eritrocitos
de médula 6sea segun Matter y Granwiler, (1975). Se eligi6 una
concentracion de 5mg/kg debido a que es la de mayor poder de
induccién de micronlcleos de acuerdo a Montes de Oca-Luna (1982).

Se realiz6 una aplicacion Gnica del mutageno suspendido en
suero fisiologico, inyectandolo por via intraperitoneal.

Definicién de Variables y Unidades de Medida

Variable Independiente

o Intensidad del CEM de 88uT por 72h y 240h de
exposiciéon

Variables Dependientes

e Frecuencia de micronucleos (# MN/1000 células)

e Porcentaje de anomalias en Ila morfologia del
espermatozoide

e Recuento espermatico (# de espermatozoides
totales/mililitro)

La frecuencia de micronticleos se cuantific6 en 1000 eritrocitos

por raton, se determiné el numero de ellos que presentaron

inclusiones nucleares (micronucleos) ya que son indicadoras de efecto
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genotoxico. El analisis se llevd a cabo en un microscopio con objetivo
de 100x con aceite de inmersion.

El porcentaje de anomalias se cuantific6 en 300 células
espermaticas por raton y el recuento espermatico se reporta como
ndimero de células por mililitro.

Andlisis Estadistico

Todos los resultados fueron analizados con la ayuda del paquete
SPSS version 8.0 (Ferran-Aranaz, 1996).

La prueba de Kolmogorov-Smirnov mostré nommalidad para las
variables Frecuencia de MN (FMN) % AME y # de Espermatozoides
Totales/mililitro (RE). Para el caso de la variable FMN del tratamiento
agudo (72h), se realizd un anadlisis de varianza (Anova) para detectar
diferencias entre grupos y una prueba de Tukey para ver cual de los
grupos marcaba la diferencia. Para el tratamiento cronico (240h) de
FMN, se aplicé la prueba de “t” para detectar la diferencia entre los
grupos. Para la variable % AME del tratamiento agudo los valores
fueron transformados aplicando el Arcoseno (Zar, 1996) por tratarse
de porcentaje y posteriormente se les aplicé un analisis de varianza
(Anova) y la correspondiente prueba de Tukey. Para el tratamiento
crénico de % AME se aplico la prueba de “t” para detectar la diferencia
entre los grupos.

Para la variable RE del tratamiento agudo se aplicé un analisis
de varianza (Anova) y la prueba de Tukey. Para el tratamiento crénico
de RE se aplico la prueba de “t” para determinar la diferencia entre los
grupos.
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RESULTADOS

En la Tabla |, se muestran los resultados de la prueba de
micronucleos de ratones expuestos a un tratamiento agudo (72h) y
otro crénico (240h) asi como los testigos correspondientes.

En el tratamiento agudo de 8.8uT de intensidad y 72h de
exposicion al realizar el analisis de varianza y la prueba de Tukey y se
encontr6 que bhay diferencia significativa entre los grupos con
F=156.46 (p<0.01). El valor de la media y de la desviacién estandar
del tratamiento y del testigo negativo fueron de 10.11 +1.168 y 7.77

10.65 respectivamente. Observando estos resultados se aprecia un
aumento en el numero de células micronucleadas lo que se traduce
como un efecto genotdxico de los CEM en las células de médula ésea.

La comparacion realizada en el tratamiento crénico de 8.8uT de
intensidad y 240h por medio de la prueba de “t” mostré un incremento
significativo entre el tratamiento y el testigo negativo con una t=12.77
(p<0.01). Sus medias y desviaciones estandares fueron de 10.27
+0.95 y 4.88 +0.040 respectivamente. Esta exposicibn se contrast6
con un testigo negativo solamente, para evitar una posible muerte por
intoxicacion créonica de los animales con MMC. Con estos resultados
se puede asumir que al igual que en el tratamiento agudo, existe un
efecto genotoxico de los CEM sobre las células eritrociticas de ratén.
Por otra parte, en la Tabla Il se muestran los resultados de las pruebas
de anomalias morfolégicas del espermatozoide (AME) y del recuento
espermatico (RE) en ratones expuestos a un tratamiento agudo (72h)
y otro crénico (240h) asi como los testigos correspondientes.
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La comparacién del tratamiento agudo de 8.8uT de
intensidad y 72h de exposicién para AME se realizé con un Anova y
la prueba de Tukey mostrando una diferencia significativa entre los
grupos con un valor F=36.42 (p<0.01). Con la prueba de Tukey no se
encontrd diferencia entre el tratamiento y el testigo negativo, sin
embargo, el grupo T(+) MMC si presentd un aumento en los
porcentajes de anomalias con una media y desviacién estandar de
0.35 + 4.72 x 10 (p< 0.01). Para el mismo tratamiento pero en el RE
se aplicaron las pruebas de Anova y Tukey y los resultados mostraron
un aumento en el recuento espermatico en el grupo tratado con
respecto al testigo negativo con F=103.14 (p<0.01). La media y
desviacion estandar del grupo tratado fue de 20.08 x 10° +80.31 x 10°

y del testigo negativo fue de 17.30 x 10° +14.39 x 10°.

En el caso del tratamiento cronico de los grupos de AME se
compararon con una prueba de "t' la cual mostré que no hay diferencia
significativa entre el grupo tratado y el testigo negativo con una t=-
2.11 (p>0.05). La media y desviaciones estandares de ambos grupos
fueron de 0.20 + 2.07x107? y 0.24 + 3.26x1072 respectivamente. Por lo
tanto se asume que, no se presentd efecto genotoéxico de los CEM
sobre espermatozoides de raton.

Para el mismo tratamiento pero en el RE no se encontrd diferencia
significativa entre los grupos con t=1.46 (p>0.05). Por los resultados
obtenidos, se presume que no hay efecto citotéxico (produccion celular
anormal) de los CEM utilizados sobre espermatozoides de raton. La
exposicion crénica para AME y RE (al igual que en MN), fue
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contrastada con un testigo negativo solamente, para evitar una posible
muerte por intoxicacién cronica de los animales con MMC.

MEDIA DE LA FRECUENCIA DE MN

TRATAMIENTO AGUDO (72h) EN 1000 EPC ( + DE)

CEM 8.8 uT 10.11 (1.16)+

T() 7.77 (0.65)

T (+) CEM 15.89 (1.22)*
T (+) MMC 20.00 (1.19)*

TRATAMIENTO CRONICO (240h)
CEM 8.8 yT 10.27 (0.95)%

4.88 (0.40)

Tabla I. Resultados de la evaluacion del efecto genotéxico mediante

la prueba de MN obtenidos de la exposicion aguda y crénica de
eritrocitos de médula 6sea de ratén in vivo a CEM, expresados en
media aritmética con desviaciones estandares.
T(-): Testigo Negativo. Animales no expuestos a CEM y que fueron
colocados en la periferia de la subestacién donde se detecté un campo
magnético de 0.3uT . T(+) CEM: Testigo Positivo tratado con CEM de
2.0 mT. T(+) MMC: Testigo Positivo tratado con MMC 5 mg/kg. + DE :
Desviacion Estandar. (en el Apéndice lll-Tablas A y B se presentan los
resultados originales). =Diferencia estadisticamente significativa
(p<0.01) comparado con el testigo negativo.
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TRATAMIENTO AGUDO MEDIA ARITMETICA MEDIA ARITMETICA
(72 HORAS) % AME (% DE) RE (¢ DE)

CEM B8 T 0.21 (1.32x103?) 20.08 x 10°% (8.03 x 105"

T(-) 0.19 (3.72x109) 17.30 x 10° (14.39 x 10°)
T (+) CEM 0.17 (2.66x103) 10.65 x 10° (7.24 x 10°)*

T (+) MMC 0.35 (4.72x10%)? 12.37 x 10° (10.82 x 10°)*

TRATAMIENTO
CRONICO (240 h)

CEM 88uT 0.20 (2.07x102) 19.88 x 10° (12.91x 10°)

T() 0.24 (3.26x10) 19.04 x 10° (5.56 x 10°)

Tabla Il. Resultados de la evaluacion del efecto genotéxico (%AME)
y citotéxico (RE) en células germinales de raton in vivo expuestos a
CEM, expresados en media aritmética con desviaciones estandares.
T(-): Testigo Negativo. Animales no expuestos a CEM y que fueron
colocados en la periferia de la subestacién donde se detecté un campo
magnético de 0.3uT . T(+) CEM: Testigo Positivo tratado con CEM de
2.0 mT. T(+) MMC: Testigo Positivo tratado con MMC 5 mg/kg. + DE :
Desviacion Estandar. (en el Apéndice lll-Tablas C , D, E y F se
presentan los resuitados originales).

% Tratamiento que marcéd la diferencia con respecto al resto de los
grupos. * Diferencia estadisticamente significativa (p<0.01) comparado
con el testigo negativo.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran un
aumento en la frecuencia de micronucleos de meédula 6sea de ratén
expuestos por 72h a CEM de 8.8uT de intensidad generados en una
subestacion eléctrica y ese efecto se repite a las 240h. Es importante
sefalar que los tiempos de exposicion fueron in-interrumpidos ademas
de que los animales se colocaron totalmente junto al transformador.

Un estudio presentado por Scarfi y cols. (1999), reportan no
encontrar efecto genotéxico de los campos electromagnéticos al
exponer cultivos de linfocitos humanos entre 0.05 y 1.0 mT de
intensidad magneética, en el presente trabajo si se encontré tal efecto,
a la intensidad de 2.0 mT lograda en el laboratorio la cual se utilizé
como testigo positivo.

Otros trabajos que ratifican esto son los reportados por otros
autores tales como Nordenson Yy cols. (1984 y 1988), Shimizu y cols.
(1991) y Simké y cols. (1998) quienes informan que hay aumento en
la frecuencia de micronucleos; sin embargo cabe destacar que en
todas las investigaciones mencionadas se utilizaron diferentes tipos
celulares asi como también diversos tipos de campo y de intensidades
magnéticas.

En la literatura revisada hasta el momento, no se encontraron
reportes de efecto genotdxico a intensidades tan bajas como la
utilizada en el presente estudio, la intensidad menor reportada es de
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75 0 150uT a 32 HZ o0 a campos de 140uT a 50 Hz, que fue utilizada
por Tofani y cols. (1995), quienes utilizaron campos sinusoidales y
pulsantes sobre cultivos de linfocitos de sangre periférica y no
encontraron incremento significativo de células micronucleadas.

Por otro lado, Nordenson y cols. (1984 y 1988) reportan un
aumento en la frecuencia de micronucleos en trabajadores de lineas
eléctricas en similitud con el presente trabajo y contrariamente a lo
reportado por Valjus y cols. (1993) quienes no encontraron diferencias
en la frecuencia de MN en trabajadores de lineas eléctricas, sin
embargo si reporta rompimiento en cromatides lo cual se asume como
efecto genotéxico de CEM.

Mas recientemente, Abramson-Zetterberg y cols. (2001),
no encontraron aumento en los niveles de eritrocitos micronucleados
ni efectos en los cromosomas al exponer ratones a campos
magnéticos de 50 HZ y 14uT de intensidad durante 18 dias. Ellos
utilizaron la prueba de MN por citometria de flujo. En el presente
trabajo se trabaj6 con la prueba de MN manual y si se encontr
aumento en el ndmero de células micronucleadas a 8.8uT de
intensidad durante 10 dias.

Por otro lado, en relacién con los resultados obtenidos para las
variables de células espermaticas, no se pudo demostrar efecto
genotéxico provocado por campos electromagnéticos producidos en la
subestacion eléctrica mencionada. En el tratamiento agudo la prueba
de AME no mostrd ningun dato que pudiera indicar algun efecto
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adverso, ya que los porcentajes de anomalias de la morfologia
espermatica obtenidos en el grupo tratado no presentaron un
incremento estadisticamente significativo en relacién al  testigo
negativo y tomando en cuenta lo encontrado por diversos autores
como Wyrobek (1979) y Tablado-Almela (1996) que sefalan no
encontrar ningun efecto, se puede asumir que el CEM producido en
una subestacion eléctrica (8.8uT), no produce efecto alguno sobre la
morfologia de espermatozoides de ratébn. Esto se corrobora una vez
mas con lo reportado por Elbetieha y cols. (2002) quienes no
encontraron efecto en las células germinales de ratones expuestos a
una intensidad de flujo magnético de ~ 0.25uT por 90 dias, aunque es
una intensidad menor a la utilizada en esta investigaciéon. Esto ultimo
concuerda con los resultados obtenidos en el tratamiento crénico, en
donde estadisticamente, no hubo diferencia significativa entre el grupo
tratado y el testigo negativo.

Por otra parte, el recuento espermatico del tratamiento agudo
realizado en la presente investigaciéon, mostré un incremento en el
grupo tratado en comparacion al testigo negativo, por el contrario
Furuya y cols. reportan efecto adverso de CEM de 50 Hz y 1.0 mT en
ratones al exponerios durante 13, 26, 39 y 52 dias, en la proliferacion y
diferenciacion de espermatogonias durante la espermatogénesis. Por
tanto es importante realizar mayores investigaciones sobre esta area
ya que la intensidad utilizada en el presente estudio fue
significativamente menor (8.8uT) asi como el periodo de exposicion
(10 dias) y se hubiera podido esperar no encontrar ningun efecto.
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Con respecto al incremento en el RE, existen trabajos que
utilizaron otros tipos celulares, donde se informa que los CEM son
capaces de inducir aumentos en la proliferacion celular como el
estudio hecho por Scarfi y cols. (1999) quienes encontraron aumento
en la proliferacion de linfocitos humanos expuestos a CEM de 0.05 a
1.0 mT por 72h. Asimismo, en un estudio hecho por nuestro equipo de
trabajo, se encontr6 aumento en el indice proliferativo de linfocitos
humanos expuestos in vitro a CEM de 60 Hz e intensidades de 1.0, 1.5
y 2.0 mT por 72h (Heredia-Rojas y cols. 2001).

Por otra parte, Shaw, (2001), ha realizado investigaciones
bibliograficas sobre los efectos adversos entre reproduccién en
humanos, principalmente en mujeres, y la exposicion a CEM, y no
encontré evidencia suficiente para apoyar dicho planteamiento. Por lo
tanto, propone realizar mas investigaciones para poder llegar a una
conclusion cientifica valida. Asi, de alguna manera, el presente trabajo
contribuye para apoyar la idea de realizar mayores investigaciones
relacionadas con los problemas de reproduccion y la exposicién a
CEM, ya que se encontr¢ alteraciones en el recuento espermatico
realizado del tratamiento agudo. En vista de los resultados obtenidos
en la presente investigacion se recomienda realizar mas estudios
relacionados con esto, tratando de correlacionar las variables
experimentales al maximo.
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CONCLUSIONES

1. La exposicion a campos electromagnéticos de 60 Hz de
frecuencia y 8.8uT de intensidad durante 72h y 240h produce un
efecto genotéxico en eritrocitos de médula 6sea de ratbn Mus
musculus Linea BALBi/c,i detectado mediante la prueba de
micronucleos.

2. La exposicibn a campos electromagnéticos de 60 Hz de
frecuencia y 8.8uT de intensidad durante 72h y 240h no produce un
efecto genotoxico en ceélulas espermaticas de ratbn Mus musculus
Linea BALB/c, evaluado por alteraciones morfolégicas del
espermatozoide.

3. La exposicibn a campos electromagnéticos de 60 Hz de
frecuencia y 8.8uT de intensidad durante 72h produce un incremento
en células espermaticas de raton Mus musculus Linea BALB/c,
evaluado mediante el recuento espermatico, pero no asi a las 240h de
exposicion

Aunque de este trabajo se han derivado conclusiones firmes, adn
es necesario analizar otros procedimientos que nos permitan ver el
efecto en una variedad de células que haga posible valorar la
influencia de los campos electromagnéticos y llegar asi a un consenso
mas amplio.
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APENDICE 1

Solucién fijadora para espermatozoides:

Metanol absoluto 85 mi
Formaldehido 10 mli
Acido acético 5mi

Buffer de fosfatos para RE : (PBS)

A
NaCl 8 grs.
KCI 0.2 grs.
KHHPO, 0.2 grs.
Na,HPO, 1.44 grs.
B
CaCl 0.1 grs.
C
MgCl, 0.1 grs.

Se disolvidé cada uno por separado en 10 mi de agua destilada.
Posteriormente se mezclan entre si y se aforan en 70 mi de agua
destilada para 100 mi de buffer. pH 7.4



Buffer de fosfatos para MN:

Na,HPO, 0.852 grs.
KH2P04 0.816 grs.

Se disolvié cada uno por separado en 100 ml de agua destilada.
Posteriormente se mezclan en partes iguales, se ajusta el pH a 6.8.
Eosina Y al 5%:

EosinaY 5mil
Agua destilada 95 ml

Mitomicina C:

Se disuelve el frasco de 0.5 grs. En 5.5 ml de suero fisiolégico para
lograr la concentracion de 5 mg/kg.
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APENDICE Il

FIGURATL Microfotografia que muestra microndcleos observados
en eritrocitos de médula 6sea de raton Mus musculus
Linea BALB/c. En la letra A la flecha seiala un MN
opaco como normalmente se observan. En la letra B se
sefiala un MN con refringencia, que es como se puede

diferenciar de otros artefactos o cuerpos extraiios (100X).
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FIGURA 2. Espermatozoides de raton Mus musculus Linea BALB/c,
observados en el presente trabajo. A. Espermatozoide
normal (cabeza en forma de garfio); B. Espermatozoide
biflageiado; C. Espermatozoide bicéfalo; D.
Espermatozoide filamentoso: E Espermatozoide amorfo;
F. Espermatozoide con gancho deforme.



FIGURA 3. Vista panoramica de la sub-estacion eléctrica
donde se llevd a cabo la investigacion. Se
aprecian tres transformadores de 150, 250 y
500 KVA respectivamente.



FIGURA 4. Grupo de animales expuestos al campo magnético
de 88uT en las lineas de conducciéon de la sub-
estacion eléctrica. El contenedor tenia seis jaulas,
una para cada raton. Un sistema igual fue colocado
en la periferia de la sub-estacion y se uso como
testigo negativo.
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FIGURA 5.

Se colocé un contenedor de plastico que
contenia las jaulas acrilicas de los ratones
justo abajo del transformador y junto a las
lineas de conduccién. El valor estimado del

campo magnético en esta zona fue de
8.8uT.
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APENDICE 111

R Tratamiento Testigo (-) Testigo (+) Testigo (+)
CEM 2.0 mT MMC

1 9.33 8.33 17.00 20.00

2 8.67 7.67 15.00 20.33

3 9.33 7.00 17.67 19.67

4 10.67 8.33 15.00 19.67

5 11.67 8.33 16.00 22.00

6 11.00 7.00 14.67 18.33

Tabla A. Resultados originales de la FMN del experimento agudo (72h) a 8.8uT

de intensidad magnética; cada valor representa el promedio de la lectura de 3

laminillas por animal para un total de 3000 células analizadas. R. Repeticion

R | Tratamiento | Testigo (-)
1 12.00 5.00
2 9.67 4.33
3 9.33 5.33
4 10.00 4.67
5 10.67 4.67
6 10.00 5.32

Tabla B. Resultados originales de la FMN del experimento crénico (240h) a

8.8uT de intensidad magnética; cada valor representa el promedio de la lectura de

3 laminillas por animal para un total de 3000 células analizadas. R. Repeticién.
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R [Tratamiento| Testigo (-) | Testigo (+) Testigo (+)
CEM 2.0 mT MMC
1 5 5 3 9
2 4 6 4 15
3 4 4 2 )
4 5 3 2 11
5 4 4 4 14
6 5 2 3 16

Tabla C. Resuitados originales del porcentaje de AME del experimento agudo
(72h) a 8.8uT de intensidad magnética. R. Repeticién

Tratamiento | Testigo (-)
5 7

ol ol &l w N 2| X
ol & o @ &
AN o N~

Tabla D. Resuiltados originales del porcentaje de AME del experimento crénico
(72h) a 8.8uT de intensidad magnética. R. repeticion
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R | Tratamiento | Testigo (-) Testigo (+) Testigo (+)
CEM 2.0 mT MMC

1 | 21.04x10° | 17.36x10° | 10.72x10° 14.46x10° |
2 | 20.56x10° | 18.72x10° 11.76x10° 11.44x10°

3 | 18.88x10° | 15.28x10° 11.12x10° 12.64x10°

4 | 20.32x10° | 17.53x10° 10.42x10° 12.74x10° |
5 | 19.36x10° | 16.04x10° 9.71x10% 11.14x10°

6 | 20.32x10° | 18.92x10° 10.17x10°% 12.11x10°

Tabla E. Resultados originales del RE del experimento agudo (72h) a 8.8uT de

intensidad magnética. R. Repeticidn

Tabla F. Resultados originales del RE del experimento crénico (240h) a 8.8uT de

R | Tratamiento | Testigo (-)
1 | 22.40x10° | 18.96x10°
2 | 19.68x10° | 19.20x10° |
3 | 19.20x10° | 18.88x10° |
4 | 18.72x10° | 19.68x10°
5 | 19.52x10° | 18.08x10° |
6 | 19.76x10° | 19.44x10° |

intensidad magnética. R. Repeticion
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