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INTRODUCCION

I.- INTRODUCCION

1.- Naturaleza de la radiacion electromagnética

El término radiacidon hace referencia a la propagacion de
energia de un lugar a otro por medio de ondas o particulas. La
radiacion electromagnética (REM) se refiere, por tanto, al transporte
de energia mediante campos eléctricos (E) y magnéticos (H) que se
desplazan simultaneamente, perpendiculares entre si y a la direccién
de propagacion de la onda. Las radiaciones electromagnéticas se
diferencian entre si por la energia que tienen asociada, utilizdndose
el término de espectro electromagnético para describir el rango de
todas las posibles frecuencias de la radiacion electromagnética
(figura 1). Dependiendo de la energia, la REM se clasifica en radiacion
ionizante, cuando ésta es lo suficientemente elevada como para
separar los electrones de sus orbitas alrededor de los atomos e
ionizar a aquellos, propiedad que se atribuye por ejemplo a los rayos
X y rayos y [IARC 2002]. La exposicion a largo plazo a radiacion

ionizante provoca efectos nocivos para la salud.

Sin embargo, cuando su energia no es lo suficientemente
fuerte como para ionizar moléculas, se denominan REM o campos
electromagnéticos (CEM) no ionizantes y se consideran, al menos

conceptualmente, como no perjudiciales para la salud.
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Figura 1: Espectro REM. Tomada y modificada de revistas de
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INTRODUCCION

El espectro de la REM incluye, de menor a mayor energia (a
partir de 300 GHz), radiofrecuencias, microondas, infrarrojo, luz
visible y la mayor parte, el ultravioleta. Los CEM se sitdan por debajo

de los 300 Hz, tal y como se puede ver en la figura 1.

Las variaciones de los campos eléctricos y magnéticos
dependen de la fuente emisora de estas ondas, la mayoria de fuentes
electromagnéticas construidas por el hombre producen ondas con

intensidades de campo que varian de forma sinusoidal con el tiempo.

La frecuencia asociada a una onda es un parametro que se
define como el nimero de ciclos por segundo. Se denomina con la
letra fy su unidad es el hertzio (Hz). La longitud de onda (A) se define

como la distancia minima entre dos puntos que estan en fase.

Las ondas se propagan en el vacio y en el aire a la velocidad de
la luz (c); sin embargo, en los tejidos, esta velocidad es menor. La
relacidn entre los pardmetros anteriores viene dada por la ecuacién A
= ¢/f. Asi pues, los campos eléctricos y magnéticos se caracterizan por
su magnitud, su direccion y las caracteristicas de frecuencia de sus

fuentes.

En general, en la literatura cientifica, la expresién, CEM, se
emplea soélo con respecto a los campos electromagnéticos no
ionizantes situados por debajo de la luz visible en el espectro, y por lo
tanto, nos centraremos en éstos y utilizaremos este término (CEMs)

para evitar posibles confusiones. Los CEMs se clasifican
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tradicionalmente de acuerdo con su frecuencia oscilatoria, de la
siguiente manera: CEM de frecuencia extremadamente baja (ELF-
CEM), de baja frecuencia (LF-CEM) y de frecuencia intermedia (IF-
CEM), de 0 a 300 kHz, la radiofrecuencia (RF-CEM, 300 kHz-300 MHz),
microondas y radar (MW-EMF, 300 MHz-300 GHz). Tratamiento de
tumor con campo eléctrico (TTField) que es un término reciente,
utilizado para describir la alternancia de los campos eléctricos de baja
intensidad (1-3 V / cm), y la frecuencia intermedia (100-300 kHz) que
son generados por electrodos aislados especiales aplicados a la

superficie de la piel.

A altas frecuencias, los campos electromagnéticos se
propagan por medio de campos eléctricos y magnéticos
estrechamente acoplados (radiacién ionizante). En el rango de
radiofrecuencia, la capacidad de penetracion en los tejidos es
dependiente de la frecuencia. Para frecuencia extremadamente baja
(ELF-CEM), los campos eléctricos y magnéticos se desacoplan, y
pueden ser evaluados por separado, como si se produjeran a partir
de fuentes independientes. En esta situacidén, el campo eléctrico
apenas penetra en el cuerpo, y los efectos bioldgicos de los campos,

se debe principalmente a la accién del campo magnético.

Las propiedades eléctricas que hacen referencia a |Ia
interaccion de campos eléctricos y magnéticos respectivamente, con

el cuerpo humano, son la permitividad: tendencia de un material a

polarizarse|ante la aplicacion de un|campo eléctrico|y de esa forma
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anular parcialmente el campo interno del material (g€) y la

permeabilidad: capacidad de una sustancia o medio para atraer y

hacer pasar a través de ellajcampos magnéticos|(p).

Los tejidos corporales son mejores o peores conductores de las
corrientes, segun las propiedades dieléctricas que presentan. Asi
pues, en aquellos que son conductores de electricidad por tener
cargas eléctricas libres, las fuerzas de los campos eléctricos, pueden
originar un flujo de corriente eléctrica. La conduccidn de corriente en

un tejido humano, estd también caracterizado por la conductividad

eléctrica: la capacidad de un|material| que deja pasar la|corriente

eléctrical(o). La densidad o cantidad de esta corriente (J) a través de

la seccién de un tejido, se relaciona con el campo eléctrico mediante

la conductividad eléctrica segun la ecuacién:

J= 0 E, siendo E la intensidad de campo eléctrico.

La permitividad determina las interacciones con el campo
eléctrico y la constante dieléctrica define la capacidad para
almacenar la energia del campo. La permitividad de los tejidos
depende, en gran medida, del agua y del contenido en electrolitos,
por lo tanto, tejidos con alto contenido en agua tales como la sangre,
musculos, higado y rifiones tienen mayores constantes dieléctricas y
conductividad que aquellos tejidos con menor contenido acuoso
como la grasa y los pulmones. Si el organismo se comporta como
dieléctrico, la respuesta ante el campo inducido en el tejido como

consecuencia de la exposiciéon a CEMs se determina considerando
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Unicamente su conductividad. En la tabla 1 se recogen los valores de

conductividad de diferentes tejidos corporales.

Tabla 1. Conductividades de diversos tejidos. Tomada de Gandhi [IARC

2002]

Conductividad (o)

Sangre 0,7

Hueso esponjoso 0,08
Musculo 0,06
Grasa 0,02
Piel 0,04

Las corrientes eléctricas originadas por el campo magnético
son corrientes inducidas, por lo que, al actuar sobre el tejido de un
organismo, sea mas o menos conductor, la corriente pasara a través
de las moléculas de agua, y éstas, al ser electrénicamente neutras y
tener forma asimétrica (las cargas se sitlan opuestas), al aplicarles la
corriente, las cargas de los dipolos giran de un lado a otro,
trasladando la energia a las moléculas adyacentes (en corrientes de
alta frecuencia, se irradia calor), o bien en las corrientes alternas,

segln la frecuencia aplicada, la corriente actia sobre las moléculas
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cambiando su polaridad (no se produce movimiento en la molécula,

el calor irradiado es minimo)[Toro 1996].

Un campo magnético (H) y su densidad de flujo magnético
asociada (B) existen solo si hay cargas en movimiento, es decir, sélo si
hay flujo de corriente eléctrica. La relacién entre ambos parametros

viene dada por la ecuacién:
B=uH, siendo u la permeabilidad.

Tanto el campo eléctrico, como el magnético, son
magnitudes vectoriales caracterizadas por su mdédulo y su direccién.
Asi, los campos eléctricos quedan definidos como diferencia de
potencial por unidad de distancia y sus unidades son voltio/metro
(V/m). Los campos magnéticos frecuentemente se describen a través
de su densidad de flujo magnético (B) como lineas magnéticas de
fuerza por unidad de area, siendo la unidad el weber por metro
cuadrado (wb/m?, que en el sistema internacional se denomina Tesla

(T). La unidad antigua es el gauss (G), siendo 1G = 10*T.

La permeabilidad de los tejidos se caracteriza por la capacidad
de concentracién de las lineas de fuerza del campo magnético (CM),
en funcidén de ello los tejidos se clasifican en ferromagnéticos que son
aquellos que presentan una minudscula cantidad de magnetita
biogénica (Fes04), con permeabilidad igual o mayor a 1, por ejemplo
el cerebro y otros tejidos. Otros tejidos son paramagnéticos y se

caracterizan por una baja capacidad para concentrar las fuerzas v,
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finalmente, los tejidos diamagnéticos son aquellos con una

permeabilidad inferior a la del vacio (1 < 1) [Toro 1993, IARC 2002].

Los campos eléctricos estaticos no penetran en el cuerpo. El
campo es siempre perpendicular a la superficie corporal e induce una
densidad de carga en ella. Una densidad de carga suficientemente
alta puede ser percibida mediante su interaccidn con el pelo de
nuestro cuerpo. Los campos magnéticos estdticos pueden

interaccionar mediante tres mecanismos con los tejidos corporales:

- Interaccidén electrodinamica con corrientes idnicas tales como
ocurre con el flujo sanguineo o con la transmisidn del impulso
nervioso (solo se produce si la densidad de flujo es mayor o

iguala 1 T).

- Efecto magneto-mecdanico, se da como consecuencia de la
orientacién de determinados componentes corporales

sometidos a la accidon de campos magnéticos (pajaros y peces).

- Efecto Zeeman, actia sobre la recombinacién de radicales
formados en diferentes procesos bioquimicos, hecho que
puede influir en la concentracién final de radicales libres muy

reactivos presentes en los diferentes tejidos [IARC 2002].

Como se ha comentado en el parrafo anterior, existen
corrientes eléctricas dentro del cuerpo (enddgenas), que incluso
producen campos magnéticos que se extienden fuera del mismo

(bioelectromagnestismo). Como consecuencia, parece légico pensar
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que los organismos pueden verse influenciados por campos
magnéticos y electromagnéticos externos (CEM exdgenos,
producidas por fuentes externas al cuerpo). La aplicacidon de estos
CEM exdgenos, pueden provocar cambios fisicos al interactuar con
los campos naturales del cuerpo. Los CEM exdgenos, interaccionan
con la materia viva, provocando diferentes consecuencias fisiolégicas
[Fedorowski et al., 1997]. La mayoria de las fuentes artificiales son de
frecuencias extremadamente bajas, estos son entre otros, los
transformadores, lineas de transmisiéon, equipos domésticos
eléctricos, transmisores de radio, etc... Y pueden modularse si es
necesario, por ejemplo, cuando se asocian con riesgos para la salud
humana Los campos electromagnéticos naturales son estaticos o
varian muy lentamente. El campo eléctrico, en el aire, se transmite
por encima de la superficie de la tierra a 100 V / m, pero durante
fuertes tormentas eléctricas, se puede aumentar 10 veces o mas. El

campo magnético terrestre es de 50 mT (militeslas).

2.- EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS CEM

Actualmente y debido al desarrollo tecnoldgico, nos
encontramos expuestos a una amplia y gran variedad de CEMs. Para
entender los efectos de los CEMs en los seres humanos, tienen que
ser consideradas sus propiedades eléctricas, asi como su tamafio y
forma con respecto a la longitud de onda del campo externo. La
principal dificultad para explicar el efecto de la radiacion

electromagnética en la salud humana reside en nuestra falta de
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conocimiento sobre los mecanismos fisico-quimico internos, debido a
la enorme complejidad intrinseca de los sistemas bioldgicos. Los
primeros datos sobre exposicion a CEM y riesgos para la salud
corresponden a la década de 1960, cuando se realizaron estudios a
trabajadores expuestos a CEMs asi como a adultos y nifios con
residencia cercana a instalaciones eléctricas. Los resultados
informaban sobre el posible efecto cancerigeno de los CEMs. En este
sentido, Frohlich fue un pionero, postulando que, los campos
electromagnéticos pueden ejercer efectos a nivel biolégico,
provocando cambios eléctricos en la polaridad en las células vivas
[Frohlich 1968-1973, Toro 1996] y en las células de cancer [Frohlich
1978]. Desde entonces, se han descrito muchos casos de

bioelectricidad en los seres humanos [IARC 2002].

Cossarizza, alld por el afio 1988, también estudié el poder
modulador de los CEM en la sintesis de ADN en linfocitos humanos,
células fundamentales en la respuesta inmune, porque se pensaba
que los CEM influian de forma negativa en la reparacién de la sintesis
de ADN en las mismas. Este estudio reveld que los CEM no interfieren
en la capacidad de los linfocitos para reparar el daiio del ADN ni en la

supervivencia celular. [Cossarizza et al., 1989].

Durante los ultimos afios, ha habido una creciente
preocupacién publica sobre los posibles riesgos para la salud ante la
exposicidén de radiacidén no ionizante. Existe controversia sobre si la

exposicién continuada a CEMs puede estar implicada o no en el
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desarrollo del cancer, asi pues, existen diferentes articulos publicados
que hablan de la relacidn entre CEM y enfermedad. En este sentido,
se ha observado, por ejemplo, como la melatonina (hormona
producida por la glandula pineal), disminuye sus niveles tras la
exposicién a CMs, hecho que se relaciona de forma indirecta con la
aparicion de cdncer, al potenciar la proliferacién celular de células
tumorales [Liburdy et al., 1993]. También Vizcaino describié que los
niveles de melatonina decrecen tras la exposicion a CM, lo cual
puede ser un promotor indirecto de carciogénesis [Vizcaino et al.,
2003]. Otros autores ponen de manifiesto que la exposicién a CMs
estimulan los macréfagos, potenciando la generacién de radicales
libres con el consiguiente dafo en el ADN [Simkd et al., 2004]. Por el
contrario, Los primeros datos documentados sobre los efectos
terapéuticos de los CMs, corresponden a 1973. Este tipo de corriente
se usa para la cicatrizacion dsea, aprovechando que la generacion de
corrientes eléctricas con induccion magnética, aumentan la actividad
de los osteoblastos (células formadoras de hueso). Por esta razon se
emplean los CMs de una manera especifica para tratar las fracturas

de huesos.

También se utilizan para curar heridas en la piel y los tejidos
subyacentes, ya que la aplicacidn de estas corrientes, a corto plazo,
influye sobre los macréfagos, mejorando la respuesta inmune para
aplicaciones terapéuticas [Simko et al., 2004]. Los CMs disminuyen la

inflamacidon y el dolor y se emplea como tratamiento postquirargico
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[IARC 2002]. Los CMs también estan indicados para el tratamiento de

la depresidon [Malmivuo et al., 1995].

Volviendo al planteamiento de que los CMs de baja frecuencia
pueden interactuar con los sistemas biolégicos, y ser perjudiciales
para la salud, se sometieron, in vivo e in vitro, a roedores a éste tipo
de agente fisico (coincidiendo con la iniciacion del proceso de
tumores de piel, higado y tumores mamarios iniciados por sustancias
qguimicas), para observar el potencial genotdxico de los CMs [IARC
2002]. Por lo tanto el interés y la preocupacidon por los riesgos

potenciales para la salud son comprensibles [Mccann et al., 1998].

Debido a la gran controversia sobre los efectos derivados a su
exposicién, este hecho nos ha llevado a revisar los articulos
publicados sobre los efectos derivados de la exposicién a CMs. Por
esta razon se han seleccionado los articulos por la exposicion a CMs;
con diferentes frecuencias que van desde 0,16 Hz a 900 MHz. Aunque
existe cierta controversia, la mayoria de los datos obtenidos de los
estudios revisados en este trabajo sugieren que los efectos de Ila
radiacion ionizante en las células y tejidos se ven reforzados por los
CMs, apoyando asi su uso para mejorar el resultado de radioterapia

(RT).

Debido a la enorme complejidad de los mecanismos
moleculares, la respuesta celular tras la exposicién a los CMs y la falta
de consenso en cuanto a los programas de tratamiento, son fuente

de controversia sobre los efectos bioldgicos de los CMs. Si nos
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centramos en los estudios realizados en la aplicacion de éstos en
tumores, Sadeghipour, describe como al aplicar dos frecuencias
diferentes (100 Hz y 217 Hz, o, 1 mT: 100G), entre 24-72 horas, se
observa una gran disminucién del crecimiento celular a las 72 horas
(dosis dependiente). También se observé que tras la exposicion de las
células a CMs de frecuencia mas elevada y durante un mayor
tiempo, se produce un incremento en los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS), con respecto a cuando se aplican CMs de
menor frecuencia [Sadeghipour et al., 2013]. Koh Ekryu estudia el
empleo de los CMs de 60Hz, en células de cancer de prdstata in vitro,
y describe como existe disminucién del crecimiento celular, deteccién
en el ciclo y la apoptosis inducida por ROS, tras la exposicién de estas
células a los CMs [Koh et al., 2008]. Estudios in vitro han puesto de
manifiesto que la exposicién a CMs con frecuencias menores de 100
Hz e intensidades bajas y con tiempo cortos, influye sobre una gran
variedad de moléculas tales como el ADN y el ARN y sobre diferentes
funciones celulares como la sintesis de proteinas y la proliferacién
celular, sobre el sistema inmunoldgico, y también afecta a distintos
componentes de la membrana celular (hormonas, enzimas vy
neurotransmisores) [Cleary et al., 1993]. Se ha demostrado que la
exposicidn a frecuencias extremadamente bajas de campo magnético
y con intensidad de 400 mT: 4000G en células de ovario de hamster
(CHO-K1), puede inducir mutaciones, mientras que a intensidades
mas bajas (menos de 1 mT: 100G), no esta claro que se produzca este
hecho. Por otro lado, se observé que una exposicion prolongada a 50

mT: 500G, no aumenta la frecuencia de dichas mutaciones, pero si se
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ha descrito un incremento de las mismas, causadas por la aplicacién
de Rayos X tras la exposicion a CMs de baja frecuencia y 50 mT de
intensidad, pudiendo sugerir que los CMs potencian las roturas de
cadena de ADN causadas por la radiacién ionizante aumentando el

bloqueo celular en la fase S [Miyakoshi et al.,1999].

La exposicidon a los CMs también causa cambios de expresion
génica y dano del ADN relacionada con la participacion de la
produccién de radicales libres, que afectan a la estructura del ADN y
provoca roturas de la cadena y otras aberraciones cromosémicas
tales como la formacién de micronucleos. Todos estos cambios
finalmente influyen en la progresién del ciclo celular, en la tasa de
proliferacién y en la muerte por apoptosis [Marnett et al., 2000,

Simko et al., 2007, Desai et al., 2009]

En los parrafos que siguen, se describen los distintos efectos
observados en las células tras exposicion a CEM, distinguiendo entre
los diferentes tratamientos con CMs. La tabla 2 resume los resultados
in vitro revisado en nuestro trabajo y la principal caracteristica de un

campo aplicado.
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Figura 2. Principales efectos sobre la célula después de la exposicién a los

campos electromagnéticos (CEM). Tomada de Artacho-Cordén et al., 2013.

Citoplasma
1%(Melatonina) y 2¢ Mensajero(Ca++, cAMP)

Membrana colular
- Permeabilidad(canal ion)
-Phlocal y T

-

»

()
- Expresion Gen o/ saAr:
- Estres oxidativo ‘ / \ \
/VlAyAP/K

- Genotoxicidad

Tasa de Proliferacion CICLO CELULAR APOPTOSIS en Cascada

La figura 2 resume los principales efectos en la célula después de la exposicién a
los campos electromagnéticos (CEM). Estos alteran estructura de la membrana y la
permeabilidad de pequefias moléculas tales como Ca2 + causando cambios en el pH
local y / o la temperatura. Los componentes del citoesqueleto se reorganizan
después de la exposicion a los CEM. En este sentido, se ha sugerido que la
polimerizacion de microtubulos puede ser interrumpida por una frecuencia
intermedia externa (100-300 kHz). Los CEM provocan alteracion en las vias de
sefializacion celular (ERK1 / 2 MAPK y p38 MAPK) provocada por la desregulacion de
iones o por alteraciones en la melatonina y segundos mensajeros tales como Ca2 +vy
AMPc.
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Tabla 2. Principales caracteristicas de tratamientos y los resultados de los
estudios in vitro aplicado. AC: Corriente alterna, CW: onda continua, DSB: dobles
roturas de cadena; EF: corriente eléctrica; EMF: campos electromagnéticos; GSH:
glutation reducido; iNOS: inducible dxido nitrico sintetasa, MF: El campo magnético;
MW: microondas; rms: raiz media cuadrdtica; S: densidad de potencia, SAR: tasa de
absorcion; ROS: especies reactivas del oxigeno; SOD: superdxido dismutasa.

Parte de la Frecuencia Intensidad Tiempo Tipo Efecto Bioldgico REF.
célula de
CM
25 Pico: 0.25T | 238us AC Cambios en el [59]
© pulsos/s Promedio: 1000 MF pH local y/o la
g o 05T pulsos/dia temperatura
5= <100Hz [ <100pT | 0-8ns MF__ | Formaciénde | [60]]
€9 MW >105V/m Varios EF los canales [17]
g © (=1GHz) periodos idnicos
de
oscilacion
50 Hz 0.5-1.5mT 45 min. MF Ninguna [160]
H influencia de
E los CEM en las
g proteinas del
] citoesqueleto o
9 motor
qg_’ 50 Hz 2mT(RMS) 72h MF Cambios en la [153]
3 100-300 | V/cm2 24h CA polimerizacién [80]
] kHz EF de
o microtubulos
Citoplasma
60Hz 1.9-11,95 - MF los CEM [97]
mG involucrados en
la transmision
de Melatonina
» en la célula
2
2 50 Hz Pico: 3mT 24h EMF Influyen en el [80]
3 transporte de
S Ca2 +yporlo
E tanto su
N homeostasis
=
50 Hz 2mT 5 min MF Desregulacion [143]
dela
concentracién
del campo
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Parte de la Frecuencia | Intensidad Tiempo Tipo Efecto Bioldgico REF.
célula de
CM
60Hz 0.8-300- 30 min EMF Induccidn de la [104]
MT fosforilacién de
ERK1/2
875 MHz | 0.005, 30 min EMF [160]
x 0.03y ()
& 0.11
S mW/cm?
© 900MHz 1 W/kg 24h EMF [105]
> (Sar)
875 MHz 0.10 30 min EMF Activacién de [160]
mW/cm? (S) p38 MAPK
60Hz 6mT 30min/dia | AC [118]
3 dias MF
Ntcleo
60 Hz 0.8-300- 60 min. MF Aumento del [104]
MT factor de
60Hz sMT 20min transcripcién [131]
campo-en; AP-1
© campo de
E 20min
‘g-‘o 50 Hz 0,4 mT 20min MF Aumentar los [45]
c niveles de
:g proteina
v obligatoria del
g RNA
w 900 MHz | 1 W/kg - EMF | Aumentoenlos | [105]
(Sar) niveles de
mRNA de Egr-1
y survivin genes
Bcl-2
Daifios ADN
50Hz 1mT rms 24h AC Actividad [40]
MF J, SOD
50Hz ImT <96h MF = Actividad SOD | [24]
© % 50Hz 1mT rms 24h AC Actividad [40]
5 © MF J catalase
B2 50Hz ImT <96h MF | Glutation S- [24]
: .g transferasa
- 5 50Hz 1mT <96h MF Glutation [24]
peroxidasa
50Hz ImT <96h MF Cociente GSH [24]
Mreduccién/tot
al
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Parte de la Frecuencia | Intensidad | Tiempo Tipo Efecto Bioldgico REF.
célula de
CcM
50Hz ImTrms | 24h MF Mnos [40]
g 930 MHz 5W/m? 5-15 min. CW MROS 101
2 . EMF
3 = (S)
g \3 900MHz Pico de 30min/dia; | EMF [99]
© %o 2W 7dias (S)
a £ 0.02mwW
: / cm?
50Hz 1mT rms 24h AC [40]
MEF
50Hz imT <96h MF =ROS [24]
60 Hz 6mT 30min/dia; | AC Niveles 118
1-3dias MF elevados de
YH2AX
50 Hz imT 515 h, MF [70]
con campo
/10 Roturas de
campo- doble cadena
'g apagado
] 50 Hz imT 24h MF 166
S 50 Hz imT 15h EMF [77]
8
]
o
G}
N 50 Hz 1mT 15h,5'en | MF | Aberraciones | [70]
campo / cromosomicas
10' sin
campo
50 Hz imT 2-24h,5' | MF Induccidn de [70]
en campo micronucleos
/10'sin
campo.

2.1.- Efectos sobre la membrana celular

Aunque todavia no existe un consenso acerca de si los campos
electromagnéticos atraviesan la membrana celular, en general se

cree que éstos tienen gran dificultad en pasar a través de ella [Funk
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et al., 2009]. La posibilidad de penetracidon depende de la frecuencia
de los CMs y del tamafio de la célula. Al actuar la corriente, se
produce una relajacion de la membrana por donde se abre una
“brecha” o canal acuso, a través del cual se produce el intercambio
de iones con otras células. Algunos estudios sugieren que la
membrana celular podria ser una de las primeras localizaciones
donde los CMs aplicados actuan sobre la célula. Las fuerzas de éstos
podrian modificar las interacciones ligando-receptor, en la superficie
exterior de la membrana celular, es decir, actuan en la uniéon de
compuestos quimicos mensajeros, tales como las hormonas y los
factores de crecimiento, con moléculas especializadas en la
membrana celular conocidas como receptores, las cuales a su vez
podrian alterar el estado de grandes moléculas en la membrana
celular que desempenan un papel fundamental en el control de los
procesos internos de la célula (CEM enddgeno) [Schreier et al., 2006,
Rubin et al., 2010, Rubik et al.,]. La permeabilidad de la membrana
puede ser que aumente transitoriamente mediante la aplicacién de
un campo eléctrico, y este impulso podria ser transmitido
qguimicamente. Este proceso ha sido descrito en varios trabajos, y se
han postulado muchas teorias diferentes acerca de los fenédmenos

fisicos subyacentes.

La estimulacién eléctrica se sabe que causa cambios en el pH
local y / o la temperatura [Funk et al., 2009], y esto podria conducir a
la desestabilizacion de la membrana. Las proteinas ubicadas en la

bicapa lipidica, funcionan también como canales de iones, lo que
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contribuyen a la desestabilizacion de la membrana ya que la
exposicién a CM sin control conduce a la formacién de canales
idnicos en las células, induciendo de este modo modificaciones
metabdlicas graves [Galvanovskis et al., 1997, Funk et al., 2009]. Esto
también se ha demostrado tedricamente en la exposicidn campos
electromagnéticos en el rango de microondas (MW-CEM) [Cagni et

al., 2007].

2.2.- Efectos sobre el citoesqueleto de la célula

El citoesqueleto de la célula, fisiolégicamente, es el
responsable de acontecimientos cruciales dentro de ésta, como el
transporte intracelular y la division celular, siendo de especial
importancia en ésta ultima funcidn. En la literatura, hay una cierta
controversia sobre la influencia de los campos electromagnéticos en
la fisiologia del citoesqueleto. Existen numerosos estudios in vitro en
los que se pone de manifiesto que los CEM de baja frecuencia alteran
la proliferacion celular, provocando modificaciones en la expresiéon
de proteinas relevantes en el ciclo celular (ciclinas, CDKs, p21, p16),
incremento en la progresion del ciclo celular y acdmulo de células en
la fase G1 [Simkd et al., 2004]. Aunque algunos investigadores han
informado de que no hay influencia de los campos electromagnéticos
en el citoesqueleto y / o proteinas motoras en los macréfagos
murinos [Simko et al., 2001], otros estudios han demostrado que los
componentes del citoesqueleto se reorganizan después de la

exposicidn a los CEM [Santoro et al., 1997, Pokorny et al., 2012].
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En las células que se estan dividiendo se forma el huso mitético
que aparece organizado espacialmente y estd constituido por
microtubulos que presentan momentos dipolares eléctricos elevados
y, por tanto, pueden desorientarse en presencia de campos
eléctricos. Los filamentos de actina también son polares, sin
embargo, no se orientan espacialmente dentro de la célula y, por
ello, no se ven afectados en gran medida por la exposicién a estos
campos. Kirson, demostrd, por primera vez, que la exposicion a
campos eléctricos alternos de muy baja intensidad (<2V/cm) y de
frecuencia intermedia (100-300 kHz) inhiben la divisién de células en
cultivo debido a que alteran el proceso de polarizacidn-
despolarizacién de los microtubulos y, por ello, influyen en la
alineacién y en la separacién de los cromosomas. Este hallazgo
implica que los CEM (campos eléctricos alternos) pueden afectar a la
generacion de aberraciones durante la divisidn celular, lo que lleva a
la inhibicidn de ésta y a una disminucién de la tasa de proliferacion

[Kirson et al., 2004].

2.3.- Efectos sobre el Citoplasma

Las implicaciones biolégicas de las interacciones de Ia
membrana celular y los CEM se cree que afectan el citoplasma a
través de diferentes vias de sefalizacion celular. En la mayoria de los
casos, la alteracidn de estas vias por la accidn de los CEM, podria
provocar la desregulacidn de los canales idnicos (como se explica en

el apartado 2.1) o por alteraciones en las hormonas y los segundos
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mensajeros, tales como Ca2 + o monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), aunque otros mensajeros son también alterados por la

exposicién a los CEM [Pilla et al., 2011].

2.3.1.- La interrupcion del primer y sequndo mensajeros

La melatonina es una hormona lipdfila secretada por la
gldndula pineal que puede cruzar directamente la membrana vy
unirse a diferentes receptores. En todos los casos, los receptores de
membrana de melatonina estan acoplados a las cascadas de segundo
mensajero, que varian segun las células, los tejidos y la especie
[Luchetti et al., 2010]. Por lo tanto, muchas funciones celulares,
incluyendo la proliferacién celular, la apoptosis (muerte celular
programada) y la progresion del ciclo celular, se ven afectados por los
niveles de melatonina, ésta actla directamente sobre el ciclo celular,
alargando la fase G1 y retardando la entrada en la fase S, ademas de
estimular la expresién de proteinas antitumorales (p53 y p21) [Cos et
al 1996, Mediavilla et al., 1999,2010]. Aun no se ha establecido con
exactitud, como afecta la exposicion de los campos magnéticos
(CMs) a la promocién del cancer. Se ha propuesto que la
interrupcion de los niveles de melatonina tras la exposicion a este
tipo de corriente, es uno de los factores favorables a éste respecto
[Loscher et al., 1994, Touitou et al.,, 2003,2006]. Datos recientes
indican que la exposicién continuada a CMs desestabiliza y deteriora
las funciones de la melatonina dentro de la célula [Liburdy et al.,

1993, Loscher et al.,, 1994], aunque este efecto parece variar de
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acuerdo a las diferentes condiciones experimentales. De la misma
manera se han realizado estudios in vitro en diferentes lineas
celulares, MCF-7, que presenta receptor de estréogeno positivo y
MDA-MB-231, con factor de estrédgeno negativo, y se ha observado
gue la melatonina inhibe el crecimiento celular de las primeras, pero
no lo hace en la segunda linea celular [Danford et al., 1983, Hill et al.,
1992]. En la linea celular MCF-7, la melatonina, inhibe la
proliferacién celular, aumenta la expresion de p53, “regula el ciclo
celular” y reduce la capacidad metastdsica de estas células [Cos et al.,
2003]. Por lo tanto, la relacién entre los CM vy el cancer de mama,
esta estrechamente relacionado con los estrégenos, la produccién de
melatonina y diferentes hormonas. La melatonina es un
antiestrogenico ya que disminuye la expresion de los genes de
estrogeno [Girgert et al., 2010]. Los resultados del estudio de Chen,
gue concuerdan con los previos realizados por Girgert, describen que
los CM pueden ser un factor de riego para padecer cancer de mama,
sobre todo en aquellas mujeres premenopausicas y con factor de

estrégeno positivo [Chen et al., 2013].

La tirosina-kinasa, que es un iniciador del segundo mensajero
y regula la proliferacidn celular también se ve influenciado por los

CMs [Simko et al., 2004].

Los niveles de Ca** pueden desempefiar un papel importante
en la modulacidon de la proliferacion celular, la diferenciacion, la

apoptosis y la citotoxicidad, asi como contribuir a los mecanismos de
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accion de los agentes contra el cancer [Sergeev et al.,, 1998]. La
exposicidn a este tipo de corriente altera el transporte de Ca?* y su
homeostasis [Aldinucci et al., 2000, Manikonda et al., 2007, Strauch
2009].

El AMPc, es un segundo mensajero utilizado para la
transduccion de senal intracelular conduce a una cascada de
fosforolizacidn que se puede activar por diferentes vias. Muchos
investigadores han sugerido que una desregulacién de las vias de
AMPc y una activacion aberrante de los genes controlados por AMPc,
estd vinculada a la induccion de la apoptosis y la inhibicién del
desarrollo de tumores en algunos tipos de cancer [Dumaz et al.,,
2002, Rocha et al., 2008, Follin-Arbelet et al., 2011]. El tratamiento
con CMs de baja frecuencia, en una variedad de ensayos in vitro y en
modelos in vivo, ha demostrado que aumenta el AMPc, incluyendo
células creciendo en monocapa y en esferoides, ratones y ratas, con
lo que se ven mejoradas las funciones celulares vinculadas a este

segundo mensajero [Schimmelpfeng et al., 1995, Hogan et al., 2004].

2.3.2.- Alteraciones en la via MAPK

Para que la célula animal crezca y sobreviva no sélo necesita
sefiales quimicas derivadas de células vecinas, sino también del
medio extracelular, compuesto por moléculas, que en su mayoria son
proteinas solubles creadas por otras células o proteinas unidas a la
superficie de otras células o a la matriz extracelular que actuan

inhibiendo o estimulando el crecimiento celular. Las proteinas de
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accion positiva que estimulan el crecimiento celular son las

siguientes:

1. Mitdégenos: estimulan la division celular, actian para evitar
mecanismos intercelulares que bloquen la progresion del ciclo
celular. Estas proteinas, se unen a los receptores de la superficie
celular, activando otras vias de sefalizacion intracelular para
estimular la division celular. Un ejemplo importante es la proteina
del retinoblastoma [Rb], detiene la progresién del ciclo antes de
entrar en mitosis, hasta que todo este correcto, por impide la
proliferacién celular. La inactivacién de esta proteina, puede suponer

el inicio de tumor.

2. Factores de crecimiento: estimulan el crecimiento, mediante la
promocién de sintesis de proteinas y también por la inhibicién de la

degradacion de proteinas y macromoléculas.

3. Factores de supervivencia, también estimulan el crecimiento,

suprimiendo apoptosis [Alberts et al., 1999].

Nos centramos en la via MAPK, ya que se considera la mas
importante implicada en la respuesta al dafio del ADN después de la
radiacién ionizante y en la via ERK1 / 2 MAPK, que es la que mas se
ve afectada por la exposicién a CEM [Jin 2000]. Los MAPKs son una
amplia familia de proteinas quinasas activadas por mitégenos.
Cuando estas proteinas fosforilan, la seiial se transloca al nucleo, y la

transcripcién de genes se activa, para la divisiéon celular. Se ha
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sugerido que la exposicion CMs de extremadamente baja frecuencia
puede afectar a varias vias de sefializacién celular, incluyendo la
quinasa regulada extracelularmente (ERK), la via de la proteina
quinasa activada por mitdégenos 1/2 (MAPK) [lin et al., 2000,
Friedman et al., 2007, Buttiglione et al., 2007] y la via p38 MAPK
[Friedman et al., 2007, Kim et al., 2010]. Debido a que por lo general,
éstas vias, estdan moduladas por factores de crecimiento, y por el
AMPc y Ca®* como segundos mensajeros, se les ha relacionado con la
proliferacién celular, senescencia, diferenciacion y apoptosis [Busca
et al., 2000, Yamaguchi et al., 2004. Jin, mostré que los CMs son
capaces de inducir fosforolizacién de ERK1 / 2 [Jin et al., 2000]. De la
misma manera, otros autores han encontrado resultados similares en
las mismas lineas celulares sobre la activacion de ERK1/2 [Nie et al.,
2003, Friedman et al., 2007]. Ademas, el uso de CMs, incrementa la
activacion de SAPK / JNK y ERK1 / 2 MAPK en las células de
neuroblastoma humano [Buttiglione et al., 2007]. En la misma linea
celular se aplicaron CMs de forma intermitente (50Hz 100 uT: 1G) y a
las 42 horas se observé un incremento de células e la fase S por
activacion de la via MAPK-ERK1/2. Friedman et al., sugirieron que la
generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas tras la
exposicién a CMs, estimulan las metaloproteasas y liberan el EGF
(factor de crecimiento epidérmico) que a su vez influye
desencadenando la cascada de ERK 1/ 2 con la consecuente
implicacion en las diferentes funciones celulares [Friedman et al.,

2007].
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2.4.- Efectos Nucleares.

2.4.1.- Expresion Génica.

La expresién génica es un proceso meticulosamente regulado
por AP-1, que es un factor de transcripcién heterodimérico
compuesto de proteinas pertenecientes a las familias c-Fos, c-Jun,
ATF (factor de activacion de la transcripcidn, “activating transcription
factor”) y JDP (proteina de dimerizacidon de Jun, “Jun Dimerization
Protein”), regula la expresidn génica, en respuesta a una variedad de
estimulos, y controla un gran numero de procesos celulares,
incluyendo la diferenciacidn, la proliferacién y la apoptosis [Jin et al.,
2000]. Algunos autores describen como los CMs inducen un aumento
de la activacion de AP-1 a través de la proteina Hsp70, alterandose,

por tanto las via ERK1/2 Mapk y con ello las funciones celulares [Lin

et al., 1998, Jin et al., 2000].|Frisch P| comprobé cémo al aplicar CEM

de baja frecuencia (10 Hz y 20-500 V/M) durante 2 horas en células
transfectadas de fibroblastos de ratas, se consiguié inducir la
expresion de la proteina hsp70, aunque la respuesta de ésta proteina
ante este tipo de corriente, es mayor en medios fisicos con efecto

térmico [Frisch 2013].

Las proteinas de unidn de ARN son otra categoria de
reguladores celulares de la expresién génica a nivel transcripcional.

Estas proteinas constan de dos subunidades:

- Subunidad de union a ARN (RBS)
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- Subunidad reguladora de unién al ARN (RS)

Han, sefald que los CMs aumentan los niveles de RS,
sugiriendo que éste, pueden participar en la respuesta celular a un
tratamiento con CMs, en la linea celular de cancer de mama MCF-7

[Li et al., 2005].

Otro factor de transcripcidn, involucrado en la diferenciacién
celular es Egr-1, la activacion de éste gen, tras la exposicion a los RF-
CEMs, da lugar a una disminucion significativa en los niveles de
ARNm de Bcl-2 (anti-apoptotica) y de los genes de survivina
(inhibidor de apoptosis), con lo que aumenta la proliferacion celular

[Buttiglione et al., 2007].

2.4.2. Daio del ADN

Aunque en general se acepta que los campos
electromagnéticos de frecuencia 50/60Hz podrian transferir energia
insuficiente a las células como para dafar el DNA directamente,
ciertos procesos celulares, tales como los radicales libres, pueden ser
alterados por la exposicidén a los campos electromagnéticos; Cada vez
mas se esta prestando atencidn a que los campos magnéticos
estaticos y alternos afectan a procesos enzimaticos provocados por
los radicales libres, esto se ha observado en la aplicaciéon del campo
con una intensidad de 0,1-1 mT: 1-10 G[IARC 2002], afectan
indirectamente a la estructura del ADN y que provocan alteraciones

en el material genético que conllevan a la induccién de roturas de la
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cadena que si son reparadas incorrectamente dan lugar a la
formacién de microndtcleos: cuerpos citoplasmaticos en el que parte
del cromosoma es acéntrico o todo el cromosoma no se va al polo

opuesto durante la anafase.

2.4.2.A.- El estrés oxidativo

El estrés oxidativo, se origina por un desequilibrio entre las
moléculas antioxidantes como por ejemplo, GSH, y especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS). Se producen generalmente en la
mitocondria. La hiperoxia y la disminucidn de antioxidantes llevan al
dafio tisular. Estos desequilibrios, son cruciales en la participacién y
en la promocidn de la carcinogénesis [Marnett et al.,, 2000,
Anastassopoulou et al.,, 2002], ya que provocan inestabilidad
gendmica [Colotta et al., 2009]. Los radicales libres pueden dafiar y
romper la molécula de ADN, producir mutaciones y provocar
carciogénesis a través de diferentes mecanismos, aumentando la

malignidad y la aparicién de metastasis [Rios-Arrabal et al., 2013].

La formacion de ROS no solo es propia del tumor sino también
se da, por ejemplo, en los cambios fisiolégicos que se desarrollan
durante el proceso de envejecimiento. La generacién de ROS influye
también en distintos procesos bioldgicos importantes tales como la
inflamacidn, la division celular, la diferenciacién, la apoptosis, y
senescencia celular. En consecuencia, los estudios in vitro que

evaltan el papel de ROS en los efectos bioldgicos provocados por
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CEM se han incluido como una linea de investigaciéon de alta

prioridad en la agenda de investigacidon de la OMS (2007).

Se ha sugerido que los CMs (50 Hz) producen radicales
superdxido y que modulan la expresion y la actividad de enzimas
relacionadas con el estado REDOX, influyendo en la generacién de
ROS. Esta produccion excesiva de ROS, induce dafio en el ADN, lo que
conlleva al desarrollo de carcinogénesis. Todo lo anterior implica que
los CEM de baja frecuencia pueden actuar como iniciadores del
proceso de carcinogénesis en diferentes tipos celulares y distintas
condiciones experimentales [Rios-Arrabal et al., 2013]. Sin embargo,
también se ha descrito que la exposicion a CM estaticos (250 mT:
2500 G, 3 h) no produce estrés oxidativo ni dafio en el ADN en la
linea celular THP1 [Amara et al., 2007]. Otros autores han evaluado
la formacidn de radicales libres tras la influencia a la exposicién a
CMs (60 Hz, 1 mT: 10 G) en células MCF10A, y no han encontrado
modificacion en los niveles de concentracion de ROS, ni en la
actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) [Hong et al.,
2012]. Es importante destacar que las macromoléculas celulares, es
decir, ADN, proteinas, y lipidos son muy susceptibles a los ataques de
los radicales libres, pero en el organismo existe una gran variedad de
sistemas de defensa, por lo tanto el estrés oxidativo que pudiera
inducirse por exposicién a CMs de baja frecuencia, puede verse
contrarrestado gracias a la acciéon de sustancias antioxidantes como

el glutation reducido (GSH) que protegen a la célula.

Pagina 30



INTRODUCCION

Se ha descrito que los CMs prolongan la vida media de los
radicales libres que causan dafio en el ADN y en otras
macromoléculas celulares, asi pues Lai describe que la exposicion a
CM con 60 Hz de frecuencia y 0,1-0,5 mT: 1-5 G de intensidad
durante 24-48 h, incrementa la formacién de radicales libres en las
células de ADN del cerebro en las ratas, lo cual potencia la rotura de

cadenas del ADN y la consiguiente muerte celular [Lai et al., 2004].

Otros autores han demostrado que la exposicidn de ratas, de
forma crénica a CMs, provocan una disminucidon de las enzimas
antioxidantes, tales como superdxido dismutasa (SOD) o glutation
peroxidasa (GSH-PX), y la reduccién de potencial antioxidante celular
[Desai et al.,, 2009]. Resultados similares se han encontrado en los
linfocitos de rata tratados con iones de hierro [Zmyslony et al., 2004]
y en el conejo [Irmak et al., 2002]. Ademds, un estudio reciente
mostré que las ratas sanas que recibieron tratamiento con CMs de
frecuencia extremadamente baja también presentaron un aumento
de la produccidn de ROS, con mayores niveles de sustancias reactivas
al 4cido tiobarbiturico (TBARS) y perdxido de hidrogeno (H20>),
después de exponerlos a CEM 40 Hz, 7 mT: 70 G, 60 min al dia
durante 14 dias. La capacidad antioxidante en el plasma se redujo
también. Sin embargo, cuando este programa de tratamiento se
redujo a 30 min / dia, no se detectd ninguna disminucidn significativa

en el estado rédox [Goraca et al., 2010].
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Diferentes trabajos publicados han descrito cambios en el
estado rédox en diferentes tipos celulares estudiados, incluyendo
células de neuroblastoma [Falone et al., 2007], células de leucemia
[Patruno et al., 2012] y fibroblastos [Lee et al., 2011, Jin et al., 2012].
En THP-1 células leucémicas agudas, los CEM reducen la actividad
enzimatica antioxidante, actuando sobre la via de la iNOS [Patruno et
al., 2012]. Segun Friedman et al.,, cuando las células Hela son
tratados con exposiciones cortas a RF-CEM, hay un aumento en la
actividad de la NADH oxidasa, una enzima de la membrana, lo que
induce la produccién de ROS. En consecuencia, se sintetizan
metaloproteasas (MMPs), y éstas, a su vez, liberan el factor de
crecimiento epidérmico y activan la via de ERK [Friedman et al.,
2007]. Dada la controversia encontrada en la literatura sobre si la
exposicién a CMs genera radicales libres en las células, consideramos

gue este tema necesita ser mas ampliamente estudiado.

2.4.2.B.-Roturas dobles de cadena, aberraciones

cromosomicas e induccion de microntcleos

La genotoxicidad (capacidad del agente quimico, fisico o
bilégico para causar dafo en el material genético: ADN, cromosomas,
huso mitético, etc) viene dada por la magnitud de la corriente
eléctrica y por la densidad, que varia dependiendo del tamafio de la
célula y del medio donde se cultiva, de ahi que existan varias
conclusiones contradictorias sobre la genotoxicidad. Por ejemplo, los

CMs orientados sobre el cultivo de forma vertical dan lugar a la
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formacién de microndcleos en la linea celular tumoral SCL Il. Por el
contrario, en otro estudio con células amnidticas, no se encontraron
efectos genotdxicos en aquellos lugares donde los CEM se generaban
de forma horizontal, con lo cual también podemos decir que la
orientacién de los CEM aplicados influye en los efectos observados

en las células [Simko et al., 2004].

Una revisiéon de la literatura sugiere que sélo los campos
electromagnéticos intermitentes pueden ejercer efectos genotdxicos
celulares y que las células expuestas a los CMs continuos no sufren
dano en el DNA [Winker et al., 2005, Falone et al., 2007, Hintzsche et
al., 2012]. Ivancstis, estudié la exposicion a los CEM, tanto continua
como intermitente, y se observo efectos genotdxicos sélo cuando se
utilizaron diferentes esquemas de exposicion a los CEM
intermitentes. Estos autores sugirieron, que someter las células a un
campo constante puede inducir mecanismos de adaptacion,
protegiendo al genoma de las influencias nocivas. Mientras que los
cambios regulares en las condiciones ambientales, podrian interferir
con estos mecanismos y llevar a un deterioro del ADN en los
fibroblastos humanos [lvancsits et al., 2002]. Focke realizé el mismo
estudio en diferentes modelos celulares humanos encontrando el
mismo resultado [Focke et al., 2010]. Kim, ha informado del aumento
de los niveles de fosforilizacion de H2AX (proteina que interviene en
la deteccidn y sefializacion del dafio radioinducido) asi como de la
activacion de p38 en células Hela y fibroblastos de pulmdén después

de la exposicién diaria a CMs, lo que implica incremento de lesién en
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el ADN (roturas doble de cadena), y apoptosis [Kim et al., 2010]. Por
otro lado, diversos estudios realizados con CMs, demostraron que
aplicando el tratamiento de CEM (60 Hz 100 uT: 1 G, 24 h o 7 dias)
en A (células hibridas humanas y de hamster) no generaba efectos

citotdxicos ni mutagenicos [Ansari et al., 2000].

Dafios en el ADN, como roturas de doble cadena (RDC)
conducen a la inestabilidad gendmica. Simké describe de la
formacién de micronucleos tras la exposicion a CM 0,1-1 mT: 1-10 G
por 24 h, 48 h, 72 h [Simkd et al 1998]. Otros autores, han
encontrado que la exposicién de fibroblastos humanos cultivados a
CMs (50 Hz, 1 mT: 10 G, 15 h), conduce a inestabilidad gendmica
marcada por aumentos en las aberraciones cromosémicas [Winker et
al., 2005]. Estos autores también informaron de la induccion de la
formacién de microntcleos después de la exposicion a CEM [Winker
et al., 2005, Ruiz Gomez et al., 2009]. Su formacion se ha asociado
tradicionalmente con actividad genotdxica, y pruebas de micronucleo
son ampliamente utilizadas para evaluar los carcindgenos
potenciales, ya que esta prueba ha sido descrita como un buen
marcador bioldgico del dafio originado en el ADN. Ademads, se ha
documentado que la presencia de micronucleos en las células podria

conducir a la muerte por apoptosis de éstas [Winker et al., 2005].
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2.5.- Modulacién de la tasa de proliferacion y la progresion del ciclo

celular

Una respuesta apropiada a los factores enddgenos (hormonas
solubles, factores de crecimiento y genes), y también a los factores
exdgenos, tales como farmacos citotdxicos y al estrés ambiental, es
necesaria para una correcta viabilidad celular [Hynes et al., 2003]. La
proliferacién celular es un proceso complejo controlado por multiples
vias de transduccion de sefales celulares. La duplicacion del
contenido de las células y la transferencia de esta informacién de una
célula a otra, se realiza mediante el ciclo celular, y depende del tipo

de célula. El ciclo celular se divide en 4 fases (figura 3):

1. FASE M (mitosis): en la que encontramos otras etapas de la

célula.

2. FASE S (sintesis): replicacion DNA

3. FASE G1 (GAP: intervalo) tiempo que media entre la fase M y la

fase S

4, FASE G2: entre la fase Sy fase M. En estas fases, la célula
comprueba que esta todo correcto para comenzar la fase Sy M. En
los puntos G1 y G2 se determina si la célula pasa a la siguiente fase o
se efectla una pausa para completar la reparacion en caso de dafio.
Si el ADN sufre dafio, el ciclo debe interrumpirse en G1 (para permitir
que la célula se asegure de que todo estd correcto para la

proliferacién y que el ADN no estd dafiado para pasar a la fase S) O en
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G2, que garantiza que las células si entran en la fase M es porque se
ha reparado el ADN y entonces es posible completar su replicacién

[Alberts et al., 1999].

Figura 3: Ciclo Celular Normal. Tomada y modificada de

hpt//www.biocancer. com

La progresion de las células a través del ciclo celular se rige por
la activacidon (fosforolizacién) e inactivacion (desfosforolizacién)
ciclicas de proteinas y complejos proteicos que inician o regulan la
replicacion del ADN, la mitosis y la citocinesis. La fosforolizacién se
realiza mediante las proteinas quinasas dependientes de ciclinas
(Cdk), enzimas que transfieren un grupo de fosfato de una molécula
de ATP a una cadena lateral de aminoacidos de la proteina diana.
Estas proteinas se expresan durante todo el ciclo celular y se activan
y desactivan segln se encuentren en una fase u otra del mismo

[Alberts et al., 1999]. La activacion de las proteinas quinasas
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depende, principalmente, de las ciclinas de manera que no ejercen
actividad enzimatica por si mismas y deben unirse a las ciclinas para
adquirir la actividad enzimatica, asi pues se les conoce como
proteinquinasas dependientes de ciclinas [Alberts et al., 1999]. Para
gue se lleve a cabo la progresion a través del ciclo celular, diferentes
Cdk se asocian a distintas ciclinas formando complejos ciclina-Cdk.
Asi, por ejemplo, el complejo ciclina B/Cdk1 juega un papel critico en
la transferencia de la fase G2 a M [Simko et al., 2004]. La eliminacién
de la ciclina degrada el complejo ciclina /Cdk quedando inactivada la

Cdk concluyendo asi la fase de mitosis.

El sistema de control del ciclo celular debe garantizar que la
replicacion del DNA comience en el momento apropiado y no se
produzca mds de una replicacidon por ciclo. No se conocen con
exactitud los mecanismos moleculares cuya funcién es la de
interrumpir la progresién del ciclo celular en los distintos puntos de
control. Sin embargo, se sabe que en este proceso intervienen
también proteinas que especificamente inhiben a las Cdk y bloquean
la actividad de uno o mas complejos de ciclina-Cdk. Los inhibidores

de quinasas dependientes de ciclinas se agrupan en dos familias.

La primera de ellas denominada CIP/WAF, esta formada por las
proteinas p21, p27 y p57. La segunda denominada INK4 agrupa a las
proteinas pl5, pl6, p18 y pl19. Cuando se detectan lesiones en el
DNA, una de las proteinas que aumenta su concentracion de la es

p53, la cual activa la transcripcion de p21 que se une los complejos
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ciclina D/Cdk4-6 e impide que se promueva la progresion de la célula
desde la fase G1 a la S. Esta parada del ciclo permite ganar tiempo
para que la célula pueda reparar el DNA dafiado antes de su
replicaciéon. Si la proteina p53 esta ausente o es inactiva, la
replicacion del material genético se produce con lesiones no
reparadas y da lugar a dafio acumulado en la célula favoreciendo que
su progenie tienda a malignizarse. De hecho, el gen p53 aparece
alterado en una gran cantidad de tumores humanos [Alberts et al.,

1999].

{ '
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CdK2 \
B2 Arf I ATR ATM
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P53
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Figura 4: Secuencia celular tras ADN dailado. Tomada y modificada de

Larsson LGt,|Henriksson MA
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Estudios recientes, han sugerido que la exposiciéon a ELF-CEM,
repetitivos, con 6 mT: 60 G, disminuye la viabilidad celular mediante
la induccién de roturas de doble cadena de ADN [Kim et al., 2010]. Ha
sido descrito que los CEM afectan a la progresién de las células a lo
largo del ciclo [Simkd et al., 2004]. Los estudios realizados ponen de
manifiesto alteraciones en la fase G1 tras la exposicidon a 50 Hz de
CEM, ya que parece que actlan sobre las proteinas reguladoras del
ciclo celular: ciclina D1, Cdk4, p16™“4 y p219%?! que son
fundamentales para la progresion a través la fase G1 y la transicién
G1 / S y juegan un papel critico en el desarrollo del cancer. Otros
estudios sugieren que los CEM no provocan cambio en los niveles de
cdk4, ni alteracidn en la sintesis de ciclina D, en las células MCF-7
expuestas a 60 Hz y 9 G durante 6 h, 9 h y 12 h. Numerosos estudios
mostraron que, después de la exposicion de células a CEM, se

6% que pueden bloquear con

detectan cantidades crecientes de pl
eficacia la formacion del complejo ciclina D1/CDK4, hecho que a su
vez conduce a una inhibicién de la actividad de la quinasa 4 (cdk4)
fomentando que las células se acumulen G1 y les impide entrar en la
fase S. En el mismo estudio, se detecté un mayor nivel de p21°r?
después de la exposicidn a campos electromagnéticos, lo que es
l6gico, puesto que p21“P! es capaz de inhibir la actividad de quinasa
cdk4 y por lo tanto, influir también en la transicién G1/S. Sin
embargo, p21°?! es un inhibidor de varias ciclinas y Cdk. Por lo tanto,

el retraso observado en la fase G1 también puede ser una

consecuencia de la interaccidn de p21“P! con la ciclina E del complejo
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ciclina E/CDK2, que juegan un importante papel en la regulacion de la

transicion desde finales de G1 a la fase S [Simko et al., 2004].

Durante la fase de sintesis, las células replican su ADN para
permitir la division de las células en dos células hijas, cada uno con
una copia completa del genoma. Dado que la exposicién a campos
electromagnéticos de baja frecuencia podria causar cambios en la
sintesis de ADN, varios estudios han demostrado el efecto
proliferativo de los CEM. Muchos estudios han informado de que la
exposiciéon a CEM (50Hz 20 uT: 0,2 G y 200 uT: 2 G) da lugar a un
retraso en el inicio de la sintesis de ADN en fibroblastos humanos, lo
que indica una mayor duracion de la fase G1 [Simké et al., 2004].
También hay resultados que sugieren que a 60 Hz y con intensidades
de 0,9y 1, 2 G, respectivamente, pueden aumentar la timidina en el
ADN de células de astrocitoma en una manera, mientras que la
exposicién a CEM de 0,6 G no tuvo ningun efecto sobre la sintesis de
ADN. A nivel de G2/M no se observa ninglin cambio provocado por

los CEM (inhibicion de reparacién del ADN) [Simké et al., 2004].

Se han publicado datos que difieren acerca de la exposicion a
CEM vy el aumento [Wolf et al., 2005, Ruiz-Gomez et al., 2010],
inhibicion [Tofani et al., 2001, Tatarov et al., 2011] o la ausencia de
efecto sobre la tasa de proliferacién celular [Yoshizawa et al., 2002,
Ruiz-Gomez et al., 2004]. Pasche, desarrolléd un nuevo enfoque para
el tratamiento de carcinoma hepatocelular avanzado (HCC), que

consistio en la administracion intrabucal de niveles muy bajos de RF-
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EMF, con modulacién de amplitud en frecuencias especificas en

pacientes con cancer [Alexandre et al., 2009].

El estudio de fase | / Il realizado puso de manifiesto que el
tratamiento con campos electromagnéticos de amplitud modulada
intrabucal administrados es seguro, bien tolerado y muestra
antitumorales en los pacientes con carcinoma hepatocelular
avanzado [Costa et al.,, 2011]. En un reciente estudio in vitro, los
mismos autores demostraron una disminucién de las tasas de
proliferacién celular en lineas celulares de carcinoma hepatocelular y
de cancer de mama después de la exposicion a los CEM [Zimmerman
et al., 2011]. Este mismo efecto ha sido observado por otros autores
utilizando fibroblastos [Focke et al., 2010], células de glioma y de
melanoma [Kirson et al., 2007]. Estos resultados sugieren que las
frecuencias éptimas pueden variar entre los tipos celulares de cancer,
estando inversamente relacionadas con el tamafio celular [Kirson et

al., 2004,2007].

Kirson, llevd a cabo experimentos in vivo y se encontré que el
crecimiento tumoral se redujo después de la exposicion a campos
eléctricos alternos en modelos de ratdn para carcinomas de mamay

de pulmdn de células no pequefias [Kirson et al., 2004].

Se han realizado pocos estudios para evaluar el papel de los
campos electromagnéticos en la progresién del ciclo celular. Algunos
trabajos han sugerido que hay retrasos del ciclo celular en diferentes

pasos. Kim, ha informado de aumento de los niveles fosforolizacién
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de la proteina ChK2 después de aplicar 60 Hz ELF-MFS en Hela y
fibroblastos de pulmdn [kim et al., 2010]. Esta proteina participa en
un punto de control del ciclo celular tipico inducido después del dafio

originado por radiacidn ionizante a través de la via de ATM / ATR.

Dado que los CEM podrian alterar tanto la polimerizacion de
microtubulos y la proteina Retinoblastoma (Rb), por lo tanto,
provocan perturbaciones de replicacién y parece razonable sugerir
gue la exposicidn a campos electromagnéticos puede acumular mas

células en la fase S que en las otras fases del ciclo celular.

La exposicion a CEM provoca un aumento significativo en el
porcentaje de fibroblastos Rat-1 en la fase S en 12 y 48 h, mientras
que una disminucién del 30% en la de la fase S, se ha observado 72 h
después de la exposicion a campos electromagnéticos, en
comparacién con los controles [Wolf et al., 2005]. Curiosamente, los
ultimos autores también encontraron un aumento significativo en
ambos roturas de la cadena de ADN vy los niveles de 8-OHdG, que
alcanzdé valores maximos después de los picos de la fase S [Wolf et

al., 2005].

Se ha visto que el tratamiento de RF-CEM, puede detener las
células en la fase G2/M en células de neuroblastoma humano
[Buttiglione et al., 2007]. Usando RF-CEM y microscopia confocal de
barrido laser, Zimmerman, ha encontrado mas de un 60% de
deficiencia en la formacion del huso mitdtico en las células HepG2 y

en el carcinoma hepatocelular (HCC), al compararlas con células que
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no han sido expuestas a CEM [Zimmerman et al.,, 2011]. Sin
embargo, Ruiz-Gémez, encontrd patrones similares en el ciclo celular,
tanto de lineas celulares de carcinoma de colon como de leucemisa,

expuestos y no expuestos a CEM de 25 Hz [Ruiz-Gémez et al., 2001].

2.6. Apoptosis

El tamafio de los érganos depende fundamentalmente de su
masa celular que, a su vez, viene determinado por el nimero y el
tamafio de las células que forman parte del mismo. El nUmero de
células esta muy regulado y se establece por el equilibrio entre los
procesos de division y muerte celulares. El tamafo de los érganos
estaria, por tanto, determinado por tres procesos fundamentales,
regulados de forma independiente tanto por programas
intracelulares como por moléculas de sefializacion extracelular que
son la proliferacién, la supervivencia y muerte celular. La mayoria de
las células poseen la capacidad de activar un tipo de muerte conocida

como muerte celular programada o apoptosis.

La apoptosis se inicia tanto por rutas extrinsecas mediadas
por receptores de muerte como por intrinsecas a través de
mitocondrias (figura 5). Con independencia de la via de activacidn,
intrinseca o extrinseca, este tipo de muerte se lleva a cabo gracias a
la participacién de una familia de enzimas con actividad proteasa
denominadas caspasas que se elaboran como precursores inactivos.
Las células necesitan sefiales especificas y correctas para que la

apoptosis se realice solo donde sea necesario [Alberts et al., 1999].
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Con independencia del estimulo que la inicia, la via intrinseca de
activacion de apoptosis es el resultado de una permeabilidad
mitocondrial aumentada y de la liberacién de moléculas pro-
apoptoéticas tales como la citocromo ¢ hacia el citoplasma. Los CMs
afectan la ruta intrinseca pues modifican varios procesos fisioldgicos
importantes relacionados con el potencial de membrana
mitocondrial, tales como la sintesis de ATP, flujo de Ca* y la

liberacion del citocromo c al citosol [Gorczynska et al., 1991].

Intrinsecos:Toxinas

Extrinsecos:Ligando ; .
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Figura 5: Apoptosis. Tomada y modificada de Kumar (Robbins and Cotran

Patholocic Basis of Disease, 8th Edition)
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Por lo tanto, el citocromo ¢ se une a factor activador de la
apoptosis-1 (Apaf-1) y a ATP para crear el apoptosoma, capaz de
desencadenar la induccion de la apoptosis a través de la caspasa
[Reubold et al.,, 2012]. Las alteraciones del huso mitético también
contribuyen a la iniciacidn de la apoptosis. Por lo tanto, después de la
exposicién a los CEM y dado que estos modifican el huso mitético,
podrian esperarse cambios en la tasa de apoptosis [Simkd et al.,
2004]. Focke observé un ligero aumento en el porcentaje de células
apoptadticas después de la exposicidn a los CEM intermitentes [Focke
et al.,, 2010]. Los ELF-CEM también inducen la apoptosis en lineas

celulares tumorales [Tofani et al., 2001].

En la mayoria de tipos de células, la RF-CEM aumenta la
expresion de Egr-1, un fuerte activador de la transcripcion de los
genes clave implicados en la via de la muerte celular [Buttiglione et

al., 2007].

La concentracidn de la proteina Bcl-2 disminuye y aumenta la
tasa de apoptosis después de la exposicion a RF-EMF de células de
neuroblastoma humano [Buttiglione et al., 2007]. Los MW-CEM
también inducen apoptosis dependiendo del tiempo de exposicidon de
la corriente en células de cadncer epidermoide humano [Caraglia et
al., 2005]. Existen evidencias de que los componentes del sistema
activador del plasminégeno (PA) de alguna manera estan
involucrados en procesos de muerte celular. Se ha sugerido que el

plasminégeno puede estar vinculado a la apoptosis mediada por
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cicloheximida (CHX) [O’Mullane et al.,, 1999], lo que aumenta
drasticamente la tasa de apoptosis inducida por CHX. Por otra parte,
el sistema activador de plasmindgeno podria desempeiiar un papel
importante en la apoptosis inducida por accién de los CMs a través
del aumento de Ila cantidad del activador del plasmindgeno

uroquinasa (uPA) [O’Mullane et al., 1999].

Girgert, sugirié que las células de cancer de mama (MCF-7) expuestas
a los CMs (50 Hz-1,2 uT:0,012 G) pueden aumentar su potencial de
metastasis, al influir estos sobre el sistema activador del plasmiogen

(uPA) [Girgert et al., 2009].

Se ha atribuido un papel a la proteina p38 en la induccidn de
la apoptosis después de la exposicion a CMs, Kim et al., han descrito
que p38 sdlo se activa tras la exposicion (60 Hzy 6 mT: 60 G) de CM
durante 30 minutos cada 24 h, durante tres dias. Esta activacion se
ha encontrado después de exponer durante 48 hy 72 h a células
Hela y fibroblastos de pulmén IMP90, respectivamente. Estos
resultados sugieren que la exposicidn repetitiva a una pequefia dosis
de CEM podria inducir estrés y conducir a la activacidn de p38 y otras

vias de sefializacion relacionadas con la apoptosis [Kim et al., 2010].

3.-CMs COMO TRATAMIENTO COADYUVANTE DE LA RT

Los CEM, desde el punto de vista clinico, han sido
tradicionalmente utilizados en Medicina Fisica para estimular

curaciones de fracturas éseas, y para mitigar el dolor crénico o
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edema [Kovacic et al., 2010]. Sin embargo, los efectos bioldgicos del
tratamiento con CEM no se conocen con exactitud por lo que, en
gran medida, se desconocen las diferentes posibilidades de aplicacion
en otras areas de la medicina, tales como el tratamiento del cancer

[Cameron et al., 2005, Wen et al., 2011].

El cancer es, junto con las enfermedades infecciosas y las
cardiopatias, una de las principales causas de muerte en los seres
humanos. El cancer resulta como consecuencia de una mala
regulacién del ciclo celular [Alberts et al., 1999]. Como hemos
comentado anteriormente, el cuerpo humano se rige por un sistema
de renovacidn celular, que debe de realizarse en su justa medida y en
tiempo determinado. Cuando se producen alteraciones en los genes
y se transcribe la informacién de manera incorrecta (una célula
sobrevive y se divide cuando no deberia y produce células hijas que
se comportan de la misma manera errdnea) se pierde el control, y las

células anormales se expanden dando lugar al cancer.

3.1.- Carcinogénesis

El cancer es basicamente una enfermedad genética, porque
se produce como consecuencia de cambios patoldgicos en la
informacidn codificada en los genes que forman parte de la molécula
ADN. El cadncer puede aparecer por la exposiciéon a radiaciones
ionizantes o sustancias quimicas cancerigenas, y carcinégenos
medioambientales que producen mutaciones (cambios en la

secuencia de nucleétidos del ADN). El cancer se puede iniciar de
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forma espontdnea por alteracion en los sistemas complejos
encargados de la replicacion y reparaciéon del ADN. Las mutaciones
espontaneas se desarrollan a una velocidad estimada de alrededor
10°® o 107 mutaciones por gen por cada divisidén celular, incluso en
ausencia de estimulacién de mutagenos externos. En un cuerpo
humano se producen 10 © divisiones celulares durante toda la vida,
en una persona, cada gen individual puede sufrir mutaciones en mas
de 10 ® ocasiones diferentes. Por ello se necesita mas de una
mutacién individual para que una sola célula normal se transforme
en cancerosa, estas mutaciones se hacen de forma secuencial, por lo
general durante un proceso que dura afios. Ademas, estas células
también son genéticamente inestables, esto interfiere sobre la
replicacion precisa del genoma. En consecuencia, se aumentan la tasa
de mutaciones, disminuye la eficacia de reparacién del ADN,
aumenta el desarrollo de cortes y reordenamientos en los

cromosomas que producen un cariotipo anormal e inestable.

3.1.1 Genes implicados en el desarrollo del cancer

Los oncogenes y los genes supresores de tumores
desempenan un papel fundamental en el proceso de carcinogénesis.
Los protooncogenes promueven el crecimiento de células normales
Los protooncogenes codifican para proteinas como ciclinas, factores
de crecimiento, receptores, factores de transcripcion, etcétera, todos
ellos con la funcion de estimular la proliferacion celular.

Ocasionalmente, cualquier alteraciéon en éstos puede conducir a un
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aumento de su expresion. Cuando los protooncogenes se alteran, se
transforman en oncogenes y participan en un crecimiento celular no
controlado. Los protooncogen y los genes supresores de tumores,
son de varios tipos y representan diferentes y numerosas
alteraciones del comportamiento que pueden expresar las células
cancerosas. Algunos de estos genes codifican factores de
crecimiento, receptores, otros codifican proteinas reparadoras del
DNA, mediadores de la respuesta a la lesion del DNA, como p53, o
reguladores del ciclo celular o del programa de muerte celular

[Alberts et al., 1999].

El cancer se puede producir por una expresion aumentada de
oncogenes en este caso solo necesita de una copia alterada del gen
para dar lugar a una ganancia de funcién del mismo. En condiciones
normales, los genes supresores de tumores funcionan como
reguladores negativos del crecimiento y cuando no estan presentes
en la célula o se encuentran inactivos por diferentes causas
(mutacién o hipermutilacion de la region promotora del gen), las
células dejan de crecer y proliferan anormalmente, pues la falta de
actividad de éstos disminuye su capacidad para detener el
crecimiento de las células. En este caso es necesario que ambas
copias del gen estén afectadas para que se produzca una pérdida de
la funcién del mismo. Entre los genes supresores de tumores se
encuentran aquellos que regulan la muerte por apoptosis, la
adhesidn celular o las rutas de sefializacién del dafio originado en el

ADN. Alteraciones originadas en ambos tipos de genes conllevan a
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una mayor proliferacién y supervivencia celulares, de manera que
conocer las funciones desempefiadas por estos genes puede ayudar a
comprender los mecanismos biolégicos y moleculares que se
relacionan con el desarrollo del tumor, que incluyen la mala
regulacién de la apoptosis, el ciclo celular, la adhesion celular y el
dano en la molécula de ADN causado por distintos agentes asi como

su reparacion [Alberts et al., 1999].

Uno de los genes supresores de tumores mads importantes y
gue aparece alterado en la mayoria de tumores humanos es el gen
p53, conocido como "el guardidn del genoma". Este gen que sintetiza
una proteina que lleva el mismo nombre, se activa cuando la célula
se va a dividir, vy vigila que exista una secuencia normal en el ciclo
celular para una proliferacién celular correcta. Si el material genético
de la célula se dafa o si algun sistema de control se desajusta, p53 lo
detecta e intenta restaurarlo. Si la lesién no es grave, la p53 detiene
la division celular y activa los genes reparadores del ADN. Si el dafo
es irreparable, p53 induce la apoptosis. La relevancia de este gen
estd en que si sufre alguna alteracion, impide que la célula muera
por apoptosis y ni tampoco reparara los dafios en el ADN, con lo
cual, se inicia el proceso tumoral [Hernandez et al., 2001. El estudio
de la proteina P53, tanto mutada como salvaje, va encaminado a
realizar futuros tratamiento mdas especificos para maximizar la
muerte de las células tumorales, y conseguir mayor proteccidon en

células normales [El-Deiry et al., 2003].
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El primer gen supresor de tumores que codifica para la
proteina del retinoblastoma (RB), que desempefia un papel
importante durante la primera parte de la fase G1 del ciclo celular. En
este periodo, esta proteina se une al factor de la transcripcién E2F
(necesario para el inicio de la fase S). Por lo tanto, si hay lesion, el
RB, mediante el secuestro de este factor de la transcripcion, impide
que la fase S comience. Ademads, el complejo E2F-RB reprime la

transcripcién de otros genes [Hernandez et al., 2001].

3.2.- Efecto genotdxico de la radiacion ionizante (RI)

3.2.1.- Interaccion de la radiacion con los sistemas biolégicos

La Radioterapia (RT) estd considerada como uno de los
tratamientos mas efectivos contra el cancer, y mas de la mitad de
pacientes con cdncer reciben Radioterapia, siendo este tratamiento
una alternativa a la cirugia, sobre todo en aquellos tumores que no
han metastatizado. La Radiobiologia estudia la accion de la radiaciéon
ionizante sobre los sistemas bioldgicos, ayuda a entender los
mecanismos moleculares y celulares que subyacen a la respuesta del
tejido sano y tumoral a la radiacién. En segundo lugar, ha contribuido
al desarrollo de nuevas estrategias en el tratamiento con radiacion
para conseguir aplicar el mejor esquema terapéutico a cada paciente
en particular [Jioner et al., 2009]. La radiacién ionizante aplicada en
los sistemas bioldgicos, provoca una serie de cambios fisicos vy
guimicos en los mismos, que tienen lugar de forma secuencial en el

tiempo, conocidas como etapas de la accidn bioldgica de la radiacion
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que aparecen resumidas en la figura 6 y que se describen a

continuacion:

Fase fisica se desarrolla como resultado de la cesion de
energia procedente de la radiacién a los electrones de los orbitales
atémicos de la célula del tejido expuesto y, como consecuencia, se
produce una expulsién de algunos de estos electrones a niveles mas
altos de energia (excitacion) y, por lo tanto, origina una excitacion
del dtomo. Si la energia absorbida por electrones corticales es
elevada puede ocurrir que éstos salgan del atomo quedando éste
ionizado. Estos electrones secundarios pueden excitar o ionizar a

otros dtomos cercanos dando lugar a una cascada de ionizaciones.

Fase quimica comienza de forma rdpida, tras los procesos de
excitacion e ionizacién y provoca rotura de los enlaces quimicos en
las moléculas, dando lugar a la formacién de "radicales libres". Estos
intervienen en una sucesion de reacciones que pueden o no conducir

a restaurar el equilibrio de electrones.

Fase Bioldgica: esta fase comienza con las reacciones

enzimaticas que actdan tras el dafio quimico residual.
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Figura 6: Cambios fisiolégicos tras la irradiacion. Tomada y modificada

Radiobiologia [Joiner 2009].

La gran mayoria de las lesiones originadas por la radiacion en el

ADN, se reparan con éxito pero aquellas no reparadas pueden

conducir a la muerte celular. Las células, tienen un tiempo para

reparar el dafio tras la exposicién a la radiacion durante el cual,

incluso pueden seguir dividiéndose después de la irradiacién. La

primera manifestacién de lesidon a nivel bioldgico es la muerte de las

células madre y la pérdida de las células de tejido sano que aparece

durante las primeras semanas y meses después de la exposicién a la
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radiacion. Por ejemplo: rotura de la piel o la mucosa, dafio
hematopoyético Un efecto secundario de la destruccion celular es la
proliferacién de células, compensando la muerte celular por
irradiacién, tanto de células tumorales como células sanas, por

ejemplo fibrosis y telangiactasia, etc.

3.2.2.- Radiacion ionizante: daiio en el ADN

La radiacion electromagnética de elevada energia tiene la
capacidad de producir ionizacién y se conoce como radiacién
ionizante (RI). Los aceleradores lineales pueden generar fotones con
las energias tipicas que oscilan desde menos de 100 keV a varios
MeV. Los efectos de la Rl dependen de la zona del cuerpo que se esté
tratando, asi pues, existen células mas sensibles que, generalmente,
poseen menor capacidad para reparar el dafio y muestran mayor
radiosensibilidad tras la irradiacion [Bayo et al., 2001]. Una célula es

mas radiosensible:

- Cuanto mayor sea su actividad reproductiva.

- Cuantas mas divisiones deba realizar para adoptar una forma vy

funciones definitivas.

- Cuanto menos diferenciadas estén sus funciones.

Cuando se irradia una zona puede producir dafio de forma
directa, sobre los componentes de la molécula del ADN. La accidn

indirecta de la Rl se desencadena por la absorcidn de la energia en las

Pagina 54



INTRODUCCION

moléculas de agua, provocando su disociacion (radiolisis) y como
resultado se liberan iones H y radicales libres H* y OH*, radical libre
mas involucrado en muerte celular, provocando, entre otras lesiones,
roturas de la cadena de ADN (simples o dobles). El oxigeno potencia
la formaciéon de radicales libres, por ello el dano causado por la
radiaciéon se acentla cuando se irradia en presencia de éste. Los
tumores que presentan un alto porcentaje de células hipdxicas
responden peor al tratamiento con radiacién y esto provoca que los
gue tengan peor prondstico que los que estan bien oxigenados [Bayo
et al.,, 2001]. También, ha sido descrito que el radical NO ejerce
también un importante papel radiosensibilizador. En aquellos
tumores malignos, la actividad de SOD es mayor respecto a los
tumores benignos de mama, lo cual parece indicar que el exceso de

ROS puede ser carciogénico [Rios-Arrabal et al., 2013].

Como ya hemos comentado, las moléculas ionizadas son muy
reactivas y se someten a una serie de cambios quimicos, que pueden
conducir a la ruptura de los enlaces quimicos, y a nivel del ADN da
lugar a graves consecuencias si no se repara adecuadamente a

tiempo.

La absorcion de energia procedente de la radiacion por las
células causa dafio en todas las moléculas de éstas. Sin embargo,
como hay varias copias de la mayoria de las moléculas intracelulares
(agua, el ARNm, y proteinas), en ellas se lleva a cabo a un rapido y

continuo proceso de deteccidon y reparacion del dafio. El ADN
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(molécula fundamental en todas las funciones celulares) contiene tan
solo dos copias, y al ser de gran tamafio, la diana o el blanco para
dafiar es mayor, por lo tanto, la lesién en el ADN provocada por la
radiaciéon es mds grave y a menudo letal para la célula [Joiner et al.,
2009]. La radiacion ionizante provoca distintos tipos de lesiones de
las cuales la rotura de la doble cadena de ADN (RDC) es la mas
importante pues de no ser correctamente reparada, se asocia, con
bastante frecuencia, a la muerte de la célula. Diferentes autores han
descrito un aumento lineal del nimero de RDC con la dosis de
radiacion absorbida. Aquellas roturas dobles de cadena de ADN que
no hayan podido ser reparadas por las células pueden originar
diferentes tipos de aberraciones que pueden ser estables
(translocaciones e inversiones) e inestables (fragmentos acéntricos,
cromosomas dicéntricos) cuya presencia afecta de diferente forma
en la respuesta de las células a la radiacion. La principal razén para la
utilizacion del fraccionamiento en radioterapia se debe a que tras el
empleo de la radiacién, la reparacion es mejor en los tejidos
normales que en los tumorales, hecho que favorece su recuperacion,
siendo este efecto mds acusado en aquellos tejidos normales de
respuesta lenta que, en definitiva, son los que determinan los efectos
tardios o complicaciones encontradas tras el tratamiento con
radioterapia. La dosis normalmente aplicada en fraccionamiento
estandar es de 2 Gy porque disminuye la toxicidad y aumenta la
supervivencia en células sanas. Se aplican dosis elevadas en
tratamientos paliativos para reducir el tiempo en dias de exposicion.

La sensibilidad celular varia en funcion de la fase del ciclo en la que se
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encuentran las células en el momento de la exposicién a la radiacion.
Las células son muy sensibles a la radiacién en la fase M y poco
sensibles en la fase S. Tras la irradiacidn celular, se acelera el proceso
de repoblacion tumoral debido a que se seleccionan las células
tumorales mas agresivas. Al aplicar de forma fraccionada el
tratamiento, permitimos que entre las fracciones de dosis
administradas, las células se distribuyan en las fases del ciclo en las
gue son mas sensibles a la radiacién. Este hecho permite tratar a
aquellas células tumorales que no murieron con la primera dosis de
radiacion administrada y consiguieron pasar por el ciclo celular,

disminuyendo de esta forma la repoblacion [Huber et al., 2013].

Como se ha mencionado anteriormente, las células bien
oxigenadas son mas sensibles a la radiacién. El fraccionamiento de la
dosis permite la reoxigenacion del tumor durante el tratamiento con
radioterapia. Los vasos de los tumores son estructuralmente
andémalos y ademas la masa tumoral los comprime. Esto conlleva a
una mala oxigenaciéon de las células tumorales y favorece el
fendmeno de hipoxia tumoral crénica y aguda. Al fraccionar la dosis
se reduce el tamano del tumor, por lo que la vascularizacion de la
masa tumoral residual es mejor y se favorece el aporte de oxigeno y
nutrientes a las células. Por tanto, el proceso de reoxigenacién
reduce la proporcion de células hipdxicas dentro del tumor y por ello

mejora la respuesta a la radioterapia.
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3.2.2.A.- Respuesta al danio del ADN

La respuesta que se desencadena tras el dafo causado en el
ADN, denominada como DDR (del inglés, DNA Damage Response) se
lleva a cabo gracias a un gran numero de proteinas que forman parte
de es un sistema complejo que requiere de gran coordinacion entre
sus componentes y determina la respuesta celular final frente a las
lesiones producidas por la radiacion en la molécula del ADN. Este
sistema de respuesta estda integrado por diferentes rutas de
sefalizacion relacionadas entre si que controlan diferentes aspectos

celulares y las podemos agrupar en:

- Moléculas sensoras del dafio originado en el ADN

- Moléculas efectoras de respuesta al dafio.

Los sensores de dafio en el ADN engloban a un grupo de
proteinas que se encargan de supervisar la presencia de dafo en el
genoma y posteriormente actdan sobre las moléculas efectoras, que
finalmente, estan implicadas en rutas relacionadas con la muerte
celular programada o apoptosis, con la reparacion del dafo y con la

parada en los diferentes puntos de control del ciclo celular.

3.2.2.B.- Moléculas sensoras del dafio

La respuesta celular inicial a la doble rotura de cadena del
ADN (RDC) se caracteriza por el reclutamiento de un gran nimero de

diferentes proteinas hacia los lugares dafiados en el ADN. Estos sitios

Pagina 58



INTRODUCCION

se conocen como “foci inducidos por radiaciéon ionizante”. Uno de los
primeros acontecimientos que ocurren cuando se desencadena la
respuesta al dafio por radiacién es la fosforolizacidon de la histona
H2AX (variante de la histona H2A que forma parte del nuclesoma) en
el lugar donde se localiza la RDC. Las células en las que esta proteina
estd ausente o no funciona correctamente muestran una respuesta
reducida al dafio inducido por radiacion y, por tanto, elevada
radiosensibilidad. La presencia de histona H2AX fosforilada, conocida
como YH2AX, es un método muy sensible empleado para detectar
tanto las RDCs inducidas por radiacién como su reparacién. Las
principales quinasas encargadas de fosforilar esta histona son la
proteina mutada de la ataxia telangiectasia [ATM], la protein-quinasa
dependiente de ADN (DNA-PKcs) y la quinasa relacionada con ataxia

telangiectasia (ATR).

3.2.2.C.- Moléculas efectoras del dano

Las quinasas ATM, DNA-PKcs, y ATR, fosforilan no sélo a la
histona H2Ax, sino también a un gran numero de proteinas que
transmiten un conjunto de sefales que, finalmente, influyen en la
activacion de las diferentes rutas intracelulares (apoptosis, parada en
el ciclo celular y reparacion del dafio en el ADN) que determinan la

respuesta global de la célula a la radiacion.
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3.2.2.D.- Muerte celular programada: apoptosis

La proteina p53 es fosforilada por ATM después del dafio
originado por radiacion. Esta modificacién impide la unién de p53 a la
proteina MDM2 y su posterior degradacién por ésta. Ademads, esta
fosforolizacidn de p53 conduce a su activaciéon como factor de
transcripciéon aumentando la expresién de numerosos genes entre los
gue se encuentran BAX y PUMA, genes pro-apoptdticos que, en
algunas células, son capaces de inducir la apoptosis cuando el dafio
causado por radiacién es muy elevado y no compensa repararlo. La
induccion de este tipo de muerte es especialmente importante en
tejidos de proliferacion rdpida que, de hecho, muestran un alto

porcentaje de muerte por apoptosis. Apartado 2.6.

3. 2.2.E.- Puntos de control del ciclo celular y radiosensibilidad

Uno de los efectos mas importantes de la radiacién sobre las
células es el retraso de éstas en las distintas fases del ciclo celular.
Estos retrasos para avanzar a lo largo del ciclo se deben a la
activaciéon de los puntos del control del dafio en el ADN, que son
puntos especificos a lo largo del ciclo en los cuales se retrasa o se
bloguea la progresidn de las células a la fase siguiente. La respuesta
al daiio en el ADN originado por radiacion pone en marcha cuatro
puntos de control diferentes que permiten que las células tengan
mas tiempo para reparar las lesiones producidas por este agente
fisico y que aparecen resumidos en la figura 7. En las células

tumorales, debido a los cambios genéticos que se producen durante
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la génesis tumoral, uno o mas puntos de control de lafase G1/S, S,
y G2 estan modificados y no funcionan correctamente. Estas
respuestas de los puntos de control, se han relacionado con la
funcidn de genes supresores de tumores que se ve alterada y de esta
manera, se permite la proliferacién inducida por oncogenes que

inducen la replicacién inadecuada del ADN dafiado.

FASES CICLO  Proteinas Senalizacion Fase durante laRI Caracteristicas

G1

S

G2(F. tardia)

G2(F. Temprana)

ATM/p21/p53

ATM/Chk1-2/
CDC25A-C/BRCA1-2

ATM/p21/p53
ATM/Chk1-2/
CDC25A-C/BRCA1-2

ATR/Chk1/CDC25A-C

G1

S

G2

Todas las fases

Previene entraren $

Progresion lentaa $

Previene entrar en mitosis

Actimulo de celulas en G2

Figura 7: Puntos de control (tomada y modificada Joiner) [Joiner et al.,

2009].

El buen funcionamiento de los puntos de control del ciclo
celular evita la proliferacion de estas células y previene el desarrollo
del tumor. Alteraciones en genes tales como p53 y BRCA1, y otros
implicados en la respuesta al dafio ocasionado en el ADN tras
irradiacién que, ademads, influyen en la activacion de los diferentes
puntos de control pueden dar lugar a una mala regulaciéon de los
mismos. Todo ello tiene importantes repercusiones en la
inestabilidad genética tras la exposicion a radiacion y en la progresion

tumoral, sin embargo, existen pocas evidencias para sugerir que la
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mala regulacién de estos puntos de control influyan en la
radiosensibilidad celular. Esto es debido a que las paradas en los
puntos de control G1/S, S y al principio de G2, proporcionan a las
células tiempo extra que es de gran importancia para que la
reparacion se lleve a cabo eficazmente y no para que se reparen
mayor cantidad de lesiones ocasionadas por la radiacion. La parada
del ciclo que se lleva a cabo al final de la fase G2 es la Unica a la que
se le ha atribuido un papel a la hora de determinar Ia
radiosensibilidad celular. Asi, todas aquellas células que se
encuentran al final de la fase G2 y entran en mitosis de forma
prematura presentan mayor porcentaje de muerte celular tras
irradiacién. En el caso de fraccionamiento si es importante considerar
las paradas en los puntos G1/S, Sy al principio de G2 y su influencia
en la radiosensibilidad celular. La mala regulacién de estos puntos de
control en las células tumorales, afectara al fendmeno de
redistribuciéon de éstas a lo largo del ciclo tras la irradiacion y por
tanto a la sensibilidad de las células a dosis subsecuentes de

radiacién [Joiner et al., 2009].

3.2.2.F.-Reparacion del daio producido por radiacion

Los dos mecanismos fundamentales implicados en Ia
reparacion del dafio producido tras la exposicidon a la radiacion,
concretamente del tipo de lesidn antes explicado como la RDC, son
la reparacion homologa y el mecanismo de reparacidn por unién de

extremos no homologos. Las proteinas que participan en cada una de
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estas rutas son, en gran parte, distintas y ademas estos mecanismos
se diferencian en la fase del ciclo celular en la que se ponen en
marcha y en la fidelidad con la que se lleva a cabo la reparacién.
Alteraciones en estas rutas de reparacion estdn relacionadas con la

radiosensibilidad que presentan las células.

4. EFECTOS IN VITRO DE LOS CEM Y LARI

Aunque los ELF-CEM no transmiten la energia suficiente
como para romper los enlaces quimicos de la molécula de ADN, si
pueden afectar al porcentaje de muerte celular como consecuencia
del dafio causado en el ADN inducido por el estrés oxidativo,
actuando los radicales libres generados en esta situacidon de estrés
como carcindgenos al inducir inestabilidad del ADN. Sin embargo,
hasta la fecha, pocos estudios se han realizado para evaluar el papel
potencial de los campos electromagnéticos en el tratamiento con

radioterapia.

En 1999, Miyakoshi , sugirié que los CMs aumentaban la tasa
de mutacion encontrada en la molécula de ADN al exponerla a rayos
X en células de ovario, indican que la exposicion a largo plazo a CEM
de baja frecuencia con una intensidad de 5 mT (50 G) no aumenta la
frecuencia de mutaciones, pero si se aprecia un incremento de la
misma, cuando se aplican conjuntamente la Rl y los CEM de baja
frecuencia [Miyakoshi et al., 1999]. Ding, observd en la linea celular
MCF-7, que tras la exposicion a CMs (60 Hz 5 mT: 50 G) no afecto a la

distribucion del ciclo celular. [Ding et al., 2000]. Otros autores han
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descrito la capacidad mutagénica de CEM de baja frecuencia (50Hz 1
mT: 10 G, 12H) estudiando el dafio en el ADN en secuencias
asociadas a microsatélites, y se observd que el empleo de estos
campos puede potenciar la tasa de mutacidén encontrada tras la de
exposicién a radiacion ionizante en las células de glioma [Mairs et al.,
2007]. Estudios realizados en linfocitos de sangre periférica humana
ponen de manifiesto que la exposicion a CM (50 Hz 2.500 uT) por si
solos, no influyen significativamente en la formacién de aberraciones
cromosoémicas. Por el contrario, al realizar un tratamiento combinado
con radiaciéon ionizante y CM con intensidad de 88: 0,88 G uT, se
observd un incremento significativo de aberraciones cromosémicas,

comparado con el tratamiento Unico de RI [Maes et al., 2000].

Las anomalias en la formacién del huso mitético
tradicionalmente se han asociado con un aumento de las tasas de
apoptosis y, por lo tanto, con la radiosensibilidad celular [Joiner et al.,
2009]. Los campos electromagnéticos pueden influir en la
polimerizaciéon de microtibulos aumentando significativamente las
tasas de apoptosis observadas tras la exposicion a rayos-X. [Ding et
al., 2003]. La pérdida de cromosomas se ha atribuido generalmente a
un mal funcionamiento del huso mitético, frecuentemente

relacionado con alteraciones de los microtubulos [Ding et al., 2003].

En este sentido Ding, puso de manifiesto que las células
irradiadas, previamente expuestas a ELF-MFS presentan mayor

numero de microndcleos en comparacion con las células irradiadas
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no expuestas [Ding et al., 2003]. Resultados similares han sido
descritos por Lagroye, utilizando campos electromagnéticos y
radiaciones gamma [Lagroye et al.,, 1997]. Los efectos sinérgicos
parecen ser la explicacién mads plausible del empleo de los campos
electromagnéticos en RT. Varios estudios han investigado Ia
capacidad de ELF-CEM para aumentar la citotoxicidad y la
genotoxicidad inducidas por la radiacion [Manti et al., 2010]. Stronati
estudio in vitro, la genotoxicidad derivada tras la exposicion a CEM
(50 Hz 1 mT: 10 G 2h) en linfocitos humanos. Los resultados revelan,
que no hubo cambios (aberraciones cromosdmicas, microntcleos) en
las células tratadas respecto a su grupo control. También se
evaluaron los efectos tras la aplicacién de CM y Rl y tampoco se
observaron cambios significativos en cuanto a la genotoxicidad,
aunque si se obtuvo una ligera disminuciéon en la proliferacion
celular, tanto en la exposicién solo a CEM como en la combinacién de
ambos tratamientos [Stronati et al., 2004]. Otros autores han puesto
de manifiesto que la combinacién de los CEM con radiacidn ionizante
(1,5 y 3 Gy RI) no provocan un incremento en la genotoxicidad

[Ansari et al., 2000].

La existencia de efectos cooperativos entre los campos
electromagnéticos y los rayos X en la induccién de tasa de apoptosis
en una linea celular de cancer de higado también se ha demostrado
[Jian et al., 2009]. Egr-1 parece desempefiar un papel fundamental
para inducir una mayor tasa de apoptosis cuando las células son

expuestas a los campos electromagnéticos y a la radiacién ionizante

Pagina 65



Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

[Ahmed et al., 1997,2004, Buttiglione et al., 2007]. Por otra parte, se
ha atribuido un papel radiosensibilizador a Egr-1 en células de
melanoma [Ahmed et al.,, 1996]. Se ha descrito que la exposicion
repetida a un campo magnético variable en el tiempo induce
apoptosis mediada por p38, una proteina de la familia MAP Kinasa en
las células humanas normales y el cancer [Kim et al.,, 2010]. La
actividad de P38 mejora después de la exposicidon a la radiaciéon
ionizante [Wood et al., 2009, Wang et al., 2011, De la Cruz-Morcillo
et al., 2011, Dickinson et al., 2011]. De la Cruz-Morcillo, ha puesto de
manifiesto recientemente que la radiacién ionizante activa a p38 de
una manera dependiente de p53, y que la activacion del eje de
sefializacion MKK6/3-p38MAPK-p53 conduce a la apoptosis [De la
Cruz-Morcillo et al., 2011]. Ademas, se ha sugerido, un importante
grado de implicaciéon de p38 en la radiosensibilidad celular [De la
Cruz-Morcillo et al., 2013]. La activacion de p38 también se ha
relacionado con la parada en la fase G2/M producida por radiacion
[Wang et al., 2000]. Todos estos resultados reflejan la existencia de
efectos sinérgicos de la radiacién ionizante y de los CEM en la
radiosensibilidad mediada por la proteina p38. La Radiosensibilidad
también depende de la fase del ciclo de en la que se encuentran las
células durante la exposicion a la radiacidn ionizante. Se ha
demostrado que las células irradiadas durante la fase G2/M, son mas
radiosensibles que cuando esto tiene lugar en otras fases del ciclo
celular [Jeggo et al, 2009]. Por Ilo tanto, los campos

electromagnéticos que causan detencion de las células en la fase
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G2/M también podrian ser utiles en la radiosensibilizacion de las

células tumorales [Wolf at al 2005, Buttiglione et al., 2007].

5.- EFECTOS IN VIVO DE LOS CEM Y RI

Conceptualmente, el control local del tumor es otra variable
de interés en la investigacion clinica y experimental encaminada a la
mejora de la eficacia de RT. Un tumor se controla localmente cuando
todas sus células clonogénicas (es decir, las células con la capacidad
para proliferar y para causar la recurrencia después de la
radioterapia) han sido inactivadas [Joiner at al 2009]. El beneficio
terapéutico requeriria un efecto diferencial entre las células
tumorales y el tejido normal con el fin de permitir una mayor eficacia

de la radioterapia sin aumento de la toxicidad.

En este sentido, Wolf, demostrd diferencias en el dafio del
ADN después de la exposicion a campos electromagnéticos de baja
frecuencia, tanto en células normales como en tumorales. Estos
autores describieron que el mayor nivel de dafio en el ADN en las
células neoplasicas se asocia con defectos en los mecanismos de
reparacidn, una caracteristica comun de las células tumorales.
Ademas, demostraron que el tratamiento antioxidante (a-tocoferol a
10 mM) impide la estimulacion de la proliferacion celular en las

células normales, pero no en las células tumorales [Wolf at al 2005].

Diferencias en el dafio del ADN también se han descrito para

las células normales y tumorales después de este tratamiento
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antioxidante. Estos resultados muestran un efecto tras exposicién a
los EMF que es diferente en las células tumorales y normales.
Teniendo en cuenta las deficiencias en reparacion observadas en las
células tumorales, este efecto diferencial podria extenderse al
tratamiento con radiacién ionizante, que apoya la idea de que la
respuesta de las células expuestas a la radiacion ionizante puede ser

potenciada por los CEM.

Experimentos llevados a cabo en ratones implantados con
células de hepatoma, han demostrado que cinco periodos de
exposicién a CEM de 100 Hz de frecuencia, combinados con 4 Gy de
rayos X aumentan la supervivencia global inhibiendo el tamafio del
tumor, en comparacién con el empleo exclusivo de MF o rayos X
[Wen et al., 2011], sugiriendo un efecto sinérgico de ambos
tratamientos. Efecto que ha sido también documentado por otros
autores a través del aumento de especies reactivas de oxigeno y
posterior activacion de respuesta a estrés [Simkod et al., 2004, Cao et

al., 2009]

Lo que aun no esta claramente demostrado y en este sentido
existe controversia en los trabajos publicados es si la aplicacidn de los
CEM debe de ser antes o después de la irradiacion [Koyama et al.,

2005].

Cameron, ha observado un efecto sinérgico de los CEM y la
radiacion ionizante que ocasiona una reducciéon de la tasa de la tasa

de crecimiento de xenotransplantes de cancer de mama en ratones
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[Cameron et al., 2005]. También informaron de que el uso diario
continuado de los CEM después del tratamiento radiacién ionizante
impide el aumento de la densidad de vasos sanguineos tumorales, en
comparaciéon con los ratones que recibieron solamente la terapia de
radiacién ionizante. La terapia con radiacién ionizante interfiere
inicialmente con la vascularizacién del tumor, esto conlleva a la
hipoxia del mismo, lo que, a su vez, aumenta la radio-resistencia de
las células tumorales. Estas dreas hipdxicas producen HIF-1, que
estimula la produccion de factores angiogénicos que favorecen el
crecimiento posterior del tumor. Esta secuencia conocida de eventos
que tienen lugar después del tratamiento de radiacién ionizante, ha
llevado a los investigadores a considerar los programas de
tratamiento de radiacion ionizante, junto con el uso de agentes anti-

angiogénicos.

Cameron, mostrd que la terapia con CEM diarios aplicada a los
ratones tratados con radiacién ionizante impide el aumento de la
densidad vascular en el tumor, lo que retarda su vascularizacion,

crecimiento y metdastasis [Cameron et al., 2005].
6.- CEM Y CANCER DE MAMA (MCF-7 y MDA-MB-231)

En Espafia se diagnostican unos 22.000 casos al afio de cancer
de mama, lo que representa casi el 30% de todos los tumores del
sexo femenino en nuestro pais. La mayoria de los casos se
diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y

los 65., es por esto la gran necesidad de encontrar una terapia
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adecuada para su tratamiento, ya que a veces ni tan si quiera la

radioterapia la quimioterapia evitan recidivas y metastasis.

En el afio 1994, Salvatore, observd que al exponer a CM a un
carcinoma estabilizado de células MCF-7 (cancer de mama), no se
estimulaba el crecimiento celular. Ademds al combinar este
tratamiento con quimioterapia, se aumenté la muerte de células
neoplasicas, por lo que es interesante investigar en profundidad la
exposicién a CMs combinado con otras terapias para el tratamiento

del cancer [Salvatore et al., 1994],

El cancer de mama esta asociado a una desarreglo de
estrogenos, mas concretamente se asocia con el receptor de
estrogeno alfa (subtipo del positivo), este promueve el crecimiento,
supervivencia del tumor e invasién de otros tejidos, a través del

estimulo del factor de crecimiento vascular (VGEF).

Algunos atores han demostrado que el tratamiento con CM
no estimula el crecimiento celular ni afecta la viabilidad en cancer de
mama, para ello aplicé los CMs en lineas celulares tumorales con
receptor de estrégeno positivo (MCF-7) y en lineas celulares con
receptor de estrégenos negativos (MDA-MB-231) y observo que sus
datos no apoyan la hipdtesis de que la exposicion de células de
cancer de mama a CM estimule el crecimiento celular [Loberg et al.,

2009].

Pagina 70



INTRODUCCION

Es interesante determinar si los CEM solo provocan
citotoxicidad en las células tumorales, de ser cierto esto permitiria
poder combinar tratamientos no invasivos con los ya existentes. En
este sentido Crocetti ha estudiado la citotoxicidad en células
tumorales (MCF-7) y sanas (MCF10) de mama, sometidas a CMs de
diferentes frecuencias (20-50 Hz) e intensidades (20-50 G) durante un
tiempo diferente (30-90 minutos). Sus resultados han puesto de
manifiesto el efecto citotéxico de CMs de 20 Hz y 30 G aplicados
durante 90 minutos y tres dias consecutivos en células tumorales. Por
el contrario, no se observd ningin efecto en las células MCF10

[Crocceti et al., 2013].

Aproximadamente el 40% de tumores de mama con receptor
de estrégeno positivo, responden a la terapia antiestrogénica con
tamoxifeno, este es un antiestrégeno parcial, es decir o estimula o
inhibe el crecimiento del tumor y tejidos, dependiendo de su
asociaciéon entre el tumor y el ER+, por ejemplo, actia como
antagonista del estrogeno en mama y en hueso y en como agonista

del estrégeno utero.

Légicamente, impera la necesidad de investigar mas sobre el
tema para conocer con mayor precisién la implicacién y combinacién
de los CEM, con estrégenos, melatonina y otras hormonas en el

desarrollo del cancer.
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7.-HIPOTESIS DE TRABAJO

Dada la controversia que existe actualmente en la literatura
cientifica sobre la posible genotoxicidad de los CMs asi como las
alteraciones que éstos provocan sobre las diferentes estructuras
celulares, consideramos de gran interés analizar los efectos que los
CMs producen en diferentes modelos celulares, establecidos en
cultivo, tras exposicidn exclusiva a éstos y combinados con el empleo
de radiacién ionizante (rayos X).

La hipdtesis que se plantea en este trabajo de investigacidon es
si los CMs pueden potenciar la respuesta al tratamiento con radiacion
ionizante en lineas celulares tumorales de cdncer de mama. De ser
cierta, los CMs podrian ser utilizados como tratamiento coadyuvante

para conseguir mayor efectividad de la radioterapia.
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8.-OBJETIVOS

Los objetivos generales de este estudio, realizado en lineas

celulares de cdncer de mama han sido:

1. Analizar la distribucion celular en las distintas fases del ciclo
(G1, S, G2/M), tras la aplicacidén exclusiva de CMs de baja
frecuencia (25-100 Hz) y diferente Intensidad (10-100 G).

2. Estudiar la distribucion celular en las diferentes fases del ciclo
(G1, S, G2/M), tras la aplicacion combinada de CMs (50
Hz/100 G) y radiacidn ionizante (2 Gy).

3. Determinar los niveles de ROS existentes tras el empleo
combinado de CMs (50 Hz/100 G) y radiacidn ionizante, y
comparar éstos con los producidos tras el tratamiento
exclusivo con radiacién ionizante.

4. Conocer la radiosensibilidad celular tras la exposicion a CMs.
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I. MATERIAL Y METODOS

1.1.- Instrumentacion

Para el desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral se ha
utilizado la instrumentacién disponible en la unidad de apoyo a la
investigacion (UNAI) del Hospital Universitario San Cecilio de

Granada que se detalla a continuacion.

1.1.1.- Magnetomed 7100

Los campos magnéticos han sido generados mediante un
equipo Magnetomed 7100 (figura 8), de aplicacion clinica en el
campo de la Medicina fisica y Rehabilitacion (algias, fracturas,
dolor fantasma, etc.) que ademas se puede usar en otras
patologias fuera del dambito del aparato locomotor (astenias,

bronquitis, asma bronquial, diabetes, célicos abdominales).

Figura 8. Magnetomed 7100
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El aparato genera un campo magnético (CM) regulable en
intensidad (desde 10 a 100 G con incrementos de 10 G) y en
frecuencia (1 a 100 Hz). Este equipo consta de un cilindro de 50
cm de didmetro, que concentra la lineas de fuerza en el interior
del solenoide (figura 9) con ayuda de un dispositivo especial
(MFC) que reduce el valor de induccion magnética fuera del
solenoide, de esta manera se evita que quede afectado por este
campo todo aquello que esté localizado a una distancia de unos
50-60 cm. El MFC reduce la contaminacién electromagnética en

un 85%.

Dispositivo
MFC

Figura 9. Corriente inducida por Magnetomed 7100

1.1.2.- Citometro de flujo

El citdmetro de flujo utilizado en este trabajo de tesis
doctoral, es el modelo FACSAria Il 2L (Laser 488nm y 633nm)
(figura 10). Es un instrumento tecnoldgico que permite entre
otras muchas aplicaciones, la medicién simultanea de multiples

caracteristicas fisicas y quimicas de células en suspensién, la
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detecciéon y cuantificacion de células tumorales y antigenos,
cuantificacidn de acidos nucleicos, estudio del contenido proteico,

la produccién celular de radicales de oxigeno, etc. También se usa

para identificar |antigenos celulares mediante técnicas de

inmunofluorescencialy ellestudio del contenido de ADN y fases del

ciclo celular

Figura 10. Citometro de flujo (BD FACS Aria I1)

La intensidad de fluorescencia que se mide en el citbmetro
es proporcional a la cantidad de fluorocromo (macromoléculas
que absorben la luz a una determinada longitud de onda y emiten
a otra), la imagen representada en el citometro depende de Ila
longitud de onda del ldser empleado y de la emitida por el
fluorocromo. Asi el ioduro de propidio, que marca acidos
nucleicos, se excita a 493 nm y emite a 630 nm, de esta manera se
puede determinar la cantidad de ADN que presenta una célula tal

y como se muestra la figura 11.

Pagina 77


http://www.udl.es/dept/medicina/sedaicmf/sedai/mancmf/imf.htm
http://www.udl.es/dept/medicina/sedaicmf/sedai/mancmf/imf.htm
http://www.udl.es/dept/medicina/sedaicmf/sedai/mancmf/adn.htm
http://www.udl.es/dept/medicina/sedaicmf/sedai/mancmf/adn.htm
http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=StU0Y7Qz4eoqbM&tbnid=qXieivKtlzNTbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.mc.ntu.edu.tw/staff/boss/MapleExpress006/page10.htm&ei=rLvsUoy4Luqs0QXmuoGoBQ&bvm=bv.60444564,d.d2k&psig=AFQjCNFiUQRcoPVWopZCjzqOgSiYXmiMJQ&ust=1391332559774351

Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

Spacimen 001-W0 10000 4D 003 Specirmen_S31-WMOA 10080 40003

"
hpid

"
<
&
w
[

b
. etk _ N AN NN R EREEEEREAEE N
o . 1 : W e om0 I
a PE-Tewas Red-A (v boamy
|I= 3 “lllgl' |:I-’
FSC-A
Spacirnen D01-MOD 100080 40_003

X doic MDA 10080 §0_D03 d

LE opulation #Events ®Fanent %Total

24 | a0 Everis 5101 weRe 1000

o BFi .71 a8 4TE
- al G2 | 2,180 803 384
5% s o 1301 594 128
o g s 10 LT

St [ oam 670 Ho  1Ma

BE

= C

T v -
"0 [ v o o
FE-Tawas Rud-A .08

Figura 11. Representacion grafica de Citometria. Aplicacién de CMs 100
Hz 80 G en la linea celular MDA-MB-231. El cuadrante a y el cuadrante b,
corresponden a la poblacién celular adquirida y la evaluada, respectivamente. El
cuadrante ¢, muestra la grafica que representa la distribucion de las células en
las fases del ciclo celular. El d indica los datos numéricos correspondientes a las
mismas.

1.1.3.- Irradiador experimental

La irradiacién de las células se ha llevado a cabo utilizando
un equipo para animales de experimentacién y cultivos celulares.
(Yxlon Smart Maxishot 200-E). Se utiliza bajo unas condiciones de
intensidad y potencia de 4.5 mA y 200 Kv, respectivamente. Este
equipo estd compuesto de una unidad tanque SMART 200 con
tubo direccional refrigerado por aire con ventilador y con una

potencia que oscila entre los 60 y los 200 Kv en pasos de 1 Kv.
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El rango de mA va desde los 0,5 mA a los 4,5 mA en pasos
de 0,1 mA. También contiene una unidad de control SMART 583,
con pulsadores, uno de color verde, que indica el paso de
corriente de Rayos X, y otro en rojo, cuando no hay paso de
corriente. Un teclado para introducir y modificar diferentes
pardmetros entre los cuales se encuentra el tiempo, que depende
de la dosis de radiacidn absorbida que vayamos aplicar, los Kv y
los mA.

Esta cabina de rayos X estd fabricada en forma de paneles
de plomo laminado entre placas de acero. Todo ello montado en
soporte de acero para facilitar su sujecién. Para la eliminacién de
fugas de radiacion en irradiaciones sin colimador, se afiadid una
[dmina de plomo en el solapamiento interior de la puerta. Las
dimensiones son: 1030 mm de largo, 600 mm de ancho y 1015 +
850 mm (patas) de alto. También contiene un soporte para tubo
bipolar de rayos X, monitor de radiacion y diversos accesorios y
mejoras como son un portamuestras regulable en altura,
plataforma rotativa para mejorar la heterogeneidad del campo,
aislamiento acustico del tubo y colimadores entre otros.

Este equipo de rayos x se encuentra ubicado en un area
especifica y concreta de instalaciones radiactivas de segunda
categoria y bajo la inspeccidn anual del Consejo de seguridad
Nuclear con revisiones semanales y mensuales del servicio de
radiofisica y proteccion radioldgica y el supervisor de dicho area
respectivamente, pertenecientes al Hospital Clinico Universitario

San Cecilio.
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Figura 12. Irradiador experimental Yxlon Smart Maxishot 200-E

1.1.4.- Microscopio IX51

Se ha utilizado un microscopio IX51 con contraste de
contraste de fase avanzado que permite visualizar placas con

varios pocillos y cultivos.

Figura 13. Microscopio IX51
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1.1.5.- Centrifuga MIKRO 22R

Equipo que permite la centrifugacién de tubos (0,2-50 ml)
para la separacién de constituyentes de mezclas liquidas o
suspensiones. También permite la separacion de células y

macromoléculas.

Figura 14. Centrifuga MIKRO 22R

1.1.6.- Incubador Sanyo Co, MCO-20AIC

Para el mantenimiento del cultivo celular se ha utilizado
un incubador, modelo Sanyo Co, MCO-20AIC (figura 15). Este
incubador controla la contaminacién gracias a que en su interior
presenta una de aleacién de cobre-acero antibacteriano que
ayuda a eliminar los mohos, esporas y otros derrames
contaminantes. El calor directo que rodea la camara permite la
distribucidn uniforme de la temperatura. El incubador utilizado
presenta unas dimensiones interiores de 490 x 523 x 665 mm y
exteriores de 620 x 710 x 900 mm. Ofrece un rango de
concentracion de CO, del 0 al 20%, utilizando en cultivo celular el
del 5%. El CO, es suministrado desde el exterior mediante

conexién a una botella de gas CO,. El Incubador, alcanza
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temperaturas de hasta 502C, manteniendo de forma constante, la
temperatura de 372C para cultivo celular, con una humedad del
95%, que se consigue con una bandeja (interior) con agua que
incluye un sensor de nivel. Para garantizar la esterilidad, esta
provisto de una lampara ultravioleta interna. Tienen doble
sistema de seguridad, con una puerta de cristal que cierra el
interior y otra puerta mas que aisla del exterior, con un
revestimiento aislante especial para el mantenimiento de las

condiciones 6ptimas de cultivo celular.

-
s
3 )

Figura 15. Incubador MCO-20AIC

1.1.7.- Cabina de flujo laminar. Telstar Bio-1I-A/M

Para el trabajo con el cultivo celular, se ha realizado bajo
condiciones de esterilidad, en una campana de flujo laminar
modelo Telstar Bio-1I-A/M, Class Il Cabinet con certificado EN-
12469-2000. Este tipo de campana nos permite controlar la

contaminacidon microbioldgica en el aire mediante la introduccion
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de aire estéril, tratado por medio de filtros absolutos HEPA, que
evitan la entrada de particulas desde 0.3 micras en adelante y su
disefo interno obliga a las particulas a detenerse en el medio
filtrante, su alta eficiencia es de 99.99%. También introduce esa
masa de aire ultrafiltrado en un ambiente confinado a velocidades
muy bajas, con lo cual el aire avanza en una sola direccion
tomando la forma de los objetos que se encuentran en el interior
de la cabina y asi se evita contaminacidn exterior y aquella que
podria provenir de los objetos dentro de la zona de trabajo. Este
equipo asegura proteccion al personal, al producto y al medio

ambiente.

b2

Figura 16. Cabina de seguridad Clase Bio-1I-A/M

Pagina 83



Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

1.1.8.- Pipetas y pipeteros Eppendorf

La pipeta es un instrumento|volumétrico|de laboratorio que

permite medir la |alicuota| de liquido con bastante precision.

Suelen ser de|vidrio| Estd formada por un tubo transparente que

termina en una de sus puntas de forma cdnica, y tiene una
graduacidn (una serie de marcas grabadas) con la que se indican

distintos volimenes (0-10ml), tal y como muestra la figura 17.

Figura 17. Pipetas de cristal

La pipeta se usa con un pipetero automatico, que es un
instrumento de laboratorio que se utiliza para transvasar liquidos
y constan de un regulador de velocidad de aspirado y dispensado,
y ademads estdn provistos de un filtro hidrofébico autoclavable
que previene la sobre aspiracion (figura 18 a). Algunas incluyen
adaptadores intercambiables para varios tipos de puntas (vidrio o
plasticas de hasta 100 ml). En la figura 18 b, se muestra una
pipeta automatica de volumenes pequeiios (20 ul a 1000 ul) y de

mayor precision, que requiere de puntas para su uso (figura 18 c).
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Figura 18. Pipetero automatico(a), pipeta automatica (b) y puntas de
pipeta(c).

1.1.9.- Frascos de cultivo

Los frascos para cultivo celular estdn disefiados y tratados
para promover la adherencia y crecimiento de las células.
Fabricados en poliestireno, son estériles y con diferentes dreas de
crecimiento de 25 cm? hasta 225 cm?. La tapa de polietileno estd
disefiada para aplicaciones con intercambio de gases. Certificados
libres de pirégenos. Todos los frascos son de forma rectangular,

como se ve en la figura 19.

Figura 19. Frasco de cultivo

1.1.10.- Otros instrumentos utilizados:

- Bafio termostatico. -Memmert
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1.2.- Lineas Celulares
La investigacién de este trabajo se ha centrado en dos
lineas celulares de cancer de mama, obtenidas de la “american

type culture collection”, ATCC que se describen a continuacién.

1.2. a. {MCF7 (ATCC® HTB-22")

Son células epiteliales humanas de cédncer de mama
(adenocarcinoma), extraidas de un derrame pleural metastasico.
Estas células expresan el receptor de estrégeno (ERa-positivo) y
son nativas para el gen p53. Muestran baja expresiéon del gen

HER2.

1.2. b. -|MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)

Son células epiteliales humanas de cancer de mama
(adenocarcinoma) extraidas de un derrame pleural metastasico,
con el gen p53 mutado, ERa-negativo y baja expresién del gen
HER2. Ademads estas células expresan el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor transformante de crecimiento alfa

(TGF a).

Figura 20: Lineas celulares a) MCF7 (ATCC® HTB-22™) y b) MDA-MB-

231 (ATCC® HTB-26™)
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2.- Métodos
2.1.- Tratamiento de las células con CMs

Los campos magnéticos se han generado utilizando el
dispositivo Magnetomed 7100 (descrito anteriormente). Las
frecuencias e intensidades aplicadas a los cultivos celulares se

detallan en la figura 21.

100
G

| |

a8 g%a
G

Figura 21: Frecuencias e intensidades de los CMs aplicados
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2.2.- Tratamiento de las células con RI

Para el tratamiento con Rl se ha utilizado el irradiador
experimental, Yxlon Smart Maxishot 200-E, (Copenhagen,
Denmark), con un voltaje de 200 Kv e intensidad 4,5 mA. La dosis
absorbida ha sido de 2 Gy (fraccion de dosis frecuentemente
utilizada diariamente en el tratamiento con radioterapia).
[Askoxylakis et al., 2011]

El tratamiento combinado se ha efectuado exponiendo las
células a CM y trascurridas 4 horas se ha procedido a la irradiacién

de las mismas.

2.3.- Protocolos

2.3.1.-Citometria de flujo para ciclo celular

Los estudios de ciclo celular se han llevado a cabo aplicando
todas las frecuencias e intensidades mostradas en la figura 21.

Para determinar la distribucion de las células a lo largo del
ciclo celular después de los respectivos tratamientos utilizados en
este estudio, las lineas celulares tumorales se han cultivado en
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM formado por una
mezcla de sales enriquecidas con aminodcidos y otros
componentes esenciales para el crecimiento celular),
suplementado con suero fetal bobino (SFB) 10% y se han
mantenido en el incubador MCO-20AIC (37’52 y 5% CO2) hasta
la realizaciéon de cada uno de los experimentos.

Se ha analizado el porcentaje celular en las diferentes fases

del ciclo (G1, S y G2/M) cada 4 horas, desde el punto 1,

Pagina 88



MATERIAL Y METODOS

correspondiente al grupo control é 0 horas, hasta el punto 13 que
corresponde con 48 horas, tras exposicion a CMs de diferentes
frecuencias e intensidades. Ademadas, se ha estudiado Ia
distribucidn en el ciclo celular tras una aplicaciéon continuada de
CMs (50 HZ/100 G) durante 4 dias, 30 minutos cada dia. En este
caso las medidas se llevan a cabo 24 horas después del
tratamiento con campos magnéticos. Finalmente, se ha observado
el proporcién celular, en cada una de las fases del ciclo, tras la
administracion combinada de CMs (50 Hz/100 G) con radiacion
ionizante (2 Gy).

Para ello tras tripsinizar las células con 2ml de
tripsina/EDTA, se neutralizan con 4 ml de DMEM vy se cuentan con
una cdmara de Neubaler utilizando el microscopio 6ptico
previamente descrito.

Para el estudio de ciclo celular durante las primeras 20
horas se han sembrado 200.000 cel/ml en cada frasco T25, para
las primeras 20 horas. Para los siguientes puntos (hasta 48 horas)
la concentracién celular empleada ha sido de 150.000 cel/ml, para
evitar la confluencia de las células.

El contaje celular se ha realizado de forma manual
utilizando una camara de Neubaler. Se ha contabilizado el
numero total de células considerando los diferentes cuadrantes
de esta cdmara y determinando el nimero medio en cada uno de

ellos (figura 22).
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Figura 22. Camara de Neubaiier.

Una vez realizada la siembra celular, se incuban los cultivos
durante 24 horas para que se adhieran y se comienzan a tratar a
partir de las 24 horas de la siembra con las diferentes frecuencias
e intensidades previamente detalladas (figura 21). Después de
aplicar cada uno de los tratamientos durante un periodo de
tiempo de 30 minutos, se analizan las paradas a lo largo del ciclo
celular, cada 4 horas, y se llevan a cabo las medidas de citometria
de flujo utilizando el siguiente protocolo.

Se recoge el sobrenadante utilizando una pipeta de 5 ml, en
un tubo de falcon 15 ml. A continuacién, se lava el frasco de
cultivo con 1 ml de PBS (buffer fosfato salino compuesto por
solucidn isotdnica, es decir, la concentraciéon de soluto es igual
dentro y fuera de la célula; no es tdxica para las células, y su pH es
de 7.4) y se une el contenido al anterior en el tubo de falcon. Se
introduce 1 ml de tripsiniza en el frasco y se coloca la caja de

cultivo en el incubador para que el calor del mismo ayude a
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despegar mejor las células, aproximadamente a los dos minutos,
se extrae del incubador y aplicando ligeros golpes se provoca el
que las células se despeguen. Inmediatamente después, para que
la tripsina no altere a las células, se neutraliza ésta con 2 ml de
DMEM. También se ha realizado la separaciéon de las células con 1
ml de PBS y la rasqueta de forma mecanica, con este instrumento
las “despegamos”, frotando por la superficie interna del frasco,
evitando asi tener que tratar las células con tripsina. Tras la
obtencion de la suspension celular se recoge el contenido con una
pipeta de 5 ml y se afade al tubo falcon de 15 ml. Se vuelve a
lavar otra vez con 1 ml de PBS y se aifade de la misma manera al
tubo.

IM

Se centrifugan los tubos, para obtener el “pellet” celular
(concentracidn de células depositadas en el fondo del tubo), en la
centrifuga a una velocidad de 1800-2000 rpm, durante 5 minutos
a 4 grados de temperatura. Tras la centrifugacion se elimina el
sobrenadante.

Se lava con 1 ml de PBS, se resuspende varias veces para la
disgregacion de las células (con pipeta apropiada), se pasa la
suspension celular a tubos de citometria y se centrifuga (de la
misma manera que la anterior vez) para eliminar el sobrenadante.

Finalmente, se fijan las células con 1 ml de etanol absoluto
(70%)/PBS (30%) enfriado a 4°C que se echa gota a gota en cada
tubo para asegurar una buena fijacion y con ayuda del agitador

para evitar la agrupacidn de las células, consiguiendo asi que el

citémetro pueda procesarlas correctamente. A continuacidn, se
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guardan las células a 49C (durante al menos 24 horas).

Tras la fijacion celular, las muestras se centrifugan (como las
anteriores veces) y se elimina el sobrenadante, se lava con 1 ml
de PBS y se vuelve a centrifugar, a continuacién se elimina el PBS.
Seguidamente, se prepara una solucién de ioduro de propidio (5
pgr de IP, 1 ml de RNAsa y 0'5 ml de tampdn citrato o PBS
(fotosensible, no le puede dar la luz, y por ello los tubos con todas
las muestran se tapan con papel de aluminio).

Se afaden 0'5 ml de esta disolucion a cada muestra v,
trascurridos 30 minutos, se procesan cada uno de los puntos
experimentales en el citdémetro.

Todos los experimentos se han realizado cuando la
confluencia celular ha estado aproximadamente en torno al 80 %.
Las células se han sembrado en frascos de cultivo T25 (25 cm?)
considerando una confluencia aproximada de 60-70%. Todos los

puntos se han medido por triplicado.

2.3.2.- Medidas de estrés oxidativo

Esta medidas se han llevado a cabo utilizando el Kit de
deteccion de Enzo Life Sciences total ROS / superdxido que estd
disefiado para monitorizar en tiempo real directamente a las
especies reactivas del oxigeno (ROS) en células vivas mediante
microscopia de fluorescencia o citometria de flujo (figura 23). El
kit incluye dos colorantes fluorescentes como componentes
principales: reactivos de deteccidn de especies reactivas de

oxigeno totales (verde) y reactivo de deteccién de superéxido
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(naranja). A través de la combinacion de estas dos sondas
fluorescentes especificas, el kit proporciona un ensayo simple y
especifico para la medicién en tiempo real de los niveles globales
de especies reactivas de oxigeno (ROS), y especificamente el

superdxido en las células vivas.

Grupo control Grupo tratado

Figura 23: Representaciéon grafica de citometria de flujo para ROS.
Medidas de radicales libres en la linea celular MCF-7, mostrandose las diferencias
entre ROS (Q4) y superdxido (Q1) en grupo control y tras la aplicacién de Rl (2
Gy) a las 48h.

Las medidas de estrés oxidativo se han realizado después
de la exposicién de las células a CMs y tras el tratamiento
combinado de CMs y RI. Se han aplicado campos magnéticos de
50 Hz de frecuencia y 100 G de intensidad (frecuencia e intensidad
que se aplican en la clinica para el tratamiento de fracturas). La
dosis de Rl empleada ha sido de 2 Gy. En el caso de tratamiento
combinado, la irradiacién se efectia 4 horas después de la

exposicidn de las células a CMs.
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Las especies reactivas de oxigeno se han cuantificado a las
24, 48 y 72 horas después de cada uno de los tratamientos
efectuados. Para ello, se ha realizado la siembra celular en cajas
de cultivo de T75 y se han efectuado las medidas de citometria de
flujo considerando una confluencia del 50-60%, es importante
considerar que el grado de confluencia influye en la respuesta a
estrés oxidativo de las células. Se siembra un triplicado para cada
punto, con su grupo control incluido, un grupo control para todo
el experimento y un frasco para tratarlo con piocianina
(compuesto quimico que provoca dafo celular, similar al de la
aplicacién del medio fisico, y que se utiliza como control interno
del experimento. A las 24 horas de finalizar todos los tratamientos
se procesan todas las muestras por el citdmetro de flujo siguiendo
el protocolo que se describe a continuacion.

Primero tratamos una muestra con la piocianina en cabina,
para no contaminar el cultivo. Se aspira el medio, se lava 2-3 veces
con 3 ml de PBS y se prepara 1 ml de tampdn de lavabo y 20 pl de
piocianina y se incuba durante 30 minutos a 37 °C.

El resto de frascos experimentales se procesan de igual
manera fuera de cabina (no necesitan esterilidad), se aspira el
medio, se lavan 2-3 veces con 3 ml de PBS y se aspira el medio, se
vierte 1 ml de tampdn de lavado y con la rasqueta, se despegan las
células, se recogen con pipeta y se pasan a tubos de citometria.

Todas las muestras se centrifugan a 2000 rpm a 42C durante
5 minutos, mientras tanto, preparamos los compuestos del

preparado madre del que se afiadirdn 500 ul y tras tincién en
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obscuridad durante 30 minutos se procesan todas las muestras en

el citdbmetro.

2.3.3.- Ensayos de supervivencia celular

La supervivencia celular se ha estimado mediante la
realizacion de ensayos clonogénicos. Estos nos permiten
determinar si una célula es capaz de dividirse y formar una colonia
de mds de 50 elementos tras haber sido expuesta a un
tratamiento determinado, y, de esta manera, se elaboran las
curvas de supervivencia celular o de dosis respuesta.

Se han obtenido curvas de supervivencia para el
tratamiento exclusivo con Rl tras aplicar dosis de 0 a 6 Gy y para el
tratamiento combinado de RI con CMs de una frecuencia de 50 Hz
y de intensidad de 100 G. Para ello, primero se ha efectuado la
exposicidon de las células a CM vy, trascurridas 4 horas, se ha
llevado a cabo el tratamiento con RI.

Para la realizacién de las curvas dosis-respuesta se ha
llevado a cabo la siembra celular utilizando diferente nimero de
células en funcion de la dosis de radiacién empleada. Asi, para los
grupos control y 2 Gy, se han sembrado 500 cel/ml (anteriormente
se ha realizado la eficiencia de clonaje, para evaluar qué cantidad
se debe sembrar, para evitar, que siendo un nimero insuficiente,
no formen colonias, o habiendo exceso de células, se solapen las
colonias y no se puedan contabilizar. Estimamos que un numero
Optimo de colonias es de aproximadamente 100 por cada frasco

T25). A continuaciéon, se siembra el doble de células por cada
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punto superior, es decir, para 4 Gy se consideran 1000 cel/ml y
para 6 Gy unas 2000 cel/ml.

El protocolo seguido para la realizacion de la siembra se
resume en el siguiente ejemplo:

Tras tripsinizacion de las células se efectua el contaje en la cdmara
de Neubaler y se calcula la concentraciéon celular mediante la
ecuacion:

VxC=V'xC.

De esta manera se obtiene una concentracion madre (360.00
cel/ml) de la que partiremos para preparar el resto de puntos
experimentales tras y como se muestra en el esquema siguiente
(figura 24).

Trascurridas 24 horas después de la siembra celular, se
efectua el tratamiento (Rl y CMs vy Rl). Después de dos semanas se
lleva a cabo el contaje de las colonias obtenidas. Para ello se
elimina el medio de cultivo y se procede a la fijacién y la tincion
mediante la utilizacién de violeta de genciana (ICN Biomedicals,
101775) preparada al 2% en etanol absoluto. Las colonias

formadas se contabilizan utilizando el microscopio dptico.
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Concentracién

madre
Control 2 Gy

i gt

50 pl 50 pl 100 pl 200 pl
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Figura 24. Puntos experimentales para el ensayo clonogénico

La fraccion de supervivencia celular (FS) se calculé mediante
la expresion:

Numero de colonias observado

FS=
Numero de células sembrado X eficiencia de clonaje

Los datos de supervivencia obtenidos se ajustaron al
modelo lineal-cuadratico y de esta forma se han podido calcular
los valores de fraccion de supervivencia a 2 Gy (FS2) y los
parametros a y B de la curva de supervivencia celular como
indicadores de la radiosensibilidad intrinseca.

La ecuacion matemdtica para el ajuste de los datos
experimentales al modelo lineal cuadratico (L-Q) es la siguiente:

FS = exp [~ (aD +BD?)]
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l.- RESULTADOS

1.1.- Medidas de citometria de flujo

1.1.1.-Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de los
CMs (30 minutos/1 dia). Linea celular MCF-7

En la tabla 3, se representan los valores medios y la desviacion
estandar de la proporcion de células en las diferentes fases del ciclo
celular a lo largo del tiempo. Estos valores han sido obtenidos tras el

tratamiento con CMs de 100 Hz de frecuencia y 100 G de intensidad.

Tabla 3: Distribucion de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(100 Hz/100 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 50,37 1,22 13,00 2,35 32,53 0,91
4 50,87 2,63 13,20 1,82 33,83 1,22
8 58,23 1,04 13,27 1,75 21,50 1,31

12 50,50 6,24 12,33 2,55 24,60 0,17
16 51,53 2,66 11,57 1,22 31,27 1,83
20 49,17 2,25 11,27 1,88 33,77 6,12
24 54,83 5,58 11,00 0,10 26,13 1,08
28 61,23 2,97 7,87 0,98 27,03 0,84
32 68,57 5,49 7,03 0,51 22,20 6,01
36 66,07 1,53 7,47 0,91 23,93 0,49
40 65,03 3,01 6,53 1,11 24,23 3,05
44 62,87 2,06 7,80 2,91 26,13 3,61
48 66,57 2,94 6,90 1,28 24,80 2,92
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En la figura 25 se representan los valores medios del
porcentaje de células obtenidos en los diferentes tiempos, en las
distintas fases del ciclo celular, tras el tratamiento de las células con

CMs de una frecuencia de 100 Hz y 100 G de intensidad.

MCF-7 100 Hz 100 G

80
20 " » o G1
60
50
40
30
20
10
0

-+ G2/M

% poblacion

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 4

Horas

FIGURA 25. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Se observa que la aplicacion de los CMs, en esta linea celular,
causa un aumento del porcentaje de células en G1 a las 8 horas. Esta
parada se hace mds acusada a partir de las 32 horas alcanzando
valores significativos a las 36 y a las 48 horas. En las fases S y G2/M no

se observan cambios significativos para los diferentes tiempos

analizados.
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La tabla 4 muestra los valores medios y la desviacion estandar
del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular, a lo
largo del tiempo. Estos valores se han obtenido al aplicar, CMs con

una frecuencia de 100 Hz y 80 G de intensidad.

Tabla 4: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs

(100 Hz/80 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 57,77 4,84 12,53 1,95 22,53 1,86
4 58,07 2,82 10,90 0,61 22,90 1,61
8 55,63 3,46 14,33 2,44 21,70 1,30

12 63,13 3,89 8,87 2,02 21,47 0,40
16 52,97 3,15 12,90 1,10 20,20 0,83
20 58,30 5,48 12,83 2,40 20,87 2,50
24 57,27 1,59 14,30 2,59 20,80 1,45
28 59,73 4,48 13,23 1,80 17,00 1,95
32 62,43 4,64 10,95 1,95 16,00 0,75
36 65,60 1,13 7,20 0,72 15,33 0,16
40 64,73 5,28 6,97 0,67 19,30 3,25
44 63,63 4,45 5,17 2,37 19,67 0,71
48 63,47 6,56 9,43 4,44 16,33 2,40
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En la figura 26, se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular a

distintos tiempos, tras ser tratadas con CMs de una frecuencia de

100 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 26. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.

En la Figura 26, se puede observar como esta linea celular, no
muestra modificaciones en la distribucion de las células en las
distintas fases del ciclo, no originando el tratamiento con los CMs

paradas en ninguna de las fases del ciclo.
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RESULTADOS

La tabla 5 muestra los valores de la media y desviacion
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, tras el tratamiento de las células con

una frecuencia de 100 Hz y 10 G de intensidad.

Tabla 5: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(100 Hz/10 G).

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 53,80 3,96 7,60 2,26 34,90 0,85
4 65,20 2,12 5,45 0,21 28,60 3,11
8 57,75 0,35 6,70 0,71 32,90 0,14

12 55,00 0,14 8,90 0,42 32,85 0,64
16 59,25 3,18 6,90 0,57 29,70 1,98
20 59,70 0,14 6,40 0,14 30,40 0,71
24 54,50 0,99 7,40 0,14 31,85 1,48
28 61,75 2,05 6,45 0,35 28,50 2,40
32 61,70 2,12 5,85 1,63 29,05 1,20
36 61,10 0,99 7,05 0,92 29,90 0,42
40 61,25 0,78 5,50 0,14 31,20 0,57
44 73,40 1,41 4,90 0,71 20,10 1,27
48 59,25 3,75 5,70 0,42 31,45 2,05
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 27, se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular
obtenidos para diferentes tiempos, tras el tratamiento de las células

con CMs de una frecuencia de 100 Hz y 10 G de intensidad.
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FIGURA 27. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 10 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy Go/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

En la Figura 27 podemos observar como el tratamiento de las
células con CMs, origina la parada de éstas en la fase G1, alcanzando
la significacién estadistica a las 4 y a las 44 horas. En las fases Sy

G2/M no observamos cambios significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 6 muestra los valores de la media y desviacién
estandar de la proporcion de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, tras ser tratadas con CMs con una

frecuencia de 50 Hz y 100 G de intensidad.

Tabla 6: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(50 Hz/100 G)

Horas Media | Desviaciéon | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 39,15 0,78 6,85 0,07 18,65 2,19
4 44,30 1,98 6,27 0,40 18,33 0,50
8 38,60 1,20 6,03 0,50 17,40 1,32

12 38,87 0,07 4,83 1,10 21,67 0,29
16 36,80 1,84 5,73 0,71 18,77 0,42
20 37,40 1,70 5,13 0,71 18,87 2,05
24 38,83 0,49 5,57 1,42 17,17 2,83
28 39,17 2,12 5,40 0,46 18,10 1,81
32 36,23 1,48 4,13 0,21 18,30 1,56
36 33,40 1,56 4,33 0,32 19,87 0,81
40 36,77 1,84 4,10 0,36 16,60 0,26
44 36,77 1,84 4,10 0,36 16,60 0,26
48 35,10 1,70 4,70 1,35 17,23 2,39
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 28 se representan los valores medios obtenidos
para los diferentes tiempos, del porcentaje de células obtenidos en
las diferentes fases del ciclo celular en la linea celular MCF-7 tras ser

tratadas con una frecuencia de 50 Hz y 100 G de intensidad.
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FIGURA 28. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL.

En la Figura 28, podemos observar, como al aplicar CMs con
una frecuencia de 50 Hz y una intensidad de 100 G, se produce un
incremento significativo de la proporcidn de células en la fase G1 a
las 4 horas. En las fases S y G2/M no observamos cambios

significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 7 muestra los valores de la media y desviacién
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, tras el tratamiento de las células con-

CMs una frecuencia de 50 Hz y 80 G de intensidad.

Tabla 7: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(50 Hz/80 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media Desviacion
0 52,53 5,00 12,63 2,94 25,23 1,21
4 58,03 0,55 13,70 0,72 19,50 1,04
8 58,67 3,56 11,90 0,78 20,37 1,80

12 65,00 4,67 15,97 7,65 19,50 2,39
16 56,40 2,08 9,70 1,64 24,43 1,50
20 56,40 5,27 13,20 2,62 20,27 1,26
24 56,17 1,88 11,87 2,21 28,77 1,80
28 57,23 2,21 11,93 4,05 27,20 2,01
32 57,00 1,83 12,90 0,26 23,67 1,12
36 55,87 5,60 14,10 3,48 25,60 4,00
40 64,40 3,75 10,10 5,31 24,63 1,29
44 64,73 4,23 8,27 0,99 23,97 2,90
48 68,90 3,22 7,40 2,65 19,80 3,32
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 29 se representan los valores medios obtenidos
para los diferentes tiempos, del porcentaje de células en las distintas
fases del ciclo celular tras el tratamiento de las células con CMs una

frecuencia de 50 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 29. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

En la figura 29, podemos observar un incremento
significativo, del porcentaje de células que se paran en la fase G1, a
las 12, 40, 44 y 48 horas. No se observan cambios significativos a lo
largo del tiempo en la fase S. En la fase G2/M, se observa un

incremento significativo a las 24 horas.
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RESULTADOS

La tabla 8 muestra los valores medios y desviacion estandar
del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular, a lo
largo del tiempo, en células tratadas con CMs de una frecuencia de

50 Hz y 50 G de intensidad.

Tabla 8: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(50 Hz/50 G)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 56,70 1,27 | 11,10 1,98 29,25 0,35
4 61,05 0,78 | 14,20 0,99 21,70 0,99
8 60,35 0,21 | 14,50 0,57 26,60 0,57

12 57,60 0,99 | 13,45 0,78 27,80 1,27
16 60,85 1,48 | 12,05 1,63 22,05 1,34
20 60,50 0,42 | 14,45 0,78 23,45 0,92
24 63,35 2,76 | 11,10 1,27 23,90 0,28
28 60,40 2,83 | 11,15 6,29 23,35 4,03
32 57,85 1,63 | 14,00 0,14 22,05 0,07
36 56 1,41 | 12,50 0,71 23,25 0,35
40 57,25 0,07 | 13,95 1,48 25,50 1,20
44 59 1,41 | 13,75 1,06 24,75 1,06
48 58,80 2,83 | 14,60 3,11 24,85 1,48
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 30 se representan los valores obtenidos para los
diferentes tiempos, del porcentaje de células en las diferentes fases

del ciclo celular, tras ser tratadas con CMs de una frecuencia de 50 Hz

y 50 G de intensidad.
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FIGURA 30. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 50 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. .* P<0,05 vs CONTROL.

La figura 30, refleja un aumento significativo del porcentaje
de poblacién celular, en la fase G1 a las 4 y 24 horas. En las fases S y

G2/M no se observan cambios significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 9 muestra los valores de la media y desviacion
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, tras el tratamiento de las células con

CMs de una frecuencia de 50 Hz y 10 G de intensidad.

Tabla 9: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(50 Hz/10 G)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 58,10 0,99 | 7,55 0,07 31,75 1,34
4 56,35 0,64 | 8,45 0,78 31,60 0,57
8 58,25 0,78 | 8,85 0,07 30,75 0,49

12 58,30 1,13 | 7,30 1,13 32,75 1,06
16 59,70 0,99 | 8,15 0,78 30,30 0,85
20 64,10 0,42 | 6,90 1,27 26,75 0,49
24 62,50 1,13 | 7,50 0,42 27,60 1,13
28 60,85 0,49 | 7,45 0,92 29,55 0,07
32 62,65 0,90 | 8,15 0,92 28,30 0,99
36 63,40 0,57 | 8,55 0,21 25,75 0,49
40 65,75 0,49 | 6,55 0,78 26,15 0,21
44 64,30 0,85 | 7,20 0,71 27,20 0,14
48 65,85 1,48 | 5,70 0,99 27,05 2,90
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 31 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular para
diferentes tiempos, en células tratadas con CMs con una frecuencia

de 50 Hz y 10 G de intensidad.
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FIGURA 31. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 10 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Tras la aplicacién de CMs (figura 31), observamos un
incremento significativo del porcentaje de células en la fase G1 a las
20, 36 y 48 horas tras el tratamiento, para la linea celular MCF-7. En

las fases S y G2/M no observamos cambios significativos a lo largo del

tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 10 muestra los valores de la media y desviacién
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, tras el tratamiento de las células con

CMs de una frecuencia de 25 Hz y 100 G de intensidad.

Tabla 10: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (25 Hz/100 G)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 56,17 2,56 10,17 1,62 29,10 3,99
4 53,97 3,46 10,43 0,42 32,13 1,82
8 49,07 0,79 12,60 0,85 31,05 1,96

12 49,60 7,11 12,93 0,47 27,67 6,85
16 56,83 4,86 8,13 2,18 28,03 4,79
20 60,27 1,56 13,07 0,91 18,73 2,23
24 58,20 2,40 10,73 1,50 21,70 1,75
28 63,20 1,42 8,40 1,80 19,03 1,19
32 64,17 1,04 7,83 1,04 19,33 1,53
36 63,60 4,20 7,77 2,70 19,27 2,66
40 57,47 1,65 9,40 1,16 18,67 2,35
44 60,43 5,69 9,10 1,95 20,57 1,67
48 56,53 0,55 8,90 0,36 19,17 0,76
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 32 se representan los valores obtenidos para
diferentes tiempos, del porcentaje de células en las distintas fases del
ciclo celular, en células tratadas con CMs de una frecuencia de 25 Hz

y 100 G de intensidad.
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FIGURA 32. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, S y G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL.

En la figura 32, se muestra una parada significativa de las
células en la fase G1 del ciclo 32 horas tras el tratamiento con CMs.

En las fases S y G2/M no observamos cambios significativos a lo largo

del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 11 muestra los valores de la media y desviacion
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, en células tratadas con CMs con una

frecuencia de 25 Hz y 80 G de intensidad.

Tabla 11: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (25 Hz 80 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media Desviacion
0 59,63 1,00 12,40 1,59 23,23 0,23
4 58,47 7,18 12,60 1,25 23,57 2,84
8 56,90 0,96 12,53 1,20 22,83 1,90

12 59,17 3,10 | 10,37 1,77 22,90 2,71
16 58,5 1,50 10,3 1,53 22,83 1,4
20 64,87 6,40 13,77 2,50 16,77 3,12
24 60,37 4,01 14,67 3,57 20,10 2,77
28 57,43 5,83 13,67 1,50 18,77 2,97
32 58,23 6,20 10,17 4,24 23,80 5,63
36 52,60 5,93 16,03 1,55 20,70 2,08
40 60,47 4,19 8,23 2,39 23,03 0,92
44 64,43 2,21 7,17 1,76 20,40 2,21
48 64,13 2,58 10,90 0,93 21,30 0,87
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 33 se representan los valores obtenidos en los
diferentes tiempos, del porcentaje de células en las distintas fases del
ciclo celular, tras el tratamiento de las células con CMs de una

frecuencia de 25 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 33. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. .* P<0,05 vs CONTROL.

Cuando se aplican los CMs se aprecia un incremento
significativo de la proporcion de células en la fase G1 a las 44 y 48
horas tras el tratamiento. En la fase S se observa un incremento
significativo de células a las 36 horas. En la fase G2/M no se aprecian

cambios significativos a lo largo del tiempo (figura 33).
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RESULTADOS

La tabla 12 muestra los valores de la media y desviacién
estandar del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, en células tratadas con CMs una

frecuencia de 25 Hz y 50 G de intensidad.

Tabla 12: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (25 Hz/50 G)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 53,30 0,14 | 11,6 1,84 34,85 1,77
4 57,20 3,46 | 12,00 1,41 37,60 1,84
8 56,05 0,92 | 9,35 2,90 34,15 1,91

12 54,85 0,07 | 10,70 2,12 33,35 2,19
16 56,85 2,19 | 12,40 0,28 27,90 2,69
20 55,00 0,28 | 12,60 0,14 30,30 1,13
24 53,40 1,13 | 15,95 1,91 28,70 0,42
28 43,45 9,69 | 10,85 8,41 36,30 4,28
32 58,25 2,19 | 13,15 1,34 27,70 3,54
36 59,45 1,20 | 14,30 3,25 23,25 4,17
40 56,70 0,99 | 7,30 0,85 36,40 0,85
44 59,50 0,92 | 6,50 0,28 32,48 0,85
48 56,00 1,27 | 8,20 1,84 35,15 1,20
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 34 se representan los valores medios del
porcentaje de células, obtenidos para diferentes tiempos en las
distintas fases del ciclo en células tratadas con CMs de una frecuencia

de 25 Hz y 50 G de intensidad.
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FIGURA 34. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 50 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. .* P<0,05 vs CONTROL.

En la figura 34, se observa un incremento significativo de la
proporcién de células en la fase G1 44 horas tras el tratamiento con
CMs. En las fases S y G2/M no se reflejan cambios significativos en la

distribucidn de las células a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

1.1.2.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacién de los
CMs (30 minutos/4 dias). Linea celular MCF-7

La tabla 13 muestra los valores de la media y desviacién
estandar del porcentaje de células para las diferentes fases del ciclo
celular, con las frecuencias e intensidades detalladas en la figura 21.
En este caso las células han sido tratadas con CMs durante cuatro

dias y paradas a las 24 h de haber recibido el tratamiento.

Tabla 13: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.

CMs 4 dias de tratamiento con diferentes valores de frecuencia e

intensidad.

Fases ciclo | G1 G1 Gc

N Media Desviacion | Media Desviacion
25/50 58,13 1,59 62,30 1,56
25/80 57,47 3,62 59,50 3,04
25/100 64,23 0,71 60,87 4,51
50/50 63,30 2,25 62,77 1,46
50/80 65,20 3,13 61,63 5,95
Fases ciclo | S S Gc

N Media Desviacion | Media Desviacion
25/50 12,53 2,18 11,13 1,46
25/80 12,53 0,97 11,87 0,60
25/100 10,23 0,42 12,07 3,97
50/50 11,10 1,47 11,20 0,40
50/80 10,40 0,70 11,30 0,50
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

Tabla 13: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs 4 dias de tratamiento con diferentes valores de frecuencia e
intensidad. Continuacion.

Fases ciclo | G2/M G2/M Gc

N Media Desviacion | Media Desviacion
25/50 25,60 0,46 22,97 1,54
25/80 22,23 1,85 23,60 2,34
25/100 22,40 1,70 23,53 0,75
50/50 20,33 2,01 21,07 2,90
50/80 20,90 1,66 21,33 0,32
Fases ciclo | G1 G1Gc

N Media Desviacion | Media Desviacion
50/100 63,50 3,25 65,30 2,21
100/10 59,27 1,95 63,80 3,24
100/100 60,83 2,74 64,73 7,53
100/80 59,87 5,16 53,50 4,31
50/10 60,53 3,84 60,23 4,00
Fases ciclo | S S Gc

N Media Desviaciéon | Media Desviacion
50/100 11,20 0,61 9,83 0,31
100/10 11,60 0,82 10,27 2,39
100/100 10,07 1,36 9,63 2,41
100/80 11,57 0,86 10,63 0,75
50/10 12,80 1,59 11,30 2,41
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RESULTADOS

Tabla 13: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs 4 dias de tratamiento con diferentes valores de frecuencia e

intensidad. Continuacion.

Fases ciclo | G2/M G2/M Gc

N Media Desviacion | Media Desviacion
50/100 19,90 3,96 18,20 2,61
100/10 18,67 0,67 21,60 2,21
100/100 21,23 1,03 20,60 2,42
100/80 20,43 3,29 22,10 3,94
50/10 24,30 3,67 24,07 3,74

En la Figura 35 se representan los valores del porcentaje de

células en las diferentes fases del ciclo celular, en las células tras ser

tratadas con las diferentes frecuencias e intensidades durante 4 dias.
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FIGURA 35. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs de diferentes frecuencias e intensidades En el
eje de ordenadas se representa el porcentaje de células. En el eje de abscisas se
observa las frecuencias e intensidades aplicadas. Los valores representan la media +
DE de un experimento por triplicado.Gc: controles. T: células tratadas
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 36 se representan los valores del porcentaje de

células en las diferentes fases del ciclo celular, en las células tras ser

tratadas con las diferentes frecuencias e intensidades durante 4 dias.
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FIGURA 36. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs de diferentes frecuencias e intensidades En el
eje de ordenadas se representa el porcentaje de células. En el eje de abscisas se
observa las frecuencias e intensidades aplicadas. Los valores representan la media +
DE de un experimento por triplicado. Gc: controles. T: células tratadas.

Tras aplicar, durante 4 dias, los tratamientos con diferentes

frecuencias e intensidades no se observan cambios en la distribucién

de las células a lo largo del ciclo celular en ninguna de las fases

(Figuras 35y 36).
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RESULTADOS

1.1.3.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacién de los
CMs (30 minutos/1 dia). Linea celular MDA-MB-231

La tabla 14 muestra los valores de la media y desviacion
estandar del porcentaje de las células en las diferentes fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo, en células tratadas con CMs con una

frecuencia de 100 Hz y 100 G de intensidad.

Tabla 14: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (100 Hz/100 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 51,15 1,91 13,75 1,63 32,90 3,68
4 56,70 3,54 10,15 4,03 33,05 1,48
8 62,90 1,13 5,45 1,20 29,45 2,19

12 57,90 2,69 6,45 0,07 32,40 1,41
16 67,75 1,06 5,30 0,42 24,65 0,35
20 63,95 0,64 7,90 0,28 27,10 0,42
24 65,85 0,64 5,95 0,35 25,15 0,21
28 63,50 1,41 5,90 0,42 27,50 1,41
32 61,35 3,18 8,20 3,11 28,70 0,28
36 61,00 6,36 7,20 2,12 29,45 3,89
40 66,40 0,99 7,45 0,49 24,45 1,06
44 68,30 0,57 6,35 2,47 23,30 1,70
48 66,60 1,70 10,15 2,19 20,85 3,32
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 37 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular para
distintos tiempos tras el tratamiento de las células con CMs de una

frecuencia de 100 Hz y 100 G de intensidad.
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FIGURA 37. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, S y G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL.

En la Figura 37, se muestra el aumento significativo de la
poblacién celular en fase G1 a las 16, 24 y 44 horas tras el
tratamiento con CMs. En las fases S y G2/M y no observamos

cambios significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 15 muestra los valores de la media y desviacion
estandar del porcentaje de células en las distintas fases del ciclo
celular, a lo largo del tiempo tras el tratamiento de las células con

CMs frecuencia de 100 Hz y 80 G de intensidad.

Tabla 15: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (100 Hz/80 G)

Horas Media | Desviacion Media | Desviacion Media | Desviacion
0 57,75 0,78 6,85 4,31 30,15 0,92
4 52,20 4,95 9,45 6,72 34,10 1,98
8 56,10 0,99 7,05 0,49 31,60 0,28

12 56,65 2,62 9,05 0,49 32,15 2,05
16 55,75 1,06 10,65 0,49 30,10 1,27
20 58,90 0,71 12,10 0,14 28,20 0,99
24 60,65 0,78 12,30 1,13 26,15 0,35
28 60,05 0,21 9,90 0,14 28,35 1,63
32 58,90 3,96 8,55 1,91 30,30 2,97
36 59,25 1,77 7,10 1,27 27,57 3,49
40 66,75 0,35 6,90 0,28 24,10 0,42
44 68,55 0,49 9,35 0,78 20,20 0,28
48 68,50 3,68 7,50 0,57 21,10 2,26
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 38 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo para distintos
tiempos tras el tratamiento de las células con CMs de una frecuencia

de 100 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 38. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL.

Segln se muestra en la figura 38, se produce un incremento
significativo de la proporcidn de células en la fase G1 del ciclo celular,
44 horas tras el tratamiento con CMs. En las fases S y G2/M no

observamos cambios significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 16 muestra los datos relativos a la aplicacién, del
tratamiento de las células con CMs de frecuencia 100 Hz e intensidad
de 10 G. Se muestran los valores medios y desviacidn estdndar de los

duplicados de las muestras tratadas.

Tabla 16: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (100 Hz/10 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 51,40 2,12 11,65 1,06 36,20 2,83
4 44,75 1,48 14,60 0,71 39,90 0,85
8 50,20 3,11 11,60 3,68 37,20 0,14

12 53,80 2,83 10,60 0,42 34,70 2,12
16 58,30 0,57 11,00 0,28 30,55 0,21
20 58,70 1,13 9,80 0,57 30,25 2,33
24 59,90 3,11 9,75 0,92 29,10 2,12
28 53,20 4,10 8,85 0,07 36,95 3,89
32 62,40 6,36 8,20 0,42 29,15 6,15
36 63,50 0,14 7,70 0,14 28,50 0,57
40 64,10 0,42 7,45 0,78 28,35 1,20
44 69,65 0,78 10,80 0,42 19,05 2,19
48 64,95 5,16 14,75 2,33 20,50 3,25
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 39 se representan los valores medios del
porcentaje de células obtenidos en las diferentes fases del ciclo
celular para los distintos tiempos, en células tratadas con una CMs de

frecuencia de 100 Hz y 10 G de intensidad.
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FIGURA 39. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 100 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.
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RESULTADOS

Al aplicar, tal y como se muestra en la figura 39, CMs a las

células, se observa un aumento significativo de la proporcion de

células en la fase G1 a las 16, 36, 40 y 44 horas después del

tratamiento. En las fases S y G2/M no observamos cambios

significativos a lo largo del tiempo.

La tabla 17 muestra los datos relativos a la aplicaciéon del

tratamiento de las células con CMs, de frecuencia 50 Hz e intensidad

de 100 G. Estdn descritas las medias y la desviacién estandar de los

duplicados de las muestras tratadas.

Tabla 17: Porcentaje de células en las
CMs (50 Hz/100 G)

diferentes fases del ciclo celular.

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 69,27 1,33 6,43 0,40 22,90 1,25
4 72,82 0,28 6,10 0,35 19,47 0,81
8 70,90 1,30 6,37 0,65 21,17 1,07

12 75,33 0,72 4,50 0,66 17,90 0,26
16 73,30 0,95 4,70 0,17 19,83 1,32
20 74,27 2,04 3,77 0,85 20,07 0,29
24 74,53 2,99 4,93 0,15 18,20 2,43
28 77,47 3,13 5,03 0,40 15,57 3,03
32 75,07 0,86 5,43 0,46 17,83 0,76
36 76,03 1,18 5,03 0,23 17,37 1,17
40 74,55 0,07 5,40 0,14 18,55 0,21
a4 74,90 1,15 5,50 0,44 18,40 1,28
48 74,40 0,36 5,50 0,52 18,47 0,67
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 40 se representan los valores medios del
porcentaje de células para las diferentes fases del ciclo celular, tras el
tratamiento de las células con CMs de una frecuencia de 50 Hz y 100

G de intensidad.
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FIGURA 40. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. .* P<0,05 vs CONTROL.

En la Figura 40, se observa un incremento significativo de la
proporcién celular en la fase G1 del ciclo a las 12, 28 y 40 horas tras
el tratamiento con CMs. En las fases S y G2/M no observamos

cambios significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 18 muestra los datos relativos a la distribucion de las
células en las diferentes fases del ciclo tras la aplicacién de CMs, de
frecuencia 50 Hz e intensidad de 80 G. Estan descritas las medias y la

desviacion estandar de los duplicados de las muestras tratadas.

Tabla 18: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (50 Hz/80 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 52,75 4,88 14,10 1,56 31,85 5,44
4 41,65 4,88 16,25 0,78 40,80 4,24
8 41,60 2,12 16,50 6,51 39,80 6,36

12 52,50 5,66 15,55 3,61 29,15 12,09
16 55,30 0,14 14,35 0,35 28,95 0,92
20 51,40 5,66 18,80 9,48 23,20 11,31
24 49,10 3,82 14,10 0,99 35,70 2,83
28 56,95 7,28 12,90 1,56 27,70 9,33
32 55,15 1,20 13,15 0,07 31,20 0,42
36 57,35 0,78 12,35 0,21 28,70 0,14
40 60,75 0,07 12,45 0,21 25,45 0,35
44 60,85 2,19 12,15 0,07 25,80 1,70
48 59,90 1,13 12,80 1,98 26,00 0,71
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 41 se representan los valores medios del
porcentaje de células obtenidos para las distintas fases del ciclo
celular obtenidos para diferentes tiempos en células tratadas con

CMs de una frecuencia de 50 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 41. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, S y G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.

La figura 40, refleja que no existen cambios significativos para
los distintos tiempos analizados en las fases G1, Sy G2/M, tras el

tratamiento de las células con CMs.
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RESULTADOS

La tabla 20 muestra los datos relativos a la aplicaciéon del
tratamiento con CMs, de frecuencia 50 Hz e intensidad de 50 G, en la
linea celular MDA-MB-231. Estdn descritas las medias y desviaciéon

estandar de los duplicados de las muestras tratadas

Tabla 19. Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(50 Hz/ 50 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 52,10 7,07 12,30 0,85 34,40 7,78
4 57,20 0,28 12,00 0,42 29,70 0,85
8 53,65 0,78 11,40 0,14 34,50 1,84

12 56,75 0,35 11,45 1,06 30,80 0,85
16 59,00 0,14 12,75 2,19 26,80 3,39
20 61,20 2,83 9,10 0,42 29,45 3,04
24 58,15 2,47 11,15 0,78 30,05 1,77
28 58,80 1,84 9,95 0,78 30,65 1,48
32 57,65 0,49 10 0,28 29,85 0,92
36 57,80 2,55 9,85 1,91 31,35 0,35
40 55,55 0,78 10,35 0,64 33,85 0,49
44 56,20 2,69 10,40 1,41 32,75 1,06
48 53,30 0,14 10,85 0,92 35,30 1,13
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 42 se representan los valores medios del
porcentaje de células para las diferentes fases del ciclo celular para
los diferentes tiempos tras el tratamiento de las células con CMs de

una frecuencia de 50 Hz y 50 G de intensidad.
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FIGURA 42. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 50 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.

En esta ocasidn (figura 42), la linea celular MDA-MB-231 no
muestra modificaciones en la distribucién de las células a lo largo del

tiempo en ninguna de las fases del ciclo celular
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RESULTADOS

La tabla 20 muestra los datos relativos a la distribucion de las
células en las diferentes fases del ciclo tras la aplicaciéon del
tratamiento con CMs de frecuencia 50 Hz e intensidad de 10 G. Estan
descritas las medias y desviacion de los duplicados de las muestras

tratadas.

Tabla 20: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (50 Hz/10 G)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 52,75 4,88 14,10 1,56 31,85 5,44
4 56,75 2,62 10,35 0,21 31,65 2,47
8 57,75 1,48 11,50 0,42 29,35 0,49

12 37,60 1,84 17,35 1,06 43,95 2,90
16 49,40 7,50 15,10 1,84 34,55 4,03
20 48,80 0,00 15,10 0,57 35,35 1,20
24 48,95 3,18 16,05 1,77 34,05 4,31
28 48,20 1,84 14,95 1,48 36,25 0,35
32 46,20 0,99 12,25 2,19 41,50 0,14
36 57,10 0,28 9,90 0,99 31,85 0,07
40 57,15 0,07 12,45 2,47 29,10 1,84
44 62,45 5,44 18,85 2,05 18,40 2,40
48 71,10 1,70 9,15 1,77 19,50 0,42
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 43 se representan los valores del porcentaje de
células obtenidos en las distintas fases del ciclo celular, obtenidos
para distintos tiempos tras el tratamiento de las células con CMs, con

una frecuencia de 50 Hz y 10 G de intensidad.
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FIGURA 43. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 50 Hz 10 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Se produce un aumento significativo del porcentaje de células
en fase G1, tras la aplicacion de CMs a las 48 horas tras el
tratamiento. En las fases S y G2/M no observamos cambios

significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 21 muestra los datos relativos al porcentaje de células
en las distintas fases del ciclo después de la aplicacién de este
tratamiento. Estan descritas las medias y desviaciéon de los duplicados

de las muestras tratadas.

Tabla 21: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (25 Hz/100 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 47,30 1,56 12,25 1,06 39,60 2,69
4 52,30 2,83 12,15 0,49 35,70 1,98
8 59,10 2,55 9,80 0,42 30,15 2,90

12 54,65 2,05 9,60 0,99 35,05 1,20
16 48,95 2,47 11,70 1,41 39,10 4,10
20 49,55 3,04 11,90 1,13 35,10 2,40
24 50,25 5,02 10,65 0,49 38,15 4,17
28 52,95 0,35 9,85 2,05 36,60 2,40
32 47,35 0,49 12,45 0,49 39,80 0,14
36 50,05 1,48 10,80 0,99 38,80 0,42
40 50,70 1,84 10,05 1,48 38,25 0,21
44 50,05 0,35 10 0,35 37,5 0,64
48 51,95 0,21 10,80 0,07 37,3 0,85
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 44 se representan los valores medios del
porcentaje de células obtenidos para las diferentes fases del ciclo
celular para distintos tiempos tras el tratamiento de las células con

CMs de una frecuencia de 25 Hz y 100 G de intensidad.
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FIGURA 44. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 100 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy Go/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL.

Tal y como se muestra en la figura 44, al aplicar CMs se
produce un incremento significativo de la poblacion celular a las 8
horas después del tratamiento en la fase G1. No se producen
cambios, ni modificaciones significativas, en el resto de fases (S y

G2/M) del ciclo celular.
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RESULTADOS

La tabla 22 muestra los datos relativos a la distribucidn de las
células en las diferentes fases del ciclo celular tras la aplicacidon de
CMs de frecuencia 25 Hz e intensidad de 80 G. Estan descritas las
medias y la desviacidon estandar de los duplicados de las muestras

tratadas.

Tabla 22: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs (25 Hz/80 G)

Horas Media | Desviacion | Media Desviacion Media | Desviacion
0 55,00 1,13 19,10 1,70 24,10 0,14
4 54,75 2,90 18,60 1,13 23,25 0,78
8 53,80 0,42 15,60 0,85 28,95 0,92

12 52,50 1,90 15,30 0,14 32,65 0,35
16 59,80 1,70 15,25 0,21 23,95 2,62
20 59,70 0,85 15,30 0,57 23,20 0,14
24 59,35 0,21 15,05 0,07 24,15 0,07
28 58,55 2,05 15,25 0,21 25,45 1,06
32 60,90 0,00 14,70 0,14 23,90 0,14
36 63,60 2,83 14 0,57 20,35 2,90
40 62,80 0,42 12,90 0,14 21,70 0,71
44 64,45 0,92 11,85 0,35 22,50 0,49
48 62,85 1,34 13,60 0,71 21,20 0,28
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Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

En la Figura 45 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular
obtenidos para los distintos tiempos tras el tratamiento de las células

con CMs, de una frecuencia de 25 Hz y 80 G de intensidad.
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FIGURA 45. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 80 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

La figura 45 refleja un incremento significativo de la
proporcidén de células en la fase G1 del ciclo a las 24, 32 y a las 44
horas y en la fase G2/M a las 12 horas, después del tratamiento con

CMs. En la fase S no observamos cambios significativos a lo largo del

tiempo.
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RESULTADOS

La tabla 23 muestra los datos relativos a la distribucién de las
células en las diferentes fases del ciclo tras la aplicacion de CMs de
frecuencia 25 Hz e intensidad de 50 G. Estan descritas las medias y la

desviacion estandar de los duplicados de las muestras tratadas.

Tabla 23: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular. CMs
(25 Hz/50 G)

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 52,40 1,70 12,65 0,07 33,25 2,62
4 48,80 1,27 13,20 1,56 37,10 0,28
8 55,45 0,35 10,40 0,28 32,50 0,07

12 57,95 0,64 9,80 0,71 32,10 1,41
16 53,70 1,41 14,05 0,07 32,10 1,56
20 55,75 0,07 13,20 1,41 30,30 1,98
24 54,60 1,84 12,25 0,35 32,35 2,33
28 55,65 0,92 12,45 0,78 31,65 0,07
32 57,30 1,41 12,50 0,42 28,70 0,85
36 63 0,28 12,20 0,57 22,60 1,84
40 63,30 1,84 11,40 0,71 24,45 0,35
44 65,15 0,49 10,45 1,20 24,15 0,64
48 61,60 0,42 11,00 0,14 26,25 0,49
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En la Figura 46 se representan los valores del porcentaje de
células obtenidos en las distintas fases del ciclo celular para
diferentes tiempos tras el tratamiento de las células con CMs de una

frecuencia de 25 Hz y 50 G de intensidad.

MDA-MB-231 25 Hz 50 G
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FIGURA 46. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del
ciclo celular tras ser tratadas con CMs con 25 Hz 50 G. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el eje de
abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media
+ DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Al aplicar CMs se observa un incremento significativo de la
proporcién de células en la fase G1 a las 12, 36 y 44 horas después
del tratamiento. En las fases S y G2/M no observamos cambios

significativos a lo largo del tiempo.
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RESULTADOS

1.1.4.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de los

CMs (30 minutos/4 dias). Linea celular MDA-MB-231

La tabla 24, muestra los valores medios y la desviacidn
estandar de la distribucion de las células en las diferentes fases del
ciclo celular 24 horas tras finalizar el tratamiento con CMs durante 4
dias, para las diferentes frecuencias e intensidades detalladas en la

figura 21.

Tabla 24: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs 4 dias de tratamiento con diferentes valores de frecuencia e
intensidad

Fases ciclo G1 G1 Gc

N Media Desviacion Media Desviacion
50/100 60,00 2,10 61,43 1,97
100/10 59,63 1,15 58,87 2,15
100/100 60,20 0,52 57,63 3,67
50/10 59,63 1,32 59,80 1,35
100/80 59,67 0,55 57,53 3,96
Fases ciclo S S Gc

N Media Desviacion Media Desviacion
50/100 11,20 1,92 10,23 2,99
100/10 12,97 3,09 11,60 3,51
100/100 9,17 1,12 12,87 1,93
50/10 13,20 1,82 10,90 2,51
100/80 10,50 2,10 8,47 0,78
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Tabla 24: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular.
CMs 4 dias de tratamiento con diferentes valores de frecuencia e
intensidad. Continuacion

Fases ciclo G2/M G2/M Gc

N Media Desviacion Media Desviacion
50/100 28,63 1,02 28,50 1,57
100/10 27,37 4,19 29,23 3,15
100/100 30,33 0,96 28,57 1,63
50/10 26,63 2,34 28,77 1,25
100/80 30,37 1,46 33,30 2,54
Fases ciclo G1 G1 Gc

N Media Desviacion Media Desviacion
25/50 58,03 2,60 58,50 1,21
25/80 59,50 0,70 59,40 1,00
25/100 55,50 1,83 59,33 2,18
50/50 61,70 1,42 60,53 2,27
50/80 60,43 1,63 61,00 1,99
Fasesciclo S S Gc

fn Media Desviacion Media Desviacion
25/50 11,77 1,81 11,70 1,31
25/80 10,20 3,00 12,40 0,46
25/100 13,47 0,49 8,93 1,72
50/50 10,03 1,59 11,67 1,45
50/80 11,17 2,47 9,30 2,02
Fases ciclo | G2/M G2/M Gc

N Media Desviacion Media Desviacion
25/50 30,37 0,93 29,73 2,86
25/80 30,20 3,41 28,03 0,83
25/100 31,00 1,85 30,57 1,78
50/50 27,33 1,42 27,17 1,33
50/80 27,63 2,06 28,83 1,47
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RESULTADOS

En la Figura 47 se representan los valores medios del

porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras el

tratamiento de

intensidades durante 4 dias.
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FIGURA 47. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con CMs de diferentes frecuencias e intensidades En el eje
de ordenadas se representa el porcentaje de células. En el eje de abscisas se observa
las frecuencias e intensidades aplicadas. Los valores representan la media + DE de un
experimento por triplicado.Gc: controles. T: células tratadas
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En la Figura 48 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras el
tratamiento de las células con CMs de distintas frecuencias e
intensidades durante 4 dias. Las medidas se realizaron 24 horas

después de finalizar el tratamiento.
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FIGURA 48. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con CMs de diferentes frecuencias e intensidades En el eje
de ordenadas se representa el porcentaje de células. En el eje de abscisas se observa
las frecuencias e intensidades aplicadas. Los valores representan la media + DE de un
experimento por triplicado.Gc: controles. T: células tratadas

No se observan cambios en la distribucion de las células en las
distintas fases del ciclo, tras aplicar, durante 4 dias, las diferentes

frecuencias e intensidades previamente descritas (Figuras 47 y 48).
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RESULTADOS

1.1.5.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de
los CMs (30 minutos/1 dia) y/o radiacidn ionizante. Linea celular
MCEF-7

El objetivo de este trabajo de investigacién, ha sido determinar
si los CMs podrian radiosensibilizar las lineas celulares utilizadas en
este trabajo. Para ello, las células se sometieron durante 30 minutos a
la accién de CMs (50 Hz/100 G), 4 horas antes del tratamiento con 2

Gy de radiacién ionizante (RI).

La tabla 25 muestra los valores medios y la desviacién estandar
de la proporcion de células en las diferentes fases del ciclo celular,

tras el tratamiento con RI.
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Tabla 25. Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras

el tratamiento con RI (2 Gy)

Horas Media | Desviaciéon | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 45,90 3,68 12,80 0,85 41,10 4,24
4 40,20 0,28 12,95 2,47 47,00 2,97
8 46,45 0,35 9,95 0,07 43,65 0,92
12 43,25 2,33 6,45 3,18 50,10 1,13
16 60,85 0,35 11,50 0,85 27,05 0,35
20 62,35 4,60 11,90 1,70 25,20 5,52
24 61,20 0,57 14,25 0,64 23,40 0,85
28 59,35 1,91 15,95 2,76 24,30 3,96
32 48,55 2,19 9,60 0,71 41,25 2,33
36 58,85 4,17 11,25 2,19 29,70 6,36
40 55,70 1,98 10,30 0,57 33,75 1,48
a4 49,70 3,39 11,65 0,35 38,30 3,54
48 48,80 1,56 11,10 0,71 40,00 2,26
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RESULTADOS

En la Figura 49 se representan los valores medios del

porcentaje de células para diferentes tiempos, tras el tratamiento con
2 Gy deRI.
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FIGURA 49. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con Rl (2 Gy En el eje de ordenadas se representa el
porcentaje de células que se paran en G1, Sy Go/M. En el eje de abscisas se observa
los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media + DE de un
experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL

El tratamiento con Rl provoca una parada del ciclo en la fase

G1, estadisticamente significativa, para las 16, 24 y 28 horas tras la

irradiacién celular. No se observan cambios significativos a lo largo del

tiempo en las fases Sy G2/M.
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En la tabla 26, se representan los valores medios y desviacion

estandar de la proporcion de células, en las diferentes fases del ciclo

celular a lo largo del tiempo tras el tratamiento con CMs (50 Hz/100

G) y RI (2 Gy).

Tabla 26: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras
el tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y RI (2 Gy).

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 42,80 5,80 11,10 4,81 45,80 0,71
4 38,90 3,96 12,30 5,52 48,10 1,70

12 44,7 0,90 7,50 0,60 47,90 0,84
16 44,00 2,40 10,35 0,35 43,65 0,64
20 46,00 1,40 14,45 2,05 39,30 0,90
24 46,45 1,34 11,40 0,71 42,45 1,77
28 49,20 1,84 16,45 3,32 39,70 11,60
36 48,25 0,78 9,80 0,99 41,90 0,14
40 51,95 0,21 9,25 0,21 40 1,69
a4 47,85 1,77 10,50 1,27 41,65 0,49
48 45,80 2,97 9,90 0,57 43,40 4,81
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RESULTADOS

En la Figura 50 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular, para
diferentes tiempos, tras el tratamiento de las células con CMs (50

Hz/100 G) y Rl (2Gy).
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FIGURA 50. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular después del tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y Rl (2 Gy) En el eje de
ordenadas se representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy G,/M. En el
eje de abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la
media + DE de un experimento por triplicado.

Se observa que el tratamiento de las células con CMs y Rl no
origina alteraciones de las células en la distribucién de éstas en

ninguna fase del ciclo celular.
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La comparativa (Figura 51) entre las graficas de MCF-7 Rl vs
CMs y RI (Figuras 49 y 50) mostré una disminucidn de la poblacidon
celular en fase G1 tras el tratamiento combinado respecto del
tratamiento sélo con radiacion ionizante. Tras aplicar una dosis de
2Gy de radiacidn ionizante, se obtuvo un incremento significativo de
la poblacion celular a las 24 horas en la fase G1. La representacion
conjunta del tratamiento CMs y Rl en comparacién con el uso
exclusivo de Rl puso de manifiesto que, la combinacion de ambos
tratamientos, origina una mayor proporcién de las células en la fase
G2/M del ciclo al comparar la distribucion de células encontradas con
el uso de RI; encontrandose paradas significativas a las 16 y 24 horas.
No se aprecian modificaciones en la distribucion de células en la fase

S del ciclo para ninguno de los dos tratamientos empleados.
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RESULTADOS

MCF-7 Rl vs CMs+RI
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FIGURA 51. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular después del tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y Rl (2 Gy) y tratamiento
exclusivo con RI En el eje de ordenadas se representa el porcentaje de células que se
paran en G1, Sy Go/M. En el eje de abscisas se observa los diferentes tiempos (0-
48h).Los valores representan la media + DE de un experimento por triplicado. *
P<0,05 vs CONTROL.
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1.1.6.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de los

CMS (30 minutos/1 dia) y/o radiacidn ionizante. Linea celular MDA-

MB-231

En el tratamiento combinado de CMs y RI, las células se
sometieron durante 30 minutos a la accion de CMs (50 Hz/100 G) 4

horas antes del tratamiento con 2 Gy de radiacidn ionizante (RlI).

En la tabla 27, se representan los valores medios y la
desviacion estandar de la proporcién de células en las diferentes
fases del ciclo celular a lo largo del tiempo tras el tratamiento de las

células con RI (2 Gy).
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RESULTADOS

Tabla 27: Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras
el tratamiento con RI (2 Gy).

Horas Media | Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 55,20 0,07 15,6 1,40 32,60 1,34
4 51,25 1,91 17,55 0,49 31,40 1,98
8 45,40 1,13 6,30 0,14 47,75 0,64

12 41,50 0,85 11,85 0,78 46,05 0,78
16 46,40 4,53 11,30 0,71 42,15 5,30
20 51,60 0,71 11,05 3,04 36,95 1,34
24 48,40 1,27 12,50 1,41 39,00 0,14
28 51,00 2,97 13,40 0,28 35,50 2,83
32 48,95 1,77 12,50 1,13 37,50 3,54
36 54,10 1,56 9,05 0,35 37,25 2,19
40 56,40 0,85 8,75 0,64 33,80 0,14
44 52,70 3,68 11,70 0,14 35,60 3,82
48 54,55 2,90 10,20 1,84 35,20 4,81
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En la Figura 52 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular para

distintos tiempos tras el tratamiento de las células con 2 Gy de RI.
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FIGURA 52. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular tras ser tratadas con Rl (2 Gy). En el eje de ordenadas se representa el
porcentaje de células que se paran en G1, Sy Go/M. En el eje de abscisas se observa
los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la media + DE de un
experimento por triplicado.

Como se puede apreciar en la Figura 52, la aplicaciéon de una
dosis de 2 Gy de Rl no provocé cambios en la distribucién de las
células en las fases G1 y S del ciclo celular a lo largo de los diferentes
tiempos analizados. En la fase G2/M se observa un incremento de

células significativo a las 8 y 12 horas.
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RESULTADOS

En la tabla 28, se representan los valores de medios y la
desviacidon estandar de la proporcion de células en las diferentes
fases del ciclo celular a lo largo del tiempo tras el tratamiento de las

células, con CMs (50 Hz/100 G) y RI (2 Gy).

Tabla 28. Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular tras
el tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y RI (2 Gy)

Horas Media Desviacion | Media | Desviacion | Media | Desviacion
0 45,45 1,06 11,90 0,28 42,55 0,78
4 37,70 2,69 12,75 0,21 48,95 1,91

12 49,15 0,35 8,05 2,05 41,20 0,14
16 48,85 1,06 9,55 1,63 39,45 3,32
20 55,55 1,20 11,35 0,35 32,50 1,56
24 46,80 4,38 15,80 4,67 36,75 0,35
28 46,15 0,49 11,90 6,65 42,05 6,86
36 70,45 0,49 8,75 1,63 20,85 2,05
40 54,30 0,57 10,40 0,28 34,35 0,49
a4 53,95 0,35 12,15 1,91 31,85 3,32
48 54,40 1,41 9,40 0,85 36,50 1,98
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En la Figura 53 se representan los valores medios del
porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular para

distintos tiempos tras el tratamiento con CMs y RI.
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FIGURA 53. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular después del tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y Rl (2 Gy) En el eje de
ordenadas se representa el porcentaje de células que se paran en G1, Sy Go/M. En el
eje de abscisas se observa los diferentes tiempos (0-48h). Los valores representan la
media + DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Como se puede observar en las células muestran una parada
estadisticamente significativa en la fase G1 del ciclo a las 12, 20, 36,
40 y 48 horas, después del tratamiento combinado. La fase S no
muestra cambios significativos. En la fase G2/M se observa un

incremento de células significativo a las 4 horas.
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RESULTADOS

La representacidon conjunta del tratamiento Rl vs CMs y Rl
(figura 54) en comparacidon con el uso exclusivo de Rl puso de
manifiesto que, la combinacién de ambos tratamientos, origina una
mayor proporcion, significativa, de las células que paran en la fase G1
del ciclo 36 horas después del tratamiento. Tras la exposicidn de RI,
encontramos un incremento significativo de células en la fase G1 a
las 4 horas. No se aprecian modificaciones en la distribucién de
células en la fase S del ciclo para ninguno de los dos tratamientos
empleados. En la fase G2/M encontramos un incremento significativo
tras la aplicacion del tratamiento combinado de CMs y Rl, a las 4
horas y un incremento significativo de células que paran su ciclo tras

la exposicion de Rl, a las 36 horas.

Pagina 159



Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

MDA-MB-231 Rl vs CMs+RI
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FIGURA 54. Valores medios del porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo
celular después del tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y Rl (2 Gy) y tratamiento
exclusivo con RI En el eje de ordenadas se representa el porcentaje de células que se
paran en G1, Sy Go/M. En el eje de abscisas se observa los diferentes tiempos (0-
48h). Los valores representan la media + DE de un experimento por triplicado.
*P<0,05 vs CONTROL.
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RESULTADOS

1.2.- Medidas de estrés oxidativo tras la aplicacion de Rl y el

tratamiento combinado con CMs y RI

Se ha determinado el estado de estrés oxidativo originado por
exposicién a CMs y/o tratamiento con radiacion en las dos lineas
celulares objeto de estudio. Para ello, se realizaron medidas de
radicales libres, concretamente, de especies reactivas de oxigeno

(ROS) y de anién superodxido.

Las tablas 29 y 30 muestran los datos correspondientes a la
medida de radicales libres en la linea celular MCF-7, a las 24, 48 y 72
horas, tras el tratamiento con una dosis de 2 Gy de RI. También se
recogen los datos correspondientes al tratamiento conjunto con CMs

(50 Hz de frecuencia y 100 G de intensidad) y Rl (2 Gy).

Tabla 29. Expresion de radicales libres en la linea celular MCF-7 tras el
tratamiento con Rl (2Gy)

Radicales libres Media DE Media DE Media DE
ROS
4,63 4,75 | 21,53 1,61 36,57 6,86
SUPEROXIDO
23,50 9,20 | 49,93 5,65 28,77 7,29

ROS+SUPEROXIDO
1,67 1,16 2,13 0,12 2,90 1,21
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Tabla 30. Expresion de radicales libres en la linea celular MCF-7 tras el

tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y RI (2 Gy)

Radicales libres Media DE Media DE Media DE
ROS
10,40 2,69 | 23,70 12,57 29,53 7,03
SUPEROXIDO
22,20 0,35 | 48,70 8,13 33,37 12,36
ROS+SUPEROXIDO
1,40 0,62 2,20 1,23 2,30 0,70

Las tablas 29 y 30 muestran los datos correspondientes a la

medida de radicales libres en la linea celular MDA-MB-231 a las 24,

48 y 72 horas, tras el tratamiento con una dosis de 2 Gy de RI.

También se recogen los datos correspondientes al tratamiento

conjunto con CMs (50Hz de frecuencia y 100 G de intensidad) y RI (2

Gy).
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RESULTADOS

Tabla 31. Expresion de radicales libres en la linea celular MDA-MB-231 tras

el tratamiento con RI (2Gy)

Radicales libres Media DE Media DE Media DE
ROS

75,60 4,60 | 78,37 2,15 77,40 2,85

SUPEROXIDO
14,10 4,69 | 12,77 1,76 15,97 3,27

ROS+SUPEROXIDO
3,53 0,47 3,33 0,68 2,90 0,26

Tabla 32. Expresion de radicales libres en la linea celular MDA-MB-231 tras
el tratamiento con CMs (50 Hz/100 G) y RI (2 Gy)

Radicales libres Media DE Media DE Media DE
ROS

75,93 4,55 | 76,37 2,22 74,30 3,70
SUPEROXIDO

13,63 4,97 | 14,17 2,40 17,77 3,66

ROS+SUPEROXIDO
4,43 0,45 3,97 0,70 4,17 0,55
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En la Figura 55 se representa el porcentaje de células que
expresan ROS medidos a diferentes tiempos en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231 después del tratamiento exclusivo con

radiacion y el tratamiento combinado con CMs y radiacion.

ROS
1.51 *
i -~ MDA-MB-231 2Gy
<" 3 4-m- MDA-MB-231 CMs+RI

:E 1.0 -+ MCF-7 ZGy
& -¥- MCF-7 CMs+Rl
Ie)
o
o
o\o 05'

0.0 T 1

T T
CONTROL 24 48 72
Tiempo (horas)
FIGURA 55. Especies reactivas de oxigeno. Media del porcentaje de células que
expresan ROS para diferentes tiempos tras ser irradiadas (2 Gy) y ser tratadas con
CMs, en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de células que expresan ROS. En el eje de abscisas se

observa el tiempo trascurrido después del tratamiento. Los valores representan la
media + DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

En la figura 55, observamos un aumento de ROS en la linea
celular MDA-MB-231, a las 72 horas, tras aplicar tanto Rl como la
combinacion de Rl con CMs, no encontramos cambios significativos

en MCF-7 para ninguno de los tiempos analizados.
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En la Figura 56 se representa el porcentaje de células que
expresan radical superdxido medidos a diferentes tiempos en las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 después del tratamiento

exclusivo con radiacién y el tratamiento combinado con CMs y

radiacion.
SUPEROXIDO
3-
-o- MDA-MB-231 2Gy
-m- MDA-MB-231 CMs+R]
ES 5] -+ MCF-7 2Gy
2 -¥- MCF-7 CMs+RI
]
o
o
s 4
CONTROL 24 48 72

Tiempo (horas)

FIGURA 56. Anidon superéxido. Media del porcentaje de células que expresan anion
superdxido para diferentes tiempos; tras ser irradiadas (2 Gy) y ser tratadas con CMs,
en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. En el eje de ordenadas se representa
el porcentaje de células que expresan ROS. En el eje de abscisas se observa el tiempo
trascurrido después del tratamiento. Los valores representan la media + DE de un
experimentos por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Se observa un aumento estadisticamente significativo de los
niveles del anidn superdxido a las 48 horas en la linea celular MDA-
MB-231 tras la aplicacién de ambos tipos de tratamiento. En la linea
celular MCF-7, este aumento se encontro solo tras el tratamiento con

RI.
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En la Figura 57 se representa el porcentaje de células que
expresan conjuntamente ROS y el anidn superdxido. Estos radicales
se han medido para diferentes tiempos en las lineas celulares MCF-7
y MDA-MB-231 después del tratamiento exclusivo con radiacion y el

tratamiento combinado con CMs y radiacién.

ROS+SUPEROXIDO

61 *
-o- MDA-MB-231 2Gy
-m- MDA-MB-231 CMs+RI
S 4 -+ MCF-7 2Gy
& -¥- MCF-7 CMs+RI
s
(o]
o
s 7
0 T T T T
CONTROL 24 48 72

Tiempo (horas)

FIGURA 57. ROS y anidn superéxido. Media del porcentaje de células que expresan
conjuntamente ROS y anidn superoxido para diferentes tiempos, tras ser irradiadas
(2 Gy) y ser tratadas con CMs, en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. En el eje
de ordenadas se representa el porcentaje de células que expresan ROS. En el eje de
abscisas se observa el tiempo trascurrido después del tratamiento. Los valores
representan la media = DE de un experimentos por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL.

Respecto a la medida de ROS y de anidn superdxido, en ambas
lineas celulares, pudimos observar un aumento a las 24 horas
después del tratamiento con CMs combinado con RI. La linea celular
MDA-MB-231 también mostré un incremento a las 48 horas tras la
aplicacién de ambos tipos de tratamiento. Sdlo observamos un
incremento a las 24 y 48 horas en la linea celular MCF-7 tras el

tratamiento con RI.
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1.3.- Medidas de la capacidad clonogénica de las células tras la

aplicacion de CMs y RI

La supervivencia celular de las lineas celulares se estimé mediante la

realizacién de ensayos clonogenicos.

Los resultados mostraron que la linea celular MCF-7, tras el
tratamiento combinado de campos electromagnéticos y radiacidn
ionizante y el tratamiento sélo con radiacién ionizante, presentaba
una respuesta dosis-dependiente con valores mas significativos a

partir de la dosis de 4 Gy de RI.

En la tabla 33, se muestran los datos de los valores medios de
la fraccion de supervivencia celular y DE obtenidos al aplicar
diferentes dosis de Rl y tras el tratamiento combinado de CMs (50 Hz
100 G) y RI (2, 4 y 6 Gy) en la linea celular MCF-7. También se
representan los valores de los parametros a y 8 obtenidos tras el

ajuste al modelo L-Q.

Tabla 33. Valores de la fraccién de supervivencia celular

MCF-7 RI
FSaay FSaay FSeay a (Gy?) | B(Gy?)
0,40+0,10 | 0,100,01 | 0,01+0,00 | 0,33+0,11 | -0,05+0,04

MCF-7 Rl y CMs
FSaay FSaay FSeay a (Gy?) | B(Gy?)

0,42+0,07 | 0,11£0,04 | 0,005+0,00 | 0,31+0,07 | -0,06+0,03
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La figura 58 representa las curvas de supervivencia para la
linea celular MCF-7 tras la aplicacion de diferentes dosis de radiacion
asi como la obtenida tras el tratamiento combinado con CMs (50

Hz/100 G) y RI.

MCF-7 Rl vs CMs+RI

© 10
g -e- MCF-7 RI
o - MCF-7 CM+RI
= 1 *
Z
() * %
=2 *
? 01
% * %
[ * %
© 0.01
3
g "
L 0.0014 T T 1
0 2 4 6

Dosis Radiacién (Gy)

FIGURA 58. Curvas de supervivencia MCF-7 Rl vs CMs y Rl (50 Hz/100 G).
Valores medios de la fraccion de supervivencia celular para diferentes dosis de Rl y
tratamiento con CMs (50 Hz 100 G) y RI, en la linea celular MCF-7. En el eje de
ordenadas se muestra la fraccion de supervivencia en escala logaritmica. En el eje de
abscisas se observa las dosis de Rl aplicadas. Los valores representan la media + DE
de tres experimentos por triplicado. * P<0,05 vs CONTROL. ** P<0,0001 vs CONTROL

Se observa que el tratamiento con CMs origina un ligero

incremento de la radiosensibilidad para la dosis de 6 Gy.
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En la tabla 34 se muestran los datos de los valores medios de
la fraccion de supervivencia celular y DE obtenidos al aplicar
diferentes dosis de Rl y tras el tratamiento combinado de CMs (50 Hz
100 G) y RI (2, 4 y 6 Gy) en la linea celular MDA-MB-231. . También se
representan los valores de los parametros a y 8 obtenidos tras el

ajuste al modelo L-Q.

Tabla 34: Valores de la fraccidn de supervivencia celular

MDA-MB-231 RI
FSaay FSaay FSeay a(Gy?!) | B(Gy?)
045007 | 0,16£0,02 | 0,017£001 | 0,30£0,05 | -0,042 £0,02
MDA-MB-231 Rl y CMs
FS2ay FSacy FSeay a (Gy?) | B(Gy?)
039:008 | 0,11£0,02 | 0,008£0,00 | 0,35:0,06 | -0,049 £ 0,02
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La figura 59 representa las curvas

de supervivencia para la

linea celular MCF-7 tras la aplicacion de diferentes dosis de radiacion

asi como la obtenida tras el tratamiento combinado con CMs (50

Hz/100 G) y RI.

MDA-MB-231 Rl vs CMs+RI

104

*

0.014

* %

Fraccion de supervivencia

0.001 T

Dosis Radiacion (Gy)

-o- MDA-MB-231 Rl
-+ MDA-MB-231 CMs+Rl

Figura 59. Media de la fraccion de supervivencia celular medidas a diferentes dosis
de Rl y de ser tratadas con CMs (50 Hz 100 G) +RlI, en la linea celular MDA-MB-231.
En el eje de ordenadas se muestra la fraccion de supervivencia en escala logaritmica.
En el eje de abscisas se observa las dosis de Rl aplicadas. Los valores representan la
media + DE de un experimento por triplicado.* P<0,05 vs CONTROL. ** P<0,0001 vs

CONTROL

Los resultados mostraron que en la linea celular MDA-MB-

231, el tratamiento con CMs potencia del efecto de la radiacidn

ionizante. Este efecto radiosensibilizante es dosis dependiente,

siendo mas acusado al administrar 6 Gy.
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9.- DISCUSION

Los CMs en el ambito de la Medicina fisica y Rehabilitacién, se
utilizan para el tratamiento de diferentes patologias. La aplicacién
terapéutica de los CMs, tiene una frecuencia comprendida entre 1-
100 Hz y una intensidad inferior a 100 G. Sin embargo, no estd
demostrado que la utilizacion de una frecuencia u otra, sea mas
favorable clinicamente o ante un determinado proceso. Ademas, el
resultado terapéutico depende de cémo se lleve a cabo la interacciéon
con el tejido a tratar. Asi, entre otras aplicaciones, los CMs se utilizan
en el tratamiento de fracturas dseas, [IARC 2002], ulceras por
presidn, y en procesos de regeneracién nerviosa, inflamatorios e

infecciosos [Cossarizza et al., 1989, Simké et al., 2004, Toro 1993].

Aunque no existe consenso de si los CMs atraviesan la
membrana celular, se cree que, cuando lo hacen tienen dificultades
para ello [Funk et al.,, 2009] y la posibilidad de penetracién en el
interior celular depende del tamafio de la célula y de la frecuencia de
la corriente. La estimulacidon eléctrica provoca cambios en el pH y/o
temperatura [Funk et al., 2009] y origina la formacidon de canales
idnicos [Galvanovskis et al., 1997], contribuyendo a Ia

desestabilizacion de la membrana celular.

Como ya se ha descrito anteriormente en esta memoria, los
CEM actian a nivel de la membrana celular, modificando su

distribucidn idnica, ya que el medio extracelular tiene un predominio
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de cargas + (mayor acimulo de K+ y Na+), y en el medio intracelular
hay predominio de cargas negativas - (A- y Cl-), lo que da lugar a la
polarizacion de la membrana. La célula también dispone de un
mecanismo activo de intercambio de iones que se llama bomba
sodio-potasio. Cuando por cualquier motivo o lesion, se desencadena
un proceso inflamatorio, se produce una alteracién de la bomba

sodio-potasio y de la distribucion idnica en la membrana celular.

Las encargadas de transmitir las sefales de los CMs, desde el
lugar del receptor de la membrana, hasta el interior de la célula son
las proteinas situadas en la bicapa lipidica. También la accién de los
CMs se ejerce sobre los iones de calcio, favoreciendo la entrada de
éstos en la célula, lo que supone un estimulo para procesos

intracelulares, entre ellos, para distintas reacciones enzimaticas.

La aplicacidon de CMs, conlleva a una desregulacion de canales
idnicos por alteracidn de las hormonas y segundos mensajeros (Ca2+
o AMPc) [Pilla et al.,, 2011], que influyen en el Ca2+ y en su
homeostasis [Aldinucci et al., 2000, Manikonda et al., 2007, Strauch
et al., 2009], siendo los niveles de Ca2+ los que afectan a la
inflamacidn, la proliferacién y la apoptosis celulares [Sergeev et al.,
1998]. Los CMs al influir sobre AMPc, provocan su desregulacion
[Schimmelpfeng et al., 1995, Manikonda et al., 2007] y esto tiene
como consecuencia la expresion alterada de determinados genes lo
que induce a la muerte por apoptosis y a la inhibicion del desarrollo

de algunos tumores [Dumaz et al., 2002, Rocha et al., 2008, Follin-
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Arbelet et al., 2011].

Ha sido descrito que los CMs inducen una activacién de la
union de AP-1, influyendo en los procesos de diferenciacion y
proliferacion [Lin et al., 1998]. Ademas, alteran la polimerizacién de
los microtubulos y proteinas de RBS (subunidad de unién al ARN)

disminuyendo el nimero células en la fase S [Lange et al., 2002].

Recordar también, que muchos atomos y moléculas son
dipolos magnéticos, por lo tanto, al aplicar los CMs se produce una
orientacion 'y reorganizacion de las moléculas afectadas
extendiéndose a niveles superiores (tejidos conectivo, muscular y a
diferentes drganos), disminuyendo asi la inflamacién, el dolor y

mejorando la circulacion entre otros efectos.

Los CMs influyen en las propiedades piezoeléctricas del
cuerpo, transformando de esta manera la energia quimica y
electromagnética en energia mecanica y ésta en electromagnética
[Toro 1993]. Entre las moléculas que pueden tener un
comportamiento piezoeléctrico se encuentran, entre otras, las

nucleoproteinas, el ADN y los microtubulos.

El empleo de esta terapia ha sido ampliamente debatido
desde que en 1960, varios trabajadores expuestos a este tipo de
corriente, nifios y adultos, que vivian cerca de instalaciones eléctricas,

comenzasen a tener problemas de salud. Fue entonces cuando se
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empezo a especular, si los CMs eran nocivos para la salud.

La bibliografia revisada para este trabajo de Tesis no solo
documenta los efectos terapéuticos beneficiosos de los CMs sino que
también pone de manifiesto la asociacidn del empleo de éstos con el
desarrollo de carcinogénesis [Liburdy et al., 1993, Mccann et al.,
1998, Vizcaino et al.,, 2003, Simkd et al., 1998, 2004, Simko et al.,
2007].

Otro factor importante a tener en cuenta es si la exposicién a
CMs se realiza de manera puntual o continuada. Asi, el estudio
realizado por Ivancstis, refleja que tras la exposicion a CEM continuos,
las células de fibroblastos humanos muestran menos efectos
genotdxicos que tras la aplicacion de estas corrientes de forma
intermitente donde observaron mayor incremento de rotura de

cadena de ADN [lvancstis et al., 2002] .

Este trabajo de investigacion se ha centrado en la aplicacion
de ELF-CMs en dos lineas celulares de cancer de mama, patologia que
supone el 30% de los tumores femeninos en mujeres con cancer y en
Espafa se diagnostican unos 22.000 casos nuevos al afio. De ahi que
sea de suma importancia investigar sobre este tipo de tumor y

encontrar tratamientos coadyuvantes con la Radioterapia.

El cdncer de mama esta ligado a un desarreglo de estrégenos,
es por esto que se han realizado investigaciones sobre los receptores

de estrégenos y también sobre los CMs y su capacidad para estimular
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la produccion de estrégenos y para determinar la viabilidad del tumor
respecto a ellos [Loberg et al., 2009, Girgert et al., 2009, Khaja et al.,
2013, Chen et al., 2013]. Algunos autores ya han puesto de manifiesto
el aumento de muerte celular (apoptosis) en MCF-7 al tratarlas con

CMs y quimioterapia [Salvatore et al., 1994].

Otro aspecto importante a considerar en la aplicacion de los
CMs (que no ha sido objeto de estudio en este trabajo de
investigacion) dentro del tratamiento combinado con radiacion para
sugerir el empleo de CMs en la mejora de la respuesta terapéutica, es
que el efecto sea selectivo y se consiga sélo en células tumorales sin
afectar a las sanas. Esto ha sido demostrado por Crocetti, al aplicar
CMs de 20 Hzy 3 G durante 1 hora diaria tanto en células tumorales
(MCF-7) como normales (MCF 10). Ademas, este efecto ha sido mas
acentuado alcanzando la significacién estadistica tras la exposicion

celular a CMs durante tres dias consecutivos [Crocetti et al., 2013].

Por todo lo anteriormente expuesto, y considerando que la
mayoria de los trabajos publicados en este campo se han llevado a
cabo con intensidades muy bajas (10 G) y frecuencias de 50-60 Hz
hemos querido determinar la influencia de los efectos de CMs de
diferentes frecuencias e intensidades sobre la progresién de las
células a lo largo del ciclo, el metabolismo oxidativo y los cambios en
supervivencia celular tras el tratamiento con CMs combinado con

radiacion.
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9.1.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de los CMs (30
minutos/1 dia)

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion han
puesto de manifiesto un efecto sobre la parada de las células en la
fase G1 del ciclo tras exposicién a CMs durante 30 minutos. Este
bloqueo depende tanto de la linea celular como de las intensidades y

frecuencias a las que han sido expuestas las células.

El acimulo de las células en la fase G1, puede ser debido a
que los CMs provocan modificaciones en la expresién de proteinas
que intervienen en la regulacién del ciclo celular (ciclinas, CDKs, p21,
pl6) [Lange 2002, Simkdé et al.,, 2004]. Se ha descrito que la
melatonina, en MCF-7, actua sobre la proteina p53, activdndose la
transcripcion de p21 que se une a los complejos ciclina D/cdk4-6 [Cos
et al., 2003]. Otros autores han documentado que los CMs provocan
una disminucién de los niveles de melatonina, que a su vez afecta a la
progresion de las células a través del ciclo celular [Liburdy et al.,

1993, Loscher et al., 1994, Mediavilla et al., 2010].

Investigaciones previas han puesto de manifiesto que el
tratamiento con CMs (50 Hz) provoca una expresion de diferentes
genes que intervienen en la parada del ciclo celular relacionada con
el dafo inducido en células madre embrionarias de raton [Nikolova T
et al., 2005]. Otros autores han descrito que la exposicion a CMs (50
Hz) influyen en la progresién del ciclo celular aumentando la

expresion de diferentes proteinas entre las que se encuentra p21 en
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células deficientes en p53, destacando la importancia del estado de
este gen en la regulaciéon del ciclo celular [Czyz et al., 2004].
Marcantonio [Marcantonio et al., 2010] utilizando ese mismo rango
de frecuencias y combinando el empleo de CMs con dacido retinoico
en lineas celulares de neuroblastoma humano, encontraron bloqueo
celular en la fase G1 comparado con cada tratamiento aplicado de
forma individual. La investigacién llevada a cabo por Patruno [Patruno
et al., 2011] sugiere una relacién entre la exposicion a CMs, la

distribucidn en el ciclo y la proliferacion celulares.

Recientemente Ma [Ma et al., 2014], utilizando como modelo
células madre embrionarias neuronales, han descrito que el empleo
de ELF- CEM de diferentes intensidades y tras distintos tiempos de
exposicidon no provoca efectos sobre la proliferacién celular ni sobre

la progresién de las células a lo largo del ciclo.

Nuestros resultados han reflejado que la linea celular MCF-7
mostré mds paradas en la fase G1 que la MDA-MB-231 para la
mayoria de condiciones experimentales utilizadas. En este sentido, el
bloqueo se produce con mas asiduidad en las primeras horas,
concretamente 4 horas y también a partir de las 44 horas tras
exposicidn a CMs. La Unica condicién experimental de las ensayadas
en que no se observd parada en esta fase del ciclo, fue cuando se

aplicaron 100 Hz y 80 G (figura 25).

La falta de bloqueo en G1 ha sido descrita por Ding, en las
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células MCF-7 en la fase G1 del ciclo, tras la aplicacion de CMs de
frecuencias e intensidades parecidas a las utilizadas por nosotros.
Estos autores justificaron este hallazgo midiendo la proteina p21 vy
observaron que la exposicion a CEM no afecta a la expresién de la
misma [Ding et al., 2001]. Otros autores han atribuido la no parada
en esta fase a una reorganizacion de los componentes del
citoesqueleto después de la aplicaciéon de los CEM [Santoro et al.,

1997, Pokorny et al., 2012].

Con respecto a la linea celular MDA-MB-231, se observaron
menos paradas en la fase G1 comparada con la MCF-7 y cuando se
produjeron, se llevaron a cabo a tiempos mas largos tras la utilizacién
de CMs. Concretamente, a las 44 horas para la mayoria de
intensidades y frecuencias aplicadas. La revisidn de la literatura sobre
exposicion a ELF-EMF ha puesto de manifiesto que no existen
trabajos que relacionen esta linea celular con las alteraciones a lo

largo del ciclo.

Con respecto a las fases Sy G2/M, los resultados obtenidos en
este trabajo de Tesis Doctoral ponen de manifiesto que la exposicién
a CMs de 50 Hz y 80 G provoca acumulacién de las células MCF-7 en
la fase G2/M del ciclo celular. Considerando la linea celular MDA-MB-
231, el bloqueo en esta fase se origina cuando el CM aplicado es de
25 Hz y 80 G. No se han encontrado alteraciones en la distribucién en

la fase S para ninguno de los dos modelos celulares utilizados.
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Algunos autores que describen parada en las fases Sy G2/M,
tras la aplicacion de CM, tal es el caso de Wolf, quien, utilizando como
modelo, la linea celular de fibroblastos Rat-1 y células de Leucemia
HL-60, observaron cémo tras la exposicion a CMs (50 Hz 0.5-1 mT: 5-
10 G), se inducia un incremento de células en la fase Salas 12 y 48
horas tras la exposicion a este agente [Wolf et al., 2005]. Otros
autores encuentran un incremento en el porcentaje de células en la
fase S del ciclo celular en la linea celular NB69 de neuroblastoma
humano tras la exposicion a CMs intermitentes de 50 Hz de
frecuencia y 100 uT (1 G) de intensidad por activaciéon de la via de

sefializacion MAPK-ERK1/2 [Martinez et al., 2012].

Otros autores describen una disminucidon de la proliferacién
celular como consecuencia de un incremento del nimero de células
en la fase G2/M tras la aplicacion de CEM (50 Hz y 2 mT: 20 G) en las
lineas celulares HUVECs (células endoteliales de vena umbilical
humana) y MS-1 (células endoteliales “transformadas” de ratones),
por una sobrexpresion de la proteina hsp70 [Delle Monache et al.,
2013]. De la misma manera, también ha sido documentado que al
someter a la linea celular de leucemia K562 a CMs (50 Hz 0.025-0.1
mT: 0,25-1 G), se produce un incremento de células en la fase G2
junto con un incremento de los niveles de la proteina hsp70

[Mannerling et al., 2010].
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9.2.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacién de los CMs (30
minutos/4 dias)

En la actualidad y desde hace varios afios, se investigan si los
CMs afectan a la fisiologia y proliferacidn celulares. Los resultados no
son concluyentes y ademas son contradictorios. Se han descrito
efectos a corto plazo tras exposicion a CMs sobre la membrana
celular (hormonas, enzimas) asociados a frecuencias e intensidades
bajas [Vizcaino et al., 2003]. Sabemos que los CMs son responsables
de generacién de radicales libres, que influyen en la concentracion de
Ca++ y en el transporte celular. Todo esto esta relacionado con el
ciclo, la proliferacion y la viabilidad celulares, algunos autores han
estudiado los efectos de la exposiciéon a CMs (50 Hz 20 0 500 uT: 0,2-
5 G) a corto (1 dia) y largo (4 dias) plazo tanto en fibroblastos como
en células tumorales humanas (MCF-7), y no han encontrado
diferencias significativas en ninguna de las dos lineas celulares tras la
exposicién a CMs al analizar tanto el crecimiento como la viabilidad
celulares. Otros autores han documentado que la tras exposicidn
prolongada a CMs (3 dias) en lineas celulares tumorales HL-60, MCF-
7, K-562, A-375 y H4) no afecta ni a la proliferacién ni al crecimiento

celulares [Yoshizawa et al., 2002].

Nuestros resultados reflejan la distribucion de las células a lo
largo del ciclo es la misma tras la exposicion a CMs durante 30
minutos a lo largo de 4 dias comparada con el grupo control no
expuesto, en las dos lineas celulares tratadas, con independencia de

la frecuencia y la intensidad de CEM utilizadas.
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En resumen, tras la revision de la literatura y considerando
diferentes condiciones de frecuencia e intensidad de los CMs
aplicados, se podria justificar la controversia encontrada en una
misma linea celular asociada a la hipdtesis de la “ventana bioldgica”,
y en particular a la hipdtesis de la “ventana de amplitud” que postula
gue los resultados encontrados dependen del estado metabdlico en
el que se encuentran las células de manera que, dada Ia
heterogeneidad de la poblacién celular, existe un equilibrio entre
proliferacién y apoptosis, con lo que los CMs sélo afectarian a una
pequefia proporcién de células con un estado metabdlico
determinado o a aquellas que se encuentren en fases concretas del
ciclo celular. Por otra parte, estos resultados se verian modificados al
variar la duracidon de la exposicion a CEM [Delle Monache et al.,

2013].

9.3.- Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de Rl

La respuesta al tratamiento con Rl depende de la sensibilidad
del tejido que se irradia, que a su vez esta determinada por la
sensibilidad de las células que forman parte del mismo que, ademas,
varia segun la fase del ciclo celular en el que se lleva a cabo la
irradiaciéon. Por otra parte, y como ya se ha mencionado en el
apartado de introduccién de esta memoria, el buen funcionamiento
de los puntos de control permiten la parada de las células tras este
tratamiento, favoreciendo el proceso de reparacion. La capacidad de

reparacion de las lesiones celulares depende, entre otros factores,
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del tipo celular estudiado [Bayo et al., 2001). En este sentido,
aquellas células con menor capacidad de reparacion del dafo
radioinducido muestran una mayor radiosensibilidad [Nufiez et al.,
1996, Bayo et al., 2001]. Por otra parte, el fraccionamiento de la dosis
permite ademds, disminuir la toxicidad en el tejido sano como
consecuencia de un aumento del proceso de reparacidon en el mismo,
efecto que es mucho mas acusado que en el tejido tumoral. Con
bastante frecuencia los puntos de control del ciclo aparecen
alterados en el tejido tumoral, hecho que favorece la no parada de
estas células en el mismo y va a permitir que la siguiente fraccion de
la dosis se administre en fases del ciclo en las que estas células son
mas sensibles a la radiacidn, minimizando por tanto la repoblaciéon
celular en el tumor durante el tiempo de duracién del tratamiento

[Huber et al., 2013, Ma et al., 2014].

La radiacidn ionizante, como ya hemos comentado en el
apartado 3.1, provoca una serie de cambios fisicos (la excitacién de
electrones conlleva a una expulsion de los mismos a niveles mas
altos, ionizando a los atomos), y como consecuencia, se producen
una serie de cambios quimicos, entre ellos, la generacidn de radicales
libres, que desencadenan procesos enzimaticos, dafiando el ADN vy

por tanto afectando a la supervivencia celular [Alberts et al., 1999].

Existen numerosos estudios en los que se pone de manifiesto
que la exposicién de células a radiacion ionizante, provoca parada de

las mismas en la fase G2, como es el caso de los osteoblastos
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(MC3T3-E1), que tras ser irradiados (4-8 Gy) muestran una parada en
esta fase disminuyendo asi su tasa de proliferacién [He et al., 2011].
Nuestros resultados ponen de manifiesto un aumento del porcentaje
de las células MDA-MB-231 en la fase G2 (figura 52), resultados que
concuerdan con estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion [Siles et al., 1996], que también han sido corroborados
por Lange utilizando células de liquido amnidtico humano [Lange et
al., 2004]. Respecto a la linea celular MCF-7, no hemos obtenido
parada en la fase G2. En el mismo sentido, otros autores no han
observado parada en esta fase al aplicar Rl (0-6 Gy) en células de
leucemia mieloide crénica [Palme et al., 2013]. Por el contrario, Kim,
tras irradiar estas células con diferentes dosis de RI si observé un

incremento de la poblacidn celular en la fase G2/M [kim et al., 2010].

Con respecto a la fase G1, nuestros resultados han puesto de
manifiesto que sdlo uno de los modelos celulares utilizados en este
trabajo (MCF-7) muestra parada en esta fase (figura 49), coincidiendo
con los previamente descritos por nuestro grupo [Siles et al., 1996] y

por otros autores [Lange et al., 2004].

9.4.-Medidas de citometria de flujo tras la aplicacion de los CMs (30

minutos/1 dia) y radiacién ionizante

En la literatura cientifica existen pocos estudios que
documenten los diferentes efectos encontrados “in vitro” con

respecto al tratamiento combinado de CMs y RI.
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La respuesta a radiacion depende de la fase del ciclo en la que
se irradien las células, siendo éstas mas radiosensibles si se

encuentran en la fase G2/M del ciclo celular [Jeggo et al., 2009].

En nuestros resultados considerando la linea celular MCF-7
(figura 50), no se observa parada en ninguna de las fases del ciclo
celular tras la aplicacidn del tratamiento combinado de CM y RI. Por
el contrario, tal y como podemos observar en la figura 53, en la linea
celular MDA-MB-231, la aplicacién de CM y Rl provoca un bloqueo
del ciclo en las fases G1 y G2/M. Existe poca bibliografia que
documente los efectos in vitro del tratamiento combinado de CMs y
RI. Lange ha descrito que la combinacion de CM (50 Hz 1 mT: 10 G) y
RI no afecta a la distribucidn del ciclo celular en las células humanas
de liquido amniédtico [Lange et al., 2004]. Nuestros resultados han
sido corroborados por Ding que describe que la linea celular MCF-7,
al ser tratada con CM (60 Hz y 5 mT: 50 G) y radiacién ionizante (4
Gy), no muestra paradas del ciclo en las fases G1 y G2 [Ding et al.,
2001]. Tian, encontrd que la exposicion de CM (60 Hz) seguida de Rl
(1 Gy) en células con la proteina de reparacién Ku80 alterada (xrs5),
influyd en el ciclo celular, disminuyendo ligeramente la parada en G1
originada tras irradiacidn, disminuyendo de forma transitoria la
apoptosis inducida por radiacién [Tian el al.,, 2002], afectando por

tanto a la respuesta celular a la radiacion.
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9.5.- Medidas Estrés oxidativo tras la aplicacion de Rl y el

tratamiento combinado con CMs y RI

Los radicales libres, pueden dafar y romper la molécula de
ADN, produciendo mutaciones y afectando a los procesos de divisidn
celular y apoptosis, actuando como agentes genotdxicos e
influyendo, por tanto, en el desarrollo tumoral. Se ha demostrado
que los CMs interfieren con las moléculas intracelulares provocando
reacciones quimicas que implican la produccion de radicales libres,
que, a su vez, interactian con el ADN y otros radicales hidroxilo,
provocando roturas simples y dobles de cadena, favoreciendo con
esto el desarrollo del proceso de carcinogénesis. Ha sido descrito que
los CMs producen radicales superdxido, y ROS, y esto induce dafio en
la molécula de ADN [Rios-Arrabal et al., 2013]. Sin embargo, las
células disponen de sistemas de defensa para protegerse de
cualquier estrés/o agente externo que provoque aumento de ROS y
desencadene cancer [Marnett et al.,, 2000, Anastassopoulou et al.,

2002, Hong et al., 2012, Rios-Arrabal et al., 2013].

Nuestros resultados han puesto de manifiesto que la
exposiciéon a CMs (50 Hz y 100 G) previa a Rl (2 Gy) provocd un
aumento estadisticamente significativo de los niveles del anidn
superdxido a las 48 horas tras la aplicacion de ambos tipos de
tratamiento en la linea celular MDA-MB-231. En la linea celular MCF-
7, este aumento se encontré solo tras el tratamiento con RI.

Ademas, observamos un aumento de ROS en la linea celular MDA-
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MB-231, a las 72 horas, tras aplicar tanto RI como la combinacién de
Rl con CM. No encontramos cambios significativos en MCF-7 para

ninguno de los tiempos analizados.

De la misma manera, otros autores describieron que la
exposicion a CMs (50 Hz 1 mT: 10 G) en la linea celular MCF10A, no
provocé cambios ni en la produccion de ROS ni en la actividad

enzimatica de superoxidos [Hong et al., 2012].

Saenko, en su estudio realizado en células leucémicas
humanas, encontré que después de aplicar sélo Rl (12 Gy), se activa
la producciéon de ROS y RNS [Saenko et al, 2013]. En este sentido,
Yamamori, observa que tras irradiar con una dosis de 10 Gy la linea
celular de carcinoma de pulmdén humano A549, se produce un
incremento de ROS, que a su vez se relacionaba con un mayor

acumulo de células en la fase G2/M [Yamamori et al., 2012].

Ha sido también descrito como el uso de CMs (40 Hz 7 mT: 70
G y 30 minutos/dia durante 2 semanas) apenas genera ROS en
homogenados de tejido cardiaco de ratas, pero por el contrario
cuando el tiempo de exposicion se prolonga a 60 minutos/dia durante
dos semanas, se incrementa la generacién de ROS, disminuyéndose la
capacidad antioxidante en el plasma de las ratas [Goraca et al., 2010].
De igual forma, Manikonda observa que tras la exposicién continuada
(90 dias) a CMs (50 Hz 50 y 100 G) se origina un incremento de ROS

en diferentes tejidos de ratas expuestas a la radiaciéon no ionizante
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[Manikonda et al.,, 2007]. En nuestro estudio de Tesis Doctoral,
podemos observar que la generacién de radicales libres en ambas
lineas celulares, se produce también en las exposiciones de tiempo
prolongadas (48 y 72 horas), tanto con la Rl como en el caso del

tratamiento combinado con CMs y RI.

9.6.- Medidas de la capacidad clonogénica de las células tras la

aplicacion de CMs y RI

La gran controversia encontrada en los estudios hasta ahora
realizados sobre los efectos celulares de CMs en combinacién con RI,
se debe a las diferentes caracteristicas relacionadas con el
tratamiento empleado tales como la frecuencia e intensidad de
campo, la dosis de Rl asi como la secuencia de aplicacién de ambos
agentes fisicos. Ademas, a la hora de determinar estos efectos,
también es importante tener en cuenta el tipo celular sobre el que se

realiza el estudio.

Ha sido descrito que los CMs no transmiten energia suficiente
para romper los enlaces quimicos de la molécula de ADN (IARC) y, por
tanto, seria poco probable que causen lesiones directa en ésta. Sin
embargo, también se ha documentado que los CMs aumentan la tasa
de mutacion en el ADN de las células tras exponerlas a Rl [Miyakoshi
et al., 1999, Mairs et al., 2007, Artacho-Corddn et al., 2013]. Otros
autores han evidenciado la capacidad mutagénica de los CMs (50 Hz 1

mT: 10 G) por si solos y tras la aplicacién combinada con Rl (0,3-3 Gy),
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encontrando mayor tasa de mutacién para las dosis mas bajas de Rl

(hipermutabilidad) en células de glioma humano [Mairs et al., 2007].

Otros autores han observado un aumento de frecuencia de
mutaciones en células CHO-K1 al aplicar CMs de baja frecuencia y
5mT de intensidad, conjuntamente con la RI [Miyakoshi et al., 1999].
Ding describe que la aplicacion de los CMs (60 Hz 5 mT: 50 G) pueden
inducir mutaciones asi como aumentar la frecuencia de las mismas,
tras el empleo de Rl (4 Gy) en células humanas de glioma [Ding et al.,

2000].

Como se ha detallado en el apartado de introduccion de esta
Tesis Doctoral, tras irradiacion, las células ponen en marcha lo que se
conoce como respuesta al dafio tras radiacion. Dicha respuesta se
inicia con la sefializacién de dafio a través de la fosforilacidon de la
histona H2AX vy, posteriormente, los efectos finales de parada en
diferentes fases del ciclo, reparacion del dafio y activacion de
diferentes mecanismos de muerte celular. La respuesta de las células
a radiacidn viene, en gran parte, determinada por el estado de La
fosforilizacion de la histona H2AX, de forma que cuando esta proteina
estd ausente o no funciona correctamente las células muestran
mayor radiosensibilidad. Algunos autores encontraron una mayor
expresion de Y-H2AX al aplicar CMs de 60Hz y 2 mT conjuntamente
con Rl, por lo que podemos considerar que los CEM potencian el
dano al ADN inducido por la Rl. Por el contrario, otros autores, no

encontraron mayor expresion de Y -H2AX tras la exposicion a los CMs
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(60 Hz 2 mT: 20 G) ni en fibroblastos (WI-38) ni en células epiteliales
(L132) de pulmdén humano [Yoon et al., 2014].

Se ha documentado que los CMs potencian el dafio inducido
por radiacién. Asi, se ha descrito que los CMs mejoran la citotoxicidad
y genotoxicidad de la Rl [Manti et al., 2010] al aumentar la formacidon
de microndcleos, consiguiendo finalmente un aumento de la tasa de
apoptosis [Lagroye et al., 1997, Ding et al., 2003]. Por otro lado, otros
autores han concluido que los CMs no tienen efecto sinérgico con la
Rl y, por tanto, no influyen significativamente en la formacion de
aberraciones cromosdmicas [Maes et al.,, 2000]. Stronati et al.,
estudiaron la genotoxicidad en linfocitos al aplicarles CMs (50 Hz 1
mT: 10 G 12h) y Rl y no observaron cambios en la frecuencia de

mutacion [Stronati et al., 2004].

Con respecto a la muerte por apoptosis, se ha descrito que la
induccion de este tipo de muerte vendria dada porque al exponer las
células a los CM vy RI, actuan sobre Ergl, favoreciendo las rutas de
sefializacion de la apoptosis, debido a la activacidon de p53 mediada
por p38 [Ahmed et al., 1997,2004, Buttiglione et al., 1997, Wood et
al., 2009, Kim et al., 2010, Wang et al., 2011, De la Cruz-Morcillo et
al., 2011,2013, Dickinson et al., 2011].

Los resultados descritos hasta la fecha han puesto de
manifiesto efectos celulares de los CMs tanto si éstos se aplican antes

como después de la RI. En este sentido, algunos autores defienden la
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aplicacién de CMs previo a la irradiaciéon debido a la capacidad que
presentan éstos para potenciar la reactividad de ROS originadas por
RI, y atribuyen los diferentes efectos bioldgicos encontrados a la
capacidad de los CMs para provocar cambios en los niveles de
compuestos oxidantes y antioxidantes [Simko, 2007]. Otros estudios
han mostrado que la aplicacion de CMs previa a la exposicion con Rl
influye en la polimerizacion de microtubulos contribuyendo al
aumento de muerte celular por apoptosis, y por tanto, al aumento de
la radiosensibilidad celular [Joiner 2009]. Se ha descrito que la
aplicaciéon de CMs (50 Hz y 10 G) previa al tratamiento con Rl

disminuye la proliferacion celular [Stronati et al., 2004].

Algunos autores han puesto de manifiesto el efecto genotdxico
de los CMs al ser aplicados junto con radiacién ionizante (rayos X) en
células CHO. Para ello, emplearon CM de 60 Hz y 5 G que aplicaron
antes y después de la irradiacion celular (1 Gy). Sus resultados han
reflejado un mayor efecto genotodxico de los CMs sélo cuando la
exposicidn a los mismos se realiza después de la irradiacién celular en
comparacién con el tratamiento sélo con Rl [Ding et al., 2003]. Estos
mismos autores han descrito un aumento en la tasa de mutacion
encontrada después de esta secuencia de aplicacion del tratamiento
[Ding et al., 2001]. En contraposicién, este mismo grupo también
documenta una inhibicién transitoria de la muerte por apoptosis
radioinducida por aplicacién de CMs tras la irradiacion de células
MCF-7, asociando este efecto a alteraciones en la expresion de genes

gue intervienen en este tipo de muerte celular, concretamente, se
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produce una elevaciéon de la proporcién Bcl-2/Bax [Ding et al., 2001].
Tian at el, observaron que al exponer las células Xrs5 a CMs (60 Hz)
después de la irradiacién (1 Gy), éstos disminuyen el bloqueo
radioinducido en la fase G1, provocando mayor expresidon de Bcl-2.
También se ha descrito una disminucién significativa en p21, p53,
caspasa3, al irradiar con 8 Gy a las mismas células y exponerlas 5

horas después a CMs [Tian et al., 2002].

Otros autores han observado que la aplicacion de los CMs (5
G) post-irradiacién aumenta el numero de mutaciones inducidas por
los rayos X (4 Gy), defendiendo la aplicacién de éstos después del
tratamiento con Rl para potenciar el efecto de ésta [Koyama et al.,

2005, Cameron et al., 2005].

Wen at el, han demostrado realizando estudios in vivo que, la
irradiacién (4 Gy) de tumores seguida de exposicion a CMs (100 Hz),
durante varios dias, mejora la supervivencia en modelos animales e
inhibe el crecimiento de hepatomas implantados en ratones [Wen et

al., 2011].

Nuestros datos, obtenidos tras aplicar CMs 4 horas antes del
tratamiento con radiacion (2 Gy) reflejan que la supervivencia celular
de la linea MCF-7 disminuye al ser tratada con CMs (50 Hz 100 G) y Rl
(figura 58). Este efecto radiosensibilizante es mas acusado en la linea
celular MDA-MB-231 (figura 59), probablemente debido a niveles

mayores de ROS y un menor bloqueo en las diferentes fases del ciclo
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celular tras el tratamiento combinado de CMs y RI, hecho que
probablemente esta favoreciendo la mayor radiosensibilidad celular

en este modelo.

Segun todo lo anteriormente descrito y tras el analisis de
nuestros resultados y los encontrados por otros autores, entendemos
que, la respuesta celular debida al empleo combinado de CMs y Rl va
a depender tanto del modelo celular ensayado como de la frecuencia,
intensidad, duracién de aplicacién del campo y de la secuencia de

aplicaciéon de ambos tratamientos.
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1. La exposicidon a CMs de diferentes frecuencias e intensidades
influye sobre la progresién de las células a lo largo del ciclo celular.
Las alteraciones producidas van a depender de la frecuencia e

intensidad del campo aplicado y del tipo celular ensayado.

2. Para la mayoria de las frecuencias e intensidades de campo
utilizadas en este trabajo de Tesis Doctoral, un mayor porcentaje de
células MCF-7 se acumulan en la fase G1 comparado con la
proporcién de células MDA-MB-231 encontrada en esta fase,
dependiendo este bloqueo del estado de la proteina p53. Ademas, la
parada de las células MCF-7 en G1, se produce con mayor frecuencia
a 4 y a 48 horas. En el caso de células MDA-MB-231, este bloqueo,
cuando se origina, se lleva a cabo a las 44 horas después del

tratamiento.

3. La exposicion a CMs de 50 Hz y 80 G provoca acumulacion de
las células MCF-7 en la fase G2/M del ciclo celular. Considerando la
linea celular MDA-MB-231, el bloqueo en esta fase se origina cuando

el CM aplicado es de 25 Hz y 80 G.

4. Las medidas de distribucidn celular en el ciclo tras exposiciéon a
CMs de 50 Hz y 100 G, durante 30 minutos, aplicados a lo largo de
cuatro dias consecutivos, han puesto de manifiesto que, la exposicion

continuada a éstos, no altera la proporcidon de las células en las

Pagina 193



Efectos de la magnetoterapia en lineas celulares humanas de cancer de mama

distintas fases del ciclo, para ninguno de los dos modelos celulares

ensayados, a las 24 horas después de la aplicacidon del CM.

5. El tratamiento combinado de CMs (50 Hz/100 G) con radiacion
ionizante provoca un bloqueo en las fases G1 y G2/M del ciclo en el
caso de la linea celular MDA-MB-231. No se observa esta respuesta
en la linea celular MCF-7, de manera que, en estas células, la
exposicién combinada a CMs y radiacién no potencia la parada
celular en las diferentes fases del ciclo encontradas con el

tratamiento exclusivo con radiacién.

6. Los CMs potencian la formacién del anién superdxido y de ROS
generados por la radiacién ionizante, a las 48 y a las 72 horas

respectivamente tras irradiacion, en la linea celular MDA-MB-231.

7. El tratamiento con CM previo a la irradiacion celular aumenta
la respuesta de las células MDA-MB-231 a la radiacién ionizante. El
efecto radiosensibilizante, ejercido como consecuencia de |la
aplicaciéon de CMs, es dosis dependiente, aumentando conforme lo
hace la dosis de radiacion, siendo mas acusado para 6y. No se ha

observado esta radiosensibilizacion en la linea celular MCF-7.

8. La exposicidon a CMs influye en la respuesta de las células MDA-
MB-231 a radiacion ionizante, modificando su supervivencia celular
tras irradiacion. Esta respuesta vendria, en parte, determinada por

las alteraciones que los CMs provocan en la progresién del ciclo
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celular y por la generacion de ROS que, a su vez, dependen del tipo

celular que estd siendo tratado.
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ABREVIATURAS

- Campos electromagnéticos (CEM)

- Campos magnéticos (CMs)

- Campo magnético (CM)

- Radiacién ionizante (RI)

- Acido desoxirribonucleico (ADN)

- Frecuencia (Fr)

- Gauss (G)

- Tesla (T)

- Microtesla (uT)

- Voltios/metro (V/m)

- Corriente electromagnética (EMF)

- Campos electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja
(ELF-CEM)

- Campos electromagnéticos de frecuencia baja (LF-CEM)
- Campos electromagnéticos de frecuencia intermedia (IF-CEM)
- Radiofrecuencia (RF-CEM)

- Microondas y Radar (MW-EMF)

- Tratamiento del tumor con campo eléctrico (TTfield)

- Radioterapia (RT)

- Especie Reactiva de Oxigeno (ROS)

- Magnetita biogénica (Fe304)

- Calcio (Ca?)

- Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs)

- Quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK)
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- Adenosin monofosfato ciclico: nucledtido, segundo mensajero
(AMPc 6 cAMP)

- Doble rotura de cadena de ADN (DBS)

- AC (Corriente alterna)

- CW (onda continua)

- GSH (glutation reducido)

- iNOS (inducible éxido nitrico sintetasa)

- rms (root media cuadratica)

- S (densidad de potencia)

- SAR (tasa de absorcidn)

- SOD (superdxido dismutasa)

- Quinasa dependiente de la ciclina (CDK)

- Gen humano codifica a un inhibidor de la quinasa dependiente

de ciclina (p21)

- Proteinalsupresora de tumores (p16)

- Gen supresor tumoral (p53)

- Receptor estrégeno (ER)

- Complejo estradiol respuesta estrégenos (ERE)

- N-tert-Butyl-a-phenylnitrone:rotador de radicales libres (PBN)
- Canales de calcio operados por voltaje (COV)

- Retinoblastoma (Rb)

- Proteinas quinasas activadas por mitégenos (p38)

- C-Jun N quinasas-terminales (SAPK/JNK)

- Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

- Factor de transcripcion (AP-1)

- Proteina codificada en humanos por el gen Fos (c-Fos)
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- Gen que codifica a la proteina c-Jun (C-Jun)

- Acido ribonucleico (ARN)

- Sububidad de union a ARN (RBS)

- Subunidad reguladora de unién (RS)

- Proteina que permeabilizan mitocondria y es punto clave en la
apoptosis (Bcl-2)

- Especie reactiva nitrégeno (RNS)

- Acido tiobarbiturico (TBARS)

- Matriz metaloproteasas (MMPs)

- Complejo de reconocimiento del origen de replicacion (ORC)

- Adenosin trifosfato, nucleétido para obtencién energia celular
(ATP)

- Plasmiogeno (PA)
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