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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad cerebrovascular constituye un importante problema de
salud a nivel mundial. En la actualidad se desarrollan investigaciones cientificas
dedicadas al estudio de los efectos del campo magnético de frecuencia extremadamente
baja para su tratamiento. No es suficientemente clara la informacién acerca de su
inocuidad en las dosis estudiadas.

Objetivo: Estudiar la seguridad de la aplicacion del campo magnético de frecuencia
extremadamente baja a nivel del sistema nervioso central a través de un estudio
toxicoldgico a dosis aguda, repetida y ensayo de micronucleos en médula ésea.
Métodos: Se conformaron tres grupos experimentales con ratas Sprague Dawley Cenp:
SPRD jévenes y sanas para los experimentos de toxicidad y ratones CENP: NMRI para la
evaluacion mutagénica. Se utilizaron controles negativos no tratados. En el ensayo de
micronucleos se incorpord un grupo control positivo al que se administré Ciclofosfamida
por via intraperitoneal. Se aplicd un campo magnético no homogéneo con niveles de
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induccion magnética de 6,5 y 15 mT, tomando como referencia el valor maximo sobre
la superficie de la bobina. Para la aplicaciéon del campo magnético la bobina
estimuladora se colocd sobre la cabeza asegurando la exposicidén completa del encéfalo.
Resultados: En ninguno de los ensayos se detectaron signos de toxicidad. Se
comprobo asi mismo que no se indujeron efectos genotdxicos ni citotéxicos sobre las
células somaticas.

Conclusiones: El tratamiento con campo magnético de frecuencia extremadamente
baja a nivel del sistema nervioso central en las condiciones experimentales y dosis
estudiadas es seguro.

Palabras clave: campo magnético de frecuencia extremadamente baja; seguridad;
estudio toxicoldgico; sistema nervioso central, encéfalo.

ABSTRACT

Introduction: Stroke is a major health problem all over the world. Nowadays are
developed scientific researches devoted to the study of extremely low frequency
magnetic field effects over this illness. The information about it safety is unclear yet.
Objective: To study the safety of extremely low frequency magnetic field applied at
central nervous system level was by means of a toxicological assay (Acute, repeated
doses and micronucleus in bone marrow assay)

Methods: Three experimental groups were made with Sprague Dawley Cenp: SPRD
young and healthy rats for toxicity experiments and CENP: NMRI mice for mutagen
evaluation. Untreated negative controls were used. In the micronucleus assay, an
additional positive control group was included. This group received Cyclophosphamide
by intraperitoneal administration. Was applied a non-homogenous magnetic field of
6,5 and 15 mT, taken as reference the maximum value over the coil surface. The coil
was positioned over the head, ensuring full exposure of brain to magnetic field.
Results: In none of trials were detected any sign of toxicity. It was also found no
genotoxic or cytotoxic effects induced on somatic cells.

Conclusions: These results indicated the safety of treatment with extremely low
frequency magnetic field at central nervous system level for experimental conditions
and doses studied.

Key words: extremely low frequency magnetic field; safety; toxicologic study; central
nervous system; brain.

INTRODUCCION

La enfermedad Cerebrovascular constituye la tercera causa de muerte a nivel mundial.
Aproximadamente el 80 % de los casos son isquémicos. Es una enfermedad de
instalacion subita y mal prondstico si no se aplica una estrategia terapéutica oportuna.
Por ello es considerada una urgencia médica e importante problema de salud.'?

La Neuroproteccion es una estrategia dedicada a preservar el tejido neuronal del dafio
permanente provocado por la disminucion del flujo sanguineo cerebral.3* Muchas de las

76

(G ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2018;37(2)

drogas ensayadas, con buenos resultados en estudios preclinicos, fracasan en la
clinica.* Como parte de los esfuerzos que se dedican a la busqueda de estrategias
neuroprotectoras efectivas por métodos no farmacoldgicos se posicionan los estudios
con campo magnético de frecuencia extremadamente baja.>® En la clinica, se reportan
aplicaciones de este agente fisico a nivel del sistema nervioso central con fines de
rehabilitacién neuroldgica.’-®

Varios autores refieren estudios relacionados con los posibles efectos adversos de
laaplicacién del campo magnético.!® Sin embargo, no se cuenta con suficiente
informacién que demuestre la seguridad del campo magnético de frecuencia
extremadamente baja (CMFEB) al ser aplicado a nivel del sistema nervioso central. El
presente trabajo esta dirigido a esclarecer estos aspectos a través de los resultados del
estudio toxicoldgico realizado.

METODOS

Para evaluar la seguridad de la aplicacion del CMFEB a nivel del sistema nervioso
central se realizaron tres ensayos en el Centro de Toxicologia Experimental (CETEX) del
Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, (CENPALAB):

¢ Toxicidad Aguda del CMFEB en ratas CENP.SPRD.
e Toxicidad a dosis repetida (14 dias) del CMFEB en ratas CENP:SPRD.

e Evaluacién Mutagénica del CMFEB. Ensayo de Micronucleos en médula dsea de ratén
CENP: NMRI

Se utilizaron animales procedentes de CENPALAB, con su correspondiente certificado de
salud y zootecnia. Se mantuvieron condiciones estables de temperatura (23,1 £ 0,37 °C)
y humedad (68,9 + 0,57 %) con ciclos de 12 h de luz - obscuridad. La comida y agua
fue suministrada ad libitum. Antes de la realizacion de los ensayos se cumplio con el
periodo de readaptacion de los animales. Los protocolos y procedimientos
experimentales se aprobaron por los érganos competentes del Centro Nacional de
Electromagnetismo Aplicado (CNEA)y el CENPALAB. Estos cumplen con las directivas
cubanas para la investigacidn preclinica con equipos médicos y las normas de Buenas
Practicas de Laboratorio y las especificas para este tipo de ensayos.!1-1>

Para la generacion de campo magnético se utilizé el Estimulador Magnético Local NakK,
modelo 02 (Certificado de registro. No. 10350015041150),desarrollado por el CNEA y
previamente certificado por laboratorios autorizados. Para la aplicacion del campo
magnético se utilizé la bobina tipo A del estimulador que tiene 40 mm de didmetro en
su superficie de trabajo util. Se aplicé un campo magnético no homogéneo de 60 Hz e
intensidades seleccionadas para cada ensayo (6,5 y 15 mT), las cuales se controlaron a
través del valor r.m.s maximo sobre la superficie de la bobina y se escogieron teniendo
en cuenta estudios previos que reportan efecto neuroprotector en ese rango.6:'’

En los estudios de toxicidad aguda y a dosis repetida la bobina se posicion6 sobre la
zona del encéfalo, asegurando su exposicién completa al campo. En el caso del Ensayo
de micronucleos las exposiciones se realizaron en la extremidad posterior izquierda de
cada animal. El grupo Control se sometié a las mismas condiciones experimentales que
los tratados, pero sin aplicacion de campo magnético.
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Se simuld por el Método de Elementos Finitos la distribucién de densidad de flujo
magnético y de la intensidad del campo eléctrico inducido en el volumen de interés

(Fig. 1).
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A - Densidad de flujo magnético (mT). B - Campo eléctrico inducio (mV/m).

Fig. 1. A. Densidad de flujo magnético y B. Distribucién de la intensidad del campo
eléctrico, inducido a la frecuencia de 60 Hz en el volumen de trabajo.

Para el analisis estadistico de los resultados se determind la media, desviacidon estandar
y error para cada grupo por sexo. Los resultados experimentales se compararon a
través del test de Kruskal-Wallis seguido por la prueba de comparacion multiple de
Dunns. Intervalo de confianza del 95 %.

Estudio de Toxicidad a dosis aguda

Se utilizaron 40 ratas Sprague Dawley Cenp: SPRD jovenes y sanas de ambos sexos
(N=5 por sexo)con peso promedio aproximado de 151 a 175 g, edad de 8-9 semanas.
Las hembras nuliparas y no gravidas. Los animales se distribuyeron aleatoriamente
para formar 3 grupos experimentales: Grupo 1: Control, Grupo 2: Frecuencia 60 Hz,
intensidad 6,5 mT y Grupo 3: Frecuencia 60 Hz, intensidad 15 mT.El tiempo de
exposicion fue de 20 minutos, distribuido en dos sesiones de 10 minutos, una en la
mafana y otra en la tarde.

Se realizaron observaciones clinicas diarias, teniendo en cuenta la aparicién de posibles
cambios en el sitio de aplicacién, asi como afectaciones al sistema nervioso, actividad
somato motora y patron de comportamiento. Se evalué semanalmente el peso corporal,
uno de los parametros que ofrece mayor informacion acerca de la toxicidad de un
agente terapéutico.!3

Se realizé la necropsia macroscopica bajo anestesia a todos los animales al concluir el
estudio, en ella se examind la superficie externa del cuerpo, todos los orificios y las
cavidades craneal, toracica y abdominal, asi como sus contenidos.

Estudio de Toxicidad a dosis repetida

Se utilizaron ratas Sprague Dawley Cenp:SPRD (N= 40) jévenes y sanas con un rango
de peso aproximado de 130-150 g, con edades entre 6 y 7 semanas. Las hembras,
nuliparas y no gravidas. Se conformaron tres grupos experimentales:Grupo Control,
Grupo Dosis Baja (Frecuencia 60 Hz, intensidad 6,5 mT) y Grupo Dosis Alta (Frecuencia
60 Hz, intensidad 15 mT).
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Se realizaron 12 aplicaciones por grupo en 14 dias, teniendo en cuenta la duracion y
frecuencia del uso clinico previsto. El tiempo de exposicidon fue de 20 min, realizado en
dos sesiones de 10 min, una en la mafiana, y la segunda por la tarde.

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, se siguieron las mismas pautas que en
el estudio a dosis aguda. El peso corporal se determiné antes de la primera exposicion y
luego, semanalmente.

Se ejecutaron examenes hematoldgicos, de bioquimica sanguinea y se analizé el
balance electrolitico'® a todos los animales antes de comenzar el estudio (muestreo
inicial) y al finalizar el periodo de aplicacion del tratamiento con CMFEB (muestreo
final).

Al finalizar el estudio todos los animales se sacrificaron mediante narcosis con éter,
dislocacién cervical y exsanguinacién. Se realiz6 la necropsia completa a todos los
animales, examinandose el sitio de administracidn, la superficie externa del cuerpo,
todos los orificios y las cavidades craneal, toracica y abdominal, asi como sus
contenidos. Los 6rganos se preservaron para realizar el examen histopatoldgico.

Se determind el peso corporal posmortem y se pesaron rapidamente el higado, rifiones,
adrenales, corazon, pulmones, timo, bazo, encéfalo y testiculos u ovarios. Se determino
el peso relativo de los érganos. Se realizé el examen microscopico de los 6rganos y
tejidos de todos los animales de los grupos Control y Dosis Alta.!8

Evaluacién Mutagénica del CMFEB. Ensayo de Microniicleos
en Médula Osea de raton CENP: NMRI

El estudio se realizoé con el objetivo de determinar el posible efecto mutagénico del
CMFEB, empleando el ensayo de micronucleos en médula ésea de raton CENP: NMRI.

Se utilizaron 48 ratones Cenp:NMRI sanos, de ambos sexos (hembras nuliparas y no
gravidas) con peso corporal entre 22 y 24 g, edad entre 5 y 6 semanas.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos experimentales: Control
negativo (no recibid tratamiento); Control Positivo (Ciclofosfamida por via
intraperitoneal con dosis de 40 mg/Kg en 1 mL de inyeccién, segun recomendaciones
de la OECD para este tipo de ensayos.!> Tratado, dosis baja (6,5 mT/60 Hz) y Tratado
dosis alta (15 mT/60 Hz).

El tiempo de exposicion al CMFEB fue de 20 minutos, dividido en dos sesiones diarias al
igual que en experimentos anteriores. Las exposiciones se realizaron en la extremidad
posterior izquierda de cada animal.

El peso se tomé al comienzo del estudio y antes del sacrificio.

La eutanasia se realiz6 el dia posterior a la Ultima aplicacion por dislocacion cervical,
previa narcosis con éter dietilico. Se extrajeron ambos fémures en los animales del
grupo control positivo y el izquierdo de los restantes grupos. Se colecté la médula 6sea
mediante lavado fetal bovino. Se procedid luego a la preparacién de dos laminas por
animal. En cada una se analizaron 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) (2000 por
animal) para cuantificar el nimero de EPC portadores de Micronucleos (EPC-MN) en el
total de EPC observados,'? expresando la frecuencia de EPC-MN como el nimero de
células micronucleadas cada 1000 células analizadas.
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Se cuantifico el porcentaje de eritrocitos policromaticos (% EPC) en la médula dsea
para el analisis de la citotoxicidad, mediante el conteo de 500 eritrocitos totales
(EPC + eritrocitos normocromaticos (ENC)) por animal. Todas las observaciones se
realizaron en un microscopio Opton con objetivo 100X.

RESULTADOS

Toxicidad a dosis aguda

La supervivencia al concluir el ensayo fue del 100 %. Al analizar los signos clinicos se
detectd que sélo un animal macho del grupo 3 (13,5 mT/60 Hz) presentd piloereccion,
vocalizacion y leve agresividad a la manipulacion en los dias 1 y 2 después de la
aplicacion, signos que desaparecieron posteriormente.

No se apreciaron diferencias significativas en el peso de los animales para ninguno de
los sexos entre los grupos estudiados. Se observé un aumento significativo del mismo
entre el dia 0 y el dia 14 para todos los animales, sin diferencias significativas entre
grupos. En la figura 2 se observa el comportamiento de esta variable durante el
experimento.
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Fig. 2. Comportamiento del peso de los animales de ambos sexos durante el estudio.

En los analisis patoldgicos no se detectaron alteraciones macroscopicas de los érganos
parenquimatosos observados, por lo que no fue necesario el examen microscépico.

Toxicidad a dosis repetida

Se obtuvo un 100 % de supervivencia en los animales sometidos al ensayo. No se
presentaron signos clinicos de toxicidad en ninguno de los grupos estudiados.

Al igual que en el ensayo anterior el analisis estadistico del peso no arrojé diferencias
significativas entre grupos para ambos sexos en ningun dia del estudio. La comparacién
de la ganancia de peso no mostro diferencias entre grupos, obteniéndose un incremento
significativo para todos ellos entre los dias 0 y 14. Lo que se corresponde con lo
reportado para la especie.
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Como resultado del analisis hematoldgico se comprobd que el conteo de plaquetas para
los machos de los grupos Dosis Baja y Alta, aumentdé significativamente en el muestro

final respecto al grupo Control, pero dentro de los limites fisioldgicos establecidos para

la especie.!®

Las diferencias entre el muestreo inicial y final en todos los casos estuvieron dentro de
los rangos establecidos como normales.

Respecto a los resultados del analisis de bioquimica sanguinea, se encontraron al final
del experimento valores inferiores para los niveles de glucosa (GLUC) para el grupo
Dosis baja respecto al grupo Dosis Alta, en las hembras. Los machos del grupo Dosis
Alta en el muestreo final mostraron valores significativamente inferiores de acido Urico
(AU) respecto a los grupos Control y Dosis Baja.

Se encontraron diferencias significativas entre el muestreo inicial y final para: el
fosforo (PHOS) que disminuyd significativamente en las hembras del grupo dosis alta,
las proteinas totales (PT) aumentaron en el muestreo final, a excepcién de las
hembras del grupo Dosis Alta, los machos del grupo dosis alta disminuyeron
significativamente los valores de acido Urico (AU) en el muestreo final, los triglicéridos
en los machos de ambos grupos tratados disminuyeron significativamente. Se
presentaron valores superiores y significativos del fosforo (PHOS) en el muestreo
inicial con respecto al final para ambos sexos de los grupos Dosis Baja y Alta, con un
comportamiento similar en el grupo Control, pero sin alcanzar significacién estadistica.
Respecto a la relacion albumina a globulinas (A/G), los valores fueron superiores y
significativos en el muestreo inicial con respecto al muestreo final, a excepcién de las
hembras del grupo Dosis Alta. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos para los resultados de la medicidon de sodio y potasio en ambos muestreos. Sin
embargo, ambos grupos tratados mostraron disminucion del potasio del inicio al final
del estudio en las hembras. Tendencia observada también, aunque en menor medida,
en el grupo control. Estos valores estan dentro del rango normal establecido al inicio
del estudio por lo que se considera que esta disminucion no tiene relacién con el
tratamiento.

No se encontraron alteraciones morfologicas de interés en los érganos y tejidos
analizados en la patologia. Solo se observaron en los grupos tratados pequefias
hemorragias petequiales en el pulmén de dos animales del grupo dosis alta, una
hembra y un macho.

El analisis estadistico del peso absoluto y relativo de érganos sélo mostré diferencias
significativas en los machos, especificamente en el peso relativo de testiculos, con
valores significativamente inferiores en los animales tratados. Estas diferencias no se
correspondieron con hallazgos macroscépicos ni microscopicos.

En los érganos estudiados no existen alteraciones histopatoldgicas atribuibles al agente
fisico en ensayo. En dos animales se encontraron hemorragias retro oculares, que
pueden haber sido provocadas por la accidon traumatica de la extraccidén de sangre por
esta via. Por otra parte, se encontraron patologias respiratorias de manera aislada,
tanto en el grupo control como en los tratados.

En el sitio de exposicion al campo magnético y los ganglios linfaticos relacionados, no se
observaron signos de toxicidad como reaccion inflamatoria, hiperemia o edema.
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Evaluacion Mutagénica del CMFEB

El estudio concluyd con un 100 % de supervivencia y ningln animal con signos de
toxicidad. Se observaron disminuciones aisladas del peso corporal en todos los grupos
gue pudo estar asociada al estrés al que estuvieron sometidos los animales los dos dias
de estudio, con mayor sensibilidad en las hembras. Tal como ocurrié en los estudios
previos este parametro no se afectd por la aplicacion del campo magnético.

Las figuras 3 y 4 muestran el comportamiento de la presencia de EPC portadores de
micronucleos en el total de EPC observados y el porciento de EPC con micronucleos
respecto a los eritrocitos totales (frecuencia de EPC-MN y % EPC).
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Fig. 3. Frecuencia de eritrocitos policromados portadores de micronucleos por sexo.
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Fig. 4. Porciento de eritrocitos policromados con micronucleos respecto al total
de eritrocitos en la muestra.
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La dosis evaluada de Ciclofosfamida indujo un incremento significativo de la
frecuencia de EPC-MN vy la disminucion, también significativa, del % EPC?%2! respecto
al control negativo y los grupos que recibieron CMFEB. Los resultados del control
negativo concuerdan con los valores histéricos del laboratorio?? y no tienen diferencias
significativas con los grupos tratados para ninguna de las dos variables evaluadas.

Ello indica que el CMFEB no produjo efectos genotdxicos ni citotéxicos sobre las
células somaticas.

DISCUSION

El peso corporal es uno de los parametros que ofrece mayor informacién acerca de la
toxicidad de un agente terapéutico; la pérdida significativa de éste puede ser uno de los
indicadores mas sensibles de deterioro y se interpreta, en la mayoria de los casos como
signo de toxicidad.!3 El hecho de no encontrarse diferencias significativas de los grupos
experimentales respecto al control es la primera evidencia de que no existe toxicidad
del CMFEB, confirmada por la no aparicidon de signos clinicos generales ni relacionados
con una posible neurotoxicidad.

Al consultar la literatura se comprobé la similitud de los resultados hematolégicos
obtenidos en este ensayo con los reportados por otros autores para la especie.?3 El
aumento de la hemoglobina y los eritrocitos en los machos de Control y Dosis Alta no
refleja dafio bioldgico al ser a niveles similares a los reportados en la literatura; por
demas, este aumento también ocurrié en el grupo Dosis Baja, pero sin reflejarse
estadisticamente. La inversion de la formula normal de predominio de linfocitos puede
estar relacionada con una respuesta sistémica a la necrosis focal que presentd ese
animal en el analisis histopatoldgico, ello no guarda relacién con el agente evaluado al
ser un animal del grupo Control.

De las variables bioguimicas que mostraron diferencias significativas sélo se aprecian
como aparentemente asociadas al tratamiento los hallazgos del &cido Urico ya que en
los machos del grupo Dosis Alta manifestaron valores significativamente inferiores a los
del grupo Control, coincidiendo con una variacién significativa del mismo parametro del
muestreo inicial al final y que tuvo similar comportamiento en las hembras del mismo
grupo, aunque sin alcanzar significacion estadistica. No obstante, no se detectaron
valores fuera del rango de lo normal para la especie al inicio del estudio ni en estos
resultados. Por ello se puede definir el estado final de los animales como hipouricemia,
la cual en todo caso es considerada benigna?* y no tuvo relacién con ningun hallazgo
histopatoldgico.

El resto de los hallazgos carecen de significacion bioldgica ya que ocurrieron
aisladamente, sin relacidén causa-efecto y por lo general sus valores se enmarcaron
dentro delos rangos de normalidad establecidos y fueron similares a estudios
anteriores. Los cambios entre muestreos ocurridos en algunos parametros, como la
disminucién de fosfatasa alcalina y fésforo (explicados generalmente por el crecimiento
de los huesos y el incremento de la actividad enzimatica asociada a este proceso en
animales jovenes y que disminuye hacia la adultez, al no presentar distincion de grupos
ni sexos, parecen responder a variaciones fisioldgicas relacionadas con la edad de los
animales.?> Debe sefalarse que el poco tiempo de duracion del estudio podria no ser
relevante para observar esta tendencia.
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En cuanto a las diferencias encontradas en el potasio entre el inicio y el final del estudio
en las hembras de los grupos tratados, no tuvo resultados significativos y se manifestd
también en el Control. En los tres grupos los valores al final del estudio estuvieron por
debajo del rango normal establecido para el estudio. Por ello esa disminucién no tiene
relacion con el tratamiento.

glLos cambios macroscopicos detectados en algunos animales (pequenas hemorragias
petequiales), se correspondieron en el analisis microscépico con patologias
espontaneas, las cuales se manifiestan cominmente en la especie?® y no deben ser
atribuibles al efecto del agente terapéutico evaluado.

Las diferencias significativas en el peso relativo de testiculos, en las que los animales de
los grupos tratados presentaron valores significativamente inferiores a los del grupo
Control, no se correspondieron con hallazgos macroscopicos ni microscopicos. Su origen
puede estar en las variaciones producidas al momento de la toma de las muestras.

Estos resultados confirman los de estudios previos relativos a la seguridad de la
utilizacién del CMFEB en el rango estudiado.?® Las diferencias fundamentales con otros
autores que reportan efectos adversos para estos niveles de campo?’ radican
fundamentalmente en que los tiempos de exposicién son mucho menores. Este es un
resultado importante ya que enfatiza la necesidad de limitar el tiempo de exposicién al
campo magnético.

Como resultado del estudio realizado se arrib6 a la conclusién de que la aplicacién de
CMFEB a nivel del sistema nervioso central es segura bajo las condiciones
experimentales estudiadas, teniendo en cuenta que no se detectaron signos de
toxicidad, no se produjeron afectaciones en el peso corporal ni se detectaron
alteraciones anatomo-patoldgicas, efectos genotdxicos ni citotdxicos sobre las células
somaticas en las ratas Cenp: SPRD.
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