LA RADIOFRECUENCIA AGUDA Y
REPETIDA A 2,45 GHz PROVOCA
INCREMENTO DE LA EXPRESION DE
C-FOS EN EL HIPOTALAMO

M. T. Jorge Mora'”, M. J. Misa Agustifio®, F. J. Jorge Barreiro®”, J. A. Rodriguez Gonzalez ), F.
J. Ares Pena®, M. E. Lépez Martin®
maria.teresa.jorge.mora@sergas.es, mari.misa@yahoo.es, fcojavier.jorge@usc.es, ja.rodriguez@usc.es,
francisco.ares@.usc.es, melena.lopez.martin@.usc.es
D Servicio de Rehabilitacion del Complejo Hospitalario Universitario de Pontevedra. Universidad de Vigo.
@ Servicio de Rehabilitacion del CHUS, Complejo Hospitalario de la Universidad de Santiago de Compostela
@ Dpto. de Fisica Aplicada. Universidad de Santiago de Compostela. 15782, Santiago de Compostela.

@ Dpto. de Ciencias Morfolégicas. Universidad de Santiago de Compostela. 15782, Santiago de Compostela.

Abstract- This study investigated the effects of microwave
radiation on the paraventricular nucleus (PVN) of the
hypothalamus, extracted from rat brains. Expression of c-Fos
was used to study the pattern of cellular activation in rats
exposed once or repeatedly (ten times in 2 weeks) to 2.45 GHz
radiation in a GTEM cell. The power intensities used were 3 and
12 W and the Finite Difference Time Domain calculation was
used to determine the specific absorption rate (SAR). High SAR
triggered an increase of the c-Fos marker 90 min or 24 h after
radiation, and low SAR resulted in c-Fos counts higher than in
control rats after 24 h. Repeated irradiation at 3 W increased
cellular activation of PVN by more than 100% compared to
animals subjected to acute irradiation and to repeated non-
radiated repeated session control animals. The results suggest
that PVN is sensitive to 2.45 GHz microwave radiation at non-
thermal SAR levels.

I. INTRODUCCION

El ntcleo paraventricular (PVN) situado en el hipotdlamo
anterior, es un centro regulador para la homeostasis y es el
nicleo mas importante en relacion al circuito del sistema
nervioso que actda en el estrés [1].

Los genes inmediatos tempranos (IEG) son poderosas
herramientas para identificar la activacion de las neuronas
[2]. El sistema nervioso central es sensible a la accion de los
campos electromagnéticos [3] y provoca cambios en la
expresion de c-fos gene por ultra alta frecuencia (UHF) [4],
extremadamente alta frecuencia (EHF) [5] y niveles de
radiofrecuencia (RFR) que inducen estrés térmico [6].

Nosotros llevamos a cabo un analisis comparativo de los
efectos de activacion celular en el nicleo PVN de las ratas,
producido por campos electromagnéticos no pulsados a 2.450
MHz a diferentes niveles de potencia (3 6 12 watios) durante
30 minutos con exposicion Unica o repetida en 2 semanas a 3
watios en una cavidad experimental GTEM.

El SAR es previamente obtenido utilizando la técnica de
diferencias finitas en el dominio temporal mediante software.
La monitorizacion del SAR junto con los resultados
morfologicos obtenidos de la inmunohistoquimica de la
proteina de c-Fos en diferentes regiones del nucleo
paraventricular de los cerebros postmortem determinara la

respuesta del nicleo hipotalamico al efecto de la radiacion no
ionizante.

II. METODOLOGIA

Fig. 1. Esquema del sistema de radiacion microonda utilizado. GTEM:
Cémara 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. Radiacion con microondas en la cavidad experimental
(GTEM). Cdlculo de SAR.

1. 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 6 x
1,8 cm 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.

La sefal 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
Céamara 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 Ppy 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 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 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:

E =20 [(¢)

siendo / la altura de la boéveda (septum) en la zona de
exposicion (posicion de la  CR), ver Fig. 1, Py la potencia
de entrada en la GTEM (potencia incidente), Z;=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 Pjp utilizada se presenta en la seccion
correspondiente a los resultados.

2.4 Descripcion de las simulaciones y calculo del SAR
mediante el SEMCAD

Los valores de SAR se han estimado, en este experimento,
con la ayuda del SEMCAD X. Para ello, se utilizo un modelo
numérico de rata Sprague-Dawley de 198,3 g, obtenido a
partir de 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. 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.

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:

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

B. Diseiio experimental
Se utilizaron un total de 60 ratas hembras Sprague —
Dawley de un peso aproximado de 230-250 gr. Para su

estudio se dividieron en los siguientes grupos:

— Grupo A: (N=20) Animales con una exposicion aguda de
radiacion y estudiados 90 minutos después de la radiacion.

— Grupo B: (N=20) Animales con una exposicion aguda de
radiacion y estudiadas 24 horas después de la radiacion.

— Grupo C: (N=20) Animales son exposiciones repetidas una cada
dia durante 5 dias a la semana y un total de 10 exposiciones.

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

C. Procesamiento estudios de

Inmunohistoquimica.

tejido y

Se realiza tras exponer a los animales en la camara los
30m de radiacion y esperar para su sacrificio 90 minutos.

Una vez que se anestesiaron a los animales profundamente
con pentotal (mirar dosis) se perfundieron transcardialmente
via aorta ascendente, primero con salino al 0,9% vy
paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1M de pH 7,4.
Se extrajeron los cerebros, se crioprotegieron y finalmente se
cortaron en secciones de 40 micras en un microtomo de
congelacion.

Técnica de Inmunohistoquimica: 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
tampon fosfato potasico salino con 0,25 o 0,30% de triton X-
100. Las secciones se incubaron toda la noche (minimo 16 h)
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 concentraciéon 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 realizé el
revelado e un 0,04% de perdxido de hidroégeno y 0,5% 3-
3’diamino bencidina (DAKO).

D. Cuantificacion y estudios estadisticos

El recuento de nticleos de c-Fos positivos se realizo en el

nucleo paraventricular del hipotalamo en tres regiones: (a) En

el 4area Lateral Magnocellular (PaLM), (b)Medial

Parvocellular (PaMP) and (¢) Ventral o Lateral Parvocellular.

Los recuentos por campo en cada area se expresaron como las

medias individuales de cada animal o del experimento (%

error standard) por grupo. En este experimento las diferencias
entre grupos en relacion a las células positivas para c-Fos se
determinaron utilizando dos tipos de ANOVA:

a) para exposiciones agudas, un ANOVA de dos Vias para
cada area por separado teniendo en cuenta como factores,
la potencia de radiacion (0,3, 12 w) X el tiempo
transcurrido después de la radiacion (90min o 24 hs);

b) para exposiciones repetidas un ANOVA de dos vias para
cada area teniendo en cuenta los siguientes factores:
Radiacion (radiado, no radiado) X el Numero de
exposiciones (inica o repetida).



Se utiliz6 un ANOVA de dos vias para evaluar los niveles
de estrés en relacion a la temperatura. Los factores
considerados son la potencia de radiacion (0, 3, 12 W) y el
tiempo antes y después de la radiacion (0, 30, 60, 90 min y 24
h). Finalmente un ANOVA de una via para evaluar las
diferencias significativas en los niveles de SAR respecto a
las diferentes potencias de radiacion (0, 3, 12 W).Se aplicaron
transformaciones del logaritmo natural para obtener la
normalidad y la homocestidad. Se aplico un test de
Bonferroni para las comparaciones post hoc. Se consideraron
diferencias significativas a partir de p<0.05. El test de Tukey
se usd para comparaciones a posteriori.

III. RESULTADOS

A. Resultados de SAR

El ANOVA de una Via indica diferencias significativas
entre todos los valores de SAR para las distintas potencias
(P<0.001 en ambos casos, Tabla 1; Fig. 2)

Tabla 1.Valores de SAR experimental en el cerebro y en el cuerpo
calculados a partir de la potencia (P) y el campo eléctrico (E).

Medidas experimentales de absorcion especifica (SAR) por
FDTD
Mean SAR Peak SAR Mean SAR Peak SAR
in midbrain in 1g in body in 12 bod
(W/kg) midbrain (W/kg) g body
P=3W .
E=40.28 0.077&116.1 0.220314.10 0.041+8.10* 0.203_314.10
V/m
le2W 0.301+£6. 10° 0.901£20.1 0.160£35.10 | 0.791x17.1
E=80.56 4 0° 4 0°
V/m

SARin dB at 3W
Freq 245GHz
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Fig. 2. Distribucion local de SAR en el fantoma de rata expuesto a 2,45 GHz
y 3 W. in the plane X = 0:33.

B. Resultados de Morfologia

- Activacion celular a los 90m después de una exposicion
aguda.

El nivel de activacion celular desencadenado por la
radiacion fue muy similar en las dreas PaLM y PaMP PaV 90
min después de la radiacion. La proporcion de células c-Fos
inmunopositivas en al NPV en cada area indica que el
incremento en la potencia tiene una influencia significativa en
la activacion celular, por eso la expresion de c-Fos es
significativamente mas alta en animales radiados a 12 w en el
PalLM que los animales no radiados o en la regiéon medial
PaMP y PaV que los animales que reciben bajas dosis de
radiacion (P<0,0001). El recuento celular es mas bajo que en

los animales expuestos a 3 W y es significativamente
diferente que los animales expuestos a 12 W (P<0,0001).

- Activacion celular a las 24 hs después de una exposicion
aguda.

Hay diferencias estadisticamente significativas en la
media en el recuento de células c-Fos inmunopositivas en
ambas areas del ntiicleo PVN PalM y PaMP, PaV (p<0.001)
en relacion a los diferentes valores estudiados para los
factores potencia y tiempo (90 m y 24 h) o la interaccion
entre ambos.

El numero de células Fos positivas se ha decrementado un
dia después de la exposicion, asi hay diferencias significativas
entre el recuento de animales radiados con 0 y 12 w
(p<0,001).

Veinticuatro horas después de la exposicion  habia
diferencias significativas entre los animales no radiados (0
W) y los otros dos grupos (3 y 12 W) (p<0,0001). Sin
embargo no hay diferencias significativas entre los dos
grupos de animales radiados (p = 0,151 vs. p = 0,150) ver Fig.
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Fig. 3. Los histogramas muestran la densidad de neuronas C-Fos positivas en
el nucleo Paraventricular (Pa) de ratas después de una unica exposicion
aguda a radiofrecuencia de 2.45 GHz en las areas (a) lateral magnocellular y
(b) area (PaLM) medial (PaMP) y ventral (PaV) parvocellular)
(neuronas/mm?, promedio + SEM).

- Comparacion entre la activacion neuronal aguda y
repetida.

La exposicion repetida de la radiacion de microonda
genera niveles significativos de activacion celular de nucleos
de c-Fos en el nucleo Paraventricular; con un recuento de
células positivas de mas de un 100% en ambas areas con



respecto a los animales expuestos a una unica dosis aguda de
radiacion y los animales control no radiados repetidamente
(P<0,05) (ver Fig. 4). En contraste no hay diferencias
significativas entre el recuento de células c-Fos positivas en
los animales no radiados que se mantienen en el cepo de
metacrilato una vez o varias veces de forma repetida p>0,05
en ambos casos).

Los animales a los que se sometié a exposicion repetida a
la radiacién mostraron diferencias significativas en los grados
de activacion celular en relacion a los animales control
(p<0,0001) en ambas areas cerebrales (PaLM and PaMP
,PaV) en el nucleo Paraventricular (ver Fig. 4). Sin embargo
el numero de células c-Fos positivas en el area Magnocelular
no fue significativamente diferente entre los animales
expuestos a una Unica dosis de radiacion y los animales no
radiados (p= 0,608), ver Fig. 4. En contraste en la areas
parvocellular y ventricular del nucleo Paraventricular, las
diferencias significativa (p = 0,014) en la expresion de c-fos
expresion se observan entre los animales expuestos a una
dosis tnica de radiacién y los animales no radiados (ver Fig.
4).
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Fig. 4. Los Histogramas muestran la densidad de neuronas c-Fos positivas en
el nucleo paraventricular (Pa) de ratas después de 10 exposiciones a 2.45
GHz de radiofrecuencia en las areas (a) lateral magnocellular y (b) area
(PaLM) medial (PaMP) y ventral (PaV) parvocellular) (neurons/mm?2, mean
+ SEM).

IV. CONCLUSIONES

Los estudios morfologicos de la expresion de c-Fos en el
nucleo PVN revelaron un importante grado de reactividad a la
exposicion de radiacion de microondas de 2,45 GHz a niveles
no térmicos de SAR en diversas poblaciones neuronales. Esto

indica que varios circuitos funcionales pueden actuar
simultdneamente.

El tiempo de exposicion con dosis uUnica o repetida de
radiacion es un factor determinante, pero posiblemente no es
el tnico, en establecer los niveles de potencia que pueden
producir respuesta en este nucleo.
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