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Abstract- Non-ionizing radiation at 2.45 GHz may modify
the morphology and expression of genes that codify heat shock
proteins (HSP) in the thyroid gland. Fifty six rats were
individually exposed once or repeatedly (ten times in 2 weeks)
for 30 min to 2.45 GHz radiation in a Gigahertz transverse
electromagnetic (GTEM) cell at different levels of non-thermal
specific absorption rate (SAR), which was calculated using the
finite difference time domain (FDTD) technique. Using the
immunohistochemistry technique, we studied the expression of
HSP-90 protein and morphological changes in tissues thyroid
gland. Ninety minutes after the radiation of the central and
peripheral follicles increased in size while the peripheral wall
thickness suffered a decrease in size with the highest SAR
exposure. Twenty four hours after radiation central and
peripheral follicles decrease in size with the SAR of 0.4 =+
12x107%, Likewise with repeated exposure showed a decrease in
the size of the follicles (peripheral and central). Morphological
changes in the thyroid gland after radiation indicate acute or
repeated stress adaptation in thyroid tissue in the
hypothalamic-thyroid.

I. INTRODUCCION

En el escenario real de la vida diaria, las frecuencias de
radio estan asociadas con usos diversos como el industrial,
médico, militar y muy frecuentemente con la comunicacion.
La radiacion de microondas interacciona con el cuerpo, y en
la actualidad se conoce muy poco acerca de los riesgos que
puede tener en la de salud la exposicion a diferentes fuentes
electromagnéticas de naturaleza no térmica.

La glandula tiroides es uno de los organos vitales mas
expuestos y que podria ser mas vulnerable a la exposicion a
campos electromagnéticos (EMF) [1]. La exposicion cronica a
microondas con radiofrecuencia de 2450 MHz afecta
significativamente al eje  hipotalamo-hipofisis-tiroideo
provocando cambios en la temperatura del cuerpo, en el
comportamiento 'y provoca modificaciones en la
concentracion de hormonas tiroideas [2]. La exposicion
cronica a frecuencias utilizadas en telefonia mévil como 900
MHz también ha determinado tanto en humanos como en
animales alteraciones en los niveles hormonales de la TSH y
hormonas tiroideas [3,4].

Recientemente hemos encontrado que la radiacion aguda
subtér- mica a 2,45 GHz puede alterar los niveles de estrés
celular en el hipotalamo [5] y en la glandula tiroides de la rata
sin alterar inicialmente la capacidad apoptotica [6]

En este estudio analizamos las modificaciones que tiene
lugar en la morfologia de la glandula tiroides mediante test
inmunohistoquimico de la proteina de estrés HSP-90 a nivel
del tejido tiroideo de rata después de la exposicion aguda o
repetida (diez veces en dos semanas) a radiofrecuencia a 2,45
GHz en un sistema experimental conectado a una camara
GTEM.

II. METODOLOGIA

Fig. 1. Esquema del sistema de radiaciéon microonda utilizado. GTEM:
Camara GTEM Schaffner 250; GSV Generador Vectorial de Sefiales Agilent
E4438C (250 KHz-4 GHz); AMP: Amplificador Aethercomm 0.8-3.2-10;
Acoplador Direccional NARDA 3282B-30 (800-4000 MHz); AE: Analizador
de Espectro Aligent E4407B (9KHZ-26,5 GHz); MP: Medidor de Potencia
Aligent E4418B; CR: Céapsula Contenedor de la Rata Bajo Prueba; R: Rata.



A. 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 elementos que aparecen explicados en la figura
1. (GTEM) Camara GTEM, (GSV) Generador Vectorial de
Seniales Agilent E4438C(250 KHz-4 GHz) (AMP)
Amplificador Aethercomm 0.8-3.2-10; Acoplador
Direccional NARDA 3282B-30 (800-4000 MHz), (AE)
Analizador de Espectro Aligent E4407B (9KHZ-26,5 GHz);
(MP) Medidor de Potencia Aligent E4418B, (CR) Cépsula
Contenedor de la Rata Bajo Prueba; R: Rata.

La sefial del Generador de Sefiales Vectorial (GSV)
alimenta al amplificador AMP con una sefial sinusoidal pura
de 2450 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
Cémara 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 Piy y
reflejada Pggr, 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 el
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 méaxima 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:

E=\|Z,P,[(W*¢) (1)

siendo /4 la altura de la boveda (septum) en la zona de
exposicion (posicion de la  CR), ver Fig. 1, Py la potencia
de entrada en la GTEM (potencia incidente), Zy=50 [Q] la
impedancia de 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 [catalogo de
Schaffner]. El valor de E obtenido durante la
experimentacion de acuerdo a la Py utilizada se presenta en
la seccidn correspondiente a los resultados.

B. Diseiio experimental

Se utilizaron un total de 56 ratas hembras Sprague —
Dawley de un peso aproximado de 230-250 gr. Para su
estudio se dividieron en los siguientes grupos:

—  Grupo A: (N= 18) Animales con una exposicion aguda de
radiacion y estudiados 90 minutos después de la radiacion.

— Grupo B: (N= 18) Animales con una exposicion aguda de
radiacion y estudiados 24 horas después.

—  Grupo C: Animales son exposiciones repetidas una cada dia
durante 5 dias a la semana y un total de 10 exposiciones.

Todos los animales se inmovilizaron durante la radiacion
que dur6 30 minutos. En cada uno de estos grupos se
hicieron animales control o no radiados que permanecieron
el mismo tiempo en la cavidad.

C. Caracteristicas de la exposicion

En este trabajo se han radiado los animales durante 30
minutos a 2,45 GHz, en exposiciones Unicas con 3 0 12 w
de potencia o repetidas durante 10 veces en dos semanas a 3
watios, midiendo en cada caso la potencia absorbida por el
animal.

D. Descripcion de las simulaciones y cdlculo del SAR
mediante el SEMCAD

Los valores de SAR se han estimado con la ayuda del
SEMCAD X, un software de simulaciéon basado en el método
FDTD, seguin se ha comentado anteriormente. Para ello, se
utiliz6 un modelo numérico de rata Sprague-Dawley de 198,3
gramos (modelo RS8), 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.l1). El valor de campo E fue
especificado por la ec. (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, x W |W )

donde SAR; es la estimacion del SAR experimental, SARg es
el valor de SAR obtenido durante la simulacién, #Ws=198,3
[g] es el peso del modelo numérico, y W [g] es el peso del
animal bajo experimentacion.

E. Estudios Morfologicos

Una vez expuestos a la radiacion los animales se
sacrificaron con una dosis elevada de pentotal y se
perfundieron por via aorta ascendente con paraformaldehido a
4°. Posteriormente se extrajeron las glandulas tiroides
transfiriéndolo después de un intervalo de 90 m o 24 horas
dependiendo del grupo y finalmente se sumergieron en un
fijador compuesto por buffer fosfato y formaldehido al 10%.

Se realizaron cortes continuos de 5 pm mediante un
microtomo y se procesaron para inmunohistoquimica,
Inicialmente se realiz6 preincubacion de una hora en suero
de caballo diluido al 10% en 0.02 M de KPBS tampon fosfato
potéasico 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% vy 0,30% de triton X-100( 1/500). Posteriormente tras
varios lavados, se realizd incubaciéon durante 90m a
temperatura ambiente con antisuero secundario biotilinado
(1:200). Las secciones marcadas con biotina se lavaron y se



incubaron posteriormente otros 30m con un complejo
avidina-biotina-peroxidasa (DAKO) (1:100) en KPBS
conteniendo 0,25% de triton. Finalmente se realizé el
revelado e un 0,04% de perdxido de hidrogeno y 0,5% 3-
3’diamino bencidina (DAKO).

F. Cuantificacion

Los resultados de este trabajo se expresaron como media
+ error estandar de la media. Para analizar los resultados se
aplicaron los siguientes test estadisticos: a) Un ANOVA de
una via para analizar, las diferencias causadas por la
exposicion en las tasas de absorcion especificas de los
animales a las distintas potencias; asi como las diferencias
estadisticas en los parametros medidos en las glandulas
tiroides en micrometros entre animales radiados y no radiados
a los 90 minutos, a las 24 horas para SAR con 3W o 12 w de
potencia, en diametro en foliculo central (DMFC), diametro
en foliculo periférico (DMFP), grosor en tabique central
(GTC) y grosor en tabique periférico (GTP). b) Un ANOVA
de dos vias para exposiciones repetidas, teniendo en cuenta
como factores la Radiacion x Numero de exposiciones. Con
aplicacion posterior del test de Tukey, Dunn o Bonferoni,
HSD para comparaciones posteriores segun el caso.

III. RESULTADOS
A. Tasa de Absorcion especifica (SAR)

Tabla 1. Valores de SAR en tiroides y cuerpos de las ratas experimentales
calculados a partir de la potencia (P) y campo eléctrico (E). Los valores de
SAR se obtuvieron mediante un test estadistico de un ANOVA de una via
teniendo en cuenta las distintas potencias y comparaciones a posteriori con el
test de Dunn. Las diferencias son significativas a partir de p<0.05.

. Media de .
Medla.de. SAR Pico SAR en SAR en el Pico SAR
en Tiroides S en lgde
(Wike) 1g de Tiroides cuerpo cuerpo
(W/kg)
EXPOSICION AGUDA
P=3W 3 3 3 -3
E=40.28V/m 0.1£10.10 0.07+4.10 0.03+19.10 0.18+9.10
P=12W 3 3 3 3
E=80.56V/m 0.4+12.10 0.3£10.10 0.16+4.10 0.8+2.10
EXPOSICION REPETIDA
P=Rep. 3W 3 4 -3 3
E=4028V/m 0.1£6.10 0,08+14.10 0,03+7.10 0.18+3.10

La Tabla 1 muestra los valores promedio del SAR en el
Tiroides y en el cuerpo de la rata asi como los valores
promedio del pico SAR por 1 gr en el tiroides y en el cuerpo,
obtenido mediante medidas individuales de ratas expuestas a
diferentes potencias(P) y campos eléctricos (E). No hay
diferencias significativas en el SAR con una sola exposicion a
3W y con exposiciones repetidas. El incremento de la media y
el SAR maximo es directamente proporcional a la potencia
inicial (P) y el campo eléctrico (E) generado en cada
subgrupo.

B.  Resultados Morfologicos

Animales de los Grupos A y B:
En los animales sometidos a exposiciones agudas de
radiacion (en los grupos Ay B) los parametros de morfometria
medidos en el tejido de la glandula Tiroides determinaron
modificaciones cuantificables en los diametros de los

foliculos centrales y periféricos del tiroides de las ratas
radiadas con ambas potencias (3 y 12 watios) respecto a los
animales no radiados. El grosor de los tabiques de tejido
conectivo mostraron modificaciones transitorias a nivel
periférico no a nivel central en los animales radiados. Los
resultados de los analisis de los test estadisticos se muestran
en las siguientes tablas:

Tablas 2 y 3. Valores mediost EEM en um del diametro de foliculos
centrales (DMFC), diametro de foliculos periféricos (DMFP), Grosor de
tabique Central (GTC) y Grosor de tabique periférico(GTP) 90 minutos y 24
hs respectivamente después de la exposicion a radiofrecuencia de 2,45 GHz y
3 w de potencia.

90m post-exposicion
no radiado | radiado
Parametros | N P valor*
(um)
DM FC 28 5345 83+4 0,010
DMFP 16 105+4 130+6 0,010
GTC 28 22+10 23+2 0,497
GTP 28 39+10 18+2 0,013
24hs post-exposicién
no radiado radiado
Parametros | N P valor*
(um)
DMFC 28 86+5 70+2 0,007
DMFP 16 126+8 11947 0,534
GTC 28 26+2 22+2 0,157
GTP 28 39+10 18+2 0,433

Tabla 4 y 5. Valores mediost EEM en pm del diametro de foliculos
centrales (DMFC), diametro de foliculos periféricos (DMFP), Grosor de
tabique Central (GTC) y Grosor de tabique periférico (GTP) 90 minutos y 24
hs respectivamente después de la exposicion a radiofrecuencia de 2,45 GHz y
12 w de potencia.

90m post-exposicion
no radiado radiado
Parametros N P valor*
(nm)
DM FC 16 5345 78+4 0,0010
DMFP 16 105+4 129+6 0,024
GTC 30 22+10 22+ 8 0,497
GTP 16 38+10 13+2 0,001
24hs post-exposicion
no radiado | radiado
Parametros N P valor*
(um)
DM FC 16 89+5 7543 0,045
DMFP 16 126+8 159+10 0,017
GTC 30 2642 28+2 0,65
GTP 16 20+2 18+2 0,433




Animales del grupo C:
Los resultados obtenidos de las mediciones en el tejido

tiroideo determinaron un menor tamafio de los foliculos
centrales y periféricos sometidos a exposicion repetida en
relacion a los animales sometidos a una Unica exposicion
aguda con un nivel similar de SAR. Sin embargo el grosor de
los tabiques no parece modificarse en los animales con
exposiciones repetidas. Los resultados de los analisis
estadisticos con un ANOVA de dos vias teniendo en cuenta
los factores, radiacion x numero de exposiciones se muestran
en los siguientes histogramas:
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Fig. 2. Los histogramas I y II muestran los valores medios + EEM en pum del
diametro de foliculos centrales (DMFC), diametro de foliculos periféricos
(DMFP).* indica las diferencias estadisticas entre radiados/no radiados y las
letras a, b indican las diferencias estadisticas entre exposiciones repetidas y
exposiciones agudas.

IV.CONCLUSIONES

Los cambios en la morfologia de la glandula tiroides a la
exposicion aguda o repetida indican que la radiacion no
ionizante a 2,45 GHz provoca estrés en el tejido tiroideo que
induce reajustes en el eje hipotalamo-hipofisis-tiroideo.
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Fig. 3.Los histogramas III y IV muestran los valores medios £ EEM en um
del grosor de tabique central (GTC), del grosor del tabique periférico
(GTP).* indica las diferencias estadisticas entre radiados/no radiados y las
letras a, b indican las diferencias estadisticas entre exposiciones repetidas y

exposiciones agudas.
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