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Abstract- Exposure to non-ionizing electromagnetic radiation
is increasing every day through mobile phones. In this
experiment we try to find the influence of this exposure in
twenty-four Sprague-Dawley rats brain when radiation is
caused by a GTEM chamber (travelling wave chamber) and by
a stationary wave chamber. Both chambers are irradiating at
frequency of 900 MHz. The experimental system consisted of a
vector signal generator, a directional coupler, a power meter
and the two enclosures (working separately) where the animal
was immobilized by a methacrylate holder. In order to
determine the radiation effects, rectal thermal measures are
performed to calculate the SAR (Specific Absorption Ratio)
values in the brain. We performed a comparison between the
radiation dosimetry, compared the stress levels of the animals
and finally we studied the neuronal activation with
immunohistochemistry test c-fosin the brain of animals exposed
to radiation in both chambers. We found that a GTEM
chamber gives lower values for the average SAR than a
stationary wave chamber. Stress levelsin animals are higher in
the cavity standing wave than in the GTEM. Postmortem
neuronal activation in the brain appears with a different
pattern: unilateral in traveling wave and bilateral in standing-
wave.

I. INTRODUCCION

Los estudios experimentales llevados a cabo en sistemas
de radiacion con animales pequefios, permiten un control de
los parametros electromagnéticos y un andlisis posterior de la
dosimetria [1] de exposicién a frecuencias, que se utilizan
habitual mente con |os tel éfonos inalambricos.

La metodologia experimental utilizada para el célculo
del SAR es variable, desde la medicion directa del campo
eléctrico [2], mediante sondas termométricas, [3] 0 un método
combinado donde se aplican los valores experimentales y el
sistema computacional FDTD [4]. La determinacion de los
niveles de estrés que se inducen a los animales durante la
exposicion es un indice biolégico que necesitamos conocer
pararedlizar una valoracion final de los efectos después de la
radiacion. La medida de la temperatura corporal en los
animal es durante la radiacién puede constituir un marcador de
estrés [3, 5] que nos permitird a mismo tiempo el cdculo de

la tasa de absorcién especifica (SAR) utilizando los valores
térmicos corporales[6].

La deteccion de la proteina c-Fos en las areas més
importantes del  cerebro mediante un test de
inmunchistoquimica postmortem constituye un marcador
sensitivo de activacion neuronal [7] y nos informa de la
respuesta del sistema nervioso ante estimulos externos.
Estudios que realizamos previamente en una cavidad de onda
estacionaria simulando la sefidl GSM de los méviles a 900
MHz, [8] permitieron detectar cambios importantes en la
actividad cerebral (clinicos, eectroencefalogréficos -EEG- y
morfoldgicos) en un modelo subconvulsivo en ratas con
picrotoxina. Otros estudios, en una camara de onda vigjera
(GTEM) [9] a frecuencias de 900 y 1800 MHz determinaron
que un modelo subconvulsivo en ratas hembra Sprague-
Dawley presentaba un descenso en la activacién neuronal (c-
fos positivo) al someter alos animales a la accion simultanea
delapicrotoxinay laradiacion.

En este trabajo utilizaremos una sefial monocromética de
RF de 900 MHz que simula la RF de los teléfonos maviles,
para irradiar en e cerebro de ratas hembra Sprague-Dawley
situadas en las cavidades (una de onda vigjera, GTEM y otra
de onda estacionaria). La medicién de la temperatura rectal
antes y después de la radiacion de los animales ha sido la
herramienta para determinar los niveles de estrésy del calculo
del SAR comparando finalmente los resultados obtenidos en
unay otra cavidad. Los valores de SAR obtenidos en ambas
cavidades de radiacién, nos permitiran realizar un andlisis del
grado de interaccion de la radiacién no ionizante absorbida
por los tejidos de los animales en ambas cavidades.
Finalmente se harén estudios comparativos post-mortem en
los cerebros de |os animales de deteccion de la proteina c-Fos
para determinar e grado de activacion neuronal que se
produce en los animales expuestos a la radiacion en cada una
delas cavidades.



Il. MATERIAL Y METODOS

A continuacion se muestran los dos sistemas
experimentales empleados para la redizacion del
experimento, asi como € método seguido y la forma de
célculo delosvalores del SAR:

A. Descripcion ddl sistema experimental de radiacion.

Como indicamos anteriormente hemos usado 2 cavidades:
la primera (que Ilamaremos cavidad de onda estacionaria) fue
disefiada con € fin de exponer a pequefios animales a ondas
estacionarias de radiofrecuenciay poder asi medir la potencia
absorbida por € animal (Fig. 1). Se trata de una cgja metdlica
de 150 cm de largo, 70 cm de ato y 46 cm de ancho (medidas
interiores) con una antena de transmision. La segunda cavidad
(de onda vigiera) es una camara de radiacion comercial
GTEM 250 (Fig. 2).
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Fig. 1. Esquema del sistema
estacionaria (no a escala).
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Fig. 2. Esquema del sistema experimental utilizado de la GTEM
SCHAFFNER 250 (no a escala).

El montage experimenta para ambas camaras es €
siguiente: e generador de sefiales vectoriad (GSV)
(AGILENT E4438C (250KHz-4GHz), dimenta 4
amplificador (AMP) (AMPLIFIER RESEARCH 15S1G3 (15
Watts 0,8-3,0 GHz) con una sefial sinusoidal pura de 900
MHz, la salida procedente del amplificador se conecta
acoplador direccional (AD) (NARDA 3282B-30, (800-4000
MHz)) y de ahi directamente a la cdmara de radiacion
(GTEM o cavidad de onda estacionaria). Las potencias
incidente y reflggada son controladas durante todo el
experimento con un medidor de potencia (MP) (AGILENT
E4418B (9,0 KHz-26,5 GHZz)).

B. Descripcion dd tratamiento de los animales

Se introducen 27 ratas Sprague-Dawley con pesos
comprendidos entre 192.6 a287.4 g en cepos de metacrilato
para impedir su movilidad y posteriormente se sitian en unos
soportes dentro de |as cavidades durante 1 hora.

Hemos considerado 4 grupos (6-8 ratas en cada grupo):

Grupo 1: radiacion en GTEM a 900 MHz.

Grupo 2: sin radiacion en GTEM.

Grupo 3: radiacion en cavidad de onda estacionaria a 900
MHz.

Grupo 4: sin radiacion en cavidad de onda estacionaria.

C. Determinacion del SAR:

Los valores de SAR han sido calculados mediante
medidas de temperatura rectal, antes y después de radiar (con
un termometro digital (TESTO AG 950 (-200°C, 600°C)) de
dos decimales de precision) puesto que puede establecerse
unarelacion 1:1 entre latemperaturadel recto y ladel cerebro
[6].

También se redizaron medidas de la temperatura
ambiente, no obstante al encontrarse poca variacién en ellas
se consideré que no influian en la temperatura de los
animales.

Se calcula por tanto e SAR en € cerebro tal como se
indica en la siguiente formula:

SAR,=CAT/At Q)
siendo:
— Cg=3700[JKg°C] €l calor especifico del cerebro.
— AT d incremento de temperatura producido durante la
radiacion.
— Atd intervalo de tiempo de exposicion (1 hora).

D. Procesamiento del tgido, tinciones y estudios de
Inmunohistoquimica.

Después de exponer a los animales en la camara los 60
minutos de radiacion y de esperar paras su sacrificio 90
minutos, se anestesiaron a los animales profundamente con
pentotal y se perfundieron transcardiamente via aorta
ascendente, primero con salino a 0,9% y paraformaldehido
a 4% en tampénfosfato 0,1M de pH 7,4. Se extrgieron los
cerebros, se crioprotegieron y finalmente se cortaron en
secciones seriadas a 40 micras en un micrétomo de
congelacion.

1) Técnicas de tincién: Se llevaron a cabo dos técnicas de
tincién del tgjido del sistema nervioso para la observacion del
estado del tgido. Con e tegido previamente hidratado
pasando previamente por alcohol de 100° (5 min) 2 veces,




alcohol de 96° dos veces, alcohol de 70° (5 min) una vez,
agua dedtilada (10 min). Posteriormente se procede a la
tincion del tejido azul de toluidina o violeta de cresilo
ambos colorante a 1% durante 20 minutos. Antes de montar
las muestras hay que volver a secarlas, esto se hace con un
paso rgpido por alcoholes durante 1 minuto, 2 veces en €l de
90° y 2 vecesen e de 100°.

2) Técnica de Inmunohistoguimica Las secciones se
sometieron 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
tampdn fosfato potésico salino con 0,25 6 0,30% de tritdén X-
100. L as secciones se incubaron toda la noche (minimo 16 hs)
con el anticuerpo primario (suero policlona anti-conegjo de
proteina humana HSP-90) diluido en KPBS con 1% de suero
normal y 0,25% y 0,30% de tritén 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 90 minutos a temperatura ambiente con €
consiguiente antisuero secundario biotilinado a una
concentracion de 1:200. Las secciones marcadas con biotina
se lavaron y se incubaron posteriormente otros 30 minutos
con un complejo avidina-biotina-peroxidasa (DAKO), diluido
a 1:100 en KPBS conteniendo 0,25% de tritdn. Finalmente se
realizd el revelado e un 0,04% de peréxido de hidrégeno y
0,5% 3-3"diamino bencidina (DAKO).

E. Estudios estadisticos

Se llevé a cabo € andlisis de las temperaturas rectales en
los animales antes y después de la radiacion y los valores de
SAR en relacion a los animales control para cada cavidad
(animales que permanecen en la cavidad sin radiar). Los
valores se expresaron como las medias individuales de cada
animal o del experimento (+ error estandar) por grupo. En
este experimento las diferencias entre grupos (dos a dos) en
relacion a SAR o la temperatura se determinaron utilizando
un ANOVA deunaviay test aposteriori de Holm-Sidak.

I1l. RESULTADOS

A. Estimaciones del SAR

Las ratas se radiaron durante 1 hora a una potencia de
entrada de 2W y frecuencia de 900 MHz.

Los valores de SAR experimental se calcularon mediante
la formula (1), obteniéndose para los animales control (que
no se radiaron y permanecieron en el cepo) valores muy
similares para ambas cavidades (ver Tabla 1). Esto indica
una escasa influencia de factores relacionados con el estrés
que podria sufrir € animal, tanto por € efecto de introducir
lasondaa nivel rectal [10] como por lainmovilizacion [11] o
por factores externos como la temperatura ambiente [12]
(que en este experimento se ha mantenido en un valor medio
de 26°C).

Los valores obtenidos para el promedio del SAR en €
animal expuesto en la GTEM resultan inferiores que los
obtenidos en el animal expuesto en la cavidad de onda
estacionaria (ver Tabla 2). La interaccion continua de la
radiacion no ionizante en la cabeza del animal determina un
incremento mayor de temperatura y de tasa de energia
absorbida por éste.

Rata|Masa (9) | Passorvica| AT (°C)|SAR (W/K Q)
RG-1| 1926 | 0013 | 007 0,072
RG-2| 2183 | 0,017 | 008 0,082
RG-3| 2333 | 0324 | 1,35 1,388
RG-4| 2874 | 0336 | 114 1172
CTEM RG-5| 1902 | 0231 | 1,26 1,215
RG-6| 2005 | 0122 | 063 0,607
RG-7| 1973 | 0038 | 02 0,193
RG-8| 1963 | 0129 | 068 0,655
cG-1| 2016 | 0033 | 016 0,164
cG-2| 2052 | 0076 | 036 0,370
Control  |CG-3| 2169 | 0234 | 1,05 1,079
GTEM  |cG-4| 2148 | 0139 | 067 0,646
cG-5| 1975 | 0063 | 033 0,318
cG-6| 1818 | 0028 | 016 0,154
R1| 2141 | 0160 | 073 0,750
R2| 201 Jo2s8| 125 1,285
R3| 2203 | 0151 | 067 0,688
Cavidad Ondal 4 | 2181 | 0134 | 060 | 0617
R5| 2223 | 0159 | 074 0,713
R6| 2161 | 0267 | 128 1,234
R7| 1943 | 0069 | 037 0,357
c1| 210 |o218] 101 1,038
c2| 2699 | 0042 | 015 0,154
Contral c3| 2307 | 0092 | 039 0,401
Cavidad Onda
estacionaria | 4| 1985 | 0300 | 1,57 1,513
c5| 1976 | 0082 | 043 0,414
c6| 2081 | 0072 | 036 0,347

Tabla lLista de valores del SAR estimados mediante medidas de la
temperatura con sonda termométrica.

MEDICION DE TEMPERATURAS
RECTALES
Grupos Antesdela Despuésdela
experimentales radiacion radiacion
Grupo 1 37,55+16.10 37,91+13.10*
Grupo 2 37,33 19.10° 37,79+12.10°
Grupo 3 37,21+17.10° 37,9+15.107"
Grupo4 37,72+19.10° 37,85+15.102

Tabla 2. Valores de temperaturas rectales medias + EEM antes y después

de la radiacién. * Indica diferencias después de la radiacién respecto al
grupo IV no radiado.

SAR [W/Kg]

GTEM 0,369+ 2.10™

Control GTEM 0,438+1.10™
Onda Estacionaria 0,704+2.10""
Control Onda Estacionaria 0,140£3.10™

Tabla 3. Valores de SAR medias + EEM en las dos cavidades de onda
vigieray onda estacionaria. * Indica diferencias significativas en el SAR de
cada cavidad respecto alos animales control.



B. Resultados biol6gicos

1) Técnicasdetincién del tejido cerebral

La tincion mediante violeta de cresilo o azul de toluidina
de las secciones seriadas de los cerebros de los animales
estudiados (grupos 1-4) no indicaron en ningln caso datos de
lesién o alteraciones en la morfologia del tegjido cerebral ala
observacion a microscopia optica
2) Activacion neuronal mediante la  técnica
inmunohistoquimica de c-Fos.

— Grupoly 2: Enlos animales expuestos en la GTEM (onda
vigera) aparecen focos de activacion de nucleos c-fos
escasos en la corteza cerebral (frontal, parietal, piriforme)
bilateralmente (en ambos hemisferios) en secciones
rostrales. A medida que las secciones se hacen més
caudales aparece un efecto de apantallamiento con
activacion unilateral en corteza frontal y alrededor de uno
de uno de los ventriculos, y en el globo péido del mismo
lado sin ninguna activacion en € lado contralateral. Tan
solo aparece activacion bilatera de los nucleos c-Fos a
ambos lados del nacleo Paraventricular (NPV) del
hipotdlamo en los animales radiados en la GTEM. En los
animales inmovilizados en € cepo pero no radiados
(control) aparecen también focos de activacién neuronal
en la corteza cerebral (cingular, parietal, piriforme y
entorrinal) de forma bilateral tanto en secciones rostrales
como caudales. En los animales control no hay activacion
del nicleo Paraventricular.

— Grupos 3y 4: En los animales expuestos a laradiacion en
la cavidad de onda estacionaria aparece una activacion de
c-Fos escasa y localizada bilateramente a nivel de la
corteza cingular y en la corteza parietal, también en areas
del Hipocampo como CAl1l o CA3 en la region
hipotdlamica a ambos lados del tercer ventriculo y
selectivamente aparece activacion bilateral en e NPV (en
Nas magnocelulares). En los animales inmovilizados y no
radiados, en la cavidad de onda estacionaria aparece
activacion bilateral en la corteza del cingulo, frontal,
parietal, piriforme sin activacion bilateral en e Nucleo
paraventricular.

IV. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio comparativo dosimétrico
llevado a cabo en las dos cavidades de radiacion (GTEM y
onda estacionaria) con animales pequefios determinaron un
incremento significativo de los niveles de estrésy SAR ala
interaccion continuada de las microondas a 900 MHZ y 2 W
de potencia mayor en € sistema de radiacién de onda
estacionaria. Esto nos hace pensar que la determinacion de
las temperaturas rectales de los animales y el posterior
cdculo de la tasa de absorcion especifica a la radiacion en
ambos sistemas experimentales constituyen parametros
sensibles para la valoracion de los posibles efectos de la
interaccién de los campos electromagnéticos en sistemas
biolégicos constituidos por mamiferos peguefios como los
roedores. La determinacién de la activacion neuronal
mediante la proteina c-Fos en e cerebro de los animales
indicd un patron diferente para ambas cavidades: un patron
de activacion unilateral en los animales radiados en la GTEM
y un patrén bilateral en los animales radiados en la cavidad
de onda estacionaria.
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