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RESUMEN

Se estudia, por primera vez, la accién estimulante de la solucién de sales CM-95 tratada magnéticamente con
campo estdtico, a una induccion magnética de 0.12 T y una velocidad de flujo de 0.3 m/s, sobre células
mononucleares. El indice de estimulacion de células mononucleares periféricas humanas cultivadas in vitro, en el
grupo que recibié CM-95 tratada magnéticamente (GTM) resulté significativamente superior con respecto al resto
de los grupos ensayados (p<0.05). El conteo de macréfagos peritoneales en ratones Balb/c y la actividad de la
enzima fosfatasa dcida lisosomal, mostraron valores similares entre los grupos GTM y control con BCG (8.6 y 9x10°
macréfagos/ratén; 50 y 46 nmol de p-nitrofenol/1x10° células en 60 minutos, respectivamente) y mayores, respecto
a los grupos que recibieron la solucién sin tratar y el grupo control sin administrar (p<0.05). El indice fagocitico y el
por ciento de fagocitosis en las células fagociticas peritoneales se determiné una hora después de la inoculacién
intraperitoneal de levaduras, mostrando valores superiores en el GTM, con 1.64 y 75.25%, respectivamente. Se
demostré que la solucién CM-95 tratada magnéticamente puede estimular células mononucleares humanas y de
ratones Balb/c, activando su proliferacion y funcionalidad fagocitica respectivamente, resultados que demuestran
su accién potenciadora sobre poblaciones importantes involucradas en la respuesta inmune.
Palabras claves: magnetismo, inmunopotenciacién, células mononucleares periféricas
humanas (CMNPs), macréfagos peritoneales, fagocitosis
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ABSTRACT

Effects of magnetically treated CM-95 salts solutions on mononuclear cells. This is the first report of the
stimulanting action of the magnetically treated CM-95 salt solution (GTM) with a static field of 0.12 T and a flow
speed of 0.3 m/s on mononuclear cells. The stimulation index of human pheripherical blood mononuclear cells in
vitro cultivated in the CM-95 magnetically treated group was significantly higher than the others groups (p<0.05).
The peritoneal macrophage counts in Balb/c mice and the lisosomal enzyme acid phosphatase activity showed
similar values between GTM and a positive control group with BCG, of 8.6 and 9x10° macrophages/mice and of 5.0
and 4.6 nmol of p-nitrophenyl x10° cells in 60 minutos, respectively. These values were higher than the groups that
received the solution without the magnetic treatment (p>0.05). One hour after the intraperitoneal inoculation of
yeast, the phagocytic index and per cent of phagocytosis in peritoneal cells were higher in the GTM with 1.6 and
74.3 per cent respectively. It was demostrated that the CM-95 magnetically treated solution can stimulate the
proliferation of human mononuclear cells and increase the phagocytic function of mononuclear cells in Balb/c mice.
These results make evident the immunopotentiating action of GTM on important populations involved in the

immune response.

Keywords: magnetism, immunopotentiation, human peripheral blood mononuclear cell (PBMC),
peritoneal macrophages, phagocytosis

Introduccién

Constituye una prioridad la busqueda de nuevas
sustancias con actividad immunopotenciadora; con este
proposito se evalilan numerosas sustancias tanto de origen
natural como sintético, para su uso en formulaciones
vacunales y en inmunoterapia lo que requiere de
potenciadores capaces de modificar o estimular la
respuesta inmune [1]. En particular, la evaluacion de la
solucion CM-95 tratada magnéticamente con estos fines
constituye una novedad [2], ain cuando ya existen
reportes de la sensibilidad del sistema inmune al campo
magnético estatico de frecuencia extremadamente baja y
a sistemas acuosos tratados magnéticamente. Entre estos
se destacan los efectos sobre células blancas de la sangre
como macrofagos, linfocitos [3] y células NK [4], asi
como sobre la produccion de citoquinas [5] y la esti-
mulacion de factores de diferenciacion y adhesion celular
[6]. También se han reportado estudios de toxicidad o
genotoxicidad del campo magnético sobre linfocitos
humanos [7, 8].
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El efecto de la solucion de sales CM-95 tratada
magnéticamente como potenciador inmunoloégico de la
respuesta humoral ha sido demostrado en experimentos
desarrollados con diferentes esquemas de inmunizacion
en ratones Balb/c, en los cuales se inocul6 la solucion
CM-95 tratada magnéticamente con inducciones
magnéticas en el intervalo de 0.01-0.16 T junto a
antigenos de Bacillus cereus [9] y Pseudomonas
aeruginosa [10]. Estos resultados han permitido
proponer su uso como adyuvante inmunolégico para
la obtencion de sueros policlonales antibacterianos y
sugerir su empleo en otros inmunobioldgicos [2].

Con el objetivo de profundizar en su accion sobre
la respuesta inmune celular, por primera vez, en este
trabajo se investigan los efectos de la solucion de sales
CM-95 tratada magnéticamente mononucleares
humanas y sobre macrdéfagos peritoneales de ratones
Balb/c, al conocer el indice de estimulacion de células
mononucleares periféricas humanas (CMNPs)
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cultivadas in vitro y la activacion in vivo de macréfagos
peritoneales murinos, resultados que abren nuevas
perspectivas para el posible uso de esta sustancia en
la inmunoterapia .

Materiales y métodos

Soluciéon CM-95

Esta solucion fue preparada a partir de sales de cloro
y sodio a una concentracion entre 0.1 y 2% en agua
destilada, se envasé por filtracion y se esterilizo en
autoclave a 121 °C y 1 atm de presion [2].

Tratamiento magnético

La soluciéon CM-95 se hizo pasar a una velocidad de
flujo de 0.3 m/s por un equipo de imanes permanentes
para sistemas acuosos, disefiado y construido por el
Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado
(CNEA, Santiago de Cuba). El equipo fue validado
con el Gausimetro 6673-2, calibrado por la Norma
Internacional ANSI 75401-94. La caracterizacion fue
verificada por el sistema de calidad de la magnitud
induccién magnética establecida por la Oficina
Nacional de Normalizaciéon (ONN) y el CNEA. La
solucidn recibid una induccion magnética de 0.12 T.

Animales

Se utilizaron 10 ratones Balb/c hembras, de 18-20 g de
peso y 6 semanas de nacidos, en cada grupo
experimental seleccionado, donde cada animal constituyd
una réplica independiente. Estos fueron suministrados
por el Laboratorio de Anticuerpos y Biomodelos
Experimentales (LABEX®, Santiago de Cuba). Los
animales se mantuvieron en cajas plasticas en locales
asépticos a una temperatura de 28 + 2 °C y una humedad
relativa de 60-65%. Se le suministr6 agua acidulada a un
pH de 2.5-2.8 y pienso ratonina proveniente de
CENPALAB (Cuba), ambos ad libitum. Su atencion se
realiz6 de acuerdo con las normas internacionales
establecidas por la Comunidad Econdémica Europea para
el cuidado y empleo de animales de laboratorio [11].

Para los experimentos se formaron diferentes grupos:
uno que recibié6 CM-95 tratada magnéticamente
(GTM), otro con CM-95 sin tratar magnéticamente
(GSTM), un control con BCG (GCP), y como controles
negativos animales sin inocular (GCN) y células sin
tratamiento (GC).

Indice de estimulacién en células
mononucleares periféricas humanas

Separacién de CMNPs humanas

La separacion de células mononucleares periféricas
(CMNPs) se realiz6 a partir de 20 mL de sangre
periférica de 12 voluntarios sanos colectada en 2 mL
de EDTA al 5% y diluida 1:10 en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) 10X. Se retiro el
plasma por centrifugacion a 300 g durante 10 minutos.
El precipitado celular fue resuspendido en 30 mL de
PBS 10X. Los linfocitos de la sangre periférica (PBL)
fueron recuperados por centrifugacion en un gradiente
de densidad usando Ficoll-Hypaque (Pharmacia,
Inglaterra), formandose 6 pooles con los PBL aislados
los que constituyeron igual nimero de muestras.
Estos fueron lavados y resuspendidos en 20 mL de
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PBS conteniendo 5 mL de RPMI 1640 (GIBCO-
BRL, EE.UU.) suplementado con suero fetal bovino
y ajustandose su concentracion a 5x10° células/mL.
La viabilidad celular se estim6 mediante conteo en
camara de Neubauer (Fein Optic, Jena, Alemania) en
un Microscopio Olympus Modelo (DMLB y CH2,
Alemania) a 1000X por el método de exclusion con
azul tripano.

Cultivo de células in vitro

El cultivo de células se desarrollé en placas de 96 pocillos
Nudon Surface (Maxisorb immunoplate Nunc Den-
mark) afiadiendo 100 nL de células en medio RPMI,
50 L de fitohemaglutinina (PHA) (Sigma, EE.UU.) y
50 nL de CM-95 con tratamiento y sin tratamiento
magnético (GTM, GSTM), respectiva-mente, para un
volumen total de 200 N por pozo. En el grupo GC el
volumen de CM-95 fue sustituido por medio RPMI
1640 (GIBCO-BRL, EE.UU.). Para el control
correspondiente a cada grupo se sustituyo el volumen
de PHA (50 nl) por medio RPMI 1640. Todas las
muestras fueron montadas en la placa por duplicado.
La proliferacion celular fue medida por incorporacion
de timidina tritiada (Amersham, Inglaterra). Se
administré 1 nCi de [*H]-timidina/pozo 1 hora previa a
la incubacion de las células a 37 °C en atmosfera de 5%
de CO, y 85% de humedad relativa durante 72 horas.
El medio fue removido de cada pozo, las células lavadas
y colectadas en papel de fibra de vidrio Whatman
(SIGMA, EE.UU.) y secadas durante 2 horas a 37 °C.
Se determinaron las cuentas por minutos de cada
muestra en un Contador LKB 1209 Rackbeta
(Alemania)[12]. Los resultados se expresaron como:

Cuentas/min (Cpm)
[ de la muestra por grupo experimental
Indice _ por grupo exp
de estimulacién

Cuentas/min (Cpm)
del control correspondiente sin PHA

Conteo de macréfagos en el exudado
peritoneal

El esquema desarrollado en los ratones Balb/c para
extraer los macrofagos peritoneales, constd de una
inoculacion cada 24 horas durante 3 dias, con un
volumen de 0.2 mL por animal en todos los grupos
experimentales (GTM, GSTM, GCP). Se dejo reposar
un dia y al siguiente, se colectaron los macréfagos de
la cavidad peritoneal con 5 mL de soluciéon salina
tamponada con fosfato, pH 7.4, suplementada con
seroalbimina bovina al 1% (PBS-BSA) (BDH,
Inglaterra). Ademas, se utilizé como control negativo
un grupo de animales que no fue inoculado (GCN).
Las células obtenidas fueron lavadas 3 veces con PBS-
BSA al 1% estéril a4 °C y centrifugadas a 1 500 g por
10 minutos a 4 °C. Los precipitados obtenidos fueron
resuspendidos en 50 nL del mismo tampon. Las
concentraciones fueron determinadas en camara de
Neubauer (Fein Optic, Jena, Alemania) [13].

Determinacién de la actividad de la enzima
fosfatasa acida lisosomal en macréfagos
peritoneales

Se ajusto la concentracion de los macrofagos peritoneales
obtenidos de cada muestra a 1x10°células/mL en RPMI
1640 (GIBCO-BRL, Estados Unidosz) en todos los
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grupos experimentales. Las suspensiones celulares asi
obtenidas fueron centrifugadas, afiadiéndose a los
precipitados 0.1 mL de triton X-100 al 0.1% (SIGMA,
EE.UU.) para su solubilizacion, 0.5 mL de nitrofenil
fosfato (SIGMA, EE.UU.) como sustrato y 0.4 mL de
tampon citrato 0.1 mol/L (pH 5.0). Las mezclas de
reaccion se incubaron a 37 °C durante 1 hora. A
continuacién se anadié 1 mL de tampdn borato 0.2
mol/L (pH 9.8) (SIGMA, EE.UU.) y se determino la
absorbancia a 405 nm. La actividad enzimatica se
expresé como nmoles de p-nitrofenol liberados por
1x10°macrofagos en 60 minutos [14].

Fagocitosis

Se realiz6 una modificacion a la técnica de Sherry,
et al [15]. Dos grupos de diez ratones Balb/c cada uno,
fueron inoculados por via intraperitoneal con dosis de
CM-95 con o sin tratamiento magnético, al tiempo 0 y
a las 2 horas, recibiendo a las 2 % horas de la segunda
inoculacion 0.5 mL de una solucion de Saccharomyces
cerevisiae CB-09 suspendidas en NaCl 0.9%
(Laboratorio Farmacéutico Oriente, Santiago de Cuba)
y auna concentracion de 4x10°células/mL. Transcurrida
una hora se colectaron las células peritoneales con PBS-
BSA 1% a 4 °C, las que fueron lavadas tres veces por
centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos para eliminar
las levaduras que no fueron fagocitadas. Luego, las
células fueron fijadas en portaobjetos y tefiidas con
solucién Giemsa. Se afiadié un grupo control (GCN)
para comparar los resultados. Se determind el por ciento
de fagocitosis y el indice fagocitico en 100 células seglin
la expresion [16]:

No. de levaduras fagocitadas

indice fagocitico =
100

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes parametros
evaluados en cada grupo, fueron procesados con el
programa STATGRAPHICS versiéon 3.1 para
Windows 98. Se aplicé anlisis de varianza (ANOVA)
de clasificacion doble segun disefio aleatorizado
acoplado a la Prueba de Rangos multiples de Duncan
en caso de que existieran diferencias significativas entre
las medias de los distintos tratamientos.

Resultados y discusién

indice de estimulacion en CMNPs humanas

Los valores del indice de estimulacion de células
mononucleares periféricas cultivadas in vitro con PHA
fueron superiores en GTM con una induccién
magnética de 0.12 T, el cual difiri6 significativamente
con relacion al grupo que recibidé la solucion sin
tratamiento magnético y al GCN; a su vez, el GCN
presentd diferencias estadisticas con relacion al
GSTM (p<0.05) (Figura 1).

Estos resultados muestran que la solucion CM-95
tratada magnéticamente pudo potenciar la accion de la
fitohemaglutinina en la concentracion utilizada
estimulando, en mayor medida, la proliferacion de las
células mononucleares periféricas de sangre humana,
las cuales poseen gran importancia en la inmunidad
[17]. Contradictoriamente, en trabajos desarrollados
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Figura 1. indice de estimulacién (IE) por incorporacién de H3 en
CMNPs humanas cultivadas in vitro con PHA 1:100 y CM-95 TM.
Los mayores valores en el IE fueron para el GTM, con diferencias
significativas con relacién a los grupos controles GSTMy GC; y de
este Ultimo con relacién al GSTM (p<0.05). Medidas con letras
diferentes representan diferencias significativas entre grupos.

con campos magnéticos de frecuencia extremadamente
baja (50 y 60 Hz) e inducciones magnéticas de 500,
100, 20 y 2 nT no se encontraron efectos de éstos
sobre células mononucleares periféricas humanas, pues
no aumentaron su proliferacion celular ni se estimul6
la produccion de citoquinas en los linfocitos [18]. Al
utilizar campos estaticos de 4.75 T se encontr6 el
mismo tipo de comportamiento [19].

Conteo de macréfagos por exudado
peritoneal

Los macréfagos se movilizaron hacia el peritoneo bajo
la estimulacion recibida en GTM. La poblacion celular
mostrd valores similares a los obtenidos en el GCP
cuando se utiliz6 BCG. Ambos grupos mostraron
diferencias significativas respecto al GSTM y a los
animales sin inocular (p<0.05) (Figura 2).

Otros trabajos refirieron resultados similares al
utilizar CM-95 con tratamiento magnético como
vehiculo de un antigeno somatico de bacterias del
género Bacillus sp. [9] y Pseudomonas sp. [10], lo
cual evidencia los efectos del tratamiento magnético
en la estimulacion de la movilizacion de macrofagos
hacia el peritoneo cuando se inocula por via
intraperitoneal (i.p.) con la solucion CM-95 tratada
magnéticamente, ya sea con antigeno o sin él.

Determinacion de la actividad de la enzima
lisosomal fosfatasa dcida en macréfagos

Los grupos que recibieron la soluciéon CM-95 tratada
magnéticamente y el grupo que recibié BCG
presentaron valores mas elevados en la actividad
lisosomal de los macrofagos peritoneales que a los
grupos que recibieron la solucion CM-95 sin tratar
magnéticamente o ningun tratamiento (p<0.05), lo cual
es muestra de la estimulacion inducida sobre la actividad
de esta enzima involucrada en la funcion efectora de
los macrofagos, como parte de la defensa del organismo
[9]. Por otra parte, el GSTM y el GCN reportaron los
valores mas bajos en la actividad de esta enzima sin
diferencias estadisticas entre ellos (Figura 3).

Se ha demostrado que la enzima fosfatasa acida actia
sobre ésteres de compuestos con grupos fosfatos en su
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Figura 2. Conteo de macréfagos por exudado peritoneal en
ratones Balb/c (n =10) inoculados por via intraperitoneal. EL
GTM exhibié valores muy similares al GCP, y muy por encima
de los grupos controles, GSTM y GCN, con diferencias
significativas para estos grupos (p<0.05). Las medias con letras
diferentes representan diferencias significativas entre grupos.

estructura y ha sido referida la participacion de la via
alternativa del complemento, particularmente del
componente C3b en su activacion. Nuestros resultados
sugieren la activacion potencial del sistema del
complemento como parte del mecanismo de accion de
la solucion CM-95 tratada magnéticamente [20]. Ademas
de activar una enzima que en conjunto con otras enzimas

S~
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Grupos experimentales

Figura 3. Actividad de la enzima fosfatasa dcida en macréfagos
peritoneales de ratones Balb/c inoculados por via intraperitoneal
con CM-95 tratada magnéticamente. La enzima lisosomal
fosfatasa acida se activé en mayor medida en los grupos GTMy
GCP las diferencias significativas fueron de estos dos grupos con
relacién a los controles GSTMy GCN (p<0.05). Las medias con
letras diferentes representan diferencias significativas entre grupos.
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lisosomales en macrofagos, propicia el segundo
mecanismo fagocitico independiente de O,, como parte
de los mecanismos inespecificos de defensa [21].

Fagocitosis

El GTM indujo la mayor actividad fagocitica, reflejado
en un mayor indice fagocitico y por ciento de fagocitosis;
sin embargo, el GSTM mostrd un comportamiento muy
similar al GCN (Tabla 1). Estos resultados evidencian en
general la mayor actividad de los fagocitos extraidos de
los animales que recibieron la solucion CM-95 tratada
magnéticamente, lo cual pudiera corresponderse con el
comportamiento observado en la actividad de la fosfatasa
acida, en funcion de una eliminacion mas rapida del agente
extrafio, microorganismos en nuestro caso, o bien en la
destruccion de células tumorales [17, 20].

En todos los experimentos desarrollados la solucion
CM-95 tratada magnéticamente y administrada al
GTM demostrd su accion estimulante hacia los
macrofagos peritoneales de ratones Balb/c y las
CMNPs humanas, mostrando diferencias marcadas
con el GSTM que recibi6 la solucion CM-95 sin
aplicarle el tratamiento magnético.

Las diferencias significativas del GTM con respecto
alos controles GSTM y GCN, en las variables medidas,
posiblemente tengan explicacion por la accion del
campo magnético sobre la solucion. Es posible que se
deba a la accion de la fuerza magnética generada por el
campo y dependiente del gradiente magnético que se
produjo en el equipo para obtener la induccion
magnética utilizada, segun lo planteado por Bardasano
en el ano 2000 [22]. En la caracterizacion efectuada
por el CNEA al equipo de imanes permanentes
(resultados no mostrados), se evidencio6 la existencia
de un gradiente de campo magnético al generar la
inducciéon magnética utilizada en este trabajo, lo cual
concuerda con lo planteado anteriormente.

Por otro lado, la fuerza magnética que produjo el
campo magnético estatico al actuar sobre los iones
cargados de la solucién, probablemente los reorienta
segun la direccion del campo [22], induciendo en ella
cambios que pudieran expresarse en sus propiedades
fisico-quimicas como el aumento de la tension
superficial, aspecto referido por Rodriguez y col. en
1998 [23].

Diversos cientificos han planteado multiples
hipétesis para explicar los bioefectos que puede
producir el campo magnético, las cuales se resumen
en posibles cambios conformacionales de las
biomoléculas cargadas presentes en la membrana
celular (proteinas intramembranas, fosfolipidos,
enzimas)[24, 25], cambios en los canales idnicos y
efectos sobre el ion calcio [26], el cual, a su vez, tiene
efecto sobre el metabolismo celular (ej. sintesis
proteica, actividad enzimatica, y otros [27]). Tomando

Tablal. Actividad fagocitica en macréfagos peritoneales
de ratones Balb/c inoculados por via intraperitoneal con
la solucién CM-95 tratada magnéticamente

Grupos n=10 % de fagocitosis indice fagocitico
GTM 75,2 +£3,7° 1,64 +0,07°
GSTM 51,8+3,0° 0,55 +0,09°
GCN 48,0 +2,00° 0,48 +0,09°

Las medias con letras diferentes indican diferencias significativas
en la prueba de rangos maltiples de Duncan (p< 0.05).
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en cuenta lo anterior, se puede argumentar la hipotesis
de que, una vez modificada la solucién por el campo
magnético, su mecanismo de accion pueda ser por
interaccion de las células con las biomoléculas cargadas
las que al ponerse en contacto con las membranas
bioldgicas pudieran inducir cambios conformacionales
y funcionales en ellas. Otra hipoétesis es que influya
en el metabolismo del calcio, lo cual podria explicar
los resultados obtenidos en la proliferacion de las
c¢lulas mononucleares, la activacion de la fagocitosis
con valores casi tres veces superiores en el indice
fagocitico, y la estimulacion observada en la enzima
lisosomal, diferenciando sus efectos con relacion a la
misma solucion sin tratar magnéticamente.
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Estas evidencias experimentales sustentan el
planteamiento de que la solucion de sales CM-95
tratada magnéticamente puede sufrir modificaciones
en sus caracteristicas iniciales y al ponerla en contacto
con sistemas celulares puede activar o incrementar su
actividad bioldgica.
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