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TABLA DE EQUIVALENCIAS

CAMPOS MAGNETICOS DE 50 Hz Y DIVERSAS INTENSIDADES
UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

CAMPOSMAGNETICOSDE 50 Hz

Amperios (A) Militesas(mT) Gauss(G) Oersted (Og)

0,25 1,6 16 16
0,5 3,2 32 32
1 6,5 65 65

15 9,7 97 97
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|. INTRODUCCION

. INTRODUCCION

Los campos electromagnéticos (CEM) forman parte de nuestra vida
cotidiana, aungue en el desarrollo de los seres vivos y en sus procesos de
adaptacion al medio tan solo se han conocido como CEM externos aquellos
gue provienen de emisores naturales como € sol o e campo magnético
terrestre. Los seres vivos son entes dinamicos y sus reacciones bioquimicas
incluida la cadena de transporte electronico inducen también CEM internos.
Es de suponer, por tanto, que los seres vivos han adaptado sus estructuras a los
campos electromagnéticos desde el punto de vista anatdmico, funciona y

bioquimico.

En e siglo pasado, debido al desarrollo industrial se han puesto en
circulacion una enorme cantidad de nuevas emisiones electromagnéticas con
una gran variedad de frecuencias, para las que los seres vivos no estaban
adaptados. Los tipos de energias electromagnéticas que méas se han
incrementado son los campos magnéticos de muy baja frecuencia, por la
implantacion de las lineas de dta tension y € desarrollo de nuevos aparatos

electrodomésticos; y las radiofrecuencias, por € incremento de los teléfonos
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moviles y sus estaciones base, ubicadas en las azoteas de los edificios en las

zonas urbanasy en torres a nivel del suelo en las zonas rurales.

L os campos el ectromagnéticos constituyen un tema de gran actualidad
debido a la inquietud social despertada en relacion con sus posibles efectos
sobre la salud publica. Ademés existe una gran controversia debido a los
NUMeErosos intereses econdMicos que estan en juego por parte de las empresas
operadoras, tanto de energia eléctrica como de sector de las

tel ecomunicaciones.

Hoy en dia la informacion que poseemos sobre los efectos biol dgicos
de radiaciones no ionizantes concretamente de |os campos magnéticos de muy
baja frecuencia y de radiofrecuencia es escasa e incompleta. Teniendo en
Cuenta esta carencia 'y sabiendo que existe una necesidad de establecer unos
criterios adecuados de seguridad ante exposiciones a radiaciones no ionizantes
de intensidad y duracion variables, las autoridades sanitarias nacionales e
internacionales han decidido formar comités de expertos en ingenieria,
medicina, biologia, quimicay fisica, para estudiar € problema de los campos
electromagnéticos ambientales y sus posibles efectos. Asi, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) encargdb a la Comision Internacional de
Proteccion contra las Radiaciones No lonizantes (CIPRNI) la elaboracion de

unas normas para la proteccion de los ciudadanos ante las radiaciones no
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ionizantes. Esta comisién publicd sus conclusiones en 1998. Un afio despues,
el Consgjo de la Unién Europea hizo suyos los criterios y conclusiones de la
CIPRNI y promulgd un conjunto de recomendaciones para la proteccion del
publico en general ante las radiaciones no ionizantes (1999/419/CE, DOCE

1999).

El grupo de expertos de la CIPRNI después de llevar a cabo un estudio
exhaustivo de la literatura cientifica concluyé que los efectos debidos a la
exposicion crénicaa CEM no estaban correctamente establecidos, por eso los
limites de exposicion elaborados por la CIPRNI estdn basados en efectos
inmediatos sobre la salud. Estos efectos son: shock y quemaduras provocados
por contactos con objetos conductores, estimulacion de nervios periféricos y
musculos, y aumento de temperatura en los tejidos debido a la absorcién de

energia durante exposiciones alos campos el ectromagnéti cos.

Por otro lado, lavaloracion de los posibles efectos de las radiaciones no
ionizantes se debe hacer teniendo en cuenta que la identificacion de una
respuesta biol 6gica no conlleva directamente la existencia de un efecto nocivo

paralasalud.

Los campos magnéticos de frecuencia 50 Hz (Europa) o 60 Hz

(Estados Unidos) denominados también campos magnéticos de muy baja
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frecuencia (CM-MBF), son objeto de polémica cientificay social debido alos
potenciales perjuicios sobre la salud de las lineas de adtatension y de tendidos
el éctricos de menor envergadura situados proximos a las viviendas. Por ello se
han realizado varios tipos de estudios para determinar su posible efecto nocivo

sobre los seres vivos (Ribas y col. 2000a).

Los datos epidemiol6gicos sobre efectos cancerigenos y mutagénicos
de los campos magneéticos de 50 Hz o 60 Hz proporcionan resultados diversos
y a veces contradictorios. Los estudios epidemiologicos comenzaron con
Wertheimer y Leeper (1979) que describieron un aumento de leucemias en
familias que vivian junto a conducciones eléctricas, aungque posteriormente
Fulton y col. (1980) no encontraron incremento alguno. Tomenius (1986)
observo dos veces mas tumores del sistema nervioso central en personas

expuestas a campos de 50 Hz.

En los cinco dltimos afos se han publicado nuevos trabgjos que
muestran unarelacion entre laleucemiainfantil y la del adulto, asi como otros
canceres infantiles con la exposicion a CM de 50 6 60 Hz, (Floderusy col.
1993, Feychting y Ahlbom 1993, Olsen y col. 1993 Verkasalo y col. 1993)
aunque estos estudios no tuvieron en cuenta l0S NUMErosos parametros
fisiologicos y epidemiologicos necesarios para justificar con claridad sus

conclusiones. Linet y col. en 1997 realizaron una revison muy amplia sin
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conseguir demostrar una relacion entre leucemia infantil y exposicion
residencial a CM de 50 Hz. En dos trabajos recientes (Ahlbom y col. 2000,
Greenland y col. 2000) se evaluaron los estudios publicados sobre leucemia en
nifiosy CM de 50 Hz. En ambos andlisis se detectd un aumento del riesgo de
cancer con €l nivel més ato de exposicion (0,3 - 0,4uTeda), sin embargo no
se observo ningun efecto con niveles de exposicion mas bajos. De ambos
andlisis se deduce que son necesarios mas estudios en poblaciones altamente
expuestas para determinar la asociacion entre campos magnéticos de muy bagja

frecuenciay leucemiainfantil.

En lo concerniente a la exposicién ocupacional a CM-MBF, varios
estudios epidemiol 6gicos sugieren una relacion entre estos campos 'y €l riesgo
de ciertos tipos de cancer como leucemia, tumores en e sistema nervioso
central y cancer de mama, sin embargo en otros estudios no se observé
ninguna asociacién. La metodol ogia empleada en muchos de estos trabajos es
objeto de critica debido a una ausencia de dosimetria de campos para dichos
trabgjadores, por ello la CIPRNI entiende que la evidencia existente sobre

incidencia de cancer en trabajadores expuestos es limitada e insuficiente.

En cuanto alos efectos genotoxicos de los CM de muy baja frecuencia,
las revisiones realizadas por Murphy y col. 1993, Mc Cann 'y col. 1993, 1998,

2000 concluyen que existe una evidencia de que los CM-MBF no tienen
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potencial genotoxico. Sin embargo también aparecen estudios con resultados
positivos, que deberian ser confirmados por una replicacion independiente. De
estas revisiones y de la literatura cientifica disponible se deduce la dificultad
de establecer conclusiones serias y fiables de la comparacion entre los
diferentes trabgjos, por los diferentes ensayos, metodologias, células y

organismos de experimentacion utilizados.

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre diferentes sistemas
biol 6gicos con objeto de valorar experimentalmente la carcinogenicidad de las
exposiciones a campos magnéticos de muy baja frecuencia. La CIPRNI en
base a la revision de esta literatura, concluye que no existe por e momento
evidencia “convincente” de efectos cancerigenos por la exposicion a CM-
MBF y que son necesarios més estudios sobre modelos animales para
clarificar los posibles efectos de estos campos sobre |as sefiales celulares y la
regulacién neuroendocrina, factores que pueden influir en e desarrollo de

tumores através de la promocion de ladivision celular.

Por otra parte, los campos electromagnéticos de radiofrecuencia
utilizados actualmente se hallan comprendidos en €l rango de 100 kHz a 300
GHz. El rapido desarrollo y la extension del uso de las radiofrecuencias como
un nuevo elemento que forma parte de nuestra vida cotidiana es hoy un hecho

incuestionable. Pero la puesta en uso de forma masiva de estos nuevos
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medios, donde ocupan un lugar destacado los teléfonos moviles con sus
indudables ventajas sociales asi como €l creciente nUmero de estaciones base
imprescindibles para una telefonia movil de calidad, no se harealizado con los
debidos controles sobre los efectos que la exposicién a radiofrecuencia pueda
tener sobre los seres vivos (Ribasy col. 2000Db).

En Espafia recientemente se ha firmado € RD 1066/2001 de 28 de
septiembre por el que se aprueba el reglamento que tiene entre otros objetivos,
adoptar medidas de proteccion sanitaria frente a las instalaciones
radioeléctricas. Para €llo, se han establecido unos limites de exposicion del
publico en general a campos electromagnéticos procedentes de fuentes de

radiofrecuencia, acordes con las recomendaciones europeas (CIPRNI).

En lo relativo a los estudios epidemioldgicos sobre radiofrecuencia,
revisiones recientes de Moulder y col. (1999), Elwood y col. (1999) no
sugieren una asociacion causal entre cancer y radiofrecuencia, sin embargo
estos estudios son escasos y todos ellos presentan deficiencias en la
cuantificaciéon de la exposicion. Hacen fata nuevos estudios que midan los
posibles efectos de una exposicion crénica a radiofrecuencia con una
metodologia més controlada, hasta ahora los resultados obtenidos no son

concluyentes.
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Por otro lado, los datos experimentales sobre radiofrecuencia
disponibles actuamente indican que, por debajo de los niveles a que se dan
efectos térmicos, las radiofrecuencias no generan respuestas genotoxicas y no
influyen en la iniciacion de cancer. Los estudios que sugieren una posible
accién cancerigena o de influencia en procesos de promocion o progresion
tumoral estan poco controlados y son demasiado escasos para constituir un
bloque de evidencia firme. Se han realizado también estudios con animales
sometidos a radiofrecuenciay se ha especulado sobre potenciales alteraciones
en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica en exposiciones
prolongadas. Estos estudios requieren replicacion independiente y deben ser

ampliados.

En lo referente a teléfono movil, la exposicion del publico a sus
radiaciones tipicas es relativamente reciente, pero ya se han realizado varios
estudios epidemiol 6gicos con personas aguejadas de dolores de cabeza por €
uso de los mismos, aunque de momento no hay datos suficientes para evaluar
correctamente sus posibles efectos nocivos sobre la salud (Frey 1998, Mild
1998). Segun varias investigaciones recientes, el uso de los teléfonos moviles
no esta asociado con un riesgo de cancer cerebral, sin embargo algunos de
estos estudios presentan deficiencias en la cuantificacion de la exposicion.

Son necesarios nuevos estudios, durante varios anos, para evaluar el riesgo en



|. INTRODUCCION

personas gue los utilizan con mucha frecuencia (Hardell y col 1999, Muscat

2000, Inskip y col. 2001).

En general, en € abordgje del estudio tanto de los campos magnéticos
de muy baja frecuencia como los de radiofrecuencia se deberia determinar la
relacion causa-efecto y establecer una metodologia de trabajo que permita
controlar con precision los resultados para que no aparezcan, como sucede en
la actualidad, una variedad de efectos, en muchas ocasiones de forma
contradictoria, que lgjos de establecer un criterio y normas de control 1o que

consiguen es generar confusion.

La profundizacién en la investigacion de respuestas bioldgicas a
radiaciones no ionizantes es considerada una tarea prioritaria (Repacholi
1998). En efecto, la ampliacion de nuestros conocimientos en dicha materia
permitiria el establecimiento de niveles de seguridad mas precisos. Esto
contribuiria a evitar la aparicion de fobias, que aunque carezcan de base firme,
generan inseguridad en los ciudadanos y originan desconfianza hacia las
compafias eléctricas y del sector de las comunicaciones y hacia los

organismos responsables de proteccién radiol 6gica.

El Parlamento Europeo aconsga un programa especifico de

investigacion experimental sobre el efecto de los campos e ectromagnéticos
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en la salud humana. Considera ademés que deben estudiarse fenGmenos de
sinergia entre los efectos de radiaciones no ionizantes y los debidos a

contaminantes quimicos ambientales (DOCE N° C 205/440 1994).

La presente memoria se encuadra dentro de las investigaciones sobre
los campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) y de radiofrecuencia.
Siguiendo las recomendaciones del Parlamento Europeo se pretende estudiar
el efecto bioldgico de estos campos el ectromagnéticos y su posible sinergismo
con dos contaminantes quimicos ambientales: los metales pesados cadmio y
mercurio, ambos presentes en e medio natural debido a las actividades

industriales.
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II. DESARROLLO TEORICO

11.1. VISION GLOBAL DE LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS.

[1.1.1. Introduccion

La electricidad y el magnetismo se consideraron hasta principios del
sglo XIX como manifestaciones distintas de la naturaleza ligadas
respectivamente a las cargas eléctricas y a los imanes. La historia inicia del

el ectromagnetismo es, por tanto, la de estas disciplinas.

El experimento de Oersted de 1819, las aportaciones de Ampere y €
descubrimiento de la induccién por Faraday establecieron que el magnetismo
es una manifestacion ligada a las corrientes eléctricas, es decir alas cargas en

movimiento.

Finalmente, hacia 1860 Maxwell propuso las ecuaciones que llevan su
nombre y que constituyen la sintesis definitiva de las dos teorias en un anico
formulismo, de é se desprendia la existencia de las ondas €l ectromagnéticas,

producidas y detectadas por Hertz alrededor de 1890.

11
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Hoy en dia sabemos que |os campos el ectromagnéticos se dan de forma
natural en el entorno, y nuestro organismo esta habituado a convivir con ellos
alolargo de su existencia. Por giemplo, en la Tierra existe un campo eléctrico
natural producido por la diferencia de tension entre la atmosfera y e suelo,
normalmente su intensidad es de unos 0,15 kV/m. El movimiento de
materiales magnéticos en e interior de la corteza terrestre crea un campo
magnético natural que, entre otras cosas es el responsable de que la brgjula
apunte siempre hacia el norte, su valor oscila dependiendo de la posicion en el

globo terragueo, situandose alrededor de 50 microtesas.

También son de origen natural los rayos infrarrojos y ultravioletas que
emite el Sol, o los rayos X y gamma provenientes del espacio; incluso la

propialuz visible que percibimos con |os 0jos es una onda el ectromagnética.

En general Ilamamos radiaciones el ectromagnéticas a ondas producidas
por la oscilacién de una carga eléctrica. Estas ondas electromagnéticas estan
formadas por componentes eléctricos y magnéticos ligados entre si y
presentan las propiedades tipicas del movimiento ondulatorio, como la
difraccion y la interferencia. Todas las radiaciones electromagnéticas,
independientemente de su frecuencia, se transmiten alavelocidad delaluz sin
necesidad de un medio fisico de propagacion, por tanto pueden vigjar en €

vacio.

12
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Las radiaciones electromagnéticas se pueden describir en funcion de
dos parametros. su longitud de onda y su frecuencia. Cuanto menor es la
longitud de onda, mayor es la frecuencia y la energia transmitida por la onda
electromagnética. Esqueméticamente se pueden representar estas ondas seguiin

lafigura 1.

L ongitud de onda

Frecuencia=n°ciclos/segundo

Figural. Ondaelectromagnética.

La frecuencia de la radiacion es € nimero de ciclos por segundo. Se
mide en una unidad llamada hercio, Hz, que equivale a un ciclo por segundo.
La longitud de onda es la distancia entre dos méximos y se suele medir en

nanometros.
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Otra caracteristica de las radiaciones electromagnéticas es ademas de
su frecuenciay longitud de onda, su energia. La energia se mide en electron-
voltio (la energia cinética que adquiere un electron a ser acelerado por una
diferencia de potencial de 1 voltio). Cuando una radiacién interacciona con un
medio material determinado produce unos efectos que seran tanto mas
importantes cuanto mayor sea la fuerza de impacto, es decir cuanto méas

energética sealaradiacion.

Las radiaciones electromagnéticas segun su energia se pueden
clasificar en radiaciones ionizantes y no ionizantes. Las radiaciones ionizantes
son las més energéticas porque tienen suficiente energia para arrancar
electrones de las capas mas externas de |os atomos.

Los atomos ionizados, es decir aquellos a los que se les ha arrancado
algun electron, para recuperar su situacion de estabilidad provocan reacciones
guimicas que, cuando afectan a las células del cuerpo humano, pueden
significar algun tipo de riesgo para la salud. En concreto cuando las uniones
guimicas afectadas forman parte del material genético de las células este dafio
puede conducir, si no es reparado por el sistema, a genotoxicidad, cancer o a

defectos en € desarrollo en casos de irradiacion durante la gestacion.

Las radiaciones no ionizantes son menos energéticas, no pueden

producir ionizacion ya que son demasiado débiles para romper uniones

14
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quimicas, y por tanto su interaccién con los sistemas vivos es distinta a la

descrita para | as radiaciones ionizantes.

La cantidad de energia que una radiacion electromagnética es capaz de
depositar en un organismo, y la forma en que esta radiacién es absorbida por
el sujeto estan determinadas por la frecuencia de la radiacion incidente. En
general, cuando la frecuencia aumenta, el poder de absorcion de la radiacion

por parte de los tejidos aumentay la penetracion de la radiacion disminuye.

En la figura 2 se representa € espectro electromagnético en € que se

muestran los distintos tipos de radiaciones electromagnéticas segun su

frecuencia.
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ESPECTRO ELECTROMAGNETICO
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Figura 2. Espectro electromagnético.

El espectro electromagnético se divide en 3 grandes zonas. radiacion
ionizante, radiacion Opticay campos electromagnéticos. Cada zona a su vez se
divide en otras. Cada grupo de radiaciones produce diferentes efectos

biologicos (Figura 3).
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Figura 3. Diferentes zonas del espectro el ectromagnético.

La division entre las diferentes radiaciones no es tan rigida como se

presenta, ya que existen zonas donde lo distintos tipos de radiaciones se

solapan; por g emplo los rayos UV mas energéticos (UV-C) pueden producir
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efectos ionizantes, esto significa que existe un solapamiento entre las zonas de

UV'y rayos X.

Radiaciones ionizantes

L as radiaciones ionizantes se suelen clasificar por su energia. Producen
ionizacion, lo que provoca reacciones y cambios quimicos en e material con
gue interaccionan.

Dentro de este tipo de radiacion se engloban:

La radiacién cosmica que proviene del sol o de los espacios
interestelares, interacciona con las altas capas de la aimosfera produciendo
cascadas de particulas y radiaciones generdndose atomos radiactivos. Los
rayos y son de energia superior a los rayos X; aunque los rayos X de mayor
energia y los rayos y de menor energia se solapan en el espectro
electromagnético. Laradiacion y se genera espontaneamente en |os nucleos de
los &tomos inestables o radiactivos. Por Ultimo estan los rayos X cuyo poder
de penetracion en los tejidos humanos es mayor cuanto mayor sea su energia,
lo que les permite atravesar espesores considerables y proporcionar imagenes

de las estructuras internas del cuerpo humano.
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Radiaciones Opticas

Los principales efectos de estas radiaciones sobre el cuerpo humano
son la produccion de calor y efectos fotoquimicos. Estos dltimos implican que
laradiacién es capaz de iniciar ciertas reacciones quimicas.

Dentro de este tipo de radiaciones estan:

Los rayos UV que se dividen en tres zonas, A,B,C. Siendo los UV-C
las radiaciones UV de energias mas altas, que tienen capacidad ionizante,
aungue de muy baja energia. La radiacion visible que va desde € azul (la
radiacion de menor longitud de onda) a rojo (Ila de mayor longitud de onda).
Por Ultimo estdn los rayos infrarrojos cuyo principal efecto es €

calentamiento.

Campos el ectromagnéticos

Son los correspondientes a radiaciones de frecuencia comprendida
entre 0-300 GHz. La radiacion de los campos electromagnéticos no es
ionizante, no induce ni radicales libres, ni expulsa electrones de los orbitales
de los &omos sobre los que incide, por tanto no puede romper enlaces
guimicos. Su energia solamente puede inducir calor, que si persiste si puede
llegar a desnaturalizar proteinas termolabiles, aumentar la temperatura de la

zona incidente, y ocasionar dolor en los seres vivos. La energia
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electromagnética puede producir vibraciones, torsiones, extensiones y
tensones moleculares, pero en principio, ni roturas ni ionizaciones

molecul ares.

Se subdivide en dos zonas:

»Radiofrecuencia que es la zona del espectro que comprende las
radiaciones con frecuencias comprendidas entre los 100 KHz y los 300 GHz.
Dentro de esta zona se sitlan las microondas y las ondas por las que

transmiten las diferentes emisoras de radio.

»Campos €electromagnéticos de frecuencia inferior a la
radiofrecuencia. Comprenden la zona del espectro entre 0 y 100 KHz. Dentro
de esta zona destacan los campos magnéticos de muy baa frecuencia
denominados campos magnéticos de frecuencia industrial, que operan a 50 Hz
en Europay 60 Hz en EEUU. A frecuencias muy bajas (50 Hz), los campos
magnéticos y eléctricos actlan por separado y cuando nos referimos a esta
frecuencia, nos interesa concretamente el efecto que puede producir el campo
magnético.

Esta memoria se va a centrar en el estudio de los campos magnéticos de

muy baja frecuencia (50/60) Hz y de radiofrecuencia.
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[1.1.2. Unidades de medida de |os campos el ectromagnéticos

Para caracterizar la exposicion a los campos electromagnéticos, se

deben medir las intensidades de |os campos el éctricos y magnéticos.

La intensidad de campo eléctrico es una magnitud vectorial (E) que
corresponde a la fuerza e€ercida sobre una particula cargada
Independientemente de su movimiento en el espacio. Se expresa en voltios por

metro (V/m).

La intensidad de campo magnético es una magnitud vectorial (H) que,
junto con la densidad de flujo magnético, determina un campo magnético en

cualquier punto del espacio. Se expresa en amperios por metro (A/m).

El campo magnético se suele medir en términos de densidad de flujo
magnético o induccioén magnética. Se representa como una magnitud vectorial
(B) que da lugar a una fuerza que actlia sobre las cargas en movimiento. Se
expresa en Tedas (T), militeslas (mT) y microteslas (uT). La relacion entre

estas unidades es la siguiente:

1mT=10°T]y LuT=10°T
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También se utiliza otra unidad, los Gauss (G), y miliGauss (mG);

IlmG = 10° G|. Los gauss no pertenecen a Sistema Internacional.

Las equivalencias entre tedlas y gauss son:

1T=10'G IMT=10G 1uT = 10mG

Existe otra unidad de medida de los campos magnéticos, es el Oersted

(Oe). El Oersted tiene e mismo valor que & Gauss. De forma que:

[Loe =19

[1.1.3. Normativa relativa a los campos el ectromagnéticos

La presencia ubicua de radiaciones electromagnéticas no ionizantes en
ambientes urbanos y ocupacionales, es debido a incremento en la utilizacion
de la energia eléctrica y de la tecnologia de transmision de informacién
mediante radiofrecuencias. Las posibles consecuencias de la exposicion
humana a dichos ambientes son objeto de un creciente interés por parte de la

poblacion y de las autoridades responsables de salud publica.

En 1994, e Parlamento Europeo emitid la Resolucion A3-0238/94

sobre la lucha contra los efectos nocivos provocados por las radiaciones no

ionizantes. En ella se hacia eco dd aumento de todo tipo de radiaciones
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electromagnéticas artificiales en el medio ambiente, y a pesar de que no estaba

demostrada su peligrosidad sobre la salud, recomendaba seguir investigando.

Existe por una necesidad de establecer unos criterios adecuados de
seguridad ante exposiciones a radiaciones no ionizantes en ambientes
ocupacionales y residenciales. Las autoridades sanitarias nacionales e
internacionales han optado por formar “comité de expertos’ encargados de
estudiar €l problema y dictar una legislacion adecuada. Asi, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) encargé a la Comision Internacional para la
Proteccion de Radiaciones no lonizantes (CIPRNI) la elaboracion de un
conjunto de normas consensuadas para la protecciéon de los ciudadanos ante
las radiaciones no ionizantes. Esta comisién publico sus conclusiones en 1998.
Un afo después, el Consgo de la Unidon Europea (CUE) hizo suyos los
criterios 'y conclusiones de la CIPRNI y promulgd un conjunto de
Recomendaciones para la proteccion del publico en general ante posibles
efectos toxicos de la exposicion a campos el ectromagnéticos no ionizantes de

0 a 300 GHz (1999/519/CE, DOCE 1999).

Los niveles de referenciay las restricciones basicas alas exposiciones a
campos electromagnéticos recomendados por la CIPRNI (1998) y la CUE
(1999) proporcionan con un elevado margen de seguridad, proteccion contra

efectos inmediatos potencialmente nocivos derivados de la excitacion
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celularftisular causada por corrientes inducidas, o del trastorno del
metabolismo fisioldgico por causas térmicas.

Debido a esto, las Recomendaciones CIPRNI-CUE son las mas
ampliamente aceptadas, y los criterios de seguridad basados en ellas son
admitidos por la mayoria de los paises y organismos internacionales. Sin
embargo actualmente, la base experimental y epidemiolégica sobre los
posibles efectos nocivos de los CEM es limitada y algunos consideran que se
deberia prestar més atencion a posibles efectos de exposiciones a intensidades
proximas o inferiores a los limites recomendados. Esta circunstancia es causa
de una falta de consenso entre grupos de expertos y autoridades responsables

de sanidad ambiental en distintos paises.

Semejante situacion genera incertidumbre entre la ciudadania respecto
a la validez de los niveles de seguridad establecidos. Incertidumbre que
continuard hasta que no exista un consenso generalizado que permita
establecer estandares aceptados por la préctica totalidad de los paises. Para
ello, es indispensable profundizar en los conocimientos de los CEM a través
de investigaciones cientificas de calidad. Mientras tanto existe el compromiso
de poner los medios para facilitar el cumplimiento de las Recomendaciones

CIPRNI-CUE en los paises adheridos.
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Esparia, a igua que la mayoria de paises europeos firmé el conjunto de
Recomendaciones, que hoy se encuentran vigentes en todo € territorio
nacional. Recientemente se ha firmado el Real Decreto 1066/2001 de 28 de
septiembre, por el que se aprueba el Reglamento que establece condiciones de
proteccién del dominio publico radioeléctrico, restricciones a las emisiones
radioeléctricas y medidas de proteccion sanitaria frente a emisiones

radioel éctricas.

El citado Reglamento tiene por objeto el desarrollo de la Ley 11/1998,
de 24 de abril, General de Telecomunicaciones, en lo relativo a
establecimiento de condiciones de proteccion del dominio publico
radioeléctrico, a la autorizacion, planificacion e inspeccion de instalaciones
radioeléctricas en relaciéon con los limites de exposicion a las emisiones, €
establecimiento de otras restricciones a las emisiones radioeléctricas, la
evauacion de equipos y aparatos y €l régimen sancionador aplicable.
Asimismo, se desarrolla la Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad,
en relacién con el establecimiento de limites de exposicién para la proteccién

sanitariay la evaluacion de riesgos por emisiones radioel éctricas.

El Real Decreto 1066/2001 asume los criterios de proteccion sanitaria
frente a campos electromagnéticos procedentes de emisiones radioel éctricas

establecidos en la Recomendacion del Consegjo de Ministros de Sanidad de la
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Union Europea, de 12 de julio de 1999, relativa ala exposicion del pablico en
general a campos electromagnéticos (1999/519/CE, DOCE 1999).

Este Reglamento establece unos limites de exposicion referidos a los
sistemas de radiocomunicaciones, basados en la citada Recomendacion del
Consgjo de la Unién Europea. Ademés, el Reglamento prevé mecanismos de
seguimiento de los niveles de exposicion, mediante la presentacion de
certificaciones e informes por parte de operadores de telecomunicaciones, la
realizacion de planes de inspeccion y la elaboracion de un informe anual por

parte del Ministerio de Cienciay Tecnologia.

[1.1.4. Campos magnéticos de muy baja frecuencia (50H2).

En los nucleos urbanos de las sociedades industrializadas existe una
presencia ubicua y creciente de campos magnéticos de muy baja frecuencia
(CM-MBF). Estos campos provienen mayoritariamente del transporte y uso de

laenergia el éctrica alas llamadas frecuencias industriales (50/60 Hz ).

[1.1.4.1. Mecanismo de interaccion con la materia

El mecanismo de interaccion delos CM-MBF con los tgidos vivos

es la induccion de cargas y corrientes eléctricas capaces de afectar al
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funcionamiento de células y tejidos eléctricamente excitables, como las
células del sistema nervioso y muscular. La interaccion induce voltajes a
través de las membranas de las células implicadas, suficiente para producir el
impulso nervioso (nervios) o la contraccion muscular (musculos). Este
mecanismo explica la capacidad de los humanos y animales para percibir
corrientes eléctricas en sus cuerpos y experimentar shock eléctricos (Ribas y

col. 2000b).

Si se producen efectos biologicos, se deben asociar a los consiguientes
procesos hiofisicos y electroquimicos en la membrana celular. Las corrientes
inducidas circulan en su mayoria en el medio extracelular y pueden actuar
modificando €l transporte de iones a través de lamembrana, €l voltaje, canales
de membrana, proteinas de membrana y sitios de unién de hormonas o

mitégenos en la superficie celular.

Los CM-MBF no tienen suficiente energia para romper los enlaces
moleculares e intramolecul ares. Las molécul as estan sometidas normalmente a
las distorsiones resultantes de las colisiones producidas por iones y otras
mol éculas a energias térmicas normales (0,3 Kcal/mol aproximadamente 0,04
eV). La ruptura de enlaces covalentes en moléculas bioldgicas requiere a

menos 80 Kcal/mol (aproximadamente 3,6 eV), y € enlace de hidrégeno mas
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débil requiere arededor de 2,4 Kcal/mol (0,01 eV) (Polk and Postow 1996).
Por comparacion, la magnitud de un campo eléctrico producido en un tejido
por un campo externo de 50/60Hz y 1 KV, es de 4.10° V/m. Aunque la
energia de aceleracion maxima que dicho campo puede producir es 4.10° eV,
éste valor es 10% veces menor que el que se requiere para romper € enlace

macromolecular mas débil.

Algunos investigadores han propuesto otra serie de posibles
mecanismos para explicar la interaccion de campos magnéticos con |os tejidos
vivos, por gemplo que los CM pueden afectar a ritmo de las reacciones
guimicas donde intervengan pares de radicales libres (Grissom 1995), o bien a
través de mecanismos de resonancia o de amplificacion de sefides que
hicieran a las células (u organismos) especialmente sensibles a los campos.
Sin embargo ninguno de ellos ha sido demostrado fisicamente y constituyen

unicamente posibles teorias especul ativas 0 que estan todavia en estudio.

[1.1.4.2. Fuentes

Las fuentes de radiaciones de muy baja frecuencia se representan en la

tabla 1:
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CAMPOSDE MUY BAJA FRECUENCIA

Campos magnéticos (A/m) Campos eléctricos (V/m)

eHorno de fundicion: 80-8.000 e Sub-estacion eléctrica: 20.000

e Electrodomésticos: 8-800 e Electrodomésticos. 10-250

e Debgjo de una linea de 400 e Debgjo de una linea eléctrica
kV: 32 de 400 kV: 10.000

e A 25 metros de una linea ¢ A 25 metros de una linea
eléctricade altatension: 6 el éctrica de potencia: 1.000

¢ En los hogares: 0,08-0,8 e Enloshogares: 1-10

Tabla1. Fuentes de campos magnéticosy eléctricos de muy baja frecuencia (50Hz).

Las principales fuentes de campos magnéticos de muy baja frecuencia
son los equipos relacionados con la generacion, transporte o utilizacion de la
energia eléctrica de 50 Hz, lineas de dltay mediatension (Figura 1) y aparatos

electrodomésticos (neveras, lavadoras).
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Lineas dedistribucion (50Hz) Lineasdetransmision
dealto voltaje (50H2)

Figura 1. Lineas de media y ata tension. La energia eléctrica de las estaciones
generadoras es distribuida hacia los centros de poblacién a través de lineas de
transmision de ato voltaje. Mediante el empleo de transformadores, se reduce € voltgje

en las conexiones con las lineas de distribuci 6n domésticas.

Los niveles de exposicion residencial alos CM de 50 Hz dependen de
diversos factores, tales como la distancia a las lineas eléctricas locaes, €
nimero y tipo de electrodomésticos empleados en la vivienda la
configuracion del cableado eléctrico delacasa, o €l tipo de vivienda.

En genera, los CM-MBF presentes en el ambiente actdan sobre las
cargas eléctricas en movimiento de los organismos expuestos e inducen,

campos eléctricos y corrientes dentro de los mismos. Los campos magnéticos
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inducen unos circuitos de corriente en el cuerpo, cuya densidad de corriente

depende del radio del circuito y de la conductividad de los tegjidos (Figura 2,

Figura 3).
Y I‘ i \w/
Y / h 4
Fiaura 2. Figura3. l: J
L os campos el éctricos procedentes de las Los campos magnéticos inducen
lineas de corriente eléctrica producen corrientes gque circulan en e interior
pequeiias corrientes que fluyen hacia € del cuerpo humano.

suelo. Las corrientes inducidas son
proporcionales alafuerzadel campo.

11.1.4.3. Limites de exposicion

La normativa internacional mas exigente y cominmente aceptada es la
promulgada por la Comision Internacional para la Proteccion contra la
Radiaciones No lonizantes (CIPRNI) en 1998. Después de examinar toda la
literatura cientifica, la CIPRNI Ileg6 ala conclusion de que los unicos efectos

nocivos conocidos y comprobados de los campos magnéticos de frecuencia
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industrial (50 Hz o 60 Hz en USA) son los efectos a corto plazo que se
producen cuando la densidad de corriente que estos campos inducen en €l
interior del organismo supera cierto valor umbral (Tabla 2). Las corrientes

inducidas en los tgjidos (densidades de corriente) se miden en amperio por

metro cuadrado (A/m?).
Densidad de Corriente Inducida Efectos Biol6gicos
<1mA/m? No hay efectos biol 6gicos
1-10 mA/m? Efectos bioldégicos minimos no
significativos
Posibles efectos sobre e sistema
) visual y el sistema nervioso (pequefias
10-100 mA/m contracciones musculares) sin riesgos
paralasalud.
Estimulacion de tejidos excitables,
100-1.000 mA/m? por ejemplo nervios o miusculos
(contracciones musculares y
arritmias), con posibles riesgos parala
salud.
2 Posibles extrasistoles y fibrilacion
= L i ventricular, con riesgos comprobados
paralasalud.

Tabla 2. Efectos a corto plazo de los campos magnéticos de 50 Hz segun la densidad de

corriente inducida que generan en el interior del organismo.

La densidad de corriente enddgena en e organismo humano, producida

por la actividad eléctrica natural en su interior, esta arededor de 10 mA/m?,
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aungue puede ser muy superior en zonas determinadas, por gemplo, una

contraccion ventricular del corazon puede alcanzar 1.400 uT.

Asi pues, la restriccion basica establecida por la CIPRNI para los CM
de 50 Hz consiste en mantener en todo momento la densidad de corriente
inducida por debajo de 10 mA/m?. Ademés introduce un factor de seguridad
adicional de 5 para €l publico en genera respecto a los trabajadores, ya que
puede haber individuos especialmente sensibles como nifios, ancianos y
enfermos que estén expuestos a valores de campo elevados durante mucho
tiempo (exposicion residencia); por 1o que la densidad de corriente inducida
para el publico no debe superar 2 mA/m?.

El inconveniente de este parametro es que no se puede medir
directamente, por lo que hay que realizar unos caculos para relacionarlo con
otros que si lo sean, como la intensidad de campo. Para ello se aplica un
modelo matemético que tenga en cuenta tanto las propiedades eléctricas del
organismo expuesto como las condiciones de la exposicion (tamarfio, formay

posicién del organismo), y se promedia en una region especificadel cuerpo.

Con estas condiciones, la guia de la CIPRNI establece los valores de

referencia paralaexposicion aCM de 50 Hz (Tabla 3).
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Guia CIPRNI Publico Trabajadores
Campo eléctrico 5KV/m 10 KV/m
Campo magnético 100 uT 500 uT

Tabla 3. Valores de referencia paralaexposicién aCM de 50 Hz

El Consgjo de la Unidn Europea, de acuerdo con su Comité Cientifico
Director, publico en e Diario Oficial de las Comunidades Europeas una
Recomendacién para limitar l1a exposicion del publico en general a campos
electromagnéticos (de 0 Hz a 300 GHz). Esta recomendacién se basa en gran
medida en la guia de la CIPRNI y uno de sus objetivos es homogeneizar |a
dispersa normativa sobre campos electromagnéticos de cada uno de los paises
de la Unidn Europea (1999/519/CE, DOCE 1999). Basicamente, recomienda
gue €l publico no esté expuesto a CM de 50 Hz superiores a 5kV/my 100 uT,

en zonas en |las que pase mucho tiempo.

El estudio de los efectos biologicos de los campos magnéticos de muy
baja frecuencia debe ser multidisciplinar; por ello se necesitan opiniones y
conocimientos de diversos grupos de investigacion, con e objetivo de
establecer con criterio claro y responsable, unos limites dosimétricos seguros.

En este tema es imprescindible la colaboracion entre especiaistas en

34



Il. DESARROLLO TEORICO

medicina, bioquimica y fisica, por la diversidad de facetas y la fata de
claridad inicial en este tema.

La Organizacion Mundia de la Salud ha organizado diversas reuniones
para impulsar la investigacion y la colaboraciéon entre paises y grupos de
investigacion. Ademés en el afio 1997 se cred una base de datos para facilitar
la informacién mas actual sobre los efectos biologicos de los campos

magneéticos de muy baja frecuencia (Repacholi y Cardis 1997).

11.1.4.4. Estudios epidemiol 6gicos

Exposicion residencial a campos magnéticos de 50 Hz

Los datos epidemiol6gicos sobre efectos cancerigenos y mutagénicos
con campos magnéticos de 50 o 60 Hz han proporcionado resultados
contradictorios. Los estudios epidemiol 6gicos comenzaron con Wertheimer y
Leeper (1979) describiendo un aumento de leucemias en familias que vivian
junto a conducciones eléctricas, aunque posteriormente Fulton y col. (1980)
no encontraron incremento alguno. Nordstrom y col. (1983) detectaron un
aumento de maformaciones congénitas en hijos de trabajadores de
subestaciones de alto voltagje y Tomenius (1986) encontré dos veces mas

tumores del SNC en personas expuestas a campos de 50 Hz.
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En los cinco ultimos afios se han publicado nuevos trabajos mostrando
una relacion entre la leucemia infantil y del adulto, asi como otros canceres
infantiles con la exposicion a CM de 50 6 60 Hz, aunque se observa cierta
falta de rigor entre los estudios realizados (Feychting y Ahlbom 1993, Olsen 'y
col. 1993, Verkasalo y col. 1993, Ahlbom 1997). Linet y col. 1997 realizaron
una revision muy amplia sin conseguir demostrar una relacion entre la

leucemiainfantil y la exposicion residencial aun CM de 60 Hz.

En & afio 2000 se publicaron dos andlisis independientes (Ahlbom y
col. 2000, Greenland y col. 2000) en los cuales se evaluaron conjuntamente
los estudios publicados sobre leucemia en nifios y CM de muy bga
frecuencia. En e andlisis de Ahlbom se investigaron los datos de 9 estudios,
mientras que en e de Greenland se analizaron los datos de 15 estudios.
Ambos andlisis encontraron un aumento del riesgo del orden de 70-100% con
el nivel més alto de exposicion, que corresponde en € estudio de Ahlbom a
nifios expuestos a méas de 0,4 uT y en € estudio de Greenland a 0,3 puT. En
exposiciones mas bagjas no encontraron ningun efecto. Por tanto en ambos
andlisis se concluye que son necesarios estudios en poblaciones altamente
expuestas para determinar la asociacion entre campos magnéticos de muy baja

frecuenciay leucemiainfantil.
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Exposicién ocupacional a campos magnéticos de 50 Hz

Existen un gran nimero de estudios epidemiolégicos que intentan
evaluar la posible asociacion entre los CM-MBF vy €l riesgo de ciertos tipos de
cancer como leucemia, tumores en e sistema nervioso central y cancer de
mama en trabajadores expuestos cronicamente a campos relativamente
intensos. En algunos estudios se observo un aumento del riesgo de cancer. Asi
Floderus y col. (1993), Thériault y col. (1994) y Villeneuve y col. (2000)
encontraron una asociacion entre los CM de 50 Hz y laleucemia; sin embargo
Sahl (1993) y Savit y col. (1995) no observaron ninguna relacion.

Por otro lado Savitz y col. (1995), Floderus y col. (1993) y Thériault y
col. (1994) detectaron una asociacion entre la exposicion ocupacional a CM-
MBF y cancer cerebral. Sin embargo Sahl (1993) no encontré ninguna

relacion.

Aparte de laleucemia'y cancer cerebral, la exposicion a CM 50 Hz se
ha asociado también con la incidencia de cancer de mama en mujeres y
hombres. En algunos trabajos recientes se ha encontrado un aumento del

riesgo de este tipo de cancer (Pollan 2001).

La metodologia empleada en muchos de estos estudios es objeto de

critica debido a una ausencia de dosimetria de campos para dichos
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trabajadores y a la existencia de posibles factores de confusion (presencia de
toxicos volatiles en el medio laboral, por gemplo) que no fueron tenidos en
cuenta en algunas investigaciones, por elo, la CIPRNI entiende que la
evidencia existente sobre incidencia de cancer en trabajadores expuestos es

limitada e insuficiente.

Un grupo de estudios epidemioldgicos recientes ha revelado una
tendencia a incremento de riesgo de agunas enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer y esclerosis multiple) en trabagjadores de
empresas e industrias relacionadas con la generacion y distribucion de energia
gléctrica. (Davanipour y col. 1997, Johansen y col. 1999). Sin embargo en
pOCOS casos se evaluaron conjuntamente otros factores de riesgo conocidos
gue podrian afectar a los resultados, por tanto estos estudios requieren un

mayor seguimiento y control.

[1.1.4.5. Estudios experimental es

Efectos genotdxicos

Los datos experimentales sobre induccién de dafio genético son
contradictorios, por un lado estudios “in vivo” en trabajadores del ferrocarril

expuestos a CM de 50 Hz, realizados por Nordstrom y col. 1981, describieron
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un aumento de aberraciones cromosdmicas, que no fueron confirmados por
Bauchinger y col. 1981. En estudios “in vitro” con células humanas
Nordenson y col. 1984 y Khalil y col. 1991 encontraron alteraciones
cromosdmicas con CM de 50-60 Hz. Nordenson y col. 1994 usando células
amniéticas humanas expuestas a CM de 50 Hz detectaron un incremento de
aberraciones cromosomicas, no obstante cuando la intensidad aumentaba a 0,3
MT no observaron efectos. En 1995 Tofani y col. observaron un aumento de

micronucleos en linfocitos expuestos a CM de 50 Hz.

Sin embargo otros estudios no han encontrado efecto genotéxico en
linfocitos sometidos a CM-MBF mediante diferentes ensayos citogenéticos
como, test de aberraciones cromosomicas (Cohen y col. 19864d), test de
intercambio de crométidas hermanas (Cohen y col. 1986b), ambos test
(Rosenthal y col. 1989, Garcia-Sagredo y col. 1990) y ensayo de induccién de

micronucleos (Scarfi y col. 1999).

Seguin las revisiones realizadas sobre los efectos genotoxicos de los
campos magnéticos de muy baja frecuencia (Murphy y col. 1993, McCan y
col. 1993, 1998, 2000) existe una evidencia de que los CM-MBF no tienen
potencial genotoxico. Sin embargo también aparecen estudios con resultados
positivos, que deberian ser confirmados por una replicacion independiente. De

estas revisiones y de la literatura cientifica disponible se deduce la dificultad
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de establecer conclusiones serias y fiables de la comparacion entre los
diferentes trabajos, por los diferentes ensayos, metodologias, células y

organismos de experimentacion utilizados.

Efectos cancerigenos

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre distintos sistemas
biolégicos con objeto de vaorar experimentamente la supuesta
carcinogenicidad de las exposiciones a campos magnéticos de muy baja

frecuencia (50 Hz).

No existe evidencia de que los campos de 50/60 Hz puedan provocar
efectos cancerigenos a través de ateraciones en la estructura del DNA. Por
tanto, es improbable que dichos campos actien como iniciadores del proceso
de transformacion neoplasica (Tenforde 1996). Si los CM-MBF fueran
cancerigenos, actuarian mas bien como promotores, acelerando €l crecimiento
de células que hubieran sufrido dafio genético anterior. Estos efectos podrian
darse a través de alteraciones en las vias de sefidlizacion celular o en la
expresion génica. Por esa razon se han realizado estudios dirigidos a detectar
posibles efectos de campos de 50/60 Hz en la evolucion de tumores
previamente iniciados en roedores mediante cancerigenos quimicos o0

radiaciones ionizantes. De estos estudios, |os que han detectado un efecto
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cancerigeno lo han hecho en tumores de mama o de piel, ambos utilizando
animales expuestos a campos intensos de hasta 2 mT (Liburdy y Ldcher
1997). So6lo dos trabgjos procedentes de un mismo laboratorio (Mevissen y
col. 1993, Loscher y col. 1994), han mostrado una tendencia a incremento en
la tasa de desarrollo tumoral en ratas expuestas a campos débiles, en e rango
de las microteslas. En ambos estudios se observd que dicho efecto iba
acompahnado de una reduccion de la secreccion nocturna de melatonina. Un
intento de réplica independiente de estos estudios, realizado recientemente, no
tuvo éxito. Por tanto, no es posible establecer conclusiones sobre los posibles
efectos de los campos de 50/60 Hz sobre la induccién tumoral en cancer de
mama hasta que los estudios citados no sean corroborados y ampliados

mediante investigaciones independientes.

Una revision de los datos experimentales sobre cancer de mama en
roedores muestra que, con la excepciéon de los citados estudios, no existe
evidencia indicativa de que CM-MBF tengan un efecto promotor del cancer
mamario (Boorman y col 2000). McCann y col. 2000, realizaron una revision
de estudios experimentales sobre linfoma, cancer de mama, cancer hepatico,
cancer cerebral en ratas, cancer de piel y linfoma en ratonesy varios modelos
de leucemia humana; de los resultados obtenidos se deduce que los CM de
50 Hz, en € rango de 0,002-5 mT no provocan carcinogénesis en ratas o

ratones, siendo la mayoria de los ensayos sobre promocion y progresion
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tumoral negativos, sin embargo agunos estudios muestran un efecto promotor

de CM bgjo ciertas condiciones de exposicion, que deberian ser investigados.

La CIPRNI en base alarevision de laliteratura, concluye que no existe
por e momento evidencia “convincente” de efectos cancerigenos por la
exposicion a CM-MBF y que son necesarios mas estudios sobre modelos
animales para clarificar los posibles efectos de CM-MBF sobre las sefiales
celulares y la regulacion neuroendocrina, factores que pueden influir en €
desarrollo de tumores a través de la promocion de la division de células

previamente iniciadas.

Alteraciones celulares

Existen varios estudios en los que se ha detectado un aumento de la
proliferacion celular utilizando diferentes tipos celulares sometidos a CM de
50 Hz, como por gemplo, lineas celulares epidérmicas de raton (West y col.
1994), fibroblastos humanos (Kwee 'y col. 1995) y linfocitos humanos (Scarfi

y col. 1999).

Otros trabgos sugieren que los CM-MBF pueden estimular la
diferenciacion celular en varios sistemas celulares, como osteoblastos (Landry

y col. 1997), keratinocitos (Hinsenkamp y col. 1997) y fibroblastos
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(Loschinger y col. 1998). En otros estudios no se ha encontrado efectos de los
CM 50 Hz en la proliferacion celular utilizando diferentes modelos celulares
humanos, fibroblastos (Nakgima y col. 1997), células progenitoras

hematopoyéticas (Nafziger y col. 1997) y linfocitos (Pailey col. 1995).

Hipotesis de la melatonina

Lamelatonina (MEL), mediador quimico de la glandula pineal (GP), es
sintetizada y secretada por dicha glandula siguiendo un ciclo circadiano luz-
oscuridad ambiental. Los resultados de diversos estudios indican que la
melatonina y sus analogos pueden actuar como oncostaticos, alterando €l
crecimiento de células cancerosas, tanto in vivo como in vitro. Segun la
llamada “hipotesis de la melatonina’ (Stevens 1992), una reduccion en los
niveles de MEL en sangre causada por exposiciones a CM, provocaria una
disregulacion de la sintesis de esteroides y un incremento de la incidencia de
canceres hormona-dependientes (mama, prostata). Existe evidencia de que los
CM-MBF pueden bloquear la sintesis de melatonina en algunos mamiferos,

generalmente roedores.

Se ha descrito una disminucion de la concentracion de MEL en suero
de ratas (Selmaoui y Touitou 1995), hamsters (Yellon 1994) y ratones

(Loscher y col. 1994) expuestos a CM-MBF. Sin embargo, John y col. (1998)
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no han encontrado alteraciones en los niveles de 6-sulfatoxymelatonina
(principal metabolito de la MEL) en ratas expuestas a CM-MBF. Leviney col.
en 1995 tampoco observaron efectos sobre el metabolismo de la GP en ratones
expuestos a CM-MBF, ni se han encontrado efectos claros de CM-MBF sobre
la sintesis de MEL en otros animales, tales como ovejas y primates no
humanos (Rogers y col. 1997). De Bruyn y col. 2001 no detectaron cambios
en la secreccion nocturna de MEL en ratones expuestos a CM de 50 Hz. En
este campo de investigacion los resultados hasta € momento son

contradictorios.

Se han realizado estudios sobre la sintesis de melatonina en relacion
con los CM-MBF en voluntarios humanos. Se ha sometido a los sujetos a
exposiciones cortas (una noche) a CM-MBF de 50 o 60 Hz, y a varias
intensidades, del orden de microteslas; los resultados no mostraron cambios
significativos en la concentracion de MEL en suero (Graham 1996, 1997). Sin
embargo, algunos estudios recientes si han proporcionado indicios de efectos
relativos a los niveles de MEL sobre e suefio en sujetos expuestos en su
medio laboral (Burch y col. 1999), y en voluntarios sometidos a campos
intensos (Akerstedt y col. 1999, Graham y Cook 1999). Pero en estos casos se
detectaron los efectos en una baja proporcion de sujetos y desaparecian
inmediatamente una vez eliminada la exposicion. En consecuencia, como los

datos que poseemos son contradictorios y poco consistentes, no se puede
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confirmar que la exposicibn a CM-MBF adtere dignificativa e
irreversiblemente los niveles de melatonina en humanos. Segin Repacholi
(1998) se debe ampliar la investigacion sobre los posibles efectos de los
campos magnéticos de muy baa frecuencia y la sintesis de melatonina y

resolver asi |as dudas que se generan por la aparicion de datos contradictorios.

Efectos en |os trasductores de sefial

Existen numerosos estudios sobre |la actividad de enzimas como, la
ornitina decarboxilasa (ODC) implicada en la proliferacion celular y
promocion tumoral (Byus y col 1987, 1988, Litovitz y col. 1991) y la
actividad de la ATPasa Na'-K* implicada en & transporte i6nico (Blank

1995).

Se ha observado un aumento de la actividad de la ODC en respuesta a
la exposicion a CM-MBF en preparaciones celulares (Byus 1987, Litovitz y
col. 1991). Sin embargo los cambios in vitro de la ODC también se han
detectado en exposicionesa CM de 50 Hz in vivo (Mevissen y col. 1995).

La proteina kinasa C (PKC) es un receptor de membrana que influye
mucho en la actividad de la ODC y otros modelos de promocién tumoral
(Kikkaway col 1989). Se ha descrito un aumento de actividad de la PKC en

células tratadas con CM de 50 Hz y 8 uT (Barbiroli y col. 1993), en células
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Oseas de ratdn expuestas a CM de 60 Hz 'y 0,1 mT (Luben y col. 1994) y en
células de leucemia humanas (Uckun'y col. 1995).

Los intentos de replicacion (Lacy-Hulbert y col. 1995, Saffer y col.
1995) de estos estudios encontraron varias deficiencias, de modo que no se ha
podido establecer la reproducibilidad de estos experimentos ni tampoco su

relevancia paralasalud.

Efectos en € sistema nervioso

Lyskov y col. (1993ab) redizaron varios andlisis espectrales de
electrocardiogramas pertenecientes a voluntarios expuestos a 45 Hz, 1,26 mT
durante cortos periodos de tiempo y detectaron un incremento de la frecuencia
media en las bandas alfay beta del espectro. Bell y col. (1991, 1992) también
relataron alteraciones en el electrocardiograma perteneciente a voluntarios
expuestos a campos de 60 Hzy 78 uT. Se han observado también cambios en
la respuesta a tests de razonamiento complejo en voluntarios expuestos a
campos magnéticos de muy baja frecuencia, mediante electrodos colocados en
la cabeza y en los hombros; las densidades de corriente en € cerebro se
estimaron entre 10 y 40 mA/m? (Stollery 1986, 1987). Lyskov y col. (1993),
Graham y col. (1994) y Podd y col. (1995) detectaron una disminucion en el

tiempo de reaccion, aungue éste era generalmente peguefio y no siempre se
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observaba, otros autores informaron de un descenso en € tiempo de

percepcion (Cook y col. 1992, Graham y col. 1994).

Efectos en € desarrollo

Existe una evidencia experimental indicativa de que la exposicion a
CM-MBF en e rango de 1-100 uT puede egercer efectos sobre la
embriogénesis en peces, anfibios y pgjaros (Berman y col. 1990, NRC 1996,
Farrell y col. 1997). Existen algunos trabaos que muestran una mayor
sensibilidad de los embriones de ratén a los CM-MBF, sin embargo en otros
muchos experimentos, € resultado fue negativo (NRC 1996, Juutilainen y
Lang 1998, Ryany col 1996, Sienkiewicz y col. 1994, Svedenstal y Johansson
1995). El National Research Council 1996, concluyé basandose en estudios
con ratones expuestos a CM-MBF durante el embarazo o durante largos
periodos de tiempo que, parece improbable que los campos magnéticos de
muy baja frecuencia tengan efectos adversos en € desarrollo embriogénico o

postnatal de mamiferos.
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Efectos en € sistemainmune y hormonas

No se han observado cambios en la quimica de la sangre, contgje de
células sanguineas, gases sanguineos, temperatura corporal o circulacion de
hormonas (Sander y col. 1982, Maresh y col. 1988, Graham y col. 1994). Dos
trabgos realizados por Selmaoui y col. (1996, 1997) indican que una
exposicion aguda durante una noche a CM-MBF y 10 uT no produjo efectos

en los parametros hormonales ni inmunol 6gicos de voluntarios sanos.

Otros efectos: Hipersensibilidad Electromagnética

Algunos individuos afirman ser extremadamente sensibles alos campos
electromagnéticos, refiriendo una variedad de sintomas que asocian a la
exposicion a estos campos. Los sintomas se localizan principamente en el
sistema nervioso, piel, sistema muscular y ojos. En el sistema nervioso se
acusa fatiga, estrés, insomnio y otros trastornos nerviosos y psiquicos. Entre
los sintomas dermatolégicos se relata prurito, sensacién de quemazédn y
agunos individuos relatan erizamiento del pelo en las extremidades. En el
sistema muscular se ha detectado dolor y molestias musculares y en |os 0j0s,
sensacion de quemazédn ocular, blefaritis y conjuntivitis. Han aparecido

también otros sintomas de menor entidad como problemas de oido, nariz,
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garganta y trastornos gastrointestinales. Todos estos sintomas corresponden a

lallamada hipersensibilidad electromagnética (Ribasy col. 2001c).

Staudenmayer y col. 1999, en un reciente libro de revision sobre
enfermedades ambientales sefidla, diversos aspectos y facetas sobre la
sensibilidad electromagnética. Los recientes informes de la Comision
Europea, de Bergvisty Vogel, 1997, y de la Organizacion Mundial de la Salud
de Repacholi, 2000, sefialan que ciertos individuos sufren una variedad de
problemas de salud, que tienen su origen en fuentes de campos
electromagnéticos. Estas fuentes incluyen lineas de adta tension,
electrodomésticos, pantallas luminosas, teléfonos moviles y sus respectivas
estaciones base. El informe de la Comisién Europea estima que la prevalencia
de la hipersensibilidad electromagnética, considerada enfermedad
medioambiental, es de varios individuos por millén de habitantes, sin embargo
algunas opiniones cientificas la consideran més elevada, y un 10% de los

casos afectados son calificados de graves.

Se ha establecido una serie de conclusiones sobre la hipersensibilidad
electromagnética. estd caracterizada por una variedad de sintomas no
especificos, no tiene un criterio diagnostico claro, los sintomas referidos por

los individuos que lo padecen son reales y hasta ahora no existe una base
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cientifica que relacione los sintomas de la hipersensibilidad electromagnética

con la exposicion alos campos el ectromagneéti cos (Repacholi 2000).

[1. 1. 5. Campos el ectromagnéticos de radiofrecuencia

Los campos de radiofrecuencia (RF) se definen como campos

el ectromagnéti cos con frecuencias comprendidas entre 100 KHz y 300 GHz.

[1.1.5.1. Mecanismo de interaccion con la materia

La exposicion a campos de radiofrecuencia puede causar calentamiento
0 inducir corrientes eléctricas en los tegidos biologicos y afectar al

metabolismo.

> A frecuencias bgjas el efecto dominante de la exposicion es la
induccion de corrientes eléctricas en €l organismo. La interaccion de campos
eléctricos variables en el tiempo con los tgidos biolégicos que también
poseen una diferencia de carga eléctrica en € interior y el exterior de la
membrana celular tiene como consecuencia el aumento de flujo de cargas
eléctricas, la formacion de dipolos y la reorientacion de los dipolos el éctricos

presentes en la membrana. Las magnitudes relativas de estos efectos dependen
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de las propiedades de la estructura sobre la que incide e campo,

conductividad, permitividad, etc (CIPRNI 1998).

Los campos de radiofrecuencia inducen momentos en las moléculas
gue tienen como consecuencia desplazamiento de iones desde posiciones
estables, vibraciones entre las capas sobre todo entre electrones e iones y

rotacion y reorientacion de moléculas dipolares como el agua.

L as numerosas reacciones quimicas inherentes a los procesos vitales se
asocian a corrientes normales de unos 10 mA/m?. Las densidades de corriente
inducida que excedan de 100 mA/m? como minimo, pueden perturbar €
funcionamiento normal del organismo y causar contracciones musculares

involuntarias.

> A frecuencias elevadas € principal efecto de estos campos es €
calentamiento. Los campos de RF de mas intensidad penetran en los tejidos
expuestos y producen calentamiento debido a la absorcién de energia. Los
efectos nocivos que provocan son debidos a calentamiento inducido, cuyo
resultado consiste en el aumento de latemperaturatisular o corporal superior a
1°C. El calentamiento inducido puede provocar alteraciones en lafisiologiay
bioquimica de los tejidos afectados en los individuos expuestos, tales como

hipertermia leve o0 severa, ateraciones en € desarrollo embrionario, abortos,
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cataratas y quemaduras superficiales o profundas (CIPRNI 1996, IEEE 1992,
WHO 1993, CIPRNI 1998).

Si @ incremento de la temperatura corporal inducido por la exposicion
a laradiacién es menor de 1°C, la sangre circulante es capaz, en general, de
disipar e exceso moderado de calor (Muller y col. 1995). Sin embargo, en
determinadas estructuras poco vascularizadas, como por gemplo & interior
del ojo, € citado incremento de temperatura no es controlado por la

regulacién homeostéticay puede dar lugar a dafiosirreversibles.

1. 1.5.2. Fuentes

Los niveles naturales de radiofrecuencia en el ambiente son bgos, sin
embargo hay una gran variedad de fuentes antropogénicas que pueden
aumentar considerablemente la exposicion humana. La exposicion ambiental a
radiofrecuencias ha sido dominada por los transmisores de radio y television,
pero Ultimamente se esta produciendo un incremento de nuevas fuentes de
radiofrecuencia debido a telefonia movil y sus estaciones base. Las fuentes
artificiales pueden dividirse segun se localicen en la comunidad, € hogar o €l

lugar de trabajo (Ribasy col. 2000a).
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»En la comunidad: la mayor parte de los campos de radiofrecuencia
proceden de receptores de radio (AM/FM) (Figura l) y television y antenas de

estaciones base para telefonia movil (Figura 2).

R
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Figura 2. Estacion base de telefonia movil.
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Mediante € teléfono movil se transmiten datos a la estacion base que
es una unidad estacionaria instalada en una posicion optima dentro del area
de cobertura. Incluye antenas emisoras y receptoras y |os sistemas necesarios
para actuar de enlace entre sus teléfonos moviles y la red puablica de
teléfonos. En estaciones base propias de éreas rurales o poco pobladas, las
antenas estdn montadas en mastiles o torres. En areas urbanas, las antenas se
ubican en las azoteas o partes atas de los edificios.

Otras fuentes de radiofrecuencia son las antenas de comunicaciones

viasatélite (Figura 3) y los radares.

Figura 3. Antena de comunicacion via satélite.
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»En € hogar: entre las fuentes domésticas de radiofrecuencia figuran
los hornos de microondas, |os teléfonos moviles y los dispositivos de alarma
antirrobo. Los hornos de microondas, que en principio podrian originar
niveles de radiofrecuencias muy elevados, estén sujetos a normas de calidad

del producto que limitan las fugas.

>En el lugar de trabgjo: existen varios procesos industriales que
utilizan campos de radiofrecuencias, por gjemplo los calentadores dieléctricos
empleados para laminacion de maderas y sellado de plasticos, |os calentadores
por corrientes de induccion y los hornos de microondas para uso industrial; €l
equipo de diatermia quirdrgica para tratar €l dolor y la inflamacion de tejidos
organicos y la electrocirugia para cortar y soldar tejidos. Los campos de
radiofrecuencias en las proximidades del equipo utilizado en & lugar de
trabajo pueden ser superiores a varias decenas de W/m?. Todos esos niveles de
exposicion estan reglamentados a nivel naciona e internacional (Ribasy col.

2000b).

Los valores de campo magnético y eléctrico para algunas fuentes de

radiofrecuencia vienen expresados en la Tabla 1.

55



Il. DESARROLLO TEORICO

RADIOFRECUENCIA

Campos magnéticos (A/m) Campos electricos (V/m)

Calentadores de induccion:
2- 100
Operadores de soldadores

e Hornos de induccion: 10-1000

e Operadores de soldadores

PVC: 0,1-1 PVC: 20-800

e Transmisores de television: e Transmisores de television:
0,1-1 30-300

e Antenas de radiofrecuencia e Antenas de radiofrecuencia

de baja potencia: 0,1-1 moviles: 200-1500
e Torresde television: <0,01 Torresdetelevision: 1

Tabla 1. Fuentes de radiofrecuencia

[1. 1.5.3. Limites de exposicion

Los niveles limite de exposicion han sido establecidos por comisiones
de expertos basandose en la evidencia experimental disponible. Estos limites
son empleados en la elaboracion de normativas de seguridad de aplicacion a
nivel nacional o internacional.

En lo referente a emisiones de radiofrecuencia, los limites de
exposicion mas difundidos son los del Institute of Electrical and Electronics
Engineers and American National Standards Institute (IEEE/ANSI) y sobre
todo los de la Comisién Internacional de proteccion contra las radiaciones no

ionizantes (CIPRNI).
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Los limites pueden venir expresados en dos tipos de unidades; cuando
interesa describir la potencia de la radiacion en e aire, sin atender a su
interaccion con un cuerpo expuesto a la sefid, se emplea la densidad de
potencia (S), que se define como potencia por unidad de superficie
perpendicular a la direccién de propagacion de la onda electromagnética, y
que viene dada en watios por metro cuadrado (W/m?) o en mwW/cm?. Si por €l
contrario, € interés de la medida radica en valorar la forma en que la energia
de una radiacion es absorbida por un cuerpo dado, se calcula la tasa de
absorcion especifica (Specific Absortion Rate: SAR). La SAR es la derivada
en e tiempo de incremento de energia (dW) absorbida por una masa
diferencial (dm) contenida en un volumen diferencia (dV) y gue tiene una
determinada densidad. Se expresa en W/Kg de masa. El valor de la SAR es,
por tanto, dependiente, entre otros parametros, del valor de la densidad de
corriente inducida por la radiacién en e tejido (A/m?), de la densidad del

tejido (Kg/m?) y de la conductividad del tejido (en S/m).

La CIPRNI ha establecidos unos niveles de referencia y restricciones

basicas para exposiciones a radiofrecuencia que vienen representadas en las

tablas2y 3.
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Densidad de potencia W/m?

Frecuencia (MHZ2) Publico Ocupacional

400-2.000 f/ 200 (NR) /40 (NR)
2.000-300.000 10 (NR) 50 (NR)
10.000-300.000 10 (rRB) 50 (RB)

Tabla 2. Niveles de referencia (NR) y restricciones basicas (RB) para exposiciones a

radiofrecuencia.

L as restricciones basicas son restricciones en los niveles de exposicion
basados en efectos sobre la salud. Para asegurar una proteccion contra tales
efectos, los valores correspondientes no deben ser rebasados.

Los valores de niveles de referencia de exposicion (NR) se basan en las
restricciones bésicas y se han obtenido a partir de modelos matematicos y de
extrapolaciones de resultados experimentales. Los NR se proporcionan para
ser comparados con valores medidos en e ambiente. Aquellas condiciones
gue no sobrepasen los niveles de referencia cumplirdn con seguridad las
restricciones béasicas. Mediciones que den valores superiores de alos NR no
implican necesariamente que las RB hayan sido sobrepasadas, pero si

aconsgian andlisis mas detallados para garantizar € cumplimiento de las
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restricciones. Las densidades de potencia han de ser promediadas sobre
cualquier drea de 20 cm? de superficie expuesta y para periodos de 68/f*%

minutos (f eslafrecuenciaen GHz).

SAR W/Kg (Entre 0,1y 10.000 MH2)

L ocalizacion Publico Ocupacional

Cuerpo completo 0,08 (rB) 0,4 (rRB)
Cabezay tronco 2 (RB) 10 (rRB)
Miembros 4 (RB) 20 (RB)

Tabla 3. Limites de exposicion SAR.

Todos los valores SAR han de ser promediados sobre cualquier periodo
de 6 minutos y se refieren a SAR absorbidos por 10 g de tgido contiguo. En
general, los limites admisibles de los campos de radiofrecuencias fijados por
la CIPRNI se sitian muy por encima de los niveles observados en el entorno.

Para la frecuencia propia de las antenas de estaciones base, la
normativa CIPRNI establece un limite de exposicién para € publico de

aproximadamente 10 W/m?, o que corresponde a un SAR de 0,08 W/Kg de
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masa corporal. Para elaborar estos estdndares los expertos evaluaron
resultados de diferentes estudios experimentales realizados en animales, y a
partir de ellos se determind el valor de la tasa de absorcidn especifica (SAR)
gue provoca un incremento de 1°C en la temperatura de un tejido corporal.
Este valor fue dividido por 10 para establecer los limites de seguridad
ocupacional. Este ultimo valor fue reducido de nuevo, esta vez en un factor de
5 para establecer € nivel de seguridad para exposiciones recibidas por €l

publico en general.

I1. 1.5.4. Estudios epidemiol 6gicos

Son cléasicos los estudios realizados por Robinette y col. en 1980 en
trabajadores de radar donde después de una exposicién de hasta 20 afios no se
incrementa el riesgo de cancer asociado con la RF, o de los empleados de la
embgjada de EEUU en Moscu que fueron expuestos a bgjos niveles de RF
durante afios, ninguno de los dos estudios encontro unarelacion adversaen lo

gue respecta a los parametros estandar de salud.

Sin embargo los resultados obtenidos en posteriores investigaciones y
la interpretacion critica de estos primeros realizada por Goldsmith (1995)
cambiO un poco la perspectiva, se encontraron incrementos significativos de

cancer entre el persona militar expuesto a RF con atos porcentgjes de

60



Il. DESARROLLO TEORICO

leucemia y linfomas pero los célculos de exposicion a RF no estaban

perfectamente definidos (Szmigielski 1996).

Los diferentes grupos que han realizado revisones de estudios
epidemiol 6gicos sobre las posibles relaciones entre cancer y radiofrecuencia
concluyen gue no existe una evidencia consistente de riesgo cancerigeno
(IEEE 1992, NRPB 1992, WHO/UNEP/IRPA 1993, CIPRNI 1996, EC 1996).
En general, estos estudios epidemiol gicos sufren de inadecuados célculos de

exposicion (CIPRNI 1996, EC 1996).

Publicaciones recientes de Elwood y col. (1999), Moulder y col. (1999)
y NRPB (2000) presentan unarevision critica de los estudios experimentales y
epidemiol 6gicos més relevantes de los Ultimos afios, en relacion alaleucemia,
linfoma, cancer de cerebro y cancer de mama. Los autores concluyen que los
estudios epidemioldgicos sobre RF no sugieren una asociacion causal entre
cancer y exposicion a las RF, pero estos estudios son escasos y presentan
deficiencias en la cuantificacion de la exposicion. Hacen falta nuevos estudios
gue midan los posibles efectos de la exposicion cronica a RF con una
metodologia més controlada, hasta ahora los resultados obtenidos no son

concluyentes.
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También se han llevado a cabo estudios sobre voluntarios que eran
expuestos a radiaciones de RF en ambientes controlados. Los resultados han
mostrado respuestas relativamente inconsistentes y dificiles de interpretar
desde € punto de vista de posibles efectos sobre la salud. Se han observado
cambios inespecificos en e eectroencefalograma o0 mayor velocidad de
respuesta en tests, que constituyen indicios de potenciales respuestas
bioldgicas ante una excitacion eléctrica, mas que efectos nocivos capaces de

provocar dafos permanentes en la salud.

Respecto al teléfono movil se ha sugerido que su uso prolongado y
frecuente podria provocar dolores de cabeza (Frey 1998). Asi un estudio
epidemiolégico realizado por Mild y col. (1998) entre usuarios de teléfonos
moviles, indicaba que éstos mostraban una tendencia a declararse aquejados
de dolor de cabeza con més frecuencia que los usuarios de teléfonos
convencionales. El estudio no es concluyente debido a limitaciones
metodoldgicas y a potenciales diferencias socioculturales entre las dos

muestras comparadas.

Leeuwen y col. (1999) han descrito que en las peores condiciones de
uso y con € modelo de teléfono de mayor potencia de emisiéon podran darse,
en zonas intracraneal es inmediatas a la antena del teléfono, microincrementos

de temperatura inferiores o iguales a 0,1°C. Se cacula que estos
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microincrementos de temperatura serian disipados inmediatamente por la
sangre circulante debido a que € tejido nervioso del cerebro, por su necesidad

de equilibrio térmico, estd muy vascularizado.

En los afios 1999 y 2000 se han presentado dos estudios similares sobre
usuarios de teléfonos méviles. Hardell y col (1999) compararon frecuencias
de canceres cerebrales entre usuarios de teléfonos moéviles y no usuarios
(controles) no encontrando diferencias significativas. El estudio realizado por
Muscat (2000), no detectd incremento de canceres cerebrales, en general,
aunque se encontré un riesgo incrementado de tumores en € lado del cerebro
en el que se aplicaba el teléfono movil. Sin embargo, €l mismo incremento se
detectd en usuarios de teléfonos méviles. No se encontré efecto de dosis en la
respuesta (el riesgo no era mayor para aquellos sujetos que usaron mas el
teléfono movil). Los datos que se desprenden de ambos estudios no son
concluyentes ya que la cuantificacion de los niveles de exposicion de los
sujetos incluidos en estos trabgjos fue muy poco precisa. Ademas, las
muestras eran pequefias y los incrementos relativos de riesgo, no

estadisticamente significativos.

En una investigacion reciente los autores concluyen que el uso de los

teléfonos moéviles no esta asociado con un riesgo de cancer de cerebro, sin
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embargo son necesarios nuevos estudios durante varios anos, para evaluar el

riesgo en personas que los utilizan con mucha frecuencia (Inskip y col. 2001).

[1.1.5.5. Estudios experimentales

L os estudios sobre efectos bioldgicos de campos el ectromagnéticos de

radiofrecuencia, han proporcionado resultados contradictorios.

Efectos genotdxicos

La mayoria de las evidencias experimentales desarrolladas en
laboratorio indican que los campos de RF no tienen efectos genotdxicos
(IEEE 1992, NRPB 1992, Cridland 1993, WHO/UNEP/IRPA 1993, EC

1996).

Se han realizado un gran nimero de estudios “in vitro” para detectar los
efectos de la exposicion a RF en e DNA y en la estructura de los
cromosomas. La mayoria de estos estudios han encontrado resultados
negativos y solo han sido positivos cuando por efecto de la RF se ha

incrementado la temperatura del medio de cultivo (WHO/UNEP/IRPA 1993).
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En la mayoria de los casos no se observa ninguin efecto producido por
la exposicion a RF ni aberraciones cromosomicas en células humanas. Sin
embargo Maesy col. en 1996 expuso linfocitos de sangre periférica humana a
RF (245 GHz) con una temperatura constante y encontré un marcado
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosdmicas y micronucleos,
pero no se vieron afectadas la proliferacion celular y e intercambio de
crométidas hermanas. Lal y Singh (1995, 1996) encontraron dafio genético en
células nerviosas de ratas expuestas a 2,45 GHz y 0,6-12 W/Kg. Malyapa y
col. en 1997, intentaron replicar las condiciones de Lai y Singh, sin embargo,
no detectaron efectos en el DNA de células nerviosas. Cain y col. 1997 no
observaron efectos genotoxicos en fibroblastos sometidos a 2,45 GHz 1-12,5
WI/Kg. Recientemente se han realizado dos revisiones utilizando estudios in
vitro e in vivo sobre los efectos de la radiofrecuencia, ambas revisiones
concluyen que las RF no provocan dafio en e DNA o0 estructuras
cromosomicas, excepto para RF capaces de elevar la temperatura del sistema
biologico (Verschaeve y Maes 1998, Brusick y col. 1998). Otros estudios
posteriores no detectaron induccién de micronicleos ni  aberraciones
cromosomicas en linfocitos humanos expuestos a 835.62 MHz y una SAR de

5WI/Kg (Vijayalaxmi y col. 2001).

65



Il. DESARROLLO TEORICO

Efectos cancerigenos

En lo que se refiere a posibles efectos cancerigenos en animales
(roedores, generalmente) no se han obtenido datos consistentes de incremento
en la incidencia de distintos tipos de canceres. Una excepcion la constituyen
los resultados publicados por Repacholi y col. en 1997. Este equipo empled
ratones genéticamente proclives a desarrollo de linfomas y luego los
sometieron a campos de radiofrecuencia. Al final del estudio se encontrd un
incremento modesto, pero estadisticamente significativo, en la frecuencia de
linfomas. No se detectaron cambios en la frecuencia de otros tipos de
canceres. Este trabgjo todavia no ha sido replicado independientemente, por lo
gue no es posible valorar en términos de salud humana la relevancia de los

datos descritos.

Otro indicio de potencial nocividad fue el descrito por Cleary y col. en
1992. Estos autores hallaron un exceso de tumores en ratas inyectadas
intracranealmente con un cancerigeno quimico y expuestas porteriormente a
radiofrecuencia en condiciones de SAR entre 5 y 25 W/Kg. Sin embargo un
estudio reciente, Roti y Roti en 1999, empleando una metodologia similar ala
de Cleary, no ha encontrado efectos sobre €l crecimiento y desarrollo de los

tumores provocados.
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Liddle y col. (1994), no observaron un incremento de incidencia de
cancer en ratones expuestos a 2,45 GHz 2-6,8 W/Kg. Salford y col.(1993)
tampoco detectaron incidencia en la progresion de tumores cerebrales en ratas
inyectadas con células de tumor cerebral y sometidas a 915 MHz. Otros
autores no encontraron incremento de incidencia de tumores mamarios en
ratones proclives a desarrollar cancer de mama sometidos a RF: 435 MHz,
1 mW/m? (Toler y col. 1997) y 2,45 GHz, 0,3 W/Kg (Frei y col. 1998).
Imaida y col. (1998) tampoco halaron un aumento de incidencia de tumores
hepéticos en ratas tratadas con un cancerigeno hepético y sometidas a 929
MHz 0,6-0,9 W/Kg en comparacion con controles expuestos solo al

cancerigeno guimico.

En generdl, los datos disponibles actualmente indican que, por debgo
de los niveles a que se dan efectos térmicos, las RF no generan respuestas
mutagéenicas y no influyen en la iniciacion de canceres. Los estudios que
sugieren una posible accion cancerigena o de influencia en procesos de
promocién o progresion tumora estéan poco controlados y son demasiado
escasos para constituir un bloque de evidencia firme, aunque si son suficientes
para aconsgjar la realizacion de nuevos estudios, de acuerdo con las

recomendaciones de la OMS.
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Alteraciones celulares

Varios estudios se han dirigido a determinar s la exposicion a RF
afecta a las respuestas proliferativas de los linfocitos. Estas células son
activadas “in vitro” mediante ligandos mitégenos de los receptores celulares y

constituyen un modo habitual de producir unatransformacion celular.

Muchas de las investigaciones desarrolladas con RF en la
transformacion de linfocitos han sido negativas, sin embargo Czerskay col. en
1992 observaron un incremento de la activacion de linfocitos humanos
expuestos a campos de 2,45 GHz. Cleary y col. (1990, 1996) detectaron
alteraciones en la transcripcion mediante la incorporacién de un precursor del
RNA *H uridina después de la exposicién de células de glioma a campos de
RF. Obtuvieron efectos similares en la proliferacion celular utilizando
precursores del DNA *H timidina en gliomas y linfocitos humanos. La
transcripcion y la proliferacion celular fueron estudiadas a intensidades SAR
fuera del rango comprendido entre 5y 25 W/Kg, sin encontrarse cambios por
encima o debajo de estos valores. No esta claro qué efectos suceden con otros

valores SAR alos que lamayoria de |a poblacién esta habitual mente expuesta.
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Efectos en la membrana celular

Los campos de radiofrecuencia afectan a una variedad de propiedades
de los canales i6nicos como son, la disminucién de la formacion de canales 'y
de la frecuencia de su apertura. Asi parece que, bgas intensidades de RF
afectan a los canales de membrana (WHO/UNEP/IRPA 1993, Krewski y col.
2001). El efecto de las RF sobre @ transporte de cationes como € Na™ o el K*
através de lamembranaindica que los cambios pueden suceder sin producirse
alteraciones de la temperatura (Cleary 1995). Este efecto se produce en un

rango de SAR de 0,2-200 W/Kg y afrecuencias de 27 MHz a 10 GHz.

Otros efectos sobre € flujo iénico, como son alteraciones en la bomba
de sodio potasio y la ATPasa en los glébulos rojos ha sido atribuida a la
interaccion de los campos de RF con moléculas en la membrana que contienen
estos iones, posiblemente esta interaccion estd mediada por las transiciones de

fase de lamembrana (Liu 1990).

Los radicales libres también se han propuesto como participantes en las
transiciones de fase producidas por las RF en los lipidos de membrana
expuestos a campos de RF de 2,45 GHz a 0,2 W/Kg (Phelan 1992).

Estudios in vitro con células cerebrales humanas han encontrado

pérdida de Ca'™ en las terminaciones nerviosas sometidas a RF moduladas
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entre 147 y 450 MHz (Addey 1993). Efectos similares se observaron en
sinaptosomas (Addey 1981) y en células de neuroblastoma humano expuestas
aradiofrecuencia (Duttay col. 1984). Sin embargo otros grupos de trabajo han

fracasado ala hora de repetir estos resultados.

Efectos en |os transductores de sefial

La actividad de la ornitina decarboxilasa (ODC) es modulada por la
membrana mediante sefiales y su activacion esta asociada con la aparicion de
agentes promotores de tumores durante la carcinogénesis. Byusy col. en 1988
observaron un aumento de la actividad de la ODC en células de melanoma
humano y en hepatoma de células de rata expuestas a 450 MHz, pero no
cuando se exponian a frecuencias mas altas o més bajas. Los investigadores
interpretan estos resultados como un indicativo de que son determinadas
sefidles las que modulan la activaciéon de la ODC. Penafiel y col. (1997)
detectaron un incremento de ODC en fibroblastos de rata sometidos a RF con
una SAR de 3 W/Kg. En ambos estudios los niveles de ODC inducidos fueron
mucho menores que los asociados con la accion de los agentes promotores
tumorales. Sin embargo no se ha comprobado e incremento en la

proliferacion celular o alteraciones en la sintesis de DNA.
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Efectos en € sistemainmune

Se han identificado pocos efectos bioldgicos significativos en estudios
“invitro”, sin embargo si se han hallado alteraciones en el comportamiento de
los linfocitos (Lyle 1983) y en la actividad de la linfocito-kinasa (Byus 1984)
después de la exposicion a campos de RF. Debido a que e sistema inmune es
complg oy presenta una gran variedad de modelos biol6gicos y de sistemas de

exposicion, los resultados son aln bastante inconsistentes.

Efectos en € sistema nervioso

Se han descrito algunos efectos en animales, tales como alteraciones
electrofisiologicas y cambios en la transmision sindptica en tejido nervioso
expuesto a radiofrecuencia. La exposicion a muy baos niveles de
radiofrecuencia provoco alteraciones en la actividad eléctrica de gatos y
congjos (IEEE 1992, UNEP/WHO/IRPA 1993). Chizhencova y Safroshkina
(1996) detectaron cambios en |os patrones de el ectroencefal ograma de conejos
expuestos a RF (800 MHz). Pu en 1997 también desarroll6 un disefio
experimental en ratones expuestos a RF (3 GHz) encontrando alteraciones en
el electroencefalograma, hallazgos parecidos presentaron Vorobyov y col.
(1997). Estudios realizados por Lai y col. (1989, 1994), demostraron que la

exposicion a bgjos niveles de RF puede afectar a la neuroquimica del cerebro
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de manera que coincide con las repuestas bioquimicas a estrés; observaron
gue la exposicion de ratas a RF, 2,45 GHz y SAR 0,6 W/Kg alteraba la
actividad colinérgica del cerebro, afectando a aprendizaje y ala memoria. En
un estudio reciente, Tattersall y col. 2001 sugieren que los CEM de RF

pueden modular la actividad eléctrica del hipocampo deratain vitro.

Aunque estos resultados en animales alin no han tenido su correlacion
en estudios con humanos, seria especialmente interesante establecer la
relacion de la exposicion a RF con agunas patologias relacionadas con la

actividad eléctrica cerebral como la epilepsia.

La barrera hematoencefélica

Los primeros estudios realizados indican que s la exposicion a RF
causa suficiente calor se incrementa la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica a ciertas sustancias habitual mente excluidas del parénquima
cerebra (WHO/UNEP/IRPA 1993, EC 1996). En varios trabgjos se ha
observado un aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica en
ratas expuestas a RF (915 MHz-2,45 GHz) y una SAR de 0,016 W/Kg
(Neubauer y col. 1990, Salford y col. 1994). Sin embargo en otros estudios no
se ha establecido cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica

utilizando bajos niveles de exposicion (Krewski y col. 2001).
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Estudios sobre la melatonina

En humanos hasta ahora no se ha encontrado una inhibicion de la
produccion de melatonina debida a la exposicion a RF (Graham y col. 1996).
Un reciente estudio para evaluar los efectos en los ritmos circadianos del uso
de los teléfonos moviles (De Seze 1999) tampoco ha encontrado una
alteracion en los parametros normales de melatonina, con la exposicion a la

RF producida por estos sistemas.

Otros efectos: Hipersensibilidad Electromagnética

Se han relatado varios sintomas no especificos que se relacionan con la
Hipersensibilidad Electromagnética (Ribas y col. 2001c), ya descrita
anteriormente en un apartado de esta memoria (11.1.4.5. Estudios
experimentales de los campos magnéticos de muy baja frecuencia, en €
subapartado: otros efectos).

Se han desarrollado investigaciones sobre la aparicion de trastornos
posteriores a la exposicion a RF, como dolores de cabeza, (Hocking 1996),
malestar general, pérdidas de memoria, nauseas y otras funciones del sistema
nervioso central (Von Klitzing 1995, Alpeter 1995, Mann y Rdschke 1996).
Asi como trastornos del suefio y dificultad para concentrarse (Bergqvist y

Wahlberg 1994).
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. 2. LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

[1.2.1. Introduccion. Caracteristicas

A findles del siglo XIX el bacteridlogo aleman Paul Elrich observo que
administrando intravenosamente algunos colorantes éstos difundian tifiendo
todos los Organos excepto el cerebro, lo que interpreté como una fata de

apetencia del tgjido cerebral por los colorantes.

En 1913 un discipulo suyo, Edwin. G. Goldman, inyecto azul tripan en
los ventriculos cerebrales de congjos y perros observando que si se tefiia e
cerebro, luego existia una barrera que impedia el paso del colorante desde la

sangre a sistema nervioso central; se trataba de la barrera hematoencefalica.

La barrera hematoencefédlica (BHE) es un complejo neurovascular que
actia como un filtro permitiendo € paso selectivo de compuestos desde la
sangre a cerebro. Esta barrera debe considerarse como un elemento funcional
de proteccién de las células nerviosas. Su ateracion presente en diversas
patologias cerebrales, conlleva graves dafios para la funcion neuronal (Jolliet

y col. 1999).
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Mediante esta barrera una amplia gama de compuestos son excluidos
del sistema nervioso central (SNC) y no penetran en é. Existen dos razones

fundamental es para esta exclusion:

1) Las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de los capilares cerebrales.

2) Las caracteristicas fisicoguimicas de la sustancia que ha de transferirse.

1) La base estructural de la BHE estd congtituida por la morfologia
caracteristicadel capilar cerebral.
En la figura 1 se representa la estructura morfolégica de la barrera

hematoencefalica.
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Figura 1. Base morfolégica de la BHE.

A) Esguema tridimensional de un capilar cerebral. E: endotelio; P: pericito; mb:
membrana basal; pm: pliegue marginal de la célula endotelial.
B) Disposicion de los astrocitos perivasculares. A: astrocitos, E: endotelio; mb:

membrana basal; pv: pies perivasculares.
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Lapared del capilar estd formada por:

a)

b)

d)

un revestimiento endotelial continuo formado por células endoteliales
intimamente adosadas sin dejar espacios intercelulares. Estas células
presentan numerosas mitocondrias, 10 que indica la existencia de procesos
activos de transporte. Las vesiculas de pinocitosis en estas células solo se
observan en condiciones patologicas (shock endotoxico, hipoxia) a
diferencia de lo que ocurre en otras zonas del organismo donde las
vesiculas son muy abundantes.

el endotelio presenta uniones estrechas, las llamadas “Gap y tight
junctions’ gue pueden corresponder desde el punto de vista fisiolégico a
poros de 15-20 nm (Gap) y 1,5 nm (tight).

la membrana basal que forma un revestimiento continuo alrededor de la
superficie basal del endotelio.

una capa discontinua de pericitos, cdulas en forma de arafia cuyas
prolongaciones citoplasméticas siguen un curso circunferencial.
terminaciones aplanadas de las prolongaciones citoplasméticas de la glia
perivascular, que se yuxtaponen como las piezas de un mosaico para
formar la envoltura glial perivascular, que cubre e 85% de la superficie

capilar (Sedlakovay col. 1999, Rubiny col. 1999).
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En e distema nervioso central existen ciertas zonas (Organos
circunventriculares) que carecen de barrera hematoencefdlica porque sus
capilares no presentan esta peculiar estructura de la pared. Constituyen, por
tanto, zonas donde las sustancias difunden con facilidad a los espacios
tisulares y cumplen funciones quimiorreceptoras y de recepcion hormonal.

Los drganos circunventriculares son: eminencia media del hipotdamo,
glandula pineal, 6rgano vasculoso de la lamina terminal, area postrema,

organo subcomisural, érgano subfornical y neurohipofisis.

Existen diversos estados patoldgicos que pueden alterar la estructura
capilar y aumentar su permeabilidad, por gemplo laisguemiay la anoxia, las
lesiones destructivas y proliferativas (traumatismos, neoplasias, sustancias
citoliticas, soluciones hiperosmaticas), las infecciones y enfermedades
autoinmunes y la pérdida de autoregulacion, como puede ocurrir en la
encelopatia hipertensiva, la hipertension endocraneal, 1os estados compulsivos

y lahipercapnia (Boucher y col. 1998, Suarez 2001).

2) La naturaleza del compuesto que atraviesa la BHE es también importante
para su transferencia. Entre las caracteristicas fisicoquimicas requeridas para
el pasgje de compuestos a través de la BHE deben mencionarse € bajo peso

molecular y laliposubilidad.
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En general la BHE es muy permeable al agua, dioxido de carbono,
oxigeno y a la mayoria de las sustancias liposolubles, como el alcohol y la
mayoria de los anestésicos; ligeramente permeable a los e ectrolitos, como €l
sodio, €l cloro y € potasio, y casi totalmente impermeable a las proteinas
plasméticas y a la mayoria de moléculas organicas de gran tamafio. Por tanto
esta barrera con frecuencia hace imposible lograr concentraciones eficaces de
farmacos, como anticuerpos proteicos y farmacos no liposolubles en €

parénquima encefdlico (Prokai 1998, Saundersy col. 1999a).

[1. 2. 2. Mecanismo de transporte

Difusion pasiva

No existen préacticamente ni filtracion ni pinocitosis. Por tanto, las
sustancias estan obligados a difundir a través de la membrana luminal,
citoplasma y membrana abluminal de las células endoteliales, membrana

basal, pericitosy células gliales.

La BHE se comporta segun las leyes fisicas de difusiéon, su
permeabilidad depende de gradiente osmatico, presion hidrostética, cargas
eléctricas, constante de disociacion, tamafio de la molécula, solubilidad en

lipidos e indice de captacion cerebral.
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Las sustancias liposolubles pasan con mayor facilidad la BHE
dependiendo de su coeficiente de particion en heptano, asi; sustancias de ato
coeficiente como O,, CO,, xenon, tiopental, aminopirina, etanol, propanol,
butanol, nicotina'y heroina pasan facilmente la BHE, dependiendo solamente
del flujo cerebral vascular, alcanzando un equilibro con la sangre en menos de

5 minutos (Johnson y col. 1999).

Las sustancias hidrosolubles tanto ionizables como no ionizables, no
dependen del flujo vascular cerebral, sino que dependen fundamentalmente
del tamafio de la molécula, ya que su difusion se redliza a través de los poros
“Gap y tight junctions’. El agua penetra tan rgpidamente como los
componentes liposolubles, por ello las hiper e hiponatremias producen
respectivamente hiposmolaridad e hiperosmolaridad relativas en el SNC o lo
gue es lo mismo deshidratacion y edema cerebral respectivamente. Las
sustancias ionizadas cuyo tamafio excede a del “poro” como es el caso de las
sulfamidas traspasan la BHE en virtud de la liposolubilidad de su fraccién no

ionizada (Rochat y col. 1999, Terasaki y col. 2000).
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Transporte activo

Este transporte depende del aporte energético. Se puede blogquear

mediante ouabai na.

La membrana plasmatica de las células endoteliales posee una desigual
distribucion de sus bombas idnicas, de modo que las bombas de Na-K o
ATPasas Na-K son mucho més abundantes en la superficie abluminal que en
la luminal. Estas ATPasas Na-K utilizan una molécula de ATP para liberar
tres iones sodio a fluido extracelular cerebral a cambio de dos iones potasio.
Estas bombas i6nicas eliminan iones sodio que entran en la célula endotelial a
través de canales selectivos ionicos en la superficie luminal (Keep y col.

1999) (Figura 2).

81



Il. DESARROLLO TEORICO

SANGRE ENDOTELIO CAPILAR FLUIDO EXTRACELULAR
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Figura 2. Proceso de transporte a través de las células endoteliadles de los capilares

cerebrales.

La electroneutralidad se mantiene principalmente por el transporte de

los iones cloruro, que entran en la superficie lumina de las céulas

endoteliales mediante intercambio con los iones bicarbonato y son liberados al
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espacio intersticial cerebral a través de canaes selectivos de cloruro en la

membrana abluminal.

El CO, del cerebro difunde hacia el citoplasma endotelial, y la
carbonico anhidrasa acelera la formacion de é&cido carbénico. Los iones
bicarbonato resultantes se intercambian con iones cloruro en las membranas

luminal y abluminal.

Es fundamental que se mantenga la concentracion de los constituyentes
del fluido extracelular ya que las fluctuaciones de las concentraciones iénicas
extracelulares afectan a las propiedades eléctricas de las neuronas y a la

transmision sinaptica.

La glucosa, primera fuente de energia para neuronas y otras células
debe pasar através de la BHE parallegar a cerebro. De hecho, el plasmaesla
unica fuente de glucosa cerebral cuya concentracion en € fluido extracelular
es dos veces la del plasma. La glucosa es transportada al SNC, en funcion de
su concentracion plasmética por medio de una proteina transportadora
“carrier” gue se satura a concentraciones superiores a 4,3 mM. La glucosa se
combina con este transportador de la superfice luminal de la célula endotelia
gue se trasloca a través de la membrana celular y libera la glucosa al medio

extracelular cerebral quedando libre para transportar otras moléculas de

83



Il. DESARROLLO TEORICO

glucosa. Al igual que en la membrana celular de los glébulos rojos €
transporte de glucosa a través del endotelio capilar cerebral no es dependiente

deinsulina (Saundersy col. 1999a, Stark y col. 2000).

Los aminoé&cidos se necesitan para la sintesis de proteinas, péptidos y
neurotransmisores como serotoning, histamina y dopamina. Los aminoacidos
son trangportados al SNC por un mecanismo de transporte activo
estereospecifico, saturable y competitivo. Se trata de un transporte que
necesita energia, es de capacidad limitada, pudiendo competir varios
aminoacidos, de estructura similar por un mismo sistema (Pardridge 1998,
Ohnishi y col. 2000, Kido y col. 2001). Se han establecido cuatro grandes

sistemas;

» Sistema L o leucina, transporte para aminoacidos grandes neutros:
leucing, fenilalanina, tirosina, metionina, isoleucina, triptéfano, histidina,
valina, DOPA.

» Sistema A 0 danina, transporte para aminoacidos pequefios y
neutros. aanina, serina, treonina, metionina, asparragina, prolina, glicing, y
GABA.

» Sistema B 0 basico, transporte de aminoacidos basicos. arginina,

ornitinay lisina.
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» Sistema DC o dicarboxilico, transporte de aminoécidos é&cidos

dicarboxilicos: aspartico y glutamico.

Las monoaminas no polares, presentan indices de captacion cerebral

muy alto (60%), pero la introduccién de grupos polares —OH en la molécula

produce un fuerte descenso en el indice de captacion.

Barrera enzimética

Las enzimas, presentes en la BHE, tienen como mision eliminar por
una parte las sustancias, generamente neurotransmisores, circulantes en la
sangre gque pudieran pasar a SNC y estimular las sinapsis, y por otra,
metabolitos presentes en el SNC que hay que transformar. Estas enzimas son
principalmente: Dopa decarboxilasa, monoaminooxidasa y gammaglutamil

transpeptidasa (Terasaki y col.2000).

[ Dopa decarboxilasa (DOPA-DC): esta enzimarealiza el paso de
DOPA a DOPAmina, es capaz de decarboxilar concentraciones de hasta
10" M de sustrato, muy superior alas concentraciones existentes en la sangre.

[ Monoaminooxidasa (MAOQO): Metaboliza las concentraciones

minimas de monoaminas circulantes: MAO-A y noradrenalina.
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®  Gammaglutamil transpeptidasa (GGT): es un transportador
inespecifico de aminoécidos mediante la peptidacion de éstos con e terminal

—glutamil del glutation.

[1.2.3. Barrera hematoencefal orraquidea

Ademas de la BHE, en €l sistema nervioso central, existe la barrera
hematoencefalorraguidea que afecta a libre pasgje de sustancias desde los

capilares coroideos a liquido cefaloraquideo (LCR).

El LCR formado en los plexos coroideos esta separado del espacio
extracelular cerebral o por la pia-aracnoides o por la membrana ependimaria.
Esta separacién es practicamente virtual por o que puede considerarse el LCR

como una prolongacion del liquido intersticial cerebral.

Las barreras hematoencefdlica y hematoencefalorraquidea no estan
plenamente establecidas en el momento del nacimiento. Esta es la razén, por
la que ciertos metabolitos circulantes, que no son nocivos durante la vida
adulta para la funcion neuronal, 1o son en la edad perinatal. En conclusion se
puede decir que ambas barreras son elementos fundamentales para la
proteccion de las células nerviosas (Saunders y col. 1999b, Andersen y col.

2000).
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A continuacion situamos las barreras  hematoencefdica y
hematoencefalorraquidea en los compartimentos intracraneales e indicamos

las zonas cerebrales donde se produce difusiéon de aguay solutos (Figura 3).

Seno venoso
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HEMATOENCEFALICA - e
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Figura 3. Esguema de los compartimentos intracraneal es.

Las flechas continuas sefidlan la direccién del flujo del LCR. Las flechas discontinuas
indican los sitios en donde existe difusién de agua y solutos. a) a través de la barrera
hematoencefdlica (de capilar a espacio intersticial); b) a través de la barrera
hematoencefalorraquidea; c) a través de la membrana ependimaria entre e espacio
ventricular y el espacio intersticial; d) através de la piamadre entre el espacio intersticial
y € espacio subaracnoideo; €) a través de la membrana neurona; f) a través de la

membrana de las células gliales.
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1. 3. IONESDE METALES PESADOS: CADMIO Y MERCURIO

El término “metales pesados’ se utiliza en la literatura cientifica para
hacer referencia alos metales toxicosy se basa en el peso especifico de dichos
metales, su elevado nuimero de electrones orbitales y las respuestas

bi oquimicas especificas que provocan en animales y plantas.

Influencia en e medioambiente

Mediante los procesos naturales se liberan elementos procedentes de la
corteza terrestre a la litosfera, atmésfera e hidrosfera. Los mecanismos de
transporte y transformacion de estos elementos, incluidos los metales,
implican procesos de reciclaje geoquimico y biolégico constituyendo los

denominados ciclos biogeoquimicos.

Los ciclos biogeoquimicos estan fuertemente influidos por las
actividades humanas que son una fuente primordial de contaminacion
medioambiental por metales pesados. Las principales fuentes antropogeénicas

Son:

88



Il. DESARROLLO TEORICO

explotacion de minas
» operacionesmineras | procesado de minerales

residuos metabdlicos
» efluentes domeésticos | corrosion delasconducciones
productos de consumo

> residuos industriales

» combustion de carburantes fosiles

Todas estas fuentes polutivas hacen que aumente la concentracion de
metal es pesados en nuestro entorno, ocasionando problemas de contaminacion
ambiental, que afectan directamente a la salud humana. En los Ultimos afios ha
habido un interés creciente en dilucidar los efectos de los metales pesados en

los ecosistemas naturales (Villanueva y Botello 1998, Lau 1998).

El principal problema de los metales pesados es que se acumulan y
tienen una larga vida media biol6gica. La contaminacién de la biocenosis por
metales pesados se debe a la entrada anormal de los mismos, su transferencia

a través de la cadena alimentaria y a la capacidad de acumulacion de los
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mismos por especies diferentes y a niveles troficos diferentes (Mudryi 1997,

Dietz y col. 2000).

Toxicidad y efectos en €l organismo

La exposicion a metales pesados provoca numMerosos trastornos
patol 6gicos, algunos desconocidos, en cuya genesis inciden ciertos factores
como: naturaleza del elemento, propiedades fisico-quimicas y especie
guimica; y por parte del individuo: edad, sexo, raza, dosis, via de

administracién, dieta y estado fisiol 6gico.

L os metales g ercen su accion toxica principalmente sobre las proteinas
mediante los siguientes mecanismos. bloqueo de grupos funcionaes (-SH,
-OH, -NH,, -COOH e imidazol), desplazamiento de los iones metdlicos
esenciales y modificacion de la conformacion activa de su estructura.

Los efectos de los metales in situ, principalmente se producen en los
organos de detoxificacion (higado) y excrecién (rifién). La especificidad de
organo y de dosis en las intoxicaciones es caracteristica para cada meta
(Ribas 1989, Okazaki y col. 2000).

Esta memoria se va centrar concretamente en el estudio de los metales
pesados, cadmio y mercurio. Ambos metales se han elegido por su frecuente

polucién ambiental debido principalmente a las actividades antropogénicas.
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[1.3.1. Cadmio

[1.3.1.1. Introduccion

El cadmio es Unico entre los metales debido a sus diversos efectos
toxicos, su prolongada vida media (aproximadamente 20-30 afios en
humanos), baja velocidad de excrecion del cuerpo y su amacenamiento en

tejidos blandos principalmente higado y rifion.

Los peligros para la salud asociados con la exposicion a cadmio se
describieron por primera vez en los afios cuarenta cuando Friberg (1948)
observd la existencia de enfisema y proteinuria en trabajadores expuestos a
cadmio. En los afios sesenta el cadmio fue uno de los objetivos primordiales
de investigacion por consgjo de la OMS, a haber sido identificado afios antes
como el principal factor causante de la enfermedad de “itai-itai”. Esta
enfermedad afectd a los habitantes de las poblaciones cercanas al rio Jintsu en
Japon. El origen del cadmio en €l rio era una mina de zinc situada muy cerca
de sus orillas que vertia sus residuos directamente a rio, cuyas aguas se
utilizaban para regar las plantaciones de arroz. Como consecuencia, la
poblacién estuvo expuesta a cadmio a través de la dieta (arroz y agua

contaminados).
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El cadmio es un contaminante ambiental de elevada presencia en €l
medio ambiente debido a las actividades industriales y agricolas, presenta una
gran diversidad de efectos toxicos incluyendo nefrotoxicidad,
carcinogenicidad, teratogenicidad y toxicidades en e sistema reproductor y
endocrino.

Aungue e cadmio no es esencia para e crecimiento y desarrollo en
mamiferos, generalmente sigue los modelos metabdlicos de los elementos

esenciales zinc y cobre.

11.3.1.2. Caracteristicas. Aplicaciones. Fuentes

El cadmio, de simbolo Cd pertenece a los elementos de transicion del
grupo 1B del sistema periédico. Fue descubierto en 1817 por Friedrich
Stromeyer cuando analizaba una muestra de carbonatos en unos hornos de

cinc.

Las caracteristicas més remarcables del cadmio son su gran resistencia
alacorrosion, su bajo punto de ebullicion y su excelente conduccion eléctrica.
Los compuestos de cadmio presentan una gran resistencia a los compuestos
guimicos y a las dtas temperaturas. En la tabla 1 se representan las

propiedades del cadmio.
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Propiedades del Cadmio

Simbolo quimico
Forma
Caracteristicas

Punto de fusion
Punto de ebullicion
NUmer o atébmico
Peso atémico
Densidad

Tablal. Propiedadesdel cadmio.

Cd

Blanco, metal suave
Maleable, ductil vy
flexible

321°C

765°C

48

112,41

8,64 g/cm®

El cadmio se utiliza fundamentalmente en la fabricacion de baterias

recargables de niquel-cadmio. También se utiliza como recubrimiento o

tratamiento electrolitico para proteger a otros metales principalmente hierro y

acero. Forma aleaciones con plomo, estafio y bismuto para la fabricacion de

extintores, alarmas de incendios y fusibles eléctricos, ya que disminuye el

punto de fusion de los metales con los que forma aleaciones. Las sales de

cadmio se usan en fotografia y fabricacion de pigmentos y caucho (Stoeppler

1991). Lasprincipales aplicaciones del cadmio vienen representadas en la

figural.
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Baterias 70%

Pigmentos 13%
Estabilizantes 7%

Recubrimientos 8%
Aleaciones y otros 2%

Figura 1. Aplicaciones del cadmio

El cadmio es uno de los componentes de la corteza terrestre y su
presencia natural en e medio ambiente se debe a fenGmenos como la erosion
y abrasion de las rocas. El cadmio también se encuentra de forma natural en

aire, agua, suelo y alimentos.

Los niveles de cadmio en el medio ambiente son més elevadas debido a
las actividades antropogénicas, como la produccion de metales no férreos, la
incineracién de residuos, la fabricacion de fertilizantes fosfatados, la
combustion de combustibles fosiles y la produccion de hierro y acero (Jonesy

col. 1993, Morrow 1997).

94



Il. DESARROLLO TEORICO

La produccion mundial de cadmio es de 17.000 toneladas/afio y la
emision global de los compuestos de cadmio a la aimosfera procedente de
fuentes antropogénicas es de 8.000 toneladas/afio frente a las 800
toneladas/ano correspondientes a las emisiones naturales de cadmio (WHO

1992).

11.3.1.3. Exposicion a cadmio

En 1988 se aprobo una resolucion por la que las comunidades europeas
debian controlar y reducir la contaminacion por cadmio para proteger la salud
humana y el medio ambiente (Council of the European Communities, 1988).
Como consecuencia, desde los ultimos 20 afios la ingesta diaria de cadmio,
para la poblacion general, procedente de todas las fuentes ha venido

descendiendo (Figura 2).

En comparacion, la OMS establece la ingesta diaria tolerable de
cadmio en 60ug/dia 'y 70ug/dia, respectivamente, para la mujer adulta 'y €

hombre adulto (WHO 1992).
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INGESTA DIARIA TOLERABLE (HOMBRE)

70 pE

ED’"'E INGESTA DIARIA TOLERABLE (MUJER)

Figura 2. Ingesta diaria de cadmio parala poblacion general .

La exposicion humana a cadmio puede ser medioambiental y
ocupacional, pero la poblacién general también estd expuesta a cadmio
debido a consumo de aimentos, agua y cigarrillos. Las emisiones
atmosféricas procedentes de fuentes antropogénicas son de un orden de
magnitud mayor que las que proceden de fuentes naturales.

Los aimentos, €l aire aimosférico y los cigarrillos constituyen las tres
principales fuentes de exposicion a cadmio para la poblacion general. Este

metal estd presente en muchos alimentos, siendo los cereales, marisco, higado
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y rifién de animales contaminados |os que contienen mayor concentracion de

cadmio (OECD 1994, Pinot y col. 2000).

La concentracion de cadmio en los pulmones de fumadores es
aproximadamente el doble que la de los no fumadores. La exposicion a
cadmio en la atmosfera es despreciable comparada con la proveniente de la
ingesta para la poblacion general. En los lugares de trabajo asociados con €l
uso del cadmio la exposicion se debe principal mente alainhalacién de humos
o0 polvos (WHO 1992). La OSHA (Occupational Safety and Health
Administration) establece un limite en el medio ambiente laboral de 100 ug
Cd/ m® de aire para humos de cadmio y 200 pg Cd/ m® para polvos (Agency

for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR, 1999).

[1.3.1.4. Metabolismo

En humanos la absorcion intestinal de cadmio es del 5%, pero factores
de la dieta tales como las cantidades de calcio, vitamina D y proteinas
influyen en la absorcion de cadmio. La administracion de vitamina D
determina un aumento en la absorcion de cadmio y una dieta pobre en

proteinas conduce a unos niveles de cadmio méas altos.
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Datos procedentes de animales y humanos demuestran que la absorcién
de cadmio via pulmonar es del 25-50% (Friberg y col. 1986). Otras
publicaciones afirman que €l 90% del cadmio depositado en los pulmones
puede ser absorbido y distribuido a otros érganos criticos como higado, rifion

y testiculos (Oberddster 1986, Waalkesy col. 1990).

Una vez absorbido, € aclaramiento de cadmio a la circulacion y su
deposicion en los tejidos es rapido. Los principales érganos donde se acumula
el cadmio son higado y rifion. También se deposita, aungue en menor medida,

en bazo, pancreas, corazén y testicul os.

Inicialmente la concentracién de cadmio en los rifiones es mucho
menor que en & higado, pero va aumentando lentamente con el tiempo ya que
se va produciendo una transferencia lenta del metal desde el higado a los

rifiones durante |a ontogenia.

La vida media del cadmio alojado en la corteza renal es del orden de
18-30 afios (Spivey-Fox 1983), 1o que pone de relieve la enorme dificultad
gue tiene e organismo para eliminar este el emento traza. Por tanto, el cadmio
se acumula en rifién de forma cada vez mas progresiva a medida que
transcurren los afios, y es en rifidon donde, l6gicamente, se manifiestan la

mayoria de los efectos toxicos del cadmio.
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La principal ruta de excrecion del cadmio es via heces y hilis.
Aproximadamente € 95% de la dosis de cadmio oral es excretado por las
heces debido a que en €l tracto gastrointestinal |a absorcion de cadmio es muy
baja (Sumiyoshi y col. 1999). La excreciéon urinaria de cadmio puede ser

significante después de producirse dafio renal .

[1.3.1.5. Mecanismo de accion

De forma general, e modo de accion del cadmio se basa en la
competicion con otros metales, especialmente con e zinc, calcio, cobre y
hierro.

El cadmio desplaza a zinc como cofactor de ciertas reacciones
enzimaticas, perturbando sus funciones normales. El cadmio también compite
de forma activa con € calcio en los sistemas enzimaticos implicados en la
contraccion muscular, sobre todo a nivel de las fibras musculares lisas.
Asimismo se producen alteraciones en € sistema 6seo debido a que € cadmio
interfiere en e metabolismo del calcio. También eerce una accion
competitiva con el cobre como cofactor del sistema enzimético de las
monoaminoxidasas, disminuyendo su actividad. Del mismo modo e cadmio
altera e metabolismo del hierro provocando la aparicion de un estado

anémico que se caracteriza por un descenso del nimero de eritrocitos, del
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valor hematocrito y una disminucion de la concentracion de hemoglobina (Liu

y col. 1999).

La afinidad del cadmio por numerosos ligandos bajo condiciones
fisiolégicas ocurre en e siguiente orden: tiol (RS)> fosfato (RPO’)> cloruro
(RCI)> carboxilo (RCOQO). El cadmio presenta una gran afinidad por los
grupos tiol (-SH), perturbando el metabolismo de los aminoéacidos sulfurados
y @ funcionamiento de numerosas enzimas (ATPasas, deshidrogenasas,
anhidrasa carbonica, etc.). La afinidad del cadmio es mayor en biomoléculas
gue contienen més de un sitio de unién como por gemplo glutation y
metalotioneina (Quig 1998, Hultberg y col. 1998, Garcia-Arribas y col.

1999a).

El cadmio se amacena sobre todo en higado y rifién unido a una
proteina de bajo peso molecular (7000 D) Ilamada metalotioneina que se
sintetiza en respuesta a la exposicion a cadmio. Esta proteina se caracteriza
porgque tiene un elevado nimero de cisteinas (20 sobre un total de 60
aminoécidos), por tanto en su molécula existen un gran nimero de grupos
-SH por los que & cadmio tiene gran afinidad (Nordberg y col. 2000, Garcia-

Arribasy col. 2000a, Ribasy col. 2001a).
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Estudios realizados “in vivo” e “in vitro” han demostrado que €
cadmio induce la formacion de especies reactivas de oxigeno como anion
superdxido, radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno, estas moléculas
producen lesién en e DNA y en la membrana celular y un aumento de la

peroxidacion lipidica (Stohsy col. 2001).

Como consecuencia de la intoxicacion por cadmio, se producen
alteraciones en diversos procesos metabdlicos, modificando la maquinaria
energética celular. El cadmio inhibe la fosforilacion oxidativa, desacopla
reacciones de oxido-reduccion y fosforilacidn en las mitocondrias e inhibe la

[-oxidacion de los &cidos grasos.

[1.3.1.6. Toxicidad del cadmio

Toxicidad Aguda

La intoxicacion aguda en humanos puede ocurrir debido a la
inhalacién (humos y polvos) o ingestion de sales de cadmio. Los pulmonesy
el tracto gastrointestinal son los tgidos mas afectados, segun la via de
exposicion sea inhalacion o ingestion respectivamente. Después de una
exposicion aguda a dosis elevadas de cadmio también pueden resultar dafiados

el higado y €l rifién.

101



Il. DESARROLLO TEORICO

Después de la ingestion de cadmio, el primer sintoma es irritacion
géstrica, posteriormente se producen nauseas, vomitos, salivacion, diarrea,
caambres abdominales, acidosis metabdlica y en los casos mas graves
sobreviene la muerte.

Después de la inhalacion de elevadas concentraciones de cadmio, se
producen los siguientes sintomas: irritacion pulmonar, dolor en e pecho,
nauseas, disnea, mareo, diarrea, con progresion a pneumonitis y edema

pulmonar que puede causar la muerte.

Toxicidad Croénica

Los efectos toxicos de la exposicion cronica a cadmio se producen en
pulmon y rifidn. En la exposicion cronicaya sea por inhalacion o ingestion, el
organo afectado es €l rifion, sin embargo & pulmon solo se afecta después de

una exposicion por inhalacion.

Pulmoén

Los principales efectos a largo plazo de la exposicion a niveles bajos
son la enfermedad pulmonar obstructiva cronica 'y enfisema. La enfermedad
pulmonar obstructiva cronica se caracteriza por bronquitis cronica, fibrosis

progresiva y dafio alveolar conduciendo a enfisema. Los sintomas clinicos
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asociados incluyen disnea, reduccion de la capacidad vital e incremento del

volumen residual (Chambers 1998).

Rifn6n

Una vez absorbido, e cadmio se acumula principalmente en rifién
(sobre todo en laregion cortical), aunque también se deposita en higado y

en menor proporcion en lamayor parte de los tejidos.

El cadmio provoca disfuncién de los tabulos proximales, de forma que
se altera el mecanismo de reabsorcion de los mismos. Estudios recientes han
demostrado que los efectos son reversibles cuando se elimina o reduce la
exposicion a cadmio (Roels y col. 1997). Sin embargo, cuando la
concentracion de cadmio en rifion alcanza 200 pg/g € dafio tubular que
ocasiona es irreversible. Generalmente e primer signo es un aumento en la
excrecion de proteinas de bajo peso molecular. La proteinuria ha sido
observada en trabgadores expuestos a oxido de cadmio (polvo). Las
principales proteinas que se encuentran en orina durante la intoxicacion con
cadmio son B,-microglobulinas, inmunoglobulinas, lisozima y ribonucleasa
(Goyer 1991, lkeda 2000). La excrecion total de proteinas se puede elevar

hasta 10 veces. Esta proteinuria persiste aungue la exposicion haya cesado. La
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nefropatia inducida por cadmio incluye ademés de proteinuria, niveles

elevados de cadmio en orina, aminoaciduria, glucosuria y fosfaturia.

Higado

El higado acumula cadmio después del envenenamiento agudo y
crénico lo cual produce dafio hepatico en ambos tipos de exposicion. Los
cambios morfolégicos después de una Unica dosis elevada incluyen necrosis
de las células del parénguima, deterioro del reticulo endoplasmico rugoso,
proliferacion del reticulo endopldsmico liso y cambios degenerativos
mitocondriales (Dudley y col. 1982, Al-Nasser 2000). La exposicion deratas a
dosis pequefias diarias de cadmio durante 6 meses provocO dafio hepatico
previo a fallo renal (Dudley y col. 1985). Los efectos en el higado incluian
elevaciones en plasma de las enzimas aaninay aspartato aminotransferasas y
descenso de la integridad estructural de los hepatocitos. Estos cambios
ocurren cuando la concentracion de cadmio en el higado acanza 60 ug/g

(Novdli y col. 1998).

Efectos en € crecimiento

El cadmio tiene efectos teratogénicos y embriotoxicos, pero estas

toxicidades son dependientes de la especie, raza y de la edad de gestacion en

104



Il. DESARROLLO TEORICO

el momento de la exposicion. El cadmio administrado durante el periodo de
organogenesis en ratas provoca anorexia, retraso en e crecimiento y
anomalias en €l tejido 6seo y en € tubo neural (Nakashimay col. 1988). La
placenta es el 6rgano diana para € cadmio en humanos, éste se acumula en €l
tgjido placentario y provoca dafios morfologicos y funcionales (Goyer y

Cherian, 1992, Fialay col. 1998).

Efectosen lareproduccion

El cadmio puede actuar sobre € sistema reproductor directamente
sobre las génadas o bien indirectamente actuando sobre e ge Hipotdamo-
Hipdfisis-Gonadas. La exposicion de los testiculos al cadmio provoca dafio
vascular y edema produciendo hemorragia, disminucion de la produccion de
andrégenos por las células de Leydig, necrosis de las células de Sertali,
inhibicion de la espermatogénesis y atrofia testicular. El cadmio inhibe la
actividad de la colina acetiltransferasa, disminuye la sintesis de acetilcolina en
los espermatozoides y afecta a la movilidad del esperma (Foote 1999,

Lafuentey col. 2001).

Estudios en animales muestran que la exposicion pre y postnatal a
cadmio altera la funcién ovarica y reduce la produccion de estrogenos,

provocando cambios en la progresiéon de la pubertad normal en las hembras.
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El mecanismo se debe a la accion directa sobre las enzimas productoras de
estrogenos en el ovario o cambios en e ge hipotdamo-hipofisiario-gonadal.
A dosis suficientemente elevadas el cadmio puede causar necrosis ovérica

aguda en ratones (Vargay Paksy 1991).

Tegjido 6se0

Los efectos més significativos son: osteoporosis y osteomalacia, estos
sintomas forman parte del cuadro clinico de la enfermedad de itai-itai,

mencionada anteriormente.

Se ha observado también osteomalacia en trabajadores de la industria
del cadmio (Goyer 1991). En estudios realizados con ratas hembra expuestas a
cadmio se ha encontrado un incremento de la resorcion Osea, pérdida de
calcio del hueso y disminucion de la densidad Osea (Iniesta 'y col. 1985). En
experimentos realizados in vitro se ha observado que el cadmio puede actuar
directamente sobre el hueso y provocar osteoporosisy osteopenia. Los efectos
sobre los huesos son previos a fallo renal (Bhattacharyya 1991, Berglund

2000).

106



Il. DESARROLLO TEORICO

Carcinogénesis

El cadmio esta considerado como un carcindgeno humano (IARC
1993) y un potente carcindgeno en animales (Waalkes y col. 1993, Waalkes
2000). El efecto cancerigeno del cadmio se debe a su accion directa
genotoxica. El cadmio se intercala entre las hebras del DNA y bloguea la
transcripcion al desestabilizar la estructura helicoidal del DNA. Inhibe las
enzimas DNA polimerasas, induce cambios en la sintesis de DNA, provoca
roturas en la hebra Unica del DNA en células de mamifero, o que es
indicativo de su potencia directo genotoxico (Coogan y col. 1992, 1994,

Joseph y col. 2001).

La exposicion a cadmio se ha asociado con e desarrollo de
determinados tipos de cancer. Algunos estudios han mostrado una asociacion
entre la exposicion ocupaciona acadmioy e cancer de pulmén (Lancet 1986,
Stainer y col. 1992). También se ha sugerido una relacion entre el cancer
prostatico en humanos y la exposicién ocupacional y medioambiental a

cadmio (Bako et a. 1982, Elghany y col. 1990, Yey col. 2000).

En los estudios realizados en animales, se ha comprobado que la
exposicion de ratas a inhalacion cronica de cadmio (cloruro, 0xido) produce

carcinoma pulmonar (Glaser y col. 1990). Varios estudios han demostrado que

107



Il. DESARROLLO TEORICO

el cadmio provoca cancer de prostata en ratas (Waalkes y Rehm 1992). En los
testiculos, se ha comprobado que una sola inyeccion de cadmio puede
producir un aumento de la incidencia de tumores testiculares. También se ha
observado que dosis subcutaneas de cadmio inducen linfoma en ratones

(Waalkes y Rehm 1994, Waalkes 2000).

[1.3.1.7. Indicadores de la exposicion a cadmio

Losindicadores de la exposicion a cadmio son:

Cadmio en sangre: Es un indicador de la exposicion reciente. El limite

biolégico de intoxicacion estd establecido en 5 ng Cd/L de sangre total

(American Conference of Government Industrial Hygienists, ACGIH 1996).

Cadmio en orina: Reflgja el contenido corporal cuando la exposicion es baja,

y es un indicador de exposicion reciente cuando la exposicion alcanza limites
elevados. El limite bioldgico de intoxicaciéon es de 5 ug Cd/g de creatinina

(ACGIH 1996, Roelsy col. 1999).

Cadmio en heces: Es un indicador de laingesta diaria.
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Cadmio en pelo: Es un indicador del contenido corporal y de intoxicacion

cronica. El problema que presenta es el no poder diferenciar entre e depdsito

de cadmio enddgeno y exdgeno.

Cadmio en rifén y en higado medido “in vivo": Desde € afo 1981 se esta

aplicando la técnica de andlisis por activacion neutrénica para determinar e

contenido de cadmio en estos 6rganos. Es unatécnicarapiday no invasiva.

También se pueden redlizar otros analisis para completar |os anteriores

como por gemplo evaluar la funcién renal mediante los siguientes

pardmetros.

Bo-microglobulina _en orina es un indice ampliamente usado para la

evaluacion del grado de disfuncion renal tubular aunque no es solamente
especifica de la exposiciéon a cadmio. En condiciones normales la excrecion

de Bo-microglobulina es de 25 ug/g de creatinina para el hombre.

Proteinas totales en orina: Se consideran elevadas cuando € valor es mayor de

1 g/L (24 horas), moderadas menor de 1 g/L y criticas cuando es igua o

mayor a0,2 g/L.
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[1.3.2. Mercurio

[1.3.2.1. Introduccion

En e afo 1953 aparecié una extrafia enfermedad neuroldgica que
afectd a la poblacion de la bahia de Minamata, en €l Sur de Japon. Los
sintomas eran una progresiva debilidad muscular, pérdida de vision y
deterioro de las actividades cerebrales. Después de numerosas investigaciones
descubrieron en 1959 que la causa de esta enfermedad, que pasd a ser
conocida como “la enfermedad de Minamata’ era el consumo de pescado
contaminado con metilmercurio procedente de una industria que utilizaba
mercurio como catalizador en la fabricacion de plésticos (Futatsuka y col.

2000).

Actuamente muchas personas estdn expuestas a riesgo de
envenenamiento por compuestos mercuriales. Recientemente se esta
produciendo una contaminacion medioambiental por mercurio debido a las
actividades de extraccién de oro en muchos rios de la floresta amazonica. El
mercurio se emplea en estos procesos como amalgamante para separar las
particulas finas de oro de las areniscas (Amouroux y col. 1999, Grandjean y

col. 1999, Drakey col. 2001).
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11.3.2.2. Caracteristicas. Aplicaciones. Fuentes

El mercurio, de simbolo Hg (hydrargyrum, ‘plata liquida’) es un
elemento metdlico gque permanece en estado liquido a temperatura ambiente,
pertenece a los elementos de transicién del grupo 1B del sistema peridédico.
Fue identificado por primera vez por Antoine Laurent de Lavoisier durante
sus investigaciones sobre la calidad del aire.

El mercurio es ligeramente vol &til a temperatura ambiente y sometido a
una presion de 7.640 atmosferas se convierte en solido. Se disuelve en acido
nitrico y en écido sulfurico concentrados, pero es resistente alos dcalis. Enla

tabla 1 se representan las propiedades del mercurio.

Propiedadesdel Mercurio

Simbolo quimico Hg

Caracteristicas liquido brillante, color
blanco plateado, denso

Punto de fusion -39°C

Punto de ebullicién 357°C

NUmer o atébmico 80

Peso atdmico 200,59

Densidad 13,6 g/lem®

Tabla 1. Propiedades del mercurio.

El mercurio ocupa € lugar 67 en abundancia entre |os elementos de la

corteza terrestre. Se encuentra en estado puro o combinado con plata en
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pequefias cantidades, pero es mas frecuente encontrarlo en forma de sulfuro,

lamenadedl cinabrio.

El mercurio se utiliza en la fabricacién de aparatos de control como
termOmetros y barOmetros, equipos eléctricos y electronicos, pinturas (como
conservante 0 pigmento), amalgamas para las protesis dentarias, pesticidas y
fungicidas para €l tratamiento de las semillas, |amparas de vapor de mercurio,
productos de laboratorio, catalizadores, preparacion de cosméticos y en la
produccion de Cl, por la electrolisis del cloro-alcali (Langford 1999) (Figura

1).
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Productos de Ilaboratorio,
catalizadores, cosméticos y

otros 22% Cloro 25%

Pesticidas vy
fungicidas 5%

Amalgamas
dentales 3%

Pinturas 15% Termdmetros y equipos eléctricos
y electrénicos 30%

Figura 1. Aplicaciones del mercurio.

11.3.2.3. Distribucion, transporte y transformacion en el medio

El mercurio es vol&il y desprende vapores cuyos iones son

transportados a largas distancias a través de la atmésfera causando

contaminacion local, regiona y global.

Actualmente una tercera parte del mercurio que pasa a la atmésfera

proviene de las fuentes naturales como volcanes e incendios forestales. Las

dos terceras partes restantes proceden de la contaminacion causada por las

actividades humanas (aproximadamente una tercera parte como producto
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secundario de la combustién de combustibles y la otra tercera parte proviene

del uso del mercurio en lafabricacion de productos).

Cuando el mercurio de origen natural 0 antropogénico se deposita en
los lagos o rios como Hg?*, éste se reduce aHgP y las bacterias |o transforman
en metilmercurio. El metilmercurio se acumula en € plancton y las algas, que
sirven de alimento a los peces pequefios, que a su vez son ingeridos por los
peces més grandes; asi 1os individuos que se encuentran en o més alto de la
cadena alimentaria pueden llegar a tener una concentracion de metilmercurio
130 veces més dta que € agua del entorno. Debido al fendmeno de
bioacumulacion del mercurio a través de la cadena tréfica, e Hg también se
acumula en € tgido de cualquier animal o ser humano que se alimente de
pescado contaminado (Mahaffey 1999, Cooper y col. 2001, Gerrard y col.

2001) (Figura 2).

Los fungicidas de aquilmercurio aplicados a las semillas son también
importantes fuentes originarias de Hg en las cadenas alimentarias terrestres.
Este pasa primero alos roedores y aves que se alimentan de semillasy luego a
las aves carnivoras.

La acumulacion de mercurio en las cadenas aimentarias acudticas y
terrestres representa un riesgo potencial para el hombre, debido al consumo de

estas especies.
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B H st HCHGP
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|

Figura 2. Ciclo biologico y distribucion, transporte y transformacion del mercurio en la

natural eza

Las principales formas quimicas de mercurio presentes en €

medi oambiente son:
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mercurio elemental, mercurio idnico y metilmercurio (MeHg). Enlatabla2 se
relacionan los tres compuestos mercuriales con su formula quimica y la vida

media biol 6gica de cada uno en humanos (Satoh 2000).

Compuestos de Hg Férmula Vida Media
guimica Bioldgica
Mercurio Elemental Hg° 60 d
Mercurio I6nico Hg* 40 d
Metilmercurio CHs-Hg 70d

Tabla 2. Principales compuestos de mercurio en el medioambiente.

Estos tres compuestos son atamente tdxicos para los mamiferos
incluidos el hombre, el grado de toxicidad depende de la via de acceso,
pulmonar, digestiva o dérmica.

Por regla general, los estados de desarrollo temprano son mas sensibles
a los compuestos de mercurio. Los compuestos organomercuriaes
especialmente metilmercurio son més téxicos que las formas inorganicas

(Langford y col. 1999).
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[1.3.2.4. Mercurio Elemental

El mercurio elemental existe en e medio ambiente como liquido
metalico 0 mercurio vapor. En la poblacion general la principal fuente de

exposicion a vapor mercurico son las amalgamas dentales.

M etabolismo

El vapor de mercurio se absorbe por via pulmonar (aproximadamente
80%), mientras que el mercurio liquido es absorbido en muy pequefia cantidad
por € tracto gastrointestinal (0,01%). Debido a su elevada lipofiliay difusion
el vapor de mercurio es transportado rapidamente a través de las membranas
celulares.

Cuando se inhala € vapor de mercurio, éste entra en la circulacion
sanguinea a través de la membrana alveolar y se distribuye répidamente entre
el plasmay los globulos rojos.

Después de la exposicion a vapor de mercurio, éste se elimina del

cuerpo principalmente via urinariay fecal (Mercolay col. 2001).
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Toxicidad

Los sintomas de una exposicion aguda a vapor de mercurio incluye
dolor en € pecho, disnea, hemoptisis, lesién de la funcion pulmonar,
pneumonitis intersticial, pudiendo provocar hasta la muerte. La exposicion
subaguda a vapor de mercurio causa reacciones psiquicas caracterizadas por

delirio, alucinaciones einclinaciones a suicidio (Asano'y col. 2000).

La exposicion crénica a vapor de mercurio ocurre en el lugar de
trabajo. Los sintomas son gingivitis, salivacion, estomatitis, temblor vy
cambios fisioldgicos. Los trabajadores expuestos a vapor de mercurio
presentan algunos sintomas en e sistema nervioso central como insomnio,
pérdida de apetito, irritabilidad y pérdida de memoria. En trabajadores
expuestos a vapor de mercurio se ha observado disfuncion rena. Se han
detectado efectos glomerulares (proteinuria) y tubulares (aumento de la

excrecion de enzimas tubulares) (Mathiesen 'y col. 1999, Rossini y col. 2000).

M ecanismo de toxicidad

Los principales 6rganos diana de la intoxicacion de vapor de mercurio

son €l sistema nervioso central y el rifion.
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El vapor de mercurio inhalado persiste en la circulacion sanguinea
hasta alcanzar |a barrera hematoencefdlica. Debido a su elevada lipofilia €
vapor de mercurio difunde répidamente a travées de la barrera
hematoencefalica donde es oxidado a mercurio iénico por e sistema de la
catalasa. A nivel molecular se sigue e mismo mecanismo de toxicidad que €l

mercurio iénico.

Los efectos renales del vapor de mercurio se deben a la presencia de

mercurio idnico en € rifidn, por la oxidacion del mercurio elemental.

[1.3.2.5. Mercurio ionico

Acumulacion renal v retencion

De todos los oOrganos € rifion es la principa localizacion de la
acumulacién mercurio iénico (Hg™). Se ha demostrado que después de una
dosisintravenosa de HgCl,, en rata, ratdn y congjo, mas del 50% de la dosis
administrada de  Hg?* se acumula preferentemente en las células tubulares
proximales del rifion. El pars recta de los tubulos proximales (segmento S3),
gue es la parte de los rifiones més sensible a la toxicidad del mercurio, es €l
principal sitio para la acumulacion de mercurio en € rifion de rata (Zalups

1991, Aschner y col. 2001).
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La observacion al microscopio electronico de las células tubulares
proximales de rifién de rata después de la administracion de HgCl, indica una
deposicion especifica de mercurio en los lisosomas. Para la evaluacion de la
lesion renal provocada por e mercurio es Util 1a determinacion de la fosfatasa
alcalinatipo intestinal que es un marcador sensible y especifico del segmento

S3 de los tubul os proximales en humanos (Nuytsy col. 1992).

Después de la administracion de HgCl,, e Hg?* es transportado a los
rifiones como un complego con glutation (GSHGSG), que es filtrado a través
del glomérulo y llevado hastalas células renales después de la degradacion de
su molécula de GSH por la y-Glutamiltranspeptidasa (y-GTP). Una deplecion
especifica de glutation hepatico que es la principal fuente de glutation (GSH)
plasmético previo a la inyeccion de HgCl, reduce la acumulacion renal de
mercurio y consecuentemente reduce el dafo renal (Tanakay col. 1990, Wei y

col. 1999).

El mercurio acumulado en las células renales induce la sintesis de
metalotioneina y se une a esta proteina rica en cisteinas. El Hg** unido a la
metal otioneina es dificilmente liberado a lumen de los tdbulos y es retenido

en € rifion (Ribasy col. 20014a).
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Excreccion biliar y urinaria

La excrecion biliar de Hg** es muy baja en comparacién con la
excrecion de metilmercurio. El Hg?* en la bilis es secretado como un complejo
con GSH (GSHgSG). El Hg* se incorpora a los rifiones por un sistema
dependiente de la y-GTP, y la inhibicion de esta enzima incrementa la

excrecion urinariade Hg?* (Zalupsy col.1999).

Toxicidad

El Hg* causa nefropatia severa, caracterizada por una extensiva
pérdida de la funcién de los tibulos proximales. La toxicidad renal del Hg?*
puede estimarse por e incremento en los niveles urinarios de enzimas
biomarcadoras como lactico deshidrogenasa, fosfatasa acalina, aspartato
aminotransferasay y-glutamiltranspeptidasa.

De estas enzimas marcadoras, la fosfatasa acaina y la aspartato
aminotransferasa son los indicadores mas sensibles y la léactico
deshidrogenasa es e marcador mas caracteristico de la toxicidad renal de

mercurio (Dieter y col. 1992).

Lalesién glomerular también se observa en e rifion de rata después de

una dosis elevada de HgCl,. Sin embargo la magnitud de la lesién observada

121



Il. DESARROLLO TEORICO

en el glomérulo es menor que la de los tdbulos. Aunque la exposicion a una
dosis Unicay elevada de Hg** produce dafio directamente en los rifiones, una
exposicién crénica a dosis bajas de Hg?* induce a una enfermedad glomerular

inmunol 6gica.

M ecanismo de toxicidad

Unidn alos grupostioles

El Hg®* tiene una gran afinidad por los grupos tiol (SH), por tanto
puede unirse a grupos SH que forman parte de macromoléculas esenciales e
inhibir su accion biolégica. En los tejidos € Hg®* se puede unir también a
GSH vy formar GSHgSG. El GSH celular estd implicado en la toxicidad del
mercurio, un descenso en la concentracion celular de GSH puede incrementar
la presencia de mercurio activo que puede reaccionar fécilmente con

macromol écul as esenciales.

Produccion de especies reactivas de oxigeno

Estudios realizados in vivo e in vitro han demostrado que el mercurio
induce la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como anidn

superdxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrégeno que pueden provocar
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lesion en el DNA (Brawer y col. 1998, Hussain y col 1999, Schurz y col.

2000).

Efecto sobrela funcién de membrana

La membrana de las células renaes es la primera diana de la toxicidad
del mercurio. Vanhoek y col. en 1990 mostraron que el mercurio incrementa
la permeabilidad del NaCl y urea e inhibe la permeabilidad a agua de la

membrana con borde en cepillo de las células renales en ratas.

Se ha demostrado también que |a permeabilidad de los liposomas a la
glucosa se incrementa con una concentracion baja (10°M) de Hg**, sugiriendo
gue los lipidos de membrana podrian ser una de las principales dianas del

Hg*".

Homeostasisdel Calcio

En ratas inyectadas con HQCl, se observd un incremento en la
concentracion renal de calcio, que se relaciond con un aumento de urea en
sangre. Se ha detectado en la mitocondriarenal de rata un efecto estimulatorio
del Hg*" en la liberacién de Ca®* mitocondrial. Chavez y sus colaboradores

concluyeron que la liberacién de calcio inducida por Hg** era debido a la
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modificacion de los grupos sulfidrilo de las proteinas de la membrana

mitocondrial (Chavez y col. 1989).

Peroxidacion Lipidica

La administracién de Hg?* induce peroxidacion lipidica en el rifion que
viene acompaiada de un descenso en la concentracion renal de GSH (Sin and
Teh 1992, Zalups and Lash 1990). Lund y col. (1991) demostraron que €
Hg”" reduce el glutation mitocondrial y aumenta la formacién de H,O, en la
mitocondria renal cuando hay una lesion en la cadena de transporte

electronico.

Reacciéon Autoinmune

En algunas especies como ratas, ratones, congjos y en humanos e Hg?*
induce a una enfermedad glomerular inmunolégica denominada
glomerulonefritis autoinmune caracterizada por depésitos de inmunoglobulina
G alo largo de la membrana basal glomerular (Druet y col. 1991, El-Fawal y

col. 1999).
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Factor es modificador es de la toxicidad

Lametalotioneina renal puede unirse aHg?" y suprimir su accién téxica
en las células renaes. EIl GSH puede ser también un factor importante de la
toxicidad del mercurio. La deplecion de GSH por e tratamiento del ratdn con
un inhibidor de la sintesis de GSH aumentan la toxicidad del HgCl,

(Naganumay col. 1990, Tandon y col. 2001).

El Selenio es un elemento traza esencial que tiene efectos protectores
contra la toxicidad del mercurio. La coadministracién de un compuesto de
selenio con Hg?* produce una disminucion de la toxicidad aguda del Hg?* a
través de la formacion de complejos estables de mercurio y selenio en varios

tejidos como higado y rifion.

[1.3.2.6. Metilmercurio

Generalmente los compuestos organicos mercuriales son aquellos que
tienen un enlace C-Hg como metilo, etilo, fenilo etc. De estos compuestos
organicos € metilmercurio es € més resistente a la biodegradacion y la
poblacion general estd expuesta a este metal a través de la dieta, sobre todo

pescado donde e mercurio se encuentra fundamentalmente en la forma de
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metilmercurio. EIl MeHg es la forma méas abundante de mercurio organico en
el medioambiente.

La mayor parte de los sintomas que se conocen parten de los estudios
de las epidemias provocadas por ingestion de pescado contaminado y de

estudios de exposicion ocupacional (Myersy col. 2000).

Toxicidad

Neur otoxicidad

El dafio neuronal causado por €l MeHg se limita al sistema nervioso
central (SNC). En €& adulto humano las areas dafiadas del cerebro estan muy
localizadas. cortex visual y la capa granular del cerebelo. Observaciones
neuropatol dgicas han mostrado que tanto en el cerebro como en el cerebelo
aparecen focos de necrosis neuronal con procesos de lisis celular, todo €llo

conduce a una atrofia cerebral generalizada (Pederseny col. 1999).

La toxicidad especifica del metilmercurio en el SNC se debe a su paso
relativamente facil a través de la barrera hematoencefalicay laincapacidad de
las células nerviosas de reparar €l dafio celular causado por e MeHg.

Minnema y col. (1989) observaron un incremento en la liberacion

espontanea de varios neurotransmisores como dopaminay acetilcolina en los
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sinaptosomas de cerebro de rata, 10 que sugiere que e MeHg produce un
aumento de la permeabilidad de la membrana synaptosomal.

El efecto neurotdxico se manifiesta como un entumecimiento de la
bocay extremidades, dificultad para articular palabras, sensacion generalizada

de debilidad, fatiga, pérdida de visién y audicion y finalmente comay muerte.

Toxicidad renal

El rifidn es uno de los principales 6rganos donde se acumula el MeHg.
El MeHg se puede incorporar a las células renales a través de dos
mecanismos, uno es a través de la membrana en borde de cepillo después de la
filtracion glomerular y la otra ruta es a través de la membrana basolatera

desde el capilar peritubular.

Toxicidad en €l desarrollo

El cerebro en desarrollo es més sensible al MeHg que €l cerebro adulto.
Rodier y col. (1984) y Sager y col. (1982) demostraron que € MeH(g detiene
la division celular durante el desarrollo del SNC en embriones de ratones
expuestos a MeHg. La exposicion postnatal temprana a MeHg parece inhibir

el desarrollo y maduraciéon del cerebro. Choi y col. (1981) observaron una
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ramificacion incompleta del arbol dentritico de las céulas de Purkinje en

ratones expuestos a MeHg en periodo postnatal temprano.

M ecanismo celular y molecular

El MeHg produce alteracion especifica de las estructuras de
microtubulos e inhibicion de la sintesis de tubulina (Kasamay col. 1989). Los
microtUbulos estdn asociados con muchas funciones celulares por gemplo,
mitosis, movimiento celular y fagocitosis por ello la ateracion de su
estructura producida por e MeHg da lugar a varios tipos de ateraciones
celulares dependiendo de las funciones de los microtdbulos en cada tipo
celular.

El MeHg también induce la generacion de especies reactivas de

oxigeno que pueden provocar lesion en el DNA (Closey col. 1999).

[1. 3.2.7. Evaluacion del riesgo parala salud

Respecto a la evaluacion del riesgo del mercurio atmosférico podemos

sefidar que:

Por debajo de 50 pg/m*® no se han podido establecer de forma

inequivoca efectos adversos.
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De 10 a 50 pug/m® se ha observado el Ilamado micromercurialismo
(sindrome asténico —vegetativo).

A concentraciones entre 50 y 100 pg/m® aparecen los primeros
sintomas de anorexia, pérdida de peso, insomnio, nerviosismo, Vértigo,
cambio en la conductay trastornos psiquicos no observandose sin embargo los
sintomas clinicos de la tesaurismosis de mercurio.

A concentraciones de mercurio ambiental iguales o superiores a 100
ng/m®, se han observado los primeros signos de envenenamiento crénico en el

sistema nervioso como tembloresy mercurialismo.

La OSHA ha establecido limites en el medio ambiente laboral de 0,1
mg Hg orgénico/ m® aire y 0,05 mg Hg elemental/ m*-aire, para 8 horas de
jornada laboral (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR
1999).

11.3.2.8. Indicadores de la exposicion a mercurio

Mercurio en sangre: Es un buen indicador para la valoracién del contenido

corporal de mercurio en la exposicion cronica a niveles bajos.
El limite biologico es de 15 ug Hg/L de sangre (American Conference of

Government Industrial Hygienists, ACGIH, 1996).

129



Il. DESARROLLO TEORICO

Mercurio en orina: Es €l andlisis de rutina mas indicado para la evaluacion de

la exposicion laboral. El limite biolégico es de 35 ug Hg/g creatinina

(ACGIH, 1996).

Mercurio en pelo: La concentracion de mercurio en pelo depende mucho del

consumo de pescado.

Se ha utilizado también para la evaluacion de la exposicion a mercurio, su

determinacion en saliva, uiasy sudor.

También se pueden redlizar otros tipos de anadlisis para determinar la

exposicion a mercurio:

Andlisis de laactividad enzimatica lisosomal en suero.
Determinacion de grupos —SH en suero.
Determinacion de enzimas 'y glutation en eritrocitos.
Determinacion de proteinas en orina.

Ensayos psicol6gicos y de conducta.

Evaluacion de los signos de temblor y funcion neuromuscular.
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1. OBJETIVOS

El objetivo de esta tesis es estudiar €l efecto bioldgico de los campos
magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) y de radiofrecuencia (2,45 GHz)
relacionandolo a su vez con el de los metales pesados cadmio y mercurio,
siguiendo asi las recomendaciones del Parlamento Europeo que aconsgja
investigar fendmenos de sinergia entre campos electromagnéticos y agentes

guimicos ambiental es.

L os objetivos concretos que se plantean son:

1.- Estudiar €l efecto biologico de los campos magnéticos de muy baja
frecuencia 50 Hz y diferentes intensidades 0,5 A (3,2 mT), 1 A (6,5 mT) y
1,5 A (9,7 mT) en linfocitos humanos de sangre periférica incubados durante
72 horas. Concretamente se determina la proliferacion celular y se evalla €

efecto genotdxico mediante la técnica de induccion de microntcleos.

2.- Andlizar el efecto combinado de los campos magnéticos de 50 Hz e

intensidades 0,5 A (3,2 mT), 1 A (6,5 mT), 1,5 A (9,7 mT) y los metales
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pesados cadmio y mercurio, mediante los ensayos de proliferacion celular e

induccion de microntcleos.

3.- Evaluar € efecto de los campos magnéticos de muy baja frecuencia (50
Hz) y diferentes intensidades. 0,25 A (1,6 mT), 0,5A (3,2mT)y 1 A (6,5mT)
en sangre humana durante varios tiempos de exposicion desde 0 a 72 horas,

mediante el andlisis de parametros bioquimicosy enziméticos.

4.- Determinar €l efecto de los campos magnéticos de muy baja frecuencia (50
Hz) y 27,5 G (2,75 mT) sobre |a permeabilidad de |a barrera hematoencefalica

en cerebro de raton.

5.- Estudio del efecto sinérgico entre los campos magnéticos de 50 Hz y
27,5 G (2,75 mT) y una sobrecarga de mercurio en la permeabilidad de la

barrera hematoencefdlica de cerebro de raton.

6.- Investigar la variacion de las propiedades eléctricas conductividad y
permitividad de varios tgidos de rata mediante la aplicacion de campos
electromagnéticos de radiofrecuencia, concretamente 2,45 GHz, después de
someter a los animales a un tratamiento con sobrecarga de cadmio y de

mercurio respectivamente.
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7.- Establecer una relacion entre las variaciones de la permitividad y
conductividad de los diferentes tejidos con los parametros sanguineos
obtenidos del andlisis de sangre realizado alos animales y con la cantidad de

metal presente en cadatejido.
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V. MATERIAL Y METODOS

IV.1. APLICACION DE CAMPOS MAGNETICOS DE MUY BAJA

FRECUENCIA (50 Hz).

IV.1.1. Efecto de campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) en

linfocitos. Posible sinergismo con metal es pesados: cadmio y mercurio.

IV.1.1.1. Sistema de generacion de campos magnéticos de 50 Hz e intensidad

variable.

A) Disefo y caracterizacion de la camara.

El campo magnético (CM) se genera en el interior de un arrollamiento
cilindrico de radio 7,5 cm y 58 cm de longitud, de hilo de cobre, disefiado y
construido por e Departamento de Fisica Aplicada I1l, de la Facultad de
Fisicas de la Universidad Complutense de Madrid. Con objeto de uniformizar
el campo en € interior, se incrementa el nimero de espiras en los extremos
del cilindro. La longitud total del hilo de cobre empleado es de 1.814 m, con

una resistencia total de 31 Q. La Figura 1 muestra el sistema experimental
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para la generacién de campos magnéticos de intensidad variable a la
frecuencia de 50 Hz. La corriente en €l arrollamiento se limitaa 1 A, vaor
maximo admisible por e autotransformador, correspondiendo a esta corriente
una intensidad de campo magnético de 65 G, que es 130 veces € campo
terrestre (0,5G). El sistema dispone también de un gausimetro para controlar

laintensidad de campo magnético dentro de lacamara.

Trandformedor de Aidamento

Red50Hz®:
Aut

A rdlametosde

Figura 1.- Dispositivo experimental para la generacion de campos magnéticos de 50 Hz

eintensidad variable.
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Gausimetro ¢
% Transformador de Autotrans
Placas de cultivos aislamiento

Figura2. Dispositivo experimental parala generacion de campos magnéticos.
B) Calibracion de la camara.

La calibracion de la cAmara se realiza en puntos situados a lo largo de
distintos gjes longitudinales en €l interior de la cAmara 'y separados entre si 2
cm. Los g es medidos son cinco: a) e ge central, b) dos ges situados a ambos
lados del ge central a una distanciade 2 cmy c) dos ges situados a ambos
lados del gje central a una distancia de 4 cm. La graticula obtenida para la
distribucion de intensidad del campo magnético en € interior del solenoide
permite la posterior colocacion precisa de las muestras y asegura la

repetitividad de las medidas.
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La Figura 2 muestra la variacion del campo magnético B en gauss (G)
con la distancia a lo largo de los ges seleccionados, para una corriente de

0,5 A correspondiendo a unaintensidad de campo de 32 G (3,2 mT).

3B e ejeadcm
eje central
ejea2cm

30 -

25 |-

Campo B (G)

20 -

15 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 10 20 30 40

Posicién longitudinal z (cm)

Figura 2. Distribucion de campo magnético en el interior de la camara.

Se observa una buena uniformidad del campo en el rango 8 - 32 cm en
la direccion longitudinal, 1o que proporciona un espacio Util de 24 x 10 cm
para la colocacion de muestras con una variacion en la intensidad de campo

inferior a 1,5% en todalaregion.
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Para la redizacion de los experimentos la camara de campos

magneéti cos se introduce dentro de una estufa a 37°C (Figura 3).

Figura 4. Camara de campos magnéticos introducida en €l interior de una estufa a 37°C.

IVV.1.1.2. Obtencién de linfocitos.

Los linfocitos se obtienen de sangre periférica humana, procedente de
un solo donante voluntario, como control de calidad y homogeneidad en los
resultados. Se extraen 20 ml de sangre en dos tubos de 10 ml con

heparina-litio (Eurotubo). En una cabina de flujo laminar se trasvasa el
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contenido de los tubos heparinizados a dos tubos de plastico estériles de 50
mL y se diluye con 10 mL de disolucion salina-fosfatos (PBS) tamponada a

pH 7,2 cuyo contenido se mezcla por inversion.

Se preparan otros dos tubos estériles de 50 ml con 10 ml de
“lymphocytes isolation solution” (Rafer, S.L. Espaia). Con la ayuda de una
pipeta estéril se afiade lentamente la mezcla de sangre-PBS a los tubos que
contienen la disolucion de separacion de linfocitos. Se forman dos fases, en la
parte de abgo esta el aislante de linfocitos (transparente), y en la parte de
arribala mezcla sangre-PBS (rojo).

Se centrifugan ambos tubos a 1.900 rpm durante 20 min, se toma la
banda grisacea de linfocitos con pipeta estéril y se afiade a otro tubo estéril
con 20 ml de PBS para su lavado por dos veces mediante centrifugacion a

1.900 rpm durante 5 min en centrifuga refrigerada 0-4°C.

Finalmente se afade a los linfocitos medio de cultivo completo RPMI
1640 con 20% de suero fetal, 100 IU/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomicina,
5% de glutaminay se cuentan en cadmara cuentaglobul os.

Después se distribuyen en dos placas estériles de 12 pocillos. Una de
las placas es la control y la otra se introduce en la camara de campos

magnéti cos.
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IV.1.1.3. Optimizacion del tiempo de incubacion en la camara de campos

magnéti cos.

En los cultivos celulares de linfocitos se utiliza fitohemaglutinina
(Phytohemaglutinin; PHA) (Boehringer Mannheim Biochemical), un potente
inductor de mitosis en linfocitos, y por tanto estimulante de su division

celular.

Con objeto de establecer el tiempo correcto de incubacion de los
linfocitos a 37°C y la concentracién éptima de fitohemaglutinina para €l
crecimiento celular, se afiade timidina tritiada que se incopora directamente al
DNA y es considerado un marcaje radioactivo de la sucesiva duplicacién del

DNA, material genético y deladivision celular.

Se extraen 20 ml de sangre humana periférica del donante habitual y se
aplica la técnica sefialada anteriormente para € aislamiento de linfocitos. Se
dispone de 12 millones de linfocitos que se diluyen en 1,2 ml de medio y se
tiene una suspension de 1 millon de células/100 ul que se vierten en cada uno
de la serie de pocillos (1x10° células); y la dilucién alamitad parala segunda
serie de pocillos (0,5x10° células). Ambas series se completan con medio de

cultivo paraun volumen final de 1 mi/pocillo.
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Se prepara una disolucion de fitohemaglutinina (PHA) en proporcion
de 10 mg PHA/10 ml, y después se diluye 1/10. De esta disolucion se colocan
en los pocillos por triplicado las concentraciones de: 50ul/pocillo= 1/100;
10ul/pocillo= 1/500; y 5ul/pocillo = 1/1000, excepto en los pocillos control

gue carecen de fitohemaglutinina.

Se preparan 4 placas, con los experimentos de cada dilucion por
triplicado, y se afiade timidina tritiada para detectar €l crecimiento y division
por duplicacion del DNA celular 15 horas antes de sacar cada una de las
placas alas 24, 48, 72, y 96 horas de incubacion. Se colocan en e congelador
hasta que finaliza la incubacion total de las 4 placas, y se sigue la siguiente

metodologia hasta el contgje de la radioactividad.

Descongeladas |as placas se someten a sistema de filtracion y lavado a
vacio a través de filtros. Cada uno de los filtros retiene las células, que
después se lavan para eliminar la radioactividad externa sobrante. Se coge
cada uno de los filtros con pinzas romas y se introducen en los tubos
colocados en viaes apropiados, finalmente se afladen 2 ml de liquido de
centelleo (Aquasol) y se someten a contaje durante 1 minuto en Contador Beta

para®H.
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Finalizado el contgje de la timidina tritiada se construyen las gréficas,
en e eje de ordenadas se representan las cuentas por minuto (cpm) de *H-tim,
y en abcisas la dilucion de la concentracion de fitohemaglutinina (PHA) y

tiempo de incubacién en horas.

80000

70000 -
60000 -

50000 - W24 H

40000 - m48 H
O72H
o6 H

CPM

30000

20000 -

10000 ~

1/100 1/500 1/1000 CONTROL
DILUCION PHA

Figura 4. Incorporacion de H3-Timidina en cultivos de linfocitos humanos de 1.000.000

de células.
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35000
30000 1
25000 1
S 20000 - W24 H
% W48 H
15000 - a72 H
10000 - W96 H
5000 -
0 _

1/100 1/500 1/1000 CONTROL
DILUCION PHA

Figura 5. Incorporacion de H3-Timidina en cultivos de linfocitos humanos de 500.000

células.

Los histogramas que representan la fijacion de ®H-tim en cpm frente a
tiempo de incubacion en horas (figuras 4 y 5) nos permiten establecer que €
tiempo Optimo de incubacién ocurre a las 96 horas. En las gréficas se
observan las diferencias en cuentas por minuto (cpm) de la timidina tritiada,
en los cultivos de linfocitos de 500.000 células (0,5x10° células/pocillo) y en
los cultivos de 1.000.000 de células (1x10° células/pocillo) por pocillo en
placa de 96 pocillos. Observamos en ordenadas las cpm de *H-tim en los
cultivos de linfocitos después de 24h, 48h, 72h y 96h de incubacion con

diferentes concentraciones de fitohemaglutinina (PHA), y obtenemos que el
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crecimiento es superior ala concentracion més elevada de PHA, es decir ala

dilucion 1/100 después de 96 horas de incubacion.

IV.1.1.4. Cultivos celulares. Incubacion de las células con diferentes

concentraciones de iones cadmio y de mercurio.

Se extraen 20 ml de sangre humana del donante habitual y se aplica la
técnica sefial ada anteriormente para el aislamiento de linfocitos. Los linfocitos
obtenidos se diluyen con € mismo medio de cultivo anterior para su

distribucion en dos placas de 12 pocillos cada una.

En cada placa de 12 pocillos se utilizan tres pocillos controles que no
contienen disolucion de metal, a los que posteriormente se afiade una
suspension de linfocitos en el mencionado medio de cultivo. En cada placa de
12 pocillos se utiliza un pocillo con medio y sin células a que denominamos

blanco.

A cada pocillo control se le afiade 1.000.000 de células suspendidas en
el medio de cultivoy fitohemaglutinina ala concentracion final de 10 pg/ml,

paralainduccion deladivision celular.
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En los pocillos tratados, se afiade 1.000.000 de

linfocitos,

fitohemaglutinina a una concentracion final de 10 ug/ml y ademas se afiade

una concentracion determinada de metal en los pocillos que variade 10° M a

107M.

Para €l tratamiento de los linfocitos con los iones metalicos cadmio y

mercurio se utilizan los compuestos:

eCloruro de Cadmio monohidrato: CdCl,.H,O (Merck).

eCloruro Mercurico: HgCl, (Merck).

L as propiedades del cloruro de cadmio monohidrato se presentan en latabla 1.

CdCl,. H,O

N°CAS

Peso Molecular

Densidad especifica (20°C)
Solubilidad en agua (20°C)
PH (50g/L,H,0,20°C)
Punto de fusion

Punto ebullicion
R45-E48/23/25

DLsyoral rata

Tablal. Propiedadesdel CdCl,.H,O

35658-65-2

201.32 g/mol

4 g/em®

Fécilmente soluble

6.7

150-158°C

960°C

Carcinogénico, téxico, riesgo de efectos
graves para la salud en caso de exposicion
prolongada por inhalacién, contacto con la
piel eingestion.

88 mg/kg

El cloruro de cadmio se utiliza en fotografia, pinturas, imprenta,

galvanoplastia, fabricacion de espegjosy lubricantes.
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L as propiedades del cloruro mercurico (HgCl,) vienen expresadas en la

tabla 2:

N°CAS

Peso Molecular

Densidad especifica (20°C)
Solubilidad en agua (20°C)
pH (50g/L,H,0,20°C)
Punto de fusién

Punto ebullicion
R28-34-48/24/25

DLsyoral rata
DLsyoral hombre

Tabla2. Propiedades del HgCl..

10112-91-1

271.50 g/mol

5.53 g/em®

74 g/L

3

276°C

302°C

Corrosivo, toxico; riesgo de efectos graves
para la saud en caso de exposicion
prolongada por contacto con la piel e
ingestion.

1 mg/kg

29 mg/kg

Se preparan disoluciones de cada compuesto a la concentracion de

10M . Las disoluciones se esterilizan por filtracion, con filtros de 0,22 pm

(Millipore) y se diluyen con agua destilada estéril, para obtener una

concentracion final en los pocillos de 103, 10, 10°,10°y 107 M de cadmio y

103, 10%,10°,10° y 107 M de mercurio.

Los pocillos controles y los tratados se completan con medio de cultivo

hasta conseguir un volumen final de 1 mL.
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IV.1.1.5. Exposicion a campos magnéticos de 50 Hz.

Una de las dos placas de 12 pocillos se introduce en e solenoide,
elaborado en e Departamento de Fisica Aplicada |1l sefialado anteriormente.
El solenoide se sitlia dentro de una estufa 'y la placa control se mantiene fuera
del solenoide a un lado de la cavidad de la estufa (37°C) ya que € campo
magneético esta muy confinado en e volumen del arrollamiento (Figura 6). Se
aplica un campo magnético de 32 G (0,5 A) utilizando € circuito mostrado en

laFigura 1.

Placa de

\ /4 cultivo

Figura 6. Placa de 12 pocillos que se introduce dentro la cdmara de campos magnéticos.
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IV.1.1.6. Identificacion de dafio genético mediante € ensayo de

micronucleos.

El principal objetivo de este experimento es determinar s la
exposicion de linfocitos a campos magnéticos de 50 Hz y distintas
intensidades puede causar dafio en el DNA en términos de induccién de
micronicleos. Los micronicleos son cuerpos redondos derivados de
fragmentos cromosdmicos 0 de cromosomas enteros cuyos centrémeros han
perdido su afinidad por el huso mitético y a ser excluidos del nucleo celular
en division representan una una expresion del dafio cromosdmico provocado
por un agente externo (Fenech y col. 1985).

Los micronlcleos requieren una sola division celular para ser
expresados, por tanto para poder observarlos se debe bloquear la primera
etapa de la mitosis, es decir la citoquinesis. Esto se consigue afadiendo
citocalasina-B (Merck) alas 72 horas de la incubacion. La citocalasina es una
toxina fangica, permeable a las células que inhibe la divison celular
bloqueando la formacion de los microfilamentos contractiles e inhibe €l
transporte de glucosa. Se prepara una disolucion de citocalasina-B (10 mg en
2 ml dimetilsulfoxido). Se diluye esta disolucién 1 en 9ml con € medio de
cultivo. Se aflade a cada pocillo de forma que su concentracion final sea de 3

ug/ml. Se mantiene la incubacion hasta una exposicion de 96 horas en la
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camara de campos magnéticos, al término de las cuales se suprime el campo
magnético y se procesan las placas.

Se coloca un volumen de 100 ul de cada pocillo de las placas de 12
pocillos en el cono del sistema de centrifugacién sobre filtro y portaobjetos de
la centrifuga cytospin 2 (Shandon) en la que se somete a 400 rpm durante 8
min.

La extension se deja secar totalmente y se somete a la tincién rapida
para hematologia de Grifols, preparada para estos fines, con tres bafos,

fijador, colorante &cido y colorante basico. (Tabla 3).

Tincion Rapida de Grifols

Reactivos
Fijador Solucion alcohdlica
Colorante 1 Solucion acida
Colorante 2 Solucién basica

Tabla3. Reactivos utilizados paralatincion celular.

Se sumerge el portaobjetos en las tres disoluciones, por e siguiente
orden: solucion fijadora durante 5", colorante &cido durante 5”, colorante
basico durante 5" y posterior lavado del portaobjetos con agua destilada. Se

deja secar laextension y se examina con objetivo de inmersion.
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Después se cuentan los micronucleos solamente en células que han
sufrido blogueo en la citoquinesis. Estas son fécilmente reconocibles por su
apariencia binucleada, ademas deben tener e citoplasma bien preservado.

Para el contgje de micronucleos se utiliza el microscopio Leitz Dialux
20 EB con objetivo de inmersiéon.  Se cuentan los microntcleos de 500 células
binucleadas, para elaborar la tabla correspondiente. El criterio para la
identificacion de micronucleos es su diametro inferior a nucleo entre 1/16 y
1/3, de la misma naturaleza, no refractarios, independientes a ndcleo mayor y

sin puentes.

IV.1.1.7. Determinacion de proliferacion celular mediante el ensayo con

MTT.

Estatécnica consiste en utilizar MTT (3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sigma) para determinar la proliferacién celular
(Mosmann 1983).

El MTT es un sustrato de una enzima mitocondrial de células vivas, de
forma que cuando se incuban células vivas con e MTT éstas |0 metabolizan
formandose en e cultivo unos precipitados de azul de formazan, visibles a
simple vista que posteriormente son cuantificados mediante lectura éptica.

Se realizan los ensayos de proliferacion celular en placa microtiter de

cultivo de 96 pocillos. En cada pocillo de las dos placas de doce pocillos,
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control y tratada se coge un volumen de 100 uL y se afiade a una placa de
96 pocillos. Se ponen pocillos triplicados para cada punto del experimento.

Se afiade a cada pocillo 20 uL deladisoluciéon de MTT a2,5 mg/mL
en PBS (color amarillo). Se incuba la placa con  MTT a 37°C 5% CO,
durante 3 0 4 horas. Transcurrido este tiempo, aparecen los precipitados
azules de formazan que se disuelven completamente afiadiendo a cada pocillo
100 pL de isopropanol con 0,04N HCI y resuspendiéndolos enérgicamente
con micropipeta multicanal. Se lee la densidad oOptica (D.O.) en €l lector de
placas Titertek Multiskan MCC/340 (Cultec) a 540nm y 690nm. A mayor

D.O. mayor proliferacion.

IV.1.1.8. Andlisis estadistico.

Este experimento se repite 20 veces en las mismas condiciones (0,5 A).
También se realiza utilizando intensidades de campo magnético de 1 A y
1,5 A, repitiéndose en cada caso 20 veces.

Para €l anadlisis estadistico de los resultados experimentales (frecuencia
de micronucleos y proliferacion celular) se aplica e test paramétrico de
ANOVA. En concreto se realiza un test de comparacion multiple Tukey-
Kramer. Seguin este andlisis, la significacion estadistica se establece en todos

los casos en valores de p<0,05.
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IV.1.2. Efecto de campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) en

sangre humana

IV.1.2.1. Obtencion de sangre humana

Todas las muestras de sangre humana sometidas a exposicion de
campos magnéticos proceden de un donante voluntario totalmente controlado
procedente del propio laboratorio de investigacion. La sangre se extrae de la
vena cubital derecha y se coloca en tubos estériles que contienen Heparina-
Litio paraevitar la coagulaciony 2mL de gel PST™ (necesario para obtener

posteriormente el suero mediante centrifugacion).

1V.1.2.2. Exposicion a campos magnéticos de 50 Hz

Se introduce 1 ml de sangre en cada tubo, siendo en total 12 tubos. La
mitad de ellos se colocan en una gradilla y se introducen en la camara de
campos magnéticos de muy baja frecuencia antes mencionada (50 Hz y 0,25
A); laotramitad se colocan también en una gradilla, fuera de la cAmara pero
dentro de la incubadora; de modo que los dos grupos de tubos se mantienen

incubados a 37 °C.
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Para la obtencion del suero en las muestras, se centrifuga a 3200 rpm,
7 min. Esta operacion se realiza alas Oh, 6h, 12h, 24h y 48h de la exposicion
a campo magnético y utilizando cada vez dos muestras, una control y otra

tratada.

V.1.2.3. Determinaciéon de parametros enzimaticos y bioguimicos en suero

sanguineo

Una vez obtenido e suero sanguineo, se analizan los siguientes

pardmetros bioquimicos (Tabla 1) y enzimaticos (Tabla 2).

Parametros bioguimicos

¢ Proteinas totales
¢ Glucosa

¢ Urea

¢ Calcio

¢ Fosforo

¢ Hierro

Tabla1. Pardmetros bioquimicos sanguineos.
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Parametros enzimaticos

¢ Léactico deshidrogenasa
¢ Creatinafosfoquinasa

¢ Fosfatasa alcalina

¢ Glutamico oxalacético transaminasa
¢ Glutamico pirlvico transaminasa

¢ Gammaglutamil transpeptidasa

Tabla 2. Parametros enzimati cos sanguineos.

Los pardmetros bioquimicos y enziméticos se determinan en €
Autoanalizador de Bioguimica MEGA de Mitsubishi. Este sistema trabaja con
peguefias concentraciones de reactivo, que después diluye con agua
desionizada. Casi todas las técnicas que se utilizan para determinar parametros
bioquimicos y enziméticos son bireactivas. En & autoanalizador hay dos
camaras frigorificas en una se coloca el primer reactivo y en la otra camara el
segundo. Las ventgjas de este sistema es que se pueden utilizar muchos
controles, las lecturas de los parametros se realizan a gran velocidad y s hay
algun falo en e dsistema, éste avisa para que se hagan las oportunas
correcciones. Diariamente se realiza una calibracion por triplicado del
proceso, y se utiliza un control externo cuyo valor es desconocido, y un patron

interno cuyo resultado es conocido.
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El sistema consiste en hacer reaccionar |os reactivos especificos para
cada tipo de parametro con €l suero aanalizar. Se produce en cada caso una
reaccion, generalmente colorimétrica, cuyo resultado se detecta en el
autoanalizador, que manda los datos a un ordenador, obteniéndose asi los
valores de todos | os pardmetros pertenecientes a una misma muestra de suero.

A continuacion se expone € fundamento de los métodos especificos
utilizados para la deteccion de determinados parametros bioquimicos y

enzimaticos en el autoanalizador.

¢ Proteinas Totales

Método Biuret. Prueba colorimétrica para analizadores de guimica
clinica (Olympus).

Los iones cobre reaccionan con las proteinas en medio alcalino para
formar un complejo purpura. La absorbancia de este complejo es proporcional
ala concentracion de proteinas en la muestra.

Hidréxido de sodio, Tartrato de potasio y sodio, Sulfato de cobre y
Y oduro de potasio.

Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en el

instrumento.
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Linealidad
Laprueba es lineal para una concentracion entre 3y 12 g/dL.
Valores normales

Recién nacidos. 4,6-7 g/dL

Nifios mayores de 3 afios y adultos: 6,4-8,3 g/dL

¢ Hierro

Método TPTZ. Prueba colorimétrica para anadizadores de quimica
clinica (Olympus).

El Fe* se reduce a Fe**, e cua forma un complejo azul con TPTZ
(2,4,6-Tri [2-piridil]-5-triazina) que presenta una absorcion maxima a 290 nm.
Laintensidad del color formado es proporcional ala concentracion de hierro
en lamuestra.

Tampon glicina (pH 1,7), acido L-ascorbico, 2,4,6-Tri [2-piridil]-5-
triazina. Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en el
instrumento.

Linealidad

La prueba es lineal para una concentracion de hierro entre 10y 1000

po/dL.
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Valores normales

Mujeres. 49-151 pg/dL

Hombres: 53-167 pg/dL

¢ Glucosa
Método Hexoquinasa. Prueba cinética por UV para analizadores de

guimicaclinica (Olympus).

La glucosa es fosforilada en presencia de hexoquinasa y ATP. La
glucosa 6-fosfato producida reacciona con NAD™ en presencia de glucosa -6-
fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) para formar gluconato-6-fosfato y NADH.

El aumento en |a absorbancia es proporcional ala concentracion de glucosa.

Glucosa+ ATP hexoguinasa glucosa-6-fosfato + ADP

v

G6P-DH

v

Glucosa-6-fosfato + NAD* gluconato-6-P + NADH" + H”

Tampén PIPES (pH 7,6), ATP, NAD", Mg*, Hexoquinasa, G6P-DH.
Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en el

instrumento.
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Linealidad

La prueba es lineal para una concentracion entre 10-800 mg/dL en
sueroy plasma.
Valores normales

Suero, plasma: 75-115 mg/dL.

¢ Fosforo inorganico

Prueba fotométrica por ultravioleta (UV) para analizadores de quimica
clinica (Olympus).

El fosfato reacciona con molibdato en medio fuertemente acido para
formar un complgjo. La absorbancia de este complejo en e UV cercano es

directamente proporcional ala concentracion de fosfato.

Acido sulfdrico, heptamolibdato de amonio y glicina.
Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en el

instrumento.
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Linealidad

Laprueba eslinea para una concentracion entre 1y 20 mg/dL en suero
y plasma.
Valores normales

Nifios: 3,6-5,9 mg/dL

Adultos: 2,6-4,5 mg/dL

¢ Cdcio

Método Arsenazo Ill. Prueba colorimétrica para analizadores de
guimica analitica (Olympus).

Los iones de calcio reaccionan con arsenazo |11 en medio é&cido para
producir un complejo de color purpura. La absorbancia de este complegjo es
proporcional ala concentracion de calcio en la muestra.

Imidazol pH 6,0, Arsenazo Il y Triton X-100. En este caso todo €
reactivo estd contenido en un solo recipiente R1. El reactivo estalisto para su
uso Yy puede colocarse directamente en el instrumento.

Linealidad

Lapruebaeslinea paraunaconcentracion entre 4y 18 mg/dL.

Valores normales

Suero, plasma: 8,1-10,4 mg/dL.
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¢ Lactato deshidrogenasa (LDH)

Prueba cinética por UV para andizadores de quimica clinica
(Olympus).

Método basado en las recomendaciones de |a “ Federacion Internacional
de quimica clinica” y de la “Sociedad Alemana de quimica clinica’ (IFCC
1994). Se mide e aumento de la absorbancia en UV al pasar de NAD" a

NADH.

Lactato + NAD" - > Piruvato + NADH + H*

Tampon D(-)N-metilglucamina, pH 9,4 (37°C, Lactato, NAD".

Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en €
instrumento.

Linealidad

Adultos: 135-225 U/L
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¢ y-Glutamiltranspeptidasa (y-GTP)
Prueba cinética colorimétrica para analizadores de quimica clinica

(Olympus).

L -y-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina *°'",

L--y-Glutamilglicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

Tampoén Tris, pH 7,95 (37°C), glicilglicina, L-y-Glutamil-3-carboxi-4-
nitroanilida.

Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en el
instrumento.

Linealidad

Laprueba es lineal para una actividad de enzima entre 3-1200 U/I.

Valores normales

Mujeres: 7-32 UII.

Hombres; 10-49 U/I.

¢ Glutamico oxalacético transaminasa (GOT)

Prueba cinética por UV para andizadores de quimica clinica

(Olympus).

161



IV. MATERIAL Y METODOS

M étodo basado en las recomendaciones de |a“ Federacion Internacional
de quimica clinica’ y de la “Sociedad Alemana de quimica clinica’ (IFCC,
1994).

Se mide la absorbanciaen UV de NADHy NAD".

GOT
2-oxoglutarato + L-aspartato - L-glutamato + oxal acetato
Malato deshid
oxalacetato + NADH + H* T L-malato + NAD'

Tampoén Tris, pH 7,65 (37°C), L-aspartato, 2-oxoglutarato.

Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,
ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en €
Instrumento.

Linealidad

Mujeres: 10-31 U/L

Hombres; 10-37 U/L
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¢ Creatinafosfoquinasa (CPK)

Prueba cinética por UV para andizadores de quimica clinica
(Olympus).

Método basado en las recomendaciones de |a “ Federacion Internacional
de quimica clinica’ (IFCC, 1994) y e Comité Europeo para los Estandares
clinicosy de laboratorio.

Se mide laabsorbanciaen UV de NAD" y NADH.

CPK

Creatin Fosfato + ADP creatina+ ATP

v

Hexoquinasa

v

ATP+ glucosa L-malato + NAD"

+ Glucosa-6-fosfato +
Glucosa-6-Fosfato + NAD desidrogenasa . 6-Fosfogluconato + NADH + H

4

Imidazol pH 6,5 (37°C), NADP, ADP, AMP, EDTA, glucosa, creatin
fosfato, N-acetilcisteina, Mg®*, diadenosina pentafosfato, hexoquinasa,

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Los reactivos vienen comercializados en dos recipientes R1 y R2,

ambos estan listos para su uso y pueden colocarse directamente en €

instrumento.
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Linealidad
La prueba es linea para una actividad de la enzima entre 10 y
2000 U/L.

Muijeres. hasta 145 U/L

Hombres: hasta 170 U/L

IV.1.2.4. Andlisis estadistico

Este experimento se realiza 5 veces en las mismas condiciones para
cada intensidad de campo magnético estudiada (0,25 A, 0,5 A, 1 A) utilizando

el mismo donante voluntario.

En el andlisis estadistico de los resultados experimentales se aplica €
test paramétrico de ANOVA. Para cada pardmetro sanguineo se realiza un
test de comparacion multiple Tukey-Kramer.

Seguin este andlisis, € nivel de significacion estadistica se define como

p<0,05.
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IV.1.3. Efecto de campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) y
sobrecarga de mercurio en la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica de raton.

El objetivo de este experimento es estudiar €l efecto de los CM de 50
Hz sobre la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica (BHE) en ratones
Balb/c de forma que se pueda tener més informacion sobre los efectos que
provocan los CM de 50 Hz en € cerebro. La permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica se evalla por e paso del colorante vital rojo neutro
(inyectado por viaintravenosa) al cerebro.

También se estudia € efecto sinérgico que pueda tener el metal pesado

mercurio (neurotoxico) con los CM en la permeabilidad de la BHE.

IV.1.3.1. Sistema de generacion de campos magnéticos de muy baa

frecuencia50 Hzy 27,5 G

La camara de campos magnéticos esta formada por dos solenoides de
hilo de cobre colocados paralelamente entre los que se genera e campo
magnético. La camara ha sido proporcionada temporalmente por € Instituto
de Magnetismo Aplicado, ded CSIC y Rectorado de la Universidad

Complutense de Madrid. Las dimensiones de la cdmara son 39 cm de largo x
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52 de ancho y cada solenoide tiene un didmetro de 43 cm. La cAmara esta
conectada a un gausimetro, mediante el cual se puede variar manuamente la

intensidad de campo magnético de 0 a 27,5 Gauss (Figura 1).

Figural. Camarade campos magnéticos de 50 Hz.

La camara esta correctamente evaluada mediante dos graficas, una de
calibracion y otrade intensidad de campo magnético.

En la figura 2 se observa la gréfica obtenida en la calibracion del
espacio interno de los dos solenoides en funcion de la distancia de separacion
entre ambos. Con ello se establece que el campo magnético se halla confinado

en el interior de la estructura geométrica del solenoide.
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CAMPO MAGNETICO (G)

8 I I I I I |
0 10 20 30 40 50 60
POSICION (cm)

Figura2. Calibracion de la camara de campos magnéticos.

En la figura 3 se observa la evolucion de la intensidad del campo

magnético en Gauss con laintensidad de la corriente en amperios.
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35
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10 -

CAMPO MAGNETICO (G)

5,

0 I I I I 1
0 0,5 1 15 2 2,5

Pendiente: 15.12 G/A INTENSIDAD (A)

Figura 3. Distribucion de la intensidad de corriente en la camara de campos magnéticos

de muy bajafrecuencia (50 Hz).

IV.1.3.2. Animales. Tratamiento con mercurio

Se utilizan ratones hembra Balb/c, jovenes de 20g mantenidos en cagjas
metabdlicas, cumpliendo todos |os requisitos expresados en las normativas del
R.D. 223/1988 del 14 de Marzo y de la Orden de 13 de Octubre de 1989 (BOE
del 18 de octubre) sobre proteccién de los animaes utilizados para

experimentacion y otros fines cientificos.
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Se hacen dos grupos de 6 ratones, un grupo para su exposicion a
campos magnéticos y otro control, no expuestos. Los dos grupos fueron
alimentados con dieta estédndar y agua “ad libitum”, y mantenidos en jaulas

metabdlicas, con 12 h deluzy 12 h de oscuridad.

Tratamiento con mercurio

Los animales distribuidos en dos grupos (control y exposicion a

campos magnéticos) se someten al siguiente tratamiento (Tabla 1):

JAULA CONTROL JAULA EXPUESTA A CAMPOS
MAGNETICOS

Blanco Blanco

Control Control

Control Control

Control Control
Tratamiento con Mercurio Tratamiento con Mercurio
Tratamiento con Mercurio Tratamiento con Mercurio

Tabla 1. Tratamiento de los ratones con sobrecarga de mercurio.

En cada jaula hay seis ratones de los cuales tres son controlesy dos se
someten a un tratamiento con sobrecarga de mercurio durante 7 dias. Al

finalizar €l experimento de exposicién a campos magnéticos se inyecta a todos
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los ratones, excepto a un control por jaula que denominamos blanco, una

disolucion del colorante vital rojo neutro por viaintravenosa.

El tratamiento con sobrecarga de mercurio se realiza durante los siete
dias que dura € experimento de exposicion a campos magnéticos. Se
administra HgCl, por via intraperitoneal a la concentracion de 0,01 mg
Hg/kg/dia, en agua destilada, a partir de una disolucion madre de 1 mg/mL;

mediante jeringuilla de insulina con divisiones de 0,01 mL.

1V.1.3.3. Exposicién a campos magnéticos de 50 Hz y 27,5 G

La jaula con los animales para exposicion se coloca geométricamente
en € interior del cilindro que confina e campo magnético, mientras que la
otra jaula, con los animales no expuestos se situaa 1 m de distancia, y en las
mismas condiciones ambientales (Figura 4).

El campo magnético a gque se someten |os animales durante 7 dias (168

horas) esde 27,5G, y unafrecuenciade 50 Hz.
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Figura4. Ratones expuestos a campos magnéticosde 50 Hzy 27,5 G.

1V.1.3.4. Determinacién de la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica

mediante utilizacion de rojo neutro.

Tratamiento con rojo neutro

Al finalizar periodo de 7 dias de exposicién a los campos magnéticos,
la jaula tratada se retira de la camara de campos magnéticos. Los ratones de
ambas jaulas control y expuesta se tratan con € colorante vital rojo neutro. Se
utiliza una disolucion de rojo neutro (Sigma), 5mg/mL en disolucion salina

fisiologica.
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Se administra por viaintravenosa atraves de la vena dorso-latera dela
cola 0,2 mL/ratén (1 mg rojo neutro) a todos los animales excepto a uno de

cada jaula que denominamos blanco.

Determinacion colorimétrica del rojo neutro

Treinta minutos después de la administracion del rojo neutro, los
animales se sacrifican mediante dislocacion cervical. Se realiza la diseccion
del cerebro, sin cerebelo ni médula oblongata.

Se someten los dos encéfalos a homogeneizacion con UltraTurrax
(Jankel&Kunkel) en disolucion salina fisiolégica 1+3 (p+v) en tubos de
plastico pequefios (5 mL), y centrifugacién en tubos Eppendorf de 1,5 mL a
13.500 rpm en Minifuge (Heraeus). Los sobrenadantes se filtran mediante
filtros de 0,45 p de diametro. Antes de realizar la lectura espectrofotométrica
de estos extractos debemos determinar la longitud de onda adecuada para la

determinacion colorimétrica del rojo neutro.

Con € objeto de saber cual es la longitud de onda apropiada para
medir las muestras se registra el espectro ultravioletay visible del rojo neutro
determinandose asi su pico maximo de absorcién. Para ello se utiliza una
disolucion de rojo neutro (Sigma) en NaCl 0,8% a la concentracion de

5ug/mL y se mide su absorbancia en e espectrofotometro Uv-Visible Cary
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300 BIO de Varian acoplado a programa de ordenador CarywinUV de

Varian.

Una vez establecida la longitud de onda a la que se va a medir €l rojo
neutro (540 nm), procedemos a medir las muestras en el espectrofotdmetro.
De esta forma se cuantifica € pico correspondiente a rojo neutro que nos
proporciona €l valor del colorante ingresado en el cerebro. Se obtiene por
tanto una medida de la permeabilidad de la barrera hematoencefaica en cada
uno de los animales. Cuanto mayor sea € valor del rojo neutro a 540 nm,
mayor serd la cantidad de colorante ingresado en el cerebro, y por tanto sera
mayor la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

El extracto sobrenadante del cerebro control sin rojo neutro (blanco) y
en ausencia de campo magnético se toma como cero para la lectura del pico

del rojo neutro en el espectro visible (540 nm), de cada una de las muestras.

IV.1.3.5. Andlisis estadistico

Este mismo experimento se repite 5 veces en las mismas condiciones. Para el
andlisis estadistico de los resultados experimentales se aplica €l test paramétrico de
ANOVA. Se redliza un test de comparacion multiple Tukey-Kramer. Segin este

andlisis, el nivel de significacion estadistica se define como p<0,05.
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IV.2. APLICACION DE CAMPOS ELECTROMAGNETICOS DE

RADIOFRECUENCIA (2,45 GHz).

IV.2.1. Campos electromagnéticos de radiofrecuencia (2,45 GHz) en

ratas.

El objetivo de esta fase del trabajo consiste en determinar las
propiedades eléctricas conductividad y permitividad de distintos tejidos de
rata expuestos a campos €l ectromagnéticos de radiofrecuencia, concretamente
2,45 GHz después de someter a los animales a una sobrecarga de metales
pesados cadmio y mercurio por separado. Se ha elegido la frecuencia de 2,45
GHz ya es muy utilizada en numerosos procesos industriales, como por
egjemplo, procesos de secado industrial, hornos microondas y méaquinas de
soldadura por arco.

La determinacion de las propiedades eléctricas de tegjidos se ha
realizado a través de la colaboracion entre nuestro grupo de trabajo y €
Departamento de Fisica Aplicada lll, perteneciente a la Facultad de Fisica, de

la Universidad Complutense de Madrid.

Todo tejido vivo se caracteriza por su conductividad eléctrica (o) y su

permitividad dieléctrica (¢). Estas propiedades son responsables de la
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interaccion de los campos electromagnéticos con moléculas y estructuras
biologicas. Los tgjidos vivos estdn poco magnetizados, la componente
eléctrica es primordia e induce a escala microscopica dos procesos. la
oscilacion y € desplazamiento de las cargas libres y la orientacion de
moléculas polares a la frecuencia de aplicacion del campo el ectromagnético.
Asi valores elevados de la permitividad implican un efecto de apantallamiento
considerable para € campo eléctrico, sin embargo e otro parametro, la
conductividad, originala circulacion de corrientes inducidas en los tejidos. La
conductividad es €l reciproco de la resistividad y se expresa en siemens por

metro (S/m).

IV.2.1.1. Sistema experimental para la generacion de campos

el ectromagnéticos de radiofrecuenciaa 2,45 GHz.

Célulade medida

Para la radiacion y caracterizacién de muestras bioldgicas se ha
utilizado el sistema disefiado y construido por e Departamento de Fisica
Aplicada 1l perteneciente a la Facultad de Fisica de la Universidad
Complutense de Madrid.

La célula de medida esta formada por:

175



IV.MATERIAL Y METODOS

a) un contenedor de muestra formado por un blogue de metacrilato con
una cavidad rectangular de 44mm de largo, 11mm de ancho y 2 mm de
grosor. Dentro de esta cavidad rectangular es donde se va a introducir
la muestra biolégica. La permitividad complegja del blogue medida
experimentalmente es ¢.- 2.6 y la conductividad 4.96.10% Sm. El
bloque se divide en dos piezas para facilitar la colocacion de la muestra

biol6gica como muestrala Figura 1.

Muestra bioldgica

Contenedor de muestra -

Figural. Contenedor de muestra.

b) una seccién de guia de ondas WR 430 de aluminio altamente pulido

de 34 cm de longitud total, pudiéndose variar su longitud mediante un
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cortocircuito variable con objeto de fijar los planos de referencia
adecuados. El blogue de metacrilato rellena completamente la seccion
de la guia de ondas WR430 Util para trabajar en € rango de 1,7 a
2,6 GHz. La figura 2 muestra la seccion de guia de ondas con €l

contenedor de muestra.

Contenedor
de muestra

Muestra biolégica

Figura 2. Seccién de guia de ondas WR430 con el contenedor de muestra.

El sistema experimental paralaradiacion y caracterizacion de muestras
consta también de un analizador vectorial Hewlett Packard 8720 y dos
transiciones guia/lcoax de muy baja razon de onda estacionaria. Estas dos

transiciones guia-coax se colocan en cada extremo de la seccion de guia de
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ondas WR430. Se usan cables coaxiales semirigidos para conectar cada

transicion a analizador de red.

La determinacion experimental de las propiedades eléctricas
(permitividad dieléctricay conductividad) se realiza midiendo los coeficientes
complgos de reflexion y transmision de una muestra de tejido biolégico
utilizando el analizador vectorial. El experimento se redliza a la frecuencia

industrial de 2,45 GHz.

A lafrecuencia seleccionada para redizar el experimento, el tamario de
la muestra (11 mm) es muy pequefio comparado con lalongitud de ondadela
guia (148 mm) y se puede considerar que €l campo eléctrico es précticamente

uniforme en toda la muestra colocada en €l centro de la guia de ondas.

Calibracién del sistema de medida

La calibracién del sistema de medida, se realiza con la seccion de guia
de ondas WR430, se utilizan tres cargas standard de guia de ondas (corto,
abierto y de banda ancha) junto con los sistemas de correccion de error
internos del analizador vectorial. Para la calibracion del sistema, en el
contenedor de muestra, se sustituye la muestra de tejido biologico por una

pieza de metacrilato de las mismas dimensiones.
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La calibracién nos permite obtener exactamente los coeficientes de
reflexion y transmision del bloque relleno con la muestra originados por las
ondas incidentes y reflgjadas, y que son medidos en el analizador vectoria en

ambos planos de referencia.

IV.2.1.2. Animaes

Se utilizan para este experimento 15 ratas macho Wistar, con una
media de pesos entre 170 - 220g mantenidas en cgjas metabdlicas, cumpliendo
todos los requisitos expresados en las normativas del R.D. 223/1988 del 14 de
Marzo y de la Orden del 13 de Octubre (BOE del 18 de Octubre) sobre
proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines

cientificos.

Los animales son mantenidos en jaulas metabdlicas en estabulario y
alimentados con pienso estandar y agua “ad libitum”. Se distribuyen en tres
grupos, permaneciendo todos en las mismas condiciones de temperatura
(18°C), humedad y duracion del ciclo luz/oscuridad (12/24h). Uno de los
grupos es € control, formado por 5 ratas sin ninguin tratamiento quimico. El
segundo grupo esta formado por 5 ratas que se someten a un tratamiento con

CdCl,, € tercer grupo de 5 ratas se somete a un tratamiento con HgCl..
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V. 2.1.3. Tratamiento con cadmio

Un grupo de 5 ratas se trata con una disolucion estéril de CdCl,. La
disolucion se prepara a partir de CdCl, H,O (Merck) que se disuelve en agua
destilada para obtener una concentracion final de Img/mL; esta disolucion se
filtra mediante filtros de 0,45 u. Posteriormente la disolucion se autoclava
para esterilizarla.

A las ratas se las inyecta diariamente por via intraperitoneal una dosis
gue oscilaentre 0,1y 2,5 mg Cd/Kg peso corporal, durante 12 dias, utilizando

una jeringuilla de insulina estéril de Unico uso.

En la figura 3 se representan las dosis diarias de cadmio durante €l

tratamiento y en lafigura 4 se observalaevolucion del peso de las ratas con €

tratamiento de cadmio.
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DIAS
\l

0 0,1 0,2 0,3 0,4
DOSIS CADMIO (m L/DIA)

Figura 3. Dosis de cadmio en mL/dia.

PESO (q)
E85888

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TIEMPO (DIAS)

Figura4. Evolucion del peso de las ratas en funcidn del tratamiento con cadmio.
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Con € tratamiento de cadmio, se pretende que los animales tengan una
sobrecarga de i6n metalico, pero manteniendo el peso constante. La dosis se
va aumentando diariamente pero s a inyectar una determinada dosis se
observa que disminuye de peso, entonces se rebga para que e animal
mediante su regulacion homeostética sea capaz de adaptarse a esta nueva
situacion. Todos los animales evolucionan de manera similar a tratamiento

con cadmio, aunque cada rata tiene su propio metabolismo.

A continuacion se describe la evolucion del peso de las ratas control

durante los 12 dias que dura el experimento.

PESO (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TIEMPO (DIAS)

Figura 5. Evolucion del peso de las ratas control.
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En la figura 5 se observa un incremento diario del peso de las ratas
control, este resultado es el que cabia esperar, ya que este grupo de animales
no estéd sometido a ningun tratamiento quimico, por tanto no existe ningdn

factor externo que puedainfluir negativamente en su metabolismo.

IV.2.1.4. Tratamiento con mercurio.

Un grupo de 5 ratas se trata con una disolucion estéril de HgCl,. La
disolucion se prepara a partir de HgCl, (Merck) que se disuelve en agua
destilada para obtener una concentracion final de Img/mL; esta disolucion se
filtra mediante filtros de 0,45 u. Posteriormente la disolucion se autoclava
para esterilizarla.

Al grupo de individuos se les inyecta diariamente por via
intraperitoneal una dosis que oscila entre 0,1 y 2,5 mg Hg/Kg peso corporal,

durante 12 dias, utilizando una jeringuilla de insulina estéril de Unico uso.
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En la figura 5 se representan las dosis diarias de mercurio durante €
tratamiento y en lafigura 6 se observalaevolucion del peso de las ratas con €

tratamiento de mercurio.

DIAS

0 01 02 03 04
DOSIS MERCURIO (m L/DiA)

Figura5. Dosis de mercurio en mL/dia.
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200-
180-
160-
140-
120-
100

PESO (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TIEMPO (DIAS)

Figura 6. Evolucion del peso de las ratas en funcion del  tratamiento con mercurio.

En e tratamiento con sobrecarga de mercurio se pretende que los
animales acumulen iones mercurio en su organismo, para ello se les
administra diariamente una dosis cada vez mayor. Esta dosis se administra
también en funcién de cdmo va evolucionando el peso. ES decir, si se observa
gue el peso disminuye entonces se rebaja la dosis, para que el animal pueda

restablecer su equilibrio homeostético.
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IV.2.1.5. Andlisis de sangre

Los animales son sacrificados mediante anestesia con éter, por
extraccion total de sangre mediante puncion cardiaca. La sangre extraida a
cada animal se distribuye en dos tubos de plastico uno de ellos con EDTA
(Vacutainer), parareadizar recuentos celulares, a que se afiade un volumen de
2mL de sangre, y otro que contiene 2 mL de Gel PST™ y heparina-litio, a
gue se afladen 4 mL de sangre. Este tubo se centrifuga a 2500 rpm durante 7
min, y en e sobrenadante sérico se analizan los parametros hematol 6gicos,
bioquimicos y enziméticos. Las muestras de sangre y suero obtenidas de los
animales control y tratados, se someten alos siguientes andlisis hematol 6gicos

(Tabla 1), bioguimicos (Tabla 2) y enziméticos (Tabla 3):

Parametros hematol 6gicos

¢ Eritrocitos

¢ Plaguetas
¢ Hemoglobina
¢ Hematocrito

Tablal. Pardmetros hematol 6gicos sanguineos.

186



IV. MATERIAL Y METODOS

Parametros bioguimicos

¢ Proteinas totales
¢ Glucosa

¢ Urea

¢ Albumina

¢ Bilirrubina Total
¢ Calcio

¢ Fosforo

¢ Hierro

¢ Magnesio

Tabla?2. Pardmetros bioquimicos sanguineos.

Parametros enzimaticos

¢ Lactico deshidrogenasa

¢ Creatinafosfoquinasa

¢ Glutdmico oxalacético transaminasa
¢ Glutamico pirldvico transaminasa

¢ Gammaglutamil transpeptidasa

Tabla 3. Parametros enzimaéticos sanguineos.

Los parametros hematol dgicos se miden en el analizador Coulter Max

H. En cada andlisis, mediante un sistema de aspiracion se coge siempre la
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misma cantidad de sangre que después se diluye con un liquido isotonico
(isoton).

El Coulter consta de dos cAmaras, la primera contiene un hemolizante
gue se utiliza para romper los hematies, de esta forma se puede determinar la
hemoglobina contenida en estas células mediante la reaccién de la
cianmetahemoglobina. También se realizan recuentos de leucocitos y
plaguetas; distinguiendo diferentes poblaciones de leucocitos por su tamafio.
La segunda camara diferencia los hematies de las demas céulas por €
tamafo, y realiza el recuento de los mismos. También se mide el volumen
corpuscular medio de hematies, leyéndose directamente €l tamafio de cada
célula. El valor hematocrito sale derivado de los anteriores resultados.

Los parametros hioguimicos y enziméticos se determinan en €
Autoanalizador de Bioquimica MEGA de Mitsubishi, utilizando el mismo

procedimiento que el descrito en €l apartado IV.1.2 .3. de esta memoria.

IV.2.1.6. Determinacion de las propiedades eléctricas del tgjido (permitividad

y conductividad).

Después de la extraccion de sangre y muerte de los animales bajo

anestesia serealizalanecropsiay se diseccionan los siguientes tgjidos (Tabla

4):
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DISECCION DE TEJIDOS

# Higado

3 Rifones

3% Pulmones

3 Pancreas

3% MUsculo (zona femoral)

Tabla4. Organos derata diseccionados.

Se redlizan cortes de cada tgjido de 2mm de grosor y se colocan en
placas Petri mantenidas a 0°4° Las muestras son tradadadas dl
Departamento de Fisica Aplicada Ill (Facultad de Fisica, UCM) donde se
realizan las mediciones de la permitividad y conductividad el éctrica.

Con la ayuda de unas pinzas, los cortes de cada tejido se introducen en
la cavidad rectangular del contenedor de muestra rellenando todo el espacio,
sin que quede ningun hueco. Después se introduce el contenedor de muestra
con lamuestra de tgjido en la guia de ondas WR430.

A cada muestra de tegjido biolégico se le va a aplicar un campo
electromagnético de frecuencia 2,45 GHz, de esta forma se van a poder
obtener datos sobre propiedades eléctricas de los tgjidos, mediante las
medidas de |os coeficientes de reflexion y transmision de la muestra de tejido

bioldgico utilizando el analizador vectorial HP 8720.
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Para redlizar un andlisis en 3-D de la distribucion de los campos
el ectromagnéticos dentro de la seccidn de guia de ondas WR430 conteniendo
la muestra de tegjido bioldgico se ha utilizado el simulador (HP-HFSS) HP
High Frequency Structure Simulator 5.0, de Hewlett Packard.

Con & simulador se determina el valor de la permitividad dieléctrica
compleja de un tegjido que produciria los mismos valores de los coeficientes
complgos de reflexion y transmison que han sido determinados
experimental mente.

Para cada tgjido biologico simulado se obtienen cuatro parametros, dos
maodulos y dos fases. Los valores correctos son aquellos que se corresponden
con |los experimental es en los mismos planos de referencia.

Para cada tegido biol6gico obtenemos dos datos. la permitividad
relativa dieléctrica y la conductividad como las partes real e imaginaria de la

permitividad complegja

IV.2.1.7. Andlisis de la concentracion de metal en cada tejido mediante

ICP-MS

Se determinala cantidad de metal en cadatejido mediante la técnica de
plasma de acoplamiento inductivo asociado a un espectrOmetro de masas
conocida comunmente como ICP-MS (Induced coupled plasma-mass

spectrometry), que se ha podido realizar gracias ala“ayuda de formacion” del
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Instituto de Salud Carlos 1llI, en & Oekologisches Institut del GSF-

Forschungszentrum de Neuherberg, Alemania, durante un mes.

El plasma de acoplamiento inductivo se consigue sometiendo un flujo
de un gas, llamado gas plasmdgeno, a la accién de un campo magnético,
oscilante, inducido por una corriente de alta frecuencia.

Aparecen abundantes iones y electrones acelerados por efecto de la
alternancia del campo magnético, se produce una liberacién de energia por
efecto Joule que permite alcanzar temperaturas de hasta 8000 K, asi se
consigue una geometria toroidal del plasma confinado en el campo magnético
gue se denomina “antorcha’ por la ata radiacion luminosa que produce. En
este caso se utiliza argbn como gas plasmaégeno.

El plasma se confina en un sistema de tres tubos concéntricos abiertos
por un extremo a la presion atmosférica. Por € tubo interior denominado
“inyector”, se hace llegar la muestra, en forma de un aerosol procedente de un
sistema nebulizador, a interior de la antorcha. A traves de la camara formada
por los dos tubos exteriores, se transporta e argén mediante flujo turbulento,
destinado a sustentar €l plasma. Este flujo de argon sirve también para
refrigerar las paredes del tubo exterior para evitar su fusion por las altas
temperaturas al canzadas por la antorcha

En la zona de extraccion se ponen en contacto la antorcha, que

contienen los iones a andlizar, y e espectrometro de masas encargado de
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analizarlos. El primer cono o de muestreo, posee un orificio central de 1mm,
através del cual fluyen los iones de la llama formando un aerosol. La parte
central de este aerosol pasara por € orificio del segundo cono, o skimmer.
Todo este proceso ocurre a gran velocidad por efecto del alto gradiente de
vacio creado a través de las sucesivas camaras. Los dos conos estan
mecani zados en una aeacion especial del platino y montados sobre un soporte

refrigerado por un circuito de agua.

A continuacion de los dos conos de muestra se Sitla una Optica de
extraccion y enfoque i6nico que mediante campos €lectromagnéticos
adecuados, produce un haz de iones colimado. También se dispone de una
barrera foténica para evitar el ruido de fondo debido a fotones procedentes de
la antorcha que pueden llegar al detector dispuesto, por igual razon fuera del
ge optico del espectrometro. La eficacia de un sistema de extraccion y
enfoque, depende de su capacidad para conseguir aigualdad de concentracion
de muestra en la antorcha la méxima concentracion ionica de analito en el haz
iénico colimado que llega a analizador. El tipo de analizador que se utilizaen

el espectrometro de masas es el quadrupolo simple.

En lafigura5 se observa un esquema general de un equipo de ICP-MS

tipico.
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ICP-MS
PLASMA DE ACOPLAMIENTO INDUCTIVO
ESQUEMA GENERAL ICP-MS

BARRERA FOTONICA

EXTRACCION OPTICA IONICA ANALIZADOR

GAS
PLASMOGENO
(ARGON)

ANTORCHA

_-” LA CL | o ——]

”'| r o O
L
NEBULIZADOR l ‘

VACIO ‘

(1* ETAPA)

: VACIO
ARGON (2® ETAPA)

MUESTRA

Figura 7. Esquema general de un sistema de plasma de acoplamiento inductivo asociado

aun espectrometro de masas.

Cada muestra de tgjido es homogeneizada con tampoén Tris-HCI 0,025
M pH 7,2 usando un UltraTurrax T-25 (Janke and Kunkel, Alemania). Las
particulas solidas se eliminan por centrifugacion usando la centrifuga Heraeus
Minifuge (Les Ulis, France). La extraccion es seguida por ultracentrifugacion
usando una centrifuga Model HimaCS 120GX (Hitachi, Tokyo, Japan). Los
metales del extracto se detectan mediante un ICP-MS Elan 6000 (Scie,
Concord, ON, Canada) equipado con un nebulizador micronconcéntrico
(MicroMist), una camara de nebulizacion (Glass Expansion, Romainmotier,

Switzerland), y un set de conos de Pt-Rh. Se afiade oxigeno a flujo de
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nebulizacion. Las condiciones del ICP-MS se optimizan diariamente
utilizando un procedimiento estandar.
Las condiciones de trabago optimizadas del ICP-MS se representan en

latabla5:

Instrumento Elan 6000

M uestreador Pt-Rh (10%) (1 mm orificio)
Skimmer Pt-Rh (10%) (0.4 mm orificio)
Potencia deradiofrecuencia 1300 W

Flujo de gas plasmdgeno 15L/min

Flujo de gas auxiliar 1L/min
Flujo de gas nebulizador 0.9L/min
Flujo de oxigeno 20 mL/min

| sdtopos monitorizados Cd™, Hg?®
Temperatura de la camara +2°C

de spray

Tabla 5. Condiciones de trabagjo del ICP-MS.

Los datos se procesan utilizando €l software Turbochrom (Perkin

Elmer).

IV.2.1.8. Andlisis estadistico

Este experimento se repite un total de 3 veces en las mismas

condiciones. Para e andlisis de los resultados experimentales se aplica un
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andlisis estadistico, €l método utilizado es el test paramétrico de ANOVA. En
cada tejido se realiza un test de comparacion multiple Tukey-Kramer, paralas
medidas de permitividad y conductividad y para la cantidad de metal en el

tejido obtenida mediante ICP-MS.

Seglin estos andlisis, diferencias extremadamente significativas con

respecto a grupo control se consideran para p<0,001, diferencias

significativas corresponden a p<0,05 y no significativas a p>0,05.
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V. RESULTADOS

V.1. CAMPOS MAGNETICOS DE MUY BAJA FRECUENCIA (50 Hz).

V.1.1. Efecto de campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz) e
intensidades 0,5 A, 1 Ay 1,5 A en linfocitos humanos. Estudio del efecto
simultaneo de los campos magnéticos y la presencia de iones cadmio y

mercurio.

V.1.1.1. Ensayo de micronucleos en linfocitos sometidos a campos
magnéticos de 50 Hz alas intensidades de 0,5 A, 1Ay 1,5 A, en presenciade

cadmio y de mercurio.

Las células elegidas para realizar este experimento son linfocitos
porque son unos indicadores muy sensibles del dafio cromosdmico inducido
tanto in vivo como in vitro.

Se pretende determinar s la exposicién de linfocitos a campos
magnéticos (CM) de 50 Hz y diferentes intensidades (0.5 A, 1Ay 15 A)

puede causar dafio genético en términos de induccion de microndcleos.
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Ademés estos estudios se han realizado, siguiendo las recomendaciones del
Parlamento Europeo (DOCE N° 205/440 documento N° A3-0238/94, 1994) en
presencia de metales pesados, para determinar Si estos agentes quimicos
potencian o no €l efecto del campo electromagnético. Los metales pesados
utilizados en €l ensayo de microntcleos son cadmio y mercurio, presentes en

el medio ambiente debido alas actividades industrial es.

Los micronicleos son pequefios cuerpos redondos derivados de
fragmentos cromosomicos o del cromosoma entero cuyos centrOmeros han
perdido su afinidad por el huso mitético y representan una expresion del dafio

Cromosomico.

El criterio para la identificacion de micronicleos es, su diametro
inferior a nucleo, de la misma naturaleza, no refractarios e independientes del
mismo. Los micronicleos necesitan una sola divisién celular para ser
expresados, por tanto para poder observarlos se bloquea la citoquinesis
utilizando citocalasina B a las 72 horas de incubacion. Los micronucleos se
evalan a las 96 horas. En e método de blogueo de la citoquinesis los
micronucleos se cuentan solo en células que tienen bloqueada la citoquinesis,
estas células se encuentran en su primer ciclo de division y son facilmente

reconocibles por su apariencia binucleada.
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Pararealizar este ensayo se cuentan |os micronucleos existentes en 500
células binucleadas. Los resultados se van a expresar como la media de

micronicleos en 500 células binucleadas + desviacion estandar.

En la Tabla 1 se expresa la media de micronlcleos /500 células
binucleadas + DE a las intensidades de campo magnético 05 A, 1Ay 15A
en presencia de diferentes concentraciones de cadmio (Cd): de 10* M a

107 M.

En esta tabla no se representa |la concentracion de cadmio 10° M ya
que a esta concentracion e numero de células en la preparacion es muy
pegueria, y no se observan linfocitos binucleados suficientes parallevar a cabo

el experimento.
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MEDIA MICRONUCLEOS/500 CELULAS
BINUCLEADAS £ DE

Control [Cd] [Cd] [Cd] [Cd]
10“M 10°M 10°M 10'M

3,08+0,69 16,85+3,51 9,54+3,84 5,21+1,32  3,98+1,25

3,46+0,52 17,02+1,72 10,72£1,92 5,84+1,50 4,52+1,12

4,00+1,15 17,63+3,28 11,23+2,34 6,41+2,13  4,99+0,83

4,64+0,88 18,02+2,53 12,02+2,35 6,95+1,74 5,21+1,01

Tabla 1. Micronucleos + DE en 500 células binucleadas a las intensidades de campo

magnético 0,5A, 1 Ay 1,5 A en presencia de cadmio.

Si comparamos |os grupos tratados con cadmio, con el grupo control no
tratado, se detecta un aumento del nimero de micronulcleos a medida que se
incrementa la concentracion de cadmio, siendo significativo (p<0,05) para
Cd 10* M, 10°M y 10° M. A la concentracion de Cd 107 M no se producen
cambios significativos en el nimero de micronucleos con respecto a control,
sin cadmio. Estos resultados se producen en ausencia de CM, y también con

campos magnéticosdeintensidad 0,5A, 1Ay 15A.
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S tenemos en cuenta e grupo control, en ausencia de cadmio, se
observa un pequefio aumento del nimero de micronudcleos a medida que va
incrementandose la dosis de CM aplicado, sin embargo este aumento no es
estadisticamente significativo para ninguna de las intensidades de campo
magnético estudiadas (0,5 A, 1 A, 1,5 A). El nUmero de microntcleos en €
grupo control no se ve afectado por la exposicion a campo magnético de

50Hz alas intensidadesde 05A,1Ay 15A.

En los grupos tratados con cadmio a diferentes concentraciones, de
10* M a 10’ M se detecta también en todos los casos un ligero aumento del
nimero de micronlicleos a medida que aumentamos la dosis de campo
magnético, pero este aumento no es significativo para ninguna intensidad de

CM estudiada.

A continuacion se representa la media de microntcleos / 500 células
binucleadas + DE a las intensidades de campo magnético 05 A, 1Ay 15A

en presencia de diferentes concentraciones de mercurio (Hg): de 10* M a

107 M.
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MEDIA MICRONUCLEOS/500 CELULAS
BINUCLEADAS £ DE

Control [Hg] [Hd] [Hg] [Hg]
10“M 10°M 10°M 10'M

3,08+0,69 12,48+2,81 6,50+1,73 4,01+1,18  3,20+0,76

3,46+0,52 12,84+1,81 7,23+t1,65 4,50+1,27  3,81+0,35

4,00+1,15 14,02+2,30 8,03£1,98 512+1,70  4,45t0,57

4,64+0,88 14,48+1,92 8,67/t1,33 543t153 4,92£1,10

Tabla 2. Micronucleos + DE en 500 células binucleadas a las intensidades de campo

magnético 0,5A, 1 Ay 1,5 A en presencia de mercurio.

Como sucede anteriormente con el cadmio, no se va a representar la
concentracion de mercurio 10° M ya que es una concentracion muy téxica
paralas célulasy no se observan linfocitos binucleados suficientes para llevar

acabo €l ensayo.

Entre los grupos tratados con mercurio y el grupo control no tratado, se
detecta un aumento del nimero de micronucleos a medida que aumenta la
concentracion de mercurio, siendo significativo (p<0,05) para Hg 10™*M y
10°M. No se producen cambios significativos en el nimero de micron(cleos

con respecto a control, sin mercurio, a las concentraciones de Hg 10° M y
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107 M. Estos resultados se obtienen en ausencia de CM, y también con

campos magnéticos deintensidad 0,5 A, 1Ay 1,5A.

El grupo control, en ausencia de mercurio, es e mismo que € de la
tabla 1, por tanto como se expuso anteriormente, € nimero de micronucleos
en el grupo control no se ve afectado por la exposicion a campos magnéticos

de50Hz alas intensidadesde 05A, 1Ay 15A.

En los grupos tratados con mercurio se observa a todas las
concentraciones de Hg 10" M a 107 M un ligero incremento del nimero de
micronlcleos a medida gue aumentamos la dosis de CM, pero este aumento
no es significativo para ninguna de las intensidades de campo magnético

estudiadas: 0,5A, 1Ay 15A.

Los resultados obtenidos indican que la exposicion de linfocitos
humanos de sangre periférica durante 96 horas a un campo magnético de
50 Hz y diferentes intensidades (0,5 A, 1 A 'y 1,5 A) no afecta al nUmero de
micronucleos. No se han encontrado por tanto efectos genotdxicos después de
laaplicacion de campos magnéticos de 50 Hz e intensidadesde 0.5A, 1Ay

15A.
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Tampoco se observa efecto sinérgico entre los metales estudiados
(cadmio y mercurio) y el campo magnético. En los grupos tratados con metal
cuya concentracion varia de 10°M - 107 M no se detectan cambios
significativos en el nimero de micronucleos a ninguna intensidad de CM

estudiada

Si nos centramos en €l efecto solamente del metal, con el cadmio a
concentraciones de 10* M a 10° M se observa efecto genotéxico, se produce
un aumento significativo de nimero de micronucleos con respecto a control,
el cadmio gerce una accién directa genotoxica, se intercala entre las hebras
del DNA, inhibe la DNA polimerasa, provoca roturas en DNA. Ademas
induce la formacion de especies reactivas de oxigeno como anion superdxido,
radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno que pueden afectar a DNA. En
el caso del mercurio, se detecta un aumento significativo del nimero de
micron(cleos respecto al control alas concentraciones de 10* M, 10° M que
puede ser debido a que € mercurio también induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno que pueden provocar lesién en e DNA. Para ambos
metales la concentracion de 10° M es muy téxica y no se han observado
linfocitos binucleados suficientes en la preparacion para redizar e

experimento.
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A continuacién se representan unas fotomicrografias que corresponden
aunavision genera delos linfocitos control en cultivo (Figural). En lafigura
2 se observa un linfocito control binucleado y en la figura 3 un linfocito

control binucleado con un microntcleo.

Figura 1. Fotomicrografia de linfocitos control en cultivo.
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Figura 2. Fotomicrografia de linfocito control binucleado.
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Figura 3. Fotomicrografia de linfocito control binucleado con un microntcleo.
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V.1.1.2. Determinacion de proliferacion celular en linfocitos sometidos a
campos magnéticos de 50 Hz a diferentesintensidades 0,5A, 1A, 1,5A en

presencia de cadmio y de mercurio.

La deteccién de la proliferacion celular se realiza mediante la técnica
del MTT. Se mide la densidad éptica en un lector de placas a 540 nm y 690
nm. En los resultados se representa la densidad éptica x 10% cuanto mayor es
la densidad Optica, mayor es la proliferacion celular. En todos los

experimentos se utiliza un blanco que contiene medio de cultivo, sin células.

Primeramente se mide la proliferaciéon celular de linfocitos control y
expuestos a campos magnéticos (CM) de 50 Hz a diferentes intensidades de
CM: 0,5, 1y 1,5 A durante 96 horas (Figura 4). Después se estudiara €l efecto

combinado con los metal es pesados cadmio y mercurio.

En lafigura 4, se observa que a aplicar un campo magnético de 50 Hz
e intensidad 0,5 A la proliferacion celular es muy similar a control, no se
producen cambios significativos. Con la intensidad de campo magnético de
1 A se detecta un ligero aumento de la proliferacion celular con respecto al
control, pero no es significativo. Sin embargo, con la intensidad de CM de
1,5 A, se produce una disminucion significativa (p<0,05) de la proliferacion

celular con respecto a control. Estos cambios en la proliferacion se deben a
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un aumento de temperatura > 37°C en los cultivos celulares expuestos a
campos magnéticos con la intensidad de 1,5 A, mientras que los controles

mantienen su temperatura constante.

o 450 -
& 400 -
350,
S 300 -
'*gL 250 -
< 200
S 150 -
% 100 -
(@) e )0

0,

0 0,5 1 1,5

Intensidad (A)

Figura 4. Proliferaciéon celular de linfocitos humanos controles y expuestos a campo

magnético de 50 Hz eintensidadesde 0,5A, 1 Ay 1,5 A, durante 96 horas.
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V.1.1.2.1. Campo magnético de 50 Hzy 0,5 A

Se determina la proliferacion celular de linfocitos control y expuestos
a campo magnético de 50 Hz y 0,5 A a diferentes concentraciones de cadmio

(Figura5) y mercurio (Figura 6), durante 96 horas.

B |infocitos control

O Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hz y 0,5 A
400 -

350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -
0 =
Blanco 1,03 1,04 1E05 1,06 1L,EO7 O
CADMIO[M]

DENSIDAD OPTICA x10E3

Figura 5. Proliferacion celular de linfocitos control y expuestos a campo magnético de

50Hzy 0,5A en presenciade diferentes concentraciones de cadmio, durante 96 h.
En lafigura 5 se representa la densidad éptica x 10° paralos linfocitos

control y los linfocitos expuestos a campo magnético de intensidad 0,5 A,

ambos grupos en presencia de cadmio a las concentraciones de 10° M a
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107 M. También se determina e blanco, correspondiente a medio de cultivo

sin células.

Se observa tanto en € grupo control como en & grupo expuesto a CM
de 0,5 A una disminucién de la proliferacion celular amedida que aumentala
concentracion de cadmio, que es significativa (p<0,05) para la concentracion

de Cd10°M, 10*M y 10°M.

La concentracion de Cd 10° M es téxica para las células, tanto para el
grupo control, como para € grupo expuesto a campos magnéticos, a esta
concentracion se obtiene un valor de proliferacion celular muy proximo al
blanco.

Por otro lado, no se detectan cambios estadisticamente significativos
entre el grupo control y el grupo expuesto a CM de 0,5 A, a ninguna de las

concentraciones de cadmio utilizadas.

En la figura 6 se evallia la densidad dptica x 10° para los linfocitos
control y los expuestos a campo magnético de intensidad 0,5 A, ambos grupos
en presencia de mercurio alas concentraciones de 10°M a 107" M. También se

representa el blanco, correspondiente al medio de cultivo sin células.
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O Linfocitos control
B Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hz y 0,5 A
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Figura 6. Proliferacién celular de linfocitos control 'y expuestos a campo magnético de

50 Hzy 0,5 A en presencia de diferentes concentraciones de mercurio, durante 96 h.

Al igual que en lafigura 5, se produce una disminucion significativa
(p<0,05) de la proliferacion celular parala concentracion de Hg 10° M, 10*M
y 10° M tanto en e grupo control como en el grupo expuesto a campos
magnéticos de 0,5 A.

Del mismo modo que sucede con el cadmio, € valor més bajo de la

proliferacion celular se registra a la concentracion de mercurio de 10°M
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tanto para e grupo control, como para € grupo expuesto a campos
magnéti cos.

Entre & grupo control y & grupo expuesto a CM de intensidad 0,5 A,
no se detectan cambios estadisticamente significativos a ninguna de las

concentraciones de mercurio utilizadas.

V.1.1.2.2. Campo magnéticode50 Hzy 1 A

Se evalua la proliferacion celular de linfocitos control y expuestos a
campo magnético de 50 Hz e intensidad 1 A a diferentes concentraciones de

cadmio (Figura7) y mercurio (Figura 8), durante 96 horas.

En lafigura 7 se determina la densidad 6pticax 10° paralos linfocitos
control y los expuestos a CM de intensidad 0,5 A, ambos grupos en presencia
de cadmio alas concentraciones de 10°M a 10" M. Se representa también el

blanco.
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B Linfocitos control
g Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hzy 1 A

DENSIDAD OPTICAx 10E3
)N
3

Blanco 1,£03 1,504 1,05 1,E06 1,EO7 O
CADMIO[M]

Figura 7. Proliferacion celular en linfocitos control y expuestos a campo magnético de

50Hzy 1 A en presenciade diferentes concentraciones de cadmio, durante 96 h.

En los linfocitos control y en los expuestos a campos magnéticos de
1 A, se observa una disminucion de la proliferacion celular a medida que
aumenta la concentracién de cadmio, siendo significativa (p<0,05) para las
concentraciones de cadmio > 10° M. A concentraciones menores de 10° M
no se detectan cambios significativos con respecto a los linfocitos no tratados

con metal.
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Se produce un aumento de la proliferacion celular en €l grupo expuesto
a campos magnéticos de 1 A con respecto al grupo control, no expuesto, a
todas las concentraciones de cadmio, pero no es estadisticamente
significativo. En la figura 8 se representa la densidad dptica x 10° para los
linfocitos control y los linfocitos expuestos al campo magnético aplicado de
intensidad 1 A, ambos grupos en presencia de mercurio a las concentraciones
de 10°M a 10’ M. También se representa el blanco, correspondiente al medio

de cultivo sin células.

O Linfocitos control
B Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hzy 1 A

450

350 -
300 -
250 -
200
150 -
100 -

50 -

DENSIDAD OPTICA x 10E3

Blanco 1,E03 1,E04 1,E05 1,E06 1,E07 0O
MERCURIO [M]

Figura 8. Proliferacion celular en linfocitos control y expuestos a campo magnético de

50 Hz, 1 A en presenciade diferentes concentraciones de mercurio, durante 96 h.
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Igual que sucede en la figura 7 con € tratamiento con cadmio, se
observa una disminucién significativa (p<0,05) de la proliferacion celular a
las concentraciones de mercurio de 10° M, 10* M y 10° M tanto en el grupo
control como en el grupo expuesto a campos magnéticos de 1 A. A la
concentracion de Hg 10°M se obtiene e valor minimo de la proliferacion
celular siendo similar a blanco. No se detectan cambios significativos a
concentraciones menores de 10°M con respecto a los linfocitos no tratados

con metal.

También se produce un aumento de la proliferacion celular en € grupo
expuesto a campos magnéticos de 1 A con respecto a grupo control, no
expuesto, a todas las concentraciones de cadmio, pero no es estadisticamente

significativo.

V.1.1.2.3. Campo magnéticode 50 Hzy 1,5 A

Se determina la proliferacion celular de linfocitos control y expuestos a
campo magnético de 50 Hz y 1,5 A a diferentes concentraciones de cadmio

(Figura9) y mercurio (Figura 10), durante 96 h.

En la figura 9 se evalta la densidad éptica x 10° para los linfocitos

control y los expuestos a CM de intensidad 1,5 A, ambos grupos en presencia
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de cadmio alas concentraciones de 10°M a 10 M. Se representa también el

blanco, que corresponde al medio de cultivo sin células.

B Linfocitos control
O Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hzy 1,5 A

DENSIDAD OPTICA x 10E3
=
3

Blanco 1,503 1,504 1,E05 1,506 1,E07 0
CADMIO[M]

Figura 9. Proliferacion celular en linfocitos control y expuestos a campo magnético de

50Hzy 1,5A en presenciade diferentes concentraciones de cadmio, durante 96 h.

En lafigura 9 se detecta tanto en el grupo control como en el expuesto
a campos magnéticos de 1,5 A una disminucién de la proliferacion celular a
medida que se incrementa la concentracion de cadmio, siendo significativa
(p<0,05) para las concentraciones de cadmio> 10° M.

Entre los linfocitos control y los linfocitos expuestos a campos

magneéticos de 1,5 A, se produce una disminucion significativa (p<0,05) de la
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proliferacion celular para las concentraciones de cadmio > 10* M. Este
cambio significativo en la proliferacion celular se debe a que en e
experimento con CM de 1,5 A se eleva mucho la temperatura de incubacion,
sin embargo en los controles se mantiene constante; por tanto la disminucion

delaproliferacion se debe solo a efecto de latemperatura.

La concentracion de 10°M de cadmio es muy toxica paralas células, a
esta concentracion no se detecta ningin cambio significativo en la
proliferacion celular entre €l grupo control y € grupo expuesto a campos
magnéticos siendo los valores de la densidad éptica muy similar al blanco

tanto para el grupo control como para el grupo expuesto a campos magnéticos.

En lafigura 10 se representa la densidad dptica x 10° paralos linfocitos
control y los expuestos a campo magnético de intensidad 1,5 A, ambos
grupos en presencia de mercurio a las concentraciones de 10° M a 107 M
durante 96 h. Se representa también el blanco, que corresponde al medio de

cultivo sin células.
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C Linfocitos control
@ Linfocitos expuestos a campo magnético de 50 Hzy 1,5 A

DENSIDAD OPTICA x 10E3
|

0 ‘
Blanco 1,03 1,04 1, EO05 1E06 1,EO07 O

MERCURIO[M]

Figura 10. Proliferacion celular en linfocitos control y expuestos a campo magnético de

50Hzy 1,5 A, en presencia de diferentes concentraciones de mercurio, durante 96 h.

Al igua que en la figura 9 para el cadmio, en lafigura 10 se observa
tanto en el grupo control como en el expuesto a campos magnéticos de 1,5 A
una disminucion de la proliferacion celular a medida que se incrementa la
concentracion de mercurio, siendo significativa (p<0,05) para las

concentraciones de mercurio de 10°, 10”y 10° M.
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A concentraciones menores de 10°M no se observan cambios
significativos con respecto alos linfocitos no tratados con metal.

Se detecta una disminucion significativa (p<0,05) de la proliferacion
celular entre e grupo control y e expuesto a CM de 15 A, para las
concentraciones de mercurio de 10* a10” M que es debida igua que en el

caso anterior al efecto de latemperatura.

La concentracion de 10° M de mercurio es muy téxica para las células
por o que no se observan cambios significativos en la proliferacion celular

entre el grupo control y e grupo expuesto aCM de 1,5 A.

V.1.1.2.4. Balance global de los resultados obtenidos.

En estos experimentos se han utilizado campos magnéticos de 50 Hz a
varias intensidades y se ha estudiado su efecto sobre la proliferacion celular
combinandolo con € de los metades pesados cadmio y mercurio. A
continuacion vamos a hacer un balance de todos los resultados anteriormente
obtenidos explicando €l efecto de los campos magnéticos, e de los iones

metdlicosy el efecto combinado de ambos sobre la proliferacion celular.

En los grupos tratados con iones metdlicos, cadmio y mercurio tanto sin

exponer a campo magnético como 10s expuestos a campos magnéticos de
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0,5A,1A Yy 15 A seobserva que la concentracion de metal toxico para las
células es 10 M, a esta concentracion la proliferacion celular es muy similar

al blanco.

S comparamos los linfocitos sin tratar con metal con los linfocitos
tratados con diferentes concentraciones de cadmio y de mercurio, se observa
tanto en e grupo (control) sin exponer a campo magnético como en los
expuestos a campos magnéticos de diferentes intensidades, una disminucion
de la proliferacion celular a medida que aumenta la concentracion de ion
metélico siendo significativa para la concentracion de metal >10° M. Paralas
concentraciones de cadmio o mercurio de 10° My 107 M no se detectan
cambios significativos en la proliferacion celular con respecto al grupo sin
tratamiento quimico. Si comparamos €l efecto de los dos metales, con
mercurio se produce un ligero aumento de la proliferacion celular a todas las

concentraciones estudiadas pero no es significativo.

Si estudiamos €l efecto del campo magnético en linfocitos sin ningun
tratamiento quimico se observa que a la intensidad de 0,5 A no se detectan
cambios significativos en la proliferacion celular, a la intensidad de 1 A se
detecta un aumento de la proliferacion pero no es significativa y a la

intensidad de 15 A se produce una disminucion significativa de la
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proliferacion celular debido a una aumento de temperatura en los cultivos

expuestos a campos magnéticos.

Si analizamos € efecto combinado del campo magnético con € i6n
metdlico, se obtiene que, a la intensidad de CM de 0,5 A no se observan
cambios significativos entre e grupo no expuesto y € grupo expuesto a
campo magnético a ninguna de las concentraciones de cadmio o mercurio
utilizadas. Con la intensidad de campo magnético de 1 A se produce un
aumento de la proliferacion celular en el grupo expuesto a campos magnéticos
respecto a grupo no expuesto, a todas las concentraciones de cadmio y de
mercurio, pero no es significativo. En cuanto a la intensidad de 1,5 A, se
detecta una disminucién significativa de la proliferacion celular en e grupo
expuesto respecto a control, no expuesto a las concentraciones de metal
>10" M, debido como se ha comentado anteriormente a un aumento de

temperatura en |os cultivos expuestos a campos magnéticosde 1,5 A.

En la proliferacion celular no se ha observado efecto sinérgico entre el
ion metalico (cadmio, mercurio) y el campo magnético aplicado a ninguna de
las intensidades utilizadas. Los iones metalicos no potencian la accion del
campo magnético, a aumentar la concentracion de ién metdlico no se detecta

un mayor efecto del CM en la proliferacion celular.
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Relacionando los experimentos de proliferacion celular y € ensayo de
micronlcleos realizado anteriormente, se concluye que la exposicion de
linfocitos humanos a campos magnéticos de 50 Hz y distintas intensidades
(0,5, 1 A, 1,5A) durante 96 horas no afecta a la frecuencia esponténea de
micronucleos. Tampoco se alterala proliferacion celular por la exposicion de
los linfocitos a campos magnéticos de 0,5 A y 1 A durante 96 horas; sin
embargo a la intensidad de 1,5 A disminuye la proliferacion celular, pero es

por causa de un factor externo, latemperatura

En lo referente a efecto de los metales, la concentracion de 10° M es
muy toxica, tanto para el cadmio como para € mercurio y no se observan
células suficientes para llevar a cabo € ensayo de micronicleos, a esta
concentracion la proliferacion celular es muy baja, muy similar al blanco.

El cadmio provoca un aumento significativo del numero de
microndicleos a las concentraciones de 10 M, 10° M y 10° M, respecto del
grupo sin tratamiento quimico y el mercurio produce cambios significativos
en e nudmero de micronlcleos con respecto a control a la concentracion de

10*M y 10°M.

Con todas las concentraciones de iones metalicos (cadmio, mercurio)
estudiadas no se originan cambios en el nimero de micronucleos a ninguna

intensidad de campo magnético si 1o comparamos con € grupo no expuesto.
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En la proliferacion celular tampoco se producen cambios a ninguna
concentracion de metal entre el grupo no expuesto y el grupo expuesto a
05AYy1A; ene casodeintensidad 1,5 A, si hay cambios, pero se deben a

efecto de latemperatura.

Tanto en e ensayo de micronucleos como en €l de proliferacion celular
a aumentar la dosis de meta no se detecta un mayor efecto de campo
magnético sobre |os micronucleos o sobre la proliferacion celular, por tanto no
se ha observado un efecto sinérgico entre el i6n metalico (cadmio, mercurio) y

el campo magnético.
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V.1.2. Sangre humana sometida a campos magnéticos de muy baja

frecuencia (50 Hz) y diferentesintensidades (0,25A,05Ay 1 A)

En este experimento se pretende estudiar €l efecto del campo
magnético de 50 Hz a diferentes intensidades (0,25 A, 05 Ay 15 A) en
sangre humana. Para valorar e efecto del campo magnético (CM) se
determinan diversos parametros enziméticos y bioquimicos en suero

sanguineo a diferentes tiempos de exposicién (Oh, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h).

L os pardmetros bioquimicos analizados son: proteinas totales, glucosa,
urea, calcio, fosforo y hierro. No se observaron cambios significativos a
ninguna intensidad de campo magnético con respecto a suero control en
ninguno de €ellos. En este caso se va a estudiar a modo de gemplo la
evolucion de las proteinas totales y € fosforo a diferentes intensidades de

campos magnéticos y a diferente tiempo de exposicion.

Los parametros analizados son las actividades enzimaticas de: |éctico
deshidrogenasa, creatina fosfoquinasa, fosfatasa alcalina, glutamico
oxalacético transaminasa, glutamico piravico transaminasa y gammaglutamil
transpeptidasa. De todas las enzimas evaluadas, no se detectaron cambios

significativos con respecto al control a ninguna intensidad de CM, por €llo se
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va a representar a modo de gemplo la evolucion de la enzima lactico

deshidrogenasa bajo lainfluencia de los campos magnéticos.

V.1.2.1. Datos enziméticos y bioguimicos en sangre tratada con campos
magnéticos de 50 Hz eintensidad 0,25 A, 0,5 A y 1 A, adiferentes tiempos de

exposicion.

Para estudiar la evolucién de las proteinas totales, fésforo y lactico

deshidrogenasa, se van a tener en cuenta la intensidad de campo magnético y

el tiempo de exposicion.
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V.1.2.1.1. Campo magnético de 50 Hz y 0,25 A

Proteinas Totales

Se representa la evolucién de la concentracion de proteinas totales en
sangre expuesta a campo magnético de 50 Hz e intensidad 0,25 A en
comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de incubacion. (Figura

1). Laconcentracion de proteinas totales se expresa en g/100mL.

m Control O Campo magnético 50 Hz 0,25 A

— 10 -
E 9

8
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0 6 12 24 48
Tiempo (Horas)

Figura 1. Proteinas totales en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hz y

0,25 A de intensidad a diferentes tiempos de incubaci on.

En la figura 1 no se observa ningun cambio significativo en la
concentracion de proteinas totales de la sangre expuesta a campos magnéticos

en comparacion con la sangre control, sin exposicion a CM. Tampoco se
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detectan cambios significativos en la concentracion de proteinas totales del
grupo control a diferentes tiempos de incubacion, ni en las proteinas totales
del grupo expuesto a diferentes tiempos de exposicion. La concentracion de
proteinas totales tanto en el grupo control como en e expuesto se mantiene

constante alo largo de todo el experimento.

Fosforo

Se representa la evolucion de la concentracion de fosforo en sangre

tratada con campos magnéticos de 50 Hz e intensidad 0,25 A en comparacion

con la sangre control, a diferentes tiempos de incubaciéon (Figura 2). La

concentracion de fosforo se expresa en mg/100mL.
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Figura 2. FGsforo en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hz 'y 0,25 A

de intensidad a diferentes tiempos de incubacion.

En la figura 2 no se observan diferencias significativas entre la
concentracion de fosforo de la sangre control y de la sangre expuesta a
campos magnéticos de 0,25 A, a ningun tiempo de incubacién.

A partir de las 12 h se observa tanto en & grupo control como en el
tratado, un incremento de la concentracion de fésforo con respecto al inicio
del experimento. Este aumento es significativo a las 24 y 48 horas (p<0,05),

aungue es mas acusado en éste ultimo.
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L &ctico deshidrogenasa

Se representa la evolucion de la actividad de la enzima lactico
deshidrogenasa en sangre tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad
0,25 A en comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de
incubacion (Figura 3). La actividad enzimética de la lactico deshidrogenasa

seexpresaen U/L.

B Control O Campo magnético 50 Hz 0,25 A
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LDH [U/L]

Figura 3. Actividad enzimética de la |actico deshidrogenasa en sangre control y tratada
con campo magnético de 50 Hz y 0,25 A de intensidad a diferentes tiempos de

incubacion.
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En la figura 3 no se observa ningin cambio significativo en la
concentracion de LDH entre la sangre expuesta y la sangre control, sin
exposicion; siendo andlogos los valores correspondientes a grupo control y a
tratado. En ambos grupos se produce un ligero incremento de la concentracion
de LDH a medida que aumenta el tiempo de incubacion, pero no es

significativo.

V.1.2.1.2. Campo magnético de50 Hzy 0,5 A

Proteinas Totales

Se representa la evolucién de la concentracion de proteinas totales en
sangre tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad 05 A en
comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de incubacion (Figura

4).
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B Control O Campo magnético 50 Hz 0,5 A

Proteinas Totales [g/100mL]
(6]
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Figura 4. Proteinas totales en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hz y

0,5 A deintensidad a diferentes tiempos de incubacion.

En la figura 4 no se observa ningun cambio significativo en la
concentracion de proteinas totales de la sangre expuesta a campos magnéticos
de 0,5 A en comparacion con la sangre control a ningun tiempo de incubacion,
del mismo modo que ocurria con los campos magnéticos de 0,25 A. Tampoco
se detectan cambios significativos en la concentracion de proteinas totales del
grupo control a diferentes tiempos de incubacion, ni en las proteinas totales

del grupo expuesto a diferentes tiempos de exposicion.
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Fésforo

Se representa la evolucion de la concentracion de fosforo en sangre

tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad 0,5 A en comparacion con

lasangre control, adiferentes tiempos de incubacion (Figura5).

m Control @ Campo magnético 50 Hz 0,5 A
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Figura 5. Fosforo en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hzy 0,5 A de

intensidad a diferentes tiempos de incubacion.

En la figura 5 se observa que a medida que es mayor € tiempo de

incubacion, la concentracion de fosforo tiende a aumentar, tanto en el grupo

control como en el grupo tratado. Se detectan cambios significativos (p<0,05)
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alas 24 y 48 horas con respecto alas 0 horas de incubacion en ambos grupos,
control y tratado.

Se produce un incremento de la concentracion de fosforo en el grupo
expuesto comparado con e control a partir de las 12 horas de incubacion, pero

no es significativo.

L &ctico deshidrogenasa

Se representa la evolucion de la concentracion de lactico
deshidrogenasa en sangre tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad
0,25 A en comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de

incubacion (Figura 6).
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Figura 6. Actividad enzimética de la |actico deshidrogenasa en sangre control y tratada

con campo magnético de 50 Hz y 0,5 A de intensidad, a diferentes tiempos de

incubacion.

En & grupo expuesto se detecta un incremento de la concentracion de

LDH amedida que aumenta el tiempo de exposicidn, pero no es significativo.

También se produce un aumento de la concentracion de LDH en €

grupo expuesto con respecto al grupo control, aunque tampoco es

significativo.
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V.1.2.1.3. Campo magnéticode50 Hzy 1 A

Proteinas Totales

Se representa la evolucién de la concentracion de proteinas totales en
sangre tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad 1 A en
comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de incubacion (Figura

7).
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Figura 7. Proteinas totales en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hz y

1 A deintensidad a diferentes tiempos de incubacion.
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No se observa ningin cambio significativo en la concentracion de
proteinas totales entre la sangre expuesta a campo magnético de 1 A y la
sangre control, igual que se ha visto anteriormente con |os campos magnéticos

de0,5Ay0,25A.

Fésforo

Se representa la evolucion de la concentracion de fosforo en sangre
tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad 1 A en comparacion con

la sangre control a diferentes horas de incubacion (Figura 8).
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Figura 8. Fosforo en sangre control y tratada con campo magnético de 50 Hzy 1 A de

intensidad, a diferentes tiempos de incubacion.
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En la figura 8 se observa que a medida que es mayor € tiempo de
incubacion la concentracion de fosforo tiende a aumentar, tanto en e grupo
control como en el grupo tratado. Se detectan cambios significativos (p<0,05)
alas 24 y 48 horas de incubacién con respecto alas 0 horas, en ambos grupos,
control y tratado.

Se produce un incremento de la concentracion de fosforo en e grupo
expuesto comparado con € control atodas las horas de incubacion, pero no es

estadisticamente significativo.

L actico deshidrogenasa

Se representa la evolucion de la actividad de la enzima lactico
deshidrogenasa en sangre tratada con campo magnético de 50 Hz e intensidad
1 A en comparacion con la sangre control a diferentes tiempos de incubacion

(Figura9).
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Figura 9. Actividad de la enzima l&ctico deshidrogenasa en sangre control y tratada con

campo magnético de 50 Hz y 1 A de intensidad, a diferentes tiempos de exposicion.

En la sangre tratada se detecta un incremento de la actividad de LDH a
medida que aumenta el tiempo de exposicion, pero este aumento no es
significativo si o comparamos con las 0 horas de exposicion.

Los valores de LDH en la sangre tratada son mayores que la sangre
control a todos los tiempos de incubacion, pero este aumento no es

significativo para ningun tiempo de incubacién.
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V.1.2.2. Estudio comparativo de los datos bioquimicos y enzimaticos a las

diferentes intensidades de campo magneético.

Después de estudiar una por una las variaciones de los campos
magnéticos de 0,25, 0,5y 1A de intensidad con respecto a control para las
proteinas totales, fésforo y lactico deshidrogenasa se va a realizar un estudio
comparativo de los campos magnéticos a las tres intensidades estudiadas. Se
representan de forma global los valores de las proteinas totales

correspondientesaCM de 0,25 A, 05A y 1 A (Figura10).

OOHMWM6HO12H WM24H O48H

10 -

O I I I &
CONTROL CMO0,25A CMOS5A CM1A

PROTEINAS TOTALES (g/100 mL)
o1

Figura 10. Comparacion de los niveles de proteinas totales en sangre tratada con campos

magnéticos de diferentesintensidades: 0,25 A,05A y 1 A.
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No existen cambios significativos en las proteinas totales a ninguna
intensidad de campo magnético estudiado tanto s lo comparamos con €l
control como si comparamos los valores de proteinas totales a diferentes
intensidades de CM. Las proteinas totales se mantienen practicamente

constantes independientemente del tiempo de incubacion.

A continuacion se representan |os valores de fosforo correspondientes a

campos magnéticosde 0,25 A, 05A y 1 A (Figura1l).

OOH M6H O12H W24 H O48H

40 -
—~ 35 -
]
a0
S
3257
o X
520
815
E10
)] 5 -
8 0.

CONTROL- CM 0,25A CMOS5A CM1A

Figura 11. Comparacién de los niveles de fésforo en sangre tratada con campos

magnéticos de diferentesintensidades. 0,25A,05Ay 1 A.
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En el grupo control y en cada uno de los grupos tratados con diferentes
intensidades de campo magnético estudiadas, no se detectan variaciones de la
concentracion de fosforo a las 6 horas de exposicion. Se produce un aumento
de la concentracion de fosforo alas 12 h de con los campos magnéticos de 0,5
y 1 A pero no es significativo. Se observan cambios estadisticamente
significativos (p<0,05) a las 24 y 48 horas de incubacién con respecto a las
0 horas, tanto en €l grupo control como en cada uno de los grupos tratados con
CM.

Si comparamos e grupo control con los grupos expuestos a campo
magnético, se observa un incremento en la concentracion de fosforo a partir
de las 12 horas de incubacion a medida que aumentamos la dosis de CM,
obteniéndose los valores méximos con 1 A de intensidad, pero este aumento
no es significativo para ninguna de las intensidades de campo magnético

estudiadas.

Se representan los niveles enziméticos de lactico deshidrogenasa

correspondientes a campos magnéticosde 0,25 A, 05A y 1 A (Figura12).
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EOHO6HMO12HO24H W48 H
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Figura 12. Comparacion de las actividades enzimaticas de |actico deshidrogenasa en

sangre tratada con campos magnéticos de diferente intensidad: 0,25 A, 05Ay 1 A.

S se compara e grupo control y los grupos tratados con campos
magnéticos de diversas intensidades, se observa que con €l grupo de 0,25 A
no hay préacticamente diferencias, son muy parecidos; y si comparamos €l
control con el grupo de 0,5 A y 1 A se detecta un ligero incremento de la
actividad de la LDH a partir de las 6 H aunque no es significativo en ninguno
de los dos casos. Por tanto, no se producen cambios significativos en la
actividad de la lactico deshidrogenasa en la sangre tratada con campos
magnéticos de diversas intensidades (0,25 A, 05 A y 1 A), si lo comparamos

con la sangre control, sin exposicion.
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V.1.3. Efecto de campos magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz y
27,5 G) en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica de raton.
Efecto combinado de los campos magnéticos y sobrecarga de mercurio en

la permeabilidad de la barrera.

Se determina la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica en
ratones expuestos a campos magnéticos de 50 Hz y 27,5 G (2,75 mT). La
permeabilidad se evalla por €l paso del colorante vital rojo neutro, inyectado
por viaintravenosa, a cerebro.

También se estudia € efecto combinado de |os campos magnéticos y €l

metal pesado mercurio en la permeabilidad de la barrera.

V.1.3.1. Espectro de absorcion del colorante vital rojo neutro

Antes de redlizar la lectura espectrofotométrica de los extractos de

cerebro de ratdon debemos determinar la longitud de onda adecuada para la

determinacion colorimétrica del rojo neutro.

Para saber a que longitud de onda se deben medir las muestras se

registra el espectro ultravioletay visible del rojo neutro para conocer su pico
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maximo de absorcion mediante un espectrofotometro acoplado aun programa
de ordenador (Figural, Figura?2).
Para ello se utiliza una disolucion de rojo neutro (Sigma Ref: 7005) en

NaCl 0,8% ala concentracion de 5ug/mL.

8
3]
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200 220 240 260 280
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 5. Espectro ultravioleta del rojo neutro.

En el espectro ultravioleta del rojo neutro se observa un pico de

maxima absorcion a275nm.
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Figura 6. Espectro visible del rojo neutro.

En el espectro visible del rojo neutro se detecta un pico maximo de
absorcion bien definido alalongitud de onda de 540nm.

Se utiliza la longitud de onda de 540 nm para la lectura colorimétrica
del rojo neutro, ya que en el espectro ultravioleta, a la longitud de onda a la
gue absorbe € rojo neutro, van a absorber también las proteinas, por 1o que

puede haber interferencias.
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Una vez establecida la longitud de onda a la que se va a medir € rojo
neutro (540 nm), se realiza la lectura correspondiente a este colorante vital en

los extractos de cerebro de ratdn expuestos a campos magnéticos.

V.1.3.2. Determinacién colorimétrica del rojo neutro en cerebro de raton

expuesto a campos magnéticos con y sin sobrecarga de mercurio.

Los cerebros de ratones expuestos a campos magnéticos y controles
con y sin tratamiento de sobrecarga de mercurio, después de someterse a
homogeneizacion, centrifugaciéon y  filtracion se andlizan en €
espectrofotometro a la longitud de onda 540 nm para obtener la absorcién del
rojo neutro.

De esta forma se cuantifica e pico correspondiente al rojo neutro que
nos proporciona el valor del colorante ingresado en el cerebro. Se obtiene por
tanto una medida de la permeabilidad de la barrera hematoencefaica en cada
uno de los animales.

El extracto sobrenadante del cerebro control, sin rojo neutro y en
ausencia de campo magnético se toma como blanco para la lectura del pico
del rojo neutro en el espectro visible (540 nm), de cada una de las muestras.

En la figura 3 se muestra la permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica a rojo neutro en cerebro de ratones control (control) y

sometidosa campos magnéticos de 50 Hz 'y 27,5 G (CM).
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Figura 3. Permeabilidad de la barrera hematoencefalica al rojo neutro en cerebro de

ratones con y sin exposicion a campos magnéticos (50 Hzy 27,5 G).
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Los valores presentados en la figura 3 son la media + desviacion
estandar de los resultados obtenidos de un total de cinco experimentos que se
realizan en las mismas condiciones.

En la gréfica se representa el blanco correspondiente a cerebro control
sin rojo neutro, parael que se obtiene un valor cero de absorbancia.

La absorbancia del rojo neutro es una medida de la cantidad de
colorante ingresado en € cerebro, y por tanto, también es una forma de
evaluar la permeabilidad de la barrera hematoencefaica. Si se comparan los
cerebros de ratones control (control) y los de ratones expuestos a campos
magnéticos (CM) se observa un aumento significativo (p<0,05) de la
absorbancia del  rojo neutro que indica un aumento significativo de la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

En la figura 4 se muestra la permeabilidad de la barrera
hematoencefélica a rojo neutro en cerebro de ratones tratados con sobrecarga
de mercurio y Sin exposicion a campos magnéticos (Hg) y ratones tratados

con sobrecarga de Hg y sometidos a CM de 50 Hz, 27,5 G (Hg CM).
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Figura 4. Permeabilidad de la barrera hematoencefdlica a rojo neutro en cerebro de
ratones tratados con sobrecarga de mercurio, con y sin exposicion a campos magnéticos

de50 Hz, 27,5 G.

Primeramente vamos a analizar € efecto del tratamiento con
sobrecarga de mercurio en la permeabilidad de la barrera hematoencefdica de
raton. Si comparamos los cerebros de ratones control (control) y los de
ratones tratados con mercurio (Hg) , ambos en ausencia de CM, se observa un
incremento significativo (p<0,05) de la absorbancia del rojo neutro que indica
un aumento significativo de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica
con el tratamiento con sobrecarga de mercurio.

S se comparan los cerebros de ratones no expuestos a campos
magnéticos (Hg) y los de ratones expuestos a campos magnéticos (Hg CM),

ambos sometidos a tratamiento con mercurio, se observa un incremento
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significativo (p<0,05) de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica para

el colorante vital rojo neutro.

Se detecta un aumento significativo (p<0,05) de la permeabilidad de la
barrera hematoencefdlica a rojo neutro entre los cerebros de ratones control
(sin tratamiento con mercurio y sin someter a campo magnético) y los
cerebros de ratones con tratamiento con mercurio y sometidos a campos

magnéticosde 50 Hz 'y 27,5 G (Hg CM).

Como conclusion se puede decir que € tratamiento con sobrecarga de
mercurio induce un aumento significativo de la permeabilidad de la barrera
hematoencefélica al rojo neutro y que la exposicion a campos magnéticos de
50 Hz y 27,5 G provoca también un incremento significativo de la
permeabilidad de laBHE. El efecto combinado del tratamiento con mercurio y
la exposicion a campos magnéticos de 50 Hz y 27,5 G (Hg CM) produce un
aumento significativo de la permeabilidad de la BHE con respecto a control
(sn mercurio y sin campo magnético), con respecto a grupo tratado
solamente con mercurio (Hg), y también con respecto al grupo tratado solo
con los campos magnéticos (CM). Por tanto se produce sinergismo en la
exposicion conjunta de mercurio y los campos magnéticos de 50 Hz,
obteniendo como resultado un aumento de la permeabilidad de la BHE de

raton.
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V.2. CAMPOS ELECTROMAGNETICOS DE RADIOFRECUENCIA.

V.2.1. Aplicacion de campos electromagnéticos de radiofrecuencia

(2,45 GH2) enratas.

El objetivo de este experimento es estudiar la variacion de las
propiedades eléctricas conductividad y permitividad de distintos tejidos de
rata expuestos a campos el ectromagnéticos de radiofrecuencia, concretamente
2,45 GHz después de haber sometido a diferentes grupos de animales a un

tratamiento con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

V.2.1.1. Control analitico de los grupos de ratas tratados con sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

En la tabla 1 se presentan los parametros hematol dgicos del grupo de
ratas control y los tratados con cadmio y con mercurio.

En los dos grupos de ratas tratadas con sobrecarga de cadmio y de
mercurio se observa una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05)
en lahemoglobinay el hematocrito con respecto a grupo control.

El tratamiento con los metales, cadmio y mercurio provoca una

disminucién de la hemoglobina y hematocrito que indica la aparicion de un
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estado anémico. En el caso del cadmio, éste tiene una elevada afinidad por la
hemoglobina, de forma que compite con €l hierro para unirse a €ella, también

afectaalamédula 6seay a metabolismo de los eritrocitos.
En las plaguetas no se producen cambios significativos con respecto al

grupo control en ninguno de los grupos tratados.

PARAMETROS
Sl=grelleicilelosl CONTROL CADMIO  MERCURIO

Eritrocitos (10°mm®  7,05+0,49 5,7+1 5 54+0' 5¢
Hemoglobina (g/dL) 12,75t0,35  9,97+1,5* 10'4+1'5*
Hematocrito (%) 37,30+0,8 31,8+5,1* 31'8+3'07*
Plaquetas (105/mm?®) 806+48,9  1214+41 789 3+213

Tabla 1. Parametros hematol égicos del grupo de ratas control y de los grupos tratados
con cadmio y con mercurio.

*p<0,05. Diferencias significativas con respecto a grupo control.

En cuanto alos parametros bioguimicos (tabla 2) se producen cambios
estadisticamente significativos (p<0,05) con respecto al grupo control en la
glucosa tanto en e grupo tratado con cadmio como en e tratado con mercurio.
En los demas parametros bioquimicos estudiados: proteinas totales, albimina,
urea, bilirrubina, calcio, hierro, fésforo y magnesio no se detectan cambios
significativos respecto a grupo control para ninguno de los dos grupos

tratados con metal.
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PARAMETROS
BIOQUIMICOS CONTROL CADMIO MERCURIO

Glucosa (g/100mL) 166+13 109+3,5* 123 6+17*
Proteinastotales (g/100mL) 6,3+0,2 5,9640,61 5'3+1'66
Albumina (mg/100mL) 3,7+0,12 2,3540,2 2'4+0'64
Urea (mg/100mL) 33t2 39+15,26 37'3+4'49

Bilirrubina total 0,25+0,05 0,575+0,54 0'3+0'08
(mg/100mL )

Calcio sérico (mg/100mL) 11,7409 10,17+1,17 94+2'39
Hierro sérico (ug/100mL) 116,6+13 100,5+28,8 93'4+11'3
Fosforo (mg/100mL) 7,5+1,3 7,55+0,25 62+1'2

Magnesio (mg/100mL) 2,2+0,33 2,65+0,47 1'87+0'38

Tabla 2. Paramétros bioquimicos en suero de ratas control y tratadas con sobrecarga de
cadmio y de mercurio.

*p<0,05. Diferencias significativas con respecto al grupo control.

Se representa la actividad enzimatica expresada en U/L de las enzimas
séricas. GOT, GPT,GGT, LDH y CPK en los grupos de ratas tratados con

sobrecarga de cadmio y de mercurio (Figura 1).
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Figura 1. Parametros enzimaticos en suero de ratas control y tratadas con sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

*p<0,05. Diferencias significativas con respecto a grupo control.

El andlisis enzimético (Figura 1) revela un aumento estadisticamente
significativo (p<0,05) de las actividades enzimaticas de GOT, LDH y CPK en
el grupo tratado con cadmio con respecto al control.

La transaminasa GOT, y la zincmetaloenzima LDH estan aumentadas
siendo indicativo de dafio hepatico por acumulacion de este metal en el
higado. La enzima creatinfosfoquinasa (CPK) implicada en la produccion de
energia muscular mediante la sintesis de ATP, esta también incrementada, o
gue indica dafio muscular. Las demés enzimas no sufren ninguna variacién

significativa.
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En e tratamiento con mercurio se detecta un aumento significativo
(p<0,05) de la actividad enzimatica de la |actico deshidrogenasa con respecto

al control. Las demas enzimas no muestran cambios significativos.

V.2.1.2. Determinacion de las propiedades eléctricas (Permitividad vy
Conductividad) en tegjidos de ratas sometidas a tratamiento con sobrecarga de

iones cadmio y de mercurio.

A continuacion se presentan las propiedades eléctricas de los tejidos
(Permitividad y Conductividad) en e grupo de ratas control y en los grupos
tratados con sobrecarga de cadmio y de mercurio (Tabla 3, Tabla 4). Los
tgjidos estudiados en todos los casos son higado, rifién, pulmén, pancreas y
muscul o.

Los valores de la conductividad vienen expresados en siemens por

metro (S/m).
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Tgjido

Higado
Rifion
Pulmon
Pancreas

M Usculo

Tabla 3. Valores medios de la permitividad + DE de variostejidos en el grupo control y

Control

42,60+0,06
49,84+1,09
47,3610,69
41,70+0,78

49,50+0,64

Cadmio

40,50+0,80
44,17+0,98
40,75+1,33
51,99+1,04

45,67+1,37

PERMITIVIDAD (&)

Mercurio

43,70+1,36
47,50+1,23
41,25+1,23
44,30+1,03

47,50+0,84

en |los grupos tratados con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

Higado
Rifién
Pulmon
Pancr eas

M Usculo

Tabla4 . Vaores medios de la conductividad + DE de varios tgjidos en e grupo control

CONDUCTIVIDAD (o)

Control

1,52+0,08
1,77£0,21
1,64+0,09
1,58+0,09

1,77+0,05

Cadmio

1,35+0,18
1,08+0,10
1,194+0,09
1,20+0,13

1,10+0,09

Mercurio

1,17+0,05

1,42+0,18

1,27+0,18

1,25+0,18

1,134+0,09

y en los grupos tratados con sobrecarga de cadmio y de mercurio.
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Vamos a analizar el efecto de la sobrecarga de cadmio y de mercurio en
la permitividad y conductividad de cada uno de los tejidos por separado:

higado, rifién, pulmon, pancreasy musculo.

Higado

Enlasfiguras2y 3 se representan respectivamente los valores medios

de la permitividad y conductividad + DE en higado de ratas control y tratadas

con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

HIGADO

50 -
= 45 | jl‘_
=) *
£ 40 .
£
2 35-

30

Control Cadmio Mercurio

Figura2. Pemitividad en higado de ratas control y sometidas a una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

*p<0,05. Diferencias significativas con el grupo control.
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Figura3. Conductividad en higado de ratas control y sometidas a una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.
*p<0,05. Diferencias significativas con €l grupo control.

**p<0,001. Diferencias extremadamente significativas con respecto a grupo control.

Como se puede observar en lafigura 2, en tejido hepético se producen
cambios significativos en la permitividad (p<0,05) tanto en e grupo tratado
con cadmio como en e tratado con mercurio. Si comparamos |los dos grupos
tratados con metal se observa un valor mayor de la permitividad para €
mercurio (p<0,05).

En higado se detecta una disminucién de la conductividad en los
grupos tratados con metal con respecto a control, siendo significativa
(p<0,05) para € grupo tratado con cadmio y extremadamente significativa
(p<0,001) paraé grupo tratado con mercurio.

RifdN
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Enlasfiguras 4y 5 se exponen respectivamente los valores medios de
la permitividad y conductividad + DE en rifion de ratas controles y tratadas

con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

RINON

55 4

50 -

*

H *

45 -

40 |

Permitividad

35

30
Control Cadmio Mercurio

Figura 4. Permitividad en rifidn de ratas control y tratadas con una sobrecarga de cadmio
y de mercurio respectivamente.

*p<0,001. Diferencias significativas con € grupo control.
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Figura 5. Conductividad en rifién de ratas control y tratadas con una sobrecarga de
cadmio y de mercurio respectivamente.

*p<0,001. Diferencias significativas con e grupo control.

En rifidn se observa una disminucion extremadamente significativa
(p<0,001) de la permitividad en los grupos tratados con cadmio y con
mercurio, respecto a grupo control. En el caso del grupo tratado con cadmio
el valor de la permitividad es menor que el grupo tratado con mercurio.

Por otro lado, la conductividad de tejido renal sufre una disminucién
extremadamente significativa (p<0,001) en los grupos tratados con cadmio y
con mercurio, respecto al control.

Si comparamos los dos metales entre si, existen diferencias
significativas (p<0,05) en la conductividad, € grupo tratado con cadmio tiene

un valor de conductividad menor que &l grupo tratado con mercurio.
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Pulmoén

En lasfiguras 6 y 7 se muestran respectivamente |os valores medios de
la permitividad y conductividad + DE en pulmon de ratas control y tratadas

con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

PULMON
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Figura 6. Permitividad en pulmon de ratas control y tratadas con una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

*p<0,05. Diferencias significativas con el grupo control.
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Figura 7. Conductividad en pulmoén de ratas control y tratadas con una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

*p<0,001. Diferencias significativas con el grupo control.

La permitividad de tegido pulmonar disminuye significativamente
(p<0,05) en los grupos tratados con cadmio y con mercurio respecto a
control. Entre los dos grupos tratados con metales no existen diferencias

significativas.

En pulm6n la conductividad experimenta una disminucién
extremadamente significativa (p<0,001) en los grupos tratados con cadmio y
con mercurio respecto del control. Si comparamos |os dos grupos tratados con

metal, no aparecen diferencias significativas.
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Pancreas

Enlasfiguras8y 9 se representan respectivamente |os valores medios
de la permitividad y conductividad + DE en pancreas de ratas controles y

tratadas con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

PANCREAS

95 4
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Figura 8. Permitividad en pancreas de ratas control y tratadas con una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.
*p<0,01. Diferencias significativas con el grupo control.

**p<0,001. Diferencias extremadamente significativas con respecto a grupo control.

En lafigura 8 se observa un incremento de la permitividad en pancreas

en los dos grupos tratados con metal. Este aumento es extremadamente
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significativo (p<0,001) para € grupo tratado con cadmio y significativo
(p<0,01) para el grupo tratado con mercurio. Si comparamos €l efecto de los

dos metales se detecta un mayor aumento de la permitividad con el cadmio.

PANCREAS
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Control Cadmio Mercurio

Figura 9. Conductividad en pancreas de ratas control y tratadas con una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

*p<0,001. Diferencias significativas con e grupo control.

En pancreas, la conductividad experimenta una disminucion
extremadamente significativa (p<0,001) en los grupos tratados con cadmio y
con mercurio, respecto a control. Entre los dos grupos de metales no se

producen diferencias significativas en la conductividad.

M Usculo
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En las figuras 10 y 11 se muestran respectivamente los valores medios
de la permitividad y conductividad + DE en musculo de ratas control y

tratadas con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

MUSCULO

55 -

30 - *% *
'% am
S 45 L
>
‘S 40 -
g

35

30 A

Control Cadmo Mercurio

Figura 10. Permitividad en musculo de ratas control y tratadas con una sobrecarga de

cadmio y de mercurio.
*p<0,01. Diferencias significativas con €l grupo control.

**p<0,001. Diferencias extremadamente significativas con respecto a grupo control.
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MUSCULO

*

Conductividad
|_\

Control Cadmio Mercurio

Figura 11. Conductividad en rifibn de ratas control y tratadas con una sobrecarga de
cadmio y mercurio respectivamente.

*p<0,001. Diferencias significativas con € grupo control.

En muasculo se observa una disminucion de la permitividad en los
grupos tratados con cadmio y con mercurio respecto del control, siendo
extremadamente significativa para el cadmio (p<0,001) y significativa para el
mercurio (p<0,01).

La conductividad en mulsculo muestra una disminucién
extremadamente significativa (p<0,001) en los grupos tratados con cadmio y
con mercurio respecto del control. Si comparamos |os dos grupos tratados con
metal no se detectan diferencias significativas en la conductividad.

Estudio comparativo del efecto de los dos metales en la permitividad vy

conductividad de los diferentes tejidos.
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En las figuras 12 y 13 se presenta una correlacion entre los valores de
permitividad y conductividad de diferentes tejidos en el grupo control y en los

grupos tratados con sobrecarga de cadmio y de mercurio.

60 -
Bl CONTROL
55 O CADMIO
| B MERCURIO

PERMITIVIDAD

Higado Rifion Pulmon Péancreas Mdusculo

Figura 12. Permitividad en muestras biol 6gicas de ratas control y tratadas con cadmio 'y

CON mercurio.

En lafigura 12 se observa en e grupo tratado con cadmio con respecto
al grupo control una disminucién significativa de la permitividad en todos los
Organos excepto en pancreas donde se produce un aumento muy significativo
(p<0,001) comparado con el control.

En el caso del tratamiento con mercurio se detecta una disminucion

significativa de la permitividad en rifion, pulmén, muasculo si lo comparamos
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con e grupo control, sin embargo en higado y pancreas se produce un
aumento de la permitividad.

S comparamos los dos grupos tratados con metal, no se observan
cambios significativos en la permitividad en pulmon y musculo. Sin embargo
en higado y rifién el efecto del mercurio es mayor que € del cadmio y en

pancreas se detecta un mayor valor de la permitividad parael cadmio.

2,5
Bl CONTROL
O CADMIO
5 B MERCURIO
<
a
>15 - T
5 T IL
2 i H
=z 1
O
@)
05 -
0 1 I I I I !
Higado Rifon Pulmon Pancreas Muasculo

Figura 13. Conductividad en muestras biol 6gicas de ratas control y tratadas con cadmio

y CON mercurio.
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En la figura 13 tenemos una correlacion de los valores de la
conductividad para los diferentes tejidos en e grupo control y los grupos
tratados con cadmio y con mercurio. Si tenemos en cuenta solamente e grupo
control, todos los tgidos tienen valores similares de conductividad, no se
observa ningun tejido que destague, por tener una conductividad muy
diferente de los demas. Esto también sucede en los grupos tratados con

cadmio y con mercurio.

Se detecta una disminucion de la conductividad en los grupos tratados
con cadmio y con mercurio respecto del control que es muy significativa
(p<0,001) en todos los casos excepto para el higado con sobrecarga de cadmio

gue ladisminucién con respecto a control es significativa (p<0,05).
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V.2.1.3. Determinacion de la concentracion de metal en cada tejido mediante

ICP-MS.

Se analizala concentracion de metal en cadatejido en el grupo de ratas
control y en los grupos tratados con sobrecarga de cadmio y de mercurio,
mediante la técnica de plasma de acoplamiento inductivo asociado a un
espectrometro de masas conocida como ICP-MS. Previamente se realiza una

caibracion del sistema

Calibracién del sistema

El andlisis se lleva a cabo mediante la adicion de un estandar externo
para poder corregir mediante calculos, cambios en la sensibilidad del detector.
Se obtienen las graficas de calibrado para las disoluciones estandar de plomo,

mercurio, cadmio y hierro con los parametros cal culados en Excel (Figura 14).

Se afiade una disolucion estdndar de rodio a cada muestra para obtener

la concentracion de 10 ppb.
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Figura 14. Gréfica de calibracién paralas disoluciones estandar de Cd, Hg, Pby Fe.

Laintensidad se mide en cuentas por segundo (cps).

La desviacion estdndar paralos graficos de calibracion se muestraen la

tabla 6.
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Elemento Desviacion Estandar

Ph*® 3,1%
Hg?® 3,0%
Cd' 6,3%
Fe® 13,2%

Tabla 6. Desviacion estandar paralas gréficas de calibracion.

V.2.1.3.1. Andlisis de la concentracion de cadmio

En primer lugar se determina la concentracion de cadmio expresada en

ppm en higado, rifién, musculo, pancreas y pulmon, en e grupo control y en

el grupo tratado con sobrecarga de cadmio (Figura 15).
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Tejido [Cd]ppm
6 _
. Higado 2,06
5 - OCONTROL Rifi6n 4,85
M Usculo 1,38
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Higado Rifion Pulmén  Pancreas Mdsculo

Figura 15. Concentracién de cadmio en ppm + DE en el grupo de ratas control y en €l
tratado con sobrecarga de cadmio.

p<0,05. Diferencias significativas con € grupo control.

En e grupo control no se producen diferencias significativas en la
concentracion de cadmio en ningun 6rgano. Sin embargo en e grupo tratado
se observa una mayor concentracion de cadmio en rifion, pancreas e higado.
En la figura 15 se detecta un aumento significativo de la concentracion de

cadmio en rifién, higado y pancreas (p<0,05) con respecto a grupo control.
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En pulmon y tejido muscular no se observan diferencias significativas en la
concentracion de cadmio entre el grupo tratado con cadmio y el grupo control.
Se puede concluir del andlisis de ICP-MS realizado, que €l tratamiento
con cadmio en ratas produce acumulacion de iones Cd ** en higado, pancreas
y rifidbn siendo especialmente significativa en este Ultimo. En los tejidos como

pulmon y musculo no se detecta acumulacion significativa de metal .

V.2.1.3.2. Andlisis de la concentracion de mercurio

A continuacién se representa la concentracion de mercurio expresada

en ppm en varios tgidos de rata control y tratados con sobrecarga de mercurio

(Figura 16).
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O CONTROL [Hgppm

B MERCURIO IEjiEE CONTROL MERCURIO
Higado
Rifion
M asculo
Pancreas
Pulmoén

Figura 16. Concentracién de mercurio en ppm + DE en el grupo de ratas control y en el
tratado sobrecarga de mercurio.

* p<0,05. Diferencias significativas con el grupo control.

En e grupo control no se detectan diferencias significativas en la
concentracion de mercurio en ningun organo. Sin embargo en € grupo tratado
Se observa una mayor concentracion de mercurio en rifion, pancreas e higado.
La concentracion de mercurio en rifion es superior a la de pancreas (p<0,05) y

ésta superior alade higado (p<0,05).
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En la figura 16 se produce un incremento significativo (p<0,05) de la
concentracion de mercurio en rifidn, pancreas e higado si la comparamos con
el grupo control. En los demas tejidos. pulmén, y musculo, no aparecen
diferencias significativas en la concentracion de mercurio con respecto a

grupo control

Mediante el andlisis de ICP-MS se puede concluir que el tratamiento
con mercurio en ratas provoca acumulacién de iones Hg®* en higado,
pancreasy sobretodo en rifién. En los tgjidos como pulmén y musculo no se

detecta acumulacion significativa de mercurio.
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V1. DISCUSION

Actualmente existe una preocupacion social por los posibles efectos
sobre la salud humana relacionados con la exposicion a campos
electromagnéticos (CEM). El origen de esta inquietud nace de la publicacién
de algunos estudios epidemiol 6gicos que asociaron la exposicion a campos
magnéticos de muy baja frecuencia (50 Hz), procedentes de lineas de alta
tension, con determinados tipos de leucemiay tumores cerebrales.

Esta preocupacion se ha visto incrementada en los Ultimos afnios, debido
a la masiva instalacion de antenas de telefonia y € uso generalizado de
teléfonos moviles, que operan con campos electromagnéticos en € rango de

las radiofrecuencias (RF).

L os efectos potenciamente peligrosos para la salud de cualquier agente
fisco o quimico, en este caso, los campos electromagnéticos, deben ser
investigados desde dos diferentes puntos de vistaz epidemiologico y
experimental. Por un lado es necesario efectuar estudios epidemiol 6gicos
sobre poblaciones suficientemente amplias y expuestas claramente al agente'y,

por otra parte, la obtencién de conclusiones fiables y seguras requiere que €l
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efecto observado en la epidemiologia sea contrastado en € laboratorio

mediante estudios experimental es rigurosos.

Algunos estudios epidemioldgicos sugieren una relacion entre la
exposicion a campos electromagnéticos y e incremento del riesgo de
aparicion de ciertas enfermedades relacionadas principalmente con cancer,
malformaciones congénitas, trastornos del sistema nervioso, inmune,
oftdmico y epidérmico. Pero examinados en conjunto estos estudios no
aportan pruebas concluyentes o definitivas y si resultados contradictorios. Las
posibles razones podrian ser la dificultad de establecer una relacién directa
dosis-respuesta, la falta de precision para caracterizar la exposicion a los
CEM, lavariabilidad estadistica inherente a este tipo de estudios que dificulta
su interpretacion, e incluso la presencia de errores sistematicos en su disefio o

en su andlisis.

A diferencia de los estudios epidemioldgicos dirigidos a estimar €
riesgo para la salud derivado de una exposiciéon laboral o doméstica, €
objetivo de los estudios experimentales de laboratorio es provocar
intencionadamente unos efectos, exponiendo de forma controlada células,
tgjidos 0 animales a los campos el ectromagnéticos; y posteriormente tratar de
analizar |los posibles mecanismos por |os cuales se producen estos efectos. Los

datos experimentales sobre los efectos de los campos magnéticos de
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frecuencia industrial (50 Hz) engloban diversos &mbitos de andlisis, entre los
gue destacan los relacionados con el cancer (genotoxicidad y potencial
cancerigeno), el sistema inmune, € sistema endocrino, las ateraciones de la
conducta 'y del sistema nervioso central, €l estrésy € sistema cardiovascular;
también se han realizado trabajos sobre los efectos en la reproduccion y €
desarrollo embrionario. En general, de todas estos estudios se han obtenido
resultados diversos y a veces contradictorios, por esta razon, en la comunidad
cientifica existe un acuerdo generalizado sobre la necesidad de proseguir las

investigaciones relativas alos CEM.

En la presente memoria abordamos € estudio de los campos
magnéticos de muy baga frecuencia (CM-MBF) de 50Hz mediante
experimentos in vitro e in vivo. Por un lado, realizamos estudios in vitro con
linfocitos humanos de sangre periférica para intentar evaluar € posible efecto
genotoxico y el efecto sobre la proliferacidn celular de los campos magnéticos
de 50Hz, relacionandolo a su vez con los téxicos ambientales cadmio y
mercurio. También exponemos sangre total humana in vitro a campos
magnéticos (CM) de 50 Hz para determinar los posibles efectos sobre los

parametros bioquimicos y enzimaticos séricos.

Por otro lado, presentamos estudios in vivo con ratones expuestos a

campos magnéticos de 50 Hz y ratones tratados con sobrecarga de un metal
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neurotOXxico: mercurio, para investigar ambos efectos sobre un sistema
concreto: la barrera hematoencefdlica y estudiar €l posible efecto sinérgico

entrelos CM y el mercurio en la permeabilidad de la misma.

En esta memoria también nos centramos en los campos
el ectromagnéticos de radiofrecuencia, de forma que exponemos varios tejidos
de rata in vitro a campos electromagnéticos de RF concretamente 2,45 GHz
después de someter a diferentes grupos de animales a un tratamiento con
sobrecarga de cadmio y de mercurio para obtener informacion sobre las
propiedades eléctricas de los tejidos (permitividad y conductividad). Ambos
elementos se han escogido por su frecuente polucion ambiental, y por la
existencia de diversas patologias derivadas de la tesaurismosis de iones
metdlicos. Estos experimentos se han realizado en colaboracion con el
Departamento de Fisica Aplicada Ill, de la Facultad de Fisica de la

Universidad Complutense de Madrid.
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VI.1. CAMPOS MAGNETICOS DE MUY BAJA FRECUENCIA (50 Hz) Y
SU POSIBLE SINERGISMO CON METALES PESADOS: CADMIO,

MERCURIO EN CULTIVOS CELULARESDE LINFOCITOS HUMANOS.

En laliteratura cientifica se citan algunos estudios epidemiol gicos que
sugieren una relacion entre cancer y la exposicion a campos magnéticos de 50
Hz (Wertheimer y Leeper 1979, Savitz y col. 1988, Feychting y col. 1993,
Ahlbom 1997), sin embargo otros trabajos dejan esta hipotesis en entredicho
(Kolodinsky y col. 1996, Linet y col 1997, Angedlillo y col. 1999). En general
estos estudios sobre efectos cancerigenos de los campos magnéticos de 50 Hz
han proporcionado resultados contradictorios. Los resultados experimentales
sobre los efectos genotoxicos de los campos magnéticos de 50 Hz tampoco
aportan datos concluyentes.

Con objeto de continuar la investigacion sobre |os campos magnéticos
de 50 Hz, en la presente memoria se pretende determinar s estos campos
tienen capacidad genotoxica evaluando su capacidad para inducir
micronlcleos. En este trabgo también se combina el efecto del campo
magnético con el de los metales pesados cadmio y mercurio, presentes en €l
medio ambiente debido alas actividades industrial es.

Las células elegidas para redizar este experimento son linfocitos de
sangre periférica humana por ser unos indicadores muy sensibles del dafio

cromosomico inducido tanto in vivo como in vitro.
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En primer lugar establecemos el tiempo correcto de incubacion de los
linfocitos a 37°C y la concentracion Optima de fitohemaglutinina para €l
crecimiento de estas células. Se afiade un precursor (nucledtido del DNA)
marcado radiactivamente, en concreto, timidina tritiada a cultivo celular de
forma que las células en division lo incorporan a su DNA, cuantificandose

posteriormente el marcaje del material genético.

Después del contgje de la timidina tritiada conseguimos establecer €l
tiempo correcto de incubacion (96 horas) y la concentracion Optima de
fitohemaglutinina (10 pug/mL) para posteriormente realizar € contge de
células binucleadas y micronlcleos y asi evaluar los posibles efectos
genotdxicos de un agente fisico (campos magnéticos de muy baja frecuencia:

CM-MBF) y agentes quimicos (metales pesados. cadmio y mercurio).

En la presente investigacion se estudia el efecto sobre la induccién de
micronucleos en linfocitos humanos de sangre periférica humana sometidos a
campos magnéticos de muy baja frecuencia, 50 Hz a diferentes intensidades
(05 A, 1 A, 15 A) durante 96 horas. Estos estudios se han realizado,
siguiendo las recomendaciones del Parlamento Europeo (DOCE N° 205/440
Documento N° A3-0238/94, 1994), en presencia de metales pesados, para
determinar Si estos agentes quimicos frecuentes en el medio potencian o no €l

efecto del campo magnético. Los metales pesados utilizados en € ensayo,
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cadmio y mercurio son agentes quimicos medioambientales bien conocidos

con unos efectos toxicos muy marcados (Garcia-Arribasy col. 1998).

Si nos centramos en €l efecto del metal solamente, se observa un efecto
genotoxico alas concentraciones de cadmio de 10*M a10°®M, produciéndose
un aumento significativo (p<0,05) del nimero de micronucleos respecto al
control. Ademés el nimero de micronucleos es dosis-dependiente, a mayor
concentracion de cadmio, mayor numero de micronucleos. A la concentracion
de cadmio 10’M no se producen cambios significativos en e nimero de
micronucleos respecto al control. Es conocido que € cadmio produce una
accion directa genotoxica, se intercala entre las hebras de DNA, inhibe la
DNA polimerasa y provoca roturas en las hebras de DNA, también interviene
en e mecanismo de reparacion del DNA por rotura de las nucleasas
(Privezentsev y col. 1996, Calevro y col. 1998). Ademas induce la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden producir dafio oxidativo
en el DNA (Dally y col. 1997).

En el caso del mercurio se detecta un aumento significativo (p<0,05)
del nimero de micronucleos respecto a control a las concentraciones de
10" M y 10° M, que puede ser debido a que este i6n induce la formacion de
ROS que pueden provocar lesiones en el DNA (Hussainy col. 1999, Schurz y

col. 2000).

283



V1. DISCUSION

Nuestros resultados coinciden con los de otros autores que encontraron
un aumento del nimero de micronucleos dependiente de la dosis a tratar
linfocitos humanos de sangre periférica con cadmio o con mercurio. En
concreto, Anwar y col. (1991) y Al Sabti y col. (1992), observaron un
aumento del nimero de micronticleos en linfocitos de trabajadores expuestos
laboralmente a mercurio. Franchi y col. (1994) también encontraron un
aumento del nimero de micronucleos en linfocitos de pescadores que se
alimentaban con marisco contaminado con mercurio. En un estudio reciente
Fu y col. (1999), detectaron un aumento de aberraciones cromosomicas y
micronucleos en linfocitos de personas expuestas a cadmio medioambiental

durante 30 afnos.

Otros autores como Berces y col. (1993) trataron sangre humana total
con CdCl, y HgCl, a diferentes concentraciones observando un aumento en la
frecuencia de micronucleos en los linfocitos tratados con Cd y Hg. Los
resultados obtenidos por estos autores indican que los iones Cd?* incrementan
la frecuencia de micronicleos significativamente a la concentraciones de
10*M-10°M; Ogura y col. (1996), encontraron un aumento del nimero de
micronicleos en linfocitos humanos tratados con HgCl,, siendo la
concentracion de 10°M la que producia un mayor niimero de micronticleos
respecto al control; coincidiendo asi nuestros resultados con los de los autores

sefial ados.
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En la literatura cientifica existen estudios citogenéticos que emplean
otros tipos celulares expuestos a CdCl, in vitro: fibroblastos humanos (Bonatti
y col. 1992), células HeLa humanas (Dally y col. 1997), células de bazo de
raton (Fahmy y col. 2000). Los experimentos in vivo se han redizado
sometiendo ratones a tratamiento con CdCl,, estudiandose porteriormente los
eritrocitos de lamédula ésea (Han y col. 1992, Jagetiay col. 1994, Marrazzini
y col. 1994, Privezentsev 1996, Fahmy y col. 2000). En todos los estudios

anteriores se observé un aumento del nimero de micronucleos.

Una vez estudiado el efecto de los metales pesados, evaluamos €l
efecto de los CM-MBF. Los campos magnéticos que utilizamos son de 50 Hz
y diversas intensidades 0,5 Amperios (A), 1 Ay 1,5 A. Presentamos una
equivalencia de unidades entre amperios (A) y militeslas (mT) ya que en la
mayoria de los trabajos revisados de la literatura, la intensidad de campo
magnético viene expresada en militeda. En concreto, 0,5 A equivalen a 3,2

mT, 1 A equivalena6,5mT y 1,5A equivalena9,7 mT.

Nuestros resultados indican que la exposicién de linfocitos humanos de
sangre periférica a CM de frecuencia 50 Hz y diferentes intensidades 0,5 A
(32mT), 1A (6,5mT), 1,5 A (9,7 mT) no afectaa nimero de micronucleos.
No se han encontrado por tanto efecto genotéxico después de la aplicacion de

los CM de 50 Hz alas diferentes intensidades aplicadas.
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Tampoco se observa efecto sinérgico entre los metales estudiados
(cadmio y mercurio) y el campo magnético. En los grupos tratados con metal
cuya concentracion varia de 10* M-10" M no se detectan cambios
significativos en € nuimero de micronucleos a ninguna intensidad de campo
magnético aplicado.

Estos resultados coinciden con aguellos publicados por otros autores
gue tampoco encontraron efectos genotoxicos en linfocitos humanos después
de la exposicidn a campos magnéticos de 50 0 60 Hz y a varias intensidades.
En estos estudios los ensayos citogenéticos empleados fueron: test de
aberraciones cromosdmicas (AC), test de intercambio de crométidas hermanas
(ICH) y ensayo de micronucleos. En concreto, Cohen y col. (1986a, 1986b)
no encontraron efectos genotéxicos en linfocitos periféricos sometidos a CM-
MBF 60 Hz mediante €l test de AC y el test de ICH. Rosentha y Obe (1989)
sometieron linfocitos humanos periféricos a un CM-MBF 50 Hz y 5 mT, no
observandose efecto genotoxico mediante e test de ICH. El resultado
negativo de Rosenthal y Obe fue confirmado por Antonopoulus y col. (1995)
utilizando también linfocitos humanos sometidos a CM de 50 Hz y 5mT.
Sagredo y col. (1990) tampoco detectaron efectos genotdxicos después de la
exposicion a CM-MBF e intensidades que oscilan entre 25-300 uT, utilizando
las técnicas de AC, ICH y ensayo de micronlcleos. Hintenlang (1993)
empleando también linfocitos humanos periféricos y un CM de 50Hz e

intensidades entre 0,6-1,4 mT no encontrd efectos genotoxicos mediante el
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ensayo de micronucleos. En un estudio realizado por Pailey col. (1995) no se
observaron cambios en la frecuencia de micronucleos de linfocitos humanos
periféricos expuestosa CM de 50 Hz y alas intensidades de 30 uT-1 mT. Este
estudio fue confirmado por Scarfi y col. (1999) empleando linfocitos humanos
y un CM con las mismas intensidades. Otros autores no detectaron diferencias
en la frecuencia de micronucleos en linfocitos humanos de sangre periférica
de trabgjadores de lineas de alta tension sometidosa CM de 50 Hz y 5-10 uT

(Valjusy col. 1993, Skyberg y col. 1993).

Sin embargo la extrapolacion de estos resultados debe tomarse con
precaucion ya gque existe un nimero de estudios donde los efectos biol 6gicos
de los campos magnéticos solo ocurren en presencia de frecuencias o
intensidades especificas, estos son los Ilamados efectos ventana (Chiabrera y
col. 1994). Los efectos ventana se han observado para |os efectos genotdxicos.
En concreto Tofani y col. (1995) expusieron linfocitos humanos periféricos a
32 Hz observando un aumento del nimero de micronicleos, sin embargo en
un estudio posterior empleando un CM de 50Hz no se encontré ningun efecto
genotoxico. Ademas también existen otros estudios en los que se ha observado
efecto genotdxico en linfocitos humanos sometidos a campos de 50 Hz,
aungue no se han podido reproducir (Nordenson y col. 1984 y Khalil y col.

1991).
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En la presente memoria se estudia & efecto de los CM de 50 Hz, por
ser la frecuencia europea, a diversas intensidades 0,5 A (3,2 mT), 1 A
(6,5mT)y 1,5A (9,7 mT) sobre la proliferacién celular de linfocitos humanos
de sangre periférica incubados durante 96 h. También se estudia e efecto
combinado de estos CM y cada uno de los metales pesados, cadmio y

mercurio sobre la proliferacion celular.

Primero investigamos e efecto de los metales pesados sobre la
proliferacion celular; e mecanismo por e cual los metales pesados producen
dafio celular depende del tipo de metal, su distribucion subcelular y la
concentracion de metal en la exposicion.

En los grupos tratados con metales pesados cadmio y mercurio tanto
sin exponer a campo magnético como 10s expuestos a campos magnéticos de
05 A 32 mT), 1 A (65 mT)y 15 A (97 mT) se observa que la
concentracion de metal de 10° M es muy téxica para las cdulas, a esta
concentracion la proliferacion celular es muy similar a blanco, ademas en el
anterior ensayo de micronlcleos, con esta concentracién tampoco se
observaron linfocitos binucleados suficientes pararealizar el experimento. Los
iones metdlicos a concentraciones elevadas como es el caso de 10° M, pueden
producir durante su transporte al interior de la célula rotura de la membrana
celular, provocando una pérdida de su regulaciéon homeostética, trastorno

grave del metabolismo energético y muerte celular. Este resultado coincide
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con el experimento anterior, ya que a la concentracion de metal de 10°M no
se observan linfocitos binucleados suficientes para poder redizar el
experimento porque se trata de una concentracion toxica para las células en

cultivo.

Si comparamos los linfocitos sin tratar con los tratados con diferentes
concentraciones de iones cadmio y de mercurio, se observa tanto en el grupo
(control) sin exponer a campo magnético como en |os expuestos a campos
magnéticos de diferentes intensidades, una disminucion de la proliferacion
celular a medida que aumenta la concentracion de metal siendo significativa
(p<0,05) para la concentracion de metal >10™ M. Para las concentraciones de
cadmio o mercurio de 10° M y 107 M no se detectan cambios significativos

en laproliferacién celular con respecto a grupo sin tratamiento quimico.

S nos centramos en e efecto de los CM de 50 Hz y diferentes
intensidades sobre linfocitos sin ningun tratamiento quimico, no se observan
cambios significativos en la proliferacion celular a la intensidades de 0,5 A
(32mT)y 1A (6,5mT). Con laintensidad de 1,5 A (9,7 mT) se produce una
disminucién significativa de la proliferacion celular debido a un aumento de
temperatura > 37°C en los cultivos celulares expuestos a CM-MBF, mientras

gue los controles, ausentes de CM, mantienen su temperatura constante, es
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decir con 1,5 A (9,7 mT) disminuye la proliferacion celular por causa no del

CM-MBF en si mismo sino, por un factor extrinseco, latemperatura.

Hemos comprobado que nuestro sistema de generacion de CM-MBF
de 50 Hz solo es dutil para trabajar con intensidades de campo
electromagnético de 0 - 1 A (6,5 mT), porque para intensidades mayores,
aumenta la temperatura de forma que se produce una disminucion de la
viabilidad de los linfocitos en los cultivos celulares. Por esta razdn, en
posteriores experimentos que se han realizado con sangre humana sometida a
campos magnéticos de 50 Hz en este sistema, no se ha empleado la intensidad
de 1,5 A (9,7 mT), sino un rango de intensidades de campo magnético que

variade0- 1A (6,5mT).

Si analizamos € efecto combinado del campo magnético con el metal
pesado, se obtiene que, a la intensidad de CM de 0,5 A (3,2 mT) no se
observan cambios significativos entre el grupo no expuesto y el grupo
expuesto a campo magnético a ninguna de las concentraciones de cadmio o
mercurio utilizadas. Con la intensidad de campo magnético de 1 A (6,5 mT)
se produce un aumento de la proliferacion celular en € grupo expuesto a
campos magnéti cos respecto al grupo no expuesto, a todas las concentraciones
de cadmio y de mercurio, pero no es significativo. En cuanto a la intensidad

de 15 A (9,7 mT), se observa una disminucion significativa de la
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proliferacion celular en el grupo expuesto respecto a control, no expuesto a
las concentraciones de metal >10* M, debido como se ha comentado
anteriormente a un aumento de temperatura en los cultivos expuestos a

campos magnéticosde 1,5 A (9,7 mT).

En la proliferacion celular no se ha detectado efecto sinérgico entre el
metal (cadmio, mercurio) y e campo magnético de 50 Hz aplicado a ninguna
de las intensidades utilizadas. Los metales no potencian la accién del CM de
50 Hz, a aumentar la concentracion de metal no se observa un mayor efecto

del campo magnético en la proliferacion celular.

Hay muy pocos estudios sobre la proliferacion de células humanas in
vitro bajo la exposicion de CM-MBF 50 Hz. Los resultados del presente
trabgjo coinciden con los de otros autores que no encuentran efectos en la
proliferacion celular utilizando linfocitos, y otros tipos celulares diferentes. En
concreto, Cleary y col. (1990), no observaron efectos en la morfologia y
viabilidad de linfocitos humanos expuestos in vitro a CEM de 2,45 MHz.
Paile y col. (1995) tampoco detectaron diferencias en la proliferacion de
linfocitos humanos expuestos a 50 Hz y 30uT-1mT usando €l indice de
division nuclear. Thun-Battersby y col. (1999) no obtuvieron efectos sobre la
proliferacion celular de linfocitos pertenecientes a ratas expuestas a CM-MBF

50 Hz y 0,1 mT. Otros estudios han utilizado diversos tipos celulares para
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estudiar la proliferacion celular. En concreto, Cridland y col. (1996) utilizaron
fibroblastos humanos expuestos a CM-MBF 50 Hz y una intensidad de 20 uT
a 20 mT; Nakagimay col. 1997 emplearon fibroblastos humanos sometidos a
CM-MBF 60 Hz, Nafziger y col. (1997) utilizaron células progenitoras
hematopoyéticas humanas expuestas a CM 50 Hz entre 10 uT a1l mT y Simko
y col. (1999) emplearon células de liquido amnidtico humano sometidas a 50
Hz y 1 mT. En ninguno de estos estudios se observaron cambios en la

proliferacion celular.

Sin embargo en laliteratura cientifica existen otros trabajos en los que
se produce aumento de la proliferacion celular utilizando campos magnéticos
de frecuencia 50 Hz; los sistemas celulares utilizados fueron linfocitos
(Cossarizay col. 1989, Scarfi y col. 1999), fibroblastos humanos (Kweey col.
1995) y células epiteliales humanas (Mevissen y col. 1999). Otros autores sin
embargo observaron una disminucion de la proliferacion celular y un aumento
de la diferenciacion de fibroblastos humanos sometidos a 20 Hz 7mT

(Loschinger y col. 1998).

Como conclusion podriamos decir gue en la presente investigacion los
campos magnéticos de muy baja frecuencia 50 Hz, e intensidades de 0,5 A
32 mT), L A (65 mT) y 15 A (9,7 mT) no afectan a la frecuencia

espontanea de microntcleos por tanto, no producen efectos genotoxicos en
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linfocitos humanos expuestos durante 96 h. Tampoco afectan a la
proliferacion celular los campos magnéticosde 0,5 A (3,2mT)y 1 A (6,5mT)
sin embargo a la intensidad de 1,5 A (9,7 mT) disminuye la proliferacién
celular por causa de la temperatura. Si analizamos el efecto combinado de
cada uno de los metales y el campo magnético se observa que tanto en €
ensayo de micronicleos como en €l de proliferacion celular a aumentar la
dosis de cadmio o mercurio no se produce un mayor efecto del campo
magnético sobre la generacién de micronlcleos o sobre la proliferacion
celular. Por tanto no se ha encontrado un efecto sinérgico entre e metal
(cadmio o mercurio) y €l campo magnético de 50 Hz a ninguna de las
intensidades estudiadas.

En & presente trabgjo como se ha comentado anteriormente, no se
pbservan efectos genotdxicos ni tampoco en la proliferacion celular al aplicar
campos magneéticos de muy baja frecuencia 50 Hz, estos resultados estéan en
concordancia con los de otros autores que intentan explicar e mecanismo de
interaccion de los campos magnéticos con los sistemas bioldgicos. Segun
estos autores, |0s campos magnéticos de muy baja frecuencia inducen campos
eléctricos dentro del cuerpo que gjercen fuerzas sobre las moléculas cargadas
e iones siendo considerablemente mas pequefias que las fuerzas tipicas intra e

intermoleculares (Valberg 1995, Valberg y col. 1997).
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Los autores mencionados intentan explicar los mecanismos por |os
cuales los campos magnéticos pueden interaccionar con |os organismos Vivos.
Las interacciones de los campos eléctricos y magnéticos con la materia estan
gobernados por leyes fisicas precisas y exhaustivamente comprobadas, sin
ninguna excepcion conocida en biologiay medicina.

Para que los campos magnéticos gerzan una influencia en las células
vivas, deben actuar sobre e organismo de forma que se modifiquen las
moléculas o estructuras.

Las magnitudes de las fuerzas endégenas que actian a nivel celular
para modificar las estructuras de las proteinas son conocidas y pueden servir
de base para la comparacion con las fuerzas producidas por los campos
electromagnéticos. Se define una unidad de medida para las fuerzas muy
pequefias que es e piconewton (pN).

Algunas fuerzas operativas a nivel molecular y celular en los sistemas
vivos son por ejemplo: fuerza de una molécula de quinesina necesaria para el
movimiento intracelular: 3 pN (Svoboday col. 1994), fuerza de una molécula
de actina implicada en el movimiento muscular: 4 pN, (Finer y col. 1994),
fuerza implicada en un canal i6nico mecano-receptivo fundamental para la
sensacion de tacto: 12 pN (Sachs 1989), fuerza necesaria para alargar una
molécula de DNA: 20 pN (Yiny col. 1995) y la fuerza necesaria para unir las

dos hebras de DNA: 70 pN (Leey col. 1994).
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Se van a comparar estos valores con las fuerzas que los campos
magneéticos pueden ejercer sobre las moléculas cargadas y los iones que las
rodean. Por ejemplo si se considera un campo eléctrico externo de 60 Hz y
1000 V/m. Este campo se atenda dentro del medioambiente conductivo del
cuerpo transformandose en 0,1mV/m. Dentro del ambiente lipidico (aislante)
de la membrana celular, € campo eléctrico puede incrementarse hasta 0,3
V/m. Para estimar un limite superior de la fuerza eléctrica, consideramos una
proteina que tiene 100 cargas en exceso, |la maxima fuerza sobre esta molécula
es 5.10° pN, que s comparamos con las fuerzas anteriores, aquellas son
50.000 veces més pequefias que las fuerzas necesarias para modificar la
estructura'y funcion de una proteina. Si consideramos un CM de 50 Hz y 100
uT podemos calcular € campo eléctrico inducido en una persona que es
5mV/m, gque en las membranas celulares se amplificaa 15 V/m. En este caso
la fuerza del campo eléctrico inducido sobre una proteina de la membrana
celular de 100 cargas es 2,4.10” pN, que es 500 veces més pequefia que las
fuerzas tipicas en las moléculas biol 6gicas.

Se puede concluir por tanto que los campos magnéticos de muy baja
frecuencia inducen campos eléctricos dentro del cuerpo que gercen fuerzas
sobre las cargas eléctricas siendo considerablemente mas pequeias que las

fuerzas tipicas intra e intermolecul ares.
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VI.2. EFECTOS DE LOS CAMPOS MAGNETICOS DE MUY BAJA
FRECUENCIA (50 Hz) EN SANGRE HUMANA A DIFERENTES TIEMPOS

DE EXPOSICION.

Se han evaluado los posibles efectos de los campos magnéticos (CM)
de 50 Hz a distintas intensidades 0,25 A (1,6 mT), 05 A (32mT)y 1 A
(6,5 mT) en sangre humana, determinandose diversos parametros enzimaticos

y bioguimicos en suero sanguineo a diferentes tiempos de exposicion.

En los parametros bioquimicos analizados. proteinas totales, glucosa,
urea, calcio, fésforo y hierro no se observaron cambios significativos a
ninguna intensidad de campo magnético con respecto a suero control, por ello
se ha estudiado a modo de ejemplo la evolucion de dos parametros: proteinas

totalesy fosforo.

En cuanto a los parametros enzimaticos. LDH, CPK, FA, GPT y GGT,
no se detectaron cambios significativos con respecto a control a ninguna
intensidad de campo magnético, por ello se mostré en los resultados de forma
representativa la evolucion de la actividad enzimatica de la LDH bgjo la

influencia de los campos magnéticos.
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En los resultados obtenidos no se encuentran cambios significativos en
la concentracion de proteinas totales de la sangre expuesta a campos
magnéticos a las intensidades de 0,25 A (1,6 mT), 05 A 32 mT)y 1 A
(6,5 mT) en comparacion con € grupo control sin exposicion. Tampoco se
detectan cambios significativos en la concentracion de proteinas totales a
diferentes horas de exposicion tanto en el grupo control como en los grupos
expuestos a diferentes intensidades de campo magnético. Las proteinas totales
se mantienen précticamente constantes independientemente de las horas de

exposicion.

En lo referente al fosforo, se observa una tendencia general a aumentar
la concentracion de fosforo a medida que aumenta el tiempo de incubacion,
tanto en el grupo control como en los grupos expuestos a CM, es decir €

incremento es independiente de la presencia de campos magnéticos.

A las 12 h de incubacion se produce un aumento de la concentracion de
fosforo con respecto alas 0 h bajo la exposicidon a campos magnéticos de 0,5
y 1 A, pero no es significativo. Tanto en € grupo control como en los grupos
expuestos a campos magnéticos se detecta un aumento significativo de la
concentracion de fésforo a partir de las 12 h de incubacion, puede ser debido a
gue s € tiempo de incubacion es demasiado largo, se puede romper el

equilibrio de la membrana celular de las células sanguineas; la membrana que
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antes era activa permitiendo un transporte activo de iones a ambos lados,
ahora se vuelve semipermeabl e ya que se suprimen las relaciones de equilibrio
de los iones de forma que los iones fésforo salen a medio extracelular
aumentando su concentracion en el suero. Otras fuentes de fosforo en el suero
son los fosfolipidos de membrana gue se pueden dafiar, liberando fosforo a
medio extracelular y la molécula de ATP también puede disociarse liberando

ADPy P,

Si comparamos el grupo control con los grupos expuestos a campo
magnético, se observa un aumento de la concentracion de fosforo a partir de
las 12 h de exposicion a medida que aumenta la dosis de campo magnético de
0,25A (1,5mT)alA (6,5mT), obteniéndose los valores maximoscon 1 A
(6,5 mT) de intensidad, pero este aumento no es significativo para ninguna de

las intensi dades de campo magnético estudiadas.

Los estudios realizados con la LDH indican que tanto en e grupo
control como en los grupos expuestos a campo magnético hay una tendencia
general a aumento de la actividad enzimatica de la LDH a medida que
aumenta el tiempo de exposicion, y sobre todo se produce un aumento a las 48

h aunque no es significativo.
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La LDH es una enzima intracelular, estd4 dentro del hematie, en este
experimento hemos incubado sangre humana a 37°C y a diferentes tiempos de
incubacion, si éste es muy largo puede llegar a afectar a las células de forma
gue se rompe e equilibrio de la membrana celular, produciéndose dafio
celular y pérdida de la integridad estructural de los hematies, como
consecuencia, la LDH se libera a medio extracelular, aumentando su
concentracion en suero, aungue no de forma significativa porque la

concentracion de laenzimaen las células es muy pequeria.

S comparamos €l grupo control con e grupo tratado con campos
magnéticos a 0,25 A de intensidad, no se detectan diferencias significativas a
ningun tiempo de exposicién. En los grupos tratadoscon 0,5 A (32mT)y 1 A
(6,5 mT) se produce un aumento de la actividad enzimética de la LDH con
respecto a grupo control a partir de las 6 h, pero no es significativo en
ninguno de los dos casos. Por lo tanto no se observan cambios significativos
en la actividad de la LDH a ninguna intensidad de campo magnético con

respecto a control.

Como conclusién se puede decir que la exposicion de sangre humana a
campos magnéticos de 50 Hz alas intensidades de 0,25 A (1,6 mT), 0,5 A (3,2
mT), 1 A (6,5 mT) y diferentes tiempos de exposicion desde € inicio hasta 48

horas no produce cambios significativos en las concentraciones de proteinas
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totales, fosforo, glucosa, urea, calcio, hierro y tampoco en las actividades
enzimaticas de LDH, CPK, FA, GPT y GGT a ninguna intensidad de campo

magnético utilizada, y aningun tiempo de incubacion estudiado.

Estos resultados estan en consonancia con el hecho de que, los campos
magnéticos de 50 Hz, si bien pueden inducir corrientes eléctricas en los
tgjidos, no tienen suficiente energia para romper los enlaces covalentes entre
las moléculas biologicas, ni siquiera el enlace de hidrogeno que es € méas

débil; como ya se ha comentado ampliamente en €l experimento anterior.

En la literatura cientifica no existen estudios previos sobre los efectos
de los campos magnéticos de 50 Hz en sangre humana in vitro. Sin embargo
existe un buen nimero de trabajos en los que se estudia la aplicacion de los
campos magnéticos de 50 Hz a diferentes sistemas bioldgicos in vivo

evaluandose posteriormente |os parametros sanguineos.

Como es de relevante interés, seguidamente comparamos los
resultados sugeridos en la literatura cientifica con los presentados en la

presente memoria, para discutir sobre os mismos.

En € presente trabgjo se ha utilizado sangre periférica humana in vitro

sometida a campos magnéticos de 50 Hz e intensidades 0,25 A (1,6 mT),

300



V1. DISCUSION

0,5A (32mT), 1A (6,5mT) y atiempos de incubacioén comprendidos entre
las 0 y 48 horas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estudios in
Vivo presentes en la literatura cientifica han utilizado diferentes animales de
experimentacion y campos magnéticos de 50 Hz a diferentes intensidades y
tiempos de exposicion. En particular, Ragan y col. (1983) no encontraron
cambios hematol 6gicos y bioguimicos en ratas expuestas a campos €l éctricos
de 60 Hz y 100Kv/m durante 10, 15, 30, 60 o 120 dias. Oshakken y caol.
(1986) expusieron ratones a campos magnéticos de 1,89 T, y no hallaron
diferencias significativas en el hematocrito, contaje de leucocitos, CPK, LDH,
colesterol, triglicéridos y proteinas totales en suero. Sutter y col. (1987) no
observaron cambios en los niveles de glucosa séricos en ratas expuestas a
campos magnéticos de 400-800 mT. Tampoco se produjeron cambios en los
pardmetros hematol 6gicos de ratones expuestos a campos magnéticos de 4 T
durante la etapa de apareamiento de 7 dias ni durante la gestacion de 18 dias
(Zimmermann y col. 1987). Papatheofanis y col. (1989) expusieron ratones a
campo magnético de 1 T, durante 10 dias, no encontrandose diferencias
significativas en las concentraciones séricas de la fosfatasa alcalina, fosfatasa
acida, calcio y fosforo. Wolpaw y col. (1989) no detectaron diferencias en la
bioquimica ni en el contaje de células sanguineas al someter a primates a un
campo de 60 Hz a 0,1 G, 0,36 G y 0,9 G durante 21 dias. Margonato y col.
(1995) tampoco observaron diferencias en la hematologia 'y en la bioquimica

sérica de ratas expuestas a un campo magnético de 50 Hz, 5 uT durante
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32 semanas. Boorman y col. (1997) sometieron ratasy ratones a CM de 60 Hz
a las intensidades de 0,02 G, 2 Gy 10 G durante 8 semanas, y en los
posteriores andlisis sanguineos de los animales expuestos no se produjo
ningiin cambio hematol6gico ni bioquimico. Bonhomme-Faivre y col. (1998)
tampoco hallaron diferencias significativas en los pardmetros séricos. sodio,
potasio, cloro, calcio, magnesio, fésforo, amilasa, CPK y LDH de ratones

expuestosaCM de 5 uT durante 350 dias.

Para poder comparar las intensidades de campo magnético empleadas
en nuestro trabgjo con las intensidades utilizadas por los autores anteriores,
hemos establecido una correspondencia de unidades de forma que la maxima
intensidad de campo magnético utilizado en este estudio es 6,5 mT, es decir
65 G. Como se puede observar en los trabajos anteriores utilizan intensidades
muy variadas, unas son del orden de uT siendo muy inferiores a las utilizadas
en este experimento, y otras estdn en e rango de T siendo por tanto muy
superiores. Pero independientemente de la intensidad de campo magnético
utilizado, en todos los trabajos anteriores se obtiene e mismo resultado, no se
encuentran efectos de los campos magnéticos de 50 Hz en los parametros
bioquimicos séricos. Se puede concluir que laexposicion in vivo de diferentes
sistemas biol 6gicos (ratones, ratas, primates) a campos magnéticos de 50 Hz y

diversas intensidades que varian del orden de uT a T, no afecta a los
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parametros bioquimicos séricos. Estos resultados coinciden con los obtenidos
en esta memoria ya que nosotros tampoco observamos cambios significativos
en los parametros biogquimicos séricos de sangre humana sometida in vitro a
CM de 50 Hz a las intensidades de 0,25 A (1,6 mT), 05 A (32mT)y 1 A

(6,5mT).
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VI.3. MODIFICACION DE LA PERMEABILIDAD DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA POR LA ACCION DE LOS CAMPOS
MAGNETICOS DE MUY BAJA FRECUENCIA (50 HZ) Y SOBRECARGA

DE MERCURIO.

Se han redlizado varios estudios epidemioldgicos que muestran una
relacion entre la exposicion a campos magnéticos de muy baja frecuencia (50
Hz) en sujetos que viven en las proximidades de lineas de distribucion
eléctrica y un incremento moderado de tumores cerebrales (Tomenius 1986,
Savitz y col. 1988, Saffer y col. 1995, Ahlbom 1997) aunque en otros trabajos
recientes se han obtenido resultados negativos (Kolodiynski 1996). De ser
ciertos los primeros, sus efectos causados se deberian a un efecto cronico a

largo plazo y por ser vivienda, a una exposicion de méas de 8 horas diarias.

También existen estudios epidemioldgicos referentes a la exposicion
ocupaciona a campos magnéticos (CM), que han encontrado asociacion entre
la aparicion de tumores cerebrales y la exposicion a CM de 50 Hz (Savitz y
Loomis 1995, Floderus 'y col. 1993, Theriault y col. 1994). En otros trabaos

sin embargo |o resultados han sido negativos (Sahl 1993).

En un estudio combinando la exposicion ocupaciona y residencia a

campos magnéticos de muy baa frecuencia (CM-MBF) se observd un
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aumento del riesgo de leucemia (Feychting 1997); sin embargo en otro estudio
de las mismas caracteristicas no se obtuvieron datos concluyentes sobre
tumores cerebrales (Kheifets y col. 1997). Se han redlizado también varios
trabajos sobre la aparicion de tumores cerebrales y neuroblastoma en nifios
cuyos padres han estado sometidos a una exposicién ocupacional de campos
magneéticos de 50 Hz (Nasca y col. 1988, Johnson y col. 1989, Bunin y col.
1990, Wilkins y col. 1990). Los resultados positivos de los dos primeros

estudios no fueron confirmados por 10s demés.

Por otro lado, un grupo de estudios recientes ha revelado una tendencia
a incremento del riesgo de algunas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y esclerosis multiple en trabajadores de industrias relacionadas con

la energia el éctrica (Davanipour y col. 1997, Johansen y col. 1999).

Como podemos comprobar anteriormente en la literatura cientifica no
esta claro s existe una relacion entre campos magnéticos de muy baja
frecuencia (50 Hz) y la mayor incidencia de tumores cerebrales o del sistema
nervioso. Por ello el objeto de este experimento es estudiar el efecto de los
CM de 50 Hz sobre la permeabilidad de la barrera hematoencefdica (BHE)
de ratones de forma que podamos tener mas informacion sobre los posibles

efectos que provocan los CM en € cerebro.
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También se estudia e efecto combinado de los CM y & metal pesado

mercurio en la permeabilidad de esta barrera.

El mercurio es neurotdxico, tiene importantes efectos en €l desarrollo y
funcién cerebral. Este metal después de una intoxicacion crénica y aguda se
acumulaen el cerebro y médula espinal sobre todo en el &rea estriada, también
se localiza en e cerebelo. A nivel celular e mercurio se encuentra
principalmente en las neuronas, aunque también se acumula en el citoplasma
de las células de la gliay las células ependimales (Moller y col. 1986, WHO

1990, Langford y col. 1999).

En los animales el mercurio inorganico puede atravesar laBHE y entrar
en las neuronas motoras, bajas dosis de mercurio inorganico son retenidas por
estas neuronas, de forma que esta neurotoxina puede tener un significado muy
importante en algunas enfermedades neurol 6gicas (Pamphlett y col. 1996).

Unavez en € cerebro el mercurio, que es un inhibidor del transporte de
aminoacidos, dafia €l transporte de glutamato en los astrocitos, provocando
una excesiva acumulacién de glutamato en el espacio extracelular del sistema
nervioso central, que produce dafio excitotoxico (Albrecht y col. 1996). El
mercurio también induce alteraciones en la homeostasis del calcio, bloguea

los canales de calcio en € nervio terminal provocando una disminucion del
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flujo de calcio y un bloqueo en la liberacion de neurotransmisores (Denny y

col. 1996).

En nuestro trabajo vamos a estudiar el efecto que tiene esta neurotoxina
en la permeabilidad de la BHE. La BHE es un complgo neurovascular que
acta como un filtro permitiendo e paso selectivo de diversas sustancias
desde la sangre al cerebro. Los capilares cerebrales se caracterizan porque las
células endoteliales presentan unas uniones muy estrechas, ademas estas
células contienen muchas mitocondrias, |0 que indica la existencia de
procesos activos de transporte y de metabolismo energético. Estas células
endoteliales se encuentran rodeadas por una membrana basal y por células
gliades. La BHE es un eemento funcional de proteccién de las células
nerviosas. Su ateracion, presente en diversas patologias cerebrales, conlleva

graves dafios para la funcion neuronal.

La naturaleza de los compuestos que atraviesa la BHE es también
importante para su transferencia. Entre las caracteristicas fisicoquimicas
requeridas para el pasaje de compuestos através de la BHE estan €l bajo peso
molecular y la lipofilia. De forma que la BHE es muy permeable a agua,
oxigeno, dioxido de carbono y ala mayoria de las sustancias liposolubles. Es
ligeramente permeable a los electrolitos y cas totalmente impermeable a las

proteinas. Existen compuestos que utilizan transportadores enddgenos
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especificos para atravesar la BHE como es € caso de la glucosa y los

aminoécidos, otrossin embargo lafranquean através de canales ionicos.

En nuestro trabajo vamos a determinar la permeabilidad de la BHE en
ratones BALB/c expuestos aCM de 50 Hz 'y 27,5 G (2,75 mT) durante 7 dias
y también se estudia €l efecto conjunto de los CM y una sobrecarga de
mercurio en la permeabilidad de lamisma.

La permeabilidad se evalla por el paso del colorante vital rojo neutro
inyectado por via intravenosa a cerebro, realizandose la lectura
espectrofotométrica del rojo neutro a 540 nm. La absorbancia del rojo neutro
gue obtenemos es una medida de |a cantidad de colorante ingresado a cerebro
y por tanto es una forma de determinar la permeabilidad de la BHE, a mayor
absorbancia del rojo neutro mayor serda la permeabilidad de la BHE (Garcia-

Arribasy col. 2001, Ribasy col. 2001d).

L os resultados obtenidos en este trabgjo indican que el tratamiento con
sobrecarga de mercurio produce un aumento significativo de la permeabilidad
de la BHE. Nuestros resultados coinciden con los estudios realizados por
Kuwabara y col. (1989) con un compuesto organico del mercurio, €l
metilmercurio, los autores observaron un aumento de la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica en ratas después del tratamiento con metilmercurio.

Este compuesto se sabe que penetra a través de la BHE como un complego
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con cisteina a través de un sistema transportador de aminoacidos neutros
(Kerpery col. 1992). Y asutake y col (1998) observaron que los compuestos de
mercurio: metilmercurio y mercurio metélico penetran a través de la BHE al

cerebro y producen dafio neurol dgico.

En cuanto a cloruro de mercurio, que es el compuesto que hemos
utilizado para intoxicar a los ratones, se sabe gque es un compuesto productor
de radicales libres (Brawer y col. 1998, Pamphlett y col. 1998, Chae y col.
2000, Schurz y col. 2000) y estudiando su comportamiento en el cerebro se ha
observado una disminucion de la actividad de la superdxido dismutasa en
cerebelo y una disminucion de la glutation peroxidasa en cerebro y cerebelo,
por tanto el estrés oxidativo puede contribuir a desarrollo de desordenes
neurodegenerativos causados por la intoxicacioén con mercurio (Hussain y col.
1997). Ademés complementando €l trabajo anterior se han realizado
experimentos exponiendo células endoteliales cerebrales a diferentes
compuestos capaces de provocar la generacion de radicales libres
obteniéndose una relacién entre las especies reactivas de oxigeno y la apertura
de la BHE (Lagrange y col. 1999). Por tanto relacionando los dos estudios
anteriores se puede concluir que un mecanismo mediante el cual € mercurio
puede provocar un aumento de la permeabilidad de la BHE es mediante la

formacion de radicaleslibres.
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Por otro lado se sabe que la ATPasa Na/lK de la BHE juega un papel
muy importante en el mantenimiento de un ambiente constante en el cerebro
durante las fluctuaciones en la composicion del plasma (Keep y col. 1999). El
mercurio inhibe in vitro la actividad de la ATPasa Na/lK de cerebro de rata
(Maier y col. 1990) y también inhibe la actividad de la ATPasa Na/K de los
sinaptosomas cerebrales de una manera dosis-dependiente (Rganna y col.
1990). Por tanto otro mecanismo por el cua el mercurio puede aumentar la
permeabilidad de la BHE es mediante su actuacion sobre la ATPasa Na/K.
Otros autores han observado que € mercurio produce alteraciones en la
homeostasis de unos componentes de la BHE, los astrocitos, de forma que
bajas concentraciones de este metal pueden inhibir la capacidad de los
astrocitos para mantener un gradiente de K* transmembrana, pudiéndose

modificar también el transporte através delaBHE (Zheng y col. 1991).

Otro resultado obtenido del presente estudio es el aumento significativo
de la permeabilidad de la BHE con la exposicion de ratones a CM 50 Hz,
27,5 G (2,75 mT) durante 7 dias. Existen muy pocos trabgjos en la literatura
cientifica dedicados al estudio de los campos magnéticos y su efecto en la
permeabilidad de la BHE. En particular, Garber y col (1989) observaron un
aumento del transporte en las células endoteliales del capilar cerebral,
produciéndose por tanto una mayor permeabilidad de la BHE en ratas

expuestas a un campo magnéticode 1,5T,05 Ty 0,3 T. Prato y col. (1990)
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confirmaron los resultados anteriores, observando un aumento de la
permeabilidad de la BHE en ratas expuestas a campos magnéticos de 50 Hz y
0,15 T. En estudios posteriores, los mismos investigadores expusieron ratas a
campos magnéticos de mayor intensidad (1,5 T) produciéndose también un
aumento de la permeabilidad de la BHE (Prato y col. 1994). En 1998,
Burchard y col. expusieron vacas a campos magnéticos de 60 Hz, 10kv/m y
30 uT y observaron un aumento de la permeabilidad de la BHE. Person y col.
(1992) y Sdlford y col. (1994) redizaron varios estudios en los que
encontraron un aumento de la permeabilidad de la BHE en ratas inducida por
campos magnéticos de diversas intensidades y por campos el ectromagnéticos

de RF concretamente de 915 MHz y SAR 0,016 W/Kg.

Los resultados obtenidos en la presente memoria coinciden con los
publicados por los anteriores autores, que en todos los casos refieren un
aumento de la permeabilidad de la BHE después de la aplicaciéon in vivo de

campos magnéticos de diversas intensidades.

Una vez discutido el efecto del mercurio y del campo magnético en la
permeabilidad de la BHE solo nos queda comentar €l efecto conjunto de
ambos factores. Nuestros resultados indican que e efecto combinado del
tratamiento con sobrecarga de mercurio y la exposicion a campos magnéticos

de 50 Hz y 27,5 G (2,75 mT) produce un aumento significativo de la
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permeabilidad de la BHE con respecto a control (sin mercurio y sin campo
el ectromagnético), con respecto al grupo tratado solamente con sobrecarga de
mercurio y también con respecto a grupo tratado solo con los campos
magnéticos. Se puede concluir que existe un sinergismo entre el tratamiento
con sobrecarga de mercurio y la exposicion a campos magnéticos de 50 Hz y
27,5 G (2,75 mT), traduciéndose en un aumento de la permeabilidad de la

barrera hematoencefalicaal rojo neutro.

El mecanismo por e cua € campo magnético puede aterar la
permeabilidad de la BHE es desconocido. Los autores que en la literatura
refieren un aumento de la permeabilidad de la BHE con la aplicaciéon de
campos magnéticos, no explican su mecanismo de accion. Otros autores como
Toropset y col. 1981, intentan explicar los cambios observados en la
microcirculacion del cortex cerebral de ratas expuestas a CM 50 Hz debido a
desdrdenes en e balance agua-€electrolitos en los componentes celulares y
fibrosos de los vasos sanguineos, células de la gliay en el aparato dentritico
provocados por e propio CM. En general se sabe que, la interaccion fisica de
los campos electromagnéticos de 50 Hz y los tegjidos vivos es la induccion de
cargas y corrientes eléctricas. S se produce un efecto bioldgico debe
relacionarse con el subsiguiente proceso electroquimico, probablemente en la
membrana celular. En los seres vivos existen corrientes el éctricas enddgenas,

provocadas por reacciones quimicas normales, y se ha propuesto que solo
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aquellos campos magnéticos capaces de inducir corrientes significativamente
mas intensas que las fisiol6gicas podrian ser susceptibles de provocar efectos
adversos inmediatos, en este caso las corrientes inducidas podrian actuar
modificando €l transporte de iones a través de la membrana y los canales de
membrana.

Podemos concluir diciendo que, actualmente no se conoce el
mecanismo por e cua los campos magnéticos pueden modificar la
permeabilidad de la BHE, por tanto se deberian readlizar més experimentos
siguiendo esta linea de investigacion para aportar nuevos datos que nos
ayuden a comprender el mecanismo de accién de los CM en la permeabilidad

delaBHE.
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V1.4. VARIACION DE LAS PROPIEDADES ELECTRICAS DE TEJDOS
ANIMALES SOMETIDOS A RADIOFRECUENCIA Y SOBRECARGA DE

IONES: CADMIO Y MERCURIO.

Los mecanismos de interaccion entre los campos electromagnéticos de
radiofrecuencia y los sistemas biolégicos han sido estudiados durante las
Ultimas décadas y se han desarrollado algunos model os tedricos para explicar
como las cargas interactlan con los campos electromagnéticos en materiales
biol 6gicos (Chiabrera 1995).

De forma general, la materia expuesta a una radiacion electromagnética
esta sometida a la accion de un campo magnético y eléctrico. En concreto, los
tejidos vivos estan poco magnetizados, por o que la componente eléctrica es
primordial e induce diversos procesos intramoleculares, como
desplazamiento y movimiento de cargas, que disminuyen después de la
eliminacion del campo. El desplazamiento de cargas produce un cierto grado
de polarizacion dentro del material, € gemplo mas importante de polarizacion
es la orientacion parcia de las moléculas polares. EI movimiento de cargas
provoca una conduccién de las mismas y e establecimiento de corrientes
idnicas. Las magnitudes relativas de estos efectos dependen de las
propiedades de la estructura sobre la que incide e campo, conductividad y

permitividad.
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Todo tegjido vivo esta caracterizado por su conductividad eléctrica (o) y
su permitividad (¢) ambas constituyen las propiedades dieléctricas de la
materia. Estas propiedades son responsables de la interaccion de los campos
electromagnéticos con moléculas y estructuras biologicas. En generd las
propiedades dieléctricas de los tgidos son una medida global de las
interacciones con un campo eléctrico a nivel molecular. En concreto, la
permitividad es una medida de la capacidad de un material para resistir la
formacion de un campo eléctrico, asi valores elevados de la permitividad
implican un efecto de apantallamiento considerable para el campo eléctrico.
En cuanto ala conductividad ésta sera mayor cuanto mayor sea lacirculacion

de corrientes inducidas en los tgjidos.

En la presente memoria se estudia la variacién de las propiedades
dieléctricas en diferentes tgidos de rata, tratados con sobrecarga de metales
pesados, en concreto cadmio y mercurio. Ambos metales son contaminantes
ambiental es que muestran una gran diversidad de efectos toxicos.

La accion toxica de estos metales pesados en los tejidos biologicos
puede llegar a producir una ateracion importante de sus propiedades

eléctricas, y unamodificacion de su funcion biolégica.

En e presente trabgo se determinan las propiedades dieléctricas

(permitividad y conductividad) de diferentes tejidos de rata aplicando un CEM
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de radiofrecuencia concretamente de 2,45 GHz después de haber sometido a
los animales a una sobrecarga de metales pesados. cadmio y mercurio. Los
tgjidos estudiados son: rifion, higado, pancreas, pulmén y tejido muscular.
También se realizan anadlisis sanguineos a las ratas antes del sacrificio, para
conocer sus correspondientes pardmetros hematoldgicos, bioquimicos y
enzimaticos. Posteriormente se determina la cantidad de metal presente en
cada tejido mediante la técnica de plasma de acoplamiento inductivo asociado
a un espectrometro de masas (ICP-MS), una técnica de gran sensibilidad que

nos ha permitido detectar concentraciones de iones metdlicos del orden de

ppm.

A continuacion vamos a establecer una relacion entre los cambios
observados en la permitividad y conductividad de los diferentes tejidos con
los parametros sanguineos y con la cantidad de metal presente en cada tejido.

Se realiza un andlisis exhaustivo de cadatejido por separado.

Higado

El tegjido hepético con sobrecarga de cadmio presenta una disminucion
significativa (p<0,05) en la permitividad con respecto a tegido control. En el
caso del mercurio, la permitividad en higado, experimenta un aumento

significativo respecto a control (p<0,05).
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En lo referente a la conductividad, se detecta una disminucién
significativa (p<0,05) en los teidos con sobrecarga de cadmio, y
extremadamente significativa en los tejidos con sobrecarga de mercurio

(p<0,001) con respecto al grupo control.

Las diferencias significativas encontradas en ambas permitividad y
conductividad para €l cadmio estan en concordancia con los resultados
obtenidos del andlisis sanguineo, en el que se observa un aumento de la
actividad enzimatica de la transaminasa GOT (de 93,5 a 275 U/L) y de la
zinc-metaloenzima LDH (de 252,5 a 1004 U/L) en suero gue indica la
existencia de dafio hepético por acumulacion de este metal en higado. Estos
resultados sanguineos coinciden con los de otros autores que han observado
un aumento de las concentraciones en plasma de enzimas séricas y un
descenso de la integridad estructural de los hepatocitos después del

tratamiento con cadmio (Novelli y col. 1998).

Los andlisis anteriores se complementan con €l de ICP-MS en € que se
observa un aumento significativo (p<0,05) de la concentracion de cadmio en
el grupo tratado con este metal con respecto a control. Este era un resultado
previsible, porque se sabe que el cadmio se acumula en higado después de un
envenenamiento agudo y crénico y provoca dafio hepatico que es previo al

fallo renal (Dudley y col. 1985, LatinWo y col 1997, Nasser 2000).
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En lo relativo a mercurio, los cambios obtenidos en la permitividad y
la conductividad pueden deberse también al efecto téxico del mercurio en €l
higado, coincidiendo con los andlisis sanguineos, donde se observa un
aumento de la actividad enzimética de la LDH (de 252,5 a 578 UJ/L).
Ademés el andlisis de ICP-MS revela una acumulacion de este metal en
higado, detectandose un incremento significativo (p<0,05) de Ila
concentracion de mercurio en el tglido con sobrecarga de Hg con respecto al

control.

Rifon

Se observa una disminucion extremadamente significativa (p<0,001) en
la permitividad y conductividad para los tejidos tratados con sobrecarga de

cadmio y de mercurio respecto a grupo control.

El hecho de que € rifién sea e principal tejido diana para la toxicidad
de los metales pesados, podria explicar los cambios observados en la

permitividad y en la conductividad.

Como es sabido e cadmio se acumula en la corteza renal, provocando
disfuncién de los tubulos proximales de forma que se altera e mecanismo de

reabsorcion de los mismos (Goyer 1991, lkeda 2000). Por su parte, €
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mercurio se acumula principalmente en € rifibn y concretamente en los
tubulos proximalesy causa nefropatia severa, caracterizada por una extensiva

pérdida de lafuncion de los tubulos proximales (Zalups 1991, 2000).

L os resultados obtenidos en el andlisis con ICP-MS concuerdan con lo
expuesto anteriormente ya que se observa que estos metales se acumulan
principalmente en rifibn encontrandose un aumento muy significativo
(p<0,05) en la concentracién de cadmio en los grupos tratados con este metal
respecto del control, sucediendo o mismo en e caso de los grupos tratados

con sobrecarga de mercurio.

Pulmon

Se observa una disminucién significativa (p<0,05) en la permitividad

con respecto a grupo control para los tejidos tratados con sobrecarga de

cadmio y de mercurio.

Las medidas de la conductividad revelan una disminucion

extremadamente significativa (p<0,001) en los tegjidos tratados con cadmio y

con mercurio respecto del grupo control.
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Las diferencias observadas en la permitividad y conductividad del
pulmén pueden ser debidas a los efectos toxicos de los metales en los
pulmones. En concreto, estudios previos con ratas expuestas a cadmio
muestran que este metal puede gercer su efecto téxico también en € sistema
respiratorio, caracterizado por inflamacion, necrosis y fibrosis del pulmoén

(Bernard y col. 1986, Lauwerysy col. 1990).

Por otro lado el andlisis sanguineo muestra que las ratas tratadas con
cadmio y con mercurio tienen valores mas baos de hematocrito y
hemoglobina que indica la aparicién de un estado anémico. En e caso del
cadmio éste tiene elevada afinidad por la hemoglobina de forma que compite
con e hierro para unirse a ela, también afecta a la médula 6sea y a

metabolismo de |os eritrocitos (Shaik y col. 1980).

En e andlisis de ICP-MS no se detectan cambios significativos en la
concentracion de metal en los grupos tratados con cadmio y con mercurio al
grupo control, se puede concluir por tanto que estos metales no se acumulan

en e pulmon.
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Pancreas

Los valores de permitividad revelan que el tratamiento con mercurio
produce un aumento significativo (p<0,05) y e tratamiento con cadmio
provoca un aumento extremadamente significativo (p<0,001) respecto al

control.

En cuanto a la conductividad se observa una disminucion muy
significativa (p<0,001) en los tejidos con sobrecarga de cadmio y de mercurio

respecto al grupo control.

Las diferencias observadas en la permitividad y conductividad pueden
ser debidas a los efectos toxicos que producen estos metales pesados en €l
pancreas y a su acumulacion en éste 6rgano. En concreto, el tratamiento con
cadmio provoca una disfuncion de las células “Islotes de Langerhans’ que
producen la insulina necesaria para la regulacion del metabolismo de los
carbohidratos, ademas el pancreas se vuelve blando, con aspecto esponjoso y

su color cambiaamarrdn rojizo (Kostia y col. 1983, Yannai y col 1993).

El cadmio asi como €l resto de los metal es pesados induce una excesiva
secrecion de insulina plasmatica provocando unos niveles bajos de azlicar en

sangre. Esto se confirma con los andlisis sanguineos donde se detecta una
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disminucion de la concentracién de glucosa tanto en el grupo de ratas tratadas
con cadmio como en € grupo tratado con mercurio respecto del control
obteniéndose los siguientes valores para la glucosa en e grupo tratado con
cadmio, mercurio y el control respectivamente: 109 g/100mL, 123,6 g/100mL
y 166 ¢g/100mL. Por tanto la toxicidad de estos metales pesados induce la
produccion inadecuada de insulina que puede provocar la aparicion de algunas

enfermedades como diabetes mellitus o hipoglucemia.

En e andlisis de ICP-MS se corrobora que los metales cadmio y
mercurio se acumulan en pancreas, aungue en menor medida que en rifién.
Los resultados indican un aumento significativo (p<0,05) de la concentracion
de cadmio en el tgjido con sobrecarga de cadmio respecto del control y en lo
referente a mercurio también se observa una mayor concentracion de este

metal en |os tgjidos con sobrecarga de mercurio respecto del control.

MUsculo

En cuanto a la permitividad, se observa una disminucién
extremadamente significativa (p<0,001) en los tegjidos con sobrecarga de
cadmio y una disminucion significativa (p<0,01) en los que tienen sobrecarga

de mercurio respecto a grupo control.
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Los valores de conductividad en los tejidos con sobrecarga de cadmio y
de mercurio presentan una disminucion extremadamente significativa
(p<0,001) con respecto al grupo control.

Los resultados indican que el cadmio tiene una fuerte influencia en

ambas, permitividad y conductividad.

El cadmio a igual que el calcio tiene un significado muy importante en
los procesos enzimaticos implicados en la contraccién muscular, de forma que
compite de forma activa con el calcio en estos sistemas enzimaticos, y
produce dafio en e tegido muscular (Wilson y col. 1997). La disminucion
significativa observada en la permitividad y en la conductividad por el
cadmio pueden ser debidas a dafio muscular que provoca este metal. Los
resultados anteriores se confirman con € andlisis sanguineo, en e que se
observa un aumento de la actividad de la enzima creatinfosfoguinasa (CPK)
(de 277,55 a 651,5 U/L) implicada en la produccion de energia muscular
mediante la sintesis de ATP, indicando la existencia de dafio muscular.

En & andlisis posterior de ICP-MS no se detecta un aumento
significativo de la concentracion de cadmio en el grupo tratado con este metal
respecto del control. Con el mercurio sucede |o mismo, tampoco se producen
diferencias en la concentracion de mercurio en los tgjidos tratados con este ion
metalico respecto a los controles, por tanto no se ha observado que estos

metal es pesados cadmio y mercurio se acumulen en el musculo.
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En este trabagjo hemos determinado las propiedades dieléctricas de
varios tegidos biolégicos aplicando un campo electromagnético de
radiofrecuencia concretamente de 2,45 GHz. Se ha evaluado €l efecto de los
metal es pesados cadmio y mercurio sobre las propiedades dieléctricas de los
tgjidos estudiados. Como conclusion se puede sugerir que la exposicion de los
tegjidos biolbgicos a sobrecarga de metales pesados cadmio y mercurio altera
sus propiedades dieléctricas. Se han encontrado incrementos con diferencias
estadisticamente significativas en la permitividad y conductividad de los
tejidos con sobrecarga de cadmio y con sobrecarga de mercurio respecto de
los controles. En cada tejido se han relacionado los cambios observados en la
permitividad y conductividad con los efectos toxicos que estos metales
producen en los mismos, con los resultados del andlisis sanguineo y con la
cantidad de metal presente en cada tejido mediante la técnica de ICP-MS

(Garcia-Arribasy col. 1999b, 2000b, Ribasy col. 2001b).

Por otro lado, los trabajos disponibles en la literatura cientifica sobre
las propiedades dieléctricas de los tejidos se centran en caracterizar las
propiedades dieléctricas de diferentes tejidos bioldgicos, bien sean de
animales o humanos aplicando campos electromagnéticos de radiofrecuencia
(Stuchly y Stuchly 1980, Schawn 1983, Foster y Schwan 1989). En los
ultimos afos varios autores han medido |as propiedades dieléctricas de tejidos

aplicando distintos rangos de radiofrecuencia, de 1,5 a 6 GHz (Land y col.
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1992) entre 5 KHz y 100 KHz usando tejido pulmonar (Nopp y col. 1993) y
entre 100 KHz y 500 MHz utilizando tejidos fetales humanos (Lu y col.
1996). Actualmente los trabajos méas importantes sobre este tema son los de
Gabriel y col. (19963, 1996b y 1996¢) ya que caracterizaron las propiedades
dieléctricas de los tgjidos en un rango de frecuencias entre 10 Hz a 100 GHz

utilizando tglidos humanos y animales.

Sin embargo, no hay ningun trabgjo en la literatura cientifica en €l que
se estudie el efecto de una sobrecarga de metales pesados en la propiedades
dieléctricas de los tegjidos, utilizando un campo electromagnético de
radiofrecuencia. Por tanto no podemos comparar |os resultados obtenidos en
esta memoria con ningun trabajo anterior. Estos resultados tienen por tanto
originalidad en el &mbito de los efectos de los campos €lectromagnéticos
sobre los seres vivos. Por otra parte, las patologias de tesaurismosis de iones
metdlicos o de sobrecarga metdlica pueden tener otros efectos desconocidos
en individuos que estén expuestos de forma crénica a los campos

el ectromagnéticos de radiofrecuencia.
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VII. CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones sobre € efecto bioldgico
de los campos magnéticos de muy baa frecuencia (50 Hz) y de
radiofrecuencia (2,45 GHz) relacionandolo a su vez con e de los metales
pesados cadmio y mercurio. Este enfoque se debe a la generdizada vy
frecuente polucién medioambiental de los agentes experimentales, y a la
existencia de patologias de tesaurismosis de iones metdlicos como
consecuencia de su acumulacién en los seres vivos. En esta memoria se siguen
también las recomendaciones del Parlamento Europeo que aconseja estudiar
fendmenos de sinergia entre las radiaciones no ionizantes y agentes quimicos

ambientales.

1.- La exposicion de linfocitos humanos de sangre periférica a campos
magnéticos de 50 Hz e intensidades hasta 1,5 A (9,7 mT) durante 96 h no
produce efectos genotoxicos ya gque no varia la frecuencia espontanea de

micronucleos a ningunade las intensidades estudiadas.
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2.- El tratamiento de linfocitos humanos con metales pesados cadmio y
mercurio respectivamente, alas concentraciones comprendidas entre 10°M y
10" M durante 96 horas provoca un aumento del niimero de micron(cleos que
es dosis-dependiente. Con e cadmio este aumento es significativo para las
concentraciones entre 10* M y 10° M y con e mercurio para las
concentraciones de 10* M y 10° M, siendo la concentracién de 10° M téxica

para ambos metales.

3.- En € ensayo de micronucleos no se ha observado efecto sinérgico entre
los metales pesados 'y €l campo magnético de 50 Hz independientemente de la

concentracion de metal y de laintensidad del campo magnético aplicado.

4.- Laaplicacion de campos magnéticos de 50 Hz e intensidades hasta 1 A
(6,5 mT) en linfocitos humanos de sangre periférica durante 96 horas no
produce cambios en la proliferacion celular. Sin embargo con la intensidad de
15A (9,7mT) acaece unadisminucion de la misma debido a un aumento de

latemperatura en |os cultivos expuestos.
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5.- El tratamiento de linfocitos humanos con iones de cadmio y de mercurio
respectivamente, a las concentraciones comprendidas entre 10° M y 107 M
provoca una disminucion de la proliferacion celular a medida que aumenta la
concentracion de cadmio y de mercurio, siendo significativa para la
concentracion de metal >10° M. Para ambos metales la concentracion de

10°M estoxica paralas células utilizadas, siendo €l cultivo inviable.

6.- En €l ensayo de proliferacion celular no se observa efecto sinérgico entre
el metal (cadmio, mercurio) y € campo magnético de 50 Hz aplicado,
independientemente de cual sea la concentracion de metal y la intensidad de

campo magnético utilizada.

7.- Laexposicion de sangre periférica humana a campos magnéticos de 50 Hz
e intensidades hasta 1 A (6,5 mT) y diferentes tiempos de incubacion
comprendidos entre 0 y 48 horas, no produce cambios significativos en las
concentraciones séricas de proteinas totales, glucosa, urea, calcio, fosforo y
hierro, ni en las actividades enzimaticas de LDH, CPK, GPT y GGT
independientemente del tiempo de exposicion y de la intensidad de campo

magnético utilizada
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8.- Laincubacion de sangre humana a diferentes tiempos comprendidos entre
0 y 48 horas, independientemente de la accion del campo magnético, no
provoca cambios en la concentracion de las proteinas totales y en cuanto ala
LDH, se observa un ligero aumento no significativo de la actividad enzimética
en funcién del tiempo. Sin embargo se ha encontrado un incremento
significativo de la concentracion de fosforo a partir de las 12 horas de

incubacion.

9.- Se detecta un incremento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica a colorante vital rojo neutro en cerebro de ratones Balb/c
por exposicion a campos magnéticos de 50 Hz 'y 27,5 G (2,75 mT) durante 7

dias.

10.- El tratamiento de ratones con sobrecarga de iones mercurio
(neurotéxico), durante 7 dias, provoca también un aumento de la
permeabilidad de |a barrera hematoencefalica a rojo neutro. El andlisis de los
resultados muestra que es mayor la accion del metal sobre la permeabilidad de

labarrera que ladel campo magnético de50 Hzy 27,5 G (2,75 mT).
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11.- Hallamos sinergismo entre el tratamiento con sobrecarga de mercurio y
la exposicién a campos magnéticos de 50 Hz y 27,5 G (2,75 mT) durante 7
dias, produciéndose un aumento de la permeabilidad de la barrera

hematoencefélica al rojo neutro en cerebro de ratén.

12.- Se determinan las propiedades eléctricas: conductividad y permitividad
de diferentes tgjidos de rata con sobrecarga de iones cadmio y de mercurio
aplicando un campo electromagnético de radiofrecuencia, 2,45 GHz. La
exposicion de los tgjidos bioldgicos: higado, rifion, pulmén, pancreas y
musculo a una sobrecarga de cadmio y de mercurio atera sus propiedades

dieléctricas.

13.- En los tgidos con sobrecarga de cadmio se ha encontrado una
disminucion significativa de la permitividad en higado, rifién, pulmoén vy
musculo y un aumento de la permitividad en pancreas. En los tegjidos con
sobrecarga de mercurio se produce una disminucion de la permitividad en €

rifion, pulmon y masculo, y un aumento en higado y pancreas.

14.- Los valores de la conductividad revelan que el tratamiento con cadmio y
con mercurio provoca una disminucion significativa en todos los tejidos

respecto a los controles.
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15.- Los resultados del andlisis de sangre en e grupo de ratas tratadas con
cadmio muestran un aumento de las enzimas GOT y LDH que indica la
existencia de dafio hepatico por acumulacion de este metal en higado y una
elevacion en suero de la CPK indicativa de dafio muscular. La administracion

de mercurio produce también un aumento de la enzima LDH.

16.- El tratamiento con cadmio y con mercurio produce una disminucion de
la concentracion de glucosa sérica debido a efecto toxico que estos metales
provocan en el pancreas, del mismo modo, se observa una disminucion de los
valores de hematocrito y hemoglobina que indica la aparicién de un estado

anémico.

17.- El andlisis de ICP-MS revela que € tratamiento con sobrecarga de
cadmio y de mercurio produce una acumulacion de iones metdlicos, en
higado, pancreas y rifion, siendo la concentracion de metal en rifidn superior a
la de pancreas e higado; sin embargo en pulmén y musculo no se produce

acumulacion significativa de estos metales.
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