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RESUMEN

Se estudio el efecto que tiene la aplicacion de campos magnéticos, radiacion UV y
nanomateriales de TiO,-modificado, sobre la proliferacion de células de cancer

cervicouterino de la linea celular HeLa comparadas con la linea celular CHO.

Durante la primera fase se determind la intensidad y direccion de campo que tuvo
mayor efecto sobre el crecimiento de las células cancerigenas, y el efecto de la
aplicacion repetitiva de campos magnéticos. Posteriormente se aplicé la
combinatoria de fotocatalisis con nanocompuestos base TiO,-modificado y del

campo magnético sobre las lineas celulares mencionadas.



INTRODUCCION

Actualmente se considera el cancer como un problema de salud publica que
merece atencion prioritaria. Es la enfermedad con la mas alta taza de mortalidad
en Colombia luego de las enfermedades cardiovasculares; Colombia también tiene
el indice mas alto de incidencia en cancer de cuello uterino comparada con los

paises de la region andina.

Algunos tipos de canceres tienen tratamiento pero el éxito de éste dependera del
grado de avance de la enfermedad y del tipo de cancer que se trate. Los
tratamientos mas comunes son cirugia, quimioterapia y radioterapia; la utilizacion
de alguno u otro método dependerd del criterio del médico tratante.

Infortunadamente, algunos canceres son incurables y cobran la vida del paciente.

Debido a que los tratamientos anteriormente mencionados producen efectos
colaterales en otros 6rganos del paciente es de gran interés desarrollar
alternativas que permitan combatir la enfermedad y sin detrimento de la calidad de

vida del paciente.

Los campos magnéticos han sido utilizados como tratamiento para diferentes tipos
de lineas celulares cancerigenas, mostrando efectos citotoxicos e inhibitorios de la

proliferacion celular [1].



Igualmente la fotocatalisis con TiO, ha sido ampliamente utilizada ya que mediante
las especies fuertemente oxidantes que se forman en el seno del fotocatalizador

se produce dafio del ADN via reacciones de 6xido-reduccion [2].

Sin embargo, hay muy pocos estudios en donde se evidéncie el efecto
concomitante de ambas tecnologias. Es por ello que en éste proyecto se estudia el
efecto que tiene la aplicacion de campos magnéticos, radiacion UV vy
nanomateriales de TiO,-modificado, para degradar células de cancer

cervicouterino de la linea celular Hela.



1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En el mundo occidental se presentan mas de 11 millones de casos de cancer
anualmente; siendo ésta enfermedad, la primera causa de muerte, representa el
25% de las muertes en paises de éste hemisferio. En los Estados Unidos y en
Europa es la segunda causa de muerte después de enfermedades
cardiovasculares que mas vidas cobran a personas menores de 85 afos [3]. En
Colombia, es la tercera causa de muerte luego de la violencia y enfermedades

cardiovasculares, haciendo al cancer, un problema de salud publica creciente [4].

El 80% de los casos nuevos de cancer ocurren en paises en vias de desarrollo. En
Colombia, en el afio 2002 se presentaron 70,750 nuevos casos de cancer, sin
incluir cancer de piel que es el mas frecuente. En el afio 2005 hubo 30,693

defunciones por cancer que representa 16,3% del total de las muertes [5].

La gran mortalidad a causa de los principales canceres se debe a los estados
avanzados en el momento de diagndstico y los tratamientos poco efectivos. Al
comparar Colombia con otros paises los canceres que principalmente se
desarrollan son: cancer de estomago, cancer de cuello uterino y leucemia en

hombres adultos, mujeres y nifios respectivamente [6, 7].

Colombia es el pais con mayor incidencia de cancer de cuello uterino. Las
ciudades mas afectadas en Sur América con cancer de cuello de utero son Cali

(Colombia), Recife (Brasil) y La Paz (Bolivia), concentrandose principalmente en
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mujeres de edad productiva [8]. EIl registro poblacional de cancer de Cali,
Colombia, muestra tasas de incidencia y tasas de mortalidad de cancer de cuerpo
uterino especificas por edad, con mayor incidencia en mujeres mayores de 30

afos y no representa disminucion a lo largo del tiempo [9].

Los tratamientos para el cancer varian de acuerdo al tipo y su estadio, los
métodos mAas comunes para tratarlo son: la cirugia (cuando el cancer esta
confinado y no se ha diseminado), la radioterapia (que utiliza rayos X de alta
potencia para la destruccion de las células cancerigenas) y quimioterapia (que es
la administracion de medicamentos para destruirlas), o bien, la combinacion de
meétodos [10]. El prondstico dependera del tipo de cancer y su nivel de evolucion,
algunos canceres son curables con los tratamientos anteriormente mencionados,
pero con efectos secundarios adversos para la salud. Otros canceres se pueden

propagar, o simplemente son incurables [11].

El cancer de cuello uterino se presenta con mayor incidencia en paises en vias de
desarrollo, cobrando 30.000 vidas anuales en América Latina [12]. En Colombia,
segun cifras del INC (Instituto Nacional de Cancerologia) durante el afio 2001, se
diagnosticaron 4,389 casos nuevos de cancer, 8.2% mas que en el afio 2000 y
4.5% mas comparado con el afio 1999. Para el afio 2002 el incremento fué de un

13% comparado con el 2001 [13].

De los 4,990 casos nuevos de cancer del afio 2002, 3,071 (61.5%) fueron mujeres

y 358 (7.2%) mujeres menores de 17 afos. Las cinco localizaciones mas
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frecuentes de cancer en su orden son: cuello uterino, mama, piel, estbmago y

sistema hematopoyeético [7].

El cancer de cuello uterino se detecta en mujeres entre 25 y 40 afos, etapa
productiva de la mujer, afectando asi su entorno familiar y social. Por otro lado las
mujeres con ésta enfermedad tienen como alternativas de tratamiento la cirugia, la
quimioterapia (utilizacion de farmacos), la radioterapia (utilizacion de fuentes
radiactivas) o bien, la combinacion de métodos, todos ellos con efectos

secundarios que detrimentan su calidad de vida y la de sus familias.

La quimioterapia y la radioterapia atacan el cancer, pero si el tratamiento es
prolongado las células sanas del cuerpo inevitablemente se dafian, existe
posibilidad de que el tratamiento por si mismo induzca al cancer [14, 15]. Se
deben tener estrategias que permitan desarrollar y profundizar en tratamientos
alternativos que ataquen efectivamente la enfermedad sin afectar la salud vy

calidad de vida de los pacientes.

Entre los muchos candidatos para la fotocatalisis, probablemente el TiO, sea el de
mayor uso ahora y en el futuro, debido a su adecuado valor de banda prohibida
(3.2 eV), su bajo costo y alta estabilidad. Ademas de la posibilidad de mejorar la

fotoactividad del TiO, con dopantes anidnicos o cationicos no compensados [16].

El TiO, se ha utilizado desde la antigiiedad como pigmento blanco, se utiliza

también en la industria cosmética lo que ha demostrado que puede ser seguro
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para los humanos y el medio ambiente, aunque hay evidencia de que puede
causar cancer segun su clasificacion en el grupo 2B de carcinogénicos de la
International Agency for Research on Cancer [17]. Se han realizado muchos
estudios para la fotodescomposicion de contaminantes organicos [18,19], pero
infortunadamente muy pocos que investiguen su accion en las ciencias de la vida,
especialmente como tratamiento contra el cancer. La fototerapia en células
tumorales, utilizando TiO,, ha mostrado que éste es un agente fotosensibilizante
en la terapia fotodinamica (PDT, por sus siglas en ingles); ya que causa
peroxidacidon de lipidos y escisiones en el ADN, produciendo asi, inactivacion de
los canales de la membrana mitocondrial, desorganizacion en las membranas

lisosémicas y plasmaticas, conllevando a la muerte celular [20-22].

En éste proyecto se estudia el efecto que tiene la aplicacibn de campos
magnéticos, radiacion UV y nanomateriales de TiO,-modificado, para degradar
células de cancer cervicouterino de la linea celular HeLa. Este cancer es originado
por la infeccion del virus de papiloma humano (VPH). Los grupos de investigacion
involucrados en el proyecto tienen experiencia y han logrado la sintesis del
nanocompuesto de TiO,-modificado y su aplicacion in-vitro en células de cancer
de cuello uterino logrando citotoxicidades cercanas al 99% en 40 minutos de
tratamiento sobre las células HelLa (en proceso de patente), igualmente se tiene
experiencia en la fabricacion de reactores y aplicacion in-vitro de campos
magneéticos de baja intensidad sobre células de osteoblastos, osteoclastos y

fibroblastos humanos, donde se ha observado la posibilidad de aumentar o



disminuir la proliferacion, dependiendo de las condiciones de campo magnético y

del tipo de células a utilizar.

En la Universidad del Valle los grupos de investigacion “Fisicoquimica de Bio y
Nanomateriales” y “Farmacologia Univalle”, terminaron en el afio 2012 el proyecto
financiado por Colciencias: “Muerte fotocatalitica de células cancerigenas de utero
por efecto del Oxido de Titanio (TiO,) y radiacion ultravioleta”. Son prometedores
los resultados obtenidos en la investigacion IN VITRO, ya que se logré un 98.6%
de citotoxicidad en las células HeLa en 40 minutos de tratamiento (HelLa, linea
celular de cancer cervicouterino provocado por el virus de papiloma humano VPH
18), mientras que en las células CHO no hay citotoxicidad (CHO, linea celular de
células sanas de ovario de hamster chino), se plantea en principio, un futuro y
posible método para curar el cancer de cuello uterino. Ilgualmente se demostroé la

no genotoxicidad, ni mutagenidad de los compuestos sintetizados.

Por otro lado los grupos de investigacion Farmacologia Univalle, Grupo de
Investigacion en Percepcion y Sistemas Inteligentes PSI, Grupo de Investigacion
en Alta Tensibn GRALTA, Grupo de Investigacion TRAUMATOR, todos de la
Universidad del Valle, han desarrollado el proyecto “Efecto de la estimulacion con
campos magnéticos en la proliferacion y crecimiento de fibroblastos de piel
humana y osteoblastos humanos normales, estandarizacion de procedimientos de
radiacion”, proyecto financiado por Univalle convocatoria interna 2008, estudios en
los que encontraron que los campos electromagnéticos de baja intensidad y baja

frecuencia, potencializan el crecimiento de fibroblastos humanos. Sin embargo en
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la experimentacion igualmente se mostr0 que algunas combinaciones de
intensidad y direccidbn de campo electromagnético generaron el efecto contrario,

una disminucién en la tasa de crecimiento celular comparado con un blanco.

La presente investigacion busca establecer el efecto de campo electromagnético
sobre la linea celular de cancer de cuello uterino HelLa, comparado con el efecto
sobre la linea celular CHO. Una vez hecho esto, se entrard a estudiar el efecto
sobre las mismas lineas celulares, la accién combinada de la radiacion ultravioleta

y campo electromagnético en presencia de TiO,-modificado.



2. ANTECEDENTES

La fotocatalisis con TiO, ha atraido gran atencién por su desempefio en la
fotodegradacion y mineralizacion de contaminantes organicos en agua y aire,
debido a su gran poder oxidante cuando es irradiado con luz UV [18]. Asi mismo
las aplicaciones a microorganismos e incluso a células de céancer, ha ganado un

namero creciente de investigadores con el transcurso de los afios [23].

El efecto citotdxico del TiO, cuando es irradiado con luz UV busca complementar,
o bien reemplazar las terapias tradicionales para combatir el cancer, superando

los efectos adversos que tienen en los pacientes.

Debido a la poca selectividad de las particulas de TiO, para atacar células sanas o
células enfermas y a la poca acumulacién de TiO, dentro de las células
cancerigenas se ha recurrido a la modificacion de las nanopatrticulas de TiO», para
lograr incrementar su concentracion dentro de las células cancerigenas de manera
selectiva y eficiente [24]. Sin embargo la terapia fotodinamica con TiO, en
presencia de un campo magnético permitird la localizacion del tratamiento en un
lugar y momento especifico ya que el proceso sera posible s6lo cuando estén en

el lugar adecuado las nanoparticulas en presencia de la luz [25, 26].

El efecto de las nanoparticulas de TiO, en células de cancer de préstata PC-3M

ha sido estudiado y ha mostrado que dependiendo de la temperatura, tiempo y
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concentracion, estas nanoparticulas permean la membrana celular y entran a casi
todos los sitios activos de la célula a través de una variedad de mecanismos
biologicos lo que abre una ventana a la utilizacion de radiacion UV para atacar

fotocataliticamente las células cancerigenas desde el interior de éstas [27].

Por otra parte, ha sido estudiado el efecto de la concentracién de TiO, en células
de cancer de colon cuando son sometidas a radiacion ultravioleta-A (UV-A),
mostrando que a concentraciones por encima de 200 pg/ml la tasa de
supervivencia disminuye rapidamente después de 30 minutos de exposicion a la
radiacion. Igualmente al utilizar concentraciones de 1000 pg/ml en un lapso de 30
minutos, en ausencia de radiacion, la tasa de supervivencia de las células es
superior al 90%, mostrando asi que el TiO, no es toxico para las células sanas; sin
embargo cuando son sometidas a 10 minutos de radiacion la mortalidad de las
células es del 44%, y a los 30 minutos de radiacion asciende a un 80%. Lo que
corrobora que las nanoparticulas de TiO, fotoexcitadas son téxicas en las células

de cancer [28].

La irradiacion de las células HeLa con luz UV, causa la muerte mas efectivamente
en aquellas que han sido tratadas con el TiO, modificado que aquellas con
nanoparticulas de TiO,. La fotocatalisis con TiO, modificado con folato causa

necrosis a las células HelLa e igualmente las conlleva a apoptosis celular [29].

En la Universidad del Valle, se han llevado a cabo estudios en el grupo de

Fisicoguimica de Bio y Nanomateriales y con el Grupo de Farmacologia en la linea
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de investigacion “Materiales y Procesos para Tratamientos en Salud”, en el cual se
obtuvo por diferentes métodos el TiO,, siendo el proceso sol-gel el que permitio
controlar la pureza del 6xido para luego hacer estudios fotocataliticos en diversas
lineas celulares. Se utilizé el 6xido para evaluar la muerte de fibroblastos sanos y
células de cancer de tipo melanoma Hs 668(A).T CRL-7425™. Se observé que los
fibroblastos sanos no presentaron efecto citotoxico en presencia del TiO; y
ausencia de radiacion. En presencia de radiacion y TiO, se evidencié disminucién
de la actividad metabdlica pero no efecto citotdéxico. Comportamiento similar con
las células de melanoma, ya que estas al exponerse durante 45 minutos a
radiacion produjo la disminucion de la actividad metabdlica e igualmente no hubo
efecto citotoxico. En ninguno de los cultivos anteriormente descritos se pudo

obtener una dosis letal.

Por otro lado los campos magnéticos han tenido con el transcurrir de los afios un
gran impacto en tratamientos médicos. Entre las muchas aplicaciones en el campo
de la salud se ha utilizado como tratamiento de enfermedades como el Alzheimer,
Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), artritis, diabetes, alopecia, migrafia,
hepatitis, epilepsia, osteoartritis, osteoporosis, neuropatias, lesiones musculares,

pancreatitis, Ulceras, fracturas 6seas y cancer [30, 31].

Por ejemplo la aplicaciéon de campos magnéticos de moderada intensidad (6 mT),

inducen en las células cambios en su forma y membrana celular. Después de
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exposicion prolongada de 24 horas en algunos tipos de células disminuye la

apoptosis celular, mientras que en otras aumenta en un 20% [30].

Inicialmente los estudios para observar el efecto de campos magnéticos en células
de origen animal, en su mayoria diversos tejidos de raton, han mostrado diversos
resultados que dependeran del tipo de célula, frecuencia, intensidad del campo

aplicado, direccion y tiempo de exposicion.

La aplicaciéon de un campo magnético homogéneo de 7 T durante 3 hasta 24
horas en células P388 y V79 (células de leucemia de ratén y fibroblasto de
hamster chino respectivamente) no mostraron cambios en la distribucion del ADN
[32]. Igualmente no se obtuvo ningn cambio en la velocidad de crecimiento de
células de ovario de hamster chino CHO-K1 al ser expuestas a un campo
magnético estable de 10 T por mas de 4 dias, igualmente no hubo diferencias en
la frecuencia de formacion de micronucleos cuando éstas mismas células eran
expuestas a diferentes condiciones de campos magnéticos de alta frecuencia [33,

34].

Cuando células astrogliales de ratas se sometieron a campo magnético estatico,
senoidal o combinacion de ambos de 1 mT de intensidad durante 1 hora no se

observd ningun cambio en las proteinas del estrés, ni en el citoesqueleto, ni en la

13



proliferacion [35]. Al utilizar osteoblastos de raton para medir su proliferacion luego
de aplicarles campo magnético senoidal con una frecuencia de 50 Hz, e
intensidades entre 0.9 y 4.8 mT, por 30 minutos cada 24 horas por 3 dias

mostraron una inhibicién significativa en la proliferacion [36].

En los estudios experimentales realizados en ratas se observa que la aplicacion
de campos electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja (4.5 mT) con
una frecuencia de 1120 Hz inhibe las lesiones preneoplasticas que son inducidas
guimicamente en el higado de estos animales ya que se reduce la proliferacion
celular [37]. Las ratas y ratones no sufren de anomalias esqueléticas cuando se
les aplican campos magnéticos con una frecuencia de 50-60 Hz e intensidades de
0,6 a 30.000 uT. Ademas a diferentes mamiferos in vivo es poco probable que se
les induzcan cambios teratoldgicos al utilizar la misma frecuencia y una intensidad

de méas de 30 mT [38].

Asi mismo se han hecho experimentos donde se exponen diferentes lineas
celulares humanas tanto malignas como normales de diferentes tejidos a campos

magnéticos, cuyos resultados dependen de las caracteristicas del campo aplicado.

Se han realizado investigaciones sobre el efecto de los campos magnéticosde 7 T

durante un lapso de 64 horas en diferentes lineas celulares malignas humanas
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como HTB 63 (melanoma), HTB 77 IP3 (carcinoma de ovario) y CCL 86 (linfoma),
mostrando reducciones del 19.04+7.32%, 22.06£6.19%, y 40.68+8.31%

respectivamente [39].

La aplicacibon de campos magnéticos pulsados de extremadamente baja
frecuencia de 0.65 mT de intensidad y 4 Hz durante 45 minutos a células MG-63
de osteosarcoma humano no afecta la sintesis de proteinas, la estructura nuclear
o el numero de células, sin embargo se inducen cambios en la distribucion de las

proteinas del citoesqueleto [39].

En otro experimento llevado a cabo igualmente en ostoblastos y el efecto en éstas
células de la aplicacion de campos magnéticos pulsados de 0.65 mT y estaticos
de 0.5 mT mostraron una alteracion en el patron de distribucién normal de las
redes de microtlibulos, los cuales formaron agregados fluorescentes en la regién
cortical de la membrana celular permitiendo ésto la formacion rapida de células

Oseas [40].

A células de carcinoma cervical humano (HeLa) y de fibroblasto de pulmén
humano (IMR 90) se les aplicaron campos magnéticos de 6 mT y 60 Hz durante
30 y 60 minutos, los cuales no mostraron cambios en la proliferacion celular. Sin

embargo al someter a las células a exposiciones repetitivas de 3 y 6 mT, por 30
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minutos cada 24 horas durante 3 dias; obteniéndose que durante las primeras 24
horas aumentaba la viabilidad celular de la linea HelLa, pero ésta decaia a las 48
horas. Para el caso de las IMR 90 la viabilidad celular decae notoriamente en las
primeras 24 horas. Segun ésto el estrés celular aumenta con las aplicaciones
repetitivas de campos magnéticos, lo cual aumenta las vias de sefalizacion que

ocasionan la apoptosis en las células [41].

En la Universidad del Valle, se han llevado a cabo estudios en el grupo de
investigacion en Alta Tension (GRALTA) junto al grupo de Ortopedia vy
Traumatologia (TRAUMATOR), Grupo Percepcion y Sistemas Inteligentes (PSI) y
farmacologia-INVITRO realizaron estudios sobre el efecto del campo magnético
en la proliferacion de fibroblastos de piel humana y en osteoblastos humanos, con

estandarizacion de procedimiento de radiacion.

16



3. MARCO TEORICO

Cancer es el crecimiento anormal de células causado por mdltiples cambios en la
expresion genética llevando a un desequilibrio entre la proliferacion y muerte
celular lo que conlleva a que un gran nimero de células invadan tejidos a través
del torrente sanguineo y del sistema linfatico haciendo metastasis en sitios
distantes. Esta es una enfermedad cronica que produce la muerte del huésped
cuando no se recibe tratamiento médico oportuno. El cancer se produce por dafios
en el material genético de las células. Estos dafios pueden ser producto de la
radiacion, productos quimicos o agentes infecciosos. El riesgo de desarrollar
cancer es multifactorial, depende de factores genéticos, exposicidon a sustancias

cancerigenas, edad, sexo, raza y alimentacion [42].

3.1Cancer de atero
El Gtero tiene dos partes: el cuerpo del Utero, localizado en la parte superior, que
es donde se desarrollan los bebés, y el cuello uterino (también conocido como
cérvix), localizado en la parte inferior que conecta el cuerpo del utero con la

vagina.

El cancer de cuello uterino, o bien cancer cervical, es el que se manifiesta en la
parte baja del atero dentro de la vagina, éste no se forma repentinamente.

Inicialmente las células normales empiezan a sufrir cambios en su ADN y se
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transforman a células precancerosas mediante varios procesos llamados:
neoplasia intraepitelial cervical, lesion intraepitelial escamosa y displasia. Luego
éstas células defectuosas se convierten en cancerosas, crecen

descontroladamente y se riegan a las areas cercanas.

Este proceso de cambio puede tomar varios afios, aunque a veces sucede con
mayor rapidez. Para algunas mujeres, los cambios precancerosos pueden
desaparecer sin tratamiento alguno. Sin embargo, lo mas comdn es que se

requiera tratamiento para impedir que se conviertan en un verdadero cancer.

En el cuello uterino existen dos tipos de células, las células escamosas que
estan ubicadas en la exocérvix (parte que da hacia la vagina) y las células
glandulares en la endocérvix (parte que da hacia el cuerpo del Gtero). En la
region donde se encuentran estos dos tipos de células es en donde se originan la
mayoria de los canceres [43]. Existen dos tipos principales de cancer del cuello
uterino: entre el 85% y el 90% de los casos son carcinoma de células escamosas
gue se originan en la exocérvix y entre el 10% y 15% son adenocarcinoma que
se origina a partir de las células de las glandulas que producen el moco en la

endocérvix.

El 99% de los casos de cancer de cuello uterino son causados por el virus del
papiloma humano VPH. Este virus se adquiere por contacto sexual, el riesgo
aumenta a mayor cantidad de compafieros sexuales y mayor numero de

relaciones [44]. Otros factores de riesgo son los multiples embarazos, relaciones
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sexuales a edad temprana, usar pildoras anticonceptivas orales por periodos
prolongados, el cigarrillo entre otros. En Colombia ocupa el segundo lugar de
incidencia, después del cancer de mama, con 4,736 casos estimados para el afo

2008, y una mortalidad de 2,154 casos, la tasa mas alta en el mismo afio [45].

3.2Tratamientos para el cancer
El tratamiento para el cancer cervical depende del estado de avance de la
enfermedad y su localizacién. Igualmente dependera de la edad del paciente y su
estado de salud. Los tratamientos para el cancer mas utilizados son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia, algunas veces es la combinacién de dos o mas
métodos pero todos con efectos secundarios como dafios en células normales,
alteraciones por la permanencia de sustancias radioactivas en el cuerpo, entre
otras. En el caso de que no haya cura, el objetivo principal es prolongar la vida
del paciente y ayudarle a sentirse mejor destruyendo o removiendo la mayor

cantidad de células cancerosas posibles.

e Cirugia
Este es el método mas utilizado cuando el cancer esta localizado en un lugar
concreto, no ha habido invasién a tejidos vecinos, microinvasion y el tumor es
pequefio. Hay varios tipos de cirugias, por ejemplo en las etapas tempranas de
cancer se utilizan los siguientes: la criocirugia en donde se congela mediante un
metal enfriado con nitrégeno liquido la porcion afectada, matando asi las células

anormales; la cirugia laser en donde lo que se busca es evaporar las células
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afectadas y la conizacion que es un método en donde se utiliza una pieza en
forma de cono para remover el tejido afectado.

En etapas mas avanzadas se utiliza la histerectomia que es la remocion del Gtero
y la vagina, los ovarios se dejan en su lugar, a no ser que existan razones para
removerlos. También se utiliza la extraccion pélvica donde se remueven los
tejidos antes mencionados, las trompas de Falopio, los ovarios y nddulos

linfaticos.

e Quimioterapia
La quimioterapia es ideal para canceres que se han esparcido a Organos
distantes, se utilizan medicamentos orales o endovenosos que ingresan al
sistema sanguineo y recorren todas las areas del cuerpo. La quimioterapia ataca
las células que se dividen rapidamente, como las células cancerosas y también
las células sanas de tejidos como el cabello, el revestimiento del tracto
gastrointestinal y las que se encuentran en la sangre; conllevando a efectos
secundarios que van a depender del tipo de droga, la dosis y el lapso en que han
sido suministradas. Los efectos secundarios son la pérdida de apetito, vomito,
pérdida del cabello, llagas en la boca y pérdida de glébulos rojos y blancos,
causando dificultad para respirar y riesgo de infeccion respectivamente. Las
células tumorales pueden generar resistencia a las drogas con las que han sido
comunmente tratadas debido a la disminucion en la absorcion de éstas, el
aumento de su flujo, el aumento en su tasa del metabolismo, o alteraciones en

las propiedades de éstas. Se observé en diferentes lineas de células, que los
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mecanismos de resistencia a las drogas son principalmente debidos a la

sobreexposicion de las células a éstas sustancias.

e Radioterapia
La radioterapia ataca mas a las células que se reproducen rapidamente que a las
células normales. Se utilizan rayos-X para matar células cancerosas, buscando
dafar el ADN de las células impidiendo que sigan creciendo y multiplicandose,
infortunadamente células sanas también se ven afectadas. Los efectos
secundarios de la radioterapia son: cansancio, dolor de estomago, vomito,
disminucién de los glébulos rojos y blancos, hay mayor riesgo a infeccion,
resequedad vaginal entre otros. A menudo, se utiliza para reducir el tamafio de
un tumor lo mas que se pueda antes de una cirugia o también se puede

administrar después de la cirugia para prevenir la reaparicion del cancer.

e PDT
Debido a la gran cantidad de reacciones quimicas que pueden ser inducidas con
radiacion ultravioleta, se han desarrollado lineas de investigacion en fotoquimica
y fotobiologia, las cuales emplean la Terapia Fotodinamica (Photodynamic
Therapy: PDT), como modalidad de tratamiento contra numerosas

enfermedades.

La terapia fotodinamica es un tratamiento que utiliza una droga fotosensibilizante

y una luz con determinada intensidad y longitud de onda, que al entrar en
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contacto con oxigeno, genera radicales libres, lo que mata las células

cancerosas fotodinAmicamente mediante un proceso oxidativo.

Este tratamiento es letal y altamente selectivo con las células tumorales, puede
ser repetido y causa poco dafio a los tejidos normales, no hay riesgo de farmaco-
toxicidad acumulativa, ademas de que tiene pocos efectos secundarios, debido a
gue el fotosensibilizante se concentra en el sitio del tumor lo cual evitaria efectos
mutagénicos por dafio del ADN. Por lo tanto, se puede repetir la terapia las veces
gue se crea necesaria y se puede aplicar sobre un tejido previamente irradiado

[46-48].

La reaccion fotodindmica inicia por la activacion del fotosensibilizante con la luz
apropiada, brindandole a éste energia. El fotosensibilizante activado va a perder
energia mediante una série de procesos que lo van a llevar hasta un estado
basal. Esta energia liberada va a romper los enlaces del oxigeno, generando
radicales libres que son los encargados de destruir las células y membranas
vasculares conduciendo asi a las células cancerigenas a necrosis o apoptosis

[49].

La PDT se rige por la técnica de oxidacion en la cual por medios fotoquimicos se
generan especies transitorias como el radical hidroxilo. Estos procesos
fisicoquimicos producen cambios profundos en la estructura quimica de diversas
sustancias. La oxidacion de materia organica es altamente efectiva ya que los

procesos involucrados poseen mayor factibilidad termodinamica y una muy alta
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velocidad de oxidacion debido a la participacion de radicales libres. La especie
hidroxilo posee propiedades adecuadas para atacar casi a todos los compuestos
organicos y reaccionar de 106 a 1,012 veces mas rapido que oxidantes

alternativos como el O3 [50].

3.3Fotocatélisis heterogénea con TiO;
Entre las técnicas avanzadas de oxidacion mas utilizadas se encuentra la
fotocatalisis heterogénea, procedimiento muy comun debido a su gran
potencial para degradar materia organica y su bajo costo de energia. El
proceso se basa en la absorcidn directa o indirecta de energia radiante (visible
o UV) por un solido que juega el papel de fotocatalizador, siendo normalmente
un semiconductor. En la regién interfacial entre el sélido semiconductor y la
materia organica a degradar tienen lugar las reacciones de Oxido-reduccion,

proceso durante el cual, el catalizador no sufre cambio alguno.

El fotocatalizador mas utilizado es el dioxido de titanio (TiO,), éste material es
el semiconductor que ha alcanzado un mayor grado de madurez tecnoldgica
entre los procesos fotocataliticos, es econOmicamente asequible, presenta una
elevada estabilidad quimica, haciéndolo apto para trabajar en un amplio rango
de pH, ha demostrado ser el semiconductor mas resistente a la corrosion

quimica, a la fotocorrosion y no es toxico [50].
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No obstante, experimentos in vitro demuestran que cuando esta en forma de
nanoparticula o particula de hasta unos pocos cientos de nanometros de
tamafio el TiO, tiene efectos nocivos sobre el ADN, afecta la funcion celular,
interfiere con la actividad de defensa de las células del sistema inmunitario y
puede producir inflamacion. Una sola ddsis oral de nanoparticulas de dioxido
de titanio causé importantes lesiones en los rifiones e higados de ratones
hembras. Esto resulta altamente preocupante al considerar que los cientificos
aun no saben qué niveles de exposicidn a hanomateriales serian nocivos para
la salud de los trabajadores y si realmente existe un nivel inocuo de exposicion

laboral a nanomateriales.

Los campos de estudio sobre la toxicidad de nano-TiO, aln se encuentran en
proceso. Interesa conocer que niveles de exposicion podrian tener efectos
nocivos para la salud humana, o si existe un nivel inocuo de exposicion. Segun
el tamafio y descripcion fisica; si el TiO, presenta un tamafio de 3-20 nm puede
destruir el ADN. Si el TiO, presenta tamafio de 25 nm, 85 nm y 155 nm
provoca lesiones hepéticas y renales en ratones hembra. Una mezcla de las
formas anatasa y rutilo producen radicales libres en las células inmunitarias, en
el cerebro, pueden interferir con la funcidon de las células epidérmicas y
pulmonares. Las particulas de anatasa son 100 veces mas toxicas que las

rutilo [51].

El TiO, se utiliza como pigmento blanco, por sus propiedades de dispersion,

recubrimiento anticorrosivo, sensor de gases, absorbente de rayos UV en
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productos cosméticos y de manera general en la industria ceramica, se utiliza
como degradante de moléculas organicas en el proceso de purificacion del

agua, tiene aplicaciones en el tratamiento de cancer.

Las fases cristalinas del TiO, que presentan actividad fotocatalitica son: la
anatasa y rutilo. La fase anatasa tiene un "gap" de energia de 3.2 eV y el rutilo
es de 3.0 eV, siendo la anatasa la que presenta mayor actividad, son capaces
de producir transiciones electronicas por absorcion de luz en el ultravioleta

cercano.

El proceso fotocatalitico con TiO, se basa en la generacion de especies
fuertemente oxidantes como: radicales hidroxilo, peréxido de hidrégeno,
superoéxidos, electrones en la banda de conduccion y huecos en la banda de
valencia, que llevan a cabo, bajo la incidencia de radiacion UV, la
mineralizaciéon de material organico. Estas especies haran reacciones de
oxidacion y reduccion en la doble capa bilipidica de las células de

microorganismos, conduciéndolas a la muerte [51].

El mecanismo de fotorreaccidon dara inicio cuando el semiconductor sea

iluminado con fotones de energia igual o mayor a la separacién energética

existente entre la banda de valencia y la de conduccion, (ver figura 1 [52]),
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Figura 1. Esquema del proceso fotocatalitico sobre una
particula semiconductora de Ti0,.

creandose en el seno del fotocatalizador pares electron-hueco (e y h")
(Ecuacion 1), de los cuales un electrén es transferido hacia una molécula
aceptora (Ox1), produciendo una reaccion de reduccion de la misma (Ecuacién

2); y el foto-hueco es transferido hacia una molécula donadora (Red?2), que se

oxida (Ecuacién 3) [53].

=, ¢ + H,0,~ "OH + OH

hv
C—-C(e”+h"H (D
e~ + 0x; —» Red, (2)
h* + Red, — Ox, (3)
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En los procesos de oxidacion avanzada POAs, se producen radicales libres
gue oxidan compuestos organicos por abstraccion de hidrogeno, por adicion

electrofilica a los dobles enlaces y por transferencia de electrones.

3.4Campos magnéticos
La magnetita es un mineral magnético natural de formula de 6xido de hierro, se
encuentra en rocas metamorficas e igneas. Puede atraer el hierro, el cobalto, el
niquel y ciertas aleaciones de estos metales, esta propiedad se define como
magnetismo. ElI magnetismo es una propiedad de los materiales que
responden a los campos magnéticos aplicados. Los imanes son materiales que
producen un campo magnético a su alrededor y son capaces de atraer el

hierro, el cobalto y el niquel.

Los imanes pueden ser naturales como la magnetita (FesO,4) o bien, artificiales,
obtenidos a partir de aleaciones de diferentes metales. Los hay permanentes,
causado por el ferromagnetismo, que son aquellos que conservan sus
propiedades magnéticas luego de haber sido imantados, y temporales, que no
conservan su magnetismo después de una imantacion. EI magnetismo se

puede producir con imanes naturales o artificiales.

Un campo magnético es el volumen de influencia de un iman, y se representa
por lineas de fuerza, que son lineas imaginarias que salen de un extremo del

iman, se curvan y regresan al extremo opuesto del mismo. El espacio entre
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estas lineas indica la intensidad del campo, a mayor espacio, menor intensidad

tendra.

Los imanes tienen mayor capacidad de atraccion en los polos, debido a que las
lineas de fuerza que representan los campos magnéticos, se encuentran a
una menor distancia. A su vez estos extremos tienden a orientarse en la

misma direccién de los polos geogréficos de la tierra.

Al interior de la materia, los electrones en movimiento producen corrientes
cerradas, originando asi un dipolo. Cuando estos dipolos se encuentran en un
ordenamiento aleatorio, sus fuerzas se anulan mutuamente y por lo tanto el
material no muestra propiedades magnéticas. Sin embargo cuando los dipolos
estan orientados en la misma direccién, se produce un campo magnético y se

dice gque la sustancia es magnética.

Los campos magnéticos se generan a partir de cargas eléctricas en
movimiento, debido a la distorsion que sufre el campo eléctrico al moverse la
particula. Una corriente eléctrica circulante a un conductor genera un campo
magnético el cual tiene una intensidad que depende directamente de la carga

eléctrica y a la distancia al conductor.

Igualmente los imanes generan corrientes eléctricas en las proximidades de
bobinas o cables eléctricos, siempre y cuando alguno de los anteriores esté en

movimiento. Un campo magnético variable crea corrientes eléctricas, que son
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denominadas corrientes inducidas, estas corrientes van a existir mientras dure
el campo magnético variable. La corriente eléctrica tendra una intensidad
mayor cuanto mas intenso sea el campo magnético o mayor velocidad tenga el

iman que la produce.

Los dispositivos de estimulacion magnética han sido usados para la
consolidacion de fracturas debido a su efecto osteogénico en modelos
animales In vivo e In vitro [36, 38, 54], en tratamientos de osteoartrosis [55],
osteoporosis [56], osteonecrosis de cabeza femoral, osteocondritis, tendonitis
refractaria crénica y aumento de la fusion de columna [57-59].
Los resultados de los estudios In vitro muestran una dependencia entre las
diferentes caracteristicas de estimulacion: frecuencias, intensidad de CEM y
tiempos de exposicion, cada uno de los cuales puede representar un efecto en
la confluencia y velocidad de divisiéon celular [60]. Igualmente la respuesta varia
al variar la madurez celular o concentracion inicial de células cultivadas a ser

expuestas al estimulo [61].

Asi, al evaluar el efecto de estimulacion por CEM en condiciones bien definidas

de sefal, tiempo y densidad celular, se contribuira a la respuesta del

crecimiento de células 6seas ante esta estimulacion.
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3.5Campos eléctricos y materiales bioldgicos
Los sistemas biologicos consisten de subsistemas fisicos complejos; definidos
por un gran namero de componentes, como: iones, moléculas de agua,
proteinas, lipidos, hormonas y particulas coloidales. El flujo de corriente en
éstos fluidos estd compuesto por las corrientes de difusion y las corrientes
fluctuantes de cada componente. Cuando éstas densidades de corriente son
bajas, el sistema se comporta como lineal, cuando éstas densidades de

corriente son moderadamente altas, el sistema se convierte en no lineal [61].

El siguiente nivel de complejidad es el comportamiento de la membrana
celular, la cual actia como un sélido poroso cuando los campos son aplicados
perpendicularmente a su superficie y como un liquido viscoso cuando los
campos son aplicados en el plano de la membrana [62, 63]. La heterogeneidad
de las membranas lleva a que a diferentes posiciones de ellas con respecto a

un campo magnético aplicado, estas se ven afectadas de forma diferente.

Las membranas ademas, cambian su porosidad selectivamente, de donde los
potenciales eléctricos y las sefiales quimicas pueden transmitir sefales y
cambiar su conductividad. Adicionalmente, los campos pueden cambiar la
orientacion de moléculas, ya que inducen dipolos en las Orbitas de los
electrones y modifican la posicion relativa de algunos de los atomos entre las
moléculas, esto consecuentemente, lleva a cambios en las constantes

eléctricas de las membranas celulares.
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Los campos eléctricos afectan el transporte selectivo de iones 0 moléculas a
través de la membrana, cambian el aumento de capas de iones cargados en la
superficie y modifican el camino de nuevas moléculas a ser incorporadas
dentro de la membrana o dirigidas a la superficie. El resultado de cambios en el
transporte de moléculas o iones a través de la membrana celular, modifica el
rendimiento de las células y consecuentemente del 6rgano del cual ella es

parte [57].

3.6 Campos electromagnéticos en cancer

Un estudio de 1979 sefialo la posible relacidén entre vivir cerca de lineas de poder
eléctricas y la leucemia en nifios [64], actualmente las investigaciones sefialan
gue no hay relacién existente entre estos campos electromagnéticos y otros tipos

de cancer en ésta misma poblacion [65].

Estudios llevados a cabo en adultos con trabajos donde se encuentran
expuestos a campos electromagnéticos arrojaron los mismos resultados, no han
encontrado un incremento del riesgo de sufrir leucemia, tumores cerebrales o

cancer de mama [66-68].

Sin embargo, los campos electromagnéticos de baja intensidad han mostrado ser
efectivos para el tratamiento de tumores cancerigenos segun recientes estudios
[69]. Algunos tumores se han encogido y otros han parado de crecer, mientras

gue las células alrededor se han mostrado inafectadas. Estos tratamientos
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podrian ser tolerados por largos periodos de tiempo e incluso combinados con
otros tipos de terapias. Los diferentes tipos de cancer responden diferente a
distintos tipos de frecuencia. Los campos electromagnéticos actuarian entonces

sobre la actividad de los genes de las células cancerigenas.

Una reduccion en la tasa de crecimiento se observo en células tumorales de
higado y seno expuestos a campos electromagnéticos de amplitud modulada,
(AM)-FEM, por sus siglas en inglés, pero no se observo ninguan cambio en la tasa
de crecimiento de las células normales del mismo tipo de tejido, o en el tumor, o
células normales de otro tipo de tejido. La inhibicion de la tasa de crecimiento

depende del tiempo de exposicién y la fuerza del campo aplicado [70].

La creciente coleccion de estudios demostrando los efectos biolégicos inducidos
por los (AM)-FEM deberia llevar a una revaluacion de los potenciales efectos en
el tratamiento del cancer. La correspondencia entre los efectos inducidos por los
(AM)-FEM en la proliferacion celular, expresion génica, disfunciones mitéticas,

podrian dar pistas sobre el mecanismo biolégico de accion [71].
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4. METODOLOGIA

4.1. Calibracién del Magnetoreactor

Se procede a realizar la calibracién del magnetoreactor TRAUMATOR, que se
encuentra en la escuela de Ingenieria Electronica y pertenece al grupo de
investigacion de Alta Tension (GRALTA) con el fin de medir la intensidad del
campo magnético a una frecuencia de 50 Hz y a diferentes porcentajes de
velocidad maxima con una onda de forma senoidal. Se eligié dicha frecuencia y
forma de onda debido a que es la que comunmente utilizaron estudios realizados
anteriormente en el grupo de investigacion del profesor Carlos Pinedo y en varios

articulos referenciados [35-37].

Para medir la intensidad de campo magnético se utiliz6 un Teslametro Digital
referencia PHYWE, el cual fue facilitado por el Laboratorio de Fisica de la
Universidad del Valle. La medicion se hizo a intervalos de 5% de porcentajes de

velocidad maxima.
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Curva de calibracion del magnetoreactor
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Figura 2. Curva de calibracién del magnetoreactor TRAUMATOR.

A continuacién se presenta el montaje del magnetoreactor TRAUMATOR vy el

Teslametro Digital.

Figura 3. Montaje del magnetoreactor TRAUMATOR vy el Teslametro Digital.
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4.2. Determinacion de Condiciones de Campo Magnético

Se emplearan las lineas celulares HelLa 229 [CCL 2.1], que es un epitelio de
carcinoma de cuello uterino y la linea celular CHO- K1 (ATCC CCL-61) que son
células de ovario de hamster chino. Ver anexo 1 para procedimientos de

mantenimiento de cultivos.

El objetivo de esta seccion es determinar una intensidad de campo magnético y
direccibn que permita una mayor inhibicibn celular para las células HelLa
exclusivamente y que estas condiciones no sean citotoxicas para las células CHO.
Para lograr esto se hacen exposiciones a las condiciones mostradas en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Condiciones de campo magnético a las cuales fueron expuestas las

células HeLa y CHO.

Condiciones

Intensidades (mT) 0.4, 1.4, 2.13, 249y 2.53
Direccion del campo Paralelo

Perpendicular

Frecuencia (Hz) 50
Forma de onda Senoidal
Tiempo de exposicion (min) 40
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Para realizar las pruebas se utilizaron 12 placas de 6 pozos cada una. De las
cuales 3 de los pozos eran para células HelLa y los otros para células CHO. Ver

figura 4.

Figura 4. Ensamble de las placas con las células HeLa y CHO.

Una vez teniendo este ensamble se acomodan de a 2 placas, una perpendicular al
campo y la otra en sentido paralelo, en el centro del magnetoreactor, lugar en el
cual el campo magnéticos es uniforme. Se ajustaban las condiciones de
intensidad, 50 Hz de frecuencia y tipo de onda senoidal y se sometian al campo

durante 40 minutos. Ver figura 5.
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Figura 5. Montaje de las placas dentro del magnetoreactor.

La determinacion de proliferacion y viabilidad celular se hace a las 24 horas de
haberse realizado el tratamiento, por el método azul de tripan en el cual se
cuentan las células vivas con una cadmara de Neubauer. Estos resultados se
comparan con la cantidad de células vivas antes del inicio del tratamiento
magnético y también con los blancos, células que no fueron expuestas a los
campos electromagnéticos. Ver Anexo 2 para los procedimientos de viabilidad

celular.
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4.3. Aplicaciones Repetitivas de Campos Magnéticos

Con base en las mejores condiciones de campo magnético y direccion obtenidas
en la parte anterior que mejores resultados de inhibicion arrojaron para las células
HelLa se realiz6 la segunda etapa de la experimentacion. En la cual las células se
sometieron a exposiciones de campo magnético de 40 minutos cada 12 horas
durante 4 dias, con el fin de observar el comportamiento de las células luego de

una aplicacién repetitiva de campos magnéticos.

Para realizar las pruebas se utilizaron 10 placas de 6 pozos cada una. De las
cuales 3 de los pozos eran para células HelLa y los otros para células CHO. Ver
figura 4. La aplicacion de los 40 minutos de tratamiento electromagnético se hizo

cada 12 horas durante 4 dias.

4.4. Interaccion entre Campo Magnético y Radiacion UV

Tomando en cuenta los resultados obtenidos anteriormente en el grupo de
investigacion en donde se encontr6 una formulacion de nanofotocatalizador de
TiO,-modificado y unas concentraciones y condiciones optimas de reaccion, se
realiza la siguiente experimentacion en donde lo que se pretende es observar la

interaccion del campo magnético con el tratamiento fotocatalitico. Buscando de
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ésta forma determinar si el tratamiento magnético permite o no modificar el

tratamiento con radiacion ultravioleta.

Para ello se utilizan 6 placas de 24 pozos, de las cuales, en cada placa, 12 pozos
son para células HeLa y 12 para células CHO. De estos 12 pozos de células
HelLa, 3 son uUnicamente con medio de cultivo, otros 3 son con 200 ppm de
nanocompuesto modificado de TiO, (A), 3 con una solucién de Triton X-100 (T) y
los ultimos 3 con una mezcla de nanocompuesto y solucién de Triton X-100 (T A).

Lo mismo para células CHO. Ver figura 6.

Figura 6. Ensamble de las placas con las células HeLa y CHO

w
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Pasados los 40 minutos del tratamiento magnético a las condiciones encontradas
anteriormente se someten las células a un tratamiento fotocatalitico de 10, 20, 30
y 40 minutos. Se compara entonces los efectos de utilizar los nanocompuestos de
TiO, en células HeLa y CHO y su interaccion con campo magnético y radiacion UV
gue conlleven a menor viabilidad celular determinada con el kit LDH. Ver anexo 3

para estudios citotoxicos mediante kit LDH.
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5. RESULTADOS

5.1. Aplicacion de campos magnéticos en células HeLa 'y CHO

Al aplicar campos magnéticos a diferente intensidad y direcciones paralela y
perpendicular se obtuvo los siguientes resultados en porcentaje de proliferacion
celular comparadas con células blanco, las cuales no fueron expuestas al

tratamiento electromagnético. Ver figura 7.

Porcentaje de proliferacion a diferente intensidad y
direccion de campo
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‘E 253 mT

0 .
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Tipo de célula y direcciéon de campo aplicado

Figura 7. Porcentaje de proliferacion de células HeLa y CHO luego de la

aplicacion de distintos campos magnéticos.

Al observar que el campo magnético aumenta la viabilidad celular se decide

trabajar con las condiciones que mayor proliferacion arroje.
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Realizando un andlisis estadistico con el programa Microsoft Excel 2010 se
encontré que con 2.49 mT de intensidad hay un mayor crecimiento celular y que la
menor proliferacion ocurre en ausencia del campo magnético. Como lo que se
desea es encontrar las condiciones de menor proliferacion para determinado
campo magnético y no fué posible hayarlas en el rango de 0.4-2.53 mT, se 6pta
por trabajar con las condiciones que mayor proliferacion generen, ya que de todas
formas el efecto del TiO, y la radiacion UV es la total inhibicion celular. Con base
en lo anterior se escoge trabajar a 2.49 mT y direccion paralela debido a que con

estas condiciones se observa mayor conteo celular para las células CHO.

Las condiciones de campo magnético que mayor viabilidad arrojaron estan en la

tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de mayor viabilidad celular encontradas.

Intensidad 2,49mT
Orientacion Paralelo
Frecuencia 50Hz

Tiempo de exposiciéon | 40 minutos
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5.2. Aplicacion repetitiva de campos magnéticos en células HeLa 'y CHO

En esta etapa del tratamiento se trabaja con las condiciones de la tabla 2, en las
cuales se hacen tratamientos de 40 minutos cada 12 horas durante 4 dias. Ver
figuras 8, 9, 10 y 11 para imagenes de las células HeLa y CHO antes y después

del tratamiento magnético.
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Figura 8. Células CHO antes de la exposicion al campo Figura 9. Células CHO después de cuatro dias de

magneético. exposicion al campo magnético.
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Figura 10. Células HelLa antes de la exposicion al Figura 11. Células HelLa después de cuatro dias de

campo magnético. exposicién al campo magnético.
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En la figura 12 se puede apreciar el aumento en la cantidad de células luego del

tratamiento repetitivo de campos magnéticos.

Cantidad de células luego de tratamientos repetitivos de
campo magnético
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Figura 12. Cantidad de células luego de tratamientos de 40 minutos cada 12

horas durante 4 dias, 2.49 mT, 50 Hz y orientacion paralela.

Las tazas porcentuales de crecimiento para células HeLa y CHO se pueden ver en

las figuras 13 y 14.

Comparativo de crecimiento celular porcentual
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Figura 13. Crecimiento celular porcentual de células HelLa luego de tratamientos

repetitivos de campos magnéticos.

46



Comparativo de crecimiento celular porcentual
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Figura 14. Crecimiento celular porcentual de células CHO luego de tratamientos

repetitivos de campos magnéticos.

El crecimiento celular es mayor para ambos tipos de celulas HeLa y CHO,
comparadas con aquellas células control, las cuales no fueron expuestas al

tratamiento magnético.

5.3. Aplicacion de campos magnéticos y tratamiento fotocatalitico.

En esta etapa del experimento se comparan los efectos de tratar las células HelLa
y CHO solas, con nanocompuesto de TiO,, con solucion de Triton X-100 y con

combinacion de ambos y su interaccibn con campos magnéticos durante 40
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minutos a 2.49 mT, con orientacion paralela y una frecuencia de 50 Hz y luego la

exposicidon a radiacion ultravioleta de 254 nm durante 10, 20, 30 y 40 minutos.

Al final de los diferentes tratamientos se midié la citotoxicidad celular, para ello se
utilizo el kit LDH de Roche y se compararon los porcentajes de absorbancia
obtenidos. Se afirma con un 95% de confianza que los tratamientos son diferentes
entre si, ver tabla 3. Debido a que el Fcacuado > Ftabuiado, (Ftabulado = 3.106). Ver

Anexo 4 para ANOVA de una via.

Tabla 3. Valores de F calculados estadisticamente para los diferentes

tratamientos realizados a las células HeLa y CHO.

Tipo de Celula Valor de p Valor de Fcaiculado

HelLa 0.003 7.12
HeLay A 0.001 8.58
HeLay T 0.001 9.07
HeLa, Ay T 0.013 4.69
CHO 0.002 7.60
CHOyA 0.001 9.09
CHOyT 0.000 24.08
CHO,Ay T 0.000 26.30
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Se puede evidenciar en la figura 15 que el tratamiento fotocatalitico conjuntamente
con el tratamiento magnético utilizando el nanocompuesto de TiO,-modificado
como fotocatalizador, produce una citotoxicidad selectiva Unica para células HelLa
hasta de un 99.99% y 83.74% cuando luego de 40 minutos de tratamiento
electromagnético se exponen las células a 40 y 30 minutos respectivamente de

fotocatdlisis con el nanocompuesto de TiO,-modificado.
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Figura 15. Porcentaje de citotoxicidad de las células HeLa y CHO luego de los

tratamientos realizados en presencia y ausencia del nanocompuesto de TiO»-

modificado.
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Al comparar simultaneamente todos los tratamientos entre si se puede afirmar con
un 95 % de confianza que si hay un efecto significativo en el tiempo de tratamiento
fotocatalitico y por consiguiente a la exposicion o no a radiacion UV, Fcaculado >
Ftabulado, (Fcalculado = 2073.37, Fiapulado = 1.73). Ver Anexo 4 para ANOVA de una via

y pruebas de Turkey.

Ver figura 16 para observar el efecto progresivo en la citotoxicidad a medida que

se aumenta el tiempo de tratamiento fotocatalitico.

Chart of Mean( Tiempo fotocatalisis )
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Figura 16. Efecto del tiempo de exposicion a la radiacion UV en la citotoxicidad

celular.
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6. DISCUSION

6.1. Aplicacion de campos magnéticos en células HeLa 'y CHO

Luego de la aplicacion de los campos magnéticos a intensidades entre 0.4 y 2.53
mT, 50 Hz y direcciones paralela y perpendicular a las lineas celulares HelLa y
CHO se encontré que la proliferacion celular aumenta para ambos tipos de

células.

Se ha evidenciado que los campos magnéticos de moderada intensidad entre 1
mT y 1 T deberia influenciar la viabilidad de las células debido a las propiedades
diamagnéticas de su membrana celular, sin embargo las células HeLa se han
mostrado inafectadas [72]. Esto puede ser debido a que los campos
electromagnéticos de baja intensidad no transmiten energia suficientemente alta
para afectar los enlaces quimicos, y por lo tanto no dafian directamente al ADN

[73], pero si se podria inducir un movimiento electronico en el ADN [74].

Se ha propuesto que los campos electromagnéticos alteran estados fisiol6gicos
celulares y que aumentan la aparicion de dafios en el ADN [75, 76], segun ésto es
posible que se afecte la produccion de radicales libres [77-79], aceleracion de la

proliferacion celular [80-83] y perturbacién del ciclo celular [84].
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6.2. Efecto de la aplicacidn repetitiva de campos magnéticos en las células

HeLay CHO

Luego de 4 dias de aplicacion de campos magnéticos cada 12 horas durante 40
minutos a las células HeLa y CHO, con una intensidad de campo de 2.49 mT, una
frecuencia de 50 Hz y orientacion paralela se puede observar que tanto las células
HeLa como CHO incrementan su proliferacion comparandolas con aquellas

células control que no fueron expuestas al campo.

Al observar las células tratadas con campos magnéticos al microscopio y
comparandolas con las no tratadas se encuentra que las primeras adquieren una
forma alargada. Esto podria ser causado por el fuerte efecto oxidante de los

radicales libres que se producen con los campos magnéticos estaticos [85-87].

Existen tres teorias que podrian explicar el efecto de los campos magnéticos en
los organismos vivos, que son: la teoria de membranas, la teoria de interferencia
i6nica y la teoria de los radicales libres. Las observaciones realizadas a partir de
los experimentos que se llevaron a cabo sugieren que los efectos de los campos

magnéticos podrian interpretarse como una combinacion de éstas tres teorias.

Una combinacion de éstas tres teorias permite interpretar los efectos de los

campos magneéticos:

52



Teoria de membranas: Las membranas plasmaticas celulares estdn compuestas
por moléculas con anisotropia diamagnética, las cuales cuando estan bajo la
influencia de un campo magnético rotan hasta que llegan a una posicion de
equilibrio en la cual se llega a un estado de menor energia libre. La rotacion
molecular de la estructura de la membrana modificara los canales ionicos los

cuales alterara el transporte de iones [88-90].

Teoria de interferencia ionica: Los campos magnéticos estaticos afectan los
estados de union de los complejos formados entre iones y proteinas. En ésta
teoria se sostiene que los campos magnéticos no causan ninguna transicion
cudntica, pero si afectan los estados transientes durante la formacion del complejo

de ion calcio y proteina [91-93].

Teoria de radicales libres: Cuando una solucion de células es expuesta a campos
magnéticos se forman radicales libres de oxigeno, los cuales incluyen: HOze, Oye,
*OH, H,0,, etc... éstos radicales son muy reactivos y por consiguiente causan

mucho dafio a las células de los organismos vivos [94, 95].

Hay suficiente evidencia que indica que los campos magnéticos de moderada
intensidad entre 1 mT y 1 T producen un numero de fenémenos biolégicos como:

proliferacion celular [70, 96], migracion [97], orientacidn [98] y sefalamiento
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intracelular de los iones calcio [99]. Lo que explica lo encontrado

experimentalmente.

Se ha propuesto que las propiedades diamagnéticas de las membranas celulares
permite que el campo magnético estatico sea apreciado casi inmediatamente a
través de la alteracion del flujo idnico de la transmembrana. Los campos
magneéticos externos influencian la estructura y orientacion de las proteinas

diamagnéticas incluso antes de que las vias de transcripcidn sean activadas [89].

Porcentualmente las células CHO al cuarto dia tenian un crecimiento de 58.62%
adicional, comparadas con células CHO a las que no se les hizo tratamiento. De
igual forma el incremento porcentual de las células HelLa fue de un 62.75%

comparadas con las células HeLa control.

Estos resultados concuerdan con aquellos encontrados en la literatura en donde
se estipula que los campos magnéticos de extremada baja frecuencia no tienen
efecto genotdxico y son dependientes del tipo de célula [100, 101]. Estos campos
magnéticos por el contrario, incrementan los niveles de proteinas debido a una
elevada transcripcion y/o translacion [102]. La exposicion a los campos
magnéticos incrementan los niveles de a-polimerasa en las células eucaridticas

[103].
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Se ha sugerido que la exposicion repetitiva de campos electromagnéticos
pulsados estimula la regeneracion de nervios estaticos [104] e incrementa los

niveles extracelulares basales de los iones calcio en las células [105].

6.3. Efecto de la radiacion ultravioleta y campos magnéticos en viabilidad de

células HeLa y CHO.

Se puede observar que al aplicar tratamientos de campos magnéticos y luego
continuar con un tratamiento fotocatalitico a las células HeLa y CHO, hay un bajo
porcentaje de citotoxicidad para las células CHO y uno mayor para las células
HelLa cuando los tratamientos fotocataliticos superan los 30 minutos de exposicion
a radiacion UV. Se ha visto que el TiO, tiene ciertas ventajas en las terapias
anticancerigenas debido a su fuerte poder oxidante que mata a las células
tumorales. Se ha reportado que la muerte celular de debe por hipertermia,
fotocatdlisis y fototermia. La hipertermia sucede a nivel celular y se debe al calor
inducido durante el proceso de reparacion luego de una radiacion que ha inducido

el dafio del ADN [106].

Cuando el TiO; es excitado por un foton cuya energia es mayor que el band gap
del TiO; (3.2 eV), un electron de la banda de valencia se excita hasta la banda de

conduccion, formandose un par electrén hueco. Si el electrén y el hueco no se
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recombinan, entonces reducen u oxidan especies de la solucién electrolitica, en
éste caso en el interior de la célula. Los huecos oxidan el agua formando radicales
hidroxilo (+OH), y el electron reduce al oxigeno formando el i6bn superoxido (O) y
H,0,. Estas especies de oxigeno reactivas llevan a varias reacciones quimicas al
interior de las células HelLa [100]. Las especies reactivas del oxigeno
mencionadas se forman en la superficie fotoexcitada del TiO, en solucién acuosa,

éstas especies se espera que sean toxicas para las células [107].
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CONCLUSIONES

El presente estudio permite concluir que en el rango de intensidad de campos
magnéticos comprendido entre 0.4 y 2.53 mT utilizando una onda senoidal y una
frecuencia de 50 Hz tanto las células HeLa y CHO aumentan su proliferacion. Es
decir, que a estas condiciones de campo no pueden ser utilizados como un

tratamiento para el cancer de cuello cervical ya que no tiene efecto citotéxico.

La utilizacion de un tratamiento de campo magnético con una intensidad de 2.49
mT, 50 Hz y direccion paralela de onda senoidal permiten una reduccion de 10
minutos en el tiempo del posterior tratamiento fotocatalitico con un nanocompuesto

de TiO, modificado y con una exposicion a una radiacion UV de 254 nm.

La utilizacién de campos magnéticos como terapia anticancerigena tiene un futuro
promisorio, ya que al no tener efecto citotoxico en las células, permite que un
nuevo nanocompuesto de TiO, modificado y funcionalizado con nanoparticulas
magnéticas permita ser localizado puntualmente en el sitio del tumor durante el

tiempo que dure la irradiacion con luz ultravioleta.

Se propone con base en la literatura y en los resultados obtenidos en el presente
trabajo el disefio de un equipo que genere campos magneticos en un mayor rango,
que pueda variarse la forma de onda y frecuencia, que tenga incorporado un
sensor de campo magnético y de temperatura. Igualmente se podria disefiar un
equipo de bobinas cuadradas, con cronometro, alarma y que pueda aislar los

campos magnéticos externos.
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ANEXO 1

Mantenimiento de los cultivos

La linea celular HeLa 229 y CHO-K1 se mantendran en medio RPMI 1640 y
Han F-12K respectivamente (Gibco-BRL) suplementado con 10% Suero Fetal
Bovino (SFB) (Gibco-BRL0O), 2 mM de L-glutamina (Gibco-BRL). Se utilizara

Hepes (pH 7.2) a una concentracion de 2 mM para evitar cambios en el pH.

Las células se incuban a 37 °C en atmodsfera humeda con 5% de CO, en

botellas de cultivo Falcon T-75 cm?.

La manipulacion de cultivos y preparacion de soluciones serda realizada en una
cabina de flujo laminar tipo A2B3, manteniendo méaximas las condiciones de

esterilidad.

Para el manejo de las lineas celulares se debe tener un nivel 1 de bioseguridad

y adecuadas condiciones de asepsia.

Congelacion y descongelacion del stock de la linea celular

Cada vez que se descongele un vial stock, las células se siembran en 2
botellas T-75, uno para la realizacidon de experimentos y otro para volver a
congelar. De esta manera se asegura que todas las lineas utilizadas en este

trabajo permanezcan disponibles en el laboratorio de cultivos celulares.
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La criopreservacion se hace, a una concentracion de 5 x 10° células por ml., en
medio de cultivo de Suero Fetal Bovino (SFB) y Dimetilsulfoxido (DMSO),
utilizado para evitar la formacion de cristales intracelulares que pudieran dafiar

las células.

Procedimiento de congelacién de células
Para la criopreservacion de las lineas celulares se deben seguir las siguientes

pautas:

Para células adherentes

a) Se descarta el medio de cultivo de la botella de cultivo.

b) Se lavan las células 3 veces con Bufer Salino Fosfato (PBS) estéril.

c) Se adiciona tripsina y se incuba a 37 °C para desprender las células de
la superficie de la botella.

d) Se inhibe la accion de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

e) Se colectan las células en un tubo y se centrifuga a 1500 rpm., 5
minutos.

f) Se descarta el sobrenadante y se lava el pellet celular 3 veces con PBS
esteril.

g) Se resuspende el pellet en medio de cultivo frio con 10% de DMSO.

h) Se dispensa en crioviales de a 1 ml.
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)

Criopreservar los viales a -80 °C, por 24 horas y posteriormente
depositar los viales en tanque con nitrogeno liquido hasta el momento

de su utilizacion.

Procedimiento de descongelacion

El objetivo de este procedimiento es eliminar el DMSO del medio de

criopreservacion, ya que este resulta toxico para algunas células en

crecimiento, especialmente células no adherentes.

f)

Descongelar el criovial rapidamente a un bafio a 37 °C.

Colectar el volumen de células con una pipeta serologica y colocar el
contenido en un tubo de centrifuga con 5 ml de medio de cultivo frio.
Centrifugar durante 5 minutos a 1000 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 5 ml de
medio de cultivo a 37 °C.

Colectar el volumen de células con una pipeta y pasarlo a una botella de
cultivo de 25 cm®,

Colocar la botella de cultivo en una incubadora a 37 °C, en atmdsfera
hameda, que contenga 5% de CO,, y controlar el crecimiento celular,

cambiar el medio de crecimiento cada 2 o 3 dias.

Cada vez que se congele un stock celular se anota en el criovial el nUmero

exacto del pase de la linea celular utilizada.
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Sub-cultivo celular

Cuando las células estén a condiciones de confluencia, se procede a sub-

cultivar, garantizando el crecimiento exponencial de las células. El sub-cultivo

permite controlar la densidad del in6culo inicial y asegura las condiciones

Optimas para el crecimiento de cada linea celular.

Procedimiento para sub-cultivo de células

Para realizar el sub-cultivo celular se deben seguir los siguientes pasos.

Para células adherentes:

a)
b)
c)

d)

f)

9)

h)

Descartar el medio de cultivo.

Lavar la monocapa celular tres veces con PBS estéril.

Adicionar tripsina e incubar a 37 °C para desprender las células de la
superficie de la botella.

Se inhibe la accién de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

Se colectan las células en un tubo y se centrifuga a 1,500 rpm., por 5
minutos.

Se descarta el sobrenadante y se lava el pellet celular tres veces con
PBS estéril.

Se cuenta el numero total de células del cultivo, utilizando el método de
exclusion con azul de tripan.

Pasar a botellas de cultivo.
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i) Colocar la botella de cultivo en una incubadora a 37 °C, en atmosfera
himeda, que contenga 5% de CO;, y controlar el crecimiento celular,

cambiar el medio de crecimiento cada 2 o 3 dias.

Observaciones: El numero de pases indica cuantas veces se ha sub-cultivado
una linea celular. Se recomienda trabajar con células con pocos pases ya que
las lineas celulares establecidas tienden a ser inestables, y como
consecuencia habria cambios fisiolégicos y morfologicos con el paso del

tiempo.

Condiciones 6ptimas de los cultivos
El cultivo es incubado a 37 °C en una atmosfera humidificada, con 5% de CO..
El medio de crecimiento celular es cambiado cada 2 a 3 dias hasta que se

observa la confluencia de la monocapa celular.
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ANEXO 2

Viabilidad por conteo celular

La determinacion del numero de células para la siembra y los pases se realizan
por el método de exclusién con azul de tripan, que consiste en diluir 1:10 las
células aisladas (0.1 mL) y (0.9 mL) de azul de tripan. La dilucion se coloca en
una camara de conteo celular para determinar el niumero de células vivas y
muertas. El método de exclusion con azul de tripan permite diferenciar las
células vivas (aquellas que durante la observacion al microscopio no adquieren
el colorante, su membrana celular permanece intacta y es selectiva al
colorante), de las células muertas (ya que al observarlas bajo el microscopio se

ven azules, por la permeabilidad de la membrana).

Ensayo de viabilidad con azul de Tripan

El método de exclusion con azul de tripan permite hacer tinciones histoldgicas
que permite diferenciar las células vivas (no adquieren coloracion), de las
muertas (durante la observacion al microscopio se ven azules, ya que el
colorante ha permeado la membrana celular). La tincién con azul de tripan y la
utilizacion de un microscopio o bajo una camara de Neubauer permite hacer
determinaciones de proliferacion y viabilidad celular. Este proceso permite
determinar la densidad de las lineas celulares (en Ne células/ml) y asegurar

que el cultivo haya alcanzado su nivel Optimo de crecimiento antes de
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congelarse o realizar cualquier ensayo. También se utiliza para determinar el

namero de células viables posterior al tratamiento con nano compuestos.

a)
b)

c)
d)

f)

)

h)

)

K)

El procedimiento para determinar la viabilidad es el siguiente:

Descartar el medio de cultivo.

Lavar la monocapa 3 veces con el PBS estéril.

Adicionar tripsina e incubar a 37 °C para desprender las células de la
superficie de la botella.

Se inhibe la accién de la tripsina adicionando medio de crecimiento.

Se colectan las células en un tubo y se centrifuga a 1,000 rpm., por 5
minutos.

Se descarta el sobrenadante y se lava el pellet celular 3 veces con PBS
esteril.

Diluir 1:10 las células aisladas (0.1 ml de las suspension de células) y (0.9
ml de azul de tripan).

Colocar 10 yl de la dilucién en una camara de conteo celular (Neubauer) y
observar al microscopio 6ptico para determinar el nimero de células vivas y
muertas. Realizar el conteo celular en los campos visuales (superior
izquierdo y derecho, inferior izquierdo y derecho).

Contar el numero de células presentes en los 4 campos (numero total de
células, numero de células viables y numero de células inviables) y obtener
promedio de células.

El nidmero de células por ml se obtiene multiplicando el promedio de células

por 10 (factor de dilucion con la suspension del cultivo y el azul de tripan),
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por el volumen de suspension inicial de las células en el medio, por 10.000
como constante de la camara de Nebauer.

El resultado obtenido corresponde al numero total de células. EI nimero de
células viables o el numero de células muertas se realiza de igual manera
pero discriminando cuales de las células contadas son viables y cuéles no,

esto servira para realizar la determinacion de viabilidad y mortalidad celular.

% Viabilidad = (Ne de células viables/Ne total de células) x 100

% Mortalidad = (Ne total de células muertas/Ne total de células) x 100
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ANEXO 3

Estudio citotoxico
Se basa en la liberacion de un sobrenadante de cultivo de sustancias
detectables como:

o Cromo (51)

o Colorantes

o Enzimas (LDH)

Ensayo LDH

El ensayo de lactato deshidrogenasa es una alternativa no radioactiva para
determinar y cuantificar la muerte celular por analisis colorimétrico. Se basa en
la medida de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa que se libera de

las células dafiadas al sobrenadante del medio de cultivo.

Cuando la actividad enzimatica de LDH en el sobrenadante del cultivo aumenta
es porque se ha tenido un incremento en la cantidad de células muertas o con
membranas dafiadas. Este aumento en la cantidad de actividad enzimatica en
el sobrenadante se correlaciona directamente con la cantidad de Formazan
generado durante un lapso. Por lo tanto, la cantidad de color formada en el

analisis se correlaciona directamente con el nUmero de células lisadas.
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La actividad de la LDH inicia cuando el NAD" se reduce a NADH/H" por la LDH
y el lactato pasa a piruvato. El segundo paso es cuando el catalizador (bifasico)
transfiere H/H" a las sales de tetrazolium INT se reduce a formazan. Ver figura

a.

Formazan |

Lactate
Dehydrogenase &
(LDH)

Diaphorase

o lodonitrotetrazolium ©
Pyruvate Y

Figura 17. Mecanismo de la actividad de la enzima LDH.

Para realizar ensayos de Citotoxicidad con el kit de LDH ® ROCHE se utilizan

3 controles:

v" Control Blanco: Proporciona informaciéon sobre la actividad de LDH
contenida en el medio de analisis. El valor de la absorbancia obtenido en
este control se resta del resto de valores, cuando la medicion de la

absorbancia es mayor de 0.200.
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v' Control Bajo: Proporciona la informacién sobre la actividad de LDH
liberada por las células normales no tratadas (es una liberacion

espontanea de LDH, esta es propia de las células).

v' Control Alto: Proporciona la informacién sobre la actividad de liberacién
maxima de LDH de las células (liberacion maximo LDH, en presencia de

una sustancia citotoxica en este caso Triton X-100).

Célculos:

Para determinar el porcentaje de actividad citotoxica, se calculan los valores
promedio de la absorbancia de los ensayos por triplicado, haciendo luego la
diferencia entre cada uno de estos valores y el obtenido del control Blanco. Los
resultados se sustituyen en la siguiente ecuacion:

Determinacién de la citotoxicidad

Lectura Muestra (CEM) — Control bajo
Control alto — Control bajo

%de citotoxicidad =
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ANEXO 4

One-way ANOVA: %A _1 versus Tramientos para HelLa

Source DF SS MS F P
Condiciones para Hela 5 0,06547 0,01309 7,12 0,003
Error 12 0,02207 0,00184

Total 17 0,08753

S = 0,04288 R-Sg = 74,79% R-Sg(adj) = 64,29%

One-way ANOVA: %A_2 versus Tratamientos HelLa con A

Source DF SS MS F P
condiciones hela con A 5 0,005168 0,001034 8,58 0,001
Error 12 0,001445 0,000120

Total 17 0,006613

S = 0,01097 R-Sqg = 78,15% R-Sg(adj) = 69,05%

One-way ANOVA: %A _3 versus Tratamientos HelLa con Tr

Source DF SS MS F P
Condiciones Hela Tr 5 0,04982 0,00996 9,07 0,001
Error 12 0,01319 0,00110

Total 17 0,06300

S = 0,03315 R-Sgq = 79,07% R-Sg(adj) = 70,35%

One-way ANOVA: %A _4 versus Tratamientos HeLa con Try A

Source DF SS MS F P
Condiciones HELA Tr A 5 0,04812 0,009062 4,69 0,013
Error 12 0,02464 0,00205

Total 17 0,07277

S = 0,04532 R-Sg = 66,13% R-Sg(adj) = 52,02%

One-way ANOVA: %A_5 versus Tratamientos para CHO

Source DF SS MS F P
Condiciones para CHO 5 0,032721 0,006544 7,60 0,002
Error 12 0,010327 0,000861

Total 17 0,043048

S = 0,02934 R-Sqg = 76,01% R-Sg(adj) = 66,02%

One-way ANOVA: %A_6 versus Tratamientos para CHO con A

Source DF SS MS F P
Condiciones para CHO con 5 0,026950 0,005390 9,09 0,001
Error 12 0,007113 0,000593
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Total 17

S =0,02435 R-Sgq = 79,12%

0,034062

R-Sq(adj)

= 70,42%

One-way ANOVA: %A _7 versus Tratamientos para CHO con Tr

Source DF
Condiciones para CHO con 5
Error 12
Total 17

S = 0,02061 R-Sgq = 90,94%

Ss
0,051158
0,005099
0,056258

R-Sq(adj)

MS
0,010232
0,000425

= 87,16%

F
24,08

P
0,000

One-way ANOVA: %A_8 versus Tratamientos para CHO con Try A

Source DF
Condiciones para CHO con 5
Error 12
Total 17

S =0,02686 R-Sg = 91, 64%

SSs
0,094860
0,008657
0,103517

R-Sq(adj)

MS
0,018972
0,000721

= 88,15%

One-way ANOVA: % citotoxicidad versus Celula

Source DF SS MS
Celula 23 45926,48 1996,80
Error 48 46,23 0,96

Total 71 45972,71

S = 10,9814 R-Sg = 99,90%

R

F
2073,37

-Sg(adj)

P
0,000

= 99,85%

F
26,30

GROUPING INFORMATION USING TURKEY METHOD

Celula N

HelLa A EB UV40 3 99,990 A
HelLa A EB UV30 3 83,740 B
HeLa A EB UV20 3 6,990
HeLa EB UV20 3 3,730
HeLa EB UV30 3 3,037
HeLa EB UV40 3 2,450
CHO EB UV20 3 2,178
CHO EB UV40 3 2,060
CHO EB UV30 3 1,672
CHO A EB UV10 3 0,880
HelLa A EB 3 0,270
CHO EB UV10 3 0,242
CHO XX 3 0,153
HeLa EB UV10 3 0,068
CHO EB 3 0,053
Hela EB 3 0,040
HelLa XX 3 0,034
HelLa A XX 3 0,023
CHO A EB UV20 3 0,000
HeLa A EB UV10 3 -0,001
CHO A EB UV40 3 -0,014
CHO A XX 3 -0,023
CHO A EB UV30 3 -0,069

Mean Grouping

C

sRvilvBvivlviv)

[ e e I o B I W ca  x  a  a
e e e B I B B e s e Bt T B I I B L L |
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CHO A EB 3 -0,099 F

Means that do not share a letter are significantly different.
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ANEXO 5

Tabla 4. Porcentajes de citotoxicidad para las células HeLa y CHO para los

diferentes tratamientos.

Célula + Tratamiento % Citotoxicidad  Triplicado 1 Triplicado 2 Triplicado 3

CHO A XX -0.0233 0.004 -0.054 -0.02
Hela A XX 0.0227 0.032 0.021 0.015
CHO XX 0.1530 0.139 0.158 0.162
Hela XX 0.0337 0.051 0.022 0.028
CHOAEB -0.0987 -0.016 0.02 -0.3
Hela AEB 0.2697 0.245 0.285 0.279
CHO EB 0.0533 0.045 0.061 0.054
Hela EB 0.0397 -0.015 0.09 0.044
CHO A EB UV10 0.8803 0.902 0.728 1.011
Hela A EB UV10 -0.0010 -0.019 0.006 0.01
CHO EB UV10 0.2420 0.249 0.244 0.233
Hela EB UV10 0.0683 0.058 0.071 0.076
CHO A EB UV20 0.0003 0.02 -0.014 -0.005
Hela A EB UV20 6.9900 6.949 6.969 7.052
CHO EB UV20 2.1783 2.095 2.321 2.119
Hela EB UV20 3.7303 3.886 3.538 3.767
CHO AEB UV30 -0.0690 -0.023 -0.116 -0.068
Hela A EB UV30 83.7403 89.219 81.672 80.33
CHO EB UV30 1.6720 1.833 1.612 1.571
Hela EB UV30 3.0370 3.017 3.142 2.952
CHO AEB UV40 -0.0143 0.021 -0.045 -0.019
Hela A EB UV40 99.9900 99.99 99.99 99.99
CHO EB UV40 2.0600 2.096 1.998 2.086
Hela EB UV40 2.4497 2.338 2.476 2.535

87



