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Introduccion General

I.1. CONTAMINACION ELECTROMAGNETICA

La interaccion de las corrientes electromagnéticas con el cuerpo humano es un hecho
que ocurre desde nuestros origenes, pero que ha crecido exponencialmente en los ultimos afios
debido a la gran explosion del sector cientifico y tecnoldgico. Hoy en dia, son innumerables los
campos electromagnéticos (CEM) que nos rodean, debido al desarrollo de fuentes de CEM
generados por el hombre. La aparicion de diversos aparatos de uso doméstico relacionados con
avances tecnologicos que se encuentran formando parte de nuestra vida cotidiana, hace que se
haya incrementado enormemente la exposicion de los seres humanos a este tipo de radiacion.
Pero el continuo aumento en la exposicion a CEM aunque acrecenta la importancia del
conocimiento sobre los posibles efectos de la interaccion de este tipo de radiacion y los seres
vivos, todavia estamos muy lejos de tener un conocimiento claro de los posibles efectos

perjudiciales que estos puedan tener.

En este sentido, la publicacion de estudios que asociaron la posible relacion de los CEM
con efectos adversos para la salud ha hecho saltar la alarma de multiples sectores poblacionales.
Esta preocupacion también se ha extendido al campo de la medicina, en donde el avance
tecnologico ha desarrollado numerosos aparatos diagnosticos y terapéuticos basados en el efecto

de las ondas electromagnéticas.

La radiacion electromagnética con fines terapéuticos se ha empleado desde hace afios en
medicina, para el tratamiento de un amplio y heterogéneo grupo de enfermedades. La ausencia
de claridad en cuanto a sus efectos y el aumento progresivo de su empleo en éste ambito, hacen
destacar la importancia de la continuidad en el estudio de los efectos de la interaccion de las
radiaciones electromagnéticas con los seres vivos, asi como extremar las precauciones en

cuanto a su uso.

La utilizacion de camaras experimentales de radiacion ha permitido la reproduccion de

efectos biologicos en animales con un control absoluto de los parametros de exposicion. El
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empleo de diversos modelos experimentales nos ayuda a un mayor conocimiento de los cambios

que sufren los tejidos al exponerse a la radiacion.

1.2. GENERALIDADES SOBRE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

1.2.1 Naturaleza y propiedades de los campos electromagnéticos

La produccion de la radiacion electromagnética es un proceso que se lleva a cabo en
todos los confines del Universo. A través del espacio, nos llega radiacion electromagnética en
todas las regiones del espectro, por lo que nuestro organismo se ha visto sometido, ya desde sus

origenes, auna continua interaccion con dicha radiacion.

En general la radiacion electromagnética es definida como la propagacion a través del
espacio de energia proveniente de una combinacion de campos eléctricos y magnéticos
oscilantes, perpendiculares entre si y perpendiculares a la direccion de propagacion de la onda

(Figura 1).

Figura 1. Esquema de una onda electromagnética en forma de
onda plana, polarizada en tres planos perpendiculares entre si:
campo eléctrico (E), magnético (B) y direccién de propagacion

de la onda (y).
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Las ondas electromagnéticas se definen por una serie de parametros entre los que se

encuentran la frecuencia (v), la longitud de onda (A) y la energia:

» La frecuencia de la radiacion es el nimero de ciclos u oscilaciones por unidad de
tiempo. Su unidad de medida es el Hercio (Hz), que equivale a un ciclo por segundo.

» La longitud de onda es la distancia recorrida por la onda en una oscilacion y su unidad
de medida es el metro (m).

» La energia de la radiacion se mide en electronvoltio (¢'V) y se corresponde con la
energia cinética que adquiere un electron al ser acelerado por una diferencia de
potencial de 1 voltio. Segun la energia de las radiaciones electromagnéticas podemos
clasificarlas en radiaciones ionizantes y no ionizantes, siendo las radiaciones ionizantes
las mas energéticas porque tienen suficiente energia para arrancar electrones de las
capas mas externas de los 4&tomos. La energia fotonica de la radiacion microonda varia
entre 1,24*10-9 eV y 1,24*%10-3 eV, resultando insuficiente para alterar estructuras
moleculares En nuestra tesis nos centraremos en la descripcion de las radiaciones no

ionizantes.

En el espacio, los CEM se describen por dos magnitudes vectoriales: la intensidad de
campo eléctrico (E) y la intensidad de campo magnético (H).
La intensidad de campo eléctrico se corresponde con la fuerza ejercida sobre
una particula cargada independientemente de su movimiento en el espacio. Se expresa
en voltios por metro (V/m).
La intensidad de campo magnético determina un campo magnético en cualquier

punto del espacio. Se expresa en amperios por metro (A/m).

Las intensidades de campo cambian sus valores en cada punto del espacio y en cada
instante. En el interior del objeto, estas variaciones en las intensidades de campo dependen de:

> las fuentes



Introduccion General

» la forma y tamafio del material.
» Y sus caracteristicas electromagnéticas: Permitividad (g), Permeabilidad (pn) y

Conductividad (5).

1.2.2. Espectro de las ondas electromagnéticas

El espectro electromagnético es el conjunto de ondas electromagnéticas ordenadas en
funcion de su frecuencia o de su longitud de onda. En la Figura 2 se muestran los rangos
aproximados de las radiaciones del espectro electromagnético ordenadas de menor a mayor
frecuencia (o de mayor a menor longitud de onda), que se extiende desde las ondas de ELF
(extreme low frecuency) hasta los rayos gamma .La clasificacion carece de limites precisos, ya

que fuentes diferentes pueden producir intervalos de frecuencia que se superponen.

Por otro lado, podemos distinguir dos grandes grupos dentro del espectro
electromagnético, aquellas radiaciones electromagnéticas que tienen energia suficiente para
arrancar electrones de las capas mas externas de los atomos, son las radiaciones ionizantes (RI),
a este grupo pertenecen los rayos X y gamma. El resto de las radiaciones del espectro
electromagnético se encuentra dentro del grupo de radiaciones no ionizantes (RNI) por no
poseer energia suficiente para la alterar la estructura interna de las moléculas o romper enlaces

intermoleculares.

Las distintas frecuencias de cada tipo de onda marcan las caracteristicas particulares y el
diferente comportamiento de cada tipo de radiacién. Aquellas radiaciones con una gran longitud
de onda y baja energia interactuaran débilmente con la materia como ocurre con las ondas de
radiofrecuencia, sin embargo, las radiaciones de gran energia, como las radiaciones infrarrojas y
ultravioleta, seran fuertemente absorbidas por la materia.

El desarrollo de las aplicaciones practicas de las diferentes regiones ha dependido de la
capacidad tecnoldgica de producir fuentes de radiacion apropiadas y detectores o medidores

sensibles a esas respectivas regiones.
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ESPECTRO DE ONDAS ELECTROMAGNETICAS
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Figura 2.-Representacion esquematica del espectro de ondas electromagnéticas con sus
respectivas frecuencias y longitudes de onda. (Purves,W.K. , 2004).

Las diversas regiones del espectro electromagnético han sido agrupadas segin rangos de

frecuencia que determinan caracteristicas o aplicaciones semejantes, en los siguientes:

» Los campos electromagnéticos de frecuencia inferior a la radiofrecuencia (Extremly

Low Frecuency —ELF y Very Low Frecuency-VLF) comprenden la zona del espectro
entre 0-100KHz y tienen su origen, en su mayor parte, de la generacion, transmision y

utilizacion de la energia eléctrica en lineas de alta tension.

» Las ondas de radio se emplean principalmente en los sistemas de comunicacion de

radio (AM y FM) y television (VHF), teléfonos inalambricos, receptores GPS, y

comunicacion satelital. Fueron descubiertas en el afio 1887 por Heinrich Hertz (1857-
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1894). Su empleo con efecto terapéutico se lleva a cabo mediante el uso de corrientes

alternas de frecuencia superior a los 100 KHz (onda corta).

Las microondas tienen multitud de aplicaciones como radar para transporte aéreo y
radar doppler para el seguimiento de huracanes y tornados; protocolos inalambricos
(wireless) en comunicaciones e internet; sistemas de radiodifusion 'y
telecomunicaciones como la telefonia movil, la comunicacion por satélite; hornos de
microondas para el calentamiento de los alimentos; y en terapéutica médica como
diatermoterapia. Las microondas tienen una longitud de onda aproximadamente en el
rango de 30 cm (frecuencia = 1GHz) a 1 mm (300 GHz). También se incluye el rango
de 1 GHz a 1000 GHz, aunque la mayoria de las aplicaciones van de 1 a 40 GHz. El
rango de microondas incluye: frecuencia ultra alta (UHF) (0,3 — 3 GHz), super alta

frecuencia (SHF) (3- 30 GHz) y extremadamente alta frecuencia (EHF) (30-300 GHz).

La radiacion infrarroja fue descubierta por el astronomo William Herschel en el afio
1800, al medir la alta temperatura mas alla de la zona roja del espectro visible. La zona
de IR del espectro no se puede ver, pero si se puede detectar por la sensacion térmica.
La banda infrarroja se divide en tres subregiones:

e Infrarrojo lejano (10 ®y 3x 10 > m)

e Infrarrojo intermedio (3x10° m a 3x10°° m)

e Infrarrojo cercano (se extiende hasta alrededor de 7.8 x10m)

La luz visible es la banda del espectro electromagnético visible para el ojo humano.
Isaac Newton fue el primero en descomponer la luz visible blanca del sol en sus
componentes empleando un prisma. Las frecuencias mas bajas de la luz visible se

perciben como rojas y las de mas alta frecuencia se visualizan de color violeta.

Los rayos ultravioleta fueron descubiertos en el afio 1801 por Ritter cuando estudiaba

las propiedades fotoquimicas de los diversos colores del espectro solar (Zaragoza, J.R.,
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1992). Ritter encontré que mas alla de la zona inmediata al violeta existia una radiacion
de gran efecto fotoquimico que llamé radiacion ultravioleta. La radiacion UV se divide
en tres zonas:

e Ultravioleta proximo (380 a 315 nm) o ultravioleta A (UVA).

e Ultravioleta medio (315 a 280 nm) o UVB.

e Ultravioleta corto (280 a 185 nm) o UVC.
El Sol es nuestra principal fuente de luz visible en el planeta Tierra. Ademas emite

radiacion UV en las bandas UVA, UVB y UVC, pero debido a la absorcion en la capa de

ozono de la atmoésfera, el 99% de la radiacion UV que llega a la superficie terrestre es UVA.

> Los_rayos X fueron descubiertos en 1895 por el fisico aleman Wilhelm Konrad Rontgen
cuando estudiaba el efecto del paso de la corriente eléctrica por tubos de vacio. Los
rayos X se producen por transiciones electronicas de los electrones internos de dtomos
pesados (radiacion de frenado o de Bremsstrahlung). La caracteristica fundamental que
la diferencia, junto con los rayos ganma, del resto de las fuentes de radiacion EM es su

capacidad para ionizar la materia.

» Los rayos gamma son ondas electromagnéticas de origen nuclear. Debido a la alta
energia que poseen es un tipo de radiacién ionizante, capaz de interaccionar con la
materia organica y producir dafio celular. Su fuente de emision son sustancias
radioactivas ya sean de origen natural (rayos cosmicos) o artificial (reactores
nucleares). La distincion entre los rayos X y gamma depende de la fuente de radiacion
y no de la longitud de onda: los rayos X son generados por procesos electronicos

energéticos y los rayos y por transiciones en los nticleos atomicos.
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Desde el punto de vista médico, resulta interesante clasificar a las radiaciones no ionizantes

en tres grandes grupos (Martinez Morillo, M. y cols., 1998):

a)- La Fototerapia corresponde a la zona de las radiaciones solares con su componente
visible e invisible (ultravioleta e infrarrojo), asi como formas especiales de emision,
como la radiacion laser. Los efectos principales de este grupo de radiaciones son el
calor y los efectos fotoquimicos, siendo el efecto térmico predominante de la radiacion

infrarroja, y el efecto fotoquimico de la radiacion ultravioleta.

b)- Las Microondas y radiofrecuencias tienen como efecto principal el calentamiento
profundo de los tejidos radiados, explicado por la vibracion forzada de las moléculas

organicas y de agua al ser sometidas a microondas de determinada energia.

c)- Las Radiaciones de extremadamente baja frecuencia o ELF (extremely low
frequency) se aplican en magnetoterapia por su efecto electromagnético y en

electroterapia por su efecto térmico y electroquimico.

1.2.3. Cuantificacion del campo electromagnético en el tejido irradiado. Calculo del
SAR

La cantidad fisica basica de energia electromagnética que determina el efecto biologico
es el campo electromagnético inducido dentro del organismo expuesto a la radiacion incidente.
La dosimetria se define por tanto como la determinacion de la energia absorbida por un cuerpo
expuesto a los campos eléctrico y magnético que componen una sefial de radiofrecuencia

(Sebastian Franco, J.L. y cols., 2006 ).

La absorcion de la energia electromagnética en los organismos vivos depende
fundamentalmente de:
Primero- Los parametros del campo incidente, es decir, su frecuencia, su polarizacion, y

la disposicion del objeto frente al campo incidente.
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Segundo- Las caracteristicas del cuerpo expuesto, como por ejemplo su geometria
interna y externa o las propiedades dieléctricas de los tejidos (conductividad y
permitividad). Las propiedades dieléctricas de los tejidos estan determinadas en gran
medida por su contenido en agua. En general, cuanto mayor es el contenido de agua de
los tejidos, mayor es su absorcion (Schroeder, M.J. y cols., 2008). Los resultados de los
valores calculados de pemitividad y conductividad de los diversos tejidos biologicos
han sido muy variables, dado que los tejidos biologicos son muy heterogéneos, y estos
valores pueden verse alterados de forma importante dependiendo del procedimiento de
preparacion del tejido, o de los cambios metabolicos postmortem, entre otros (Schmid,
G. y cols., 2003)

Tercero- Los efectos de tierra, reflexion o refraccion y de otros objetos que puedan
interactuar entre la fuente y el objeto. La energia incidente es reflejada a nivel de las
diversas interfases tisulares. El coeficiente de reflexion, que viene dado por la relacion
entre la intensidad incidente y la reflejada, es muy elevado en la interfase aire-piel, lo
que indica que gran parte de la energia incidente es reflejada sin llegar a penetrar en el

tejido.

Para determinar la interaccion de la radiofrecuencia con los tejidos resulta
imprescindible describir los siguientes parametros fisicos:
a. La densidad de corriente inducida en los tejidos (J).
b. La intensidad de campo eléctrico interno (E).

c. YelSAR.

La magnitud basica que se emplea para dosimetria de radiofrecuencia-microonda es la
Tasa de absorcion especifica (TAE 6 SAR acrénimo en inglés Specific Absorcidon Rate), que
ha sido definida como la cantidad de energia electromagnética absorbida por un tejido por

unidad de masa. Su unidad de medida es el watio por kilogramo (W/Kg).
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El SAR es una medida del campo eléctrico en el punto de estudio y de la razon de

calentamiento local (dT/dt).

dT/dt=SAR/c (2C/sg)

siendo c la capacidad calorifica del tejido (J/Kg°C)

La formula matematica empleada para el calculo del SAR es la siguiente,

SAR=0.E%.p"  (W/Kg)

siendo E; el campo en el tejido t (V/m), o la conductividad eléctrica del tejido (S/m) y p la

densidad del tejido (kg/m”).

Como apreciamos en la formula, el SAR en los tejidos es proporcional al cuadrado de la
intensidad del campo eléctrico generado en el interior del tejido, debido a esto se hace
extremadamente complejo determinar mediciones de SAR. Por esta razon las alternativas
encontradas son la estimacion del SAR en fantomas humanos en laboratorios o bien realizar

calculos computacionales mediante herramientas de software especificamente desarrolladas.

A nivel experimental es imprescindible definir dos magnitudes de SAR, cuya determinacion

va a ser util en los calculos de dosimetria:

a) La SAR promediada sobre el cuerpo completo es un valor unico de SAR que
representa la magnitud de SAR promediado sobre todo el cuerpo expuesto a
radiofrecuencia.

b) La SAR local es un valor tnico de SAR que representa la magnitud de SAR en una

pequeia porcidn del cuerpo expuesto a radiofrecuencia.
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1.2.4. Normativa relativa a los campos electromagnéticos

Ante el aumento progresivo de todo tipo de radiaciones electromagnéticas artificiales en
el medio ambiente surge la necesidad de investigar los peligros que pueden ser asociados con
las diferentes formas de RNI y en base a esto establecer unos criterios de seguridad ante
exposiciones a dichas radiaciones. Por ello, varios grupos de trabajo sobre proteccion
radiologica en colaboracion con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) crean en el afio
1992 1a Comision Internacional para la Proteccion de las Radiaciones no lonizantes (ICNIRP).
Esta Comision, tras realizar una evaluacion exhaustiva y rigurosa de toda la evidencia cientifica
disponible hasta el momento, publicé en 1998 unas recomendaciones para limitar la exposicion
a campos eléctricos, magnéticos y electromagnéticos (ICNIRP, 1998). Estas directrices marcan
un umbral por debajo del cual la exposicion a CEM se considera segura. Los limites de
exposicion estan basados en los efectos de la exposicion aguda a corto plazo, antes que en la
exposicion a largo plazo, ya que la informacion cientifica disponible sobre los efectos a la
exposicion de los CEM a largo plazo es considerada insuficiente para establecer limites
cuantitativos.

Cada pais establece sus propias normas nacionales relativas a la exposicion a CEM; la
mayoria de ellas se basan en las recomendaciones de la ICNIPR. El Consejo de Ministros de
Sanidad de la Union Europea hizo suyos los criterios de la ICNIPR y promulgd unas
recomendaciones para la proteccion del publico en general ante las radiaciones no ionizantes de
OHz a 300GHz (RCMSUE-1999/519/CE de 12 de julio de 1999). Posteriormente Espafia
elabor6 una normativa que regula a nivel nacional los principios de la Recomendacion del
Consejo de Ministros de Sanidad de la Union Europea (Real Decreto 1066/2001, de 28 de
Septiembre). Esta normativa establece condiciones de proteccion del dominio publico
radioeléctrico, restricciones a las radiaciones radioeléctricas, y medidas de proteccion sanitaria
frente a emisiones radioeléctricas. Algunas CCAA han publicado sus propias legislaciones, en

cuatro de ellas se respetan los limites del Real Decreto estatal (Castilla —Ledn, Baleares, La
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Rioja, y Madrid) y en las otras tres se reducen a la mitad (Catalufia, Navarra, Castilla-La

Mancha).

Tanto en la RCMSUE como en la normativa elaborada por el Comité Espafol se
concluye que no existe evidencia de que exposiciones a campos electromagnéticos dentro de los
limites establecidos puedan provocar efectos adversos para la salud humana. Por otro lado, dice
que los estudios epidemiologicos pueden no tener un suficiente periodo de latencia y/o
exposicion para obtener conclusiones definitivas. Por el momento tampoco existen estudios
cientificos amplios y certeros que nos aseguren la inocuidad de la exposicion a dichos campos
electromagnéticos. Sin embargo, estas recomendaciones de seguridad se encuentran en
continua revision y abiertas a posibles modificaciones en relacion con la continua evaluacion de

nuevos hallazgos referentes a los efectos de los CEM sobre el cuerpo humano.

L.2.5. Limites de exposicion a los campos electromagnéticos
Los niveles de referencia y las restricciones basicas a los CEM emitidas por la ICNIRP
(1998) son las mas ampliamente aceptadas a nivel mundial.
o Las restricciones basicas son restricciones a la exposicion de los campos
eléctricos, magnéticos y electromagnéticos variables en el tiempo, basadas en
los efectos sobre la salud y en consideraciones biologicas (Tabla 1).
e Los niveles de referencia determinan la probabilidad de que se sobrepasen las

restricciones basicas siendo su objetivo asegurar el cumplimiento de las mismas

(Tabla 2).

Los limites de exposicion establecidos por la guia ICNIRP son mas estrictos para la
exposicion del publico en general que para las exposiciones ocupacionales. La justificacion de
la ICNIRP es que la poblacioén expuesta ocupacionalmente incluye poblacion adulta y entrenada

para tomar las precauciones adecuadas, mientras que la poblacion general abarca todas las
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edades y generalmente son inconscientes del grado de exposicion y de las medidas cautelares a
tomar.

Para los rangos de frecuencia comprendidos entre 100KHz y 10GHz las restricciones
basicas son proveidas en términos de SAR para prevenir el estrés térmico de todo el cuerpo y el
calentamiento localizado de los tejidos. Todos los valores del SAR deben ser promediados sobre
cualquier periodo de 6 minutos. Ademas, la masa para promediar el SAR localizado se

considera cualquier tejido contiguo de 10 gr de masa.

Caracteristicas de la SAR promedio en SAR localizado SAR localizado

exposicion todo el cuerpo cabeza 'y tronco extremidades
(WKg") (WKg") (WKg")

Exposicidn ocupacional 0,4 10 20

Exposicion al publico en 0,08 2 4

general

Tabla 1 Restricciones basicas para exposiciones a campos eléctricos y magnéticos para
frecuencias de 10MHz-10GHz (ICNIRP, 1998).

Intensidad de Intensidad de Induccion Densidad de
campo eléctrico, campo magnética, B potencia de
E (V/m) magnético, H (uT) onda plana
(A/m) equivalente
Exposicion 137 0,36 0,45 50
ocupacional
Exposicion  al

general

Tabla 2. Niveles de referencia para exposiciones a campos eléctricos y magnéticos para
frecuencias de 2-300 GHz. (Directiva 2004/40/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del
29 de Abril; Recomendacion del Consejo de 12 de julio de 1999, 1999/512/CE)
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1.3 EFECTOS BIOLOGICOS DE LA RADIACION ELECTROMAGNETICA

NO IONIZANTE

1.3.1. Clasificacion general de los efectos biologicos

Los efectos bioldgicos hacen referencia a las respuestas medibles en aquellas personas
expuestas a radiacion, que pueden resultar o no en efectos adversos para la salud. Estos efectos
han sido clasificados de la siguiente manera (Sebastian Franco, J.L. y cols., 2006; Laurence,
J.A. y cols., 2000): efectos térmicos, atérmicos y no térmicos.

1) Los efectos térmicos ocurren cuando en el organismo se deposita energia suficiente
como para aumentar la temperatura de forma medible. La radiacion electromagnética se
absorbe y se transforma en calor. El mecanismo molecular basico de produccion de
calor se debe a que la interaccion de la radiofrecuencia con el tejido genera vibraciones
y oscilaciones de moleculares polares, como el agua, en el interior del organismo. Esta
energia rotacional es transformada en calor (Challis, L.J., 2005).

2) Los efectos atérmicos, se producen cuando la energia depositada es suficiente para
producir un incremento de temperatura en el tejido biologico, pero sin que llegue a
activar los mecanismos de termorregulacion. Los efectos bioldgicos observados por este
tipo de radiacion son principalmente inducir corrientes eléctricas que pueden estimular
las células nerviosas y musculares.

3) Los efectos no térmicos ocurren cuando la energia depositada en el objeto bioldgico no

tiende a producir aumento de temperatura (Challis, L.J., 2005).

La mayoria de las normas internacionales de regulacion de las RNI consideran que los
mecanismos implicados en los efectos biolodgicos principales involucran un efecto térmico. Una
elevacion de temperatura puede alterar el funcionamiento de diversos sistemas biologicos e
incluso provocar un dafio irreversible. Aunque hay suficiente evidencia sobre los efectos

térmicos producidos por el calentamiento de los tejidos expuestos a radiacion microonda, sin
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embargo, en las ultimas décadas se ha abierto un importante debate sobre la posibilidad de la
existencia de efectos no térmicos que no se explican por el aumento de temperatura tisular

(Dawe, A.S., y cols., 2006; Banik, S. y cols., 2003).

Existen multiples estudios experimentales cuyos hallazgos han sido atribuidos a la posible
existencia de efectos bioldgicos debidos a la exposicion a campos electromagnéticos de baja
intensidad que no parecen ser debidos al calentamiento de los tejidos. Diversos estudios revelan
que las microondas podrian inducir alteraciones fisioldgicas de naturaleza atérmica (Banik, S. y
cols., 2003), como alterar los procesos metabolicos celulares (Samarketu, S.P. y cols., 1996) y
alterar la estructura y la funcién de la membrana celular (Phelan, A.M. y cols., 1994). Recientes
investigaciones en cultivos celulares describen que dosis atérmicas de radiofrecuencia pueden
inducir cambios en la expresion genética (Lee, S. y cols. 2005). La evidencia de que la
radiofrecuencia a dosis atérmicas estimula la produccion de las proteinas del choque térmico
podria explicar los efectos de la RF en las alteraciones fisiologicas celulares que tienen lugar
tras la exposicion a la radiacion (French, P.W. y cols., 2000). Sin embargo, otros autores no han
podido corroborar estos resultados (Adair, R.K., 2003; Chauhan, V. y cols., 2006), por ello los
consideran poco fiables. Ademas, explican estos efectos por posibles errores en los sistemas de
medida de temperaturas, o por la existencia de puntos calientes (“hot spots”) que no han sido
detectados (Antonio, C. y Deam, R.T., 2007). Por todo ello, es necesario realizar mas

investigaciones para obtener resultados concluyentes.

A nivel del SNC se han encontrado indicios, tanto en humanos como en animales, de
efectos no térmicos de la microonda, entre los que podemos destacar las alteraciones en la
actividad eléctrica cerebral (Sinha, R.K. y cols. 2008), en la actividad colinérgica del cerebro
(Lai, y cols., 1989, Vorobyov, V.y cols., 2004), alteraciones en la fosforilacion de determinadas
proteinas (Leszczynski, D. y cols., 2002), incremento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica.(Neubauer, C. y cols., 1990) y disminucién en la actividad sinaptica

excitatoria a nivel de neuronas del hipocampo (Xu, y cols., 2006).
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Por otro lado, se han observado efectos que ocurren exclusivamente a dosis atérmicas de
radiacion. Los efectos bioldgicos de exposiciones a bajas frecuencias no tienen una proporcion
lineal a la potencia de radiacion (efecto ventana) o al tiempo de exposicion (mecanismo de
adaptacion) como cabria esperar. Sin embargo, dichos efectos no han sido observados tras
exposiciones a dosis térmicas. Por ello, algunos autores postulan que los efectos ventana y de
adaptacion se encuentran relacionados con mecanismos no térmicos (Laurence, J.A. y cols.,

2000; Kwee, S., 20006).

Todo esto hace que la comprension de los mecanismos biologicos de interaccion con los
CEM, en especial de los mecanismos que subyacen a los efectos no térmicos “propios de la
radiofrecuencia”, sea un tema de actualidad en investigacion y debe ser aclarado dado el

potencial riesgo de efectos adversos para la salud.

1.3.2 Empleo de sistemas de radiacion
Para llevar a cabo estudios experimentales en animales sobre los efectos de la
radiofrecuencia, se han disefiado sistemas de exposicion a la radiacion. El disefio de estos

sistemas es complicado ya que intervienen multitud de parametros a veces dificiles de controlar

(Swicord, M. y cols., 1999).

Se ha disefiado un sistema experimental de exposicion a radiofrecuencia que permite la
medida de la potencia absorbida del animal en las regiones de interés, de forma controlada

(Lépez-Martin, E. y cols., 2008).

1.3.3 Investigacion de los efectos de los CEM en los seres vivos (animales y humanos).

Efectos sobre el sistema nervioso central y sobre el sistema endocrino

La existencia de efectos biologicos de los CEM se encuentra ampliamente demostrada.

Sin embargo, como acabamos de comentar, todavia existe una importante laguna en cuanto al
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conocimiento de los mecanismos de interaccion y al papel de efectos indirectos de la microonda
y de posibles efectos no térmicos.

Recientemente se ha resaltado la especial importancia del estudio de la interaccion de
los CEM con el sistema nervioso central (SNC), dado que el tejido neural es especialmente
sensible a la radiacion electromagnética y se encuentra cercana a la fuente de exposicion en el
caso de la telefonia moévil. A este respecto, los estudios experimentales se han centrado
fundamentalmente en determinar la respuesta a nivel celular y molecular de la aplicacion de
microonda, tanto a potencias térmicas como no térmicas. Sin embargo existen ambigiiedades
que dificultan la obtencion de conclusiones firmes, como consecuencia de la amplia variedad
metodologica empleada sobretodo en cuanto al tipo de exposicion (frecuencia, potencia,
modulacion, etc) y a errores en las mediciones termométricas y en la determinacion del SAR.

Existe evidencia de alteraciones fisiopatologicas en la funcion cerebral, cuya base
cientifica yace fundamentalmente sobre los hallazgos de alteraciones en la frecuencia del EEG,

el estado de sueno-vigilia y los trastornos del comportamiento.

1.3.3.1. Alteraciones en el electroencefalograma

Uno de los efectos de la exposicion del SNC a RF que mas se ha estudiado es la
posibilidad de producir cambios en el electroencefalograma (EEG). Los estudios realizados
tanto en animales como en seres humanos obtienen resultados contradictorios, sin llegar
ninguno a ser concluyente. Esta variabilidad en los resultados puede encontrarse relacionada
con hallazgos recientes que indican que puede existir una relaciéon dosis-respuesta entre la
exposicion a la radiacion electromagnética y la aparicion de efectos fisiologicos detectados
electroencefalograficamente (Regel, S.J. y cols., 2007), una sensibilidad individual a los efectos
de la microonda que constituya un factor determinante para el desarrollo de alteraciones en la

actividad cortical (Hinrikus, H. y cols. 2008a), asi como porque el efecto de la microonda varia
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segin la frecuencia de modulacion. Se ha encontrado que a frecuencias de modulacién mayores

se intensifican las ondas alfa y beta (Hinrikus, H. y cols., 2008b).

En la gran mayoria de los estudios en los que se evidencian cambios
electroencefalograficos coinciden en observar un aumento en la actividad eléctrica de las bandas
alfa y beta (DAndrea, J.A. y cols. 2003, Hinrikus, H. y cols., 2008b). Dado que los cambios en
la frecuencia del EEG dependen de diversos factores como la frecuencia de exposicion, el
tiempo de exposicion y la modulaciéon, en general los estudios dificilmente pueden ser
comparables entre si dadas las diferencias en la dosis, el tiempo de exposicion, la escasa
precision dosimétrica y la falta de localizacion estereotéxica de la relacion de la antena con las

areas cerebrales (Hamblin, D.L. y col., 2002).

Se ha demostrado experimentalmente en animales que la exposicion aguda de
microonda a frecuencias de 42,2 y 50.3 GHz provoca alteraciones en el patréon de base de la
actividad de neuronas del nucleo supraodptico del hipotalamo. Estas alteraciones podrian estar
relacionadas con la estimulacion de neuronas gabaérgicas y glutamaérgicas del hipotalamo y
secundariamente con los mecanismos que intervienen en los efectos bioldgicos de la microonda

en la actividad cerebral (Minasyan, S.M. y cols., 2007).

Dosis cronicas de microonda a 2,450 MHz en experimentacion animal reflejan
alteraciones significativas en el EEG en cuanto a la disminucion en la actividad de las bandas a,

0y 0, yel aumento de B1 y 2. (Sinha y cols., 2008).

Recientemente se han encontrado diversas alteraciones provocadas por radiaciones
electromagnéticas asociadas o no a patologias cerebrales en un modelo experimental con drogas
a dosis subconvulsivas (Lopez Martin, E. y cols., 2006), que podria indicar la existencia de un
efecto sinérgico potenciador de la microonda con determinados farmacos, y asi mismo podria
indicar la posibilidad de que la microonda desencadene procesos fisiopatolégicos en neuronas

predispuestas (sensibilidad individual).
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1.3.3.2. Efectos sobre el comportamiento

La mayoria de los estudios sobre alteraciones del comportamiento tras exposiciones a
radiacion microonda han demostrado que éstos dependen de factores de la propia radiacion que
determinan el SAR, como la frecuencia y la polaridad. Hasta el momento, el umbral de SAR
establecido a partir del cual se detectan alteraciones en el comportamiento se encuentra cerca

de 4W/Kg (D'Andrea J.A., 1999).

Se han publicado pocos estudios que examinen aspectos cognitivos durante o tras la
exposicion a microonda. Ha sido demostrada, en animales de laboratorio, la existencia de
alteraciones cognitivas que se han relacionado con cambios en la funcion de los sistemas
colinérgicos (Lai, H. y cols., 1991; Testylier, G. y cols. 2002), alteraciones en los receptores de
neurotransmisores cerebrales, alteraciones en la capacidad de memoria espacial (Nittby, H. y

cols., 2008) y alteraciones en los efectos de diversas drogas psicoestimulantes.

Los estudios clinicos realizados en grupos ocupacionales describen varios procesos
relacionados con la exposicion prolongada a la microonda: el sindrome neurasténico, el
sindrome de distonia autonémica (alteracion del SN parasimpatico) y el sindrome diencefalico

(alucinaciones, insomnio, sincope y alteraciones funcionales viscerales) (Silvermann, C., 1973).

Parece existir una fuerte correlacion entre las alteraciones de la funcién tiroidea y el
desarrollo de trastornos de la memoria, el aprendizaje y la emotividad. Se postula que la
radiacion microonda puede afectar bien directa o indirectamente a la funcion tiroidea, y de
hecho, se han demostrado alteraciones en los niveles de hormonas tiroideas tras exposiciones
cronicas a microonda de 2.450 MHz (Sinha, R.K., y cols., 2008), siendo estas alteraciones

equiparables al de un sindrome eutiroideo.

Recientemente, se han encontrado posibles alteraciones en la actividad sinaptica

excitatoria (receptores del glutamato) de neuronas hipocampales de ratas tras la exposicion a
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radiacion electromagnética a baja intensidad y de forma crénica (Xu, S. y cols., 2006), asi como
cambios en la actividad neuronal en el nucleo supraodptico del hipotalamo de ratas radiadas con
microonda a baja intensidad (Minasyan, S.M. y cols., 2007). Estos hallazgos se han relacionado

con los mecanismos que explicarian las alteraciones cognitivas tras la exposicion a microondas.

1.3.3.3. Efectos sobre la barrera hematoencefalica (BHE)

La BHE constituye un complejo anatémico y fisiolégico cuya funcion principal es
regular el paso de sustancias al sistema nervioso central y de esta manera mantener una
adecuada homeostasis fundamental para la viabilidad celular (Khan, E., 2005). Esta constituida
por la barrera aracnoidea, la barrera de liquido cefaloraquideo y una red de estrechas uniones
entre células endoteliales adyacentes de los capilares cerebrales (Nolte J., 1994).
Funcionalmente se comporta como un filtro que permite el paso de determinadas sustancias
desde la sangre al cerebro. Esta selectiva permeabilidad de la BHE puede verse alterada por

infinidad de condiciones patologicas.

Los efectos de la energia de la microonda sobre la funcién de la BHE se encuentran
todavia en controversia. La mayoria de los estudios describen un aumento de la permeabilidad
de la BHE en ratas expuestas a radiaciéon microonda que relacionan con alteraciones funcionales
de las células endoteliales producidos por el aumento de temperatura (Williams, W.M. y cols.,
1984). Se ha postulado que el desarrollo de tumores en el SNC puede ser el resultado de la
entrada de sustancias carcinogénicas al cerebro debido al aumento de la permeabilidad de la
BHE, asi como también, la alteracion del medio extracelular podria explicar la mayor

susceptibilidad a sufrir ataques epilépticos (Fritze, K., y cols., 1997b).

Los estudios sobre efectos atérmicos propios de la radiacion de microonda que sugieren
que bajas potencias de radiacion microonda (<10mW/cm?2) pueden alterar la permeabilidad de

la BHE no han podido ser corroborados hasta el momento (Oskar, K.J. y cols., 1977;
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Leszzynski, D., y cols., 2002; Franke, H. 2005; Cosquer, B. y cols., 2005). Se han publicado
alteraciones de la fosforilacion de determinadas proteinas que intervienen en la permeabilidad

de la BHE tras dosis atérmicas de radiacion (Leszzynski, D. y cols., 2002).

Paraddjicamente los estudios que relacionan la exposicion a dosis atérmicas de
microonda con efectos a nivel de la BHE han observado que la exposicion a muy bajos niveles
de SAR produce una mayor extravasacion de albimina que niveles altos de SAR, lo que se ha

dado por llamar “efecto ventana” (Grafstrdm, G. y cols., 2008).

Actualmente se estd investigando la posibilidad de potenciar el efecto terapéutico de
determinados farmacos mediante el aumento de la permeabilidad de la BHE tras la exposicion a
radiacion electromagnética, lo que facilitaria el paso de farmacos al sistema nervioso central y
de esta manera aumentaria su eficacia (Lin J.C. y cols., 1998; Kuo Y.C. y cols., 2007). También
han sido estudiados los efectos a largo plazo de la exposicion repetida a radiofrecuencia, en
animales de laboratorio. Tampoco se ha podido demostrar la existencia de alteraciones en la
permeabilidad de la BHE ni datos que sugieran dafio neuronal (Kuribayashi M, y cols, 2005;

Masuda, H. y cols., 2007; Grafstrom, G. y cols., 2008).

1.3.3.4. Efectos morfolégicos a nivel del sistema nervioso central

Existen pocas publicaciones cientificas que determinen los efectos morfologicos de la
exposicion a microonda a frecuencias de 2,45 GHz. Los hallazgos han demostrado que la
respuesta a dicho estimulo es una respuesta no uniforme a nivel cerebral. En concreto, se ha
encontrado una mayor estimulacion de las areas ventrales del cerebro medio y posterior
(Walter, T.J. y cols., 1998). Existen diversas posibilidades que expliquen esta respuesta como el
calentamiento no uniforme del tejido cerebral, la implicacion de la activacion de areas que
intervienen en la termorregulacion, o la respuesta de estrés celular causada por la propia

radiacion.
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Ha sido descrita la existencia de una reaccion glial transitoria a los dos dias de la
exposicion aguda a microonda de 900 MHz a nivel de varias areas encefalicas (Brillaud, E. y
cols., 2007), asi como tras la exposicion cronica a 2,45 GHz (Paulraj, R. y col., 2006). La
activacion de la astroglia ha sido mayor a nivel de areas localizadas cerca de los ventriculos y
del espacio subaracnoideo, lo que indica que la BHE puede tener un importante papel en estos
cambios Ademas, la respuesta a nivel de las diversas areas encefalicas se desarrolla de forma

variable tanto temporal como espacialmente.

También, se han descrito otras alteraciones histopatologicas en el cerebro de ratas
expuestas a dosis agudas de radiacion microonda, como la deteccion de dark neurons y
agregados de lipocfusina en las neuronas, que se han relacionado con efectos de naturaleza
térmica (Zhao, Y.L. y cols., 2004; Grafstrom, G. y cols., 2008). Sin embargo, otros estudios, no
han detectado alteraciones ni morfologicas ni proteicas a nivel de astrocitos ni microglia que

indiquen la existencia de posible dafio cerebral (Thorlin, T. y cols., 2006).

A dosis crénicas de 900 MHz la microonda es capaz de disminuir la actividad neuronal
en el cerebro de ratas expuestas, detectada por una disminucion de la actividad de la enzima
citocromo oxidasa en la corteza frontal, el cortex posterior, el hipocampo y el septum (Ammari,
M. y cols., 2008). También, la exposiciéon cronica a microonda de 2,45 GHz produce una
disminucion significativa de la proteincinasa C en el hipocampo (Paulraj, R. y col., 2006). A
nivel neuronal se ha descrito posibles alteraciones a dosis atérmicas, que afectan sobre todo a la

corteza, el hipocampo y los ganglios basales (Saldford, L.G., y cols., 2003).
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I.4. APLICACION TERAPEUTICA DE LA RADIACION MICROONDA EN

MEDICINA FISICA Y REHABILITACION

Las microondas o también conocidas como ondas decimétricas u ondas radar son
corrientes electromagnéticas de alta frecuencia que ocupan el espacio en el espectro
electromagnético que va desde las ondas VHF hasta el infrarrojo (300 MHz-300GHz). El
Congreso Americano de Medicina Fisica celebrado en Atlantic City (1948) normalizé los
generadores radar con fines médicos, empleandose las siguientes frecuencias y longitudes de
onda para aplicaciones médicas: 915 MHZ (32,7 c¢cm), 433,92 MHZ (69 cm) y 2450 MHz
(12,25cm) (Robertson, V.J. y cols., 2006). Desde los afos 60 existe también aparatos que

operan a 433.92 MHz (69 cm) llamados de UHF u ondas decimétricas.

En Espafia, la gran mayoria de los aparatos de diatermia por microonda para terapéutica
fisica operan a una frecuencia de 2450MHz, correspondientes a una longitud de onda de

12,25cm (Guy, A.W. y cols., 1974).

1.4.2. Diatermia electromagnética

La diatermia electromagnética es un tipo de técnica terapéutica que consiste en la
produccion de calor en los tejidos por la resistencia que éstos ofrecen al paso de una corriente de
alta frecuencia. Esta energia es absorbida por los tejidos y transformada en calor, lo que da lugar
a un aumento de temperatura de los tejidos tratados (Efecto Joule). En fisioterapia, se aplican
dos tipos de modalidades terapéuticas de diatermia electromagnética, la onda corta y la
microonda, ondas centimétricas u ondas radar. En 1948, en la Conferencia de Atlantic City, se
definieron las longitudes de onda para los generadores de uso médico, siendo los 27,12 MHz, de
frecuencia, correspondiente a 11,06 metros de longitud de onda, la mas utilizada para la onda
corta; y 2450 MHz de frecuencia (12,25 cm de longitud de onda) y 915 MHz, para la

microonda.
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1.4.3. Mecanismo de produccion. Aparatos de Microondas

El mecanismo de produccion de la radiacion microonda es conocido como magnetron o
klistron. Consiste en un cilindro metalico anidnico que presenta una serie de cavidades que se
comunican con un espacio central mas amplio, en cuyo centro hay un filamento metalico
(catodo) conectado a una corriente continua, y sometido a un campo magnético (Figura 3). Al
activar la corriente eléctrica el filamento central emite electrones que son atraidos por las
cavidades (anodo). Los electrones que penetran en las cavidades realizan un movimiento
circular generando un campo electromagnético. La frecuencia de la corriente producida
dependera del tamafio de dichas cavidades. La radiacion se recoge por medio de un cable
coaxial hasta un director o radiador desde el cual se realiza la aplicacidon terapéutica. La

presencia y distribucion del campo de radiacion es verificado mediante detectores fluorescentes.

A Anodo

C Capa del catodo

H Campo magnético

K Catodo

35 Salida de radioffecuencias

Vo Voltage

Figura 3.- Diagrama representativo de un magnetron.

En Europa, la mayoria de los aparatos de diatermia por microondas para fisioterapia
operan a una frecuencia de 2,45GHz. Basicamente, todos los equipos de diatermia por
microondas disponen de un cuerpo central, donde se localiza el magnetrén o klistron, conectado
por un cable coaxial que transmite la energia a la antena, y un brazo articulado en cuyo extremo

se sostienen los directores o aplicadores en los que se localiza la antena (Figura 4). Existen
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diferentes tipos de aplicadores en funcion de su forma y seglin si realiza contacto con la
superficie corporal o no (aplicador estandar). Clasicamente existen tres tipos de directores:

a) Los circulares, en donde el calentamiento es menor en el area central por lo que se
suelen emplear en zonas corporales delimitadas y sobre prominencias dseas o
articulaciones muy superficiales.

b) Los rectangulares o alargados, que concentran el calor en la zona central y se emplean
en grandes areas corporales de la espalda y las extremidades.

¢) Los aplicadores de artesa, con forma de cubeta, se adaptan por su forma a diversas areas
anatomicas como la rodilla o la cintura escapular.

Los aplicadores de contacto directo, a diferencia de los estandares, proporcionan un mejor

acoplamiento y una radiacion dispersa menor, pero tienen el problema del calentamiento
selectivo de la superficie y bordes del aplicador. Este problema se ha intentado reducir mediante

la incorporacion de un sistema de enfriamiento por aire o liquido (Goats, G.C., 1990).

{a

{- director o aplicador 2

b- cuble couxiul

"
C- cuerpo central 1 ; -b
A

®

(muagnetron)

&
-

C

Figura 4.- Unidad de diatermia por microonda.
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La forma de emision puede ser continua o pulsada. Actualmente, la mayoria de los aparatos
proporcionan ambas modalidades. La forma pulsada tiene un efecto diatérmico mas suave, ya
que permite una mayor disipacion del calor en las pausas de emision por la aplicacion

intermitente.

1.4.3. Bases fisicas de la terapéutica por microondas

Las microondas al encontrarse cercanas en el espectro a las ondas luminicas comparten
muchas de sus propiedades, en especial la propagacion en linea recta y sus propiedades de

reflexion, refraccion, difraccion y absorcion (Zaragoza, J.R., 1992).

La propagacion del haz de microondas se produce en linea recta y la intensidad del haz
de radiacion va disminuyendo segun se aleja del foco emisor, por dos razones
fundamentalmente:

» En primer lugar por la divergencia del haz. Las microondas salen del aplicador en forma
de haz conico, de manera que se ensancha segun se aleja. Esta dispersion esta en
relacion inversa al radio del reflector y directa con la longitud de onda.

» En segundo lugar por la absorcion de la energia electromagnética al atravesar el

material.

La absorcion de las microondas en el tejido biologico va a depender fundamentalmente de
tres factores:
e Lalongitud de onda. Cuanta menor longitud de onda, mayor absorcion.
e Las propiedades electromagnéticas del tejido bioldgico: la permitividad y la
conductividad.
0 La conductividad del absorbente refleja la facilidad con que los iones se
desplazan por el medio impulsados por el campo eléctrico. Cuanta mayor

conductividad eléctrica del tejido, mayor absorcion, es decir, la absorcion
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de la microonda es muy superior en los tejidos con alto contenido en agua
(vasos sanguineos, musculo, piel himeda, ojos y 6rganos internos), respecto
a los tejidos grasos y el hueso. Los valores para la conductividad del tejido
determinados  experimentalmente no son reproducibles debido
probablemente a las diferentes formas y técnicas empleadas en su calculo
(Ward, T.R., y cols., 1986; Sebastian Franco, J.L. 2006).

e Y por ultimo, el espesor de grasa subcutanea, a mayor grosor del tejido graso,

mayor penetracion de la microonda.

La caracteristica principal del tratamiento por este tipo de ondas electromagnéticas es
que produce un calentamiento profundo, ya que por las caracteristicas que acabamos de
describir, la microonda atravesara la piel y el tejido graso de escasa absorcion y cederd su

energia a las capas musculares subyacentes de gran poder de absorcion.

Debemos tener en cuenta que existe una pérdida de energia por la reflexion del rayo a su
paso por los diversos medios e interfases. El coeficiente de reflexion refleja la relacion entre la
intensidad incidente y la reflejada para cada tejido. La tabla de Boin y Lotman (Tabla 3) deja
implicito el coeficiente de reflexién de las microondas de 2.450 MHz para diferentes interfases.
Estos valores muestran que se puede reflejar una cantidad importante de energia en la superficie
de la piel, asi como en otras interfases. Esta energia reflejada puede provocar areas de
calentamiento excesivo en tejidos adyacentes con consecuentes quemaduras. Para frecuencias
mas bajas, como de 915 MHz, el coeficiente de reflexion se vera reducido, con lo que mejorara
la cantidad de energia que llega al tejido y la profundidad de penetracion (Lehmann, J.F. y de

Lateur, B.J., 1993).

Por tanto la profundidad de penetracion del haz de microonda varia dependiendo
fundamentalmente de las caracteristicas del tejido y de la frecuencia de la radiacion. Las

microondas de 2,45GHz penetran aproximadamente 1.7 cm en musculo y piel, y 11,2 cm en
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grasa y hueso; mientras que a 915 MHz, estos valores se incrementan a 3,04 cm y 17,7 cms

respectivamente (Goats, G.C., 1990).

AIRE PIEL MUSCULO GRASA
PIEL 0,56
MUSCULO 0,59 0,001
GRASA 0,23 0,18 0,21
HUESO 0,27 0,14 0,17 0,04

Tabla 3.- BOIN y LOTMAN: coeficiente de reflexion de las microondas de 2450 MHz en
diferentes tejidos Podemos observar como el coeficiente de reflexion es muy elevado en la
interfase aire-piel, permitiendo una penetracion del 44% de la energia.

1.4.5. Dosificacion de la microonda

La determinacion del SAR se considera importante cuando se trata de estudiar los

efectos bioldgicos de la radiacion por microondas, pero se considera menos importante a la hora

de su empleo en la practica médica, por su dificultad de calculo. Por ello, en la aplicacion

médica diaria, la dosis terapéutica a emplear va a depender fundamentalmente de los siguientes

factores:

la potencia del aparato de diatermia (watios), que nos indica la cantidad de

energia radiada. Generalmente la potencia varia entre 25 y 200w.

= El tiempo de aplicacion. Se ha calculado que la exposicion efectiva minima es

de 5 minutos alcanzandose reacciones maximas a los 30 minutos de exposicion

(Lechmann, J.F. 1953).

= Ladistancia a la que se coloca el paciente.

= La superficie cutdnea irradiada.

= Lasensacion térmica del paciente.

La dosificacion subjetiva, basada en la sensacion térmica del paciente constituye un

indicador muy importante de la dosis, para evitar quemaduras, ya que el aparato de diatermia no
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dispone de indicador de temperatura real del tejido radiado. Schliephake (1960) ha establecido
una dosificacion clinica de acuerdo con la sensacion térmica que experimenta el enfermo (Tabla
4). En la practica clinica, por regla general, se recomienda que las enfermedades agudas sean
tratadas con una dosis débil (dosis I y II), de corta duracion (2-5 m) y para las enfermedades

cronicas por el contrario emplearemos mayor dosificacion (dosis 111 y I'V).

Grado Sensacion térmica

I Inferior al umbral de sensacidn térmica

11 Inicio de sensacion de calor

I Sensacion de calor moderada y agradable

v Sensacion de calor intensa en el limite de la tolerancia

Tabla 4.- Dosificacion Clinica de Schliephake.

La intensidad de los efectos fisiologicos derivados del calor va a depender del nivel de
temperatura tisular alcanzado, la duracién de la elevacion de la temperatura de los tejidos, la
velocidad del aumento de temperatura tisular y, por tltimo, el tamafio del area tratada. El
espectro terapéutico aproximado se extiende entre los 40 y los 45.5°C. A partir de esta
temperatura hay riesgo de necrosis del tejido. Por tanto, la hipertermia se considera segura si se

mantiene bajo 45°C (Dewhirst, M.W., y cols., 2003).

1.4.6. Efectos fisiologicos derivados de la aplicacion de diatermia por microondas

Los efectos fisiologicos de la aplicacion terapéutica de calor por microonda que
determinan sus aplicaciones terapéuticas en Medicina Fisica y Rehabilitacion derivan del

incremento de la temperatura del tejido expuesto.
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El principal efecto fisiologico es el aumento del flujo sanguineo regional ya que
produce la mayoria de los efectos beneficiosos de la hipertermia (Wyper, D.J. y McNiven, D.R.,
1976). La vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular dan lugar a una cascada de

efectos fisiologicos locales:

Aumento de la llegada de nutrientes y oxigeno a los tejidos expuestos, favoreciendo

la reparacion tisular.

= Aumento de la extravasacion celular al area expuesta.

= Favorece la produccion y secrecion de citocinas inductoras de la reparacion tisular.

= Mejora el drenaje de sustancias residuales y del exceso de fluidos lo que facilita por
ejemplo la reabsorcion de hematomas (Lehmann, J.F. y cols., 1993).

= Mejora la capacidad contractil del musculo mediante el aumento de la actividad

ATP asa y la alteracion de las propiedades viscoelasticas del tejido conjuntivo.

= Modifica la respuesta nerviosa sensitiva y disminuye la sensacion de dolor.

La justificacion del efecto analgésico aunque todavia no ha sido aclarado,
actualmente es explicado por dos teorias: una hipotesis metabolica y otra neuroléogica.
La hipétesis metabdlica afirma que la analgesia es secundaria a la disminucion de
mediadores inflamatorios en el tejido lesionado, lo que interrumpe la irritacion de las
terminaciones sensitivas libres causantes del dolor; por otro lado, la hipdtesis
neurolégica explica que el calor reduce la velocidad de conduccion nerviosa y de esta
manera decrece el nimero de impulsos aferentes sensitivos que llegan a la médula

espinal.

También se ha demostrado que la hipertermia produce un aumento de la permeabilidad
de la membrana celular, y que incrementa la sintesis de proteinas del shock térmico. Se esta
estudiando la aplicacion de farmacos que actian especificamente a través de la membrana

celular de forma sinérgica con calor, con el objetivo de potenciar su accion. También se esta
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investigando la posibilidad de obtener efectos terapéuticos beneficiosos mediante la induccion
de HSPs previo para favorecer la proteccion frente a enfermedades musculoesqueléticas (Ogura

Y.y cols., 2007; Xiao, J. y cols., 2007, Millar, N.L., y cols., 2008).

En la Tabla 5 se resumen las respuestas fisioldgicas que constituyen la base para las

aplicaciones terapéuticas del calor.

Efectos Fisioldgicos Referencias bibliogréaficas

Efecto Analgésico Wondergem, J y cols., 1988.

Accion antiespasmodica y .
; Wright and Sluka, 2001
relajante muscular

Lehmann and de Lateur,

Efecto sedativo general
1982

Aumento de las propiedades
Lehmann, J.F., y cols,

viscoelasticas de musculos,
1970; Robertson, V.J. y

tendones, ligamentos y

cols., 2005.
fibras capsulares.
Accion trofica y
. ) Goats, G.C., 1990
antiinflamatoria

Tabla 5.- Efectos fisioldgicos de la aplicacion terapéutica de
calor.

1.4.7. Indicaciones de la aplicacion de la terapéutica de microondas en Medicina

Fisica y Rehabilitacion

La microonda esta indicada en todos aquellos procesos en los que nos interesa obtener una
respuesta fisiologica secundaria al aumento de temperatura local de tejidos ricos en agua, como
los musculos o tendones, sobre todo cuando éstos se encuentran localizados en zonas con poco
espesor de grasa subcutanea (Fadilah, R., y cols., 1987; Lehmann, J.F, y cols., 1983). Las

articulaciones localizadas superficialmente también son susceptibles de obtener un
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calentamiento eficaz. La zona Optima de tratamiento de las microondas es aquella que se

encuentra situada a 3-4 cm de la piel (Rioja Toro, J., 1996).

Por tanto, podemos decir que las indicaciones para la aplicacion de la microonda son
aquellos procesos que se benefician del efecto terapéutico del calor profundo, preferentemente
de tejido muscular y de aquellos con alta concentracion de iones y agua. (Robertson, V.J. y
cols., 2006). Debido a la escasez de estudios cientificos rigurosos que verifiquen la efectividad
del tratamiento por microonda, es dificil concretar las indicaciones especificas de la aplicacion
terapéutica de la diatermia. En general los estudios son comparativos entre la microonda y otros
tratamientos de terapia fisica, y en muchas ocasiones el estudio no se realiza exclusivamente
con microonda sino que se comparan grupos tratados con diversas modalidades terapéuticas, lo

que dificulta el conocer la eficacia real del tratamiento por microonda aplicada de forma aislada.

Podemos citar de forma general, como indicaciones principales del tratamiento con

diatermia por microonda en Medicina Fisica y Rehabilitacion los siguientes:

e Aquellos procesos en los que exista una limitacion del recorrido articular secundaria
a rigideces del tejido conectivo periarticular, gracias al aumento de las propiedades
viscoelasticas del tejido conjuntivo.

e Laresolucion de hematomas musculares (Lehmann, J.F., 1993).

e Contracturas musculares por su accion antiespasmodica.

e Tendinopatias (Giombini, A., y cols., 2007).

e Procesos artriticos, cuando afecta a articulaciones superficiales.

e Procesos algicos, preferentemente de origen muscular (miofibrositis, contracturas y

espasmos musculares).
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1.4.8. Contraindicaciones de la aplicacion terapéutica de la microonda en Medicina

Fisica y Rehabilitacion

La aplicacion de la terapia por microonda puede conllevar un riesgo de quemaduras en
pacientes que presenten objetos metalicos en el campo de radiacidon, como material de
osteosintesis, ya que tales materiales pueden absorber y reflejar la energia electromagnética,
calentando excesivamente el tejido adyacente. Tampoco debe ser aplicado en pacientes con
disminucion o pérdida de la sensibilidad como ocurre en la siringomielia.

En pacientes con dispositivos implantables activos como los marcapasos o

desfibriladores, se encuentra contraindicada cualquier tipo de electroterapia, por el riesgo de

interferencia con el aparato de marcapasos.

Debemos tener precaucion en pacientes con trastornos de la coagulacién o

traumatismos recientes, ya que la vasodilatacion local intensa puede predisponer a una

hemorragia local. Especialmente, en los traumatismos en las primeras 48-72 horas no es
recomendable aplicar calor local ya que puede facilitar la evolucion a una miositis osificante
(Booth, D.W. y col., 1989).

La microonda agrava la isquemia en pacientes con arteriopatia obstructiva pudiendo

favorecer o provocar la aparicion de gangrena. Debe ser empleada con precaucion cuando existe
un trastorno vascular, estando contraindicada en los trastornos circulatorios graves.

En casos de neoplasias la microonda estd contraindicada, ya que el calor puede
favorecer la diseminacion de las células tumorales, por la vasodilatacion local.

Ha de evitarse su aplicacion sobre los 0j0s por el riesgo de daiiar el cristalino y producir
cataratas.

Aunque no se ha demostrado la posibilidad de lesiones en el feto ni de abortos, por

precaucion no se recomienda el empleo de la microonda en mujeres embarazadas.

Por 1ultimo, no se recomienda su utilizacion a nivel de la placa fisaria en nifios antes de

concluir la madurez esquelética.
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1.5. REGULACION DE TEMPERATURA EN LOS SERES VIVOS

L5.1. Temperatura corporal normal

Los seres vivos tales como los mamiferos y los pajaros, son homeotermos es decir, son
capaces de mantener su temperatura corporal central constante, dentro de unos limites muy

estrechos, a pesar de las amplias oscilaciones de la temperatura ambiental (Jessen, C., 2001).

La termorregulacion hace referencia a una respuesta adaptativa de los organismos a cambios
en la temperatura ambiental (Devaney, E., 2006). Para mantener la temperatura corporal
constante, debe existir un equilibrio entre la pérdida y la ganancia de temperatura. La ganancia
de temperatura depende fundamentalmente del metabolismo, sobre todo durante la contraccion
muscular, pero también depende de la absorcion de radiacion a través del medio y de la
transmision de calor por objetos calientes. Por otro lado, la pérdida de calor depende de la
transmision de radiacion al medio, de la evaporacion de sudor a través de la piel, de la
conduccion de calor por contacto directo con superficies mas frias, y en menor medida de otros

factores como la excrecion de orina y otros fluidos.

1.5.2. Mecanismos de termorregulacion

El sistema regulador de la temperatura es un complejo circuito neural de conexiones
aferentes y eferentes integradas entre si, y cuyo sistema de control tiene lugar por
retroalimentacion negativa (biofeedback negativo). Posee tres elementos esenciales (Bicego,
K.C. y cols., 2007) (Figura 5):

1) Sistema de sensores o receptores que perciben las temperaturas existentes en el medio
ambiente externo y la temperatura corporal central. En los mamiferos los sensores de la
temperatura exterior se encuentran localizados en la piel (receptores cutaneos) y los sensores
que detectan la temperatura corporal central se encuentran situados en el area preoptica (POA),

hipotalamo anterior, troncoencéfalo, médula espinal, y posiblemente en otras localizaciones.
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2) Sistema efector, constituido por multiples mecanismos efectores que determinan la
respuesta motora, endocrina, metabdlica y los efectos conductuales.

3) Sistema de integracion: constituido por estructuras integradoras que determinan si la
temperatura existente es demasiado alta o demasiado baja y que activan la respuesta corporal
apropiada. Hasta el momento, no han sido descritos dichos circuitos con claridad, constituyendo

en la actualidad un interesante tema de investigacion.

El area hipotalamica constituye el principal centro de integracion, actuando a modo de
termostato sobre el equilibrio que debe de existir entre la perdida de calor y la produccion de
calor en el organismo. En el hipotalamo existen termorreceptores que informan constantemente
de la temperatura sanguinea, si se produce un aumento de la temperatura se activan los procesos
que favorecen la pérdida de calor: vasodilatacion cutanea, sudoracion y taquipnea. Si disminuye
la temperatura sanguinea, el hipotalamo activa los fendmenos que producen calor o intentan
conservar la temperatura: estimula la oxidacion de la glucosa, produce vasoconstriccion

cutanea, ereccion del pelo, y contracciones musculares (escalofrios).

En el hipotalamo anterior se sitiia el centro disipador del calor, y en hipotalamo posterior el
centro productor y conservador del calor. En la region predptica del hipotdlamo anterior (POA)
se localizan neuronas que actuan como termoreceptores centrales, y que ademas presentan
conexiones aferentes provenientes de receptores sensitivos cutaneos y de la médula espinal y
eferentes relacionadas con funciones efectoras reguladoras de la respuesta al calor (Boulant,
J.A. y Demieville, H. N., 1977; Boullant, J.A., 2000; McAllen, R.M., 2004, Benarroch, E.E.,
2007). El nucleo hipotalamico dorsomedial se ha relacionado con la regulacion térmica a bajas
temperaturas (Morrison, S.F. y cols., 2008). El nicleo hipotalamico paraventricular constituye
un importante nucleo central de integracion de la funcion autonémica y muchos estudios lo
relacionan con la respuesta al aumento de temperatura (Yoshida, K., y cols., 2005; Cham, J.L. y

Badoer, E., 2007).
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INTEGRACION
CENTRAL
CNS
(Hipotilamo-POA)
Biofeedbadk negativo
SENSORES _ EFECTORES
Termoreceptores: piel, Miisculos, vasos sanguineos,
médula espinal, tronco tejido adiposo, vias acéreas
cercbral , POA_ supcriores, glindulas salivares y

Figura 5.- Esquema del sistema de regulacion térmica.

1.6. ESTUDIO DE PARAMETROS DE MEDIDAS DE EFECTOS BIOLOGICOS

DE RADIACIONES ELECTROMAGNETICAS.

1.6.1. Determinacion experimental de parametros dosimétricos

Como hemos visto, la medicion del SAR es muy util para determinar los posibles
efectos biologicos de la exposicion a radiaciones electromagnéticas, y de hecho se emplea como
marcador de los limites recomendados de exposicion a radiofrecuencia en los estandares

internacionales (ICNIRP, 1998).

La medicion de los campos eléctricos inducidos y la determinacion de las temperaturas

dentro de los tejidos vivos no resultan sencillas. Aunque es posible monitorizar de forma
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practica el valor de SAR promediada para un cuerpo entero, no ocurre lo mismo para el calculo

de SAR especifico para un tejido.

Para la determinacion experimental de SAR se han desarrollado varios métodos e
instrumentos que pasamos seguidamente a describir:
a) Medida de la tasa de absorcion promediada (SARp):

Para ello se emplean sistemas de medida del gradiente de temperatura antes y
después de la exposicion en fantomas y cadaveres de animales.

Un fantoma es un materia sintético que posee propiedades eléctricas
equivalentes a las del tejido biologico real objeto de estudio (Sebastian Franco, J.L. y
cols., 2006). Se instala en el fantoma una sonda de campo eléctrico capaz de detectar la
intensidad de campo y/o una sonda térmica.

b) Medida de la tasa de absorcion especifica local:

La determinaciéon de la SAR local se realiza mediante mediciones a través de

sondas de campo eléctrico (E); o bien, de sondas térmicas capaces de medir el

gradiente de temperatura en tejidos o cultivos de c€lulas in vitro.

Se han desarrollado diversos métodos que se emplean en determinar la
distribucion de la tasa de absorcion especifica (SARe) en un area plana en un volumen

3D:

7
0.0

La lamina de cristal liquido sensible a la temperatura

¢ La camara termografica por infrarrojos.

% Las imagenes por resonancia magnética, que constituye la Unica técnica no
invasiva (Marshall, 1. y cols., 2000).

+ Latécnica de imagenes por luminiscencia.

Para la estimacion del SAR en el laboratorio se utilizan métodos computacionales muy

sofisticados entre los que destaca el sistema FDTD (Finite-Difference-Time-Domain). Ademas,
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los resultados de los calculos de FDTD pueden ser utilizados como guia para la colocacion de

las sondas de temperatura en los fantomas (DAndrea, J.A. y cols., 2007).

1.6.2. Marcadores de daiio celular en tejidos biologicos

1.6.2.1. Proteinas del choque térmico

Rittosa en el afio 1962, estudiando las glandulas salivares de la larva Drosophila,
observo la presencia de un ensanchamiento en ciertas regiones de los cromosomas de la larva,
que podian ser reproducidos mediante el aumento de temperatura. Unos afios mas tarde,
Tissiéres (Tissiéres, A. y cols., 1974) relaciona la aparicion de estos ovillos con el aumento en
la sintesis de unas proteinas, que fueron llamadas “proteinas del choque térmico” (Heat shock

proteins o HSPs).

Actualmente se ha demostrado que las HSPs son proteinas que desempefian una funcioén
vital en el mantenimiento de la integridad celular tanto en condiciones normales como adversas.
Cuando una célula es sometida a un estrés se produce una respuesta celular adaptativa
caracterizada por la disminucion en la produccion de proteinas normales y por la activacion de
la sintesis de HSPs. Esta respuesta se conoce como “respuesta al choque térmico” y constituye
uno de los mecanismos de supervivencia mas antiguos que se han conservado a lo largo de la
evolucion. La respuesta al choque térmico se encuentra presente en practicamente todos los

organismos, incluidas bacterias y plantas (Santoro, M.G., 2000).

Aunque inicialmente se atribuia la produccion de HSPs al aumento de temperatura,
actualmente se sabe que existen multitud de tipos de estrés que pueden estimular la produccion
de las HSPs, tales como la hipoxia, la deprivacion de glucosa, los metales pesados (Choi, Y .K. y
cols., 2008), el etanol, las proteinas desnaturalizadas, los ultrasonidos, (Santoro, M. G., 2000),

algunos farmacos (Batulan, Z. y cols., 2005); la microonda (Walters, T.J. y cols., 1998), etc.
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El aumento en la produccion de estas proteinas tiene una funcion fundamentalmente
citoprotectora frente a estimulos adversos. Las HSPs ayudan a la célula a mantenerse
biologicamente activas y estables en condiciones de estrés, constituyendo un verdadero
mecanismo de defensa celular (Tynell M, y cols., 1993). Incluso se ha demostrado que la pre-
exposicion de la célula a una situacion de estrés de baja intensidad confiere mayor capacidad de
proteccion a la célula frente a un estrés severo posterior, siendo el grado de proteccion
dependiente del nivel de sintesis de HSPs producida por el estimulo previo (fenémeno de
preacondicionamiento) (Amin, V. y cols., 1995), lo que reafirma todavia mas el efecto

protector celular de las HSPs.

Las proteinas del choque térmico actian también bajo condiciones normales,
asegurando un adecuado estado de homeostasis e integridad celular. La mayoria de las HSPs
funcionan como chaperonas moleculares, previniendo el plegamiento inapropiado de proteinas
recién sintetizadas y evitando su unidon con otras proteinas para formar agregados
funcionalmente inactivos, y facilitando el transporte de polipéptidos a su correcta localizacion
intracelular. Cuando una proteina se dafia, las chaperonas moleculares facilitan su re-
plegamiento o, si este dafio es irreparable, favorecen su degradacion. Cada vez existe mayor
evidencia sobre la implicacion de las HSPs en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson o el Alzheimer y se propone que
alteraciones en las chaperonas podrian desencadenar fallos en el plegado de proteinas, lo que
provoca el acimulo de proteinas desnaturalizadas en las neuronas con su consecuente dafio

celular (Chen, S. y Brown, I.R.; 2007).

Las HSPs cuentan con una gran variedad de proteinas llamadas “clientes”, con las que
se van a unir para poder desempeiiar su funcion. En general, estas proteinas o sustratos son
especificas para cada miembro de la familia de las hsps, y son las que van a determinar su

funcion.
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En los ultimos afios se ha implicado a las HSPs en otras funciones de vital importancia,
como intervenir en los mecanismos de defensa del sistema inmunitario, lo que podria ser de
gran valor para el desarrollo de medicamentos y vacunas (Srivastava, P.K., 2008). Asi como,
regular el ciclo celular, la proliferacion celular, su diferenciacion y la apoptosis. En este sentido,
se estd investigando el posible papel de las HSPs en el desarrollo del cancer (French, P.W. y
cols., 2000; Whitesell, L. y cols., 1998). De hecho, actualmente se esta ensayando con
tratamientos antitumorales que se basan en fAirmacos inhibidores de las Hsps, de esta manera, la
pérdida de la funcién de proteccion celular aumentaria la sensibilidad de las células tumorales al
estrés y esto facilitaria su eliminacion mediante quimioterapia (Srivastava, P.K., 2008; Coss, R.

A. 2005).

Las HSPs no se encuentran distribuidas de forma homogénea en el organismo, sino que
en cada tejido e incluso en cada tipo celular predomina un tipo de Hsp, asi como también se ha
visto que la expresion de estas proteinas varia segiin el momento del desarrollo, del ciclo celular
y del tipo de estrés (Walters, T.J., y cols., 1998; Chen, S. y Brown, I.R., 2007); A nivel del SNC
la expresion de las HSPs es diferente en neuronas y en células de la glia, asi como en las
diversas estructuras del cerebro (Loones, M.T., y cols., 2000;). Por ejemplo, la expresion de las
pequeiias hsps predominan en células gliales (Yun, S.J. y cols., 2002, Bechtold, D.A. y Brown,
I.R., 2000), mientras que hsp90 se expresan fundamentalmente en neuronas en condiciones

basales.

1.6.2.1.2. Clasificacion de las proteinas del choque térmico

Podemos diferenciar dentro de esta gran familia de proteinas, aquellas que se
encuentran en condiciones normales en la célula (formas constitutivas), de aquellas que se

expresan ante situaciones de estrés celular (formas inducibles).
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Se ha reconocido una forma de clasificar las HSPs segin su peso molecular (kD); de

esta forma, el espectro de proteinas varia desde las pequefias HSPs de 20-30 kD hasta las

grandes HSPs de 110 kD. Cada familia de chaperonas va a desempefiar una funcion especifica

principal que va a caracterizar a cada grupo (Tabla 6).

TABLA 6—Resumen de las principales familias de hsps ( Katschinski, D.M., 2004).

Familia de chaperonas

HSPs de gran peso molecular (110kDa)

Hsp90

Hsp70

Hsp-60

Pequeiias HSPs (20-30 kDa)

Funcion principal

Disolucion de agregados proteicos, inhibicion
de la agregacion de proteinas,
termoresistencia.

Control del plegado y actividad de
proteincinasas, receptor esteroideo, factores
de transcripcion; termotolerancia.

Plegado de proteinas de novo, efecto protector
frente a desnaturalizacion por calor.

Mas abundante en células eucariotas

Plegado de proteinas de novo; funcion
inmunogénica como autoantigeno. Abundante
en bacterias, cloroplastos y mitocondrias.
Plegado de proteinas, colabora con hsp70.

Predomina en plantas

1.6.2.1.2. Hsp90

La proteina del choque térmico de 90 Kda, Hsp-90, es una de las proteinas mas

abundantes en muchos organismos celulares y especies animales en condiciones normales. Se

ha estimado que HSP-90 constituye aproximadamente el 1-2% de todas las proteinas citosolicas

celulares (Powers, M.V. y Workman, P., 2007).
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En células humanas se han aislado 5 isoformas de Hsp90, que difieren en su
localizacion intracelular:

a).-Las 2 formas citosolicas mayormente conocidas: Hsp90 alfa (forma inducible) y
Hsp90 beta (forma constitutiva). Y recientemente ha sido aislada una variante citoplasmatica,
Hsp90N (Pearl, L.H. y cols., 2008; Sreedhar, A.S. y cols, 2004).

b).-GRP94/gp96 que se localiza en el reticulo endoplasmatico.

¢).-Una forma mitocondrial TRAP1/hsp75 (tumor-necrosis-factor-receptor-associated
protein 1). Estas dos tltimas poseen una similitud con las formas citosolicas del 49 y 35%

respectivamente.

Todas las isoformas excepto HSP9ON poseen una estructura general similar, que
consiste en:

a)- un dominio N-terminal con actividad ATPasa, que le confiere actividad enzimatica y
cuya funcion fundamental es regular la actividad de hsp90. Cualquier mutacion en esta region
conlleva la incapacidad de hsp90 como chaperona molecular. Hsp90N difiere del resto de las
isoformas en que su dominio N-terminal es mucho mas corto y como consecuencia no posee
actividad ATPasa (Powers, M.V. y Workman, P., 2007).

b)-un dominio intermedio implicado en la union a proteinas-cliente.

¢)-y un dominio C-terminal que favorece la homodimerizacion e interviene en la

formacion de complejos multiproteina hsp90 activos (Brown, M.A. y cols., 2007).

Pero ademas, cada isoforma de hsp90 representa diferentes papeles en el desarrollo y la
diferenciacion celular. Actualmente se sabe que hsp90o es una proteina que se expresa
fundamentalmente como forma inducible, mientras que hsp90f se encuentra mayoritariamente
como forma constitutiva (Tabla 7). Aunque la mayoria de las funciones con las que se le
relaciona pueden desarrollarlas ambas, cada una se relaciona mayoritariamente con una
isoforma. La sobreexpresion de hsp90a ha sido relacionada con la progresion de tumores, la

regulacion del ciclo celular y con la estimulacidon de factores de crecimiento via tirosinkinasa.
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Por otro lado, hsp90p ha sido implicada en la adaptacion celular a largo plazo (Sreedhar, A.S. y

cols., 2004).
Isoforma Funcion Especifica Estado de mayor
expresion
HSP90a Promueve el crecimiento Inducible
Regulacion del ciclo celular
Citoproteccion
Induccion  bajo condiciones de
estrés
Hsp90pB Desarrollo embrionario temprano Constitutiva

Maduracion de células germinales
Estabilizacion del citoesqueleto
Transformacion celular
Transduccion de sefial

Adaptacion celular a largo plazo

Tabla 7.- Diferencias en la funcion y la expresion de las diversas isoformas de hsp90 (Sreedhar,
A.S., y cols., 2004)

Hsp90 se expresa mayoritariamente a nivel citoplasmatico y una pequefia proporcion en
el ntcleo celular. Bajo situacion de estrés térmico la expresion en el nucleo aumenta

ligeramente (Van Bergen en Henegouwen, P.M., y cols., 1987).

Aunque todavia se desconoce con claridad ctial es la funcién de HSP90, se sabe que
tiene actividad de chaperona molecular. Mediante esta actividad, HSP90 mantiene la estabilidad
de proteinas citosolicas bajo condiciones normales, realiza el triage de proteinas
desnaturalizadas bajo situaciones de estrés, evitando su agregacion y actia como potenciador de
la evolucién genética al impedir que se pongan de manifiesto cambios genéticos que afectarian
negativamente a la funcion celular (Sangster, T.A. y cols., 2008). Ademas se esta estudiando su

posible implicacion en determinadas enfermedades, como enfermedades autoinmunes,
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neurodegenerativas, y particularmente en el desarrollo del cancer en donde se estan realizando
ensayos terapéuticos con farmacos inhibidores de Hsp90 con resultados esperanzadores (Taylor,
D.M. y cols., 2007; Rodina, A. y cols, 2007; Pearl, L.H.y cols., 2008; Powers, M.V. 2007; Waza

M, y cols., 2006).

La funcion de hsp90 en el sistema nervioso central todavia es desconocida, sin embargo,
dada su abundante expresion neuronal en condiciones fisioldgicas se cree que desarrolla un
importante papel en el desarrollo del sistema nervioso y en el mantenimiento de la homeostasis
celular (Gass, P. y cols., 1994; Takaya, K. y cols, 2003). En concreto, se cree que Hsp90
interviene en la migracion neuronal dado que su expresion se ve aumentada en la fase Go del
ciclo celular durante la diferenciacion del neuroectodermo (Walsh, D. y cols., 1997, Sidera, K. y

cols., 2004).

Hsp90 no es capaz de funcionar de manera autébnoma, sino que precisa unirse a co-
chaperonas para constituir un complejo multiproteico funcional. La mayoria de estas co-
chaperonas regulan la actividad ATPasa del extremo N-terminal de hsp90 (Katschinski, D. M.,
2004; Brown, M.A., y cols., 2007). A través de esta union funciona como chaperona molecular
para catalizar la maduracion o la activacion de mas de 100 proteinas, conocidas como “proteinas
cliente”, las cudles intervienen en los mecanismos de regulacion celular. La lista de proteinas-
cliente es muy amplia y se encuentra en continua expansion. Pearl (Pearl, L.H., y cols., 2008)

las clasifica en tres grandes grupos:

1) Las protein-kinasas, que constituye el grupo mas prevalente.
2) Los factores de transcripcion.
3) Y por ultimo describe a las proteinas emergentes de la replicacion viral y a un grupo de

proteinas-receptoras intracelulares relacionados con la inmunidad innata.
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Se ha estudiado con gran detalle la funciéon de hsp90 en la regulacion del receptor
esteroideo, de gran importancia en la regulacion de multiples procesos fisiologicos (Grad, 1. y

Picard, D., 2007).

1.6.2.1.2.1.-Expresion de Hsp90 en el tejido cerebral en condiciones normales y de
estrés

Se ha demostrado que Hsp-90 se expresa de forma abundante en condiciones normales
en muchas poblaciones neuronales en el cerebro de rata, siendo mayor su expresion en tejido
neural que en tejido no neural. HSP-90 se ha detectado en gran cantidad en diversas areas
encefalicas: neocortex, sistema limbico (hipocampo, complejo amigdalar, corteza piriforme,
entorrinal, angulada y olfatoria), talamo e hipotadlamo, estriado, cerebelo, y nucleos del
troncoencéfalo; lo que sugiere la importancia de Hsp90 en el normal funcionamiento de las

neuronas en el SNC (Gass, P., y cols., 1994; D’Souza, S.M. y Brown, [.A., 1998).

El estudio de la expresion de Hsp90 durante el desarrollo neuronal en embriones de
roedor, evidencia un aumento de su expresion en diversas areas encefalicas, por lo que se cree
que interviene en el ciclo celular, los procesos de crecimiento y diferenciacion, y en la
migracion neuronal (Sidera, K., y cols, la expresion de hsp90a y B varia seglin el estadio del
desarrollo, detectandose la maxima expresion de Hsp90oa en algunos nucleos cerebrales
hipotalamicos, lo que probablemente sea debido a la relacion de hsp90a con el normal
funcionamiento del complejo-receptor esteroideo (Loones, M.T. y cols., 2000; Furay, A.M., y
cols., 2006). Esta diferencia de expresion indica que ambas isoformas presentan un papel

diferente en el desarrollo del SNC, como ya comentamos anteriormente.

A nivel del SNC, Hsp90 se expresa, en condiciones normales, fundamentalmente en
neuronas, no detectandose en poblacion glial. Su localizacion preferentemente es en el

citoplasma neuronal, encontrandose poca cantidad en los procesos neuronales (dendritas) y en el
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nucleo celular; pero nunca en zonas de sinapsis (Gass, P. y cols., 1994; D’Souza, S.M. y Brown,

LR., 1998).

La respuesta al shock térmico ha sido ampliamente estudiada en el tejido cerebral, en
respuesta a multitud de estimulos como la hipertermia, la isquemia, las enfermedades
neurodegenerativas, y las lesiones traumaticas. Para ello se ha estudiado la expresion de
marcadores biologicos como las HSPs para determinar el grado de estrés celular. En relacion
con hsp90, bajo condiciones de hipertermia, se ha evidenciado un importante incremento de la

expresion de Hsp90 en el SNC en diversos estudios animales (Ramaglia, V., y cols., 2004 a,b).

También se ha detectado un aumento en la expresion de hsp90 tras un estimulo
excitotoxico, expresandose hsp90 en células gliales y demostrandose la existencia de una
reaccion glial frente al dafio neuronal en la que se encuentra implicada hsp90, y cuyo papel

todavia es desconocido (Jeon, S.G. y cols., 2004).

Se ha confirmado la existencia del efecto de preacondicionamiento de las hsps a nivel
neuronal. La aplicacién de un prestimulo térmico en cultivos neuronales protege parcialmente a
la célula de la apoptosis y también del dafio celular secundario a agentes toxicos (Mailhos, C. y

cols., 1993).

1.6.2.2 c-Fos

La proteina c-Fos es el producto de la transcripcion del proto-oncogen c-Fos. Este gen
pertenece a la familia de los llamados genes inmediatos tempranos. C-Fos constituye
actualmente el marcador bioldgico funcional mas ampliamente utilizado en el SNC por varias
razones: su expresion en el cerebro en condiciones normales es baja, c-fos es estimulada en
respuesta a multitud de sefales extracelulares, su respuesta es transitoria, y por ultimo, la
deteccion de c-fos en el laboratorio no resulta muy complicada (Kovacs, K.J., 2008). Es por

ello, que se ha empleado como un marcador de estrés neuronal, de manera que es capaz de
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detectar qué neuronas responden a un estimulo externo, y de esta manera ha sido posible
describir mapas funcionales de respuesta del SNC frente a un estrés agudo (Finnie, J.W., y cols.,
2006), asi como diversos circuitos neurales como el de termorregulacion (Bachtell, R.K. y cols.,

2003), o el desarrollo ontogénico del SN (Vendrell, M. y cols., 1998).

En el SNC,el proto-oncogen c-Fos puede ser activado por multitud de estimulos, como
estimulos acusticos, térmicos, visuales y somatosensoriales (Papadopoulos, G.C., 1993; Cham
J.L. y Badoer, E., 2007; .Liu, J. y cols., 2007), farmacos (Cenci, M.A. y cols. 1999, Novikova,
N.S. y cols., 2004; Szakacs, R. y cols., 2008; Wegener, N. y Koch, M., 2008), citokinas
(Spitznagel, H., y cols.,, 2001; Konsman, J.P., y cols., 2008), neurotransmisores y
neuromoduladores (Sun, W.L.y cols., 2008), y por la exposicién a campos electromagnéticos.

(Rao, S. y Henderson, A., 1996, Morrissey, J.J. y cols., 1999).

La expresion de la proteina c-Fos en respuesta a un estimulo agudo es transitoria, con
un pico de c-Fos RNAm aproximadamente a los 30m y de la proteina c-Fos entre los 90-120
minutos tras la estimulacion (Kovacs, K.J., 2008). Posteriormente el nivel va decreciendo

durante varias horas hasta llegar a normalizarse.

La expresion de c-Fos de forma constitutiva a nivel neuronal es baja, y se encuentra
repartida de forma heterogénea. Se ha detectado mayor expresion en condiciones basales en
diversas areas encefalicas sin poder aclarar la causa hasta el momento. En el hipotalamo, se ha
descrito mayor expresion de c-Fos en las areas predptica y lateral y en el nucleo

supraquiasmatico (Kovacs, K.J, 2008).

Se ha observado que los niveles de RNAm c-Fos en corteza cerebral, septum e
hipocampo son mayores tras un estimulo agudo que tras estimulos repetidos. Este efecto se le

conoce como “periodo refractario” (Cirelli, C. y Tononi, G., 2000).
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c-Fos se incrementa a nivel neuronal en respuesta al estimulo con radiaciéon microonda,
no solo a dosis térmicas (Mickley, G.A. y cols., 1994; Morrissey RW, y cols., 1999) sino
también a dosis atérmicas (Lopez-Martin, E. y cols., 2008). Los mecanismos que subyacen a la
interaccion de las células con la radiacion microonda todavia no se conocen. En base a estudios
realizados con c-Fos que apoyan otras investigaciones, se postula que la radiaciéon microonda
interacciona a nivel de la membrana celular desencadenando mecanismos de transduccidon de

sefial, entre los que interviene la induccion del flujo de Ca™ (Rao, S., y Henderson, A.S., 1996).

Entre las areas neuroanatoémicas estudiadas que han mostrado mayor expresion de c-fos
tras la estimulacion con microonda y por tanto probablemente son mas sensibles al efecto de la
radiacion podemos citar las areas corticales y areas hipocampales sobretodo Giro dentado

(Morrisey, J.J. y cols., 1999; Lopez-Martin, E., y cols., 2008).

1.7.- DESCRIPCION DE LAS AREAS ANATOMICAS CEREBRALES

ESTUDIADAS EN ESTA TESIS

1.7.1. Area hipotalimica

El hipotalamo es la region mas caudal del diencéfalo, separada del subtalamo por el
plano que tedricamente pasa tangente a los pilares anteriores del trigono. Constituye un centro
integrador de las respuestas fisiologicas necesarias para el mantenimiento de la homeostasis del
organismo. Tiene como funciones principales, el mantenimiento del medio interno corporal
(homeostasis) y hormonal, interviene en los patrones de conducta, en el sistema emocional y en
la memoria. Sus efectos se ejercen a través del sistema vegetativo, del sistema endocrino, del

sistema motor y del sistema limbico (Young, P.A., 2000).

La region hipotalamica estd constituida por distintas agrupaciones neuronales
ampliamente interrelacionadas. La delimitacion anatomica exacta de la mayoria de los nucleos
hipotalamicos resulta dificil, dado que se presentan numerosos nucleos en un reducido espacio.
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Para facilitar su descripcion la region hipotaldmica ha sido dividida en cuatro areas: preoptica,
supradptica, tuberal y mamilar, a su vez cada una de estas areas se dividen en tres regiones:
periventricular (inmediata a la pared del tercer ventriculo), medial, y lateral, estas ultimas

separadas por un plano para-sagital que pasa a través del pilar anterior del trigono (Figura 6.)

a) Area predptica: Constituye la sustancia gris mas anterior del tercer ventriculo.
Encontramos tres grupos nucleares: El predptico periventricular que circunda las paredes del
tercer ventriculo, el predptico medial situado por fuera del anterior, y el preoptico lateral que es

el mas externo.

b) Area supraéptica.: Situada por encima del quiasma de los nervios opticos. Hallamos
tres grupos nucleares: El nucleo supradptico periventricular, el grupo supradptico medial
integrado por los ntcleos supradptico, ubicado sobre el quiasma, y el nucleo paraventricular
localizado por encima del anterior en el espesor de la pared del ventriculo a nivel del pilar

anterior del trigono ,y el grupo nuclear supraoptico lateral por fuera de los anteriores.

c) Area tuberal: Distinguimos en esta region tres grupos nucleares: El grupo nuclear
tuberal periventricular, el grupo nuclear tuberal medial formado por el nicleo tuberal arciforme
a nivel del infundibulo, el nucleo tuberal ventromedial, y el nicleo tuberal dorso medial, y por

ultimo el grupo nuclear tuberal lateral.

¢) Area mamilar: En esta region se hallan el grupo nuclear mamilar periventricular, el
grupo nuclear mamilar medial formado por los nticleos mediales del tubérculo mamilar

y el nucleo hipotaldmico dorsal, y el grupo nuclear mamilar lateral.
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Figura 6. Organizacion del hipotalamo. Esquema representativo de la organizacion morfol6gica de
las areas (a) y los nucleos (n) hipotalamicos (n. predptico lateral (LPO), n. predptico magnocelular
(MCPO), a. predptica medial (MPA), n. predptico medial (MPO), n. predptico anterodorsal (AD); n. predptico
anteroventral (AV); n. parastrial (PS), n. predptico posterodorsal (PD), n. supradptico (SO); a. hipotalamica
lateral (LHA), a. hipotalamica anterior (AHA), n. hipotalamico anterior (AH), a. retroquiasmatica (RCh), n.
periventricular anterior (PeA), n. supraquiasmatico (SCh), n. paraventricular (Pa), n. Tuberal (TU), a.
hipotalamica lateral (LHA), a. Tuberal (TA), n. ventromedial (VMH), n. dorsomedial (DMH), n. intermedio
periventricular (Pel), n. arcuato (Arc), n. tuberomamilar ventral (TMV), n. magnocelular de LHA (MCLH), a.
hipotalamica lateral (LHA), a. hipotalamica posterior (PHA), n. premamilar dorsal (PMD), n. premamilar
ventral (PMV), n. mamilar medial (MM), n. mamilar lateral (LM), n. supramamilar (SuM), n. periventricular
posterior (PeP), n. tuberomamilar dorsal (TMD). Paxinos.

1.7.1.1. Aferencias del hipotilamo:
1.- Fibras ascendentes procedentes del tronco cerebral:

a) Las que provienen de los nucleos ventrales y dorsales de la calota
mesencéfalica, lo hacen a través del pedunculo mamilar y llegan al nicleo mamilar
lateral.

b) Las que provienen de la sustancia gris periacueductal y de los nucleos
redondo y sensitivo dorsal lo hacen a través de la cintilla longitudinal dorsal de Schutz.

c) Las que provienen de la formacion reticular central de la calota
mesencefalica lo hacen a través de las fibras ascendentes del fasciculo medial del
cerebro anterior y llegan a la region caudal y dorsal del hipotalamo.

d) También llegan fibras que provienen de los nucleos del rafe mesencefalicos,

del locus ceruleus, y del nucleo solitario.

2.- Fibras que proceden de la retina: Fibras retinohipotalamicas.
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Se originan en las células ganglionares de la retinas y se proyectan a los nucleos
supraopticos del hipotalamo de ambos lados a través de las vias opticas. Estas aferencias son
responsables del reflejo fotogonadotrofico que consiste en que la luz estimula la produccion

hormonal a través del hipotalamo.

3.- Fibras que provienen de los nucleos de la linea media y del nucleo dorsomedial del

talamo.

4.- Fibras procedentes de la corteza cerebral:

a) Fibras del trigono, que se originan en el hipocampo y en los niicleos del
septum y llegan a los nucleos predpticos y los nucleos mamilares mediales. Esta
aferencia forma parte del circuito de Papez.

b) Fibras que se originan en la corteza piriforme, en el tubérculo olfatorio y en
el nicleo amigdalino y llegan al hipotalamo medial, y también al lateral, a través de la
estria terminal y de la via amigdalofugal. A través de estas aferencias le llegan al
hipocampo aferencias olfatorias directas.

c) Fibras que provienen de la corteza orbitaria y del l6bulo de la insula a través

del fasciculo medial del cerebro anterior.

5.- Las neuronas del hipotdlamo poseen receptores capaces de ser estimulados por las
condiciones fisicas y bioquimicas de la sangre. por ello los vasos son una de la eferencias al
hipotalamo, el cual responde de forma refleja a la composicidon bioquimica de la sangre como es
el nivel hormonal y la glucemia, y a las caracteristicas biofisicas como son la osmolaridad y la

temperatura.

6.- Las fibras aferentes somaticas principalmente de las zonas erégenas cutaneas envian

colaterales al hipotalamo.
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1.7.1.2 Eferencias del hipotilamo:

1.- Hacia la corteza cerebral: Envia eferencias directas hacia la region septal, y
el tubérculo olfatorio a través del fasciculo medial del cerebro anterior.

2.- Hacia el grupo nuclear anterior del talamo a través del fasciculo mamilo-
talamico de Vicq D’Azir. Este fasciculo forma parte del circuito de Papez.

3.- Existen fibras que desde el hipotilamo se proyectan sobre el nucleo
dorsomedial del talamo y a través de este nucleo se conecta el hipotdlamo con la corteza
prefrontal.

4.- El hipotalamo envia fibras eferentes hacia los nucleos de la formacion
reticular del tronco encefalico a través del haz mamilo tegmentario, y hacia los niicleos
vegetativos de los pares craneales a través de la cintilla longitudinal dorsal de Schutz.

5.- Existen fibras que desde el hipotalamo conectan con las células de la region
intermedia de la médula espinal, estas fibras influyen sobre las funciones vegetativas de
la médula espinal.

6.- Eferencias hacia la hipofisis.

El hipotalamo controla la glandula hip6fisis de dos formas diferentes: Sobre la
neurohipofisis ejerce un control neural a través del tracto hipotalamo hipofisario, y sobre la
adenohipofisis ejerce su accion a través del sistema porta hipofisario.

a) Tracto hipotalamo-hipofisario (Supradptico-hipofisario).

Los nucleos supradptico y paraventricular contienen grandes células
neurosecretoras que producen dos hormonas: la hormona antidiurética y la ocitocina. Las
neuronas de estos nucleos producen las hormonas que unidas a una proteina transportadora, la
neurofisina, descienden por los axones de las células productoras hacia el 16bulo posterior de la
hipéfisis donde son almacenadas y liberadas hacia la sangre a través de capilares fenestrados...

La funcion principal de la hormona antidiurética (ADH o vasopresina) es la de aumentar la
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reabsorcion de agua en el rifidon. La ocitocina provoca la contraccion del musculo liso uterino y
mamario.

Los nucleos supradptico y para ventricular también contienen sustancias
bioloégicamente activas como la encefalina, la colicistoquinina, el glucagoén, la dinorfina y la
angiotensina.

b) Sistema porta hipofisario.

Las neuronas de los nucleos mediales del tuber sintetizan hormonas denominadas
factores liberadores y factores inhibidores hipotalamicos, los cuales son enviados hacia la
eminencia media a través de los axones que forman el tracto tubero-hipofisario, que termina en
las asas pericapilares de la eminencia media. Estos capilares venosos confluyen para formar
venas que se dirigen hacia el 16bulo anterior de la hipofisis. En este 1obulo bifurcan y dividen
sucesivamente para formar capilares venosos y sinusoides que se situan entre las células del
l6bulo anterior hiposfisario. Este sistema, denominado porta hipofisario, permite el transporte
de los factores liberadores e inhibidores desde el tuber hipofisario hasta el 16bulo anterior de la
hipofisis. El sistema porta hipofisario es por lo tanto un sistema de transporte que comienza en

capilares que forman venas y que a su vez vuelven a formar capilares sinusoidales.

1.7.1.3. Nucleos hipotalamicos estudiados en esta tesis

1.7.1.3.1 Nucleo arcuato (Arc)

El nucleo arcuato (Arc) constituye la parte mas caudal de la parte tuberal de la zona
periventricular del hipotalamo. Se extiende rostral al receso infundibular y discurre a lo largo
de la pared de dicho receso. Se distinguen dos subdivisiones: una parte dorsomedial de células
pequefias y una parte ventrolateral de células medianas. Al igual que el resto de las areas de la
zona periventricular, el nucleo Arc participa en la funcién neuroendocrina del hipotdlamo. La
mayoria de las neuronas de Arc contienen hormonas hipofisiotrdpicas que seran vertidas en el
sistema portahipofisario para llegar a alcanzar la glandula pituitaria (Figura 7).
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Figura 7. Corte anatomico del cerebro de rata en donde se muestra el area hipotalamica con el
nucleo Arcuato (Arc) (coordenadas segun Paxinos and Watson: Interaural 5.40 mm; Bregma: -
3.60 mm).

1.7.1.3.1 Nucleo paraventricular (Pa)

El nucleo paraventricular (Pa) se extiende desde el surco hipotalamico y cruza la cara
medial de la columna anterior del fornix (Williams, P.L. y Warnick, R., 1985). Este nucleo
constituye una de las principales area de integracion de la funcidon neuroendocrina (Herman, J.P.
y cols., 2002). La estructura citoarquitectonica del n. Pa es compleja, ya esta constituida por
células de diversos tamafios, formas y conexiones. N. Pa forma parte de dos sistemas
diferenciados: el sistema neurosecretor magnocelular y el sistema neurosecretor parvocelular.

a) La mayoria de neuronas del ntcleo Pa se denominan células neurosecretoras
magnocelulares ya que se proyectan hacia la neurohipofisis y sintetizan
neurohormonas como la vasopresina (AVP) y la oxitocina (OX) constituyendo el
sistema hipotalamo-neurohipofisario. AVP interviene en la regulacion del balance

hidrico y la presion sanguinea.
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b) El sistema neurosecretor parvocelular lo constituyen multitud de nucleos
hipotalamicos. También es conocido como sistema tuberohipofisario por la gran
implicacion del nucleo arcuato cuya localizacion se situa en el suelo del hipotalamo
(tuber cinereum). Este sistema regula la secreciéon de hormonas del l6bulo anterior
de la hipéfisis (como la hormona de crecimiento, ACTH, y la hormona
luteinizante).

El nucleo Pa esta dividido en cuatro subregiones (Figura 8):
e N. hipotalamico paraventricular lateral magnocelular (PaLM)
e N. hipotalamico paraventricular medial parvocelular (PaMP)
e N. hipotalamico paraventricular ventral (PaV)

e N. Hipotalamico paraventricular dorsomedial (PaDC).

1.7.1.3.3 Area hipotalamica lateral (LH):

La zona lateral del hipotalamo participa en el procesamiento de la informacion sensorial
y del comportamiento asociado al hambre, la sed, la agresion y la reproduccion.

LH se encuentra dividido en tres regiones: anterior (LHa), tuberal (LHt) y mamilar
(LHp). LHa continua al area preoptica lateral (LPO) y se encuentra bordeada medialmente por
el area hipotalamica anterior y por las columnas descendentes del fornix. Lateralmente se une a
la sustancia innominada y la amigdala. LHa pasa a ser LHt a nivel tuberal. LHt se encuentra
delimitado lateralmente por el tracto dOptico, la capsula interna y mas caudalmente el nucleo
subtalamico. El nucleo tuberal (TU) estd inmerso en LH. A nivel del complejo mamilar LHt
pasa a constituir LHp. Medialmente LHp se encuentra delimitado por el fornix, el tracto

mamilotalamico y el area hipotalamica posterior (Figura 8).
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Figura 8.- Corte anatémico del cerebro de rata en donde se muestra el area hipotaldmica con los
nucleos paraventricular (Pa), y LH. (coordenadas segin Paxinos and Watson: Interaural 7.20 mm;

Bregma: -1.80 mm).

1.7.2 Areas corticales

La corteza constituye la estructura mas extensa y funcionalmente significativa del
telencéfalo. Se desarrolla a partir de la boveda palial de la vesicula telencefalica.

Desde el punto de vista filogenético, el isocortex es una estructura de aparicion
relativamente tardia. El esbozo de isocortex se manifiesta en una forma incompleta en los
reptiles, que esencialmente sélo tienen alocortex, y solo avanza hacia su constitucion definitiva

con 6 capas en los mamiferos (Puelles Lopez, L. y cols., 2008).

58



Introduccion General

La corteza en los mamiferos estd formada por:

a)

isocortex (o neocortex).

b) alocortex , que se corresponde con el paleocortex (area olfatoria) y el archicortex (area

limbica) (Figura 9).

Y por un area de transicion entre alocortex e isocortex: mesocortex. Las areas 2-3 de la
corteza cingulada anterior con el area infralimbica del cortex medial y el cortex
retrosplenial forman el limite entre alo e isocortex en el plano medial y lateral; mientras
que en la cara lateral y anterior el isocortex esta delimitado por la corteza insular

agranular y por las areas orbitofrontales.

Alocértex en un mamifero primitivo

Pediculo
Bulbo Bulbo
olfatorio olfatorio
Septum

Cortex

) - repiriforme
Cortex prepiriforme  Cortex piriforme e

Alocértex en el hombre

prepiriforme

(Y
Cortex piriforme

D

Bulbo olfatorio

[ Alocortex olfatorio (paleocdrtex)
D Alocortex hipocampico (arguicdriex)
[ ] Isocértex (neocoriex)

Figura 9.- Esquema del Alocortex (Puelles Lépez,

L. 2008)

59



Introduccion General

1.7.2.1. Isocortex

El isocortex posee 6 capas enumeradas con digitos romanos desde la superficie palial
hacia adentro (I-VI). Dependiendo de su aspecto citoarquitectonico reciben ademas los
siguientes nombres (Figura 10):

o | capa molecular (posee poca celularidad)

e Il capa granular externa (predominio de células pequefias, estrelladas o
piramidales).
o |lI capa piramidal externa (mayoria de células piramidales pequefias).

e |V capa granular interna (mayoria de células estrelladas)
e V capa piramidal interna (células piramidales grandes)

o VI capa multiforme (células grandes y pequenas de varias formas).

Bajo la capa VI se encuentra la sustancia blanca que limita directamente con los ventriculos

laterales o los nucleos telencefalicos.

El isocortex estd organizado en columnas cilindricas radiales a través de las 6 capas,
llamadas columnas corticales. Las dimensiones de las columnas son relativamente
constantes en los mamiferos por lo que se considera como modulos unitarios, de manera
que el numero de columnas crece al aumentar la superficie cortical durante la evolucion. Lo
que unifica una unidad columnar es que todas sus neuronas estarian implicadas en una

misma tarea.

Los tipos celulares mas caracteristicos del isocortex son las células piramidales y las
células estrelladas, ambas caracterizadas por tener espinas dendriticas y ser excitatorias.
a) Las células piramidales son células de proyeccion. Poseen un cuerpo en forma de
pirdmide con una larga dendrita apical extendida hacia la capa I cortical y varias
dendritas basales que divergen lateralmente en varias direcciones. El axoén

desciende hasta la sustancia blanca, emitiendo por el camino colaterales a otras
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células piramidales circundantes, constituyendo redes interpiramides. Las células
piramidales aparecen tipicamente en las capas I, III, V y VI, con predominio en las
capas I y V. Su tamafio va creciendo de la superficie a la profundidad.
Dependiendo de su tamatfio varia el destino de sus axones: las pequefias (capas Il y
IIT) emiten proyecciones corticocorticales; las mas grandes (capa V) emiten
proyecciones subcorticales; y por ultimo, las células piramidales de la capa VI
proyectan especificamente al claustro lateropalial o al talamo.

b) Las células estrelladas espinosas son interneuronas excitatorias cuyo axon se
arboriza sinapticamente dentro de la propia columna cambiando o no de capa.
Abundan en las capas granulares (Il y IV); y son las que realizan el procesado

basico de la informacion aferente a cada columna.

ISOCORTEX: HOMOTOPIGO HETEROTOPICO GRANULAR HETEROTORICO AGRANULAR
Superficie pial Superficia pial Superficie pial

Suslancia blanca Sustancia blanca Sustancia blanca

Figura 10.-Esquema representativo de la citoarquitectura del isocortex (Puelles Lépez, L.,
2008).

El isocortex esta constituido por las regiones frontal, parietal, temporal y occipital.

Pasaremos a describir la corteza parietal por ser una de las areas estudiadas en esta Tesis.
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1.7.2.2 Region Parietal

La corteza parietal se encuentra dividida en 4 areas: Par I es la parte mas amplia y se

encuentra delimitada ventrocaudalmente por la Par2 y dorsomedialmente por FL (forelimb

area) y HL (hind-limb area) (Figura 11).

Parl, FL y HL se corresponden con la corteza somatosensorial primaria (Sml) y Par2

con la corteza somatosensorial secundaria (SmlI).

a)

b)

La corteza somatosensorial o somestésica primaria ocupa toda la circunvolucion
postcentral desde la cara interhemisférica hasta el opérculo parietal, y se extiende
anteroposteriormente desde el fondo del surco central hasta el fondo del surco
postcentral, incluyendo las areas 4 de brodmann, las areas paralelas 3a, 3b, 1 y 2.
Recibe aferencias de los nucleos ventral intermedio (V1) y ventral posterior (VP) del
hipotalamo vehiculizadas por el tracto espinotalamico, el lemnisco medial y los tres
tractos trigeminotalamicos. Las sefiales propioceptivas llegan al area 3a desde el nucleo
VI; y las sefiales tactiles y termoalgésicas llegan al area 3b desde el nucleo VP.
Ademas, el area 2 se ha relacionado con alteraciones en la percepcion de la forma y
tamailo de los objetos, y el area 1 se ha relacionado con alteraciones en la textura de los
objetos. Las conexiones talamocorticales son contralaterales a excepcion de la zona de
proyeccion trigeminal en el opérculo parietal anterior, que lleva sefales bilaterales.

La corteza somestésica secundaria es un area parietal asociativa que se sitlia en la
parte trasera del opérculo parietal y recibe datos bilaterales de todo el cuerpo. Al

contrario que SMI, SmlI recibe aferencias bilaterales.
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Figura 11. Corte anatomico del cerebro de rata en donde se muestra el area parietal Pa
con sus respectivas secciones: FL, Par 1, Par2 (coordenadas segin Paxinos and Watson:

Interaural 9.20 mm; Bregma: 0.20 mm).

1.7.2.3 Corteza entorrinal

La corteza entorrinal pertenece al mesocortex hipocampico. Se localiza en el 16bulo
temporal, en la circunvolucién situada entre la cisura hipocampica y la cisura colateral (Figura
12).

En el hombre, la corteza entorrinal se encuentra muy desarrollada solo en la porcion
rostral, alrededor del uncus. En su porcidn posterior se va adelgazando hasta quedar limitada al
labio inferior de la cisura hipocampica.

Histologicamente esta constituida por 5 capas celulares; las neuronas de las capas Il y
IIT presentan acumulos densos a modo de islotes que le dan un aspecto histologico

caracteristico.
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Figura 12. Corte anatomico del cerebro de rata en donde se muestra la corteza entorrinal.

(coordenadas segn Paxinos and Watson: Interaural 4.20 mm; Bregma: -4.80 mm).

1.7.3. Formacion hipocampica

El hipocampo es una estructura telencefalica bilateralizada y simétrica que forma parte
del sistema limbico. Desde el punto de vista filogenético es una estructura cortical antigua
(archicortex) que se repliega sobre si misma y se sitia en la cara interna de los hemisferios
cerebrales.

La organizacion anatomica del hipocampo difiere poco segun las especies, esta
estabilidad filogenética sugiere que es una estructura base para el funcionamiento del sistema
nervioso central.

El hipocampo de los mamiferos deriva del area de superposicion mediana situada sobre
la cara interna de los hemisferios cerebrales de algunos reptiles. En el seno de esta area, la
superposicion de una capa granular superficial y de una capa piramidal profunda podria ser

considerado como el esbozo homdlogo de la disposicion del hipocampo de los mamiferos.
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La flexion telencefalica explica la forma en herradura del limbo hipocampico y la

disposicion de las diversas capas celulares en el hipocampo de los mamiferos inferiores.

El desarrollo del cuerpo calloso, provoca que en los mamiferos superiores se atrofie la

parte dorsal del hipocampo, manteniéndose en la parte retrocallosa y en el 16bulo temporal.

En los mamiferos superiores la disposicion anular del limbo hipocdmpico solamente es
bien apreciable en el periodo embrionario. La porcion preconmisural no persiste mas que en
algunos mamiferos inferiores. La porcion interhemisférica dorsal casi desaparece por el

desarrollo del cuerpo calloso, persistiendo tnicamente el indusium gris y la fasciola cinérea.

En el hombre la porcion pre-conmisural esta reducida al estado de vestigio. La porcion
supraconmisural queda reducida al indusium gris, a la estria longitudinal medial de Lancisi y a
la estria longitudinal lateral de Lancisi. La porcidon retroconmisural es la region limbica

hipocampica bien desarrollada, detras del cuerpo calloso y en el lobulo temporal.

La porcién retrocomisural es la que habitualmente denominamos hipocampo. Es de
mayor tamafo en el hombre que en los primates, y en estos mayor que en otros mamiferos, por
lo que se sugiere su importancia, vinculada a la facultad de valorar la experiencia, seleccionando

contenidos a grabar en la memoria, generando mapas cognitivos.

El hipocampo tiene una superficie interior situada en la cavidad ventricular que
denominamos asta de Ammon, y una superficie exterior en la que podemos observar la cisura
del hipocampo, el giro dentado o cuerpo abollonado y la fimbria del hipocampo o pilar posterior
del trigono. Rodeando a estas formaciones, se hallan la corteza entorrinal y el parahipocampo o
5% circunvolucion temporal (Figura 13).

En los mamiferos consiste principalmente en dos conjuntos celulares distintos que
adoptan uno la forma de una C, imbrincandose entre ellos mutuamente. Estos dos conjuntos

celulares lo forman el asta de Ammon y el giro dentado
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Hipocampo

parahipocampal

Figura 13.-Representacion esquematica de la formacion del hipocampo.

A).- Estructura del Asta de Ammon:

Esta formada por un alocortex de dos capas: piramidal y polimorfa, encuadradas en dos
capas de sustancia blanca. Siguiendo las descripciones de Cajal distinguimos a partir de la cara
ventricular las siguientes capas:

1.- Capa ependimaria

2.- Capa plexiforme, en la que distinguimos dos estratos:

a) El alveus: Constituido por fibras mielinizadas de de didmetros variables.

b) El estrato oriens: Se corresponde a la capa de células polimorficas. En esta
lamina se hallan los segmentos iniciales de los axones de las células piramidales, El
inicio de las colaterales de Schaffer, las dendritas basilares, las fibras aferentes que
provienen de la fimbria y del 4rea entorrinal, las terminaciones de las fibras
conmisurales , las células en cesto descubiertas por Schaffer, e interneuronas de varios
tipos.

3.- Capa piramidal: Capa muy densa formada por las gruesas células piramidales, de
cuerpo triangular y de talla media (20 — 40 micras). El axén mielinizado de estas células, a poca
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distancia de su origen da numerosas colaterales, en particular las colaterales de Schaffer, y
constituye la via eferente del hipocampo.
4.- Capa molecular: rica en fibras y pobre en células. Distinguimos en ella cuatro
estratos:
a) El estrato lucidum: Presente unicamente en algunas zonas del hipocampo. A
esta zona llegan las fibras musgosas de las células granulosas del gyrus dentado.
b) El estratum radiatum, constituido por las dendritas apicales de las células
piramidales
¢) El estratum lacunoso, contiene fibras nerviosas horizontales, que son
prolongaciones de las colaterales de Schaffer y ramificaciones de las dendritas apicales
de las células piramidales.

d) El estratum molecular, contiene fibras nerviosas horizontales.

Desde las descripciones clasicas de Cajal, Rose y Llorente de No, se distinguen sobre un
corte transversal del hipocampo un numero de sectores o de campos (tres para Cajal, cuatro para
Llorente de N6 y cinco para Rose). Siguiendo la descripcion de Llorente de N6 distinguimos
cuatro campos: CAl, CA2, CA3 y CA4, que se diferencian los unos de los otros por
particularidades citologicas de sus células piramidales, sus dimensiones medias crecen de CAl a
CA3, y solamente las células situadas en CA3 y CA4 dan colaterales de Schaffer. (Lorente de
No, 1934; Cajal, S.R. 1911; Rose, M. 1926). Esta division en campos, se ha demostrado que no
solamente es debida a caracteristicas morfologicas, sino que también aspectos funcionales
diferencian a unos campos de otros. Asi las células del campo CA1 son mas sensibles a la
muerte neuronal, debido al alto contenido de receptores NMDA, que permiten la entrada masiva
de calcio en las células piramidales en presencia de glutamato, ya que no tienen proteinas
quelantes del calcio intracitoplasmatico (parvalbumina, calretinina, calbidina). El campo CA3 es

algo menos sensible a la muerte neuronal, y el CA2 es el mas resistente.
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Figura 14.-Esquema del tamafio y forma de las células granulares del GD y de las

células piramidales en CA3 y CAl (Amaral, D.G. y Witter, M.P., 1994).

B).- Estructura del Giro Dentado:
Est4a compuesto por tres capas:

1.- Capa molecular. Contiene sobre todo arborizaciones dendriticas de las
células granulares. Parece en continuidad con la capa molecular de asta de Ammon.

2.- Capa granular: formada por una capa de células pequeiias (14 — 18 micras),
situada entre dos capas de fibras plexiformes. Los axones de las células granulosas
forman las fibras musgosas que se dirigen al estrato lucido de los campos CA3 y CA4
del asta de Ammon (Figura 14).

3.- Capa polimorfa formada por células heterogéneas
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Figura 15.-Subareas de la corteza hipocampica en un corte coronal y

conexiones intrahipocampales (Puelles Lopez, 2008).

1.7.3.1.-Conexiones del hipocampo
1.- Conexiones aferentes:
a- De origen entorrinal
b- De origen septal, que provienen a través de la fimbria
¢ — Otras aferencias: vias sensitivo sensoriales, olfativas, pre-
opticohipotalamicas. Por su latencia no alcanzan directamente el hipocampo, sino que lo
hacen a través del area entorrinal.
2.- Conexiones eferentes, a través de la fimbria:
a — Contingente pre-conmisural: Proyecta fundamentalmente sobre el

hipotalamo y sobre el septum.
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b — Contingente post-conmisural: Es mas complejo y proyecta sobre los
tubérculos mamilares, talamo y formacion reticular mesencefalica.
3.- Conexiones intrahipocampicas (Figura 15):
a — Cortas:
Constituidas por abundantes fibras asociativas muy cortas dificiles de
sistematizar.
b — Largas
La via perforante se origina en la capa II del cortex entorrinal que envia sus axones a la
sustancia blanca subyacente. Desde alli las fibras atraviesan hacia la capa molecular de las
formaciones subiculares, y ya superficiales proyectan sobre la capa molecular del giro dentado,
sobre la capa molecular de CA3, de CA2, de CA1 y del subiculo.
Las fibras musgosas, constituidas por los axones de los granos, conectan con las
dendritas apicales de las piramides de CA3
Colaterales de Schaffer , que son las colaterales de los axones de las células piramidales,
dan colaterales sobre las interneuronas locales y a las dendritas basales de las piramides
cercanas. También los axones de las células piramidales de CA3 envian colaterales a las
dendritas de las piramides de CA1 (colaterales de Schaffer). Los axones de las

célulaspiramidales de CA1 envian colaterales al subiculo y al cortex entorrinal.

4.- Conexiones conmisurales:

Los axones de las células piramidales del asta de Ammon forman el Psalterium o Lira

de David, que permite la conexion entre ambos hipocampos.
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1.1 JUSTIFICACION

Aunque la aplicacion de las radiaciones no ionizantes y su interaccion con los seres
vivos ocurre desde hace afios, no es hasta el desarrollo tecnologico de los tultimos tiempos
cuando se remarca la importancia del estudio de las radiaciones no ionizantes, y en concreto de
su interaccion con los seres vivos. Hasta el momento los efectos bioldgicos de este tipo de
radiacion se han relacionado con el aumento de temperatura de los tejidos. Sin embargo, se
observo la existencia de ciertos efectos que no eran explicados por la hipertermia. Esta hipotesis
abrio un nuevo camino en el estudio de las radiaciones no ionizantes. Su comprension es
importante dado que cada vez el tiempo y la frecuencia de las exposiciones a radiaciéon no

ionizante se incrementa, pudiendo llegar a constituir un riesgo potencial para la salud.

En el ambito de la medicina, la aplicacion terapéutica de radiacion no ionizante de tipo
microonda es un tratamiento que se realiza de forma rutinaria en los servicios de Rehabilitacion
y Medicina fisica. Aunque se han realizado diversos estudios observacionales en sujetos
expuestos a radiaciéon microonda de tipo terapéutico, existen escasos estudios experimentales
realizados con radiacion microonda a la frecuencia utilizada en esta Tesis Doctoral. Por todo
ello, consideramos necesario profundizar en los mecanismos bioldgicos que derivan de dicha

interaccion y determinar la posible repercusion clinica que éste pueda tener.

En esta Tesis Doctoral realizamos un estudio experimental en animales de laboratorio
expuestos a radiacién microonda a una frecuencia de aplicacion estandar en terapéutica médica
aplicada en Rehabilitacion (2,45 GHz). El estudio se lleva a cabo en tejido nervioso dada su
mayor sensibilidad a la exposicion a radiacion y ello nos permite ademas profundizar en el
estudio del comportamiento de las diversas areas encefalicas y en los mecanismos de estrés

celular.

73



Justificacion y Objetivos

11.2 OBJETIVOS

Los objetivos que nos propusimos en esta Tesis son los siguientes:

1.-Estudiar los efectos biologicos de la aplicacion de radiacion microonda utilizando un
sistema de radiacion que nos permita controlar de forma precisa la exposicion de animales
de experimentacion a frecuencias de 2,45 GHz utilizada en terapia fisica.

Hasta el momento no existe una clara determinacion sobre los efectos bioldgicos de la
interaccion de la radiacion no ionizante con los tejidos bioldgicos. Los estudios experimentales,
aunque abundantes, son muy heterogéneos en cuanto a sus pardmetros (frecuencia, tiempo de
exposicion, intensidades, etc) y ello dificulta comparar estudios experimentales y obtener
conclusiones. Nuestra tesis se dirige a detectar efectos a nivel encefalico tras la exposicion a

esta frecuencia y potencias de microondas usadas en diatermia.

2.-Valorar el efecto de la radiacién aguda en el tejido cerebral teniendo en cuenta distintos
parametros electromagnéticos como la intensidad o el tiempo de exposicion.

Se han escogido tiempos de exposicion entre 15 y 30 minutos que se utilizan
habitualmente en terapéutica. Se han estudiado ademas a nivel neurologico los cambios
acaecidos a distintos niveles de evolucion temporal postradiacion entre 90m y 24 horas para

determinar el grado de recuperacion o los cambios acaecidos en estos periodos.

3.-Profundizar en los mecanismos de respuesta al estrés cerebral teniendo en cuenta los
efectos localizados en distintas regiones o areas anatémicas.

Los estudios de los efectos de la radiacion no ionizante en la anatomia del cerebro son
muy escasos y la mayoria de las veces no hacen diferenciaciones en la topografia o tipologia
celular. Al estudiar algunas de las areas encefalicas que se muestran mas sensibles a la
exposicion de la radiacion de la microonda podemos valorar el grado de implicacion regional y

celular que se relacionan con mecanismos de regulacion al estrés.
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4.- La determinacion de posibles marcadores bioldgicos de dafio celular, tras la exposicion
aguda a la radiacién no ionizante.

La utilizacion de las proteinas del choque térmico como marcadores biologicos de dafio
celular es muy utilizada en procesos patoldgicos o de toxicologia. En nuestra tesis se utiliza
como biomarcador la expresion de una proteina constitucional, HSP90, en el tejido cerebral que

determinara distintos niveles de estrés o dafio celular como un parametro biolégico.

El grado de activacion neuronal por la expresion de c-fos en areas anatomicas como el
nucleo paraventricular es un indice importante de la respuesta a estimulos estresantes como la

microonda.

5.-Estudiar los efectos a nivel del sistema nervioso central de la aplicacion repetitiva de
radiacion microonda.

Dado que la exposicion a la radiacion de la microonda no es un proceso aislado sino que
ocurre de forma repetitiva, tradicionalmente se considera que su efecto es no acumulativo y que
recientemente ciertos estudios contrastan estas hipotesis, hemos querido estudiar los efectos
bioldgicos que pueden derivar de la exposicion repetitiva a dicha radiacion mediante la
expresion del gen c-fos, marcador de activacion neuronal, en areas anatdmicas sensibles (en este

caso el nucleo paraventricular del hipotalamo).

6.- El calculo de la Tasa de energia absorbida (SAR) a la que se exponen los animales.

La determinacion de los valores de SAR térmico/no térmico es imprescindible para la
interpretacion y la valoracion de los efectos biologicos, ya que nos da un indice biologico de la
interaccion de la radiacion no ionizante con el tejido estudiado, lo que nos permite la
cuantificacion de la energia absorbida en W/Kg.

La determinacion de este indice se llevo a cabo con dos métodos diferentes:

a) Una combinacion de metodologia experimental con céalculo FDTD.
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b) La medicion de temperaturas rectales con sonda termométrica, que al mismo
tiempo nos permitira cuantificar niveles de estrés.
Esta informacion nos cuantificara el grado de estimulo que estamos aplicando a los

animales de experimentacion
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111.1 ANIMALES

En la elaboracion de esta tesis se emplearon un total de 148 ratas adultas hembras

Sprague —Dawley de un peso aproximado 240 gr.

Todo el experimento con los animales se llevo a cabo de acuerdo a la normativa de la
Comunidad Econémica Europea de noviembre de 1986 (86/609/EEC) publicado en
“Principales cuidados de los animales de laboratorio” (Publicacion NIH No. 85-23, revisada en
1985) asi como las leyes nacionales espafiolas (Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado
de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio). Los permisos los

obtuvimos del comité local de nuestra universidad (USC)

Los animales (4-5 por caja) se mantienen en condiciones ambientales (a temperatura
21+1°, permaneciendo 12 hs en ciclos de luz). A la alimentacion y el agua los animales acceden

libremente en cada caja.

111.2. DISENO EXPERIMENTAL

- EXPERIMENTO 1: Estudio de la expresion de HSP90a/J en el cerebro de ratas

expuestas a radiacion microonda a 2,45 GHz.

El objetivo de éste estudio es determinar la variabilidad de la respuesta de la proteina
HSP-90 como marcador biolégico en el cerebro asi como las diferencias de vulnerabilidad
regional del efecto citoprotector de la chaperona ante la exposicion de la radiacion no-ionizante.
Este estudio se realizo teniendo en cuenta la tasa de absorcidon especifica (SAR) en el tejido

nervioso mediante el calculo FDTD.
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Se utilizaron un total de 72 ratas hembra Sprague-Dawley repartidos por tratamientos en

los siguientes grupos (Esquema 1; Tabla 8):

Grupo 1: Ratas expuestas a la radiacion de microondas durante 30minutos (colocadas en un
cepo de metacrilato) y perfundidas con fijador 90 minutos después de la radiacion. Estos
animales se subdividieron en 4 subgrupos, expuestos a diferentes niveles de radiacion 0, 1,5, 3 y

12 W (el primer grupo no fue irradiado y es el grupo control).

Grupo 2: Ratas expuestas a la radiacion de microondas también fueron subdivididas en 4
subgrupos, que fueron expuestas a diferentes niveles de radiaciéon de microondas: 0, 1,5, 3,y
12W de potencia (el primer grupo no irradiado, es el grupo control) durante 30 minutos. Las
ratas se mantuvieron vivas 24 hs después de la radiacion y posteriormente fueron sacrificadas y

perfundidas con fijador.

Esquema 1. Representacion esquematica del proceso experimental 1.

80



Material y Métodos

Grupos POTENCIA / TIEMPO POSTRADIACION
Experimentales

Grupo 1 0W/90 m 1,5W/90 m 3W/90 m 12 W/90 m
Grupo 2 0W/24 hs 1,5W/24 hs 3W/24 hs 12 W/24 hs

Tabla 8.-Distribucion de los grupos en relacién a la radiacion y al tiempo de exposicién.

- EXPERIMENTO 2: Efecto de la radiofrecuencia a 2,45GHz en la expresion de c-

Fos en el nucleo Paraventricular del Hipotdilamo de la rata.

El objetivo de éste experimento es estudiar la respuesta de distintas poblaciones del
nucleo paraventricular del hipotalamo anterior al aplicar un estimulo fisico, la radiofrecuencia
de 2.45 GHz en una camara GETM en la cabeza y cuerpo de ratas utilizando distintos niveles de
potencia. El grado de activacion neuronal, determinado por la expresion de la proteina del gen
c-fos, nos ha dado informacion de la sensibilidad al efecto de la radiacidon no-ionizante. Se ha
realizado también el calculo de la tasa de absorcion especifica (SAR) y la determinacion de los

niveles de estrés alcanzados por el animal mediante la medicion de las temperaturas rectales.

Grupo 1: Ratas expuestas a la radiacion de microondas durante 30minutos (colocadas en un

cepo de metacrilato) y perfundidas 90 minutos después de la radiacion.

Grupo 2: Ratas expuestas a la radiacion de microondas durante 30 minutos y perfundidas 24 hs

después de la radiacion.

Los grupos 1 y 2 se subdividieron en 2 grupos de animales que fueron expuestos a potencias
crecientes de 3 y 12 W. Parte de estos animales se utilizaron para la medicion de temperaturas
rectales para realizar el calculo de SAR y de niveles de estrés después de la radiacion (Esquema

2)
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Grupo 3: Ratas expuestas a la radiacion de microondas durante 15 minutos y perfundidas 90

minutos después de la radiacion.

Grupo 4: Ratas expuestas a la radiacion microonda durante 15 minutos y perfundidas 24 horas

después de la radiacion.

Los grupos 3 y 4 se subdividieron en 2 grupos de animales que fueron expuestos a potencias
crecientes de 3 y 12 w. Parte de estos animales se utilizaron para la medicion de temperaturas
rectales para realizar el calculo de SAR y de niveles de estrés después de la radiacion (Esquema

2)

Grupo 5: Ratas expuestas de forma repetida a radiacion microonda a potencia de 3w durante 30

minutos (10 dias), y perfundidas 24 h después (Esquema 3).

Grupo 6: Animales control, no se les someti6 a ningun tipo de radiacion con microondas pero
permanecieron en el cepo el mismo tiempo que los animales a los que se expuso a la radiacion
en la camara, repetidas veces, como el grupo 5. Posteriormente los animales fueron perfundidos

a los mismos tiempos que los animales expuestos.
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|
30m 90m 24h
(Ow, 3w, 12w)

]
15m

Esquema 2.- Representacion esquematica del proceso experimental 2,

grupos de exposiciones agudas a microonda.
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Xposicion a MO

Potencia 3w

Esquema 3.- Representacion esquematica de la fase de exposiciones

repetidas a microonda (MO) del proceso experimental 2.
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111.3. RADIACION CON MICROONDAS EN CAVIDAD EXPERIMENTAL

(GTEM). CALCULO DEL SAR

1I1.3.1. Descripcion del sistema experimental de radiacion

Una vez introducidos los animales en un cepo de metacrilato de tamafio, 23 x 6 cm en
su parte mas ancha y adicionalmente 6 x1,8 en la parte mas estrecha destinada al hocico (para
evitar la reflexion de las microondas de la antena receptora), se procedio a la radiacion de los
animales. El sistema experimental, donde se radiaron los animales, consta de los siguientes

elementos:

Figura 16: Esquema (no a escala) del sistema utilizado. GTEM: Camara GTEM Schaffner 250;
GSV: Generador Vectorial de Sefiales Agilent E4438C (250 KHz-4GHz); AMP: Amplificador
Aethercomm 0.8-3.2-10; AD: Acoplador Direccional NARDA 3282B-30 (800-4000 MHz); AE:
Analizador de Espectro Agilent E4407B (9KHz-26,5GHz); MP: Medidor de Potencia Agilent
E4418B; CR: Cépsula Contenedora de la Rata Bajo Prueba.
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Elementos que constituyen el sistema de radiacion:

1- Cémara GTEM Schaffner 250
2- Generador Vectorial de Sefiales
3- Amplificador

4- Acoplador Direccional

5- Analizador de espectro

6- Medidor de Potencia

7- Capsula contenedora dela rata

La cavidad metalica de radiacion de dimensiones 6,95x3,58
x2,55¢m/1,00x1,30cm/1,10x1,10x1,10cm/0,85x0,85x0,45¢c. La sefial del Generador de
Sefiales Vectorial (GSV) alimenta al amplificador AMP con una sefial sinusoidal pura de
4550 MHz regulada a la potencia requerida durante la irradiacion. La salida procedente del
AMP se conecta al Acoplador Direccional (AD) para pasar directamente a la Camara de
Radiacion GTEM en donde se encuentra la rata R irradiada, convenientemente posicionada
en la zona de maxima uniformidad de campo (catalogo de Schaffner) e inmovilizada
mediante un cepo de metacrilato (CR). El AD permite medir los valores de potencia
incidente Py y reflejada Prgr, monitorizando el valor de la primera, mediante el Analizador

de Espectros (AE) y obteniendo el valor de la segunda con el Medidor de Potencia (MP).

Se observa que e campo incide sobre R en la direccion k con los vectores E y H
posicionados perpendicular y paralelamente al eje principal de R, respectivamente.
Consecuentemente, a la zona izquierda de R recibe la maxima amplitud de campo,
produciendo apantallamiento en la zona derecha. Puesto que el campo no es completamente
uniforme en dicha region, su modulo se estima por el valor medio incidente sobre R,

calculado mediante la expresion:

siendo h la altura de la boéveda (septum) en la zona de exposicion (posicion de la CR), (ver Fig.

1); P la potencia de entrada en la GTEM (potencia incidente); Zy=50 [€2] la impedancia de
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entrada de la GTEM, y {'un coeficiente que depende del Rizado del campo dentro de la zona de
posicionamiento de CR', considerado igual a 2 [catdlogo de Schaffner]. El valor de E obtenido
durante la experimentacion de acuerdo a la Py utilizada se presenta en la seccion

correspondiente a los resultados.

111.3.2. Descripcion de las simulaciones y calculo del SAR mediante el SEMCAD
Los valores de SAR se han estimado con la ayuda del SEMCAD X (Schmid and Partner
Engineering, A.G., 2005), un software de simulacion basado en el método FDTD, segtin se ha
comentado anteriormente. Para ello, se utiliz6 un modelo numérico de rata Sprague-Dawley de
198,3 gramos (modelo R8, Schmidt, 2005), ensamblada en cortes de 1, 15 mm (obtenidos con
imagenes de resonancia magnética) y compuesta por 60 tejidos diferentes. El modelo numérico
fue radiado con una onda plana incidiendo sobre la zona izquierda del animal, siendo el campo
magnético H paralelo a su eje principal (ver Fig.16). El valor de campo E fue especificado por
la ecuacion (1). Las simulaciones ejecutadas en un PC de escritorio con procesador Intel Core 2

Quad a 2,40 GHz y 4 GB de RAM) se realizaron a 2,45 GHz.

Las estimaciones del SAR fueron obtenidas mediante un factor de correccion aplicado a los
valores obtenidos con las simulaciones numéricas, en proporcion al peso de la rata numérica
respecto de los pesos de los animales utilizados durante la experimentacion, es decir:

SAR, = SAR; xW, /W _ (1)
donde SARE es la estimacion del SAR experimental, SARs es el valor de SAR obtenido durante
la simulacion, Ws=198.,3 [g] es el peso del modelo numérico, y We [g] es el peso del animal

bajo experimentacion.

1 .z .z ~ . . . ~
Este factor también depende de la modulacion de la sefial, aunque en el presente caso esto no tiene influencia, puesto que la sefial

es sinusoidal pura.
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I11.4. ESTUDIO DE LA DETERMINACION TERMICA EXPERIMENTAL
DURANTE LA RADIACION PARA EL CALCULO DEL SAR Y LA

DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ESTRES.

I11. 4.1 Estimacion del valor del SAR mediante medidas de temperatura rectal.

Se procedi6é a obtener medidas tanto de temperatura rectal de los animales antes e
inmediatamente después de cada exposicion a la radiacion y para cada animal, utilizando el
termometro digital Temp JKT (Eutech instruments), como de temperatura ambiente dentro de la
camara GTEM con un termoémetro convencional de mercurio. Al encontrarse poca variacion en
estas ultimas, se consider6 que no influirian en la temperatura de los animales. Los niveles de

SAR en el cuerpo fueron estimados a través de la expresion:

SAR,; =

P, _Q/At _ (C,mAT)/At _CAT 0
m

_A
m m At

siendo P, [W] la potencia absorbida por la rata de masa m [kg], Q [J] la cantidad de calor
absorbida por ésta, C.=3470 [J/kg°C] (Refinetti, R., 2003) el calor especifico del cuerpo, (1T la
diferencia de temperatura obtenida antes y después de la exposicion hecha en el intervalo de

tiempo [t.

111.4.2 Estimacion de los niveles de stress mediante medidas de temperatura rectal.

En los animales del experimento 2 se realizaron medidas de la temperatura rectal para
poder evaluar como afecta la radiacion a los ajustes que realiza el hipotdlamo en los
mecanismos de termorregulacion al recibir estos estimulos que pueden ser desencadenantes de
estrés. Las mediciones de temperatura se llevaron a cabo con una sonda termométrica Eutech
instruments. Se realizaron las siguientes mediciones: antes de introducir al animal en la camara
de radiacion, inmediatamente después de realizar la exposicion y posteriormente a los 30m,
60m, 90m y 24 horas (momento en que se sacrificaron los animales). El seguimiento de las

temperaturas rectales de los animales correspondientes a cada uno de los grupos expuestos o no
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expuestos a la radiacidén nos permitié determinar la evolucion temporal de los niveles de stress

asi como las diferencias del comportamiento entre los animales

111.5. TECNICA GENERAL DE DETECCION DE PROTEINAS

1I1.5.1. Extraccion de tejido.

Se dejaron después de la radiacion los tiempos de supervivencia indicados en cada caso
en el disefio del experimento, noventa minutos o bien veinticuatro horas después de la
exposicion. Una vez transcurrido este tiempo se procedioé a la extraccion del tejido de
cerebro tras anestesiar al animal profundamente con éter etilico y proceder al sacrificio de

éste posteriormente.

Se extrajo tejido de distintas areas del cerebro para su valoracioén y cuantificacion por
Western Blot (WB). Para ello se separaron distintas regiones del cerebro del animal tras
su correcta visualizacion bajo una lupa Nikon Eclipse CFI60, fueron las siguientes

regiones: Region Somatosensorial, Corteza Limbica, Hipocampo e Hipotalamo.

I11.5.2. ELISA

Una vez que se ha extraido el tejido conservado a -30° C se realiza la lisis con una
proteasa ¢ homogeneizado de la misma. Posteriormente se medira la concentracion de
proteina en cada muestra y se realizara la dilucién de las mismas con tampon de contacto

hasta igualar en las diluciones la concentracion de la proteina.

Las distintas muestras a estudiar se colocan en placas de plastico que se meteran en una
camara humeda durante toda la noche. Al dia siguiente se realiza la incubacion de las
muestras con un suero monoclonal de raton para HSP-90 (IgG,,) (Santa Cruz
Biotechnology) durante una hora a una concentracion 1/200. Posteriormente se procede a la

incubacion durante 1 hora con un antisuero de cabra contra raton IgG marcado (Santa Cruz
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Biotechnology) con HRP a concentracion de 1/2000. Finalmente se procedera al revelado

con DAB.

111.5.3. Western Blot (WB)

Primeramente se separa la macromolécula de la proteina HSP-90 mediante
electroforesis en una matriz o gel. Una vez separada por su peso molecular utilizando Ia
membrana previamente tefiida con un marcador de peso molecular de 90K se transfiere a
una segunda matriz de PVDF. Posteriormente se realiza el bloqueo con leche a los sitios
inespecificos de unidon en la membrana para evitar marcaje inespecifico. Se procedera al
lavado con tampon de bloqueo diluido y triton (al 0,05%). Se procedid posteriormente a la
incubacion con un antisuero primario de raton HSP-90 (Santa Cruz Biotechnology) a
dilucion de 1/100 durante 1 hora y después el mismo tiempo con un antisuero de cabra
contra conejo a dilucion de 1/1000 marcado con el enzima HRP. (Santa Cruz
Biotechnology) Finalmente se procedera al revelado con el substrato DAB dando un

marcaje de color marrén (DAKO).

111.6. TECNICAS GENERALES DE INMUNOHISTOQUIMICA

111.6.1. Perfusion y procesamiento de tejido

Después de exponer a los animales en la camara los 30m de radiacion y de esperar para
su sacrificio segun el grupo a estudiar, se procedio a su traslado al laboratorio de perfusion.
Una vez que los animales estuvieron anestesiados profundamente con pentotal (mirar dosis)
se perfunden transcardialmente via aorta ascendente, primero con salino al 0,9% durante
30 segundos para lavar los vasos y después con paraformaldehido frio al 4% en tampon
fosfato 0,1IM de pH 7,4. Se extraen los cerebros y subsiguientemente se lavan y
crioprotegen con tampon fosfato que contienen un 20% de sacarosa durante toda la noche y

finalmente se cortan en secciones de 40 micras en un micrétomo de congelacion
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1I1.6.2. Técnicas de tincion de Azul de Toluidina

Los cortes de tejido seriados y montados en portaobjetos se proceden a deshidratar
mediante lavados durante 3 minutos en alcoholes de gradacion descendente, terminando en
agua destilada. Posteriormente se introduce el tejido en cubetas de vidrio que contienen el
colorante violeta de azul de toluidina. Se mantiene el tejido en contacto con el colorante
entre 2 y 5 minutos. Una vez finalizado el periodo de exposicion al colorante se procede a la
fase de aclarado y deshidratacion. Para el aclarado lavamos en solucion tampon de acetato
(pH 4,2) durante unos segundos. Inmediatamente después procedemos al proceso de
deshidratacion. Para ello bafiaremos las muestras en sucesivas cubetas con soluciones de
alcoholes de gradaciones ascendentes. Por tltimo, realizamos un aclarado en xilol durante

un breve periodo de tiempo y posteriormente procedemos a cubrir con el portaobjetos.

111.6.3 Inmunohistoquimica
111.6.3.1. Anticuerpos primarios y secundarios
Los antisueros primarios utilizados en las técnicas de deteccion

inmunohistoquimica en ésta tesis se resumen en la siguiente tabla:

TIPO DE ANTICUERPO FUENTE Anticuerpo
Primario secundario
HSP-90 alfa/beta Monoclonal anti-raton en | Secundario de caballo

610-723 HSp-90 humano

Hsp-90 Policlonal anti- conejo Secundario de cabra

C-FOS Policlonal anti- conejo Secundario de cabra
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111.6.3.2. Técnicas generales de inmuhistoquimica simple

Inicialmente se someten a las secciones a un periodo de preincubacion de una
hora en suero normal de la misma especie del animal de la que obtuvo el secundario (de
caballo) diluido al 10% en 0.02 M de KPBS tampén fosfato potasico salino con 0,25 o
0,30% de triton X-100. Las secciones se incubaron toda la noche (minimo 16 hs) con el
anticuerpo primario (suero policlonal anti-conejo de proteina humana HSP-90) diluido
en KPBS con 1% de suero normal y 0,25% y 0,30% de triton X-100 a una
concentracion de 1/500. Al dia siguiente las secciones se lavaron varias veces para
eliminar el antisuero no diluido y se incubaron durante 90m a temperatura ambiente con
el consiguiente antisuero secundario biotilinado a una concentracion de 1:200. Las
secciones marcadas con biotina se lavaron y se incubaron posteriormente otros 30m con
un complejo avidina-biotina-peroxidasa (DAKO), diluido a 1:100 en KPBS conteniendo
0,25% de triton. Finalmente se realizo el revelado ¢ un 0,04% de peroxido de hidrogeno

y 0,5% 3-3"diamino bencidina (DAKO)

I11.7. CUANTIFICACION Y ESTADISTICA

EN EL EXPERIMENTO I: Los resultados obtenidos en el ensayo ELISA han sido analizados

mediante un analisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido por el test de Tukey-Kramer

para multiples comparaciones.

El nimero de células HSP-90 positivas o de nucleos de c-Fos son contadas por
investigadores que no conocen las condiciones de la exposicion. En cada rata, de los distintos
grupos se hacen recuentos de 3 o cuatro secciones de cada area localizadas en las siguientes
regiones anatdmicas. En el caso de las neuronas HSP-90 positivas las regiones estudiadas

fueron: a) En la region cortical: corteza somatosensorial o corteza Parietal y corteza Limbica o
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corteza Entorrinal b) En estructuras del hipocampo: Giro Dentado (DG) y CA, y c) nucleos
hipotalamicos: Paraventricular (Par), Arcuato (Arc) y nucleo hipotalamico lateral (LH) Las
secciones del cerebro se midieron en los siguientes niveles interaurales: 9.2 mm para la corteza
parietal; 6.88mm para los nucleos hipotalamicos (Par,Ar,LH), 5.7 mm para las areas
hipocampales (GD and CAl) and 4.2 mm para la corteza entorrinal (Paxinos G and Watson

CH,1998)

En cada area las células HSP-90 se contaron en campos de 0.32 x 0.24 mm de
aumento 20% en un microscopio a Nikon Eclipse E200 microscopio conectado a un ordenador

con softward morfométrico (from Kappa, Monrovia, CA, USA).

Los contajes por campo en cada una de las areas son expresadas como medias para
animales individuales o experimentos + Error estandar de la media por grupo. Las diferencias
significativas entre los grupos de los recuentos para células positivas para HSP-90 son
llevados a cabo por un ANOVA de dos vias considerando por separado cada una de las areas
teniendo en cuenta el factor potencia de radiacion (0, 1,5, 3,12 w) x tiempo postradiacion (90m

0 24hs).

EN EL EXPERIMENTO II: Se llevo a cabo el recuento de los nicleos de la expresion de la

proteina c-Fos en el nucleo paraventricular (Pa) del hipotalamo. En dicho nucleo se realizaron
recuentos en las regiones a) Magnocelular (PaLM) y b) Parvocelular (PaMP) ¢) Ventricular

(PaV).

En cada area las neuronas positivas para c-Fos se hicieron recuentos de aumento 40x
en un microscopio a Nikon Eclipse E200 microscopio conectado a un ordenador con softward

morfométrico.

Los contajes por campo en cada una de las areas son expresados como medias para

animales individuales o experimentos = Error estandar de la media por grupo. En éste
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experimento las diferencias significativas entre los grupos de los recuentos para células
positivas para c-Fos se estudiaron mediante 2 ANOVAS distintos: a)En exposiciones unicas,
un ANOVA de dos vias considerando por separado cada una de las areas: teniendo en cuenta 2
factores, el factor potencia de radiacion (0, 3,12 w) x tiempo de exposicion (15 6 30 minutos) b)
En exposiciones repetidas, un ANOVA de dos vias considerando por separado cada una de las

areas , el factor radiacion (radiado o no radiado) x nimero de exposiciones (inica o repetida).

Una vez realizado los test ANOVA de dos vias en ambos experimentos, las
comparaciones post hoc se realizaron usando el test de Bonferroni. Se consideran diferencias

estadisticamente significativas cuando p< 0.05.
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V.1 EXPERIMENTO I:

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE HSP90a/f EN EL CEREBRO DE RATAS

EXPUESTAS A RADIACION MICROONDA A 2,45 GHZ.
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IV.1.2 INTRODUCCION

En la ultima década se ha incrementado considerablemente el empleo en la
industria y en la medicina de campos electromagnéticos a 2.45 GHz, con las nuevas
tecnologias de los teléfonos inalambricos Bluetooth (Otto M., y col.,, 2007) o en
tratamientos rehabilitadores en diversos tipos de patologias o dolor (Radzievsky, A.A.
y cols., 2008). Como consecuencia han aumentado los estudios de contaminacién
electromagnética a esta frecuencia y se han descrito efectos biologicos tanto de
naturaleza térmica (Wang J.y cols., 2006; Tian F., y cols., 2002) como no térmica

(Paulraj, R. y cols., 2006; Lee, S. y cols., 2005; Busljeta L., y cols., 2004).

Las proteinas de choque térmico (HSP) son chaperonas utilizadas
frecuentemente en estudios toxicologicos como biomarcadores de dafio celular (Didelot
C.y cols., 2006). La exposicion de campos electromagnéticos ha reportado numerosas
modificaciones en la expresion de proteinas de choque térmico en estudios in vivo
(Hsp) (De Pomerai, B. y cols., 2003; Harvey, C. y col., 1999) o in vitro en lineas
celulares (Wang, J. y cols., 2006; Caraglia, M. y cols., 2005). La HSP-90 es la variedad
mas frecuente de las proteinas del choque térmico (Sreedhae, A.S. y cols., 2004) siendo
mas elevada en tejidos neurales que no neurales (Loones, M.T. y cols., 2000) y se
distribuye en neuronas del sistema limbico, neocortex, estriado o tdlamo (Gass, P. y
cols., 1994; D"Souza, S.M. y Brown;I.A., 1998). Esta proteina actua en la regulacion de
la actividad de otras proteinas como los receptores de hormonas esteroideas (Scheibel,
T. y Buchner, J., 1998), la protein kinasa (Pratt, W.B.; 1997), la calmodulina (Someren
J.S. y cols., 1999), la actina (Miyata, Y.y Yahara,Y., 1991), y la tubulina (Garnier, C. y
cols., 1998). Estimulos como la isquemia o los corticoides provocan un aumento de
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HSP-90 en CA1, CA3 asi como en el Giro Dentado y en el nicleo paraventricular del
hipotalamo de los roedores (Patchev, V.K. y cols., 1994; Kawagoe, J. y cols., 1993).
Otros estimulos de estrés como la fiebre, convulsiones (Callahan, M.K. y cols., 2008;
Wong, M.L.y cols., 1992), drogas (anfetamina o LSD) (Adori, C. y cols., 2006) lesiones
traumaticas o enfermedades neurodegenerativas (Batulan, Z.y cols., 2006) provocan
modificaciones en los niveles basales de HSP-90. El incremento de HSP-90 en
subpoblaciones neuronales (Uryu, K. y cols.,, 2006) o/ y la activaciébn en nuevas
poblaciones no neuronales gliales y microgliales (DelloRusso, C. y cols., 2006) indica
la participacion de mecanismos neuroprotectores mediados por esta proteina (Liu, D.H.
y cols., 2007; Ohtsuka, K. y Suzuki; T., 2000) en el stress oxidativo (Jeon, G.S. y cols;

2004) o actividad anti-apoptotica (Chiral, M. y cols., 2004).

La gran diversidad de resultados que muestra la bibliografia en relacion a los
valores de las proteinas de estrés térmico tras la exposicion a campos electromagnéticos
sin aparentes modificaciones en unos casos (Huang, T.Q. y cols., 2008; Chauhan, V. y
cols., 2006) o contrariamente, en nuestra propia experiencia (Jorge-Mora, M.T y cols.,
2006; Misa-Agustifio, M.J. y cols., 2006) y la de otros autores (Sanchez, S.,y cols. 2008;
Lixa, S. y cols., 2006; Caraglia M. y cols., 2005) donde se han encontrado importantes
cambios en diversas poblaciones celulares de las HSPs in vivo o in vitro ha determinado
el presente estudio. Hemos centrado este estudio experimental en el cerebro de animales
sometidos a la exposicion de campos electromagnéticos in vivo, donde la actividad
metabolica es mas importante que en otros tejidos y el efecto de la radiacion puede ser
mayor (Li, M., y cols., 2008). Para ello hemos estudiado la respuesta cuantitativa y
cualitativa de la expresion de la proteina HSP-90 en distintas regiones anatomicas del

cerebro de los roedores después de la radiacion aguda continua y controlada en una
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camara experimental GTEM de ratas Sprague-Dawley in vivo con frecuencias de 2450
MHz y niveles crecientes de exposicion de SAR. El objetivo de este estudio es
determinar la variabilidad de la respuesta de la proteina HSP-90 como marcador
biologico en el cerebro asi como las diferencias de vulnerabilidad regional del efecto

citoprotector de la chaperona ante la exposicion de la radiacion no-ionizante.

IV.1.3. RESULTADOS DE SAR

En la tabla 9 aparecen los valores medios obtenidos del calculo del SAR en los animales
con la frecuencia de 2.45 GHz y empleando distintas potencias crecientes de radiacion en la

camara Shafther GTEM.

MEDICION EXPERIMENTAL DE LA RADIACION

GRUPO A GRUPO B GRUPO C
P=1,5W E=2848 V/IM P=3W E=40.28V/M P=12W E=80.56V/M

Media de SAR Media de SAR en g/[:g‘a o iel Media de SAR Media de SAR Media de SAR en
en el cerebro el cuerpo cerebro en el cuerpo  len el cerebro | el cuerpo
0,033 0.019 0.071 0.041 0,26 0,15

Tabla 9. Muestra los datos del SAR en el cerebro y en el cuerpo de los animales

calculados a partir de la potencia (P) y el campo eléctrico (E).

IV.1.4 NIVELES DE HSP-90 DETERMINADOS MEDIANTE ELISA

- GRUPOQO 1: Noventa minutos después de la radiacion, la determinacion de la absorbancia de la

proteina HSP-90 a nivel de la corteza somato-sensorial en animales radiados con potencias de
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1,5 y 3W no mostré cambios estadisticamente significativos en relacion a los animales no
expuestas a radiacion alguna. Los valores de proteina en ratas radiadas con potencias maximas
(12 W) mostraron diferencias significativas importantes respecto al grupo no radiado (p < 0.05)

(Figura 17A).

A nivel de la corteza limbica tan solo los valores de SAR térmico (12W) determinaron un
incremento en los valores de la proteina con diferencias significativas importantes respecto a los
animales control (p < 0.01); en el resto de niveles de radiacion (1,5 y 3W) no aparecen cambios

estadisticamente significativos (Figura 17B).

En el hipocampo los niveles de de HSP-90 no mostraron en ningun caso diferencias

significativas respecto a los animales no radiados (Figura 17C).

A nivel del hipotdlamo, noventa minutos después de la radiacion experimental, se observo una
elevacion en los valores alcanzados por la proteina a 1,5 y 3W, que determinaron diferencias
significativas importantes respecto a los animales control (p < 0.05). Las diferencias
significativas alcanzaron su nivel maximo cuando los niveles de exposicion se elevan a 12 W de

potencia (p < 0.01) (Figura 17D)

-GRUPO 2: Los animales perfundidos veinticuatro horas después de la radiacion mostraron en
la corteza somatosensorial diferencias significativas en la cuantificacion de HSP-90 en los
subgrupos de animales expuestos a potencias de 3 y 12 W con respecto a los animales no

radiados OW (p < 0.05) (Figura 17A).

En la corteza limbica descienden los niveles de la proteina 24 horas después de la radiacion de

forma muy significativa para todos los niveles de exposicion (p < 0.01) (Figura 17B).
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Veinticuatro horas después de la radiacion se observa un descenso en los valores de HSP-90 en
el Hipocampo respecto a los animales no radiados tanto a exposiciones de 3 como 12 W (p <

0.05) (Figura 1C).

Las diferencias estadisticamente significativas observadas en el Hipotdlamo inicialmente
respecto a los animales no radiados se mantienen 24 horas después de la radiacion so6lo para 12

W (p < 0.05), (Figura 1D)
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C) Hipocampo
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Figura 17.- Los histogramas A y B muestran la densidad de la proteina HSP-90 detectada por
ELISA en la corteza cerebral: 4) A nivel de la corteza somatosensorial, (corteza parietal) B) A
nivel de la corteza limbica, (corteza entorinal). Los histogramas C y D muestran la densidad de
proteina detectada por ELISA en las regiones subcorticales: C) A nivel del hipocampo (D) A
nivel del hipotalamo. Expresada como la media+ E.EM. mediante un ANOVA de una via y test

un test a posteriori Tukey- Kramer test para comparaciones multiples.
105



Resultados

IV.1.5. DISTRIBUCION DE HSP-90 EN INMUNOHISTOQUIMICA

La distribucion de la expresion de HSP-90 observada en los recuentos de las
subpoblaciones celulares noventa minutos después de la radiacion mostraron modificaciones en
los animales a los que se les somete a niveles maximos (12W) de SAR respecto a los animales
control que no han sido expuesto a radiacion (OW).En cuanto a los grupos de animales
expuestos al resto de SAR no térmico existe variabilidad. Los animales sometidos a estudio 24
hs después de ser radiados presentaron en todos los casos diferencias significativas respecto al
grupo 2 (p < 0.05) pero una gran variabilidad en los recuentos celulares dependiendo de la
region. La distribucion, recuento y el analisis estadistico de los valores obtenidos de las distintas

poblaciones celulares estudiadas en las diversas areas anatomicas se describe seguidamente.

1)- A nivel de la corteza Somatosensorial (corteza parietal) el factor radiacion establece
diferencias significativas entre los recuentos celulares de HSP-90 llevados a cabo en la capa 5
(constituida por neuronas piramidales) entre las distintas potencias de radiacion (p < 0.0 5)
excepto entre las potencias de 1,5 y 3W (p= 0.443). Sin embargo el tiempo post-radiacion
constituye un factor de influencia positiva para establecer diferencias estadisticas entre los

grupos (p < 0.05) en esta area anatémica.

Excepto en los animales que no han sido sometidos a radiacién (OW) los recuentos celulares que
aparecen para 1,5,3y 12 W alcanzaron incrementos importantes y se establecieron diferencias
significativas si comparamos los grupos de animales radiados 90m y 24hs post-radiacion

(p<0.05).

En esta area de la corteza las diferencias estadisticas en el recuento se establecieron entre todos
los grupos de radiacion tanto 90m como 24hs después de la radiacion excepto para potencias de

3Wvs 1,56 con 12 W (p=0.093 o p=1 y p=0.202 6 p=0.076) (Figura 18 A y B).
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Figura 18 A) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas
HSP-90 positivas en la corteza parietal (neuronas/mm? mediat E.EM) mediante un
ANOVA de dos vias y test a posteriori Bonferroni para comparaciones multiples,

considerando como significativas p < 0.05

107



Resultados

Figura 18B) En la microfotografia se pueden observar el incremento del

inmunomarcaje para la proteina HSP-90 entre las neuronas de la corteza
parietal de los animales sometidos a potencias de 12 W (c y d) respecto a los
animales control (@ y b) ambos perfundidos 90m post-radiacion. Barras de
calibracion: (a, ¢)= 250 um (b, d)=500um
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2).-En la corteza Limbica (Corteza Entorrinal) los niveles celulares de HSP-90 presentaron
diferencias significativas importantes 90minutos después de exponer las ratas en la camara de
radiacion a los niveles mas altos de potencia (12W) si los comparamos con los recuentos de las
otras potencias (p <0.001). No hay diferencias significativas en el recuento celular entre los

animales no radiados y las potencias de 1,5y 3 W.

Veinticuatro horas después de la radiacion los valores celulares de HSP-90
descendieron solo significativamente en potencias de 12 W (p <0.001). En el resto de las
potencias (1.5 y 3W) los niveles celulares no se modificaron respecto a los grupos sacrificados
90minutos después de la radiacion (p=0.93 y p=0.693). Sin embargo los animales control (no
expuestos a radiacion) mostraron una elevacion significativa de células positivas para HSP-90
(p <0.001). Las diferencias estadisticas significativas entre los distintos niveles de exposicion a
la radiacion siguen siendo muy importantes entre la potencia maxima (12W) y el resto de los
grupos (p <0.001 con todos ellos). Ademas se establecen diferencias significativas entre el

grupo control (OW) con 3W (p <0.007) o con 1,5W (p <0.011) (Ver Figuras 19 A y B).
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Figura 19 A) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas
HSP-90 positivas en la corteza Entorinal (neuronas/mm?, mediaz E.EM) mediante un
ANOVA de dos vias y test a posteriori Bonferroni para comparaciones multiples,

considerando como significativas P < 0.05
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Figura 19B).- En la microfotografia se pueden observar el incremento del inmunomarcaje para
la proteina HSP-90 entre la neuronas de la corteza entorinal de los animales sometidos a
potencias de 12 W (b) respecto a los animales control, ambos perfundidos 90m postradiacion
(a).Sin embargo hay una gran disminucion del marcaje 24hs después de la radiacion, entre los
animales control (¢) y los animales expuestos a 12 W (d). Barra de calibracion: 500um.
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3).- En la region del Hipocampo (en las areas del GD y en CAl) considerando por separado el
factor de la radiacion (tanto 90minutos y 24 horas postradiaciéon) mostraron una influencia
importante en potencias maximas respecto a los otros grupos (p <0.001).El tiempo post-
radiacion establece diferencias significativas importantes en todos los grupos de radiacion (p
<0.05).

Noventa minutos después de exponer las ratas en la GTEM los efectos de la radiacion
no establecen diferencias significativas en los recuentos entre los distintos grupos de radiacion
ni en el GD ni en CAL.

Veinticuatro horas después de la radiacion el grupo de 12 W mostr6 un descenso muy
importante en los niveles de recuentos celulares respecto a 90m postradiacion. (p <0.001) tanto
en el GD como en CA1l. Asi mismo a nivel del GD, el grupo de animales radiado con potencia
maxima (12W) mostr6 diferencias significativas con los otros tres grupos (p <0.001) y el de 3W
con 1,5W y el grupo no sometido a radiacion (0W) (p=0.013 y p=0.046, respectivamente. En
CAl, sin embargo no aparecen diferencias significativas entre ninguno de los 4 grupos (ver
Figuras 20 A, 20 By 20 C).
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Figuras 20 A) y B) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de

neuronas HSP-90 positivas en el Hipocampo, A4 Giro dentado y B CA1 (neuronas/mm?,

mediat E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y test a posteriori Bonferroni para

comparaciones multiples, considerando como significativas P < 0.05
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Figura 20 C) En la microfotografia se pueden ver una disminucion importante de
inmunomarcaje para la proteina HSP-90, en el Giro Dentado (DG) y CAl (ay c) entre
animales en animales expuestos a potencias de 12 w, detalle de GD (b) y control (d) 24 hs

después. Barras de calibracion: (a ,c)=200 pm (b, d)= 500um .
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4).- A nivel del Hipotdlamo, los recuentos celulares llevados a cabo en los 3 nucleos
hipotaldmicos (Pa, Arc, LH) indicaron un incremento maximo de los niveles celulares cuando a
los animales se les expuso a la camara experimental a los niveles de SAR maés elevados,
presentando diferencias significativas con los otros 3 grupos de radiacion e incrementandose
cuando pasa de 90m a 24hs post-radiacion (p < 0.001).En exposiciones de 3W hay un
incremento celular entre 90m y 24 hs post-radiacion (p <0.001),estableciéndose diferencias
significativas entre esta potencia y ratas no radiadas, 90m y 24hs post-radiacion en el nucleo
LH (p <0.001) y solo a 90m en el nucleo Arc (p <0.001). Finalmente en exposiciones de 1,5 W
las diferencias significativas aparecen en relacion a los animales no radiados tanto a 90m como

24 hs post-radiacion (p <0.001) en el nucleo LH (ver Figuras 21 Ay B; 22 A, B,y C).
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Figura 21 A) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas HSP-90
positivas en el Nucleo Paraventricular (Pa) (neuronas/mm? mediaz E.EM) mediante un
ANOVA de dos vias y test a posteriori Bonferroni para comparaciones maltiples, considerando
como significativas P < 0.05
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Figura 21 B) En la microfotografia se pueden ver las diferencias de inmunomarcaje para la
proteina HSP-90, en el nucleo Pa entre los animales control (a, b), y los animales expuestos a
1,5W(c, d) y 12 W ( e, f) perfundidos 90m después de la radiacion. Barras de calibracion: (a,
¢, e) =250 um (b, d, ) = 500um

116



120

Nucleo N 00 W
g Arcuato 15w
Q. 100 T | 30W
@ 120w
< T T
Z 80 A
B
(@]
o T
g 60
=
@
[&]
(]
L 40 1
o
c
S
3 20 A
(O]
0%

0 . .
90 min 24 horas
100

Nucleo 00w
= LH o T |EZLsw
a . 30W
(£ 80 [ 120W
%]
.g T T
8 60 -
o
(%]
©
=
'8 40
(0]
©
e
C
o 20 A
>
(&)
(0]
Y

0 . .
90 min 24 horas

Resultados

Figura 22 A) y B).- Histogramas del recuento celular que muestra la densidad de

neuronas HSP-90 positivas (4) en el Nucleo Arcuato (Ar) (B) en el Ndcleo LH

(neuronas/mm?, mediaz E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y test a posteriori

Bonferroni para comparaciones maltiples, considerando como significativas P < 0.05
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Figura 22 C) En la microfotografia se pueden ver las diferencias de inmunomarcaje
para la proteina HSP-90, en el nucleo Arcuato y en LH entre los animales control (a; c),
y los animales expuestos a 12 W y perfundidos 90m después de la radiacion Barras de
calibracion: (a,¢)= 250 um (b, d)= 250um
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1V.1.6 DISCUSION

A pesar que en diversas publicaciones se asocia la exposicion de radiacion no
ionizante con modificaciones en los niveles de expresion de las hsps (Perez, F.P. y cols., 2008;
Wang, J. y cols., 2006, Caraglia, M. y cols., 2005) la mayoria son estudios in vitro, en
embriones (Di Carlo, A. y cols., 2002) o estudios in vivo que se relacionan con variaciones
térmicas (Sanchez, S. y cols., 2008; Fritze, K. y cols., 1997a). En nuestro conocimiento no hay
ningun estudio in vivo donde se hayan descrito modificaciones en la cuantificacion y
distribucion de la proteina HSP-90 en la mayoria de las regiones cerebrales estudiadas después
de la exposicion aguda y controlada con niveles de SAR no térmicos en una camara de

radiacion GTEM a 2,45 GHz en ratas. (ver figuras 17 y 20).

En este estudio encontramos que después de los primeros noventa minutos post-
radiacion hay un incremento celular de HSP-90 manteniendo el mismo patrén de distribucion
regional que en la corteza cerebral de la rata no estresada (Gass, P. y cols., 1994; Izumoto, S.y
Herbert, J., 1993; Itoh, H. y cols., 1992) similar al que aparece con otros estimulos como la
hipertermia (Huang, H. y cols., 1999; Quraishi, H. y Brown, .R., 1995), la anoxia (Ramaglia,
V.y Buck, L.T., 2004) o alcohol (Pignataro, L. y cols., 2007). Al ser la corteza la parte mas
superficial de la estructura cerebral podria ser la més afectada inicialmente (Lin, J.C., 2003) en
relacion con la energia de la radiacion no-ionizante que absorbe el tejido y que viene dada por la
tasa de absorcion especifica (SAR). Los valores de HSP-90 en la corteza se incrementan
paralelamente a los valores de SAR aunque no llegan a niveles térmicos ya que son inferiores a
0.4W/kg en un ambiente controlado en la totalidad del cuerpo (Martinez A., 2004) e inferior a
2W en el cerebro (IEEE, 1999) (ver tabla 9). No se puede decir por tanto que el mecanismo que
provoca efectos sobre esta hsp en la corteza cerebral sean propiamente térmicos (D’ Andrea,
J.A. y cols., 2007); podria ser no térmicos (Lopez-Martin, E. y cols., 2009; de Pomerai, B.

,2003; Peinnequin, A. y cols., 2000), o actuar conjuntamente los dos mecanismos (Hyland,G.J,

119



Resultados

2000). Pero en cualquier caso hacen que nos posicionemos del lado de los autores que
argumentan que las microondas originadas por los campos electromagnéticos pueden afectar por
mecanismos no-térmicos a la estructura tridimensional de las proteinas eucariotas (Mancinelli,

F.y cols., 2004; French, W.P y cols., 2001).

En nuestros resultados los niveles subcorticales de la proteina intracitoplasmatica HSP-
90 aparecen incrementados noventa minutos y veinticuatro horas después de la radiacion en los
nucleos hipotalamicos con todos los niveles de SAR, contrastando con valores similares de
HSP-90 en el hipocampo a los de la rata no estresada hora y media después de la radiacion, y
un descenso importante un dia después. Esta discordancia en los valores de esta chaperona en
hipocampo e hipotalamo podrian estar en relacion con otros factores como los ritmos
circadianos y los niveles de cortisol (Patchev, V.K. y cols.,1994; Kawagoe, J. y cols., 1993;
Furay, A.M. y cols., 2006). Pero si ademas comparamos la respuesta de la HSP-90 en el cerebro
de la rata desencadenada por otros estimulos toxicos como la isquemia en el hipocampo,
observamos un pico maximo a las 8 hs (en nuestro caso se estudié a los 90 minutos) y que
desciende 1 dia después del insulto (Kawagoe, J. y cols., 1993). Interpretamos por tanto que la
respuesta del hipocampo podria ser mas tardia y asociarse directamente al feed-back del eje
hipotalamo-hipoéfisis-suprarrenal (Joels et al; 2001) y sin embargo el hipotalamo puede
responder antes al estimulo de otras funciones mas generales de control homeostatico
(Vrang,N. y cols., 2003) ademas de la secrecion de corticoides (Siegel, R. y cols., 1980). En
todo caso, los estudios de los niveles de corticoides después de la exposicion a campos
electromagnéticos tampoco aportan datos clarificadores en la bibliografia, ya que en unos casos
establecen elevaciones de glucocorticoides en el hipocampo (Li, M.y cols., 2008) o incremento
en la sensibilidad de los receptores de glucocorticoides (Khan, G.M, y cols., 2006) o por el
contrario una estabilizacion de los niveles de ACTH y glucocorticoides (Stagg, R.B.y cols.,
2001) o una disminucion y posterior recuperacion a las cuatro semanas (Djeridane, Y. y cols.,

2008) de la exposicion de las microondas. No podemos por tanto intuir que haya una relacion
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directa o causal entre los niveles de la proteina HSP-90 y los niveles de estrés asociados al

cortisol.

Es muy conocido que se utiliza la induccion de genes tempranos como C-fos y en
especial las proteinas de choque térmico que actuan como biosensores de los efectos térmicos y
que se incrementan muy rapidamente como respuesta a niveles de exposicion de campos
electromagnéticos con SAR térmico (Tian, F., y cols., 2002; Wang, S.M.y cols., 1999;
Morrisey, R.W., 1999). Sin embargo en recientes trabajos in vivo a otras frecuencias se ha
demostrado una importante activacion neuronal cortical y subcortical de c-fos (Lopez-Martin et
col 2006, 2008, 2009) e in vitro con exposiciones agudas a 2,45GHz en la expresion de diversos
genes, entre los que se encuentra una disminucion en la expresion de HSP-90 (Lee, S. y cols.,
2005) con importantes cambios, sin alcanzar niveles de SAR térmico. Por otro lado existe una
relacion entre la exposicion a los campos electromagnéticos que pueden inducir la inactivacion
de esta proteina y la activacion de proteasas que desencadenan la apoptosis (Caraglia, M., y
cols., 2005), habiendo una demostrada disminucién de los mecanismos de citoproteccion (Di
Carlo, A. y cols., 2002). En este sentido, el descenso de los valores de HSP-90, 24 horas
después de la exposicion a la radiacion con la mayoria de los valores de SAR en el hipocampo y
en la corteza entorinal sugiere que los efectos de la radiacion no ionizante pueden estar
relacionados con un descenso en los niveles de proteccion desarrolladas por esta proteina. Esta
pérdida de la funcion celular de la chaperona que afecta a una gama mas amplia de rutas de
sefalizacion intracelular que otras HSPs (Srivastava,P.K., 2008) es investigada para mejorar la
eficacia de tratamientos antitumorales (Premkumar, D.R.y cols., 2006) y se combinada a veces

con radiacién ionizante (Shintani, S. y cols., 2006).

La HSP-90 tiene respuestas moleculares diferentes dependiendo del estimulo (Garrido
C, y cols., 2001), ésto nos hace reflexionar sobre los resultados obtenidos en este experimento y

plantea también la posibilidad de una ambivalencia en los efectos biologicos de la radiacion
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dependiendo del area anatomica estudiada. Por una parte una activacion de mecanismos
neuroprotectores mediados por esta proteina (Liu, D.H. y cols., 2007) que en este experimento
pueden estar en relacion con niveles de HSP-90 altos en la corteza parietal y en los nucleos
hipotalamicos y un descenso de los niveles de la chaperona en la corteza limbica e hipocampo
podrian indicar una supresion de la funcidon defensiva celular de esta proteina de choque

térmico.

En cualquier caso los valores de la proteina HSP-90 en el cerebro de rata indican
diferencias importantes entre las regiones estudiadas y por tanto una gran heterogeneidad en
los mecanismos de tolerancia al estrés en la corteza cerebral y en el diencéfalo a la radiacion no
ionizante. Niveles elevados de citoproteccion en la corteza somatosensorial e hipotalamo y un
acusado descenso de la proteccion en corteza limbica e hipocampo indican una gran
complejidad en los mecanismos de defensa celular asi como una variabilidad de la respuesta de

las poblaciones celulares a las microondas.
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V.2 EXPERIMENTO 2:

ESTUDIO DE LA RADIOFRECUENCIA A 2,45 GHz EN LA EXPRESION DE C-
FOS EN EL NUCLEO PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO DE LA RATA.
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IV.2.1 Introduccion

El sistema nervioso central tiene una gran reactividad a la accion de la radiacion de los
campos electromagnéticos (Lebedeva, N.N., 1998), a la exposicion continia a la que el ser
humano se ve sometido por las diversas fuentes electromagnéticas (como television,
comunicaciones) hay que sumar la utilizacion de la radiacion en la medicina.

El sistema nervioso responde ante estimulos de estrés movilizando la activacion de
numerosos genes inducibles como la interleukina-2 o endorfinas, asi como la activacion previa
de la expresion del gen c-Fos (Herman, J.P. y Cullinan, W.P., 1997; Imaki, T. y cols, 1995). El
analisis de la localizacion de las células que expresan c-Fos permite determinar la extension de
la activacion neuronal en las estructuras nerviosas (Graybiel, A.M. y cols, 1990, LaHoste, J. y
cols, 1993; Herrera D.G. y Robertson, H.A., 1996).

Los estudios de los efectos biologicos de la radiacion electromagnética en los ntcleos
hipotalamicos tienen un gran interés ya que se ha demostrado una relacion entre la intensidad,
localizacion, duracion de los cambios de la expresion del gen c-fos y la naturaleza del estimulo,
para ultra high frequency (UHF) (Novikova,N.S. y cols, 2008), extremely high frequency (EHF)
(Shanin, S.N. y cols, 2005) y de radiofrecuencia (RFR) que induce estrés térmico (Mickley,
G.A. y cols, 1994).

El nucleo Paraventricular (Pa) situado en el hipotalamo anterior constituye un centro
regulador de  homeostasis corporal (Balklavadzhyan, O.G. 1983; Sawchenco, P.E. y
Swanson,L.W., 1981) siendo al mismo tiempo un importante nexo con el sistema limbico
(Jankord, R. y Herman, J.P., 2008) y con los centros del dolor (Martinez-Lorenzana, G. y cols,
2009; Condes-Lara, M. y cols, 2006). Este nucleo es sensible y da respuesta con activacion
neuronal de c-fos a una gran variedad de estimulos (Bullitt, E. 1990) osméticos (Penny, M.L.y
cols, 2005; Mckinley, M.J.y cols, 1994; Sharp, F. y cols, 1991) por calentamiento (Patronas P.
y cols., 1998). Ademas hay una relacion entre la poblacion celular que expresa el gen c-fos en

este nucleo y el estimulo, asi los cambios osmoticos deshidratacion y salino hipertdnico inducen
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inmunorreactividad de c-Fos sobretodo en el area magnocelular (Mckinley, M.J. y cols, 1994,
Sharp, F. y cols, 1991) y el estrés de inmovilizaciéon provoca activacion de poblaciones
neuronales correspondientes del area parvocelular (Senba, E. y cols, 1993). El aumento
creciente de las fuentes de contaminacion electromagnética nos plantea las siguientes dudas: 1)
Si la radiofrecuencia con niveles de Tasa de absorcion especifica (SAR) no térmica (<4W/kg)
provocara una respuesta en el nicleo paraventricular 2) Conocer las regiones celulares de éste
nucleo que se activan a partir de distintos niveles de exposicion.

En este trabajo realizamos un analisis comparativo de los efectos de la activacion neuronal en el
nucleo paraventricular (Pa) producido por campos electromagnéticos no pulsados a 2450 MHz
en ratas, aplicando diferentes potencias de 12 0 3W en exposiciones unicas con tiempos de
quince o treinta minutos o exposiciones repetidas con potencias bajas durante dos semanas
utilizando en todos los casos una camara experimental de radiacion GTEM (Gigahertz
Transverse Electromagnetic). Paralelamente se realizé un control de temperaturas rectales antes
y después de la radiacion para poder determinar la tasa de absorcion especifica (SAR) que
recibian los animales para cada potencia asi como los niveles de estrés a los que estaban
sometidos. El estudio morfolégico inmunohistoquimico de la proteina c-Fos en regiones
diferentes del ntcleo paraventricular del cerebro postmortem y el control del la temperatura
rectal de los animales nos permiti6 realizar un balance de la integracion de la respuesta de este

nucleo hipotalamico al efecto de la radiacion no ionizante.

1V.2.2 Tasa de absorcidn especifica (SAR) obtenidos por temperatura rectal Ty

Una vez obtenidos los valores de la tasa de absorcion especifica como se indica en el material y
métodos, los resultados de las exposiciones de 15 minutos no mostraron una relacion clara entre
los niveles de SAR y las intensidades de las potencias utilizadas para la radiacion. Incluso los
casos control (OW) presentaron variaciones abruptas de los niveles de SAR y también entre los
animales expuestos. Los animales que recibieron exposiciones de 3W presentaron los picos mas

pronunciados de maximos (SAR ,,,=4,24) y minimos (SAR .,;,=0,96), ademas sus valores
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promediados fueron la mayoria superiores para 3 (SAR Av=1,77) que para 12(SAR Av=0,77) W
.En ambos niveles de radiacion (3 y 12 W) aparece un animal que presentd SAR equivalente

negativo, lo que significa que las ratas redujeron su temperatura corporal (ver figura 23A).

Para los grupos con tiempo de exposicion de 30 minutos, los niveles de SAR del grupo
de 3W se mostraron ligeramente mas estables. L.as maximas variaciones se encontraron en los
grupos control, incluyéndose también algunos animales con SAR equivalente negativo (2
animales). La gran mayoria de los valores del SAR resultaron inferiores en los controles
(SARAv=0,29) respecto a los animales expuestos a 3 (SARay=1,06) 6 12 (SARsv=1,74) W
(exceptuando una rata). A su vez los valores de SAR de las exposiciones a 12W (SAR ,,x=3,47)

son superiores a los de 3W (SAR ,,=1,74). (Ver figura 23B).

127



Resultados

Grupo Control (0 W) : 3 Grupo 12 W
1 SAR,,,=2.70 . . | SAR,,,,=2.12
4 SAR,,=0.19 : 1 SAR,,,=-0.77
| SAR, =1.38 g | SAR, =0.77
(SARs equivalentes
3 - por ATemp)
5 ] / "
< 24 M m
s -/
o ‘
< 1- [ | i
n :
- . .1 . : .
04 ; ./
E 3 Grupo 3W : \
- [ |
19 15 minutos 1L I :
SAR _=-0.96 -
_ ST Fig. 23A
de exposicion | SAR, L7
-2 Y B e e e e e e M I m e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de Rata
5 ;
Grupo Control (0 W) : : Grupo 12 W
1 SAR,=2.70 ; s SAR, =3.47
4 - SAR,,=-0.96 \ 3 SAR,,, =0.96
i SAR,=0.29 ; | - SAR, ~1.74
(SARs equivalentes :
3 - por ATemp) 3
m
S
§ 27 [ [ |
] AN —N
N—r
|
o N, = / \I
< 14 [ ] \ |
n _ | B |
0+ \
J / Grupo 3W
1 SAR,,,F1.74
30 mlnutos SAR,, =0.58
1 de exposicion | SAR, =106 % Fig. 23B
-2 L e e o e N B B m e e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Numero de Rata

Figura 23) Las graficas Ay B representan los valores de la Tasa de absorcién especifica (SAR)
obtenido por las temperaturas rectales para los 3 grupos de animales (0, 3, 12 W de potencia),
en tiempos de exposicion en la cAmara de radiacion de 15 minutos (4) y 30 minutos (B). Para
cada uno de los grupos se presentan los valores maximos (SAR nax), minimos (SAR pin) Y el

valor medio (SAR »,) del SAR de los animales estudiados (n=6 por grupo)
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IV.2.3 Comportamiento de la temperatura rectal post-exposicion: niveles de

estrés

Los grupos de exposicion de 30 minutos mostraron una variaciéon mas suave, a lo largo
del tiempo, de la temperatura media, sobre todo en las ratas expuestas a una radiacion de
3W (ver Fig 24B). En ambos tiempos de exposicion, los comportamientos de los grupos
control resultaron similares, manteniéndose en el rango de los 37 a los 37.25°C. Como
puede verse para ambos tiempos de exposicion en las figuras 24 A y B las temperaturas
rectales de los animales control son en todo momento inferiores a los de los animales
expuestos a las dos potencias. Para las exposiciones de 15 minutos, los promedios de la
temperatura para cada tiempo estudiado fueron superiores para 12 W, (excepto 1 rata), la
temperatura maxima se alcanz6 a los 90m postradiacion, siendo para el grupo de 3w 24 hs
después de la radiacion. En las exposiciones a 30 minutos, la temperatura promedio maxima
se alcanz6 en el grupo radiado a 12W, cuando finalizé radiacion en el momento 0. El mismo
comportamiento lo tuvieron los animales radiados con potencias de 3 w que alcanzaron los
promedios de temperatura mayores justo después de la radiaciéon en el momento cero (ver

figura 24 A).
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Fig. 24A

Fig. 24B

Figura 24 Las graficas A y B representan las temperaturas rectales medias que presentan cada

uno de los 3 grupos de animales (0, 3, 12 W de potencia), en tiempos de exposicién en la

camara de radiacion de 15 minutos (4) y 30 minutos (B). Cada punto representa los valores

medios de temperatura rectal de cada grupo (n= 6 por grupo), 5 minutos antes de comenzar la

radiacion (AR), finalizada la radiacion (Omin), 30, 60, 90min y 24 hs después de la radiacion.
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1VV.2.4 Resultados de morfologia

La aplicaciéon de radiacion mediante microondas a 2450 MHz desencadeno niveles altos de
activacion neuronal en ambas areas anatomicas morfoléogicamente distintas (magnocelular,
parvocelular y ventricular) estudiadas del ntcleo paraventricular (PVN) cuando se utilizan los
niveles mas altos de potencia (12W) a los que se expone la cavidad en las sesiones Unicas o en
sesiones repetidas con los niveles mas bajos de potencia aplicados (3W). La descripcion de los
resultados del recuento de la activacion neuronal en el nucleo PVN en los grupos estudiados
aplicando un ANOVA de dos vias cuyas variables son (Potencia x Tiempo de exposicion) en
exposiciones tnicas o (Radiacion x nimero de exposiciones) en exposiciones repetidas, son los

siguientes:

1V.2.4.1 En exposiciones agudas:

- Activacion de neuronas c-Fos positivas noventa minutes después de la exposicion

aguda

El nivel alcanzado de activacion neuronal por la radiacion es muy similar en las dos areas
anatomicas estudiadas, magnocelular (PaLM), parvocelular y ventricular (PaMP+ PaV) noventa
minutos después de la radiacion, es por ello que la descripcion va a ser conjunta en ambas areas.
Considerando la proporcion de neuronas c-Fos inmunopositivas en el PVN en cdda una de las
areas mencionadas, se puede ver una significativa influencia en la activacion neuronal al
incrementarse los valores de la potencia, de tal forma que la expresion de c-Fos es
significativamente mas alta con el valor mas alto de potencia en relacion a los animales no
radiados (p =0.001). Los recuentos celulares son inferiores en el caso de los animales expuestos
a los niveles mas bajos de potencia y presentan diferencias estadisticamente significativas con

los niveles mas altos de potencia (p < 0.001) pero no con los animales no radiados.
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El intervalo de tiempo de exposicion a la radiacion no parece que tenga en si mismo efectos
significativos (p=0.098). Sin embargo considerando los niveles mas altos de sefial de potencia
(12W) aparecen diferencias significativas en los recuentos celulares entre los grupos de
animales expuestos a los distintos intervalos de tiempo estudiados 15m y 30m (p < 0.001).

Para el intervalo de radiacion de 15m no hay diferencias significativas en el recuento celular
entre los grupos expuestos a los distintos niveles de potencias (p > 0.05). Finalmente si se
consideran los grupos de animales con 30 min de exposicion, los animales radiados con 12 W
mostraron diferencias significativas en el recuento celular con respecto a los animales de los
otros grupos, expuestos a 3W (p<0.001). Para una mejor interpretacion de la radiacion, ver los

histogramas 25 A y B.
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Fig. 25A

Fig. 25B

Figura 25 A) y B) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas c-Fos

positivas en el nucleo paraventricular (Pa), después de la exposicion de radiofrecuencia de

2.45GHz A En el area magnocelular (PaLM) y B En el &rea parvocelular (PaMP) y

ventricular (PaV) (neuronas/mm?, media+ E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y test a

posteriori Bonferroni para comparaciones multiples, considerando como significativas p<0.05.
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Figura 25 C) En la microfotografia se puede ver la expresiéon de c-Fos entre animales
perfundidos a los 90m (a) control, no radiados (b) radiados 30m a 3w (¢) radiados 15m a 12 w
(d) radiados 30m a 12w.Barra de calibracion, 75um (10X)
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- Activacion de neuronas c-Fos positivas veinticuatro horas después de la

exposicion aguda

Los valores medios de los recuentos celulares de las neuronas c-Fos inmunopositivas en
ambas areas, PalM y PaMP + PaV del NPV mostraron que hay diferencias estadisticamente
significativas (p<0.001) si consideramos los distintos valores estudiados para el factor potencia,
los diferentes valores estudiados para el factor tiempo o bien la interaccion entre ambos. Las
diferencias estadisticas que presentan ambas areas se describen conjuntamente ya que son

similares.

Veinticuatro horas post-radiacion las diferencias significativas en el recuento celular en el
NPV entre los animales radiados durante 15m y los radiados durante 30m aparecen en grupos
expuestos a sefiales de 3W de potencia (p<0.001). No aparecen, por el contrario estas
diferencias significativas entre los animales expuestos a ambos intervalos de tiempo de
exposicion radiados con potencias maximas (12W) y tampoco entre los controles (p >0.05 en

ambos casos).

Cuando los animales son expuestos a la radiacion durante quince minutos, las diferencias en
el recuento celular aparecen entre animales con el nivel mas alto de potencia (12 W) con los
otros grupos (0 y 3 W) (p<0.05 en ambos casos) pero no aparecen diferencias significativas
entre los animales no radiados y radiados a potencias mas bajas (p=1). Con el maximo intervalo
de exposicion (30 minutes) las diferencias significativas se encontraron entre animales no
radiados y los otros dos grupos (3 yl12 W) (p<0.001). Sin embargo no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos sometidos a radiacion (p=0.242).
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Resultados

Fig. 26A

Fig. 26B

Figura 26 A) y B) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas c-Fos

positivas en el nucleo paraventricular (Pa), después de la exposicion de radiofrecuencia de

2.45GHz A En el area magnocelular (PaLM ) y B En el area parvocelular ( PaMP ) y

ventricular (PaV) (neuronas/mm?, media+ E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y test a

posteriori Bonferroni para comparaciones multiples, considerando como significativas p<0.05.
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Figura 26 C) En la microfotografia se puede ver la expresion de c-Fos entre animales
perfundidos a las 24 horas (a) control, no radiados (b) radiados 15m a 12w (¢) radiados 15m a
3W (d) radiados 30m a 3W. Barra de calibracion, 75um (10X)
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2.3.4 Comparacion de la activacion neuronal de c-Fos entre exposiciones

agudas y exposiciones repetidas

- Exposiciones agudas y repetidas a potencias de 3SW

La comparacion estadistica entre los animales expuestos de forma aguda o repetida a

potencias de 3w y tiempos de exposicion de 30m se describe seguidamente:

En ambas areas estudiadas la comparacion general entre animales radiados y no-radiados es
estadisticamente significativa (p<0.05) de igual manera hay diferencias significativas
importantes entre los animales sometidos a una sola exposicion y exposiciones multiples

(p<0.05).

La exposicion a la microonda de forma repetida provocd una activacion neuronal
importante de nucleos c-Fos en el NPV, asi aparecen diferencias significativas con recuentos
superiores en un 100% en ambas areas respecto a los animales con una sola exposicion
(p<0.05) ver Figura 27 C. Por el contrario no hay diferencias estadisticamente significativas
entre el recuento de los nticleos c-Fos de los animales no sometidos a radiacion y colocados en

el cepo de metacrilato bién de forma tnica o de forma repetida (p >0.05 en ambos casos).

Los animales sometidos a exposiciones repetidas a la radiacion mostraron diferencias
significativas en el grado de activacion neuronal en relacion a los animales no expuestos
(p<0.05) en ambas areas (PaLM y PaMP + PaV) estudiadas del NPV (Ver fig 27 Ay B). Sin
embargo en el caso de los animales sometidos a una Unica exposicion a la radiacion, el recuento
en el drea magnocelular no present6 diferencias significativas con los animales no expuestos.
Por el contrario en el area parvocelular y ventricular del NPV si aparecen diferencias
significativas (p<0.05) en la expresion de c-Fos entre animales radiados y no-radiados con una

unica exposicion (ver fig 27B).
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Resultados

Fig. 27A

Fig. 27B

Figura 27 A) y B) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas c-Fos

positivas en el nacleo paraventricular (Pa), después de la exposicion de radiofrecuencia de

2.45GHz A En el area magnocelular (PaLM) y B En el area parvocelular ( PaMP ) y

ventricular (PaV) (neuronas/mm? media+ E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y un test a

posteriori Bonferroni para comparaciones multiples, considerando como significativas p<0.05.
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Figura 6 C) En la microfotografia se puede ver la expresiéon de c-Fos entre animales
sometidos a exposiciones de 3W (a, b) repetidas (¢, d) unica. Barras de calibracién, 100 pm
(4X) y 50 um (20X)
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- Exposiciones agudas 12 W y repetidas a potencias de 3W

Ambas areas Magnocelular y Parvocelular presentan diferencias significativas en los
recuentos celulares si comparamos animales radiados y no radiados (p<0.05), dentro del factor
radiacion. Sin embargo si comparamos animales con exposiciones repetidas y exposicion unicas

solo aparecen diferencias significativas en el area Parvocelular (p<0.05).

Las comparaciones multiples de los recuentos celulares en ambos grupos indicaron que no
hay diferencias significativas entre los animales expuestos una tnica vez a potencias de 12 W y
los animales expuestos repetidamente a 3w o entre los mismos grupos de animales no radiados
(p> 0.05) . Sin embargo también en ambas areas hay diferencias significativas importantes
cuando se comparan los recuentos celulares entre animales radiados y no radiados cuando los

animales son radiados una sola vez a 12w o repetidamente a 3w (ver figuras 28 Ay B).
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Figura 28 A) y B) Histograma del recuento celular que muestra la densidad de neuronas c-Fos
positivas en el nucleo paraventricular (Pa), después de la exposicion de radiofrecuencia de
2.45GHz A En el area magnocelular (PaLM ) y B En el area parvocelular ( PaMP ) y
ventricular (PaV) (neuronas/mm? mediat E.EM) mediante un ANOVA de dos vias y test a
posteriori Bonferroni para comparaciones multiples, considerando como significativas P <

0.05 entre animales sometidos a exposicion Unica de 12 W y repetidas de 3W.
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2.4 DISCUSION

En este experimento los resultados morfologicos del gen c-Fos se han utilizado como
marcador de activacion neuronal (Graybiel, y cols., 1990; LaHoste, y cols., 1993; Herrera and
Robertson, y cols.,1996; Morrissey y cols. 1999) indicando una importante respuesta del nticleo
paraventricular (Pa) del hipotadlamo 90 minutos y un dia después de exposiciones Unicas de 30
minutos con potencias de 12 W, asi como en exposiciones repetidas de 3W en las ratas
sometidas a la accion de las microondas a 2,45 GHz en la camara GTEM. Hay que diferenciar
tres aspectos distintos en estos resultados: 1) La existencia de un nivel minimo de radiacion
unica para alcanzar respuesta en el nticleo hipotalamico Pa aunque no llega a niveles de SAR
térmico, asi como un tiempo de exposicion minimo (30 minutos en este caso) para originar
activacion de las neuronas de este nticleo. Este hecho indica que la microonda, al igual que otros
estimulos que causan activacion de c-fos en las neuronas del cerebro, es también dependiente
de la intensidad (potencia) y el tiempo de exposicion (Palkovits y cols., 2000; Briski, K. y
Gillen, E.., 2001, Pacak, y cols., 2001) para provocar respuesta en el nucleo Pa ; 2) Una
disminucion del umbral del estimulo en el nucleo Pa al efecto de la microonda, sugerido por la
intensa activacion de c-Fos tras exposiciones repetidas pero no en exposiciones unicas
empleando la misma potencia de 3W y 3) La obtencion de la tasa de absorcion especifica no
puede separarse de la valoracion de los niveles de estrés alcanzados por los animales, obtenidos
ambos experimentalmente a partir de las temperaturas rectales (Pacak, y cols., 2001) ya que
constituyen estimulos solapados en los animales y exigen un control experimental y ademas
son causa de estres en los animales (Bae, D.D. y cols., 2007). Para no alterar los resultados de la
activacion neuronal en el cerebro, las mediciones rectales de temperatura en el calculo del SAR
y los niveles de estrés en este experimento, se han realizado a distintos tiempos y en distintos
grupos de animales que los estudios morfoloégicos. Las estimaciones de SAR por temperatura
indicaron que los niveles de estrés en las exposiciones de 15 minutos tendrian efectos mas

importantes que los niveles de radiacién. En las exposiciones de 30 minutos la influencia del
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estrés no seria tan elevada aunque en algunos casos no habria una relacion directa entre niveles
de potencia utilizados y SAR obtenido a través de medicion de temperatura. Los datos de
estimacion de la energia absorbida y de los niveles de estrés del animal a través de las
mediciones termométricas, nos sugieren que a medida que se incrementa el tiempo de

exposicion los niveles de estrés serian menos influyentes en la termoregulacion de los animales.

El nucleo Pa forma parte de las estructuras anatomicas del hipotdlamo de todos los
mamiferos que responden con activacion neuronal de c-Fos ante estimulos de estrés agudos o
cronicos (Joéls, M. y col 2007; Stamp, J.A. y col 1999). De tal forma que este ntcleo da
respuesta a una gran diversidad de estimulos como cambios de temperatura (Ryan K. y col
2003), calentamiento (Patronas y cols, 1998), estimulos osméticos (Mackinley y cols 1994;
Sharp F. y cols., 1991), hipoglucemia (Niimi y cols., 1995), ademas del estrés causado por la
inmovilizacion (Kononen y cols., 1992). El estudio de la expresion de este gen o de otros ha
sido utilizado como marcador de activacidon neuronal in vivo en gran variedad de trabajos para
investigar el efecto de las microondas (Whithehead, T.D. y cols, 2006; Finne, y col., 2005; Fritz,
y cols., 1997) en el sistema nervioso, en muchos casos se obtuvieron resultados que se han
interpretado como causados por la inmovilizacion de los animales mas que debidos la
irradiacion (Stagg, R.B., y cols., 2001). Los animales de este experimento han sido colocados en
un cepo durante el tiempo que ha tenido lugar la radiacion, hay por tanto una activacién inicial
del nicleo Pa causado por estrés de inmovilizacion (Pacék, y cols., 2001), sin embargo estudios
previos determinan que la expresion de c-fos es maxima a los 30 minutos y desaparece a los
120minutos (Cullinan, W.E. y cols., 1995). En este experimento hemos encontrado una
importante activacion de c-Fos en el ntcleo Pa de los animales expuestos a potencias altas de
radiacion respecto a animales no radiados y aunque ambos grupos de animales estan sometidos
a estrés de inmovilizacion, ciertos niveles de la irradiacion podrian constituir un estimulo fisico
que se sumaria a un estimulo emocional (Pacdk, y cols., 2001). En el caso de los animales

sometidos a exposiciones repetidas, la magnitud del estrés por inmovilizacion va disminuyendo
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con la habituacion (Pacak y cols., 1992; Shibasaki, y cols., 1995), hecho constatado con la
activacion neuronal de c-fos de los controles cronicos. Las mediciones de temperaturas rectales
realizadas en los animales irradiados hasta veinticuatro horas después de la radiacién estan
relacionados con los niveles de estrés (Berend Olivier y cols., 2003), estos valores
termométricos también corroboran los resultados morfoldgicos ya que no se igualaron con los
valores de los animales no radiados. Pueden llamar la atencion algunos valores de SAR
negativos obtenidos en varios animales con o sin irradiacion, sin embargo la obtencion de la
Tasa de absorcion especifica (SAR) mediante las temperatura rectal puede haber influencia de la
temperatura ambiente (Bratincsdk, y cols.,, 2004) o el nivel de produccion de opioides
endogenos del animal causado por el estrés (Bilkey-Gorzo, y cols. 2008) o incluso Ia
produccion de opioides puede ser causada por efecto de las microondas (Radzievsky, y
cols.,2008). El importante incremento en la expresion de esta proteina 90 minutos después de
que una unica exposicion a la radiacion ha sido finalizada respecto a los animales no radiados,
nos hace pensar que la microonda puede constituir un estimulo que provoque una alteracion
génica transitoria también relatada por otros autores (Belyaev, 1.Y.y cols., 2006; Lee y cols.,
2005) o que nosotros mismos evidenciamos en otros modelos biologicos (Lopez-Martin, y

cols.,2006, 2008, 2009).

Numerosos estudios de la actividad cerebral han demostrado reactividad provocada por
los campos electromagnéticos en el sistema nervioso central, alterando la actividad bioeléctrica
del cerebro (Sidorenko, y cols., 2002; Beason, R.C. y cols., 2002) o causando modificaciones en
la duracion, intervalos y regularidad de la excitabilidad de las poblaciones neuronales del
nucleo supradptico (Minasyan SM, y cols., 2007) o cambios provocados a veces por pequeios
incrementos de temperatura de 0,2- 0,3 grados son suficientes para activar los centros de
termorregulacion del hipotalamo (Adair y cols.,.1997,1984). Cuando la radiofrecuencia provoca
niveles de estrés térmico se han descrito alteraciones en la concentracion de aminoacidos

(Mason y col 1997) o en el caso de que sean no térmicos, de noradrenalina (Inaba y cols., 1992)
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y de la acetilcolina (Lai, y col. 1989) a nivel del hipotdlamo. Adema4s la extension de los efectos
de la radiacion no ionizante estd descrito que puede afectar a regiones del cerebro como el
sistema limbico (Lopez Martin y cols., 2006, 2009, Lebedeba, y cols.,1998) que a su vez
establece conexiones importantes con las neuronas del nucleo paraventricular lo que sugiere que
este acumulo de neuronas que realizan un importante papel en el control nervioso, endocrino y
del sistema auténomo provocados por gran variedad de estimulos (Imaki y cols.,1992,Wotjak
C.T. y cols., 2001,Viau, y cols., 2002) pueda activarse por accion de la radiacion no-ionizante

también a través de las conexiones que establece con otras estructuras cerebrales.

Las escasas diferencias en los recuentos neuronales de la expresion de c-Fos respecto a
los controles, con tiempos de quince minutos de radiacion (ver figuras 25 y 26, A y B),
corroboran las afirmaciones de otros autores de que la fuerza y duracion de la accion de los
estimulos de estrés, en este caso la microonda, son importantes determinantes de la activacion
celular del sistema nervioso (Kovacs y col, 1998). Asi, la accion de la microonda a potencias de
12w con tiempos de 30m es suficiente para estimular tanto el area magnocelular, como
parvocelular, o periventricular del nicleo Pa como se puede observar figuras 25 y 26, por los
altos niveles de c-Fos de los animales radiados respecto a los no radiados. Noventa minutos
después de la radiacion tiene lugar la activacion de poblaciones celulares tan heterogéneas en
este nucleo, como las neuronas magnocelulares sensibles a los cambios de agua y electrolitos
(Jhonson AK y col Bulletin) o de oxitocina que se activan en condiciones de estrés (Robinson
DA y cols., 2002) y parvocelulares y periventriculares, encargadas de liberar CRH (Coveiias y
col., 1993). Esta falta de discriminacion en la respuesta de la activacion neuronal del nucleo
paraventricular a las microondas nos hace pensar que podrian estar implicados varios circuitos
funcionales poniéndose en marcha simultineamente distintas vias (Pacak, y col., 2001). En
nuestros resultados es muy llamativo el nivel tan importante de activacion neuronal tras
exposiciones repetidas de radiacion a 2.45GHz con potencias de 3W (SAR no térmico) en el

area magnocelular observandose incrementos superiores al 100% en relacion a los animales con
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exposicion tnica o los controles cronicos (ver fig 27 A 'y B). Tenemos conocimiento de que la
activacion de las neuronas neurosecretoras magnocelulares en el nlicleo paraventricular por
estimulacion con irradiacion de la piel a distintas frecuencias del espectro electromagnético con
ultra high frequency UHF (Novikova y col., 2008) o bien extremely high frequency (EHF)
(Shanin y col., 2005) se han utilizado experimentalmente para disminuir el dolor (Novikova y
col., 2004,2002) o activar el eje hipotalamo-hipofisario en terapias en diversas patologias
(Sidorov y col., 1992,1991). Investigaciones recientes indican que el nlcleo paraventricular
tiene un papel importante en la analgesia (Yang J y col 2009,2008; Martinez-Lorenzana y col
2008; Yang J, 2006). El analisis de los resultados de la exposicion de la radiofrecuencia de 2,45
GHz en las ratas de este experimento revelan una gran activacion de poblaciones celulares de
este nucleo, por este motivo nos cuestionamos si la aplicacion de la microonda podria tener un
papel en la nocicepcion através del niicleo paraventricular del hipotdlamo. Un estudio
experimental en mayor profundidad del hipotalamo donde se module la respuesta del mismo en
relacion a la exposicion de la microonda puede conducirnos a la exploracion de nuevas
estrategias que impliquen la participacion del nucleo paraventricular. En cualquier caso la
reactividad del nucleo paraventricular a estimulos fisicos como las microondas resulta positiva
no solo con niveles de exposicion térmica (Mason PA y col 1997) sino también no térmica
como muestran los resultados de este trabajo, lo que sugiere que la informacion generada es
también transmitida a través de sensores no termales de la piel al nlicleo paraventricular del
hipotalamo, relacionado también con el dolor (Robinson DA y col 2002) o con receptores de
CRF (Makino y col 2005) sensibles al estrés por inmovilizacién. Sin embargo necesitamos un
conocimiento mas amplio del umbral de dosimetria que genere reactividad después de la
exposicion a radiofrecuencia a 2,45GHz en las diversas poblaciones celulares del nucleo
paraventricular que ademas nos permitira integrar los efectos biologicos causados por la

radiacion ionizante con otras estructuras anatdmicas que responden a este estimulo fisico.
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Discusion General

La microonda es capaz de activar la respuesta celular mediante la estimulacion de la
expresion de ciertos genes sensibles al estrés, como c-fos y las hsps (Walters, T.J. y cols., 1998;
Morrissey, R.-W. y cols., 1999; Hossmann, K.A. y Hermann, D.M., 2003). Las investigaciones
en cuanto a la respuesta de estrés celular determinada por la sobreexpresion de las proteinas del
choque térmico abrié un amplio campo de investigacién encaminado a determinar posibles
efectos adversos para la salud tras la exposicion a CEM no ionizantes. Los primeros estudios
apoyaban el origen térmico de este efecto. Sin embargo, posteriores autores observaron el
incremento de dichas proteinas incluso a valores de SAR por debajo de umbrales que puedan
causar aumento de temperatura (De Pomerai, D.I. y cols., 2003; Caraglia, M. y cols., 2005).
Como consecuencia, se generé un amplio debate en cuanto a la posible existencia de efectos de
origen no térmico, que a largo plazo pudieran constituir un potencial riesgo para la salud, que se
ha mantenido hasta la actualidad. En esta Tesis empleamos valores de SAR por debajo de
umbrales térmicos, por lo que los resultados obtenidos podrian ayudarnos a esclarecer esta

cuestion.

Partimos del hecho ya descrito por otros autores de que las caracteristicas fisioldgicas
del SNC determinan que este tejido responda en mayor o menor grado a estimulos fisicos como
la radiacion (Lebedeba, N.N., 1998), por ello, nosotros hemos intentado profundizar mas en este
hecho realizando un estudio anatéomico topografico que determine la variabilidad de la respuesta

de las diferentes regiones anatdmicas y de sus poblaciones celulares.

Hemos empleado marcadores bioldgicos (c-fos y hsp90) que nos permitan crear mapas
de respuesta neural al estimulo de la microonda. Hasta nuestro conocimiento no existen estudios
que valoren la expresion de estas proteinas en una amplia variedad de areas cerebrales de ratas

expuestas a 2,45 GHz de radiacion microonda, a dosis atérmicas.
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V.1- REGIONES ANATOMICAS A ESTUDIO. VIAS DE PROPAGACION DE LOS

CAMPOS ELECTROMAGNETICOS.

A través de la determinacion de la expresion del marcador de estrés celular hsp90
hemos detectado que la radiofrequencia a 2,45 GHz provoca una estimulacion heterogénea a
nivel de las diversas areas encefalicas estudiadas. Este patrén de distribucidn coincide con la
distribucion de hsp90 en el SNC en condiciones normales (Gass, P. y cols., 1994), y podria
indicar que la sensibilidad al estimulo de la microonda difiere en cada area, o también que el
papel de hsp90 pueda ser diferente segun la poblacion celular (Loones, M.T. y cols., 2000).
Cuando las hsps son inducidas se produce una respuesta que varia en funcion del tipo de
estimulo fundamentalmente (Chen, S. y Brown, I.R., 2007), y se cree que viene determinado por
las funciones especificas de cada hsp. Ha sido estudiada la respuesta de hsp90 en el SNC en
diversas situaciones de estrés, como la hipertermia (Hsiu-chin Huang et al 1999; Hania
Quraishi et al; 1995), la anoxia (V Ramaglia and Lesli T. Buck, 2004) o alcohol (Pignataro et al;
2007); sin embargo no hemos hallado ningin estudio que valore la respuesta de hsp90 en el

SNC frente a un estimulo de microonda a 2,45 GHz.

Nuestros resultados muestran que mientras en la corteza somatosensorial y en el
hipotalamo, la expresion de hsp90 aumenta, en el area del sistema limbico ocurre lo contrario.
En primer lugar debemos considerar el factor de localizacion, de manera que las areas mas
superficiales pueden ser las mas sensibles a la radiacion ya que reciben mayor estimulacion. De
hecho, en nuestro estudio la corteza somatosensorial muestra una respuesta que se incrementa
de forma paralela a los niveles de SAR, presentando su mayor expresion a las maximas
potencias (12w). Nuestra hipotesis es que la corteza parietal absorbe la energia generada por la

microonda y estimula la produccion de esta proteina de forma directa.
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El efecto contrario obtenido en el area hipotalamica frente al area limbica puede resultar
paradéjico en el sentido de que ambas areas presentan una localizacion subcortical y ademas
constituyen 4reas cuyos circuitos neurales se encuentran interconectados, por lo que les
corresponderia un comportamiento similar. Sin embargo, podria explicarse porque la
sobreexpresion de hsp90 a nivel de los nucleos hipotaldmicos (Arc, Pa y LH) a todas las
potencias, se encuentre relacionado con el estimulo por estrés. Los nicleos que hemos estudiado
constituyen areas que intervienen en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal
(Senba, E. y Ueyama, T., 1997), y que regulan la homeostasis del organismo a través de la
secrecion hormonal, como los glucocorticoides (Bowers, S.L. y cols., 2008). Dado que hsp90
participa en el complejo GC-rt, es predecible que dichas areas se vean estimuladas en esta
situacion (Grad, 1. y Picard, D., 2007). A nivel del hipocampo, varios estudios indican que no
existe una influencia directa del estrés por inmovilizacion en la sobreexpresion de hsp90 (Jun,
S.J. y cols., 2002). Esta respuesta tan impostante de estos niicleos podria indicar, en resumen,
por una parte una estimulacion directa de la radiacion no ionizante en esta region
extraordinariamente receptiva a multiples estimulos. Pero también la integracion de estimulos

indirectos provocados por la radiacion a través de la piel o de otros 6rganos endocrinos.

La disminucion paralela de hsp90 a las 24 horas de la irradiacion en la corteza entorrinal y
en el hipocampo indica una susceptibilidad celular similar en ambas areas anatomicas y

posiblemente una via de propagacion comun através del sistema limbico.

Nuestros resultados y los de otros autores sugieren que las hsps poseen efectos
citoprotectores diferentes incluso entre las diversas estirpes celulares (Latchman, D.S., 2004; Li,
F.C.H. y cols., 2005) y este efecto probablemente dependa también del tipo de estimulo

(Mailhos, C.y cols., 1994).
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Dada la importante implicacion del nudcleo Paraventricular (nPa) en los circuitos
neuroendocrinos que regulan determinados procesos fisioldgicos a nivel del SNC, como los
procesos de termorregulacion y los del estrés (Kwon, M.S. y cols., 2006; Cham, J.L. y Badoer,
E., 2007), hemos profundizado en el estudio del mismo, mediante la deteccion del marcador de
estrés neuronal, c-fos, en dicho nucleo , tras la exposicion de ratas a microonda a 2,45 GHz en la
camara GTEM, tanto en exposiciones agudas como en exposiciones subcronicas. Nuestros
resultados muestran una importante respuesta del n.Pa tras exposiciones agudas a potencias de

12w y en exposiciones repetidas de 3w.

Se ha descrito incremento de c-fos en el cerebro de ratas expuestas a microonda con valores
de SAR superiores a los estdndares de exposicion recomendados, por lo que se relaciona este
efecto con un estrés térmico en combinacidon con un stress de inmovilizacion (Morrisey y
cols.;1999). Es verdad que debemos tener en cuenta que el estrés térmico o el de la
manipulacion de los animales, tales como la inyeccion intraperitoneal de anestésico o la propia
inmovilizacion, es capaz de inducir la expresion de c-fos en el SNC, dado que determinados
nucleos cerebrales como el n.Pa forman parte de circuitos neuroautondémicos que intervienen en
el estrés (Senba, E.and Ueyama, T., 1997; Tavares, R.F. y cols., 2009). En nuestro estudio, los
animales han sido colocados en un cepo durante el tiempo que ha tenido lugar la radiacion, por
tanto existe una activacion inicial del n.Pa causado por el estrés de inmovilizacion (Pacak, y
cols., 2001). Sin embargo, el estimulo es mayor en animales radiados a altas potencias que en
los controles, que han sido sometidos a la misma inmovilizacion pero no han recibido
radiacion, lo que puede indicar que existe un estimulo fisico afiadido al estrés de inmovilizacion
provocado por la propia radiacién. En cuanto al estrés térmico, los valores de SAR de nuestro
experimento se han encontrado siempre por debajo de umbrales térmicos, y ello ha sido

corroborado con mediciones termométricas de temperatura rectal en los animales, por lo que
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consideramos que los efectos encontrados no tienen porque corresponder a efectos de naturaleza
térmica.

Resulta interesante destacar que la activacion neuronal en el nuclep Pa parece ser
dependiente de la potencia, y del tiempo de exposicion, lo que coincide con los resultados de

otros autores (Kovacs, y cols., K.J.).

En relacion con la potencia, se observa un incremento paralelo de la expresion del Hsp-90 a
nivel de corteza somatosensorial, y ntcleos hipotalamicos a los 90 minutos, que se mantiene a
las 24 horas; y un descenso paralelo a nivel del area limbica a las 24 horas, a partir de 3 w.
Ademas para la estimulacién de c-fos existe un umbral minimo de potencia necesario para
estimular el nPa, ya que la exposicion aguda a 3w es insuficiente para detectar activacion
neuronal a los 90m, sin embargo a 12 w existe un importante incremento de la expresion de Fos,

suficiente ademas para activar ambas regiones, magnocelular y parvocelular. .

En relacion con el tiempo de exposicion, podemos observar que, a mayor tiempo de
exposicion, mayor expresion de c-fos, ya que con tiempos de 15 minutos de exposicion no se

obtienen diferencias estadisticamente significativas con los controles.

Hemos valorado también los efectos de la exposicion repetida de radiofrecuencia a 2,45
GHz, mediante la deteccion de c-fos en el nlcleo Pa tras exposiciones subcronicas a dosis
atérmicas a diferentes potencias. LLama la atencion que mientras la exposicion aguda a 3 w
resulta insuficiente para detectar activacion neuronal en el nucleo Pa a los 90minutos, en
exposiciones repetidas a dicha potencia si provocan un importante incremento de c-Fos, sobre
todo a nivel del area magnocelular. Cabria esperar que la estimulacion en dicha area se
encontrara disminuida si estuviera bajo los efectos del estrés de inmovilizacion, ya que a dosis
cronicas el efecto del stress se ve mermado por los mecanismos de adaptacion Ademas, el estrés

agudo provoca incremento de c-fos en n.Pa y Arcuato, observandose que este estimulo decrece
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con el estrés repetido(Kwon, M.S. y cols.,2006), por tanto no parece que el efecto obtenido sea

debido al estrés sino que pueda corresponder con el efecto de la propia radiacion.

Ademads, se ha detectado alteracion en la funcién de neuronas hipocampales tras la
exposicion a dosis cronicas atérmicas de microonda (Xu, S. y cols., 2006).Aunque nuestros
resultados en hipocampo se han realizado en exposiciones agudas, parece que la estimulacion
con microonda a dosis atérmicas y de forma aguda también podria intervenir en procesos
relacionados con déficits cognitivos. A la vista de estos resultados, seria muy interesante el
completar el estudio para valorar con mayor profundidad los efectos de la radiaciéon microonda
en el organismo, sobretodo de dosis cronicas de exposicion a microonda, dado que constituyen
la base de multitud de exposiciones en el dia a dia incluidos los tratamientos de diatermia en

Medicina Fisica y Rehabilitacion.

V.2-MARCADORES DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA RADIACION NO

IONIZANTE: HSP90 Y ¢c-FOS. METODOS DE CALCULO DEL SAR.

Para poder llevar a cabo nuestros experimentos resulta imprescindible determinar con la
maxima precision la dosis absorbida de radiacion, sobretodo porque al realizar los experimentos
con animales pequefios, el peso constituye un factor fundamental en dosimetria (Sebastian
Franco, J.L. y cols., 2006). La determinacion experimental del SAR puede realizarse de dos
maneras fundamentalmente: mediante mediciones termométricas (Moros, E.G. y cols. 1999;
Swicord, M. y cols., 1999) o de campo eléctrico y mediante calculos estimados basados en
modelos matematicos de simulacion como el método FDTD (en inglés, Finite Diference Time
Domain)(Schonborn, S. y cols., 2004). Dada la importancia de conocer la dosis absorbida y por
otro lado dada su complejidad de calculo debido a la influencia de multiples factores (Kuster, N.
y cols., 2006), hemos aplicado en esta Tesis ambos métodos, por un lado la determinacion de

medidas de temperatura a través de sondas termométricas rectales, y por otro hemos realizado la
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estimacion del SAR mediante simulacion a través de la técnica FDTD, como hemos descrito
anteriormente. .En trabajos posteriores llevaremos a cabo estudios comparativos entre estos dos
métodos. El calculo de la dosis absorbida nos va a ayudar a cuantificar los efectos biologicos
debidos a la exposicion a campos de radiofrecuencia y va a determinar si los efectos biologicos
a estudiar se encuentran dentro de rangos térmicos o no térmicos. Nuestros valores de SAR no
alcanzan niveles térmicos ya que son inferiores a 0.4W/kg en un ambiente controlado en la
totalidad del cuerpo (Martinez A.2004) e inferior a 2W en el cerebro (IEEE 1999).

Debemos tener en cuenta que las mediciones termométricas realizadas con sondas rectales
pueden verse influenciadas por los niveles de estrés (Berend Olivier et al 2003), como
detectamos en nuestros resultados, ya que a el SAR medio resulta mayor a bajas potencias tras
15 minutos de exposicion, probablemente por la influencia del estrés. Pero también debemos
considerar la temperatura ambiente (Bratincsak et al 2004), ya que constituye un potencial
factor de estrés. En el experimento hemos controlado la temperatura ambiente del
compartimento donde se llevdo a cabo el experimento, y al no detectar ninguna variacion
consideramos que este factor no deberia de influir en la temperatura de los animales. Esto podria
ser de esperar, ya que nuestros valores de SAR se encuentran por debajo de la tasa metabdlica
basal de estos animales (Moros, E.G., y cols.,, 1999) y por tanto los mecanismos de
termorregulacion son capaces de compensar.

El empleo de camaras experimentales para el estudio de los efectos de la radiofrecuencia en
pequeios animales de experimentacion permite mantener una exposicion controlada de dichos
animales, calcular la dosis de SAR y evitar en lo posible interferencias externas. La eficacia de
la cdmara GTEM que hemos utilizado en nuestro estudio ya ha quedado demostrada en otras
publicaciones (Bregains, J.C. y cols., 2008).

Los estudios dosimétricos tienen una gran importancia en experimentacion, como reflejan
los resultados de esta Tesis, pero también en Medicina Fisica donde el indice de la energgia

absorbida de radiacion seria necesario precisarlo para mejorar la aplicacion de los tratamientos.
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Diversos estudios in vitro (Lee, S. y cols., 2005) e in vivo (Belyaev, I.Y. y cols., 2006)
relacionan la exposicion a microonda con alteraciones en la expresion de ciertos genes, entre los
que se encuentran genes relacionados con el estrés. Sin embargo, estos cambios no siempre han
podido ser corroborados (Chauhan, V. y cols., 2006). Los genes inmediatos tempranos como c-
fos y c-jun y los genes del shock térmico constituyen marcadores muy sensibles de estrés
metabolico por ello son los marcadores biologicos mas empleados para detectar estrés celular
(Hossmann, K.A. y Hermann, D:M., 2003). Es por ello, que el empleo de la expresion de
marcadores bioldgicos de actividad neuronal ya ha sido utilizado en una gran variedad de
trabajos para investigar el efecto de las microondas, en el sistema nervioso (Morrisey, M.W. y
cols., 1999; Whitehead, T.D. y cols., 2005; Finnie, J.W. y cols., 2006; Jorge-Mora, M.T., y
cols., 2006; Lopez-Martin, E. y cols., 2008).

Actualmente es bien sabido que el protooncogen c-fos, forma parte de los genes
inmediatos tempranos, y que se caracteriza porque su expresion se incrementa de forma rapida
y transitoria en respuesta a un estimulo, por ello, se ha empleado como marcador de estrés
celular. Se han llevado a cabo multitud de estudios que detectan activacion neuronal de c-Fos
ante diversos tipos de estrés fisiologico y patologico, tanto agudos como cronicos, como los
cambios de temperatura (Bachtell, R.K. y cols., 2003), los cambios osmoticos (Kawasaki, M., y
cols., 2005), la hipoglucemia, el dolor (Palkovits, M. y cols., 1999; Novikova, N.S., 2004), y el
estrés por inmovilizacion entre otros (Pakac, K. y Palkovits, M., 2001).

La deteccion inmunohistoquimica de Fos en células neuronales se ha empleado para crear
mapas anatémicos funcionales (Sagar, S.M. y cols., 1988; Vendrell, M., y cols., 1998; Yoshida,
K. y cols, 2002; Bachtell, R.K. y cols., 2003), asi como para estudiar posibles mecanismos de
interaccion de los CEM no ionizantes con el tejido bioldgico (Rao y Henderson, 1996), dado
que la demostracion de marcaje de c-fos en las células permite determinar la extension de la
activacion neuronal en las estructuras nerviosas (Gaybriel y cols., 1990; LaHoste y cols., 1993;

Herrera y cols., 1996). Sin embargo, debemos tener en cuenta que la ausencia de dicho marcaje
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no excluye activaciéon neuronal, ya que podria ser que el estimulo aplicado no fuera lo
suficientemente intenso como para provocarlo, o que c-fos no se exprese en el tipo neuronal a
estudio, o bien que existan otros factores como la ausencia de la activaciéon del segundo
mensajero para llegar a expresarse Fos (Pakac, K. y Palkovits, M., 2001; Hoffman, G.E. y Lyo,
D., 2002).

El mapeo de Fos en el SNC nos ha permitido observar el comportamiento de las células del
SNC frente al estimulo de la microonda a niveles no térmicos. Nuestro estudio demuestra que la
exposicion a radiacion microonda a dosis atérmicas es capaz de estimular la expresion de c-fos
en el SNC, y estos resultados coinciden con los de otros investigadores que detectan aumento en
la expresion de c-fos en areas corticales y subcorticales expuestas a radiacion microonda a dosis
no térmicas (Lopez-Martin, E. y cols., 2009; Morrisey, J.J. y cols.). Otros autores, sin embargo,
no han detectado incremento de fos en el SNC tras la exposicion a microonda a niveles de dosis
igual o por debajo de los limites de exposicion recomendados (Morrisey, J.J. y cols., 1999).
Como comentamos anteriormente, debemos tener en cuenta que la influencia de otros estimulos,
aparte de la microonda, pueda alterar la expresion de este marcador. En nuestro estudio, hemos
intentado controlar estimulos como el estrés y la temperatura que pudieran repercutir en los
resultados. Se ha controlado las condiciones ambientales donde permanecieron los animales
durante el experimento, asi como se midid la temperatura rectal antes y después de la
exposicion. Ademas, hemos realizado animales control que se han visto sometidos al mismo
procedimiento, pero sin recibir radiacidon, lo cual nos permite reducir la influencia de otros
factores como el estrés.

Ademas, hemos podido comprobar que la expresion de c-fos es dependiente de la potencia
y del tiempo de exposicion asi como de la frecuencia de repeticion de dosis. Como observamos
en este estudio, los maximos niveles de c-Fos se detectaron tras 90 minutos postexposicion, en
los animales sometidos a la mas alta potencia (12w) y al mayor tiempo de exposicion (30

minutos). Este comportamiento farmacocinético con un pico maximo a los 90 minutos coincide
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con los valores publicados para esta proteina (Kovacs, K.J., 2008). Tras 24h postexposicion, los
niveles de marcaje son mayores en los animales sometidos a la potencia de 3w y mayor tiempo
de exposicion, aunque c-fos sigue manteniéndose alto en todos los grupos. Es decir, que a
potencias mas bajas, la intensidad del estimulo es menor pero se prolonga mas tiempo. El efecto
retardado o mas prolongado en la expresion de c-fos también ha sido detectado en otros
estudios, y se ha relacionado con la posibilidad de una activacion neuronal secundaria (Cullinan,

W.E. y cols., 1995).

En cuanto al marcador hsp90, hemos evaluado los cambios en su expresion a nivel de areas
corticales y subcorticales del cerebro de ratas expuestas a dosis atérmicas de radiacion. Hasta el
momento, los estudios que han demostrado que hsp90 responde a estimulos de radiacion
microonda a nivel del SNC son estudios in vitro y a dosis térmicas (Wang, J. y cols., 2006;
Tian, F. y cols., 2002), sin embargo no conocemos publicaciones que valoren este marcador en
dichas areas anatomicas a dosis atérmicas de radiacion en animales de experimentacion.
Obtuvimos que a dosis atérmicas de radiacion microonda se observan cambios en la expresion
de hsp90. El patrén de estimulacion de hsp90 frente al estimulo de microonda a 2,45 GHz a
dosis atérmicas resulta diferente segun el area anatomica, al igual que ocurre con el patron de
calentamiento inducido por otras hsps (Walters, T.J. y cols., 1998). La estimulacion de las hsps
depende del tipo de estimulo, y de la duracién del estimulo (Blake , M.J. y cols., 1990; Garrido,
C. y cols., 2001). Se detecta un incremento de hsp90 a nivel de la corteza somatosensorial y de
las areas hipotalamicas, ya a los 90 minutos postexposicion, presentando niveles maximos a las
24 horas postexposicion. Este incremento resulta mas llamativo a la maxima potencia. Estos
resultados coinciden con los de otros autores, que también obtienen un pico maximo del
marcador hsp a las 24 horas postexposicion (Walters, T.J. y cols, 2001). Por otro lado, la

expresion se ha visto disminuida en el area hipocampal a las 24 horas postexposicion. Dicha
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disminucion en la estimulacion de hsp90, ocurre desde los 90 minutos postexposicion sélo a la

potencia més alta, lo que reafirma la influencia del factor potencia.

Comparado con la expresion de hsp90 constitutiva en el SNC en condiciones normales,
observamos que este patron se ve modificado ante un estimulo como la microonda. Otros
autores también han obtenido que la estimulacion del SNC causa cambios en la expresion de
multiples genes (Lee, S. y cols., 2005) y modifica el patron basal de hsp90 (Jeon, J.S. y cols.,
2004). Esta activacion podria ser una respuesta que surge de la necesidad de dicha célula de
defenderse ante una situacion adversa (efecto protector de las hsps) (Tynell, M. y cols., 1993;

Latchman, D.S., 2004).

A la vista de estos resultados, parece claro que hsp90 puede resultar titil como marcador de
respuesta al estrés de la microonda, y nos ha permitido estudiar la activacion metabolica en las
células de diversas regiones del SNC de ratas expuestas a dosis atérmicas de radiacion
microonda. De esta manera, hsp90 podria constituir un marcador de riesgo de dafio celular ante
el estimulo como la microonda, de manera que niveles altos de hsp90 indicarian proteccion
frente al estrés, mientras que niveles bajos indicarian un fallo en la defensa celular, con el

consiguiente riesgo de efectos adversos.
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1.

Conclusiones

La radiacion microonda a 2,45 GHz induce una respuesta de Hsp90 amplia y
heterogénea a nivel sistema nervioso central, que podria indicar distintos grados
de susceptibilidad anatomica a la interaccion con este tipo de radiaciéon no
ionizante.
a. Por un lado hay un aumento de la expresion de Hsp90 en la corteza
somatosensorial y en el hipotalamo.
b. La expresion de Hsp90 disminuye en el area del sistema limbico. Este
comportamiento podria estar relacionado con factores anatdbmicos como
la localizacion o la tipologia celular asi como con circuitos

neurofuncionales que resultan activados por dicho estimulo.

El patron de estimulacion de Hsp90 antes mencionado se ve afectado por
factores relacionados directamente con el estimulo de radiaciéon como la
potencia y el tiempo de exposicion, e indirectamente con el tiempo después de la
exposicion, factor que determina el grado de afectacion del tejido.

a. A nivel de la corteza somatosensorial y del area hipotaldmica
observamos un estimulo positivo dependiendo de la potencia y el tiempo
transcurrido tras la radiacion. Con la maxima potencia (12w) se detecta
una elevacion a 90 minutos en ambas regiones, y también con 1,5 y 3w
en el area hipotalamica. Esto nos hace pensar en que la tasa de absorcion
de energia de radiacion es un factor muy importante para desencadenar la
sintesis de Hsp90.

b. En las regiones de corteza entorrinal e hipocampo pertenecientes ambas

al sistema limbico
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11.

Conclusiones

Se observa un incremento de proteina a los 90 minutos con una
posterior disminucion de los niveles, al igual que en el
hipocampo.

La actividad similar de esta proteina en ambas regiones del
sistema limbico (corteza entorrinal e hipocampo) nos hace pensar
en una via de propagacion comun de la radiaciéon que podria

desencadenar un defecto en la citoproteccion celular.

3. Los resultados que obtuvimos del estudio del marcador de activacion neuronal c-

fos en el nicleo Paraventricular tras la exposicion a microonda a 2,45 GHz nos

indican que:

a. Este nucleo presenta una importante reactividad al efecto de la

microonda con niveles de exposicion de SAR no térmico. Esto sugiere

que en esta activacion podrian estar implicados varios circuitos

funcionales simultaneamente.

b. La activacion del nicleo Paraventricular es dependiente de la potencia de

radiacion.

1.

11.

Para exposiciones agudas, de manera que una exposicion aguda a
3w resulta insuficiente para llegar a estimular este nucleo, sin
embargo la aplicacion de potencias de 12 w de forma aguda es
suficiente para estimular el nucleo Paraventricular.

En exposiciones repetidas el nivel de potencia necesario para
desencadenar un incremento de la respuesta del nucleo

paraventricular disminuye a 3 w. Esto nos hace pensar que la

164



111

Conclusiones

habituacion a este estimulo incrementa la activacion de las
poblaciones neuronales de este nucleo.

Ambas subpoblaciones celulares del nicleo Pa estudiadas en esta
Tesis (PaLM, PaMP+PaV) muestran, en general, un
comportamiento parejo en cuanto a su estimulacion, excepto la
afectacion (90 minutos después) y la recuperacion (24 horas
después) del area parvocelular y ventricular, que es mas sensible

en este caso.

4. Los resultados obtenidos respecto a los biomarcadores utilizados, indican que

Hsp90

a.

constituye un buen marcador anatomofuncional, para estudiar la
respuesta del SNC frente a la interaccion del tejido biolodgico con campos
de radiofrecuencia.

La deteccion de la proteina c-fos en el ntiicleo Paraventricular debido a su
intensa respuesta tras estimulos fisicos repetidos reflejados en los
resultados de esta Tesis puede ser un buen indicador en ensayos

experimentales relacionados con terapéutica.

5. Nuestros experimentos fueron realizados a niveles de SAR no térmico, por lo

que no es posible descartar la existencia de efectos de naturaleza no térmica

derivados de la interaccion de la radiofrecuencia en tejido cerebral in vivo. Esto

nos anima a seguir investigando en esta direccion, ampliando nuestras

investigaciones sobre aplicaciones terapéuticas de la radiacion.
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