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1. INTRODUCCION

Recientemente se han reportado el uso de terapias de medicina alternativas como
complementarias y que ha sido demostrado que estas son seguras e inocuas para el
paciente. Entre estas terapias se encuentran la fitoterapia, la acupuntura y las terapias
electromagnéticas. Dentro de estas terapias electromagnéticas se encuentra la
bioresonancia la cual es un método de terapia que permite tratar al ser humano en su

totalidad por medio del propio campo vibratorio del cuerpo del paciente y/o substancias.

Dado lo anterior, en este trabajo evaluamos el efecto de la informacion electromagnética
a diversas frecuencias y tiempos de exposicion, proveniente de las drogas de eleccion
contra microorganismos de importancia médica, especialmente aquellos que afectan el
sistema gastro-entérico, tales como el protozoario parésito E. histolytica causante de la
amibiasis y sus diversas manifestaciones clinicas, asi mismo evaluamos la actividad de
la droga cetriaxona sobre las bacterias Helicobacter pylori, Serratia marcescens y
Listeria monocytogenes. Las drogas fueron electrotransferidas empleando el Sistema

BICOM®-2000 en la funcion sustancia-sustancia.

De acuerdo con la OMS la amibiasis es la condicion de portar el parasito intestinal con o
sin presencia de manifestaciones clinicas. Se estima que el 10% de la poblacion mundial
esta infectada por E. histolytica, 1o que representa 50 millones de casos de amibiasis y
hasta 100,00 muertes por afio, afectando principalmente a nifilos y ancianos. La
prevalencia de la amibiasis puede llegar a ser del 50% de la poblacion total en los paises
en desarrollo, como es el caso de México, Centroamérica, India y Africa. La droga de
eleccion en contra de la amibiasis es el metronidazol, que se caracteriza por provocar
muerte selectiva de procariotes y eucariotes, en humanos causa efectos secundarios
indeseables como meteorismo y nauseas. Por otra parte, se ha demostrado en algunos
estudios que el metronidazol es tanto mutagénico como carcinogénico y en recientes
investigaciones se reporta la resistencia de cepas de E. histolytica al metronidazol. Por
estas razones se ha buscado nuevas terapias que puedan ser aplicables a este problema

de salud mundial.



H. pylori es uno de los patdgenos mas relevantes a nivel mundial, es causante de
padecimientos como gastritis, Ulceras y recientemente se ha vinculado al céncer de
estobmago. Debido a que los tratamientos indicados contra la sintomatologia ocasionan
efectos secundarios y a la resistencia por parte de la bacteria contra antibidticos, se ha

optado por buscar nuevos compuestos activos que puedan erradicar a H. pylori.

En tanto que S. marcescens es una bacteria que se puede adquirir principalmente en los
hospitales, especialmente en unidades de cuidados intensivos, siendo las principales
puertas de entrada las vias urinaria, respiratoria y vascular (Haddy et al. 1996) y se
manifiesta en pacientes que tienen una enfermedad de base como: neoplasia, diabetes o
insuficiencia renal cronica (Yu et al. 1998), por otra parte en neonatos pueden causar
infecciones y llegando a desarrollar meningitis, bacteremias y pneumonias, con una

asociacion significativa entre mortalidad y morbilidad (Fisher et al. 2002).

La listeriosis es una infeccidon grave causada por consumir alimentos contaminados con
L. monocytogenes, la cual recientemente ha sido reconocida como un serio problema de
salud publica en los Estados Unidos. La enfermedad afecta principalmente a personas de
edad avanzada, mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos que tienen el sistema
inmunitario debilitado. Sin embargo, también puede afectar a las personas que no
presentan estos factores de riesgo (CDC, 2012). La tasa de mortalidad por listeriosis
puede ser tan alta como 70% mientras que las tasas de septicemia alcanzan hasta el 50%,
y para perinatal/neonatal las tasas de infecciones superan el 80% (FDA, 2007). La
manifestacion primaria de la listeriosis en el hombre puede incluir la presencia de
septicemia, meningitis y encefalitis, habitualmente precedida de sintomas parecidos a los

de la gripe, incluida la fiebre (Lopez 2004).

Sin embargo, la resistencia emergente de dichos microorganismos a los antibidticos
utilizados de eleccion limita su uso en el tratamiento de infecciones en paises
desarrollados, y més alin, en paises en vias de desarrollo (Lind et al. 1999, Sherif et al.
2004). El crecimiento de la resistencia a los antibidticos y las complicaciones
especificas, son los mayores problemas de las medicinas utilizadas, los cuales demandan

la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Entamoeba histolytica

La amibiasis es una enfermedad parasitaria infecciosa del tracto gastrointestinal,
ocasionada por el protozoario parasito E. histolytica, representa un problema de salud
mundial y afecta principalmente a los paises en vias de desarrollo, con mayor frecuencia
en las regiones tropicales, con climas calidos y templados, con mayor orientacion en las
areas pobres y mal saneadas en donde de forma habitual predomina la desnutricion, el
hacinamiento, y un manejo inadecuado de las aguas en general y de las excretas,
haciendo frecuente tanto la infeccion como la enfermedad, existiendo por lo tanto una
fuerte correlacion entre éstas condiciones y frecuencia de la enfermedad. Se estima que
el 10% de la poblacion mundial estd infectada por E. histolytica, ocupa el tercer lugar
como causa de muerte provocada por protozoarios, lo que resulta en aproximadamente
50 millones de casos de amibiasis invasora y las 100,000 muertes por afo, la prevalencia
de infeccion amibiana puede ser tan alta como el 50% de ciertas areas de los paises de
desarrollo. Tasas elevadas de infeccion amibiana se reportan principalmente en la India,
Africa y Centroamérica; en México constituye un problema muy importante de salud

publica por su frecuencia y mortalidad (Padilla 1999).

La Organizacion Mundial de la Salud define a la amibiasis como la presencia de
Entamoeba histolytica en el organismo, cause o no manifestaciones clinicas (WHO,

1997).

La prevalencia de la amibiasis y sus manifestaciones es mayor en nifios menores de 5
afnos, mientras que el absceso hepatico amibiano es mas frecuente en varones entre 35-

45 afios asociandose con una alta mortalidad (Carreda, 1989).

2.1.1 Ciclo de vida de E. histolytica

Quistes y trofozoitos: Entamoeba histolytica cuyo significado es “amiba destructora de
tejido “presenta dos fases principales en su ciclo de vida. El quiste: es una célula esférica

de 10 a 15 um de didmetro, con cuatro nucleos y una gruesa pared probablemente de
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quitina, que lo protege de los cambios ambientales. No se adhiere al epitelio intestinal
por lo que se expulsa junto con las heces fecales. Debido principalmente a su cubierta
protectora puede vivir en el ambiente, en ocasiones por meses, dependiendo de las
condiciones de temperatura y humedad en que se encuentre. Es resistente a las altas
concentraciones de cloro, pero puede ser eliminado por filtracién y destruirse por
ebullicion, yodo a 200 ppm y con acido acético preparado a 5-10 % (Orozco, 1999).
Cuando los quistes han salido junto con las heces fecales contaminan las manos, el agua,
las verduras, las frutas y alimentos en general, hasta encontrar otro huésped al cual
infectan, por lo que es importante eliminar los quistes tanto del agua y de los alimentos
contaminados, asi como del intestino de los portadores y diseminadores de la

enfermedad.

El quiste es la forma infectiva de la E. histolytica. Una vez que el quiste se ingiere, la
pared de quitina se reblandece en el intestino delgado, la célula deja la pared, y
rapidamente produce ocho trofozoitos uninucleados. Son altamente moviles y
pleomoérficos, miden entre 10 y 40 um y son muy fagociticos, se alimentan de bacterias,
glébulos rojos y células epiteliales. Tienen una gran cantidad de enzimas que digieren la
matriz extracelular y ayudan a abrir el camino durante la invasion del epitelio intestinal
por parte del parasito. Poseen las enzimas que participan directamente en la invasion del
tejido y la destruccion de las células del huésped, lo que llama mas la atencion es una
pequefia proteina llamada amebaporo la cual se inserta en la membrana de la célula
blanco y le produce perforaciones (Lynch et al. 1982). El trofozoito estd mas estudiado
que el quiste dada la imposibilidad hasta ahora de contar con una metodologia que
permita reproducir el ciclo de vida de E. histolytica, el reto fundamental es bloquear su

accion patdgena contra las células blanco.

2.1.2 Amibiasis

E. histolytica es una causa comun de diarrea cronica y aguda, particularmente en paises
en desarrollo. El espectro clinico de la enfermedad puede ir de portador asintomatico a
enfermedad invasiva con formacion de abscesos hepaticos secundarios a su actividad
litica de tejidos. El metronidazol (MTZ) oral en 750 mg tres veces diarias por 5 a 10 d es

el tratamiento de eleccion tanto para la infeccion gastrointestinal aguda, como para el
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absceso hepatico (Powell et al. 1966; Mahajan et al. 1974; Lykkegaard-Nielsen y
Jutesen 1977). En mas del 50% de los pacientes, la fiebre se resuelve en tres dias
después de haber iniciado el tratamiento. Desafortunadamente, una respuesta rapida al
tratamiento con metronidazol no puede predecir un control a largo plazo de las
infecciones por E. histolytica. Un estado de colonizacién asintomdtica persiste en
aproximadamente 60% de los pacientes tratados con metronidazol y requiere el

tratamiento subsecuente con diloxanida o paromomicina (Chacin 2012).

El metronidazol es la droga de eleccion en contra de amibiasis, que se caracteriza por
provocar muerte selectica de procariotes y eucariotes. Es altamente eficaz contra todas
las formas de amibiasis intra y extra intestinal. Su mecanismo de accion anti-protozoaria
depende de su reduccidon quimica intracelular, en estas condiciones interactiia con el
DNA y produce perdida de la estructura helicoidal y rompimiento de las bandas, estas
acciones inhiben la sintesis de acidos nucleicos y produce muerte celular. En cuanto a su
vida media de excrecion se absorbe bien a través de la mucosa gastrointestinal, se
metaboliza en higado y se elimina en orina; presenta vida media de 8 horas, se prolonga
a 18 horas en pacientes con enfermedad hepatica. Por otra parte, se ha demostrado en
algunos estudios con ratones que el metronidazol es tanto mutagénico como
carcinogénico (Legator et al. 1975), y recientes investigaciones reportan la resistencia de

la cepa HM1-IMSS de E. histolytica al metronidazol (Samarawickream et al. 1997).

Algunos de los efectos secundario de este medicamento que aunque no son comunes,
pero en pacientes podrias llegar a presentarse: meteorismo, cefalea, vision borrosa
ocasional y pasajera, vomitos, diarrea, malestar estomacal, pérdida del apetito, sensacion
de sequedad de la boca; sabor metélico y desagradable, orina oscura o rojiza, sensacion
de lengua sarrosa (lanuda); irritaciéon de la boca o de la lengua, adormecimiento o
cosquilleo en las manos o pies, sarpullido (erupciones en la piel), prurito (picazén),
congestion nasal, fiebre, dolor en las articulaciones; y algunas de las contraindicaciones
que puede presentar el paciente son: hipersensibilidad, discrasias sanguineas durante la
lactancia. Ademas, durante el tratamiento debera evitarse el consumo de bebidas
alcohdlicas ya que aumenta el efecto de los anticoagulantes orales y puede producir

sangrados; ademas coadministrado con Disulfiram produce psicosis aguda o estado



confusional; con barbitiricos induce falla terapéutica que acorta la vida del

metronidazol.

2.2 Terapias alternativas

Una de las terapias alternativas es la Bioresonancia (es la aplicacion del fendmeno de
resonancia fisica al area del sistema bioldgico), la cual es un método de terapia que
permite tratar al ser humano en su totalidad (de manera holistica) por medio del propio

campo vibratorio del cuerpo del paciente y/o de substancias como el agua.

La informacién electromagnética procedente de una fuente externa es unida al agua en
forma de oscilaciones electromagnéticas, posiblemente en las denominadas estructuras
de cluster que son agrupaciones moleculares en el agua (Del Giudice et al. 1988),
posteriormente se demostrd que se pueden transferir sefiales moleculares (oscilaciones
electromagnéticas) proveniente de moléculas encargadas de llevar mensajes (como
antigenos, hormonas e incluso ciertos medicamentos) por medios electronicos via
circuito electrénico con un amplificador (Aissa et al. 1993); es decir, hacer oscilar el
agua con frecuencias y patrones provenientes de otras sustancias usando

radiofrecuencias como medio (Sinitsyn et al. 1998).

La informacion electromagnética puede ser transferida mediante un aparato de
bioresonancia (BICOM-2000). La metamorfosis de anfibios (Rana temporalia) de
estadios inmaduros puede ser altamente reducida transfiriendo informacion de una
solucion altamente concentrada de la hormona tiroxina (1.25 mM) a un acuario en un

numero de pruebas paralelas (Endler et al. 1995).

En un trabajo realizado en esta institucién (datos inéditos) se obtuvieron resultados
favorables en la inhibicion de cultivos axénicos in vitro de Tricomonas vaginalis (85%
de la inhibicidn) y Entamoeba histolytica (47% de inhibicion) al transferir metronidazol

[0.124 ng/mL] al agua empleando un equipo BICOM-2000 (Torres 2006).



2.3 Fisica de los campos electromagnéticos

Desde tiempos muy remotos el hombre ha tenido noticia de los fendomenos magnéticos.
Asi desde los afios 640-546 a. de. C. Tales de Mileto hablaba de las atracciones
magnéticas. Hace 2,000 afios, los chinos desarrollaron la brujula magnética para la
navegacion y sus viajes en los desiertos de Mongolia. La brjula se fundamenta en
adoptar una orientacion, la cual es ejercida por un campo magnético circundante (Wood
1991). Pero no es hasta los ultimos afios cuando a los campos electromagnéticos (CEM)

se les ha estudiado intensamente.

El campo magnético es la region en el espacio en la cual un objeto magnetizado puede a
su vez magnetizar a otros cuerpos. Recientemente se descubrid que la configuracion del
campo magnético puede obtenerse con el auxilio de una brijula o con limaduras de
hierro. Por otro lado si se rompe un imdn en un intento de separar los polos, se
encuentran otros nuevos formados en los extremos rotos; si uno de esos pedazos se
rompe, otra vez aparecen de nuevo dos polos de clase opuesta. Tantas veces como se
repita este proceso se tiene el mismo resultado y por lo tanto no es posible obtener un

polo magnético aislado (Stewart 1979).

En 1820 el fisico danés Hans Oersted observd que una corriente eléctrica puede cambiar
la orientacion de la aguja de una brujula en forma semejante a como lo hace un iman.
Este descubrimiento puso de manifiesto que en un conductor con corriente alterna existe
también un campo magnético y que el movimiento de cargas eléctricas esta intimamente

relacionado con el origen de estos campos (Galar 1988).

Por otra parte, se dice que existe un campo eléctrico en un punto, si actiia una fuerza de
origen eléctrico sobre un cuerpo estacionario cargado situado en dicho punto. Cualquier
otra carga eléctrica colocada en un punto de ese campo eléctrico, experimenta una fuerza

producida por su interaccion con la primera carga (Lin 1994).

La intensidad de un campo eléctrico esta dada por el potencial eléctrico sobre una
distancia determinada y se expresa en volts/metros (V/m) o milivolts/centimetro
(mV/cm). Cuando un sistema bioldgico estd expuesto a un campo eléctrico, las cargas

moviles cambian en la direccion inducida por el propio campo, formando asi una
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corriente, la cual se mide en amperes (A). Con referencia a cierta area de un tejido u
organo atravesado por cargas eléctricas, habra una cierta densidad de la corriente en si

mismo, la cual es medida en amperes/m? (A/m?) o en mA/cm? (Walleczek 1992).

Por otro lado, la intensidad del campo magnético esta medida en Gauss (G) o, en tesla
(T) de donde 1 T=10* G Para tener dos términos comparativos, la intensidad del campo
magnético de la tierra esta en el orden de 0.02 a .07 mT, mientras que la magnitud usada

para resonancia magnética esta en el orden de 0.01 a 10 mT (Walleczek 1992).

Cuando los campos magnéticos y eléctricos varian con el tiempo en una determinada
region, se dice que ambos campos estan estrechamente relacionados. Es decir, todo
campo eléctrico que varia con el tiempo va siempre acompafiado de un campo
magnético, también variable y a la inversa, por lo cual si se produce un campo
magnético, este va acompanado de otro campo eléctrico asimismo variable. Esta
interrelacion entre los campo eléctricos y magnéticos hace que se hable mas bien de un

CEM como una sola entidad fisica (Parker 1993).

Los CEM pueden clasificarse en: a) Homogéneos: en los cuales la intensidad es
uniforme en el area determinada, b) Heterogéneos: en los que el campo magnético es
variable con respecto al area, c) Estaticos: en los cuales la intensidad es constante con
respecto al tiempo, d) Oscilantes: que presentan variacion de la intensidad a una

frecuencia determinada (Pothakamury et al. 1993).

Las oscilaciones electromagnéticas en la region de bajas frecuencias y longitudes de
onda muy largas, como aquellas de los circuitos domésticos de 60 Herts (Hz), irradian
muy poca energia, ya que se sabe que la energia de una onda electromagnética es
directamente proporcional a su frecuencia e inversamente proporcional a su longitud de
onda. A medida que la frecuencia aumenta, se llega a longitudes de onda muy cortas y
las radiaciones de esta clase llegan a depositar una cantidad de energia tan considerable
que a tales emisiones se les denomina radiaciones ionizantes, como por ejemplo; los
rayos X y Gamma. Por ello, las radiaciones generadas por los CEM de frecuencia de 60
Hz son del tipo no ionizante, es decir, los efectos que se producen son por mecanismos

diferentes a aquellos que involucran el desplazamiento de electrones en atomos y
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moléculas blanco (Strother 1980).

2.4 Efectos biologicos de los CEM

Hoy en dia la biologia molecular parece ser la base interpretativa principal para todos los
fenomenos celulares y patofisioldgicos, incluso abarca procesos neuronales y psiquicos.
La explicacion del proceso de enfermedad, ya sea genética o adquirida, se estd
estudiando. Posiblemente estd localizada en mecanismos que consisten en
modificaciones cuantitativas y/o cualitativas de moléculas particulares formando parte
de varios sistemas anatémicos y fisiologicos. En relacion con el paradigma molecular de
enfermedad, el tratamiento médico es hoy en dia mayormente buscado en el
acercamiento convencional farmacologico. Sin embargo, la necesidad de investigacion
en diferentes campos es sugerido por el hecho que el fenomeno bioldgico esta
caracterizado por altos niveles de organizacion, y muchos archivos experimentales
mencionaron que se debia a formas de comunicacion intermolecular e intercelular de
naturaleza biofisica. Como menciona (Kroy 1989), en los seres vivos existe un orden
cibernético ancestral que no esta basado en el sistema nervioso o en el sistema humoral
(sangre, hormonas). Se piensa que este sistema ancestral parece ser de naturaleza
electromagnética, porque la radiacion electromagnética es la forma mdas basica de
informacion presente en la naturaleza. Las sefales electromagnéticas estan constituidas
(y permanecen constituidas) por el lenguaje de comunicacion entre atomos y moléculas
y son los medios primordiales para que los organismos reciban una informacion desde el
medio ambiente (luz solar y ondas cdsmicas). Es factible que los seres vivos pueden
entonces usar el electromagnetismo como un sistema de sefializacion e informacion y asi
es como se lleva una comunicacion entre células y tejidos. De acuerdo a los estudios de
Popp y su grupo de trabajo (Popp 1985, Popp et al. 1989, Ho y Popp 1994), muchos
sistemas biologicos son capaces de producir, recibir y aun de almacenar ondas

electromagnéticas como luz u otras.

La blsqueda de un acercamiento unitario, capaz de asegurar una sintesis
multidisciplinaria y el definir la naturaleza del proceso de enfermedad como altos
niveles de desorganizacion, es cada vez mas dificil de experimentar usando el paradigma

molecular. En este contexto, el emergente paradigma bio-electromagnético jugard un



papel importante porque reevaliia una forma importante de comunicacion de largo rango
no solo como intermolecular sino también a niveles supramoleculares de organizacion
de los sistemas bioldgicos. Por otra parte, un paradigma biofisico es necesario con el fin
de desarrollar modelos de trabajo e hipotesis que expliquen el posible efecto de los
remedios altamente diluidos, a menudo usados por médicos homedpatas como las
diluciones mas alld del nimero de Avogadro. Todavia no hay una explicacion
exhaustiva de como una transferencia de informacion de estos remedios puede tomar
lugar en el cuerpo humano, pero, si el problema es enfocado en términos fisicos y no
meramente quimicos, es muy probable alguna explicacion acerca de la sensibilidad de
los sistemas vivientes a energias sutiles, como las acarreadas por los campos

electromagnéticos (Smith 1994).

Actualmente se ha estudiado la radiacion de baja energia y baja frecuencia, que actua de
diversas formas, comparada con la radiacion ionizante. Los efectos bioldgicos tardios de
la ionizacidn (separacion de electrones de los orbitales atdmicos) de las moléculas y asi
las graves alteraciones como dafio a los cromosomas, peroxidacion de la membrana
lipidica, etc. En contraste, la energia de la radiacion con frecuencias de 0 a cientos de
GHz es muy baja como para causar cambios fisicoquimicos de este tipo y en la mayoria
puede producir efectos termales (calentamiento, como en el funcionamiento de los

hornos de microondas).

También se ha sugerido que los efectos de los campos electromagnéticos no ionizantes
en el cuerpo humano pueden ser usados para propositos terapéuticos de diversas

patologias (Pool 1990).

Los CEM son utilizados en diversos casos para propdsitos terapéuticos, como la
estimulacion electromagnética de la osteogénesis, en los casos de pseudoartrosis y
retardos de consolidacion de fracturas (Chiabrera et al. 1984). Por otra parte, el
electrocardiograma y electroencefalograma son dos métodos para medir la actividad
eléctrica enddgena del corazén y los centros nerviosos. La actividad eléctrica también es
generada en los huesos cuando éstos se deforman; tal actividad puede ser definida como

piezoeléctrica y parece ser importante para dirigir el crecimiento de trabéculas dseas a lo
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largo de lineas de refuerzo mecénico. En la actualidad, uno de los primeros usos clinicos
de campos magnéticos débiles fue precisamente la induccion de la reparacion oOsea

(Bassett et al. 1974).

Los organismos animales han desarrollado gran sensibilidad a las ondas
electromagnéticas. Un ejemplo es la sensibilidad del ojo a la luz, el cual es capaz de
percibir solo unos pocos fotones. Los experimentos de Smith (Smith et al. 1985,
Smith 1990 y Smith 1989) ilustran el concepto de “Sensibilidad” a las minimas

perturbaciones de los campos electromagnéticos.

Las manifestaciones alérgicas podrian ser clasificadas rapidamente dentro de un rango
particular de una banda de frecuencias, de acuerdo a los pacientes de una forma
individual, de pocos Mhz a un gran niimero de Mhz. No era entonces tan importante la
intensidad en la salida del oscilador (pocos V/m) sino también la frecuencia del mismo.
Estos investigadores no solo demostraron la habilidad de desencadenar reacciones
alérgicas con ondas electromagnéticas, sino que también los pacientes sensitivos a este
tipo de estimulacion, produjeron ellos mismos senales electromagnéticas durante dichas

reacciones alérgicas.

Por otra parte, en el desarrollo de pruebas alergométricas en el caso de pacientes
hiperactivos, los investigadores encontraron que las reacciones alérgicas inducidas por
contacto con agentes quimicos podrian ser neutralizada tratando a los pacientes con
frecuencias particulares. Si las mismas frecuencias eran usadas para tratar agua pura,
mas tarde ésta adquiria las propiedades terapéuticas neutralizantes. Si por otro lado, el
agua era expuesta a frecuencias capaces de inducir la reaccidn, ésta adquiria las
propiedades de un alérgeno. El tratamiento del agua fue realizado introduciendo tubos de
ensayo conteniendo agua dentro de solenoides conectados a un oscilador. Los cambios
inducidos en el agua, capaz de inducir reacciones alérgicas en pacientes hipersensitivos

persistian de 1 a 2 meses.

Respecto a un estudio en que larvas de anfibios fueron expuestas a diluciones de tiroxina
preparadas de acuerdo al protocolo homeopatico, donde el liquido (tiroxina) asi como el
control de agua fue introducido en &mpulas de vidrio, el agua fue obtenida del depdsito
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que contenia a los animales. Fueron observados efectos altamente significativos en el
nivel de metamorfosis, similares a los efectos del liquido (tiroxina) agregado gota a gota
directamente al agua del estanque. Los autores también reportan resultados de la
informacion molecular transferida o almacenada mediante un acarreador de informacion
por medio de un equipo electrénico. Esto es un argumento valido a favor de la efectiva

existencia de informacion molecular y su presencia en sustancias acuosas

(Endler et al. 1995).

2.5 Efectos de los CEM a nivel celular

Se sabe que la radiacion electromagnética puede causar cambios substanciales a nivel
celular, estos datos han sido basados en los efectos potencialmente téxicos de la
radiacion electromagnética media y alta energéticamente hablando, tal como los rayos
X, ultravioleta y gamma. Segun lo antes mencionado, las investigaciones sobre los
mecanismos de los efectos bioldgicos de la radiacion no ionizante recientemente han
comenzado. Las ondas electromagnéticas, aun sean de baja energia y de amplia longitud

de onda, se sabe que generan calor, cuando son absorbidas por la materia biologica.

Una contribucion importante se puede encontrar en un estudio publicado en la revista
Science (Weaver y Astumian 1990). Estos autores proponen los modelos fisicos sobre
los cuales las células son consideradas como detectores de campos magnéticos
periodicos muy débiles y donde las relaciones entre el tamafio de la célula y los cambios
en el potencial de la membrana debido a las fluctuaciones de induccion de temperatura y
a la aplicaciéon de campos electromagnéticos estan establecidos. En la version maés
simple del modelo, el calculo estima aproximadamente 107 volts/cm la intensidad del
minimo campo al cual las macromoléculas de la membrana podrian ser sensibles. Sin
embargo, si los parametros del modelo considerados toman lugar en la supuesta
frecuencia "ventana", es decir la posibilidad que ciertas respuestas ocurran solamente
dentro de una estricta banda de frecuencia, y cierta intensidad parece estar en niveles de

baja magnitud (107 volts/cm).

Por su parte, el sistema nervioso esta dirigido por débiles corrientes eléctricas (Alberts et

al. 1989). Cuando un proceso nervioso se desarrolla en cultivo o atin en tejido conectivo,
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se forma en su apice una estructura llamada “cono de crecimiento”, que aparece como el
centro de extension de muchos filamentos largos (filopodos) que parecen moverse lenta
y continuamente semejante al movimiento de los dedos, realizando movimientos
ameboideos: algunos se contraen, y otros se estiran, como si exploraran el terreno.
Dentro de los filopodios son encontrados muchos filamentos de actina. El cambio
vectorial neto del cono de crecimiento en una direccion es seguida por un estiramiento
de la fibra nerviosa (en un indice estimado de 1 milimetro por dia). La direccion del
movimiento depende de varios factores locales, por ejemplo, la orientacion de las fibras
de la matriz del tejido conectivo, a lo largo de la cual el crecimiento ocurre
preferentemente, e incluso la existencia de los sistemas de reconocimiento de membrana
especificos entre células adyacentes. Las células, sin embargo, también son altamente
influenciadas por los campos eléctricos: los conos de crecimiento de neuronas en cultivo
se orientan y se dirigen hacia un electrodo negativo en presencia de campos de baja

intensidad (70 mV/cm).

Las células tienen la capacidad para recibir e integrar ligeras sefales electromagnéticas,
percibiendo su frecuencia y direccion. Esto se ha demostrado por medio de equipos de
microscopia de contraste de fase con luz infrarroja (Albrecht-Buehler 1991). Los
fibroblastos 3T3 en cultivo extienden filopodios preferentemente hacia las fuentes de
luz, las fuentes luminosas mas eficaces son las intermitentes en el intervalo de 800-900
nm con 30-60 impulsos por minuto. Segun el autor de estos experimentos, el receptor de

la radiacion de la célula es el centrosoma.

También hay evidencia que la actividad proliferativa de la célula es influenciada por los
campos electromagnéticos y eléctricos, atn de intensidades muy bajas de 0.2 - 20 mT y
0.02 - 1.0 mV/cm (Luben et al. 1982, Conti et al. 1983, Cadossi et al. 1992, Walleczek
1992).

Es importante observar que, en base a la literatura disponible hasta la fecha, es imposible
cualquier conclusion definida en cuanto a los efectos positivos o negativos, estimulantes
o inhibitorios de campos electromagnéticos en sistemas celulares o moleculares y sobre

todo en cuanto a dosis y modalidades de uso (Walleczek 1992). De hecho, las sefiales
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electromagnéticas bioactivas usadas varian muy considerablemente en términos de
intensidad, frecuencia, duracion, y de la forma de onda (sinusoidal, cuadrada, diente de
sierra, etc.). Por otra parte, el efecto puede también depender del estado biologico de las
células expuestas (Cossarizza et al. 1989, Walleczek 1990), indicando que estan

implicados mecanismos de interaccion muy compleja entre muchos diversos factores.

Por su parte, muchas enzimas y receptores parecen ser sensibles a estimulos de origen
fisico asi como de origen quimico (Adey 1988, Tsong 1989, Popp et al. 1989). La
membrana celular, en virtud de sus caracteristicas bioeléctricas, es el sitio principal
donde residen influencias de origen fisico y quimico (Kell 1988), aunque otros posibles
candidatos son las grandes macromoléculas organizadas en unidades repetidas, tales
como los 4acidos nucleicos (Popp 1985), o las proteinas del citoesqueleto,
particularmente los microtubulos (Hameroff 1988). La base bioldgica del efecto de los
campos magnéticos en las células es altamente compleja. La célula constituye un tipico
sistema electroquimico, con una diferencia de potencial transmembranal (exterior
positivo comparado con el interior negativo) y un numero muy grande de proteinas
dotadas con cargas eléctricas que varian de signo. Segun el modelo del mosaico fluido
de la membrana (un modelo que sigue siendo valido, por lo menos en términos
generales) en una célula ideal, las proteinas se distribuyen uniformemente sobre la
membrana, pero en la presencia de un campo eléctrico atravesando la membrana,
experimenta atraccion o repulsion electroforética, tendiendo a cambiar de lugar los polos
que la célula presenta en la direccion del campo eléctrico. Cuando una corriente de
electrones o de iones invade una célula fluyendo alrededor de ella, causan un

movimiento de proteinas en la direccion opuesta.

El cambio de posicion de las proteinas en la superficie de la membrana no esta
desprovisto de consecuencias, esto favorece el contacto entre las proteinas vecinas y
retrasa el contacto entre las proteinas distantes. Por ejemplo, el funcionamiento de los
receptores y sistemas de transduccion de membrana dependen de agregaciones entre
ciertas proteinas o por lo menos de contacto entre ellas, por otro lado, los efectos del
campo eléctrico en la activacion de algunos procesos intracelulares son tema de gran

importancia para la investigacion cientifica. Actualmente, se ha estudiado que el
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fenémeno de agregacion ocurre normalmente en el caso de una sefal quimica, porque la
molécula senal puede servir como puente entre dos o mas receptores, que son moéviles
dentro de la membrana. Por supuesto, este modelo es una simplificacion muy substancial
de lo que sucede en realidad, donde las concentraciones de iones de calcio, magnesio,
sodio, potasio y de hidrégeno vienen en juego, asi como el efecto directo posible del
campo magnético en las macromoléculas como enzimas, receptores o del citoesqueleto.
A través de la bicapa lipidica de las membranas biologicas, de aproximadamente 40 A
de grosor, se establece un gradiente eléctrico de 10 o hasta centenares del mV, que
significa algo como 105 volts/cm. Este gradiente debe constituir teéricamente una
barrera eléctrica eficaz contra perturbaciones minimas tales como los campos
electromagnéticos de baja frecuencia presentes en la membrana extracelular. Es decir la
actividad eléctrica natural de la membrana constituiria una clase de "ruido de fondo" que
prevendria la posibilidad de percibir variaciones minimas en potencial. Sin embargo,
investigaciones muy recientes, han demostrado que los campos electromagnéticos de
magnitud mas débil que el gradiente del potencial transmembranal son capaces de
modular las acciones de hormonas, anticuerpos y de neurotransmisores en el receptor y
el nivel del sistema de transduccion. Esto sugiere que procesos altamente cooperativos
estan incluidos, es decir, que repitieron las minimas variaciones para causar mayores
movimientos. Es un efecto similar al que ocurre cuando un puente comienza a oscilar
cuando un grupo de hombres cruce sobre €l en paso de marcha, o cuando un cristal se

rompe como resultado de resonancia (Chiabrera et al. 1984).

Las sensibilidades observadas en procesos bioldgicos de modulacion electromagnética
estan en el orden de 1x107 volts/cm a intervalo de ELF (frecuencia extremadamente
baja). Por otra parte, muchas de estas interacciones dependen de la frecuencia, es decir
ocurren solamente en ciertas ventanas de frecuencia, que sugeririan la existencia de
sistemas de regulacion no lineal lejos del equilibrio (Adey 1988, Weaver y Astumian
1990, Yost y Liburdy 1992). Sensibilidades similares se han detectado en un amplio
espectro de tejidos y de células, indicando que nuestros tejidos y células estdn dotados
con una propiedad bioldgica caracteristica. Ademas, se postulan también las ventanas de

intensidad del campo.
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2.6 Efectos de los CEM a nivel molecular

Se sabe que muchos elementos moleculares con receptor, con funciones estructurales y
enzimaticas, son sensibles a cambios en los campos electromagnéticos débiles:
fotorreceptores y clorofila (Alberts et al. 1989), receptores con 7 dominios trans-
membranales (Bistolfi 1989), glicoproteinas y proteina quinasa C (Adey 1988), AMPc
dependiente de la proteina quinasa (Byus et al. 1984), lisosimas (Shaya y Smith 1977),
receptores de agregacion (Chiabrera et al. 1984), cromosomas (Kremer et al. 1988),

biopolimeros de proteinas y lipidos (Hasted 1988), Na+/K+ ATPasa (Liu et al. 1990).

La mayoria de las moléculas proteinicas son capaces de pasar reversiblemente a partir de
un estado conformacional a otro en virtud de varias combinaciones posibles de los
enlaces de hidrogeno, puentes disulfuro y de las fuerzas hidrofdobicas. Estos pasos
ocurren por medio de cambios no lineales, o de saltos, para superar las barreras de
energia entre un estado y otro. Las proteinas son asi estructuras dindmicas, que vibran
con componentes experimentando movimientos oscilatorios continuos, que ocurren
sobre una escala de tiempo que se extiende de los femtosegundos (1071s) hasta varios
minutos. Las vibraciones mas significativas de los sistemas biologicos estan en el orden
de los nanosegundos (Hameroff 1988). Es muy importante mencionar el hecho de que en
biologia, muchas proteinas y también otros compuestos quimicos tales como lipidos
estan ensamblados en grupos multiméricos o poliméricos. En estas estructuras, las
interacciones cooperativas y colectivas ocurren facilmente, con el resultado de que las
vibraciones pueden propagarse de manera coherente y como tal, pueden adquirir una
significancia biologico-informativa (Frohlich 1988, Del Giudice et al. 1988,
Bistolfi 1989).

La transferencia de sefiales quimicas y electromagnéticas desde la superficie externa de
la célula a través de la membrana consiste en la transmision de variaciones
conformacionales y de los movimientos oscilatorios de las proteinas que tienen dominios
transmembranales. Se ha demostrado que un papel importante en esta transmision es
desempeniado por las porciones de las proteinas que tienen estructuras helicoidal o
estructuras fibrosas como la lamina beta plegada (Bistolfi 1989). Tales estructuras son

caracterizadas por un grado substancial de orden y por el arreglo en secuencias
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repetitivas, también por la existencia de puentes de hidrégeno entre los residuos amino

de los aminoacidos adyacentes dispuestos longitudinalmente a lo largo de la fibra.

Estas estructuras de la proteina son caracteristicas por su capacidad de resonar segin
modos no lineales de vibracion, como resultado de la interaccién con los campos
electromagnéticos. El prototipo de este tipo de receptor es la rodopsina, el receptor de
luz en la retina, que consiste de 7 a-hélices dispuestas en una manera ordenada
transversal al plano de la membrana en la cual se sitia. En este tipo de receptor-
transductor, la excitacion que resulta de la absorcion del foton se liga al bombeo de un
protobn y a la estabilizacion de un potencial transmembranal. Sin embargo, esta
estructura con 7 a-hélices cruzando la membrana también es encontrada en una familia
extensa de glicoproteinas implicadas en sistemas de transmision celular acoplados a los
receptores adrenérgicos tales como los receptores muscarinicos para acetilcolina, varios
receptores para neuropéptidos, los receptores para los péptidos quimiotacticos en los
leucocitos de la sangre e incluso los sistemas de reconocimiento mutuo en células de
levadura implicadas en la fusion replicativa (Alberts et al. 1989). Por lo tanto,
probablemente estas caracteristicas estructurales ayudan a los sistemas de transmision y

son susceptibles a la modulacion electromagnética.

Estudios enfocados en la modulacion electromagnética en relacion con la produccion de
colageno por los osteoblastos son consistentes. Se ha demostrado, que la hormona
paratiroides une osteoblastos a receptores externos y activa la enzima adenilciclasa por
medio de la mediacion de una glicoproteina. Un campo electromagnético con una
frecuencia de 72 hz y un gradiente eléctrico de 1.3 mV/cm indujeron un 90% de
inhibicion de la activacion de la adenil ciclasa sin interferir con el enlace del receptor o
con la enzima misma. Consecuentemente, el efecto inhibitorio fue atribuido al bloqueo

de la glicoproteina (Adey 1988).

Por su parte, el AMP ciclico (AMPc) es un elemento importante en controlar la funcion
de muchas enzimas, particularmente un aumento intracelular en el AMPc constituye un
mensaje activador para las proteinas quinasas. En condiciones experimentales

controladas en la frecuencia y duracién de exposicion, la proteina quinasa dependiente
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del AMPc de linfocitos humanos ha sido inhibida por ondas electromagnéticas (campo
de 450 MHz modulados en amplitud a 16 Hz). La proteina quinasa del tipo C, la cual
esta implicada en procesos importantes de la célula como en carcinogénesis permanece
sin conocerse del todo, sin embargo ésta también puede ser modulada por ondas

electromagnéticas (Byus et al. 1988).

Por otra parte, la actividad catalitica de la enzima lisozima es sensible a las ondas
electromagnéticas (radiofrecuencias a partir de 0.1 a 150 MHz) (Shaya y Smith 1977).
En estos experimentos, soluciones de lisozimas fueron expuestas, en presencia de dosis
subméaximas del inhibidor competitivo n-acetil-glucosamina (NAG), a diversas
frecuencias electromagnéticas provistas por un oscilador por medio de una bobina
envuelta alrededor de un envase de policarbonato con la solucion de la enzima. El efecto
principal observado era una modificacion de la inhibicion producida por la NAG. Fue
interesante, que las frecuencias especificas aumentaron el efecto del inhibidor, y otras
frecuencias (Por ejemplo, 100 MHz) disminuyeron el efecto, potenciando la actividad al
nivel de la lisozima desinhibida, mientras que otras frecuencias (ejemplo, 150 MHz) no
tenian ningun efecto. La inspeccion de la gama entera de frecuencias entre 0.1 y 150
MHz demostré picos alternantes de estimulacion y de inhibicion de la actividad
enzimatica, sin ninguna regularidad evidente. Las medidas subsecuentes entre 30 y 50
MHz demostraron otros detalles en los efectos producidos. Por lo tanto, la relacion entre

la frecuencia y la actividad parece demostrar una tendencia cadtica.

Segin Tsong 1989 y Liu et al. 1990, las formas convencionales conocidas de
comunicacion intercelular, tales como la interaccion ligando-receptor, son procesos
lentos, pero las células también necesitan formas rapidas de comunicacion para largas
distancias, con el resultado de que se ha postulado que las varias reacciones bioquimicas,
que estan en cualquier acontecimiento necesario, son reguladas por fuerzas de naturaleza
fisica. Dado que los campos electromagnéticos oscilantes débiles son capaces de
estimular o suprimir muchas funciones celulares, desde el punto de vista termodindmico,
se postula que esto es posible solamente si existen mecanismos de amplificacion de

sefales, en ¢l que la membrana celular es un sitio de la amplificacion.
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Los experimentos realizados por el equipo de Tsong indican que un campo eléctrico
débil (20 V/cm) es capaz de activar la funcioén de la bomba de Na+/K+ dependendiente
de la ATPasa solamente si las frecuencias especificas se utilizan simultdneamente,
correspondiendo a 1 KHz para el bombeo de K+ y de 1 MHz para el bombeo de Na'.
Estos resultados han conducido a la formulacion del concepto del "acoplador
electroconformacional". Este modelo postula que una proteina enzimdtica experimenta
cambios conformacionales como resultado de una interaccion Coulomb con un campo
eléctrico (o con cualquier otro campo de fuerza oscilante con el cual la proteina pueda
interactuar reciprocamente). Cuando la frecuencia del campo eléctrico corresponde a la
caracteristica cinética de la reaccion de transformacion conformacional, una oscilacion
es inducida entre diferentes conformaciones de la enzima. En el campo de fuerza
optimo, las conformaciones asi realizadas son funcionales y las oscilaciones se utilizan

para realizar la actividad requerida, por ejemplo, el bombeo de Na" y de K.

Por otra parte, la organizacion del DNA en los cromosomas es afectada por influencias
de una naturaleza electromagnética, segiin lo demostrado en una serie extensa de
estudios por Kremer y sus colaboradores. Estos autores utilizaron un modelo de
cromosomas gigantes de insectos (larvas de Acricotopus lucidus), que son facilmente
visibles y pueden ser estudiados bajo del microscopio. Se conoce bien que cuando la
informacion tiene que ser transcrita de DNA a RNA, los cromosomas tienen una
descondensacion parcial, mostrando pedazos de material genético emitidos de la barra
en segmentos relevantes. Este fenomeno es inhibido fuertemente y perceptiblemente en
el sentido que los pedazos son mucho mas pequenos por la irradiacion al cromosoma

con frecuencias de alrededor 40 a 80 GHz y salidas de solamente 6 mW/cm?.

2.7 Resonancia y Bioresonancia

Cuando un sistema mecanico o acustico es excitado por una fuerza perioddica externa la
cual iguala la frecuencia natural de oscilacion del sistema, la amplitud de oscilacion se
vuelve mayor y entonces el sistema se dice que ha entrado en estado de resonancia

(Parker 1993).

19



2.7.1Principios biofisicos de la bioresonancia

El comienzo de la bioresonancia surgi6 con la aparicion de los circuitos oscilantes. El
origen de los circuitos oscilantes comienza con Georges Lakhovsky en 1924 quien
también trabajo con generadores de ondas ultracortas y multiples (radio-oscilador
celular). En 1936 laboratorios alemanes dan conocer la accion de “circuitos cerrados”

sobre los seres vivos (Servranx 1994).

La bioresonancia se convirtido en una forma terapéutica para los seres humanos, ya que
en 1977 el Doctor aleman Franz Morell fue llamado el padre de la terapia con
bioresonancia. El postuld la idea de recibir y retornar las propias oscilaciones
electromagnéticas de un ser vivo mediante electrodos para generar un efecto terapéutico
altamente efectivo, también fue el primero en aplicar una ley fisica para anular las
oscilaciones electromagnéticas disarmoénicas del cuerpo que causan enfermedades, lo
cual consiste en invertirlas exactamente como imagenes en el espejo. Por ultimo, el Dr.
Morell y su hijo, Erick Rasche, desarrollaron la primer maquina que utiliza oscilaciones
electromagnéticas, esa maquina fue capaz de captar la radiacion electromagnética de los
sistemas biologicos, incluso de amplificar o cancelar diversas frecuencias a través de la

manipulacion de estas frecuencias mediante esta técnica biofisica (Reinhold 1998).

2.7.2 Biofisica de la molécula de agua

En los modelos tradicionales, el agua estd formada por un conjunto altamente entrdpico
de moléculas de agua, polares, que solo forman efimeros puentes de hidrogeno por no
mas de unos pocos picosegundos (Pauling 1948). Sin embargo también se sabe que la
taza instantanea de agrupamiento es mayor al 95% a 0 © C y alrededor de 85% a 100 ° C
(Suresh y Naik 2000). Esto da lugar a la formacion de agrupamientos moleculares o
redes esféricas icosahédricas, la mayoria de 280 moléculas, que se descomponen
principalmente en partes tetrahédricas u otros prismas formados de conjuntos de 4, 5y 6
moléculas, propiciadas por la cooperatividad de enlazamiento (Dore 1991). Cabe
mencionar que los hexagonos en forma de “bote” y los pentagonos ciclicos, son las

estructuras mas estables al menos en la fase de gas (Yoshiki 2003).
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Los modelos actuales para el comportamiento del agua liquida proponen que las
estructuras principales que explican las anomalias quimicas y fisicas del agua son los
agrupamientos icosahédricos de 280 moléculas. Se trata de una red cerrada de moléculas
de agua cuya estructura le permite contraerse y expandirse para conservar el equilibrio
entre sus puentes de hidrogeno, lo que le da una elevada estabilidad, por lo que también

se le llama estructura “metaestable” (Chaplin 2000).

2.7.3 Funciones de los agrupamientos moleculares del agua

Se piensa que estas estructuras juegan un papel importante en la regulacion celular ya
que se ha encontrado agua estructurada en las cercanias de partes hidrofobicas de la
célula incluyendo membranas y proteinas (Cameron et al. 1997), donde el agua es de

baja densidad, con mas fuertes puentes de hidrogeno y menos entropia (Wiggins 1997).

Este hecho hace suponer a algunos cientificos, que las agrupaciones de moléculas de
agua pueden desempefiar diversas funciones regulatorias e intermediarias a nivel
molecular; como mediadores alostéricos y de transmision de sefiales, ampliando el
modelo tradicional de interaccion directa entre las estructuras de las moléculas que
interacttian. Esto podria esperarse si se considera que las proteinas, carbohidratos y
membranas celulares estdn siempre rodeadas por estructuras estables de agua o

agrupamientos moleculares (Royer 1996).

De este modo se propone que las senales, en forma de oscilaciones electromagnéticas,
son captadas y transmitidas por los agrupamientos de agua adyacentes a las
macromoléculas involucradas (Benveniste 1999). En 1996 se descubre que el agua
estructurada en grupos desempefia un papel fundamental en la estructura de las
subunidades de las proteinas, ya que ayuda a mantener estables las estructuras primarias,

secundarias, terciarias y cuaternarias a través de los enlaces peptidicos (Royer 1996).

Las moléculas de agua forman un sistema coherente de comunicacion electromagnética
debido a su estructura bipolar. Por lo tanto, puede ocurrir una polarizaciéon de las

moléculas de agua como resultado de la bioinformacion electromagnética (Endler 1995).
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Algunos autores proponen que se puede transmitir la informacién proveniente de
moléculas encargadas de llevar mensajes, como antigenos, hormonas, e incluso ciertos
medicamentos, por medios electronicos (Aissa et al. 1993); es decir, hacer oscilar el
agua con frecuencias y patrones provenientes de otras sustancias usando

radiofrecuencias como medio de transporte (Sinitsyn et al. 1998).

Se ha demostrado que ondas electromagnéticas de diferentes frecuencias alteran la
estructura del agua (Lobyshev et al. 1995, Fesenko y Gluvstein 1995) y se especula que
esto es debido a alteraciones orbitales del spin de los protones que forman los 4&tomos de
los hexagonos de moléculas de agua (Binhi 1998). Cabe mencionar que estos hexagonos
solo pueden ser estables si se encuentran formando las redes icosahédricas ya

mencionadas.

La investigacion en torno a las propiedades biofisicas del agua avanzara de manera que
se tenga respaldo cientifico para comprender fendémenos nanofarmacoldgicos como la
medicina homeopdtica y otros fenomenos de naturaleza presumiblemente
electromagnética como los llamados biofotones, la acupuntura y los efectos nocivos o

terapéuticos de los campos electromagnéticos.

2.7.4 Transferencia de informacion electromagnética entre sustancias

En 1988, se descubrié que la informacion electromagnética procedente de una fuente
externa es unida al agua en forma de oscilaciones electromagnéticas, posiblemente en
sus agrupaciones moleculares, si vemos a la molécula de agua como un dipolo eléctrico

(Del Giudice et al. 1988).

Desde 1993 se demostrd que es posible transferir sefales electromagnéticas de origen
molecular via circuito electronico con un amplificador (Aissa et al. 1993). Por ejemplo
en pruebas de transferencia de informacién electromagnética molecular de acido acético,
en el cual la transferencia de informacion electromagnética facilita un nuevo

acercamiento cientifico a un area especifica de la biologia, en particular métodos de
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diagndstico médico y terapia. En este estudio se demuestra que transfiriendo la
informacion electromagnética del 4cido acético a sales inorgénicas en solucidon por
medio de un amplificador electronico, las propiedades fisicoquimicas de dichas
soluciones con informacion de este modo, estan sujetas a cambios significativos. El
efecto de la transferencia de la informacion puede ser detectada en dos diferentes
parametros de prueba. El pH de soluciones de sales inorganicas con informacion del
acido acético decrece leve pero significativamente. En el secado de las sales inorgénicas,
son obtenidos y analizados una serie de cristales bajo microscopia electronica. Esto
demuestra que los cristales de las pruebas con informacién muestran una tendencia
pronunciada de incrementar su tamafio y formar conglomerados, dependiendo de la

amplificacion de la informacion transferida del acido acético (Kreisl 1998).

Por otra parte, se reportd la transferencia de la actividad del 4-Forbol-12-beta-miristato-
13-acetato (PMA) mediante medios electronicos (Benveniste 1994). Los neutréfilos
fueron colocados a 37 ° C en una bobina conectada a un oscilador electronico, mientras
el PMA fue colocado en otra bobina a temperatura ambiente. El oscilador fue
programado a 15 min. para transferir la informacion electromagnética molecular del
PMA, después de este tiempo las células fueron incubadas por 45 min. a 37° C antes de
haber medido la produccion de los metabolitos reactivos al oxigeno. En 20 experimentos
en ciego, el PMA transferido electronicamente indujo la producciéon de metabolitos
reactivos al oxigeno (ROM). Los ROM no fueron inducidos cuando: 1) El 4-alfa-
forbol12,13-didecanoato (un PMA andlogo inactivo) fue transferido; 2) El oscilador fue
apagado; 3) Cuando los inhibidores como la superdxido dismutasa o la proteina quinasa
C fueron agregados a las células antes de la transferencia. Estos resultados sugieren que
las moléculas PMA emiten sefales electromagnéticas que pueden ser transferidas a
neutrofilos humanos por medios biofisicos artificiales de tal manera que se puede inferir

la base electromagnética que poseen todas las moléculas (Thomas et al. 1995)

En 1995 dos estudios independientes, realizados en Australia e Italia, demostraron que la
informacion electromagnética puede ser analizada y transferida mediante un aparato de
bioresonancia (BICOM). La metamorfosis de anfibios (Rana temporaria) de estadios

inmaduros puede ser reducida, transfiriendo informacion de una solucidén altamente
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concentrada de la hormona tiroxina (1.25 mM) a un acuario en un nimero de pruebas
paralelas. Esto indica que al estar presente en el agua del acuario un proceso fisico
electromagnético de dicha hormona atn en ausencia su estructura quimica, afecta

considerablemente el desarrollo normal de este organismo (Endler et al. 1995).

2.8 Bacterias patogenas
2.8.1 Helicobacter pylori

En 1970, el médico australiano Robin Warren realizo diversas investigaciones clinicas e
histologicas, directamente de muestras de biopsias géstricas que el mismo colecto de
pacientes con gastritis cronica, dandose cuenta mediante ciertas técnicas que realizaba a
los tejidos, que existia en ellos una bacteria que predominaba en todas las lesiones

histologicas de gastritis (Warren 2002).

Tiempo después, en el afio 1981, conocid al médico australiano Barry Marshal, con
quien complemento sus trabajos de investigacion, para asi llegar a la conclusion de que
en muestras de mucosa gastrica normal y sana, no estaba presente la bacteria, sino que
solamente se podia observar en mucosa gastrica inflamada. Marshall continuo su apoyo
a Warren al tratar de aislar y cultivar dicha bacteria, a la cual se le dio el nombre de
Campylobacter pylori, por su parecido morfolégico con dicho género, y por la

localizacion primordial en la region pildrica (Pajares y Gisbert 2006, Marshall 2002).

La nueva bacteria habia sido incluida en la especie Campylobacter de forma provisional.
Con los miembros del grupo compartia la morfologia espiral, la capacidad de
microaerofilia, la posibilidad de crecimiento en el mismo medio de cultivo y otras
caracteristicas bioquimicas, Diferian, sin embargo, en dos rasgos esenciales: la presencia
de multiples flagelos en uno de los extremos y su gran contenido en la enzima ureasa

(Jones et al. 1985).

Por esta razdn, se llevaron a cabo una serie de investigaciones y analisis moleculares,
encabezadas por Goodwin, para por fin demostrar que Campylobacteri pylori era

realmente un miembro diferente que no pertenecia al género Campylobacter, sino que
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presentaba caracteristicas morfoldgicas y estructurales bioquimicas mas parecidas al

nuevo género Helicobacter.

2.8.1.1 Generalidades

H. pylori es una bacteria patégena gram negativa, pleomorfica, es decir, que usualmente
se encuentra en forma de espiral (de donde deriva su nombre), pero que puede ser

convertida en células cocoides, bajo un ambiente hostil (Cervantes 2006).

Dentro de su mecanismo, H. pylori produce un biofilm o biopelicula, el cual consiste en
una matriz de polisacaridos, que le ayudan a la bacteria a sobrevivir en ambientes
desfavorables y a resistir la accion de los antibidticos al no permitir la entrada de
algunos compuestos. Diversos trabajos demuestran la importancia de este en la
supervivencia y colonizacién en el estomago (Carron et al. 2006, Cammarota et al. 2012,

Souto y Vieira 2008).

2.8.1.2 Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxonomica de H. pylori se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1.Clasificacion taxondémica de H pylori (Marshall y Warren, 1984)

Dominio Filo
Filo Proteobacteria
Clase Epsilonbacteria
Orden Campylobacterales
Familia Helicobacteraceae
Género Helicobacter
Especie pylori
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2.8.1.3 Epidemiologia

Se estima que mas del 50% de la poblacion a nivel mundial esta infectada por H. pylori,
sin embargo, la prevalencia de infeccién depende de factores socioecondémicos y de la
infraestructura sanitaria. Se ha observado una gran variacidon entre las diversas zonas
estudiadas, existiendo una clara diferenciacion entre los paises desarrollados y aquellos

que estan en vias de desarrollo (Pueyo et al. 1998).

Se calcula que en paises desarrollados la prevalencia de infeccion es del 10 al 40% y
esta cifra se incrementa hasta un 80 6 90% en paises en vias de desarrollo (Pérez et al.
2004, Taylor y Parsonnet 1995). En el caso de México, se ha reportado una
seroprevalencia del 66% y que la infeccion se adquiere a edades tempranas, alcanzando
un 80% en adultos jovenes entre 18 y 20 afios de edad, con una tasa de incremento del
5% anual durante los primeros 10 afios de vida (Torres et al. 1998). Asi mismo, paises
en vias de desarrollo, como Nigeria o India, presentan elevados porcentajes de
prevalencia (arriba del 80%). Por el contrario, paises desarrollados como Francia, llegan

a presentar un 25% de prevalencia (Holcombe et al. 1992; Graham et al. 1991).

2.8.2 Serratia marcescens

S. marcescens es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, oxidasa negativo;
perteneciente a la familia Enterobacteriacea, que crece abundantemente en agar
chocolate, agar sangre, agar McConkey, produce colonias que pueden ser pigmentadas,

ya que genera un pigmento rojo llamado Prodigiosina (Berthelot 1999).

S. marcescens puede encontrarse en la flora intestinal del hombre y animales, en el
ambiente y en reservorios pobres en nutrientes como el agua potable, caierias y llaves,
asi como también en insumos hospitalarios como jabones, antisépticos, etc. Su
adquisicion es mayoritariamente nosocomial, especialmente en unidades de cuidados
intensivos, siendo secreciones respiratorias, heridas y orina, sitios frecuentes de

colonizacion (Dossi 2002).
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S.  marcescens puede provocar conjuntivitis, queratitis e infecciones en heridas,
rifiones y vias urinarias, asi como infecciones respiratorias, meningitis y endocarditis.
Esta bacteria afecta especialmente a pacientes hospitalizados y a pacientes que tienen la
inmunidad  disminuida  por  enfermedades sistémicas 0  tratamientos

médicos inmunosupresores (Dossi 2002).

Las infecciones causadas por S. marcescens no pueden ser tratadas debido a la
resistencia a una variedad de antibiodticos, incluyendo ampicilina y cefalosporinas de
primera y segunda generacion. Dado que el efecto de los antibidticos lactamicos
depende del tiempo durante el cual las bacterias estdn expuestas a los antibidticos los
datos sugieren que si se combinan un [-lactimico y un aminoglucosido, el
aminoglucésido induce una répida destruccion y reduccion del indculo mientras que el
antibidtico P-lactamico impide el rebrote entre las dosis de aminoglucésidos (Hejazi

1997).

2.8.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes se ha considerado durante muchos afios un patdégeno de
animales, su papel significativo como patdégeno humano transmitido por alimentos solo
se hace evidente a partir de 1980, cuando comienza a aparecer en la literatura informes
documentados de brotes de listeriosis, detectados por consumo de alimentos
contaminados (Schlech 1983). Hoy en dia, Listeria monocytogenes se considera uno de
los agentes mas importantes de enfermedades de transmision alimentaria (Rocourt

1997).

L. monocytogenes es un bacilo Gram-positivo, anaerobio facultativo, responsable de la
mayor parte de las infecciones por Listeria que afectan al hombre. Aunque
L. monocytogenes posee un potencial zoondtico evidente, también es un importante

contaminante medioambiental (Lopez 2004).
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Se han identificado diversos determinantes moleculares de virulencia que juegan un
papel en la infeccion celular por L. monocytogenes, estos determinantes de virulencia
comprenden, entre otros, las internalinas, la listeriolisina O, la proteina Act A, dos

fosfolipasas, una metaloproteasa y una hidrolasa de sales biliares (Dussurget 2002).

2.8.3.1 Listeriosis

La listeriosis es una infeccion grave causada por consumir alimentos contaminados con
L. monocytogenes, la cual recientemente ha sido reconocida como un serio problema de
salud publica en los Estados Unidos mientas que en México, las fallas en los sistemas de
vigilancia epidemioldgicos son causa de informacion imprecisa sobre la incidencia de la
listeriosis y sobre su caracterizacion como ETA. La enfermedad afecta principalmente a
personas de edad avanzada, mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos que tienen el
sistema inmunitario debilitado. Sin embargo, también puede afectar a las personas que

no presentan estos factores de riesgo (CDC 2012).

La tasa de mortalidad de la listeriosis depende de que tan avanzado esté la infeccioén por
L. monocytogenes que suele causar meningitis, la tasa de mortalidad global puede ser tan
alta como el 70% mientras que en mayo las tasas de septicemia alcanzan hasta el 50%, y

para perinatal/neonatal las tasas de infecciones podra superar el 80% (FDA 2007).

2.8.3.2 Tratamiento

Hay diversos esquemas para el tratamiento de una infeccion causada por H. pylori. Sin
embargo, un tratamiento 6ptimo ain no ha sido definido, y no existe un tratamiento con
solo antibidtico que pueda erradicar. La multiplicidad de farmacos, la dosis y la duracion
del tratamiento, asi como las pautas para erradicarlo es muy diversa, por lo que la
decision sobre escoger uno u otro farmaco para el tratamiento es dificil. Historicamente,
una combinacion de varios antibioticos, dos o tres, ha sido usada para la erradicacion de
la infeccion. Estos incluyen claritromicina, amoxicilina, metronidazol, tetraciclina,

fluoroquinoles, tinidazol, entre otros. Estos antibidticos, generalmente se usan en
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combinaciones con agentes antisecretores, tales como bombas inhibitorias de protones, o
con sales de bismuto. Varias combinaciones de estos agentes han demostrado ser
efectivos con diferentes tasas de eficacia en la erradicacion y tolerabilidad (Garza et al.
2014). La asociacion de metronidazol con bismuto o metronidazol, bismuto y
amoxicilina o tetraciclina son las que mas se utilizan. Su duracion oscila entre los 7 y 28
dias aproximadamente. Otros tratamientos utilizan la combinaciéon de un antibidtico con
un inhibidor de la bomba de protonos, como la combinacion de amoxicilina y
omeprazol. Esta ha presentado una eficacia de entre el 60-70%. Actualmente se utilizan
terapias triples asociando un antisectretor potente con dos antibidticos tal como el
omperazol, con claritromicina y amoxicilina o metronidazol o tinidazol (Lara et al.

2003; Zullo et al. 2003; Sanjuro et al. 1999 y Bazzoli 2001).

La droga de eleccion para el tratamiento de H. pylori, y también es empleado para el
tratamiento de infecciones por S. marcescens y L. monocytogenes es el antibiotico
ceftriaxona, consiste en un antibidtico bactericida, de accién prolongada para uso
parental, de la clase de las cefalosporinas de tercera generacion, por lo que tiene
acciones de amplio espectro en contra de organismos gram positivos y gramnegativos.
El anillo beta-lactamico es parte de la estructura de las cefalosporinas, por lo tanto, la
ceftriaxona es un antibiotico beta-lactamico. El modo de accion de estos antibidticos es
la inhibicion de la sintesis de la pared celular de las bacterias, especificamente por union

a unas proteinas bacterianas llamadas ‘‘proteinas ligandos de la penicilina (PBS)”

Este antibidtico se usa con frecuencia en combinacidon con antibidticos macrélidos y/o
aminoglucoésidos para el tratamiento de neumonia comunitaria y nosocomial. Es también

el primer tratamiento de la meningitis bacteriana.

Si la infeccion ocurre durante el embarazo, los antibidticos que se administran de
manera inmediata a madres embarazadas por lo general pueden prevenir las infecciones
del feto o del recién nacido. Los bebes con listeriosis reciben los mismos antibidticos
hasta que los médicos estén seguros del diagnostico. Incluso con un tratamiento
inmediato, algunas infecciones causan la muerte en personas de edad avanzada o con

otros problemas de salud (CDC 2012).
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2.9 Ceftriaxona

La ceftriaxona se usa para tratar determinadas infecciones ocasionadas por bacterias,
como la gorronea (una enfermedad de transmision sexual) la enfermedad inflamatoria
pélvica (infeccion de los oOrganos reproductores femeninos que puede causar
infertilidad), la meningitis (infecciéon de las membranas que rodean el cerebro y la
médula espinal como es el caso de la listeriosis) y las infecciones de pulmones, oidos,
piel, vias urinarias, sangre, huesos, articulaciones y abdomen. La ceftriaxona pertenece a
una clase de medicamentos llamados antibidticos derivados de la cefalosporina

(Marshall 1999).
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones ocasionadas tanto por E. histolytica como por H. pylori, S. marcescens y
L. monocytogenes son de distribucion mundial, principalmente en paises en vias de
desarrollo, y debido a que actualmente no se cuenta con un tratamiento efectivo contra
estos microorganismos patdgenos, aunado a los recientes reportes que indican resistencia
de estos microorganismos a las drogas de eleccion, ademds considerando los efectos
secundarios indeseables que provocan en los pacientes, en este trabajo evaluamos la
actividad biologica in vitro del agua electrotransferida con cada una de las drogas de
eleccion para cada microorganismo patdogeno seleccionado (metronidazol para
E. histolytica) y cetriaxona (para H. pylori, S. marcescens y L. monocytogenes), dicha
droga es electrotransferida al agua empleando el equipo de bioresonancia BICOM®-
2000 mediante el programa sustancia-sustancia. En este trabajo se evaluo el efecto de
las drogas electrotransferidas al agua mediante bioensayos para determinar el potencial
amebicida del agua electrotransferida con metronidazol, asi como poder determinar el
potencial anti-H. pylori, anti-S. marcescens y anti-L. monocytogenes de la ceftriaxona

electrotransferida al agua.
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4. HIPOTESIS

Es posible que se efectie la electrotransferencia de informacion electromagnética de
drogas antimicrobianas al agua y que esta presente actividad inhibitoria sobre
Entamoeba histolytica HM1-IMSS, Helicobacter pylori, Serratia marcescens y Listeria

monocytogenes.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial antimicrobiano de la informacion electromagnética proveniente del
metronidazol y ceftriaxona electrotransferidas al agua, sobre el crecimiento de
Entamoeba histolytica HM1-IMSS, Helicobacter pylori, Serratia marcescens y Listeria

monocytogenes.

Objetivos particulares

e Estandarizar la cinética del crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica
HMI1-IMSS, Helicobacter pylori, Serratia marcescens y Listeria monocytogenes.

e Determinar la dosis del metronidazol y de la ceftriaxona que se van a
electrotransferir al agua.

e Realizar la electrotransferencia de la informacion electromagnética del metronidazol
y ceftriaxona al agua desionizada mediante el equipo BICOM®.

e Evaluar el potencial antiamibiano del agua electrotransferida con la informacion
electromagnética del metronidazol

e Evaluar el potencial antibacteriano del agua electrotransferida con la informacion
electromagnética de la ceftriaxona sobre Helicobacter pylori, Serratia marcescens y

Listeria monocytogenes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico

-Trofozoitos de Entamoeba histolytica (Cepa HM1-IMSS).
- Helicobacter pylori (ATCC 43504)
- Serratia marcescens

- Listeria monocytogenes

a) Entamoeba histolytica cepa HM1-IMSS

Mantenimiento: Se realizaron resiembras sucesivas de E. histolytica HM1-IMSS en

medio MPT el cual se encontré en volumen de 10 mL en tubos con tapon de rosca de 16
x 150 mm, se adiciono con 0.1 mL de solucidon de penicilina-estreptomicina y 1.0 mL de
suero bovino, inoculando 2x10* trofozoitos/mL, posteriormente de incubd a 37°C por 72
horas, antes de cada resiembra los cultivos se observaran en un microscopio invertido
para comprobar el buen estado de las amibas y el cultivo que muestre mejor crecimiento
y mejor aspecto, se coloco en agua-hielo por 15 min. para despegar las células adheridas
al tubo, se agito 10 veces por inversion del tubo y se procedid a determinar el nimero de
trofozoitos/mL empleando una cdmara de Neubauer. Las resiembras y bioensayos se
realizaron cuando las células se encontraron a la mitad de la fase logaritmica de

crecimiento.

Cinética de crecimiento: Se inocularon 15 tubos conteniendo un volumen de 10 mL del

medio de cultivo MPT con, 0.1 mL de solucion de penicilina-estreptomicina y 1.0 mL de
suero bovino y un inoculo de 2 x 10* células/mL. Se incubo a 37°C y cada 24 h se
determiné el nimero de trofozoitos de 3 tubos de cultivo hasta el dia 5 de incubacion, la
cuantificacion del numero de células se realizé colocando en agua-hielo por 15 min. los

tubos para despegar las células adheridas al tubo, se agito 10 veces por inversion del

33



tubo y se procedio a determinar el numero de trofozoitos/mL empleando una cdmara de

Neubauer.

b) Bacterias patogenas
Listeria monocytogenes

Mantenimiento: A partir de una cepa que se mantiene en refrigeracion a 4°C, se hacen

resiembras sucesivas en tubos de 13 x 100 mm de borosilicato con tapén de rosca, que
contenian 4mL de MPT-Caldo a los cuales se les inocula con 30uL de la cepa, enseguida

se incuban a 37°C por 24h.

Cinética de crecimiento: Se dispone de 10 tubos de borosilicato de 13 x 100 mm con

tampon de rosca, los cuales contienen 4mL de MPT-Caldo, se inoculan con 30uL de
L. monocytogenes, la cual previamente se reactivd por tres resiembras consecutivas con
el mismo volumen de indculo, enseguida se incuban a 37°C y cada hora se realizan las
lecturas de absorbancia a 635nm durante un lapso de 14h aproximadamente, se registra y

grafica cada lectura.

Helicobacter pylori

Mantenimiento: A partir de una cepa que se mantiene en refrigeracion a 4°C, se hacen

resiembras sucesivas en tubos de 13 x 100 mm de borosilicato con tapén de rosca, que
contenian 4mL de MPT-Caldo a los cuales se les inoculd con 30uL de la cepa, enseguida

se incuban a 37°C por 24h.

Cinética de crecimiento: Se dispone de 10 tubos de borosilicato de 13x100 mm con

tampon de rosca, los cuales contienen 4mL de MPT-Caldo, se inoculan con 100uL de
Helicobacter pylori, la cual previamente se reactivo por resiembras consecutivas con el
mismo volumen de indculo, enseguida se incuban a 37°C y cada hora se realizan las
lecturas de absorbancia a 635nm durante un lapso de 19h aproximadamente, se registra y

grafica cada lectura.
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Serratia marcescens

Mantenimiento: A partir de una cepa que se mantiene en refrigeracion a 4°C, se hacen

resiembras sucesivas en tubos de 13 x 100 mm de borosilicato con tapon de rosca, que
contenian 4mL de MPT-Caldo a los cuales se les inoculd con 30uL de la cepa, enseguida

se incuban a 37°C por 24h.

Cinética de crecimiento: Se dispone de 10 tubos de borosilicato de 13 x 100 mm con

tampon de rosca, los cuales contienen 4 mL de MPT-Caldo, se inoculan con 100uL de S.
marcescens, la cual previamente se reactivo por resiembras consecutivas con el mismo
volumen de indculo, enseguida se incuban a 37°C y cada hora se realizan las lecturas de
absorbancia a 635nm durante un lapso de 19h aproximadamente, se registra y grafica

cada lectura.

6.2 Preparacion de la solucion madre de metronidazol y ceftriaxona
a) Metronidazol:

Se dispuso del antibidtico Metronidazol (Sigma-Aldrich) y empleando la béscula
analitica, se pesaron 20 mg de dicha droga colocandose directamente en un tubo conico
de 50 mL, posteriormente se agregaron 20 mL de agua bidestilada desionizada estéril
por filtracion, enseguida se agit6 vigorosamente hasta deshacer todo grumo y corroborar
que no hubiese precipitados, se etiquetd y guardd en refrigeracion a 4°C. Obteniendo

una concentracion final de metronidazol de Img/mL.
b) Ceftriaxona:

Se dispuso del antibiotico ceftriaxona y empleando la bascula analitica, se pesaron 20
mg de ceftriaxona y se colocd en un tubo cénico de 50 mL, posteriormente se agregaron
20 mL de agua bidestilada desionizada (por filtracion) en el tubo conico para
posteriormente, agitar vigorosamente para disolver el antibiotico con el agua y se

verificd que no hubiesen precipitados; posteriormente se etiquetd correctamente el tubo

35



y se guard6 en refrigeracion a 4°C. Con esto se obtuvo la ceftriaxona a una

concentracion de 1mg/mL.

6.3 Transferencia de informacion electromagnética al agua a partir de

metronidazol y ceftriaxona

Se utilizaron 6 frascos de vidrio estériles de boca ancha con tapa metalica de rosca y

capacidad de 30 mL para realizar la transferencia de informacion electromagnética.

Primeramente, se colocd el frasco de metronidazol en el contenedor de entrada al
aparato de bioresonancia BICOM 2000 modelo 4.4 (bio-comunicacion) Regumed Serie:
SN202057299. Se selecciond el programa # 196, mismo que es especificado por el
fabricante para transferencia de informacidon entre sustancias y no lo determina el
operador del equipo. Después se colocd en el contenedor de salida del aparato otro
frasco con 9 mL de agua desionizada bidestilada filtrada previamente etiquetada como
Agua 50 y agitada durante 5 s. aproximadamente. Se ajust6d la amplificacion a un valor
de 50 (u.a= unidad de amplificacion de la onda) que es un parametro predeterminado por
el equipo, y se encendid el programa durante 15 min. De igual manera se realizd una
segunda transferencia con otro frasco con 9 mL de agua desionizada bidestilada filtrada
con filtro millipore de 0.22 mm de diametro previamente etiquetada como Agua 1000 y
también se agitd. Se ajustd la amplificacion a un valor de 1000 (este valor representa la
unidad de amplificacion de la onda y es también predeterminado por el fabricante y no

lo determina el operador del equipo) y se encendi6 el programa durante 15 min.

Se ajustd la amplificacion, se programo el ciclo de electrotransferencia y se encendi6 el

programa durante 15 min.

Al terminar las transferencias se aislaron los frascos de la luz y se almacenaron a
temperatura ambiente aproximadamente 1 h antes de su uso. Un tercer tratamiento fue
transferir la informacion de agua desionizada estéril (entrada) hacia una muestra de la

misma (salida) previamente agitada.
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6.4 Bioensayos

6.4.1 Evaluacion del efecto de la transferencia de informacion del

metronidazol-agua sobre cultivos de E. histolytica

Para evaluar el efecto de las diferentes amplificaciones transferidas del metronidazol al

agua, se procedio de la siguiente manera:

Al tercer dia de incubacion de la cepa, se agregaron a 27 tubos de 13 x 100 con 9 mL de
medio MPT un inoculo de 10,000 células/mL de la cepa de Entamoeba histolytica; 0.5
mL de suero bovino; 0.05 mL de antibidtico penicilina-estreptomicina y 1.0 mL de

metronidazol.

Se tomd 1.0 mL de agua transferida de cada uno de los tratamientos respectivamente
marcados y se agreg6 en tres eventos independientes por triplicado a cada uno de los
tubos que contengan la cepa de Entamoeba histolytica respectivamente marcados con los

mismos componentes anteriormente mencionados.

Como control negativo se utilizaron los 27 tubos con la cepa de E. histolytica sin agregar
ningln tratamiento, pero incluyendo los demds componentes (suero 1% y antibiodtico

0.1%).

Por ultimo, se incubaron los tubos a 37° C durante 72 h y se realiz6 el conteo celular en
el tiempo de maximo crecimiento para determinar el nivel de sobrevivencia de la cepa

para cada uno de los tratamientos.

6.4.2 Evaluacion del efecto de la transferencia de informacion de la

ceftriaxona -agua sobre cultivos de bacterias patogenas

A las 18 horas de incubacion se inoculod la bacteria sobre los tubos de ensayo que
contenian ya los respectivos tratamientos, del control (solo medio MPT), del
electrotransferido (agua con informacion proveniente de la ceftriaxona) y del control
positivo que fue la droga ceftriaxona. La cantidad de inoculo afiadida fue de 100uL de

cada bacteria (H. pylori, S. marcescens y L. monocytogenes) se incubaron los tubos por
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18 horas para posteriormente leer los resultados al espectrofotometro y posteriormente

proceder a realizar el bioensayo para la determinacion de las UFC/ mL.

6.4.3 Determinacion de UFC/mL

Se determinaron las diluciones a realizar, se procedi6 a preparar el agar MPT pesando
todos los ingredientes de este medio en la balanza analitica, se prepard solucion salina al
0.85% en tubos de ensayo para realizar en ellos las diluciones. Después se selecciono el
tubo de inoculo a utilizar de cada tratamiento y de este se tom6 1 ml de inoculo para
agregar al tubo de la dilucion -1 para asi ir pasando 1ml a cada dilucion seriada (-2, -3,
-4, hasta -12). Ya realizadas las diluciones se agregé 1ml a la caja Petri del tubo de la
dilucién y después se agregd el agar MPT para después agitar en forma de ocho, ocho
veces y dejar solidificando para después incubar durante 18 horas y leer resultados
contando el numero de colonias observado en cada caja con su dilucion correspondiente,

en donde para cada dilucion de la -1 a la -12 se contd con tres cajas Petri.

6.4.4 Analisis estadistico

Los datos para determinar la accion bioldgica en el crecimiento de E. histolytica y
bacterias patdgenas se utilizé un disefio experimental estadistico completamente al azar
en donde los datos de cuantificacion se sometieron a un Andlisis de Varianza mediante
el paquete de software estadistico SPSS version 17.0, para determinar si existe

diferencia significativa entre los tratamientos utilizados (P<0.05).
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7. RESULTADOS

7.1 E. histolytica

Cinética de crecimiento

Se realiz6 una cinética de crecimiento de E. histolytica que se observa en la Figura 1, el

cultivo de partida consistié en 20,000 células/mL, a partir del cual se puede apreciar que

no existe una fase de adaptacion de las células al medio de cultivo, sino que se presenta

un crecimiento exponencial durante los primeros tres dias de incubacion en el medio de

cultivo MPT. Al analizar la fase de crecimiento logaritmico es posible ubicar la mitad de

tal fase a las 48 h de incubacion. Al término de la fase logaritmica se alcanz6 un maximo

nimero de células de 1.4 x 10° células/mL. Posteriormente no se observd una fase

estacionaria propiamente, sino un decaimiento paulatino del niimero de células a partir

de esta cifra hasta alcanzar la muerte en su totalidad.

Células/ml (1 x 10%)

J + } t

Tiempo (Dias)

0 1 2 3 4

Tiempo (Dias)

Figura 1. Cinética de crecimiento de E. histolytica. Se observa el incremento del niimero de células
expresadas en factores de 10* células/mL de E. histolytica conforme pasa el tiempo de
incubacion a 37° C, expresado en dias. Los conteos se realizaron cada 24 h por triplicado y

corresponden a cada punto en la grafica.
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7.2 Bacterias patogenas

7.2.1 Serratia marcescens

En la figura 2 se observa la cinética de crecimiento de S. marcescens, em la cual se
observa uma fase de adaptacion celular durante las dos primeras horas, a partir de esta
hora y hasta la hora 7 se observa uma franca fase logaritmica, a partir de las 8 horas de
incubacion se observa crecimiento lento y seguido de una fase estacionaria y
posteriormente a partir de la hora 11 se observa fase de muerte celular o decaimento
celular.
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Absorbancia (635nm)
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6 1 2 3 4 5 & ¥ 8 9 10 11 12 13 14
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Figura. 2. Cinética de crecimiento de S. marcescens. En esta figura se muestra primeramente una fase
de adaptacion celular, seguida de una intensa fase exponencial, la cual da inicio en la hora 2 y

empieza a decrecer en la hora 11.
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7.2.2 H. pylori

En la figura 3 se muestra la cinética de crecimiento de H. pylori, durante la primera hora

de incubacién se observa ligero crecimiento y posteriormente se observa la fase

logaritmica, la cual se le dio seguimiento hasta la hora 12 de incubacidn, sin apreciar la

fase estacionaria; se observa diferencia significativa entre los puntos de lectura,

indicandonos que a las doce horas de incubacion es factible trabajar con el cultivo de

H. pylori. Cada punto graficado corresponde a tres eventos independientes por
triplicado.
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Figura 3. Cinética de Crecimiento de H. pylori. En esta figura se muestra una fase

exponencial, desde el inicio de la cinética, en esta cinética s6lo se aprecia la fase

logaritmica, lo cual indica el buen estado del cultivo de H. pylori.
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7.2.3. L. monocytogenes

En la Figura 4 se observa la cinética de crecimiento de L. monocytogenes en donde se
aprecia que desde la hora cero inicia la fase logaritmica la cual termina hasta la hora 11,

a partir de esta hora se aprecia un paulatino deceso de la absorbancia.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes. En esta figura se muestra una fase exponencial,
la cual da inicio desde la hora 0, no se observo fase de adaptacion celular, la fase exponencial

termino en la hora 11, en lo cual de 1a hora 11 a la hora 14 se observa la fase de muerte celular.
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7.3 Bioensayos

7.3.1. Evaluacion de la actividad bioldgica de la electrotransferencia del

metronidazol-H:20 sobre E. histolytica

En la Figura 5 se muestran las barras que indican el crecimiento celular de E. histolytica
(cel/mL) cultivado en presencia de metronidazol y agua conteniendo el
electrotransferido del metronidazol, el cultivo control present6d un rendimiento de 89,584
cel/mL Se observa que el control positivo metronidazol si inhibié totalmente el
rendimiento de E. histolytica, igualmente con el metronidazol electrotransferido al agua,

en donde se observa que hay una inhibicion del 100% del crecimiento de E. histolytica.
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Control cepa Control Metronidazol Electrotransferido

Figura S. Bioensayo de electrotransferencia del Metronidazol-H:2O sobre E. histolytica.
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En la Tabla 2 se describe el aspecto celular de E. histolytica cultivado en presencia del

metronidazol (1 mg/mL) y del metronidazol electrotransferido al agua.

Tabla 2. Bioensayo del efecto de la electrotransferencia del Metronidazol en E. histolytica

Tratamiento Cels/mL Aspecto celular Dias de
incubacion
Control 89,584 Trofozoitos pleomorficos y mobiles 3
adheridos al vidrio.
Metronidazol 0 Aspecto esférico e agregados o 3
1mg/mL racimos despegados del vidrio
Metronidazol 0 Aspecto esférico y agregados o 3
electrotransferido racimos despegados del vidrio

En la figura 6 se observan el aspecto celular de E. histolytica al microscopio optico, en B

se observa el cultivo normal, células aderidas al vidrio, de aspecto pleomorfico y

mobiles, en A se observa el aspecto de E. histolytica pero que fue cultivada em presencia

de agua electrotransferida con la informacion o propriedades del metronidazol, em C se

observa el aprecto de E. histolytica en presencia de la droga metronidazol a una

concentracion de 1 mg/mL.

Figura 6. Microscopia del Bioensayo de electrotransferencia en E. histolytica. Se observa el

aspecto microscopico de E. histolytica cultivado em presencia de metronidazol y agua

conteniendo la informacion electromagnética del metronidazol.
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7.3.2. Evaluacion de la actividad bioldgica de la electrotransferencia del

ceftriaxona (1mg/mL)-H20 sobre H. pylori.

Se evaluaron cinco dosis de ceftriaxona directamente, asi como agua conteniendo el
electrotransferido de ceftriaxona a 20, 10, 5, 2.5 y 1.25 pg/mL. Los resultados se
observan en la Figura 7. Estos resultados nos indican que la inhibicion de H. pylori por
ceftriaxona directa (barras amarillas) si inhibe el cultivo, pero no hay diferencia entre las
cinco dosis evaluadas, en las barras rojas se observa que las dosis electrotransferidas no
inhibieron el cultivo de H. pylori. Por lo cual se observa que la inhibicién no estd

directamente proporcional a la dosis evaluada.
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Figura 7. Bioensayo de Electrotransferencia sobre Helicobacter pylori. Se puede observar que el efecto
del electrotransferido que almaceno la informacion electromagnética de la Ceftriaxona no causo
inhibicion en el crecimiento de H. pylori, (barras rojas), con el antibidtico Cftx aplicado a los
cultivos se observo una clara inhibicion del crecimiento de H. pylori ya que es el el antibidtico en

si inhibio el cultivo (barras amarillas).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la actividad antibacteriana de la ceftriaxona
sobre H. pylori, se observo que la droga ceftriaxona a las cinco dosis evaluadas inhibid
aproximadamente el 50% de rendimiento celular del cultivo de H. pylori, la inhibicion
no es dependiente de la concentracion; al electrotansferir las cinco concentraciones de

ceftriaxona se observa que no se inhibi6 el crecimiento de H. pylori.
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Se procedio a evaluar concentraciones mas altas de ceftriaxona, empleando la dosis de 1

mg/mL se obserbd que el control del antibidtico (Cftx) si inhibi6 significativamente a la

bacteria H. pylori, y se observa que el agua electrotransferida al agua y el agua sin

electrotransferir aplicadas sobre los cultivos, no inhibieron el crecimiento de H pylori, y

el punto mas importante a observar que fue la droga electrotransferida (Cftx) no inhibid

significativamente el crecimiento e H. pylori, esto comparandolo con el control que es

solo la cepa de H. pylori (ver Figura 8 y Tabla 3)
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Figura 8. Bioensayo de la electrotransferencia de la Ceftriaxona (1mg/mL) en H pylori.

Tabla 3. Comparacién del rendimiento celular de H. pylori en presencia de
cetriaxona y agua con informacion electromagnética de la ceftriaxona.

Tratamiento UFC/mL
Control Incontable
Cftx [Img/mL] 0
Cfix e- [Img/mL] Incontable
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7.3.3. Evaluacion de la actividad bioldgica de la electrotransferencia del

ceftriaxona (1mg/mL)-H20 sobre S. marcescens.

Se evaluaron cinco dosis de ceftriaxona directamente, asi como agua conteniendo el
electrotransferido de ceftriaxona a 20, 10, 5, 2.5 y 1.25 pg/mL. Los resultados se
observan en la Figura 9. Estos resultados nos indican que la inhibicion de
S. marcescens por ceftriaxona directa (barras azules) si inhibe el cultivo, pero esta
inhibicion es directamente proporcional a la concentracion de la ceftriaxona, es decir a
mayor concentracion se presenta mayor inhibicion. Se observa que hay diferencia
significativa entre las cinco dosis evaluadas. en las barras cerdes se observa que las dosis
del agua conteniendo el electrotransferido de la ceftriaxona no inhibieron el cultivo de
S. marcescens y este tratamiento no presenta diferencia significativa con respecto al

control.
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Figura 9. Bioensayo de la electrotransferencia de la Ceftriaxona sobre S. marcescens.
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En la Tabla 4 se aprecia el rendimiento de UFC/mL de S. marcescens cultivada en
presencia de ceftriaxona (Img/mL) y se observa que se inhibe completamente su
crecimiento. Sin embargo en el bioensayo en el cual se evalud la actividad anti-S.
marcescens del agua con el electrotransferido de la ceftriaxona (1 mg/mL) ésta no tuvo
actividad inhibitoria sobre la bacteria, ya que al determinar la UFC/mL (X10'? ) fue
incontable el rendimiento celular, por lo cual se determina que este tratamiento no tuvo

actividad sobre S. marcescens.

Tabla 4. Determinacion de UFC/mL de S. marcescens

Tratamiento UFC/mL
Control Incontable
Cfix [Img/mL) 0

Cftx e- Incontable

7.3.4. Evaluacion de la actividad bioldgica de la electrotransferencia del

ceftriaxona (1mg/mL)-H20 sobre L. monocytogenes.

En la Figura 10 se observa los resultados de absorbancia de la evaluacion de ceftriaxona
(1mg/mL) sobre L. monocytogenes, se observa que el antibidtico evaluado directamente
sobre la bacteria inhibi6 significativamente (barra amarilla) con respecto al control, y el
agua conteniendo el electrotransferido de cetriaxona (Img/mL) si inhibid
significativamente (barra verde) con respecto al cultivo control (barra azul). La
inhibicion producida por agua conteniendo el electrotransferido de ceftriaxona

(1mg/mL) fue de aproximadamente el 55%.
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Figura 10. Bioensayo de electrotransferencia de Cftx sobre L. monocytogenes. En la barra azul se
observa la absorbancia del cultivo control, en la barra amarilla se observa la inhibicion por
parte de la droga ceftriaxona a la dosis de 1 mg/mL, y en la barra verde se encuentra graficado
el valor de la absorbancia del cultivo de L. monocytogenes cultivado en presencia de agua

conteniendo el electrotransferido de la cetriaxona.

En la Tabla 5 se observan las UFC/mL de L. monocytogenes obtenidos al ser cultivadas
en presencia del agua conteniendo el electrotransferido de la ceftriaxona. Al plaquear el
cultivo de la dilucion 10> la determinacion en el control fue incontable, no se
obtuvieron células de L. Monocytogenes al ser cultivada en presencia de la droga
ceftriaxona (1 mg/mL), y si se observa disminuida la cantidad de UFC/mL al cultivar L.

monocytogenes en presencia del agua conteniendo el electrotransferido de la ceftriaxona.

Tabla 5. UFC/mL de la bacteria gastro-enteropatégena L. monocytogenes

Tratamiento UFC/mL
Control Incontable
Cftx [Img/mL] 0

Cftx e- 187.33 x 10"?
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En la figura 11 se observan 3 tubos correspondientes al Bioensayo de
electrotransferencia de la Ceftriaxona sobre L. monocytognes. A la izquierda se observa
el control (solamente cepa de L. monocytogenes), en el centro se observa el tubo con
inoculo de L. monocytogenes cultivado em presencia de la droga ceftriaxona (Img/mL),
em el cual se puede apreciar menos turbidez, lo cual indica que no hubo crecimiento de
la bactéria, y a la derecha se observa el tubo que contenia el antibidtico
electrotransferido en el cual se observa turbidez indicando algo de crecimiento, pero se
observa menos turbidez que en el tubo de la izquierda el cual es el Control que contiene
la cepa sola, el cual indica al tener mucha turbidez que en el Control si hubo mucho

crecimiento de L. monocytogenes.

|

St
Figura 11. Se observan 3 tubos de ensayo con cultivo (L.m.) del Bioensayo de electrotransferencia de
la Ceftriaxona sobre Listeria monocytognes. A la izquierda se observa el control
(solamente cepa de L. monocytogenes) com letra C, en el centro se observa el tubo con
inoculo de (L.m). agregado el cual contenia el antibidtico por eso se puede apreciar mas
transparéncia en el médio-caldo MPT lo cual indica que no hubo crecimiento de la bactéria,
este tubo del centro esta marcado com las letra “Ab” (Antibidtico) y a la derecha se observa
el tubo que contenia el antibidtico electrotransferido en el cual se observa turbidez
indicando algo de crecimiento, pero se observa menos turbidez que en el tubo de la
izquierda el cual es el Control que contiene la cepa sola, el cual indica al tener mucha

turbidez que en el Control si hubo mucho crecimiento de L. monocytogenes.
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En la Figura 12 se observa el aspecato de las colonias de L. monocytogenes control (b,
cultivada en presencia del agua conteniendo la informacion electromagnética de la
ceftriaxona (a) y en (c) se observa el cultivo de L. monocytogenes en presencia de a

ceftriaxona a la dosis de 1 mg/mL.

Figura 12. Colonias de L. monocytogenes bajo distintos tratamientos del Bioensayo de
electrotransferencia de la Ceftriaxona y su efecto sobre el crecimiento de la bacteria.
En la imagen a) se observa el electrotransferido y las colonias se pueden apreciar asi como
su aspecto macroscopico, en la imagen b) se observa el control (cepa sola de L.m.) y en la

imagen c) se observa el tratamiento con antibidtico (Cftx) en la cual se aprecia que no hay

crecimiento de ninguna colonia (0 UFC/mL).
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En la Figura 13 se obseva el analisis comparativo de los valores de absorbancia de cada
una de las bacterias en las cuales se evalud la droga ceftriaxona (Cftx) y el agua
conteniendo la informacion electrotransferida de la droga cetriaxona (Cftx-et). En el cual
se puede observar que unicamente el cultivo de la bacteria L. monocytogenes al ser

tratada con Cftx-et, presenta un valor de absorbancia menor al valor del cultivo control.
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Figura 13. Bioensayos de electrotransferencia en las 3 bacterias gastro-enteropatogenas (H. pylori,
8. marcescens 'y L. monocytogenes). En esta grafica se observa que en las bacterias H. pylori
y S. marcescens no presentaron inhibicién de su crecimiento por la droga electrotransferida
(Cftx-et) pero L. monocytogenes si mostrd inhibiciébn en su crecimiento por la droga

ceftriaxona (Cftx) electrotransferida.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran evidencia del efecto inhibitorio del
crecimiento de E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro debido a la transferencia
de informacion electromagnética de drogas antimicrobianas a la molécula de agua con la

cual fue tratada.

El empleo de las concentraciones de 1mg/mL de las drogas electrotransferidas a través
del equipo BICOM-2000 al agua para obtener el “agua energizada” a partir de drogas
antimicrobianas mostraron inhibicidon significativa en E. histolytica 'y Listeria
monocytogenes, teniendo inhibicion del 100% en E. histolytica y del 56% en
L. monocytogenes, en tanto que para Helicobacter pylori y Serratia marcescens no
mostraron inhibiciéon con el electrotransferido pero si con el antibidtico o droga

(ceftriaxona) evaluada directamente sobre los cultivos.

En diversos trabajos en los que se han empleado el equipo BICOM-2000 con el cual
realizaron transferéncia de informacion molecular de la hormona tiroxina altamente
concentrada (1.25Mm) observaron que la metamorfosis de la Rana temporaria de
estadios inmaduros puede ser altamente reducida en tiempo transfiriendo informacién de
la hormona concentrada a un acuario en un nimero de pruebas paralelas (Endler et al.
1995), asimismo en un trabajo realizado transfiriendo acetato forbol miristato (PMA)
transmitido por médio de una oscilacion electronica reportan la activacion de neutrofilos
humanos in vitro (Thomas et al. 1995), en un trabajo reciente reporta (Torres 2006) la
capacidad del agua para almacenar en su estructura molecular oscilaciones
electromagnéticas provenientes del metronidazol, las cuales fueron transferidas mediante
la técnica de bioresonancia empleando el equipo BICOM-2000, el mismo autor reporta
que el agua con informacion electromagnética a diferentes amplitudes presenta un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento axénico in vitro de E. histolytica 'y Trichomonas
vaginalis, en experimentos por separado. En estos trabajos los resultados que se
obtuvieron concuerdan con nuestros resultados y sugieren que las moléculas evaluadas
emiten sefiales electromagnéticas que pueden ser transferidas al agua a través del equipo

BICOM-2000.
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En un estudio presentado por Del Guidice ef al, 1988, se reporta que la informacién
electromagnética procedente de una fuente externa es unida al agua en forma de
oscilaciones electromagnéticas, posiblemente en sus agrupaciones, si vemos a la
molécula de agua como un dipolo eléctrico y por otro lado en 1993 se demostré que se
pueden transferir sefiales electromagnéticas de origen molecular via circuito electrénico

con un amplificador segiin Aissa et al. 1993.

Otros trabajos similares ratifican la transferencia de informacion, como es el caso de un
estudio presentado por Kreisl em 1998, que demostré que transfiriendo la informacion
electromagnética del acido acético a sales inorganicas en solucidon, por medio de un
amplificador electronico, las propiedades fisicoquimicas de dichas soluciones asi

tratadas estan sujetas a cambios mesurables y significativos.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente estudio, demuestran el efecto de la
informacion electromagnética de esta droga transferida al agua ante la inhibicion del

crecimiento celular en dichas cepas mencionadas anteriormente.

Con respecto a los resultados obtenidos en este estudio, si relacionamos los efectos que
se observaron entre los diferentes tratamientos podemos notar que el efecto del
electrotransferido si inhibi6 a dos microorganismos: E. histolytica 'y L. monocytogenes lo
cual concuerda con trabajos relacionados con este estudié en donde también obtienen
inhibicién de microorganismos como bacterias, especificamente Staphylococcus aureus

y Candida albicans.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los resultados obtenidos por
Balderrama, 2007 en donde se realizo la electrotransferencia de liofilizados de BAL
( L. lactis, L. casei y L. acidophilus); metronidazol y agua para analizar el efecto de los
electrotransferidos sobre el crecimiento de E. histolytica, y se determind que los
liofilizados electrotransferidos si inhibieron el crecimiento de E. histolytica y el
metronidazol electrotransferido al agua también present6 actividad inhibitoria sobre los

parasitos.

Foletti et al. 2014, Basados en una extensa revision de la literatura, y en su propia

evidencia experimental, proponen que la hipotesis de que los sistemas acuosos pueden
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adquirir y transmitir informacion de firmacos mediante circuitos resonantes, es cada vez
mas aceptada, en dicho trabajo evaluaron el 4cido retinoico electrotransferido con un
aparato de electrotransferencia sobre la linea celular de neuroblastoma (LAN-5) y
obtuvieron en sus resultados que el acido retinoico electrotransferido si inhibié el

crecimiento de la linea celular LAN-5 (Células humanas de neuroblastoma).

Estos resultados abren la posibilidad de contar con alternativas menos agresivas para el
tratamiento de la amibiasis en el humano. Por ultimo, se pretende en un futuro evaluar la
transferencia de informacion electromagnética a la molécula del agua y sus efectos en
experimentos in vivo sobre organismos multicelulares superiores como: mamiferos,
evaluando de esta forma medicamentos, antibidticos, drogas, etc. y observar las posibles

reacciones que puedan presentarse.

En cuanto a L. monocytogenes, la cual pertenece al grupo de las bacterias Gram
positivas la cual generan resistencia a la mayoria de las drogas empleadas en el mercado,
mientras que la frecuencia del desarrollo de resistencia no se puede predecir, ya que esta

dependera del estrés y las condiciones de crecimiento especificas.

La droga de eleccion para L. monocytogenes es la droga ceftriaxona, Esta droga se
clasifica dentro de las cefalosporinas de tercera generacion que muestra una actividad
significativa frente a microorganismos gram-negativos. La ceftriaxona penetra a través
de la barrera hematoencefilica, lo que la hace 1til en el tratamiento de la meningitis,
entre otras enfermedades. Aunque su actividad frente a los organismos gram-positivos es
menor que la de las cefalosporinas de primera generacion, la ceftriaxona es la que tiene
una mayor semi-vida plasmatica, permitiendo la administracion de una sola dosis al dia

(Perry y Schentag 2001).

La ceftriaxona es un antibiotico beta-lactdmico y bactericida que inhibe la sintesis de la
pared bacteriana al unirse a las proteinas ligandos de la penicilina (PBPs) que se
localizan en dicha pared. Las PBPs son responsables de varios de los pasos en la sintesis
de la pared y son diferentes para cada especie bacteriana, por lo que la actividad de cada
uno de los antibioticos b-lactamicos depende de la capacidad de estos para acceder y

unirse a dichas proteinas. En todos los casos, una vez que el antibidtico se ha unido a las
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PBPs estas pierden su capacidad funcional, con lo que la bacteria pierde su capacidad
para formar la pared, siendo el resultado final la lisis de la bacteria (Perry y Schentag
2001). Esta lisis se debe a las autolisinas bacterianas cuya actividad es, al parecer
interferir con un inhibidor de las autolisinas. Aunque la ceftriaxona es activa frente a la
mayor parte de las bacterias gram-positivas incluyendo las cepas de estafilococos las

cuales son productoras de penicilinasa (Lamb HM, 2002)

Aunque desde esta perspectiva la ceftriaxona pueda parecer un tratamiento seguro y
eficaz, en realidad existen reportes como los de (Wendel et al. 2002). que establece que
la ceftriaxona no puede ser tomada durante el embarazo y lactancia ya que representa un
riesgo al barrer con la microbiota natural del organismo tanto de la madre como la del
producto, dando paso a infecciones por microorganismos oportunistas, ademas también
existen evidencias de eventos adversos a esta droga como los reportados por
Nicholls 1980 y Petz 1978, que describen casos de hipersensibilidad a la penicilina y
ceftriaxona por ser moléculas quimicamente similares por lo que visto de esta manera el
uso de las drogas electrotransferidas al agua podria ser otro camino a seguir para
combatir a L. monocytogenes, ya que como se muestra en la Figura 13, la ceftriaxona
electrotransferida al agua inhibi6 la absorbancia del cultivo de L. monocytogenes y este

resultado si muestra diferencia significativa con respecto al control.

De los resultados obtenidos se puede resumir en que el agua con informacion
electromagnética de las drogas electrotransferidas (metronidazol y ceftriaxona) presento
un efecto inhibitorio en el crecimiento de FEntamoeba histolytica y en Listeria
monocytogenes in vitro lo cual resultd parecido a lo obtenido en el experimento al
evaluar el Control positivo que fue la droga antimicrobiana la cual si inhibio a los
microorganismos tratados, esto sugiere que el electrotransferido actué como si fuera el
antibiodtico y que si se realizo la electrotransferencia de las propiedades de las drogas

antimicrobianas.
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9. CONCLUSIONES

e Mediante la técnica de Bioresonancia la molécula de agua presento la capacidad
para almacenar en su estrutura molecular oscilaciones electromagnéticas
provenientes del metronidazol y de la ceftriaxona, y se demostré que las
muestras de agua com dichas oscilaciones electromagnéticas mimetizan el efecto

antibiotico de las drogas utilizadas.

e El agua con informacién electromagnética de las drogas electrotransferidas
(metronidazol y ceftriaxona) presentd un efecto inhibitorio del 100% en el

crecimiento de Entamoeba histolytica y de um 56% en Listeria monocytogenes.
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10. PERSPECTIVAS

La capacidad que mostr6 tanto la droga metronidazol electrotransferida al agua para
inhibir E. histolytica era un resultado ya esperado pero a dosis menores a la empleada en
este trabajo, con el resultado obtenido se corrobord o e reprodujo este evento reportado
por otros autores como Torres 2006; sin embargo en el caso del resultado obtenido para
L. monocytogenes es muy trascendente, debido a la dificultad de contar con una droga de
largo periodo de activacion y que tenga la capacidad de internarse al citoplasma celular
para poder alcanzar la célula objetivo, en este caso L. monocytogenes, debido a que esta
bacteria es muy resistente a las drogas precisamente a la capacidad de internarse al
interior de la célula via transporte endocitico y posterior liberacion empleando las
listericinas y seguido de la dispersion e invasion de la célula; sin duda son mecanismos
complejos, que representan areas de interés para los microbiologos. Sin embargo, la
capacidad invasiva al interior de la célula es debido a que las drogas con actividad anti-
L. monocytogenes tienen mecanismos de accidon que por su misma naturaleza bioquimica
conllevan mayor tiempo para alcanzar a L. monocytogenes, sin embargo el agua
conteniendo el electrotransferido de la droga, podria tener mejor oportunidad de atacar a
esta L. monocytogenes, ya que el agua conteniendo el electrotransferido de la droga
podria entrar a la célula a través de las acuaporinas, sin embargo serd necesario realizar
mas estudios desde la perspectiva de la biologia células de la célula invadida y la célula

invasora para poder elucidar mejores mecanismos de accion.

Los resultados aqui obtenidos podran ser evaluados in vivo sobre organismos
multicelulares superiores como mamiferos, probando de esta forma medicamentos,
antibioticos, drogas, etc. y observar las posibles reacciones que puedan presentarse y el

modo de accion.
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ANEXO1

TERMINOLOGIA

Bioresonancia: Es la aplicacion del fendmeno de resonancia fisica al area del sistema

bioldgico.

Biofisica de la molécula del agua: En los modelos tradicionales, el agua estd formada
por un conjunto altamente entropico de moléculas de agua, polares, que solo forman
efimeros puentes de hidrégeno por no mas de unos picosegundos. Sin embargo se sabe
que la tasa instantanea de agrupamiento es mayor al 95% a 0°C y alrededor del 85% a

100°C..

Clusters: Redes esféricas icosahedricas, la mayoria de 280 moléculas, que se
descomponen principalmente en partes tetraédricas u otros prismas formados de

conjuntos de 4, 5 y 6 moléculas, propiciadas por la cooperatividad de enlazamiento.

Funciones de los clusters: Estas estructuras juegan un papel importante en la regulacion
celular ya que se ha encontrado agua estructurada en la cercania de partes hidrofobicas
de la cé¢lula incluyendo membranas y proteinas, donde el agua es de baja intensidad con

mas fuertes puentes de hidrogeno y menos entropia.

Este hecho hace suponer que las agrupaciones de moléculas de agua pueden desempeiar
diversas funciones regulatorias e intermediarias a nivel molecular, asi como de
mediadores alostéricos, y de transmision de sefiales, ampliando el modelo tradicional de
interaccion directa entre las estructuras de las moléculas que interactuan (ejemplo:

relacion antigeno-anticuerpo).

LASER: Las moléculas de agua forman un sistema coherente de comunicacion
(LASER) debido a su estructura bipolar. Por lo tanto, puede ocurrir una polarizacion de

las moléculas de agua como resultado de la bioinformacion electromagnética.
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Resonancia: Cuando un sistema mecdnico o acuUstico es excitado por una fuerza
periddica externa la cual iguala la frecuencia natural de oscilacién del sistema, la
amplitud de la oscilacion se vuelve con mayor y entonces el sistema se dice que ha

entrado en estado de resonancia.

Transmision de informacion: Algunos autores proponen que se puede trasmitir la
informacion proveniente de moléculas encargadas de llevar mensajes, como antigenos,
hormonas, e incluso ciertos medicamentos, por medios electronicos; es decir, hacer
oscilar el agua con frecuencias y patrones provenientes de otras sustancias usando

radiofrecuencias como medio.
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