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RESUMEN

La exposicion simultanea a maltiples sefiales electromagnéticas es
una realidad de la vida diaria, pero, sus efectos sobre la salud son poco
conocidos. No existen evidencias que demuestren que la respuesta
bioldgica bajo multiples radiofrecuencias sea distinta a la respuesta a
una Unica sefial de radiofrecuencia y tampoco existen datos que
expliquen los posibles mecanismos de accion de varias sefiales de
radiacion al interactuar con el tejido vivo. El objetivo de esta tesis
doctoral fue el de explorar los efectos y mecanismos biologicos tras la
exposicion a radiacion de frecuencias multiples en los seres vivos.

Para determinar la diferencia en los efectos, se ha realizado un
estudio experimental con ratas de laboratorio y con una linea celular de
macrdfagos expuestos a la radiacion de una o dos sefiales combinadas
de radiofrecuencia a 900 y 2450 MHz en una cadmara de ensayos
electromagnéticos GTEM. Se utilizaron niveles de SAR subtérmicos en
todos los casos y tiempos de exposicion de hasta 72 horas.

En un modelo experimental de rata macho, se analizaron de forma
independiente las modificaciones tisulares y los cambios apoptoticos en
los nacleos celulares, asi como los niveles preapoptoticos de caspasa 3
y el nivel estrés celular mediante las proteinas Hsp90 y Hsp70 en
cerebro y cerebelo. En la linea celular de macr6fagos RAW 264.7, se
examiné la viabilidad y crecimiento celular, se hicieron estudios de
estrés oxidativo, valorando los niveles de Oxido nitrico, de
citoproteccion, cuantificando las proteinas de estrés celular térmico
(Hsp70), y de la funcién antiinflamatoria (TNFa) y fagocitica.

La ausencia de dafio tisular apreciable en los tejidos periféricos
contrasta con estrés térmico celular producido en la corteza cerebral y
en el cerebelo de rata, no pudiendo ser este explicado por la accion
aditiva de ambas sefiales. El incremento en la actividad inflamatoria,
citoprotectora, citotoxica y la disminucion de la actividad fagocitica
macrofagica después de la exposicion continuada y combinada de
ambas radiofrecuencias, indicaron una potencial disfuncionalidad en la
respuesta inmunitaria en el modelo experimental murino, que debe de



ser investigada con mayor profundidad para evaluar el riesgo de estas
radiaciones electromagnéticas a nivel humano. Nuestros resultados
indicaron que los efectos subtérmicos de la combinacion de dos
frecuencias constituyen un biosistema en el que no existe una relacion
causa/efecto lineal.



RESUMO

A exposicion simultanea a multiples sinais electromagnéticos é
unha realidade da vida cotid, pero os seus efectos sobre a satde son
pouco cofiecidos. Non existen evidencias que amosen que a resposta
bioloxica baixo multipes radiofrecuencias sexa distinta & resposta a un
unico sinal de radiofrecuencia e tampouco existen datos que expliquen
0s posibles mecanismos de accion de varios sinais de radiacion o
interactuar co tecido vivo. O obxectivo desta tese doctoral foi o de
explorar os efectos e mecanismos bioloxicos tras a exposicion a
radiacion de frecuencias maltiples nos seres vivos.

Para determinar a diferenza nos efectos, realizouse un estudo
experimental con ratas de laboratorio e cunha lifia celular de
macrdfagos expostos & radiacion dun ou dous sinais combinados de
radiofrecuencia a 900 e 2450 MHz nunha cémara de ensaios
electromagnéticos GTEM. Empregaronse niveis de SAR subtermicos
en todos os casos e tempos de exposicion de ata 72 horas.

Nun modelo experimental de rato macho, analizaronse de xeito
independente as modificacions tisulares e os cambios apoptdticos nos
nacleos celulares, asi como 0s niveis preapoptoticos de caspasa 3 e 0
nivel de estrés celular mediante as proteinas Hsp90 e Hsp70 no cerebro
e cerebelo. Na lifia celular de macréfagos RAW 264.7, examinouse a
viabilidade eo crecemento celular, fixeronse estudos de estrés
oxidativo, valorandose os niveis de Oxido nitrico, citoproteccion,
cuantificando as proteinas de estrés celular térmico (Hsp70) e de
funcién antiinflamatoria (TNFa) e fagocitica.

A ausencia de dafio tisular aprecidbel nos tecidos periféricos
contrasta co estrés térmico celular producido no cortex cerebral e no
cerebelo da rata, non poidendo ser explicado pola accién aditiva de
ambos sinais. O incremento na actividade inflamatoria, citoprotectora,
citotoxica e a diminucion da actividade fagocitica dos macrofagos
despois da exposicion continuada e combinada de ambas
radiofrecuencias, indicaron unha potencial disfuncionalidade na
resposta inmunitaria no modelo experimental murino, que debe ser



investigado con maior profundidade para avaliar o risco destas
radiacions electromagnéticas a nivel humano. Os nosos resultados
indicaron que os efectos subtérmicos da combinacion de duas
frecuencias constitlen un biosistema no que non existe unha relacion
de causa / efecto lineal.



ABSTRACT

The simultaneous exposure to multiple electromagnetic signals is a
reality of daily life, but its effects on health are little known. There is
no evidence to show that the biological response under multiple
radiofrequencies is different from the response to a single
radiofrequency signal and there are no data that explain the possible
mechanisms of action of several radiation signals when interacting with
living tissue. The objective of this doctoral thesis was to explore the
effects and biological mechanisms after exposure to radiation of
multiple frequencies in living beings.

To determine the difference in effects, an experimental study was
performed with laboratory rats and with a cell line of macrophages
exposed to the radiation of one or two combined radiofrequency signals
at 900 and 2450 MHz in a GTEM electromagnetic test chamber.
Subtlemic SAR levels were used in all cases and exposure times of up
to 72 hours.

In an experimental model of male rat, tissue modifications and
apoptotic changes in cell nuclei were independently analyzed, as well
as the preapoptotic levels of caspase 3 and the cell stress level by Hsp90
and Hsp70 proteins in brain and cerebellum. In the macrophage cell line
RAW 264.7, cell viability and growth were examined, oxidative stress
studies were carried out, assessing nitric oxide levels, cytoprotection,
quantifying thermal cellular stress proteins (Hsp70), and anti-
inflammatory function. (TNFa) and phagocytic.

The absence of appreciable tissue damage in the peripheral tissues
contrasts with cellular thermal stress produced in the cerebral cortex
and in the rat cerebellum, which can not be explained by the additive
action of both signals. The increase in inflammatory, cytoprotective and
cytotoxic activity and the decrease in macrophage phagocytic activity
after the continuous and combined exposure of both radiofrequencies,
indicated a potential dysfunctionality in the immune response in the
experimental murine model, which should be investigated with greater
depth to assess the risk of these electromagnetic radiations at the human



level. Our results indicated that the sub-thermal effects of the
combination of two frequencies constitute a biosystem in which there
is no linear cause / effect relationship.
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I. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES.

Los campos electromagnéticos (CEM) han estado presentes a lo
largo de toda la evolucién bioldgica en la tierra, procediendo de las
fuentes naturales que constituyen el sol, las estrellas y otros cuerpos
celestes altamente radiactivos. De hecho, el cuerpo humano genera
como consecuencia de multitud de reacciones moleculares (cadena de
transporte electrénico) y funciones fisioldgicas (diferencia de potencial
de membrana y conduccion del impulso nervioso) CEM internos.

Sin embargo, con el desarrollo industrial de la civilizacion humana,
se generaron nuevas fuentes de campos electromagnéticos. En primer
lugar, aparecieron los de muy baja frecuencia (50 0 60 Hercios (Hz))
derivados del desarrollo de la red eléctrica y el uso de
electrodomésticos, y mas recientemente los de radiofrecuencia (de 100
kHz a 300 Gigahercios (GHz)) por el uso de dispositivos de
telecomunicaciones.

La espectacular evolucion de las telecomunicaciones en este siglo,
ha generado en la sociedad un uso indiscriminado de dispositivos que
emiten radiofrecuencia. Asi en la actualidad, una gran parte de la
poblacion de los paises desarrollados, poseen teléfonos inalambricos.
Este altisimo nivel de utilizacion trae como consecuencia una
preocupacion de las autoridades sanitarias sobre los efectos que podria
causar en la salud de los ciudadanos. En actividades bioldgicas que
ocurren en el cuerpo humano como la funcion cerebral y la conduccion
cardiaca hay una actividad eléctrica cuantificable, la exposicion a
fuentes eléctricas externas adversas puede interferir en la fisiologia
normal del sistema eléctrico humano. La exposicion a ciertas
frecuencias de radiacion electromagnética puede ademéas afectar a
procesos fisioldgicos con secuelas potenciales a largo plazo (Frey y
col., 1994)
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En los ultimos afos, estudios relacionados con disfunciones de tipo
reproductivo, cancer y afecciones del sistema nervioso central sugieren
que la exposicidn a la radiacion no ionizante causa un cierto riesgo para
la salud. Es por ello que varias organizaciones internacionales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Internacional
del cancer han lanzado un llamamiento para que se realice una
investigacion més intensa sobre el impacto de la radiacion no ionizante
en la salud humana (Genuis S.J. y col., 2008).

1.2. CARACTERISTICAS DE LAS ONDAS ELECTROMAGNETICAS.

La radiacién electromagnética posee una dualidad onda-corpusculo
pudiendo actuar de dos maneras:

A) Actla como una onda siguiendo las, ecuaciones
de Maxwell.

B) Actia como un foton cuya energia (£) es
directamente proporcional a la frecuencia de la onda (5
multiplicada por la constante de Plack (#). E=f-h

1.2.1. Parametros de las ondas electromagnéticas.

Se denomina radiacién electromagnética a la constituida por ondas
producidas por la oscilacion de una carga eléctrica. Las ondas
electromagnéticas presentan propiedades tipicas del movimiento
ondulatorio, en funcién de lo cual se pueden definir dos parametros
béasicos:

»  Frecuencia: nimero de oscilaciones o ciclos por
segundo, cuya unidad de medida es el hercio o ciclo por
segundo.

» Longitud de onda: inversamente proporcional a
la frecuencia, expresando la distancia entre dos crestas
adyacentes de la onda.

Por otra parte, es conocido el hecho de que todas las radiaciones
electromagnéticas, independientemente de su frecuencia, se transmiten
a la velocidad de la luz en el medio (siendo las Unicas ondas que pueden
propagarse por el vacio, sin necesidad de un medio fisico). Conociendo
pues, que la velocidad de la luz es una constante en las leyes que rigen
el comportamiento de las ondas electromagnéticas, y sabiendo que la
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frecuencia y la longitud son inversamente proporcionales, se expone la
ecuacion que relaciona los dos parametros anteriores: A=c/c, donde A es
la longitud de la onda, c es la velocidad de la luz y o es la frecuencia de
la onda.

> Energia: cuya unidad de medida es el electron-
voltio (eV) (energia cinética que adquiere un electron al
ser acelerado por una diferencia de potencial de 1 voltio).
Los efectos de la radiacion al interaccionar con un material
seran tanto mas importantes cuanto mayor sea la fuerza de
impacto, es decir, cuanto mas energética sea la radiacion,
y esto dependerd de su frecuencia (a mayor frecuencia,
mayor energia y viceversa).

1.2.2. Tipos de radiaciones electromagnéticas segun su
frecuencia o longitud de onda. El espectro electromagnético.
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Figura 1. Espectro electromagnético. Se observa que la energia es mayor a
menor longitud de onda y viceversa.

El espectro electromagnético comprende todo el rango de ondas de
naturaleza electromagnética, agrupandolas segun frecuencia creciente
0, lo que es lo mismo, longitud de onda decreciente. El espectro abarca
los campos electromagnéticos desde las frecuencias mas bajas, como
los generados por las lineas de alta tension (50 o 60 Hz), siguiendo por
las ondas de radio subdivididas en diferentes frecuencias dependiendo
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del &mbito de propagacion, pasando por las microondas (comprendidas
entre 300 MHz y 300 GHz), la luz visible en sus diferentes longitudes
de onda (colores, por lo tanto) desde los 780 nm (rojo) hasta los 380 nm
(violeta), la radiacion ultravioleta desde los 380 nm hasta los 15 nm, los
rayos X desde los 15 nm hasta los 0,1 nm, y por altimo los rayos y, de
longitudes de onda todavia mas pequefias. Las ondas emitidas por los
teléfonos moviles, y en concreto las estudiadas en este trabajo a 900
MHz y 2,45 GHz, se incluyen dentro del rango de las microondas.

De manera general, se denominan campos electromagnéticos a
aquellos que comprenden las radiaciones entre 0 y 300 GHz, y a su vez
este rango se dividira en:

> Campos electromagnéticos de muy baja
frecuencia, entre 0y 100 Kilohercios (KHz), localizdndose
aqui los campos electromagnéticos de frecuencia industrial
(red eléctrica a 50 Hz en Europa y 60 Hz en EEUU).

> Radio frecuencia (RF), la zona del espectro
comprendida entre los 100 KHZ y los 300 GHz, a la que
pertenecen las microondas, dentro de las cuales se incluyen
las ondas emitidas por los teléfonos méviles actuales.

1.2.3. Caracterizacién de los campos electromagnéticos de

radiofrecuencia.

Una de las principales aplicaciones de la radiofrecuencia es la
transmision de informacion a distancia. Para ello es necesaria una
transferencia de energia de un lugar a otro del espacio, de modo que las
transmisiones por RF emplean campos electromagnéticos en el espacio
libre, como soporte de energia. La informacion se configurara bajo la
forma de variaciones temporales de dicho campo electromagnético,
como es el caso de la modulacion en frecuencia.

Las magnitudes basicas que definen un campo electromagnético en
el espacio libre son dos magnitudes vectoriales: la intensidad del campo
eléctrico inducido E expresado en Voltios por metro (V/m), y la
intensidad del campo magnético inducido H, expresado en Amperios
por metro (A/m). Por otra parte, la transferencia de energia del campo
electromagnético se define por una magnitud vectorial, la densidad de
potencia S = E x H (W/m?), que es inversamente proporcional al
cuadrado de la distancia a la antena y tiene la direccion de la linea de
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vision de la antena. Cabe destacar que las intensidades de campo toman
valores diferentes en cada punto del espacio y en cada instante (son
funciones del espacio y el tiempo), cualidad que viene dada por la
frecuencia y la longitud de onda.

Es importante precisar el hecho de que cualquier sistema radiante
estd compuesto por un generador de ondas y un elemento radiante o
antena, y que las caracteristicas del campo electromagnético generado
difieren en un punto alejado de la antena de las caracteristicas del campo
en un punto proximo a la misma.

1.3. INTERACCION DE LA RADIACION NO IONIZANTE CON LOS TEJIDOS
BIOLOGICOS.

Por encima del espectro de luz visible, las radiaciones a, B, y, y
rayos X poseen energia suficiente para que un fotdn consiga arrancar
un electrén al colisionar con un atomo (efecto fotoeléctrico) y como
resultado se produce la ionizacion del a&tomo; a este proceso se le
denomina radiacion ionizante. La pérdida de estos electrones altera la
estructura de los enlaces y se traduce en la creacién de nuevas
moléculas. La exposicion a altas dosis de radiaciones ionizantes puede
causar dafios biologicos a los afectados, pudiendo ser desde
quemaduras en la piel, caida del cabello, nauseas, enfermedades o
incluso la muerte. A nivel macromolecular, la accion de las radiaciones
ionizantes puede afectar a la estructura del ADN, dando lugar a
aberraciones cromosémicas, incorrecta expresion del mensaje genético,
mutaciones o muerte celular.

Los fotones con una energia menor a 0,1 eV no tienen energia
suficiente para arrancar los electrones a los atomos y por tanto
ionizarlos (radiacion no ionizante), esto hace que estas radiaciones no
sean un peligro para la integridad estructural de las moléculas. Se tratan
de ondas electromagnéticas con una frecuencia inferior a 1017 Hz (rayos
ultravioletas tipo C). Aunque no son capaces de ionizar la materia estas
radiaciones pueden generar otros efectos tales como la vibracion de las
moléculas o la aparicion de corrientes de iones en las membranas.

1.3.1. Efectos biologicos de la radiacion electromagnética sobre
los tejidos. Efectos térmicos, atérmicos y no térmicos.

La frecuencia de las radiaciones no ionizantes determinara en gran
medida el efecto sobre la materia o tejido radiado, los posibles efectos
biolégicos causados por la exposicion a una radiofrecuencia se
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clasifican en tres clases en funcion de sus caracteristicas térmicas en el
objetivo biolégico, y de la capacidad de este de contrarrestar tales
efectos a través de mecanismo termorreguladores; asi los clasificamos
en térmicos, atérmicos y no térmicos (Sebastian- Franco y col., 2006).

Todo cuerpo o sistema tiene una frecuencia caracteristica, cuando
un sistema es excitado a una frecuencia cercana a su frecuencia
caracteristica, da como lugar que sus moléculas vibren. Este
movimiento hace que el material experimente un aumento de
temperatura debido a que la energia cinética se transforma en calor
(Challis y col., 2005). Cuando nos situamos sobre la frecuencia
caracteristica la tasa de absorcion de energia es la maxima posible, esto
da gran importancia a la frecuencia de la onda radiada. En el caso de
los tejidos bioldgicos la frecuencia mas importante es la de 2,45 GHz,
que se trata de la frecuencia de resonancia del agua, que esta presente
en todos los procesos bioldgicos.

De manera convencional se consideran efectos térmicos aquellos
en los que la energia absorbida por el organismo es la suficiente como
para que se incremente la temperatura en 0,1°C. Si el aumento de la
temperatura es mayor de 1°C puede provocar alteraciones fisiologicas
y bioguimicas de los tejidos afectados, tales como hipertermia leve o
severa, alteraciones en el desarrollo embrionario, abortos, cataratas y
quemaduras superficiales o profundas (ICNIRP, 1996; Guy y col.,
1975). Cuando el aumento de la temperatura corporal es menor a 1°C,
el cuerpo tiene mecanismos de disipacion de calor mediante el sistema
sanguineo, aunque en aquellos tejidos poco vascularizados las proteinas
corren el riesgo de desnaturalizarse pudiendo generar dafios
irreversibles. También se han encontrado efectos que no estan
directamente relacionados con el aumento de la temperatura tisular
(Dawe y col., 2006; Banik y col., 2003).

Los efectos atérmicos, son aquellos que, aun aumentando la
temperatura corporal, los sistemas reguladores de los tejidos impiden
que esta elevacion sea superior a 0,1°C. Los efectos bioldgicos
observados por este tipo de radiacion son principalmente inducir
corrientes eléctricas que pueden estimular las células nerviosas y
musculares.

En cuanto a los efectos no térmicos, se consideran cuando la
radiofrecuencia no tiene la energia suficiente como para producir un
aumento de la temperatura, aun en ausencia de mecanismos
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termorreguladores (Challis, 2005). Aun asi, existen numerosos estudios
experimentales en los cuales los efectos bioldgicos no parecen estar
atribuidos al calentamiento de los tejidos, pudiendo haber alteraciones
fisiologicas de naturaleza atérmica (Banik y col., 2003)

En esta tesis hablamos de efectos atérmicos y no térmicos para
referirnos a las radiaciones que no producen una elevacion de
temperatura detectable.

1.3.2. Cuantificacion de la energia absorbida de la radiacion no

ionizante por la materia viva: el SAR.

El SAR (Especific Absortion Rate), cuantifica la energia absorbida
en vatios por unidad de masa de tejido en kg (w/kg) en un tiempo
determinado. Esta medida es el indice bioldgico que utiliza la
legislacion para fijar las restricciones permitidas de radiacion o campos
electromagnéticos en los seres vivos. La dosimetria es por tanto la
determinacion de la energia absorbida por un cuerpo expuesto a una
radiacion. La cantidad de radiacion que absorben los organismos
depende de:

> Los parametros del campo incidente, esto es, la
frecuencia, su polarizacion o la disposicion del objeto
respecto al campo.

> Las caracteristicas del cuerpo radiado, es decir,
su geometria interna y externa, asi como las propiedades
dieléctricas de los tejidos (conductividad y permitividad).
Estas propiedades dependen en gran medida de las
moléculas que constituyen los objetos. En los sistemas
biolégicos la molécula fundamental es el agua, aunque la
mayoria de los tejidos difieren en este contenido de agua y
de otras moléculas que pueden ser afectadas por el campo,
reflejando asi unos valores de permitividad y conductancia
diferentes. En general se puede decir que cuanto mayor sea
el contenido en agua del tejido mayor seré su absorcion.

> Los efectos que provocan otros objetos que
afectan al campo, efectos de tierra y de reflexion. En un
organismo la mayor parte de la radiacion es reflejada por
la piel lo que implica que la mayor parte de la energia no
penetra en la piel.
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Para determinar la interaccion de la radiofrecuencia con los tejidos
resulta imprescindible describir los siguientes parametros:

e Ladensidad de corriente inducida en los tejidos.
e Laintensidad de campo eléctrico.
e EISAR.

La formula matematica empleada para el célculo del SAR es la
siguiente:

SAR=06xE%x p!

Siendo E; el campo en el tejido (V/m), o la conductividad eléctrica
del tejido (S/m) y p la densidad del tejido (Kg/m3).
La dosimetria es de vital importancia cuando se realizan estudios con
animales pequerfios. Por ejemplo, la energia media absorbida por unidad
de masa en una rata a 2,45 GHz es diez veces superior a la absorbida
por un adulto de tamafio medio en las mismas condiciones.

1.3.2.1. Célculo del SAR de manera experimental.
Para medir experimentalmente los valores locales de SAR se puede
seguir 2 procedimientos:

» Medir la intensidad del campo eléctrico, la
conductividad eléctrica y la densidad del tejido

» Medir las variaciones de temperatura. Este es el
método mas usado y al que nos vamos a referir a
continuacion.

Para realizar la medida de las variaciones de temperatura
experimentalmente, se usa de forma comun un fantoma. Un fantoma es
un material sintético que tiene unas propiedades eléctricas equivalentes
a las del tejido bioldgico real que se quiere medir.

A nivel experimental es importante definir dos magnitudes de SAR:

e El SAR promediado sobre el cuerpo entero, es
un valor Gnico que representa la magnitud de SAR
promedio de todo el cuerpo expuesto a la radiofrecuencia.
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e EISARIIocal, es el valor de SAR en una pequefia
porcion del cuerpo expuesto a la radiofrecuencia.

Para determinar el SAR promediado sobre el cuerpo entero, se
emplean calorimetros en forma de vaso en los cuales se introduce agua
y un fantoma o el cadaver del animal de interés. EI SAR se determina,
tras la exposicion a radiofrecuencias, a partir de la transferencia de calor
que se produce entre el objeto y el agua.

Para determinar el SAR local y la intensidad del campo eléctrico
en un punto, se emplea una sonda de campo eléctrico o una sonda
térmica implantada en el tejido o fantoma. Las propiedades térmicas de
los fantomas determinaran con qué rapidez la difusion térmica
producird cambios en los patrones de temperatura del material. Las
sondas de campo eléctrico poseen antenas situadas en las tres
direcciones del espacio para obtener medidas que permitan conocer la
polarizacion del campo eléctrico. La longitud de cada una de las
antenas, permite afiadir sensibilidad o resolucion espacial segun posean
mayor 0 menor longitud respectivamente. Las sondas térmicas utilizan
sensores basados en termistores (resistencias variables con la
temperatura) que permiten determinar cambios de temperatura de 0,01
°C en tejidos bioldgicos. Pueden provocar algunos inconvenientes,
como alterar el campo eléctrico con su presencia, dar medidas erréneas
por el efecto de deriva térmica (el aumento de temperatura produce un
aumento de la energia absorbida retroalimentandose) o por efecto de las
pérdidas térmicas entre el fantoma y el ambiente.

Ademaés de las sondas, hay numerosas técnicas para la medida del
SAR dentro de un plano tridimensional. La lamina de cristal liquido,
que permite obtener informacién de la distribucion de temperaturas
mediante la insercion de la ld&mina en uno de los planos del objeto
mientras se radia. La camara termografica de infrarrojos, que permite
obtener la medida de miles de puntos al mismo tiempo después de
exponer el fantoma durante un breve periodo de tiempo y cértalo en el
plano deseado. O la técnica de iméagenes por resonancia magnética que
proporciona la distribucion de temperaturas dentro del cuerpo de forma
no invasiva.
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1.3.2.2. Célculo del SAR mediante el método FDTD.

La obtencion de los valores de SAR experimentalmente es un
método laborioso que solo representa las condiciones fisicas del
fantoma ideal, existe un método que combina los valores
experimentales y el sistema computacional FDTD (Finite Difference
Time Domain). Este es el método que usamos para calcular los valores
de SAR durante la realizacién de los experimentos.

Inicialmente, el método FDTD se baso en una estandarizacion del
SAR para todo el cuerpo (Kunz y col., 1993), los softwares actuales
permiten el calculo de los valores de los campos electromagnéticos y
estimar el SAR en los diferentes tejidos en funcion de la potencia
suministrada mediante la digitalizacion anatémica de una modelo
animal (Schmid & Partner Engineering AG., 2009).

Para realizar este método, la imagen total del fantoma se construye
a base de cortes seriados tomados mediante resonancia magnética del
sujeto de estudio. Mediante el software basado en FDTD, los cuerpos
se dividen en capas de poliedros que representan las diferentes
estructuras y tejidos. Los datos obtenidos se almacenan en una base de
datos que permite el manejo de toda esta informacion de manera rapida.
Las simulaciones realizadas mediante este programa permiten
discriminar entre diferentes tejidos distinguiendo tales como: cerebro,
huesos, musculos, grasa, piel, corazon, pulmones, sistema digestivo,
higado, rifiones, testiculos (machos) o el utero (hembras), 0jos, nariz y
otras regiones.

Todo ello permite ver dimensionalmente, en un rango de colores;
los valores de SAR en cada parte del cuerpo de una forma muy clara
(Lopez-Martin y col., 2017).

1.4. NORMATIVA RELATIVA A LOS CAMPOS ELECTROMAGNETICOS
Atendiendo a los efectos bioldgicos conocidos y producidos por los
campos de radiofrecuencia sobre la materia viva, diversas comisiones
de expertos han elaborado, basandose en la evidencia experimental
disponible, limites de exposicidn que son empleados para la elaboracion
de las actuales normativas de seguridad de aplicacion a nivel nacional
e internacional. De este modo, la OMS encargd a la Comision
internacional de Proteccién contra las Radiaciones no lonizantes
(ICNIRP, sus siglas en inglés) la elaboracion de unas normas para la
proteccion a la exposicion a radiaciones no ionizantes. Las

10
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recomendaciones sobre seguridad elaboradas por la ICNIRP sirven, asi
mismo, de base para la “Recomendacion del Consejo Europeo de 12 de
julio de 1999, sobre la limitacidn de la exposicion del publico en general
a los campos electromagnéticos (0 Hz a 300 GHz) -1999/519/EEC”. A
su vez, las recomendaciones del Consejo Europeo son la base para la
publicacion en Espafia del Real Decreto 1066/2001, de 28 de
septiembre, actualmente en vigor, por el que se aprueba el reglamento
que establece condiciones de proteccion del dominio publico,
restricciones a las emisiones radioeléctricas y medidas de proteccion
sanitarias frente a emisiones radioeléctricas.

Actualmente la norma vigente es la directiva europea 2013/35/UE
sobre CEM publicada el 26 de junio de 2013 que sustituye a la directiva
europea 2004/40/CE publicada en 2004.

El Real Decreto 299/2016 transpuso al derecho espafiol la directiva
2013/35/UE sobre las disposiciones minimas de salud y seguridad
relativas a la exposicion a campos electromagnéticos.

1.4.1. Limites de exposicion.

Para la aplicacion de las restricciones basadas en los posibles
efectos de las emisiones radioeléctricas sobre la salud, se han de
diferenciar las restricciones basicas que marca la legislacion en relacion
a los niveles de referencia a la exposicion a CEM.

Las normas basicas son restricciones de la exposicion a los campos
radioeléctricos basadas directamente en los efectos de la exposicion
aguda a corto plazo, antes que, en la exposicion a largo plazo, ya que la
informacién disponible sobre los efectos a la exposicién de los CEM a
largo plazo es considerada insuficiente para establecer limites
cuantitativos.

La unidad de medida de restriccion basica varia dependiendo de la
frecuencia del campo, siendo el SAR la méas apropiada para los campos
de radiofrecuencia dentro del rango de las microondas. Todos los
valores de SAR establecidos como restricciones bésicas estan
promediados para un periodo de 6 minutos y se refieren a SAR
absorbidos por 10 g de tejido.

11
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SAR promedio

Caracteristicas de la en todo el sl lozmlizit culic ozl

exposicion cuerpo cabezay extremidades
(W/Kg) tronco (W/Kg) (W/Kg)
Exposicion ocupacional 0,4 10 20
Exposicion al publico en 0,08 > 4

general

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

Los niveles de referencia, se basan en las restricciones basicas y
se obtienen realizando mediciones o extrapolaciones matematicas de
resultados experimentales. Estos niveles permiten una evaluacion de la
exposicion al ser comparados con valores medidos en el ambiente, y
estan expresados en medidas de fécil cuantificacion, generalmente
densidad de potencia (w/m?). Las cuantificaciones de los niveles de
referencia estan promediadas sobre un area de 10 cm? de superficie y
para un periodo de 68/f-% minutos (f = frecuencia en GHz).

Para el establecimiento de las restricciones basicas y los
correspondientes niveles de referencia, los expertos evaltan resultados
de diferentes estudios experimentales realizados en animales, a partir
de los cuales se determind el valor del SAR que provocaba un
incremento de 1 °C en la temperatura de un tejido corporal, valor que
fue dividido entre 10 para establecer los limites de seguridad
ocupacional, y a su vez reducido de nuevo, dividiéndose entre 5, para
establecer los valores cara el publico.

1.4.1.2. Valores de SAR locales

Durante el calculo del SAR en determinadas localizaciones como
el ojo o a nivel intracraneal pueden observarse niveles de SAR locales
mas elevados, de modo que ciertos estudios sugieren niveles locales
méaximos de SAR en el cerebro por encima de 2 W/Kg (restriccién
basica establecida por la ICNIRP) (Dimbylow and Mann, 1994;
Burkhard y col., 1997; Bernardi y col., 2000). De cualquier forma, la
mayoria de autores convienen que incluso en tales circunstancias la
termorregulacion ejercida por la perfusion a nivel cerebral, evita un

12
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incremento de temperatura superior al rango de 0,03 — 0,19 °C,
dependiendo del estudio (Anderson and Joyner, 1995; Van Leeuwen y
col., 1999; Wang y Fujiwara, 1999; Bernardi y col., 2000; Wainwright,
2000; Gandhi y col., 2001).

1.4.2. Cambios en la ley 2004/40/CE.

En principio la norma se iba a publicar en el 2012, este
aplazamiento permitio a la Comision presentar una nueva propuesta y
adoptar una nueva directiva basada en datos méas recientes y rigurosos.
Las principales novedades introducidas son las siguientes:

>  La presente Directiva no aborda los posibles
efectos a largo plazo de la exposicion a campos
electromagnéticos, ya gque actualmente no existen datos
cientificos comprobados que establezcan un nexo causal.

» La introduccion de los llamados “niveles de
actuacion” para los riesgos de seguridad. Con “niveles de
actuacion” se refiere a los niveles de campo en los cuales
no deberian aparecer efectos adversos para la salud en
condiciones normales de trabajo y para personas no
incluidas en los grupos de riesgo.

»  Proponer un marco de excepciones para los
valores limites vinculantes en las aplicaciones médicas que
utilizan la resonancia magnética y las fuerzas armadas.

>  Permitir la superacion temporal de los limites de
exposicion en situaciones especificas, mediante el
establecimiento de un marco controlado de excepciones
para la industria.

i Intensidad de Densidad de flujo Densidad de
Caracteristicas de

B o heelE e campo eléctrico, magnético, B potencia (en
i ' E (V/m) (HT) W/m?2)
Expospon 140 0,45 50
ocupacional

Tabla 2. Niveles de actuacion para exposiciones a campos eléctricos y magnéticos
para frecuencias de 6-300 GHz (Directica 2013/35/UE).

> Reforzar la proteccion de los grupos de riesgo,
tales como las trabajadoras embarazadas y trabajadores
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portadores de implantes, mediante la introduccién de
disposiciones especiales para estos casos.

» Establecer medidas complementarias, tales
como la elaboracion de una guia practica no vinculante.

1.4.3. Efectos microtérmicos

Existen efectos que se producen bajo intensidades mucho menores
que aquellas que producen efectos térmicos. Se considera que la
absorcion de energia bajo 0,08 W/kg para la poblacion general y bajo
0,4 W/kg para los trabajadores no estaria produciendo efectos térmicos.
Sin embargo, bajo esos niveles se pueden estar produciendo efectos por
mecanismos microtérmicos.

Entre los efectos microtérmicos se describe la percepcion auditiva
de las ondas de radar. Se piensa que estas radiaciones producen
elevaciones de temperatura muy rapidas pero muy debiles (10-6 °C en
un microsegundo) (Chou, 1985). Pueden generarse también efectos
indirectos, por ejemplo, corrientes eléctricas en implantes metalicos en
el organismo, que causan molestias o bien alteran el funcionamiento de
estos aparatos (por ejemplo, marcapasos). Se considera que la mayoria
de los efectos descritos més arriba, como el aumento de la mortalidad
por diversos tipos de cancer bajo el efecto de radiaciones
electromagnéticas de diverso tipo, tanto las de muy baja frecuencia (50
Hz), como las de frecuencias mayores (radiofrecuencias y frecuencias
de microondas), son inducidos por mecanismos no térmicos.

1.5. ESTUDIO DE LOS EFECTOS BIOLOGICOS MEDIANTE SISTEMAS
EXPERIMENTALES DE RADIACION.

La valoracién de las implicaciones de los posibles efectos de las
radiaciones no ionizantes no puede hacerse sin tener en cuenta el hecho
de que la identificacion de una respuesta bioldgica no implica
directamente la existencia de un efecto perjudicial para la salud. Asi,
los sistemas biologicos responden a estimulos externos de diversa
naturaleza, y lo hacen siguiendo patrones fisiol0gicos de respuesta que
permiten al sistema relacionarse con su medio y adaptarse a este de
forma equilibrada.

Estas respuestas normales son ejemplos de efectos biologicos.
Algunos efectos, por el contrario, pueden ser nocivos, pero en muchos
casos las repercusiones que aquellos pudieran tener sobre la salud son
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irrelevantes o, simplemente, indeterminadas. Por consiguiente, para los
agentes quimicos o fisicos capaces de provocar en humanos respuestas
significativas, su consideracion de peligrosos o inocuos habra de ser
determinada en funcidn de las caracteristicas de la respuesta.

Los mecanismos biofisicos implicados en estas respuestas todavia
no han sido identificados adecuadamente. Los estudios en modelos
animales no han dejado claro los posibles efectos de estos campos sobre
la homeostasis celular.

Para llevar a cabo estudios experimentales en animales sobre los
efectos de la radiofrecuencia, se han disefiado sistemas de radiacion. El
disefio de estos sistemas es complicado ya que intervienen multitud de
pardmetros a veces dificiles de controlar (Swicord y col., 1999).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion 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 (Lopez-Martin y col., 2008) en el que se ha
estudiado en un modelo subconvulsivo con picrotoxina distintos
pardmetros fisiologicos de actividad cerebral (Lopez-Martin y col.,
2006; 2009; Carballo-Quintas y col., 2011).

En el caso de este estudio se emple6 un sistema de radiacion
Schaffner 250 GTEM que permite radiar simultaneamente con dos
frecuencias distintas (900 MHz y 2,45 GHz) (Lopez-Furelos y col.,
2012).

1.5.1. Principales modelos experimentales “/n7 vivo” utilizados
para el estudio de los efectos de radiofrecuencia en humanos o
animales.

La realizacion de la experimentacion animal de esta tesis doctoral
tuvo lugar durante el afio 2012, el protocolo de experimentacion animal
y los permisos fueron obtenidos en base al RD1201/2005 vigente en ese
momento. El 1 de febrero del afio 2013 entré en vigor el RD53/2013
que sigue vigente hasta el momento.

Los animales que se utilizan habitualmente en estudios sobre los
efectos de radiaciones electromagneticas en los seres vivos, son
roedores de laboratorio (ratas y ratones) (Albert y col., 1988; Chou y
col., 1985; Hae-June y col., 2010; Kim y col., 2008). Se cuenta con un
importante conjunto de conocimientos cientificos sobre el desarrollo
comparativo del sistema nervioso central en los roedores y en los seres
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humanos. Todas las principales estructuras cerebrales de los seres
humanos estan presentes en los roedores y tienen funciones bastante
similares. En general, la secuencia del desarrollo cerebral es
comparable entre las especies, aunque los tiempos son bastante
distintos. También existen precedentes de investigacion en radiaciones
no ionizantes en monos, conejos, lombrices 0 moscas entre otros (Adair
y col., 1980; Hirata y col., 2010; Bourdineaud y col., 2017; Zhang y
col., 2016; de Pomerai y col., 2000).

Por estas razones, los cientificos creen que la investigacion
experimental en animales brinda una alternativa sdlida y datos sobre los
cuales los asesores de riesgo pueden basar sus opiniones.

En cuanto a los estudios epidemiolégicos en humanos, los CEM se

han identificado como un contaminante que pueden causar una gran
variedad de efectos adversos a la salud como asma, diabetes, esclerosis
multiple, leucemia, electro-hipersensibilidad y suefio y trastornos del
comportamiento, entre otros (Genuis y col., 2012; Hardell y col., 2008;
IARC, 2002). En el perfil de poblacién deberd considerarse la
viabilidad de estudios de grupos de poblacion sometidos a niveles de
exposicion elevados y bien definidos (como las de los trabajadores), asi
como por la mayor susceptibilidad a los CEM por personas que padecen
enfermedades preexistentes como es el ejemplo del Parkinson, el
Alzheimer o la epilepsia (Umarao y col., 2016; Campdelacreu, 2014;
Lépez-Martin y col., 2006). El disefio de este tipo de estudios puede
verse facilitado por la existencia de registros de poblaciones muy
expuestas.
El disefio de los estudios epidemioldgicos debera incluir en muchos
casos poblacion infantil en sus cohortes, y considerar variables que
puedan ser mas 0 menos especificas de ese grupo de poblacion (Erkut
y col., 2016; Bellieni y col., 2017).

En el 2012 la OMS publicé un manual recogiendo donde ademas
de recoger los resultados diversos estudios sobre cancer, marcaba unas
pautas en las que podrian basarse futuros estudios tanto in vivo como in
vitro (IARC., 2013).

1.5.1.1 Medida de la temperatura rectal como indicador de
estrés térmico.
La medida de la temperatura rectal, es un indicador atil de las
posibles elevaciones de la temperatura producidas por la absorcion de
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la radiacion electromagnética. Las lecturas rectales son afectadas por la
profundidad de la medicion, condiciones que afectan el flujo de sangre
local y la presencia de materia fecal.

Los cambios de la temperatura rectal son lentos con respecto a los
cambios de la temperatura central, por ejemplo, persiste elevada
después de que la temperatura central empieza a caer y viceversa. Por
lo tanto, una elevacion aguda de la temperatura, se mantendria incluso
después de su compensacion. Puede establecerse una relacion 1:1 entre
la temperatura del recto y la del cerebro (D”Andrea y col., 1985).

En los seres humanos, una elevacion de la temperatura (1 °C-2 °C)
resultante de la absorcion de energia puede ser uno de los
desencadenantes sobre efectos adversos para la salud, tales como, el
agotamiento por calor y los golpes de calor (ACGIH, 1996). Las
radiaciones de microondas de intensidad relativamente baja pueden ser
absorbidas por el tejido neural y tienen el potencial de provocar cambios
inmediatos y dramaticos en el sistema de termorregulacion corporal
(Adair y col., 1980).

En humanos, estudios en voluntarios han demostrado que una
exposicion de hasta 30 minutos, en condiciones en las que el SAR de
cuerpo entero era menor de 4 W kg, causa un aumento en la temperatura
interna menor de 1 °C (ICNIRP, 1998).

Sin embargo, el umbral de compensacion del sistema
termorregulador depende de la especie. EI umbral de compensacion es
de 1,0 W/ kg para ratas (Sterny col., 1979) y 1.1 W/ kg para los monos
ardilla (Adair y col., 1980). Un estudio (Ebert y col.,2005) determiné
que el sistema termorregulador de ratones puede compensar la energia
absorbida y lograr una condicién estable hasta 2-5 W/ kg.

Una temperatura por encima de 41 °¢C-42 -C Puede causar la muerte
celular o degeneracion (Henriques Jr, 1947).

1.5.2. Principales modelos experimentales “/7 vitro” utilizados
para el estudio de los efectos de radiofrecuencia a nivel celular.
Ademés de los efectos a nivel sistémico, o nivel tisular, es
necesario comprender también los efectos que producen los campos
electromagnéticos a nivel celular. Existen multitud de ensayos que
emplean cultivos celulares para observar los efectos de los campos
electromagnéticos sobre las diferentes rutas metabolicas o sobre la
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expresion proteica en una tipologia celular, estos son, los cultivos
primarios o las lineas celulares.

Existen numerosos ejemplos de uso de cultivos primarios en la
investigacion de los efectos de las ondas electromagnéticas (Denaro y
col., 2008; Pan y col., 2008; Zou y col., 2017) Los mas comunes
corresponden a células del sistema nervioso (Joubert y col., 2008; Jan
Zhao y col., 2006; Campisi y col., 2010), aunque también se pueden
encontrar algunos otros ejemplos del uso de células del sistema inmune,
sangre 0 hueso (Golbach y col., 2015;Tice y col., 2002, Wei y col.,
2008). Su evolucion al ser cultivados, sigue una diferenciacion similar
al tejido que le dio origen, lo cual da lugar a una gran ventaja frente a
otros tipos de cultivos celulares, se han probado a exponer modelos de
cultivos celulares primarios tridimensionales para realizar su
comparacion con el sistema tradicional de crecimiento en mono capa
obteniendo resultados diferentes en la distribucion de la onda
electromagnética (Daus y col., 2011).

En cuanto al uso de lineas celulares inmortalizadas, dentro de la
investigacion de los efectos de las radiaciones no ionizantes, nos
encontramos multiples ejemplos. Las lineas celulares de monocitos
U937 y la linea celular de neuroblastoma SK-N-SH fueron
satisfactoriamente empleadas para la determinacién de los efectos de la
exposicion a sefiales GSM (Gurisik y col., 2006). La linea celular de
macréfagos RAW 264.7 es empleada como modelo sobre el efecto
inflamatorio tras la exposicion a radiaciones electromagnéticas de muy
baja frecuencia (Kim y col., 2017). También en neutrofilos humanos
HL-60 se han observado los efectos de radiaciones de microondas sobre
la gquimiotaxis y actividad fagocitica de las mismas (Koyama y col.,
2015). Queda patente de este el uso de las lineas celulares como modelo
experimental los estudios sobre el efecto de las radiaciones
electromagnéticas debido a su facil obtencién y permanencia en el
tiempo.

1.5.3. Comparacion de los modelos experimentales “/n vivo” e

“in vitro”.

En los estudios de los efectos de las radiofrecuencias, a la hora de
elegir entre los modelos experimentales in vivo o in vitro, debemos
atender a las caracteristicas inherentes a cada modelo, teniendo en
cuenta sus ventajas y sus limitaciones.
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El uso de animales de laboratorio posee una mayor trayectoria en
el campo de la experimentacion y la validacion como modelos
contrastados por un mayor numero de evidencias cientificas. Los
modelos animales representan de mejor manera como es absorbida la
energia de las ondas electromagnéticas a través de diferentes tejidos y
cavidades, asi como, los diferentes efectos sobre los tejidos mas
expuestos y los situados mas internamente. Cuando realizamos un
modelo en cultivo celular, en cambio, la absorcién es uniforme ya que
las células crecen en monocapas y poseen las mismas caracteristicas.
Para suplir estas carencias se han desarrollado cultivos celulares
tridimensionales (esféricos) que pretenden observar los efectos de las
radiaciones no-ionizantes al penetrar en los tejidos. Pese a esto, los
cultivos radiados solo poseian un grosor de 160 a 190 um (Daus y col.,
2011).

Los cultivos celulares pueden ser mas sensibles a las radiaciones
no ionizantes ya que carecen de los sistemas de regulacion in vivo y
especialmente de los constituyentes del sistema nervioso y del sistema
endocrino por lo que deberemos confirmar el modelo en cultivo
respecto de los resultados en modelos in vivo. En los mamiferos, el
hipotdlamo permite amortiguar las elevaciones de temperatura
producidas por las radiaciones electromagnéticas (Mason y col., 1997;
Michaelson, 1982).

Por otro lado, esta mayor sensibilidad propia de los cultivos
celulares nos permite observar los efectos locales de un mayor nimero
de estimulos en comparacion con los animales de experimentacion.
(Umarao y col., 2016).

La principal ventaja en el empleo de modelos in vitro es la
disminucion de la necesidad de realizar ensayos in vivo, evitandose,
aunque no completamente, el sacrificio de animales de
experimentacion. Pese a esta ventaja, generalmente el limite de
produccién de cultivos celulares en un laboratorio normal es menor a
10g de células.

1.5.4. Las Proteinas de choque térmico (Hsp) como

herramienta para el estudio de estrés celular provocado por la

radiacion no ionizante.

En 1962 se observo que tras un estrés térmico o quimico se inducia
la sintesis de una proteina hasta el momento desconocida, la Hsp70
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(Ritossa, 1962). Posteriormente, se observo que la sintesis de estas
proteinas de choque térmico, no solo tenian lugar en respuesta a
estimulos térmicos sino también como respuesta a la isquemia,
presencia de metales pesados (Somero, 1995; resistencia a endotoxinas
(Chi y col., 1996), radiaciones ultravioletas (Simon y col., 1995),
tumorgenesis (Jaattela 1995), proliferacion celular (Feder y col., 1992;
resistencia a la apoptosis (Wyatt y col., 1996; a procesos patoldgicos
como infecciones virales, bacterianas o parasitarias, enfermedades
autoinmunes y venenos metabdlicos (Welch, 1992; Simone y col.,
2013).

El alto grado de conservacion de estas proteinas en el genoma de
los seres vivos da una pista de los esencial de estas proteinas en el
proceso celular (Kregel K., 2002), estas secuencias vitales presentan
pocas mutaciones a lo largo de la evolucion de las especies (Hartl,
2007).

Diversos autores empezaron a utilizar estas proteinas como
biomarcadores de estrés después de la exposicion a la radiacion no
ionizante de los tejidos o células de los mamiferos (Tipping y col.,
1999; Kang y col., 1998).

Estas proteinas pueden también ser inducidas por exposicion a
niveles subtérmicos de radiacion electromagnética, tal como se ha
demostrado experimentalmente en el nematodo Caenorhabditis elegans
(de Pomerai y col., 2000). También, El-Ezabi, M.M. describié el
aumento de la proteina Hsp70 en la sangre de ratas macho tras la
exposicion a una frecuencia de 900 MHz (El-Ezabi, 2010).

1.5.4.1. Hsp70

Las proteinas de shock térmico de 70 KDa o Hsp70 fueron
descubiertas por Ritossa cuando, durante un experimento,
accidentalmente aumento la temperatura de incubacién de moscas de la
fruta. Ritossa encontrd una elevada transcripcién de una proteina
desconocida. Inicialmente las proteinas fueron identificadas como
proteinas inducidas por este estrés térmico y se las denomindé como
"Heat Shock Proteins” (Hsps) (Ritossa, 1962; 1996).

Las proteinas de la familia de las Hsp70 son expresadas
ubicuamente y son codificadas por un grupo de genes altamente
conservados, proteinas con una estructura similar a las Hsp70 estan
presentes en todos los organismos vivientes. Estan implicadas en el
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plegamiento de proteinas y, por tanto, en su estructura, son necesarias
para el correcto funcionamiento de la maquinaria celular; y ayudan a
proteger a la célula del estrés térmico y de otros tipos (Tavaria y col.,
1996; Morano, 2007).

Estas proteinas se encuentran normalmente formando un
monomero inactivo. Cuando se produce una acumulacién de proteinas
incorrectamente plegadas (ya sea debido a la presencia de estrés térmico
0 en presencia de toxicos como el arsénico, cadmio, mercurio, cobre,
etc.) se produce el cambio conformacional que lleva a la activacion de
estas proteinas (Santoro, 2000).

La isoforma de la Hsp70, la Hsp72 es la principal proteina de esta
familia que se expresa frente a situaciones de estrés, detectdndose un
mayor aumento de la proteina hasta 6h después de haber sufrido un
estimulo estresante (Ogata y col., 2009). Actla en respuesta al estrés,
en procesos de control de la diferenciacion celular, proliferacion y
tumorgeénesis interactuando con la proteina p53 influyendo en su
translocacion (Yiy col., 2008).

En relacion a el efecto de las radiaciones no ionizantes, se ha
encontrado un aumento en la expresion de la proteina Hsp70 tras la
exposicion de células de la glandula adrenal de rata a 1.8 GHz durante
16 0 24 h (Valbonesi y col., 2014). También se encontrd un incremento
en la expresion de Hsp70 en el hipocampo de ratas radiadas a 2,45 GHz,
en este caso el SAR era de 6 W/Kg (Yang y col., 2012). Por otro lado,
A baja frecuencia existen estudios donde no encuentran variaciones en
la expresion de Hsp70 en el cerebro tras una exposicidén crénica
(Villarini y col., 2012). Estos datos nos llevan a pensar que las
radiaciones no ionizantes influyen en la expresion de la Hsp70, aunque
son dependientes de la frecuencia radiada.

1.5.4.2. Hsp90

La proteina Hsp90, al igual que la proteina Hsp70, pertenece al
grupo de las proteinas de choque térmico, con un peso molecular de 90
KDa, y es una de las proteinas méas abundantes en organismos celulares
y especies animales, llegando a constituir entre el 1-2% de las proteinas
citosélicas celulares (Powers y col., 2007).

Cada una de las isoformas de la proteina Hsp90 posee diferentes
roles en el desarrollo y la diferenciacion de las células. Aunque la
mayoria de las funciones de Hsp90 pueden ser desarrolladas tanto por
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la Hsp90a (inducible) como por la HsSp90B (constitutiva), algunas
funciones se relacionan mayoritariamente con una isoforma. La
sobreexpresion de Hsp90o se ha relacionado con el desarrollo de
tumores, la regulacién del ciclo celular y con la estimulacion de factores
de crecimiento via tirosinkinasa. Por otro lado, Hsp90p ha sido
implicada en la adaptacion celular a largo plazo (Sreedhar y col., 2004).

Independientemente de la isoforma, las proteinas Hsp90 se
expresan mayoritariamente en el citoplasma, expresandose también en
menor proporcidn en el nucleo celular. En condiciones de estrés térmico
la expresion en el nucleo aumenta ligeramente (Van Bergen en
Henegouven y col., 1987).

Aunque ain no se conoce en profundidad la funcién de Hsp90, la
principal funcion documentada es la de chaperona molecular, la Hsp90
estabiliza las proteinas citosolicas en condiciones normales, ayudan al
plegamiento de proteinas desnaturalizadas bajo situaciones de estrés,
impidiendo asi su agregacion e impide cambios genéticos que afectarian
negativamente al funcionamiento de la célula (Sangster y col., 2008).
También se ha estudiado su participacion en determinadas
enfermedades, tales como enfermedades autoinmunes,
neurodegenerativas y el desarrollo del céncer en donde se estan
realizando ensayos terapéuticos con farmacos inhibidores de Hsp90
(Taylor y col., 2007; Rodina y col., 2007; Pearl y col., 2008; Powers,
2007; Waza y col., 2006).

La funcién de la proteina Hsp90 en el sistema nervioso central
(SNC) no es conocida, a pesar de esto, sus elevados niveles en las
neuronas en condiciones fisioldgicas hacen suponer que desenvuelven
un importante papel en el desarrollo del sistema nervioso y en el
mantenimiento de la correcta homeostasis celular (Gass y col., 1994;
Takaya y col., 2003).

La expresion de HSP90a y B varia segtn el estado del desarrollo.
También se ha investigado la funcion de HSP90a en la regulacion del
receptor esteroideo, debido a la gran importancia en que posee este en
la regulacion de maltiples procesos fisioldgicos (Grand y col., 2007;
Loones y col., 2000; Furray y col., 2006). Su ubicacién se encuentra
mayormente en el citoplasma neuronal, encontrdndose en menor
medida en los procesos neuronales (dendritas) y en el nucleo celular,
pero nunca en zonas de sinapsis (Gass y col., 1994; D"Souza y col.,
1998). Nuestro equipo de investigacion encontré que tras una
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exposicion a una frecuencia de 2450 MHz el nivel de la proteina
HSP900/B aumentaba en distintas zonas del cerebro (Jorge Moray col.,
2010).

Aparecen grandes niveles de Hsp90 en diversas areas encefalicas:
neocortex, sistema limbico (hipocampo, complejo amigdalar, corteza
piriforme entorrinal, angulada y olfatoria), talamo e hipotalamo,
estriado, cerebelo y nucleos del troncoencéfalo; lo que deja constancia
de la importancia de Hsp90 en el metabolismo del SNC (Gass y col.,
1994; D"Souza y col., 1998).

Bajo condiciones de hipertermia, se ha encontrado un aumento
importante en los niveles de expresion de Hsp90 en el SNC en estudios
en animales (Ramaglia y col., 2004a; 2004b). En células gliales se ha
reportado un aumento en los niveles de expresion de Hsp90 tras un
estimulo citotoxico, lo que demuestra la existencia de una respuesta
frente al dafio neuronal que implica a Hsp90 y cuyo mecanismo no es
todavia conocido (Jeon y col., 2004).

Parece existir un efecto de preacondicionamiento de las Hsp a nivel
neuronal. La aplicacion de un preestimulo térmico en cultivos
neuronales protege en menor medida a la célula de efectos apotdticos y
previene del dafio celular de agentes tdxicos (Mailhos y col., 1993).

Nuestro equipo de investigacion ha detectado modificaciones en
los niveles de expresion de la proteina Hsp90 en la glandula tiroides,
asi como cambios en la morfologia y distribucion celular de la proteina
Hsp90 sin alterarse la actividad preaopotdtica (Misa-Agustifio y col.,
2015; 2012). Sin embargo, no encontraron este aumento de la expresion
de Hsp90 ni en cerebro de rata radiado a 1.8 GHz ni en células de la
aorta de porcina radiadas a baja frecuencia (Watilliaux y col., 2010;
Bernardini y col., 2007). Otros autores indican una disminucion de la
expresion de la Hsp90 cuando se radi6 a 1.95 MHz una linea de células
epidérmicas (Caraglia y col., 2005). Estos estudios parecen mostrar que
la expresion Hsp90 se ve fuertemente influida por la frecuencia radiada.

1.5.5. Produccion de estres oxidativo por la exposicion a

radiaciones no ionizantes.

En la célula, la generacion accidental de estrés oxidativo, esta
mediado por una serie de especies altamente oxidante conocidas por
especies reactivas del oxigeno (ROS). Estas se forman de manera
natural como subproducto del metabolismo normal del oxigeno y tienen
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un importante papel en la sefializacion celular. Cuando los niveles de
estas especies aumentan de forma incontrolada, son capaces de
peroxidar en los lipidos de membrana, oxidar las proteinas, inactivar
centros activos y romper moléculas de ADN, dando lugar en Gltima
instancia a la muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis
(Buttke y col., 1994).

Las especies reactivas del nitrégeno son una familia de moléculas
antimicrobianas derivadas del 6xido nitrico (NO). Acttan en conjunto
con las especies reactivas del oxigeno en el dafio celular, provocando
estrés nitrosativo (mediado por especies reactivas de nitrégeno).

1.5.5.1. Produccion de éxido nitrico

El 6xido nitrico (6xido de nitrégeno o monoxido de nitrégeno.
IUPAC), es un compuesto quimico cuya formula molecular es NO. En
condiciones esta molécula se encuentra en forma de gas incoloro. El
oxido nitrico es un radical libre, es decir, la unién de la molécula posee
un electron desapareado, esta caracteristica puede provocar efectos
negativos en los seres vivos.

Las dos fuentes de NO en las células son la endogena y la exogena.
La sintesis enddgena del NO se lleva a cabo mediante la actuacion de
las enzimas 6xido nitrico sintasa (NOS), que oxida el grupo guanidina
del aminoacido L-arginina que resulta en la formacion de NO y L-
citrulina. Este proceso requiere la oxidacion de NADPH y la reduccion
del oxigeno molecular. En mamiferos, existen 3 isoformas de la enzima
NOS:

A) nNOS. La variante neuronal de la NOS (nNOS)
produce NO en el SNC como en el periférico. La nNOS se
puede asociar a la membrana plasmatica desempefiando un
papel de comunicacion.

B) eNOS. La variante endotelial de la NOS (eNOS
0 NOS3) produce NO en los vasos sanguineos y esta
involucrada con la regulacién de la funcion vascular. Es de
expresion constitutiva dependiente de Ca2+ y genera una
liberacion de NO basal. Se puede asociar con la membrana
celular y con la membrana del aparato de Golgi.

C) iNOS. La variante inducible de la NOS (iNOS)
ha sido descrita como insensible a calcio, probablemente
debido a su estrecha relacién con la calmodulina (CAM)
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Los genes de respuesta celular frente a estimulos de estrés IRF-
1y de NF-kB acttiian como promotores de la iNOS, lo que apoya la
idea de que la inflamacion produce una estimulacion de la
transcripcion de iINOS. Tras un evento inflamatorio, la iINOS es
producida en grandes cantidades, como por ejemplo tras la
actuacion de citocinas proinflamatorias (por ejemplo, interleucina-

1, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferdbn gamma)
(Greeny col., 1994).

La induccion de la expresion de la iNOS tiene lugar por lo
general en un ambiente oxidativo, por lo que la NO puede
reaccionar con moléculas reactivas de nitrégeno/superoxido que
conduce a la formacion de peroxinitrito y a la toxicidad estas
caracteristicas definen el papel de la iNOS en la inmunidad de los
mamiferos, lo que revela su importancia en la funcién oxidativa de
los macréfagos actuando como antimicrobiano y antitumoral
(Mungrue y col., 2002).

Las fuentes exdgenas de NO actian de forma suplementaria cuando
el cuerpo no es capaz de generar el suficiente NO como para desarrollar
las funciones bioldgicas normales. Se ha investigado sobre formas
alternativas de suministrar NO, como dispositivos de liberacion de NO,
asi como también, mejoras en los donantes actuales de NO. (Hou y col.,
1999). También algunos compuestos exdgenos pueden generar NO
enddgeno. Ejemplos destacados son S-nitrosotioles, ciertos nitratos
organicos, complejos de metales nitrosilados, complejos de dinitrosil-
hierro (DNIC) e incluso aniones de nitrito (NO2-) en condiciones
hipoxicas (Van Faassen y col., 2009; Van Faassen y col., 2007).

El NO es un importante regulador y mediador de numerosos
procesos en los sistemas nervioso, inmune y cardiovascular. Estos
incluyen la relajacion del musculo liso vascular, lo que resulta en una
vasodilatacion arterial y el aumento del flujo sanguineo. EI NO
producido por la nNOS también actla como neurotransmisor y se ha
asociado con la actividad neuronal y diversas funciones, como el
aprendizaje. EI NO también media parcialmente en la citotoxicidad de
los macrofagos contra los microbios y las células tumorales En este
caso, el dxido nitrico sintasa es la NOS inducible. Bajo condiciones de
sepsis los macrofagos causan exceso de produccion de NO, lo que
produce vasodilatacion y la hipotension en la sepsis. Ademas de mediar
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en las funciones normales, el NO estd implicado en estados
fisiopatoldgicos tan diversos como la hipertension, los accidentes
cerebrovasculares y las enfermedades neurodegenerativas (Davies y
col., 1997).

En algunos casos, es necesaria la existencia de bajos niveles de
produccidn de 6xido nitrico para proteger los 6rganos, como el higado,
del dafio isquémico. En este, la produccion la elevada de 6xido nitrico
se asocia con la enfermedad del higado graso no alcohdlico y es esencial
para el metabolismo de los lipidos hepaticos bajo inanicion (Gu y col.,
2014).

Algunos estudios ponen de manifiesto el efecto de las radiaciones
electromagnéticas sobre la sintesis de 6xido nitrico en la célula. Se ha
visto que una radio-frecuencia de 27.12 MHz pulsada estimula la
produccién de 6xido nitrico a traves del aumento de la concentracién
de Ca+ intracelular (Pilla, 2012). A 2,1 GHz la exposicion causo un
incremento en los niveles de NO en el corazon de ratas de laboratorio
(Olgar y col., 2015) en la linea celular de macrofagos RAW 264.7, la
exposicién a radiacion de baja frecuencia, promueve la aparicion de NO
y de ROS (Kimy col., 2017).

1.5.6. Estudios relacionados con la apoptosis.

La apoptosis es un mecanismo de “suicidio” celular que se produce
en las células de los mamiferos durante el desarrollo normal y también
COmMo una respuesta a situaciones de lesion o enfermedad.

La apoptosis puede seguir dos vias diferentes, la via intrinseca
(intracelular) y la via extrinseca (extracelular).

La via extrinseca inicia la apoptosis, mediante la interaccién con
los receptores transmembrana conocidos como receptores de muerte, su
activacion da lugar a la muerte de la célula, en esta categoria
encontramos:

A) Receptores del factor de necrosis tumoral
(TNFR). La wunién del TNF a estos receptores
transmembrana da lugar a la unién con la proteina TRADD
(TNFR-Adopter protein via Death Domain) formando un
complejo que interacciona con las moléculas de
sefializacion y activa la expresion de genes de respuesta
celular frente a estimulos de estrés NFKB y JNK/AP-1 Los
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modelos TNF-o/TNFR1 son los més caracteristicos de esta
via (Gonzélez y col., 2014a).

B) Receptores Fas. Son receptores transmembrana,
activan las caspasas iniciadoras (procaspasa-8 y 10). La
activacion de estas pro-caspasas, marca el inicio de la
apoptosis. Las caspasas efectoras, (caspasas-3, 6 y 7)
activan las vias de degradacion celulares Las
endonucleasas y proteasas son activadas degradando el
material nuclear, las proteinas y el citoesqueleto. Estos
tipos de receptores poseen una gran importancia en
modelos de apoptosis, como pueden ser el suicidio de
células T maduras. la eliminacion de células cancerosas
mediante células T citotéxicas y natural killer, con el fin
de limitar las respuestas inmunes (Jordan, 2013).

La via intrinseca de la apoptosis se desencadena cuando los
mecanismos de la célula no son capaces de subsanar el dafio interno ya
sea esté en el ADN, por aumento en la concentracion de calcio, por
estrés celular o debido a la generacion de especies ROS en la
mitocondria (Lozano y col., 2014; Gonzalez y col., 2010).

El dafio en el ADN activa la expresion del gen supresor de tumores
p53, este a continuacion activa la expresion de los genes pro-
apoptoticos sintetizando las proteinas de la familia Bcl2 Bax y Bak. Los
miembros de la familia Bcl-2 regulan el proceso de apoptosis mediante
el control de la liberacion del citocromo C en la mitocondria.

La acumulacion de la ceramida puede provocar cambios i0nicos en
la mitocondria lo que produce un descenso del potencial transmembrana
y forma un poro transitorio en la membrana mitocondrial, conduciendo
a la apoptosis. Los valores de ceramida pueden ser aumentados tanto
por factores externos (radiacién UV, agentes oxidantes), como a través
de receptores de membrana (FasR y TNFR) o directamente por
glucocorticoides (Jordan, 2013). En algunas investigaciones se observo
que la radiacion ionizante causa apoptosis en algunas células, mediada
por la activacion de la esfingomielinasa de la membrana y, en Ultima
instancia, la generacion de ceramida (Haimovitz-Friedman y col.,
1994). La ceramida tiene tambien un papel especial en la muerte celular
mediada por autofagia. La ceramida regula positivamente los genes de
autofagia BNIP3 y Beclin-1, por otro lado, la inhibicion de la sintesis
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de ceramida atenta la autofagia producida por Tamoxifen en células
humanas de cancer de mama (Hannun, 1997).

Se cree que la exposicion a campos de radiofrecuencias y
microondas pueden producir dafo suficiente como para iniciar las rutas
de apoptosis (Aitken y col., 2005; Diem y col., 2005; Tice y col., 2002).
Esto produciria por tanto una activacién de las Caspasas (Tian-Yong
Zhaoa y col., 2005) y por tanto la activacion de la ruta de la apoptosis.
Una gran parte de los estudios de apoptosis producida por la telefonia
se han realizado sobre cultivos celulares, en los que se han descrito
aumento de la apoptosis inducida por RF del estandar de los teléfonos
moviles en células de la glia (Dasdag y col., 2009) epidermis (Caraglia
y col., 2005) o endotelio (Oral y col., 2006). Por el contrario, estudios
in vivo de la caspasa- 3 en testiculo sugieren que la exposicién a
radiofrecuencias no aumenta la apoptosis (Falzone y col., 2010).

1.5.6.1. Caspasa-3

La caspasa-3 es una proteina miembro de las cistein-proteasas
(Alnemri y col., 1996). La activacion secuencial de las caspasas juega
un rol esencial en la fase de la apoptosis. Esta codificada por el gen
CASP3 que esté presente en numerosos mamiferos, pajaros, lagartos,
lisanfibios y teledsteos.

En la célula, la caspasa-3 se activa tanto en la via extrinseca
(Dominio de muerte) como en la intrinseca (mitocondriales) (Salvesen,
2002; Ghavami y col., 2009). Las pro-caspasa-3 practicamente no tiene
actividad hasta que es estimulada por una caspasa iniciadora después de
que activado la via de sefializacion apoptoética. (Walters y col., 2009).
La activacion extrinseca desencadena la cascada caracteristica de la via
apoptdtica de las caspasas, en la que la caspasa-3 desempefia un papel
dominante. (Perry y col., 1997).

La exposicion de células neuronales a radiacion no ionizante,
provoca un aumento de la enzima caspasa-3 a frecuencias de 1800
MHz, 2.856 GHz y 2. (Xing y col., 2016; Zuo y col., 2014; Lépez-
Furelos y col., 2016).

1.5.6.2. TNF-a
El factor de necrosis tumoral o (TNF-a, abreviatura del inglés
tumor necrosis factor) es una proteina del grupo de las citoquinas, es
liberado por varias células del sistema inmune. EI TNF-a es un
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poderoso agente proinflamatorio que se libera después de un trauma,
infeccion, inflamacion, apoptosis y en el dafio tisular y reabsorcion dsea
asociada a la artritis reumatoide, asi como en otras patologias (Gonzalez
y col., 2014a). Los macrdfagos son los principales productores de TNF-
a y, curiosamente, también son altamente sensibles a este agente
inflamatorio de forma inmediata.

La secrecion del TNF-o activa el endotelio vascular de forma local,
aumenta la liberacion de NO y la vasodilatacion y aumenta la
permeabilidad vascular, lo que provoca el reclutamiento de las células
inflamatorias, inmunoglobulinas, dando como resultada la activacion
de los linfocitos T y B. También promueve la agregacién plaquetaria,
seguramente la necrosis tumoral tenga lugar debido a la obstruccién
vascular.

Estimula la fagocitosis de los macréfagos y la producciéon de
oxidantes de IL-1 y la prostaglandina E2 lipidica inflamatoria (PGEZ2).
Los macrofagos pueden ser activados mediante la produccion de TNF-
a lo que da lugar a la migracioén a sitios de inflamacion, donde se
encuentran con patégenos que lisan. Esto se logra mediante la
produccién de ROS y mediante la induccion de la iINOS que produce
NO.

Se ha estudiado una posible relacion de la expresion del TNF con
la exposicidn a ondas electromagnéticas, debido a la importancia de este
en los procesos de inflamacion de los organismos. Se ha encontrado que
determinadas frecuencias electromagnéticas pueden promover o
atenuar la expresion de TNF tanto en macréfagos (Sinotova y col.,
2004), en la microglia cerebral (Yang y col., 2016; Lu y col., 2014)
mientras que en otros casos a diferentes frecuencias y tejidos no se
encontraron diferencias significativas (Tuschl y col., 2006; Saygin y
col., 2011).

1.5.6.3. Interaccion de la Hsp70 con las vias apoptéticas.

El incremento en la expresion de la Hsp70 interviene en la
apoptosis mediada por estrés e inhibe el procesamiento de las pros-
caspasas 3y 9 (Mosser y col., 1997). La sobre expresion también actla
previniendo la pérdida de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa e impide la liberacion del citocromo C al citosol
(Creagh y col., 2000).
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Actla en la via extrinseca de la apoptosis inhibiendo proteinas que
intervienen en la cascada de que activan los receptores de apoptosis
presentes en la membrana celular. (Tournier y col., 2000)

En la via intrinseca de la apoptosis, la proteina Hsp70 inhibe la
proteina Bax que permite la liberacién de los elementos necesarios para
llevar a cabo la apoptosis (Gotoh y col., 2004).

En células embrionarias queda de manifiesto la importancia de esta
proteina ya se ha encontrado que los niveles de expresion de Hsp 70
estdn correlacionados con la apoptosis, existiendo una mayor
produccion de apoptosis a unos menores niveles de Hsp70 (de la Rosa
y col., 1998), esta mayor supervivencia se pueda atribuir a la capacidad
de la Hsp70 de suplir dafios provocados por estrés térmico o dafios en
el ADN o que desencadenas procesos que la cascada que desencadena
la apoptosis (Beere, 2004).

La accién de los CEM provoca un aumento de los niveles de la
Hsp70 modificando la actividad de la caspasa-3 (Calabro y col., 2012;
Akan Z. y col., 2010) y de otras proteinas fundamentas para la via
intrinseca de la apoptosis como p53, bcl2 (Lee H.J. y col., 2012).

1.5.7. Efectos bioldgicos por la interaccibn de una

Radiofrecuencia.

Los tejidos mas susceptibles a las radiaciones son los que tienen un
mayor porcentaje de agua en ellos (sistema nervioso central, globo
ocular), lo cual se manifiesta frecuentemente como cefaleas, insomnio,
y otras alteraciones bajo el efecto de exposicién a este tipo de
radiaciones. En 6rganos con poca o nula circulacion sanguinea (globo
ocular) el dafio puede ser mayor puesto que la pérdida de calor es mas
lenta.

1.5.7.1. Efectos en el tejido nervioso

Los efectos bioldgicos de las radiaciones no ionizantes en la cabeza
y en los tejidos del sistema nervioso han sido ampliamente investigados,
sobre el hecho de que se trata del area del cuerpo humano que mas
absorbe la energia por el uso de los teléfonos moviles.

Se ha demostrado que las radiaciones electromagnéticas afectan
diversos canales ionicos de las membranas celulares (Repacholi, 1998),
aumentan el paso de calcio a través de las membranas celulares (Dutta
y col., 1984), proceso en el cual parecen estar involucrados los radicales
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libres (Phelan y col., 1992). Se produce asi un aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. Este aumento se produce
de forma considerable bajo la accion de radiacion electromagnética en
los rangos de 2,45 GHz (Neubauer y col., 1990) y 915 MHz (Salford y
col., 1994), permitiendo el paso de sustancias toxicas que normalmente
no pueden atravesar esta barrera,

Dado que la liberacion de neurotransmisores esté influida por los
niveles de calcio, parece légico que la secrecion de neurotransmisores
también se vea influida por la exposicion a RFs. A niveles de intensidad
bajos, Lai y col., 1987; 1989; 1989; 1990; 1991; 1994) informaron que
las ratas expuestas durante 20 minutos a 2,45 GHz presentaban un
aumento de la recaptacion de colina y una reduccion en la concentracion
de receptores de acetilcolina, mientras que en exposiciones de 45
minutos tenia el efecto contrario.

Entre los efectos que se encontraron tras la exposicion a
radiaciones no ionizantes tanto en cerebro (Mausset Bonnefont y col,
2004; Lopez Martin y col., 2006; 2009; Jorge Mora y col., 2010) como
en cerebelo (Ragbetli y col., 2010; Albert y col., 1988) y se considera
que tiene una alta probabilidad de aumentar el estrés celular llegando
incluso a activar la autofagia en algunas regiones del cerebro (Kim y
col., 2018). Las alteraciones en el sistema nervioso se pueden observar
incluso después de una unica exposicion (Kesari y col., 2011; Dasdag
y col., 2009; Calabro y col.; 2012; Lépez-Furelos y col., 2016).

1.5.7.2. Efectos en el Sistema reproductor.

La interaccion de fuentes electromagnéticas en las células
germinales y en la fertilidad masculina ha sido un tema de gran interés
en los dltimos afios, como se refleja en el nimero de estudios que
examinan los efectos de la radiofrecuencia en los tejidos genitales,
debido a la proximidad de la emision de radiofrecuencia fuente a
cuando se lleva un teléfono celular en un bolsillo cerca de los testiculos.
Los hallazgos que han sido reportados demuestran la disminucion de la
espermatogénesis y de las células de Leydig y un aumento del estrés
oxidativo y la apoptosis en el tejido testicular después de la exposicion
repetida con las frecuencias de radio de 2,45 0 0,9 GHz (Saygin. y col.,
2011; Mailankot y col., 2009) en ratas de 28 dias de edad. También, se
ha descrito que la exposicién a una radiacién de 900 MHz tiene efectos
nocivos aumentando el riesgo de cancer (Sepehrimanesh y col., 2017).
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Cetkin M. y col., Afirman que “los campos electromagnéticos creados
por teléfonos moviles causan cambios morfoldgicos e histoldgicos en
el tejido del epitelio germinal que afecta negativamente” (Cetkin y col.,
2017). Otros autores, sin embargo, no encontraron indicios
morfoldgicos o bioquimicos de un aumento de la apoptosis en las
células sexuales masculinas (Lee, y col., 2010) o de estados pre-
apoptéticos con mayor actividad de las caspasas (Falzone y col., 2010;
Dasdag y col., 2007) después de la exposicion de los animales a
radiofrecuencias. Se ha reportado que en mujeres expuestas a CEM
aumenta casi el doble la probabilidad de sufrir un aborto espontaneo
(Jutilainen J. y col., 1993). Sin embargo, otros autores no coinciden con
estos resultados (Belanguer y col., 1998).

1.5.7.3. Efectos en el Sistema inmune.

Es Idgico pensar que, si hay alguna clase de peligro en el cuerpo
humano, el sistema inmunitario se activara para proporcionar una
defensa al mismo. La exposicion a radiaciones no ionizantes promueve
la activacion del sistema inmune (Lushnikov y col., 2001), ademas,
puede provocar también dafios en el mismo del mismo modo que en
otros tejidos (Aydin y col., 2011; Quaglino y col., 2000)

Entre varios trabajos podemos destacar los del grupo de
investigacion de Scarfi M.R. en linfocitos humanos donde se observo
una respuesta adaptativa de los linfocitos y aumento de la enzima
caspasa-3 cuando fueron radiados a 900 MHz (Scarfi y col., 2006;
Palumbo y col., 2008; Sannino y col., 2011). Tice (Tice y col., 2002)
documento que tras radiar células sanguineas observaron dafio en el
ADN de los linfocitos y presencia de microndcleos que se traducen en
lesién en los cromosomas. Sykes y col., observaron que la radiacién de
radiofrecuencia dafia la reparacion del ADN. (Sykes y col., 2001). En
el 2006 el equipo del Dr. Szmigielski en Polonia demostré un aumento
significativo de respuesta a los mitogenos y una alta actividad
inmunogénica de los monocitos, por lo que se deduce que las células
del sistema inmunol6gico pueden ser dafiadas y las defensas de los
individuos alteradas (Stankiewicz y col., 2006). También afectan a los
macrofagos alterando su metabolismo interno asi su respuesta frente a
agentes patdgenos (Novoselova y col., 2017; Akan y col., 2010). Sin
embargo, todavia hay carencia de estudios concernientes a los efectos
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de las radiaciones no ionizantes sobre las células y reacciones
inmunocompetentes.

1.5.7.4. Efectos en el Sistema muscular.

Sastre demostro que la exposicion a una frecuencia de 60 Hz causa
una disminucion en la variabilidad de la frecuencia cardiaca en la
especie humana (Sastre y col., 1998). Se ha asociado una disminucion
de la variabilidad en la frecuencia cardiaca y un mayor riesgo para la
ocurrencia de alteraciones cardiovasculares (Tsuji y col., 1996).

Aunque, la exposicion a las radiofrecuencias afecta al desarrollo
del tejido muscular y puede alterar el metabolismo de las células
musculares (Erkut y col., 2016; Vukova y col., 2005; Radicheva (2002),
la ausencia de apoptosis en el tejido (Martin y col., 2003), hace pensar
que este tejido es o0 bien poco susceptible a las radiaciones no ionizantes
0 bien no se observa un impacto negativo debido a su exposicion (Wei
y col., 2016).

1.5.7.5. Efectos en el Tejido adiposo.

Segun se cree, los depoésitos de grasa actlian absorbiendo el calor y
concentrandolo, lo cual favorece la apariciéon de alteraciones cuando
son sometidos a radiaciones no ionizantes con efectos térmicos. No es
extrafio pensar que en el caso de las radiaciones no ionizantes atérmicas
y no térmicas, el efecto bioldgico pueda verse aumentado y sea
diferente en una persona obesa 0 en una persona cuyo indice de masa
corporal sea el correcto.

Ademaés de proporcionar un efecto amplificador, el tejido adiposo
también es susceptible al efecto de las radiaciones no ionizantes, pueden
encontrarse efectos tales como lisis celular (Trelles y col., 2009) o
cuadros inflamatorios (de Felipe y col., 2007).

1.5.8. Efectos bioldgicos por la interaccion multi-frecuencia.

Comunmente, los estudios cientificos sobre las radiaciones no
ionizantes se basan en los efectos que produce una onda sinusoidal de
radiofrecuencia pura. En un escenario real habria la confluencia de
multiples ondas que se emitirian de forma simultanea. En los ultimos
afios, se han realizado escasos estudios experimentales con animales
con radiaciones multiples, los realizados con radiofrecuencias
utilizadas en Asia, por Hae-June Lee que utiliza una mezcla de
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radiaciones CDMA (acceso multiple por division de codigo, 849 MHZ)
y WCDMA (Acceso multiple por division de codigo de banda ancha,
1,95 GHz). Hasta la fecha en los estudios desarrollados con este sistema
(Hae-June Lee y col., 2010; 2011; 2012) no encontré ninguna
incidencia para la salud. También del mismo grupo Jin Y.B.
experimentd con estas mismas frecuencias encontrando ausencia de
efectos producidos por su exposicion (Jin y col., 2011; 2012; 2013), al
igual que Kang K.A. en 2014 (Kang y col., 2014). Estos estudios
parecen contrastar con Mailankot M. que sefiala que a unas frecuencias
combinadas de 0,9+1.8 GHz la movilidad espermética y la
espermatogénesis disminuyen (Mailankot y col., 2009). Los escasos
estudios epidemioldgicos conocidos de exposicion a multifrecuencia en
adultos, nifios y adolescentes en Alemania describen efectos en la salud
de los grupos estudiados (Silke Thomas y col., 2008; 2009). y la
obtencion de la dosimetria de varias sefiales se calcularon apartir de un
sumatorio de los rangos de las distintas frecuencia.

Recientemente se han realizado estudios en neonatos de rata en los
que se llegaron a combinar 8 radiofrecuencias diferentes entre el rango
de 800MHz a 5.2 GHz, no encontrando efectos adversos sobre el
desarrollo de los fetos (Shirai y col., 2017).

Los efectos biol6gicos y mecanismos que actlan tras la exposicion
a la combinacién de varias radiofrecuencias (900 + 2450 MHz)
constituyen la investigacion experimental de esta tesis doctoral (Lopez-
Furelos Y col., 2012; 2016; 2018).
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1. JUSTIFICACION
Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION.

Los campos electromagnéticos (CEM) estan en nuestra vida diaria
formando parte de un estilo de vida en el que la tecnologia constituye
una herramienta indispensable. La presencia de varios tipos de antenas
en areas urbanas y/o rurales constituye un escenario real en el que una
gran parte de la poblacion estd expuesta a la interaccion continuada de
multiples radiofrecuencias (RF). A pesar de esto, en estos Gltimos afios
es hay muy escasa investigacion centrada en el estudio de los efectos
bioldgicos en los seres vivos causados por la accion de sefales
simultaneas de RF. Asi, los limites legales de dosimetria asociada con
la exposicién de sefiales multiples (REAL DECRETO 1066/2001 no
estdn basados en estudios experimentales biologicos (modelos
animales). Se puede decir por tanto que, debido a la falta de evidencias
experimentales en la que se basa la normativa, hay una ausencia de
certeza en la efectividad de los limites de la exposicion de varias RF en
humanos.

Hay numerosos estudios que describen la respuesta tisular o celular
provocada por la accién de una Unica fuente de radiacion no ionizante,
sin embargo, no existen evidencias que demuestren que la respuesta
biolégica a multiples frecuencias sea distinta a la de una Unica sefial.
Tampoco hay hipétesis o datos que expliquen los posibles mecanismos
de accion de varias sefiales de radiacion al interactuar con el tejido vivo,
si se suman, se potencian o incluso se anulan las sefiales de radiacion.
El escaso conocimiento de efectos de la interaccion de multiples RF en
humanos hace necesaria la busqueda de evidencias cientificas obtenidas
a través de ensayos en laboratorio, empleando modelos experimentales
in vivo 0 in vitro previamente expuestos a radiacion combinada.

Los datos experimentales obtenidos de la radiacion combinada de
animales pequerios y/o células sensibles pueden permitir hacer a



posteriori un balance postmortem de biomarcadores tisulares de
citotoxicidad y programar estudios futuros que determinen si hay
riesgos en la salud humana.

En esta tesis doctoral se ha realizado un estudio experimental de

laboratorio con animales y/o una linea celular de macréfagos expuestos
a la radiacion de una o dos sefiales combinadas de radiofrecuencia de
900 y 2450 MHz, utilizada en inaldmbricos, wifi o Bluetooth,
empleando niveles de SAR subtérmico. Para ello se analizaron de forma
independiente, en un modelo experimental de rata macho las
modificaciones tisulares y nucleares de apoptosis, asi como los niveles
de estrés celular mediante las proteinas Hsp90 y Hsp70.
Igualmente se analizaron las funciones citoprotectora, citotoxica,
antiinflamatoria o fagocitica, en la linea celular de macréfagos RAW
264.7 expuesta con una o dos RF. La exposicion aguda o continuada se
Ilevé a cabo en ambos modelos en un sistema experimental conectado
a una camara comercial de ensayos electromagnéticos GTEM.

2.2. OBJETIVOS

I. Desarrollar dos modelos experimentales in vivo (rata macho
Sprague-Dawley) e in vitro (linea celular de macr6fagos RAW 264.7)
para uso en sistema de radiacion previa combinacion de frecuencias en
una cdmara de radiacion GTEM, y llevar a cabo la adaptacion del
equipo a los requerimientos de los modelos.

I1. Estudiar y comparar el efecto producido por la exposicion del
modelo in vivo (rata macho Sprague-Dawley) o del modelo in vitro
(linea celular RAW 264.7) con una combinacion de frecuencias (900 +
2450 MHz) con respecto a exposicion a una sola frecuencia (900 6 2450
MHz).

I11. Obtencion de valores de SAR subtérmicos en el cuerpo y en
los 6rganos del modelo de rata y en la linea celular de macré6fagos donde
se llevaron a cabo los estudios bioldgicos tanto para radiacion de una o
varias RF.

IV. Investigar si existen indicios de estrés en el modelo animal
durante la radiacion midiendo las temperaturas rectales antes y después
de la exposicion a una o dos radiofrecuencias.

V. Analizar morfolégicamente ocho tejidos de rata (cerebro,
cerebelo, hipdfisis, grasa masculo, lengua, timo y testiculo) para
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evaluar los posibles signos de citotoxicidad, lesion o apoptosis después
de la exposicion a una o dos RFs.

V1. Determinar la variabilidad de la respuesta, post-radiacion de
multifrecuencias, determinando la concentracion de las proteinas de
estrés térmico Hsp90 y Hsp70 en cerebro y cerebelo de rata, como
expresion de la accion citoprotectora de las chaperonas.

VII. Explorar si existe la activacion de la via de la apoptosis
mediante la determinacion de la concentracion la proteina pre-
apoptotica caspasa-3 en el cerebro y cerebelo, como expresion de dafio
celular por exposicion a una o varias radiofrecuencias.

VI1I. Analizar la viabilidad y crecimiento celular de la linea celular
RAW 264.7 después de un periodo de 4, 24, 48 6 72 h de exposicién
continuada de una o dos radiofrecuencias combinadas, en la camara
GTEM.

IX. Evaluar la respuesta citotoxica de los macréfagos al estrés
oxidativo causado por la radiacién, mediante la cuantificacion de la
produccién del 6xido nitrico.

VII. Explorar la funcion citoprotectora e inflamatoria de la linea
celular de macréfagos RAW 264.7, analizando los niveles de la proteina
de estrés térmico Hsp70 y la proteina TNF-a en la radiacion unica o
combinada.

VI11. Evaluar la actividad fagocitica de los macréfagos de la linea
celular RAW 264.7 después de someter las células a las distintas
situaciones de exposicion con dos radiofrecuencias diferentes o con
ambas combinadas.
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11l. MATERIAL
Y METODOS

Para la realizacion de la experimentacion de esta tesis se emplearon
un total de 86 ratas macho Sprague-Dawley. Fueron seleccionadas las
ratas que poseian un peso en torno a 200 g, a fin de que estuviesen lo
mas cercanamente aproximadas al fantoma numeérico de rata macho de
198.3 g. Los animales se mantuvieron a 22+°C y con ciclos de 12:12 h
de luz/oscuridad.

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las directrices de
las regulaciones europeas de proteccion de los animales (Directiva
86/609I), la directiva espafola vigente RD1201/2005, la declaracion de
Helsinki y la guia para el cuidado y el uso de los animales de
laboratorio, como adopto y promulgo el US National Institutes of
Health (NIH Publicacion No. 85-23, revisado 1996). Todos los
protocolos experimentales se aprobaron por el Comité de Bioética sobre
el Uso y Cuidado de los Animales de Santiago de Compostela bajo el
codigo de proyecto 15005AE/11/FUN.01/BIOL.AN.O8/ELM2 vy
mantenidos en el CENTRO 15005AE.

Se uso la cantidad minima necesaria de animales de laboratorio
necesarios para mantener unos datos fiables en los resultados, dichos
animales fueron manipulados con el mayor cuidado posible para no
generar un sufrimiento innecesario.

Ademas de los animales de laboratorio, para la realizacion de la
experimentacién de esta tesis se emplearon 36 cultivos independientes
de la linea celular RAW 264.7. La linea celular de macr6fagos RAW
264.7, que fue adquirida de la American Type Culture Collection
(ATCC; cat. N TIB-71) es una linea celular generada inicialmente a
partir de un tumor inducido por el virus de la leucemia murina en
ratones BALB/c. carece de inmunoglobulinas de superficie y posee
actividad fagocitica.



ALBERTO LOPEZ FURELOS

3.1. DESCRIPCION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL DE RADIACION.

El sistema posee dos generadores de sefiales vectoriales, GSV Freq.
# 1y GSV Freq. # 2, cada uno puede generar una sefial sinusoidal pura
de 900 y 2450 MHz respectivamente. La salida de ambos generadores
esta conectada a un divisor de sefial usado, en sentido estricto, como un
mezclador de sefial (ME), y la sefial pasa entonces a través de un
amplificador (AMP). Una vez amplificada, la sefial se introduce en el
acoplador direccional (AD) y luego se envia directamente a la cdmara
de radiacion GTEM, donde la rata (fig. 2, R) esta inmovilizada en un
soporte de metacrilato y donde se sittan los frascos de cultivo (fig. 4,

Figura 2. En la figura aparece la representacion grafica del sistema de

radiaciéon multifrecuencias para la radiacién in vivo de animales pequefios

(Lopez-Furelos y col. 2012).
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B), en el campo de la maxima uniformidad. EI AD hace posible medir
los valores de potencia incidentes, P, utilizando el medidor de
potencia (MP), y asi determinar la potencia de entrada deseada para el
sistema. El valor de la potencia reflejada, Prer, también se puede
monitorizar y se obtuvo del analizador de espectro (AE).

El uso del AE hace posible observar el tipo de onda presentes en la
camara para determinar la pureza espectral de la onda sinusoidal
utilizada en el experimento. La onda de RF impacta R en la direccion
k, con los vectores E y H posicionados perpendicular paralelamente al
eje principal de R, respectivamente.

Una sonda isotropica (SI) se utiliza para medir el campo y
determinar el valor de pico. Esta medicion se lleva a cabo antes de
colocar la rata en la camara, utilizando los valores de entrada de sefial
deseada. De esta manera, es posible definir el comportamiento de la
camara en la zona de medicidn. Este valor se utiliza posteriormente para
crear una simulacién mas objetiva de la cAmara GTEM utilizando tres
frentes de onda plana que reproducen los datos obtenidos con la sonda.

Figura 3. Disposicion de la rata en la cavidad GTEM
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Figura 4. En la figura aparece la representacion grafica del sistema de
radiacion multifrecuencias para la radiacién in vitro de cultivos celulares

(Lopez-Furelos y col. 2018).
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3.1.1. Caracteristicas del dispositivo de radiacion /n vivo.

3.1.1.1. Protocolo de exposicion in vivo

Los animales se sacaron de su jaula y se pesaron para verificar que
poseian las caracteristicas idoneas para llevar acabo el experimento,
posteriormente, se inmovilizaron en un cepo cilindrico de metacrilato
transparente y se dejaron en reposo durante 10 min para que
descendiese el nivel de estrés del animal. Tras 10 min se introdujeron
en la cdmara Schaffner 250 GTEM y previamente se selecciond tanto
la frecuencia como la intensidad de la radiacion correspondiente al
grupo al que pertenecia el animal.

En el interior de la camara hay un espacio cuadrado de 25x25x25
cm elevado a 5 cm del suelo, donde la radiacion de la cdmara es maxima
en esta localizacidn, se inmoviliza el animal en el cepo sobre un soporte
de metacrilato (Fig. 3).

Siguiendo lo marcado por el disefio de los experimentos, cada una
de las ratas se mantuvo inmovilizada en el cepo de metacrilato durante
una o dos h en la cadmara de ensayos electromagnéticos, para
posteriormente devolverlas a su jaula. Los grupos de animales
expuestos a radiacién no ionizante se compararon con grupos de
animales control no radiados Ambos grupos de animales se sometieron
a similares caracteristicas de oscuridad y aislamiento electromagnético,
a fin de desestimar la influencia de los factores ambientales y los efectos
del estrés causados por la inmovilizacion de los animales en el
experimento.

3.1.1.2. Medicién de la temperatura rectal mediante sonda
termométrica.

Para poder valorar desde un punto de vista experimental si la
radiacion constituye un estimulo capaz de provocar un incremento de
temperatura y causar ajustes hipotalamicos en la termorregulacion
(Hirata y col., 2010). Se hicieron mediciones de la temperatura rectal
con un termometro digital (instrumentos Eutech) en todos los animales
en cada uno de los distintos grupos inmediatamente antes de colocar el
animal en la cdmara de radiacion e inmediatamente después de la
exposicion (min 0).
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3.1.1.3. Descripcion de las simulaciones.

Los valores de SAR se calcularon con la ayuda de SEMCAD X, un
software de simulacion basado en el método FDTD. Se utilizé un
modelo de rata macho Sprague-Dawley de 198,3 gramos, compuesta
por 60 tejidos diferentes, ensamblando secciones de 1,15 mm obtenidas
a partir de imégenes de resonancia magnética. La simulacion se hizo
utilizando una onda plana gue incide en la zona izquierda del animal,
con el campo magnético H paralelo a su eje principal de la rata.

El valor del campo eléctrico simulado, se midi6 en cada caso con
una sonda isotrépica ubicada en el centro del area donde se situo la rata
para exponerla a la radiacion. El valor del SAR en cada caso fue
estimado ajustando el modelo de la rata macho en el SEMCAD,
teniendo en cuenta los promedios de peso existentes entre las ratas
utilizadas experimentalmente de los tres grupos de animales radiados.
De esta forma, hemos obtenido un ajuste uniforme (multiplicando todas
las dimensiones originales del fantoma numeérico por el mismo factor),
aplicando una constante de proporcionalidad se escal6 de manera
eficacia el modelo numérico de rata hasta el peso medido.

Dado que los animales fueron expuestos lateralmente en la camara
GTEM, el lado izquierdo del cuerpo (visto desde la puerta de la camara)
experimentd un mayor campo que el lado derecho. Esto se debe al
hecho de que el valor del campo eléctrico dentro de la camara GTEM
aumenta a medida que la seccién de la camara se hace mas pequefia.

3.1.2. Caracteristicas del dispositivo de radiacion /n vitro

3.1.2.1. Desarrollo de un sistema de termorregulacién
automatica.

La utilizacion de una linea celular como modelo experimental, hizo
necesario adaptar un sistema existente, el cual era empleado para la
experimentacion animal, para los nuevos requerimientos de las células.

La Linea celular RAW 264.7, es una linea celular proveniente de
ratones, al ser una linea de mamiferos es necesario mantener una
temperatura corporal en torno a 37.5 £ 1 °C para asegurar la
supervivencia celular.

Para mantener una temperatura constante de 37,5 °C se disefio un
sistema especificamente adaptado de termorregulacion automatica. La

46



I11. Material
y Métodos

dificultad de adaptar un sistema de regulacién de la temperatura a una
camara de radiacion es que los elementos metalicos interfieren con las
ondas electromagnéticas, con los cual todos los elementos deben ser
plasticos, debido a que los plasticos no interfieren con el sistema de
radiacion. El sistema desarrollado consta de dos piezas:

L

Figura 5. Esquema del sistema de
mantenimiento de la temperatura. Puede
observarse el pedestal calefactado (A) en el
interior de la cavidad de radiacion y el sistema
calefactor externo (B) (Lopez-Furelos y col.
2018).

En el interior de la camara se sitia un pedestal fabricado en
Policloruro de vinilo (PVC) (Fig.5, A) Este pedestal fue disefiado para
elevar los cultivos celulares hasta la posicion R. El pedestal funciona
como un intercambiador de calor, contiene agua y un serpentin interno
de plastico transfiere el calor al agua. Este serpentin estd conectado
mediante dos tubos a la unidad de calentamiento externa. La pared
superior del pedestal se trata de una lamina de PVC de 180 micras que
maximiza el intercambio de calor. Sobre este pedestal se depositaron
los frascos de cultivo y las placas multipocillo que se emplearon durante
la realizacion de los experimentos con modelos celulares.

En el exterior de la cAmara, se sitta la unidad calefactora (Fig.5,
B). El pedestal y la unidad calefactora se conectan mediante dos tubos
de poliuretano de 4 mm que envian el agua caliente al pedestal y la
retornan. Estos tubos se introducen por una abertura existente en la
parte inferior de la cAmara GTEM. Esta abertura originalmente se
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emplea para pasar los cables de la sonda isotropica y se encuentra
apantallada para impedir el paso de las radiaciones.

Este equipo calefactor consta de (Ver Fig. 6): una resistencia (r)
calefactora de 750 W, un serpentin de cobre conectado a un sistema de

t
T

T
WA

Figura 6. Esquema del interior de la unidad calefactora. Consta de un
termostato (t), un deposito con para el liquido de termorregulacion (d), una
resistencia calefactora de 750w (r), una fuente de alimentacion (f), una
bomba que recircula el liquido (b) y un serpentin que refrigera el liquido con
ayuda de unos ventiladores (s).

refrigeracion por aire (s), un termostato que controla la temperatura (t),
una bomba para recircular el liquido (b), una fuente de alimentacion de
12 V (f) y un deposito de agua (d).

El termostato controla la activacion y desactivacion de la
resistencia calefactora y de la refrigeracion por aire. A su vez, la bomba
recircula el liquido por el sistema cerrado llevando el agua hasta el
interior del pedestal. Hay que tener en cuenta, que la temperatura que
se regula es la del interior del deposito de agua. Existe una desviacion
importante entre la temperatura en el interior del depdsito (49 °C) y la
de la superficie del pedestal (37,5 °C) debido a las pérdidas de calor del
circuito

Este sistema de dos elementos, nos permite mantener una
temperatura constante de 37,5+£0,5 °C en la superficie del pedestal,
sobre la cual se deposita los frascos de cultivo (Fig5.).
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3.1.2.2. Dosimetria de la linea celular RAW 264.7.

Los parametros electromagnéticos y los valores SAR estimados
mediante simulacidn, utilizando el software SEMCAD X basado en
FDTD (Schmid & Partner Engineering AG., 2009) de los cultivos
celulares, se describen en la Tabla 3.

P Em P
f ® P Promedio del SAR [W/kg]
2
[MHz] W1 | [V/m] | [W/m?] Platos de 24 | Frascos de
pocillos cultivo
GRUPO 1 900 12 96.8 24.9 0.1477 0.2467
GROUP 2 2450 12 102.8 28.0 0.1740 0.4060
900 +
GROUP 3 2450 6+6 71.5 13.6 0.0842 0.1834

Tabla 3. Condiciones experimentales de los grupos sujetos a radiacion. f
frecuencia; Prr, potencia transmitida, En, medida de la intensidad de campo
eléctrico, Pp densidad de potencia incidente, promedio del SAR, FDTD-calculado
mediante FDTD y Er, (Lopez-Furelos y col. 2018).

3.1.2.3. Protocolo de exposicién in vitro.
Durante la exposicién a la radiacion se emplearon dos soportes

diferentes:

Frascos de cultivo: Para llevar a cabo la radiacion se
introdujeron las células en frascos de cultivo de 25 cm?
(ThermoFisherscientific) y se sustituyd el medio de
cultivo por L15 suplementado con un 10% de suero bovino
fetal inactivado (PAN Biotech). Se expusieron 32 cultivos
independientes de la linea celular de macréfagos RAW
264.7 a la radiacion de la cavidad GTEM (2 cultivos
celulares por cada grupo y tiempo).
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Placas estériles de 24 pocillos: Para realizar la
determinacion de la actividad fagocitica, se emplearon 4
placas estériles de 24 pocillos (Corning LifeSciences) en
el fondo de los cuales se depositd un cristal cuadrado.
Posteriormente se afiadié a cada pocillo 2 ml de medio
IMDM con una concentracion celular de RAW 264.7 de
1x10° Células/ml y se dejo incubar 24 h para que los
macro6fagos se adhirieran al vidrio situado en el fondo de
los pocillos. Tras estas 24 h, se retir6 el medio IMDM y se
sustituy6 por 3 ml de medio L15. Finalmente, se procedio
a la exposicion de los grupos radiados (I, I, I1) y no
radiados (IV) y se extrajeron a 4, 24, 48 y 72 h 6 cristales
de cada vez con los macr6fagos adherido

3.2. MATERIAL PARA CULTIVOS CELULARES /N VITRO

3.2.1. Medios de cultivo

IMDM (SIGMA): Es una modificacion del medio Eagle
modificado de Dulbecco, incluye selenio, asi como aminoécidos y
vitaminas adicionales. El IMDM no contiene factores de crecimiento.
Por lo tanto, el IMDM requiere suplementacion con 10 % de suero fetal
bovino (SFB) (PAN Biotech). IMDM utiliza un sistema de tampones
de bicarbonato de sodio (3,024 g/l) y, por tanto, requiere un ambiente
con un 5-10 % de CO> para mantener el pH fisioldgico.

LEIBOWITZ L-15 (SIGMA): El medio L-15 esta tamponado con
fosfatos y enriquecido con una cantidad mucho mayor de aminoacidos.
En comparacion con los otros medios posee vitaminas y otros
componentes esenciales para el crecimiento celular. Fue desarrollado
para no incluir el uso de estufa de CO3, pues su formula no contiene
bicarbonato como tampon. El L-15 también requiere factores de
crecimiento. Por lo que se afiadié un 10 % de suero fetal bovino (SFB)
(PAN Biotech).

3.2.2. Subcultivo

En los cultivos sub-confluentes (70-90%) de la linea RAW 264.7,
se procede a la eliminacion del 90% del medio antiguo, Se resuspenden
las células mecanicamente mediante el raspado, se transfieren a nuevos
frascos a una concentracion 1:3 a 1:6 dependiendo de la concentracion

50



I11. Material
y Métodos

inicial de células obtenidas y se afiade medio nuevo a unas condiciones
de; 5 % de COgz; 37 ° C en medio IMDM. Las células son semi-
adherentes, es decir, algunas células crecen en suspension, algunas se
unen vagamente a la superficie y otros se aplanan y se unen al frasco.
No se permitio que las células creciesen hasta confluir, ya que si no se
pueden producir aberraciones celulares.

3.3. OBTENCION Y PREPARACION DE TEJIDOS Y CELULAS.

3.3.1. Eutanasia de los Animales

Después de someter a las ratas a la exposicién de la radiacion, se
dejaron en reposo durante 24 horas. Una vez concluido este tiempo se
realizd el sacrificio de los animales para la extraccion del tejido, los
animales se anestesiaron con una primera inyeccion intraperitoneal de
pentotal sddico para disminuir el posible trauma causado al animal y
posteriormente se administré una sobredosis de éter etilico en un
contenedor estanco (Maria Julia y col., 2015).

3.3.2. Extraccion del tejido y preparacion para estudios de

morfologia

Una vez muerto el animal se procedio a la extraccion de los tejidos
que posteriormente se sumergieron durante 24h en un fijador
(formaldehido al 10% en buffer fosfato).

3.3.2.1. Inclusion en Parafina.

El fijador se cambio transcurridas 4 h de la extraccion del tejido
para eliminar el agua disuelta y se deja 24 h en una nevera a 20 °C. El
testiculo, por ser un tejido con alto contenido en agua, es necesario
cambiarle el fijador un total de dos veces en periodos de dos horas. Tras
24 h se cambio el fijador por alcohol de 70°, 2 h después se volvio a
cambiar el alcohol para eliminar los residuos de agua y por ultimo se
dej6 12 h en agitacién. Transcurrido este tiempo se realiza un cambio
por alcohol de 90° y 2 h después se cambio por alcohol nuevo de 90°,
los ultimos cambios transcurren cuatro h después, cambiandose el
alcohol por uno de 100° y una hora después se volvio a cambiar por
otro nuevo de 100°, por ultimo, una h més tarde se cambio dicho alcohol
por tolueno y se deja reposar durante 12 h.
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Para la inclusion en parafina se realizaron 3 bafios. Los dos
primeros se realizan con parafina usada y el dltimo con parafina nueva.
Se llevé a cabo en el experimento |

3.3.2.2. Cortes de Tejidos.

Posteriormente con el taco de parafina acabado y solidificado se
realizaron cortes continuos de 5 um utilizando un microtomo y
recogiéndose inmovilizados en un porta-objetos. Se seleccionaron 4
cortes de cada taco de parafina de forma seriada cada 50 pm,
alterndndose con el almacenamiento, a fin de observar la estructura
global del tejido. Se dejaron en una estufa (36 °C) durante al menos 24
h.

Se llevd a cabo en el experimento |

3.3.3. Extraccion y preparacion del tejido para ELISA.

Después del proceso de radiacion, las ratas se dejaron en reposo
durante 24 h. Una vez concluido este tiempo se realizo el sacrificio de
los animales para la extraccion del tejido, el método de sacrificio se
realizd del mismo modo que en el experimento anterior. Los tejidos
fueron colocados directamente en viales de 1,5 ml y almacenados en
una nevera a -20 °C hasta el momento de su analisis.

Posteriormente, los viales se descongelaron y se les afiadié 0,5 ml
de tampon carbonato/bicarbonato con 10ul/ml de inhibidor de proteasas
PMFS para impedir la degradacion de las proteinas. Posteriormente se
procedié a la homogenizacion de los tejidos mediante sonicacion,
aquellos tejidos mas duros fueron homogenizados mediante un
disgregador de tejidos, musculo y lengua, y su producto fue recuperado.

Se llevd a cabo en el experimento 11

3.3.4. Preparacion de células para citometria de flujo.

Para realizar las técnicas de citometria de flujo, las células de la
linea RAW 264.7 fueron resuspendidas en el medio de cultivo (10 ml)
de los frascos de cultivo mediante un raspador de plastico y se tomé una
alicuota de 1 ml en condiciones de esterilidad. Esto se realizé antes del
inicio de laradiacion, a las 4, 24, 48 y 72 h de radiacion segun el tiempo
que fuesen radiados los cultivos, de modo que de los cultivos que
pasasen mas tiempo bajo radiacidn se extrajeron mas alicuotas.

Se llevo a cabo en el experimento 111
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3.3.5. Extraccion del ARNm.

Después de la radiacion de la linea celular RAW 264.7, se procedio
a centrifugar las células (12 muestras por grupo) a 2500 r.p.m. durante
5 min. Posteriormente, se procedié a retirar el medio de cultivo L-15y
se resuspendid el pellet en 1 ml del reactivo TriPure (SIGMA-
ALDRICH). A continuacion, se afiadié 0,2 ml de cloroformo (Merck)
y se dejo incubar 10 min tras los cuales se centrifug6 a 1200 G 15 min
y 4 °C. Se descart6 la fase que contenia el ADN, proteinas y restos
celulares y se continud tratando la fraccién que contenia el ARN. Para
la eliminacion de los restos del reactivo TriPure se realizé un paso de
dos alcoholes empezando por el isopropil alcohol (Merck) y etanol de
70% (Merck), centrifugando después de cada lavado. El resultado fue
de un pellet deshidratado blanquecino que se almacend a -70°C.

Se llevé a cabo en el experimento I11.

3.3.6. Extraccion de sobrenadante celular.

Después de la radiacion, a las 48 y 72 horas, se tom6 una fraccion
de 400 pl del medio de los frascos de cultivo y se pipetearon en una
placa de 96 pocillos afiadiendo 100 pl por pocillo. También se tomo
paralelamente a cada una de las extracciones las mismas cantidades del
grupo control que procediese. Debido a que se utilizaron 2 cultivos
celulares por grupo / tiempo, cada grupo / tiempo tendra 8 pocillos
dando como resultado un total de 9 filas de 8 pocillos usadas. 3 filas de
grupos control, 3 filas de grupos radiados a 48 h a las 3 frecuencias
diferentes y 3 filas de grupos radiados a 72 h a las 3 frecuencias
diferentes.

Se llevé a cabo en el experimento I11.

3.3.7. Preparacion del ensayo de actividad fagocitica.

Una vez finalizada la radiacion de la placa de 24 pocillos, los
vidrios se depositaron en una nueva placa en las que se afladieron 750
pl de medio que contenia 1.5 mg/ml de la levadura Saccharomyces
cerevisae previamente liofilizadas, dejando incubar 2h.

Se llevé a cabo en el experimento I11.

3.4. TECNICAS DE TINCION.
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3.4.1. Tincién con Hematoxilina-Eosina.

Los tejidos preparados para morfologia fueron desparafinados
incub&ndolos en una estufa a 60° durante 30 min, posteriormente se
rehidrataron pasando previamente por Xilol (5 min) 2 veces, alcohol de
100° (5 min) 2 veces, alcohol de 96° dos veces, alcohol de 70° (5 min)
una vez, agua destilada (10 min), se sumergen en hematoxilina durante
(10 min), se lavaron con una corriente continua de agua del grifo
durante (10 min) y por ultimo se introducen en Eosina durante (5 min).
Antes de montar las muestras hay que volver a secarlas, esto se hizo con
un paso rapido por alcoholes durante 1 min, 2 veces 90°, 2 veces 100°
y 2 veces Xilol. Una vez realizado esto se usa un medio de montaje
(Entellan) y se cubren.

Se llevé a cabo en el experimento 1.

3.4.2. Tincion de los nucleos con DAPI.

Los tejidos preparados para morfologia se desparafinaron
incubandolos en una estufa a 60° durante 30 min, posteriormente se
rehidrataron mediante el paso por Xilol 3 min 2 veces, alcohol de 100°
3 min 2 veces, alcohol de 96° 3 min dos veces, alcohol de 70° 3 min
una vez y por ultimo agua destilada durante 5 min.

Los cortes se incubaron con 0.8 mg/ml de 6-diamidine-20-
phenylindole dihydrochloride (DAPI; Sigma-Aldrich) en PBS durante
15 min a temperatura ambiente y por Gltimo se lavaron varias veces con
PBS. Posteriormente los cortes tefiidos con DAPI se observaron con un
microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan (Alemania), excitando la
muestra a 358 nm y observando la emision a 461 nm.

Se llevd a cabo en el experimento |.

3.4.3. Tincion de la linea RAW 264.7 con Giemsa para el ensayo

de actividad fagocitica.

Transcurrido este tiempo de incubacion de las células RAW 264.7
con las levaduras liofilizadas, se realizaron 3 lavados de PBS para
eliminar el exceso de levaduras. Se incubo durante 5 min con metanol
al 100% y posteriormente se dejo secar a 20 °C. El siguiente paso
consistio en la tincion de las células y las levaduras mediante el
colorante Giemsa. Se dejo6 al 100% de concentracion durante 2 min y al
50% durante 1 min. Tras lo cual, se realizaron 3 lavados con agua del
grifo y se procedio a montar la preparacion con Entellant y se procedio
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al recuento de las células que contenian levaduras fagocitadas dentro de
las vacuolas fagociticas citoplasmaticas (para el célculo del porcentaje
de fagocitosis) y el nimero de levaduras que contenia cada célula (para
el célculo del indice de fagocitosis) en un microscopio dptico (Nikon
Eclipse E600, Japon).

Se llevé a cabo en el experimento I11.

3.5. TECNICA DE ELISA

Se tom6 1ul de las muestras previamente preparadas para esta
técnica y se contabilizo su concentracion total de proteinas mediante un
espectrofotdmetro (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific).

Una vez realizado la cuantificacion, se tomo la proporcion
necesaria de muestra y se diluyé con tampdn carbonato/bicarbonato
hasta alcanzar una concentracion de 0,5pug de proteina en 100pl.

Las placas escogidas para este experimento fueron multipocillo de
8 x 12. En cada placa se coloco el mismo tejido de todos los grupos y
ratas. Cada muestra se realiz6 por triplicado dentro de la misma placa.
Ademas, como control de que el ensayo esta bien realizado, en cada
placa se afiadieron dos controles: un control positivo perteneciente a
células humanas HL60 y un control negativo que careciente de muestra.
De cada tejido se realizaron tres placas, una correspondiente al uso del
anticuerpo para detectar Hsp70, otra correspondiente al anticuerpo para
detectar Hsp90 y otra correspondiente al anticuerpo para detectar la
caspasa-3.

Acoplamiento: De las diluciones anteriores se
depositan 100 pl en cada pocillo y se dejan incubar toda la
noche en una cdmara fria a 40°

Bloqueo: Al dia siguiente se realizaron dos lavados
con TBS-Tween al 0,05%, posteriormente se afiaden 150
ul de TBS-Tween al 0,2 con un 5% de leche descremada
para impedir que los anticuerpos que se van a afadir
posteriormente se unan al fondo del pocillo. Se deja
incubando durante 2 h en una estufa a 37 °C.

Anticuerpo primario: Se afiadié en cada pocillo 100
pl de TBS-Tween al 0,2% que tenia diluido al 1/250 un
anticuerpo policlonal de conejo, anti-Hsp70, anti-Hsp90 o
anti-Caspasa 3. Se dejé incubando durante 1 hy 30 min en
una estufa a 37 °C.
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Anticuerpo secundario: Se realizaron 4 lavados con
TBS-Tween al 0,05% esperando 5 min entre cada lavado,
posteriormente se afiadieron 100 pl de TBS-Tween al
0,2% que tenia diluido al 1/500 un anticuerpo de cabra
anti-conejo y que llevaba conjugado HRP (peroxidasa de
rabano). Se deja 1 h incubando en una estufa a 37 °C.

Revelado: Se realizaron 2 lavados con TBS-Tween
al 0,05% y 2 lavados con TBS sin Tween, esperando 5 min
entre cada lavado. Los pocillos se lavaron cinco veces en
TBS, luego se trataron con 100 pl del revelador basado en
una mezcla 50/50 de luminol/peréxido de hidrogeno para
la deteccion de la actividad enzimética de la peroxidasa de
rabano picante (Pierce ECL Werten Blotting substrate,
Thermo Scientific). Después de 3 minutos de incubacion a
37°C. Los resultados se obtuvieron en un luminémetro
(Multi-detection microplate reader, FLx 800, Biotek,
USA)

Se llevo a cabo en el experimento I1.

3.6. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD Y CURVA DE CRECIMIENTO

Para realizar el estudio de la viabilidad y la curva de crecimiento,
se emplearon las células previamente preparadas para este fin y se uso
el equipo Cell Analyzer Muse siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante usando el fluorocromo Yoduro de propidio (SIGMA).
Analizando el nimero de células/ml a cada uno de los diferentes
tiempos en un equipo de citometria de flujo (Muse Cell Analyzer,
Millipore, USA).

Se llevd a cabo en el experimento I1I.

3.7. PRODUCCION DE OXIDO NITRICO

Para realizar esta técnica usamos el reactivo de Gries que se
compone de Acido fosforico al 5%, sulfanilamida 0.5% vy
Naftiletilendiamida 0.05% realizamos una recta patron usando como
referencia Nitrito Sédico. Sobre cada muestra (8 muestras por
grupo/tiempo) preparadas anteriormente, afiadimos el reactivo en
relacion 1:1 (v/v), la reaccion requiere una incubacion de 10 min. Tras
la incubacion, se leyo la absorbancia obtenida a 530 nm en un
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espctrofotometro lector de placas (Absorbance Microplate Reader
EIX808, Biotek, USA).

Se llevd a cabo en el experimento I1I.

3.8. DETECCION DE LA EXPRESION DE HSP70 Y TNF-a.

La evaluacion del nivel de expresion de los genes que codifican la
HSP70y el TNF-a se llevo a cabo mediante una técnica que transforma
el ARN obtenido de las muestras en ADNc mediante una reaccion
empleando una retrotranscriptasa inversa (rt) seguida de una ampliacion
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

(gPCR).

Tratamiento con DNasa: El pellet almacenado
anteriormente a —70 °C se hidrat6 en con H,O con
Dietilpirocarbonato (SIGMA-ALDRICH). y dejé incubar
durante 15 min a 60°C. Posteriormente se efectud la
cuantificacion del ARN usando el equipo NanoDrop ND-
1000. Se afadi6 4 pg de acidos nucleicos. Para el
tratamiento con DNasa se utilizo el kit comercial
(ThermoFisherscientific) consistente en DNasal y tampdn
de reaccion con 2.5 mM MgCly, tras incubar durante 30
min a 37 °C la accion de la enzima se detuvo con EDTA
50mM también presente en el Kit.

rtPCR: De la muestra de ARN puro, se toman 200ng
y se afiade 1.25 uM random hexamer primers (Roche) y
250 uM deoxinucleosidostrifosfato (ANTPs) se dejan
incubar a 65°C durante 5 min. A continuacion, se afiadié
mas reactivos pertenecientes al kit GeneAmp® ARN PCR
(ThermoFisherscientific) que consta de 200U de MMLV
(Moloneymurineleukemia virus) reverso transcriptasa
(Promega) en buffer de reaccion 30 mM Tris and 20
mMKCI (pH 8.3) e inhibidor de la ribonucleasa. A
continuacion, se introdujo en un termociclador en el que
se introdujo el siguiente programa: 25°C 5min, 37°C 50
min y 70°C 15 min. Como resultado obtuvimos el ADNc
del ARNm total.

gPCR: Una vez se sintetiza el ADNCc, procedimos a
realizar la PCR cuantitativa en la cual se realizé el estudio
de la expresion de los genes de factor de necrosis tumoral
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o (TNF-0): forward/reverse primer 5-
AGCCCCCAGTCTGTATCCTT -3’/ 5’-
CTCCCTTTGCAGAACTCAGG-3’, y la chaperona
HSP70 forward/reverse primer pair 5’-

CATCATCAATGAGCCCACAG-3’/5’-
TCTTGTGTTTGCGCTTGAAC-3 usando en cada caso la
B-actina (ACT) forward/reverse primer pair 5’-
AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’/ 5-
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3’; ACT se usé para
normalizar los datos, los cuales se expresé en relative
arbitrary units. Cada muestra se introdujo por triplicado en
una placa multipocillo y en cada pocillo se introdujo los
primer forward y reverse del gen de interés en cada caso
ademés de la muestra ADNc a analizar, asi como el
cromogeno kapas y br fast (kapabiosystems) La
amplificacién se realizo en el equipo EcoTM (lllumina).

Se llevd a cabo en el experimento I1I.
3.9. CUANTIFICACION Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.
3.9.1. Analisis de los resultados mediante Microscopia Optica.

3.9.1.1. Analisis cualitativo de los tejidos tefiidos mediante HE
Las preparaciones de los 8 tejidos animales de los 5 grupos
experimentales radiados tefildos con Hematoxilina-Eosina se
observaron mediante un microscopio Nikon ECLIPSE E2000 a una
resolucion de 40 6 100X segun fuese necesario. Se procedi6 a realizar
una valoracion cualitativa del estado de los tejidos en comparacion con
el grupo control negativo (GIV) y el grupo control positivo (GV).
Se llevd a cabo en el experimento |

3.9.1.2. Analisis cualitativo, cuantificacion y analisis
estadistico de los tejidos tefiidos con DAPI.

Se analiz6 los posibles cambios en la morfologia de los ndcleos en
relacion a la apoptosis con un microscopio de fluorescencia a 100X
mediante la tincion DAPI en 8 tejidos de rata macho. Se cuantificaron
de cada grupo un total de 500 células las cuales fueron agrupadas en
células normales o celulas apoptoticas.
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Se usé un ANOVA de una via para evaluar las diferencias
significativas entre grupos. El factor considerado fue la interaccién de
uno o mas frecuencias.

Se llevd a cabo en el experimento |

3.9.1.3. Cuantificacion y andlisis estadistico de la actividad
Fagocitica.

Para realizar el recuento de la actividad fagocitica, se emple6 un
microscopio Nikon ECLIPSE E2000 a una resolucion 100x. Se
midieron 900 células en cada uno de los grupos (I, II, 11, 1V) y para
cada uno de los tiempos estudiados (4, 24, 48 y 72 h). Finalmente
realizamos el porcentaje del recuento de los macréfagos que tenian
internalizadas levaduras con respecto a los que no, en cada grupo a
estudio y en los distintos tiempos expuestos a la radiacion.

Los resultados de la tasa de actividad fagocitica fueron analizados
utilizando un two-way ANOVA. Los factores considerados fueron las
diferentes frecuencias / sin radiacion y tiempo de exposicion.
Posteriormente se aplico la prueba Holm-Sidak para comparaciones
maltiples.

Se llevé a cabo en el experimento 111

3.9.2 Analisis estadistico de los datos de temperatura rectal.

Se us6 un ANOVA de dos vias para evaluar los niveles estrés en
relaciobn a la temperatura. Los factores considerados fueron la
interaccion de uno o més frecuencias y los cambios de temperatura
antes y después de la radiacion.

Se llevé a cabo en el experimento 1l

3.9.3. Cuantificacién y analisis estadistico de los datos de

ELISA.

La luminiscencia de las placas se leyd6 en un
fluorometro/luminémetro (FLx800, Biotek), y los resultados se
expresaron en unidades de luz relativa (RLU). Una vez medido el total
de absorbancia de las placas de ELISA. se restd a la medida de
absorbancia de cada pocillo el valor del blanco obteniendo el resultado
final.

De cada del valor de cada muestra por triplicado se realizé una
media y se introdujo por grupos en el programa Sigma Plot que realiza
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un analisis de un ANOVA paramétrico (supone que las desviaciones
estandar son iguales) de una via combinado con el test de Tukey que
permite la comparacion de las diferencias entre los grupos de cada
tejido. En caso de que las desviaciones estandar no fuesen iguales
usamos un ANOVA no paramétrico combinado con el test de Kruskal-
Wallis. Para la representacion grafica de los resultados en histogramas,
a partir de los datos de desviacion estdndar y media de cada grupo y
tejido calculado por el GraphPad InsStat, el programa Microcal Origin.
El nivel de significacion considerado es p < 0.05, siendo p < 0.01
extremadamente significativo.
Se llevé a cabo en el experimento Il

3.9.4. Analisis de los datos de crecimiento y viabilidad celular.

Los datos de crecimiento celular se obtuvieron a partir de los
valores de las medias de la concentracion celular (6 muestras por grupo)
y posteriormente se compararon las pendientes de las ecuaciones de la
recta resultantes de la representacion grafica del crecimiento
(concentracion/tiempo) de cada uno de los cultivos sometidos a
radiacion.

A) Se utiliz6 one-way ANOVA para evaluar los
cambios en el crecimiento celular en relacion a la
exposicion a la radiacion. Los factores considerados
fueron la interaccion de una o mas frecuencias en
comparacion con el grupo no radiado.

B) Se utiliz6 two-way ANOVA para evaluar los
cambios en la viabilidad en relacion a la exposicién a la
radiacion. Los factores considerados fueron la interaccion
de una o mas frecuencias y diferentes exposiciones
temporales. Posteriormente se aplicé la prueba Holm-
Sidak para comparaciones multiple

Se llevé a cabo en el experimento 11

3.9.5. Analisis de los datos de produccion de 6xido nitrico.

La absorbancia de cada uno de los pocillos fue obtenida mediante
un lector de absorbancia en microplacas a 530 nm.

Los resultados obtenidos de absorbancia del NO se analizaron
mediante un two-way ANOVA. Una vez mas los factores considerados
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fueron la interaccion de una o mas frecuencias y la exposicion al tiempo

diferente, pero en esta prueba se consideraron 48 hy 72 h. La prueba de

Holm-Sidak para comparaciones multiples se aplico posteriormente.
Se llevd a cabo en el experimento 111

3.9.6. Analisis de los datos de PCR.

Los datos obtenidos mediante el equipo EcCoTM se normalizaron
empleando los valores de proteina f-Actina para cada amplificacion de
la gPCR.

Los resultados de los niveles de expresion obtenidos de las
proteinas Hsp70 y TNF-a se trataron mediante un ANOVA de doble
via, teniendo en cuenta el tiempo de exposicion y la interaccion de una
0 mas frecuencias. Posteriormente se aplico la prueba Holm-Sidak para
comparaciones multiples. Se aplicaron transformaciones logaritmicas
naturales a los datos segun se necesitaran para obtener la normalidad y
homocedasticidad.

Se llevd a cabo en el experimento I

3.10. DISENO EXPERIMENTAL
Esta Tesis consta de 3 experimentos divididos en dos grupos
experimentales.

3.10.1. Grupo experimental A: Efectos agudos causados por la
exposicion a radiacion de frecuencias combinadas en tefidos de
rata Sprague-Dawley. Efectos morfologicos y de estrés celular.

3.10.1.1. Experimento I: Un sistema experimental multi-
frecuencia para estudiar la dosimetria y efectos agudos sobre
la morfologia celular y nuclear en tejidos de rata.

En este experimento estudiamos los cambios morfoldgicos
existentes 24h después de una exposicion aguda en 7 tejidos de rata:
cerebro, cerebelo, hipofisis, timo, trapecio, grasa interescapular,
testiculo y lengua. Durante el procesamiento de estos tejidos se
emplearon técnicas para detectar cambios en la morfologia celular y
nuclear, haciendo especial hincapié en esta Ultima, las técnicas
realizadas fueron la tincion con Hematoxilina-Eosina y DAPI (4 ',6-
diamino-2-fenilindol).
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Se emplearon un total de N = 46 ratas macho Sprague-Dawley. 40
de ellas se distribuyeron de manera equivalente en 4 grupos
experimentales de 10 animales cada uno. Las 6 restantes se incluyeron
en un grupo adicional a fin de poder comparar los efectos del
experimento con un control positivo.

A continuacion, se describe cada uno de los grupos:

Grupo I: Los animales se inmovilizaron y se
expusieron a una radiofrecuencia de 900 MHz y Prr=2 W
durante 1 h en una camara Schaffner 250 GTEM
(gigahertz transverse electromagnetic). 24 h después de la
radiacion se sacrificaron.

Grupo Il: Los animales se inmovilizaron y se
expusieron a una radiofrecuencia de 2450 MHz y Prr= 2
W durante 1 h en una camara Schaffner 250 GTEM. 24 h
después de la radiacion se sacrificaron.

Grupo Ill: Los animales se inmovilizaron y se
expusieron a una radiofrecuencia combinada de 900 MHz
aPrr=1Wy 2450 MHz a Prr= 1W durante 1 h en una
camara Schaffner 250 GTEM. 24 h después de la radiacion
se sacrificaron.

Grupo 1V: Esta constituido por ratas inmovilizadas
en una camara Schaffner 250 GTEM sin ser expuestas a
radiacion (control negativo) durante 1 h. Constituye el
control negativo de la radiacion no ionizante.

Grupo V: Se expuso un grupo de ratas a radiacion
gamma (radiacion ionizante) en todo el cuerpo a una dosis
de 2 Greys durante 5 min para poder comparar los efectos
lesivos y actividad apoptética. 6 h después de la radiacién
ionizante se sacrificaron. Constituye el control positivo de
la radiacién no ionizante.

3.10.1.2. Experimento I1: Evidencia del estrés celular y de la
caspasa-3 resultante de una sefial combinada de dos
frecuencias en el cerebro y el cerebelo de ratas Sprague-
Dawley.

En este experimento estudiamos los cambios morfoldgicos
existentes 24 h después de una exposicion aguda en dos tejidos del SNC
de ratas Sprague-Dawley: Cerebro, cerebelo. Para evaluar el dafio
celular, se cuantificaron las proteinas de estrés térmico Hsp90, Hsp70 y
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la enzima preapoptdtica caspasa-3 mediante la técnica de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para valorar los niveles de
estrés de los animales se midié mediante sonda térmica la temperatura
rectal antes y después de la radiacion.

En este segundo experimento se emplearon un total de N = 40 ratas
macho Sprague-Dawley divididas de forma equivalente entre cada uno
de los grupos / protocolos resultando un total de 5 ratas en cada uno de
los grupos / protocolo.

Los tejidos empleados para la realizacion de este experimento
fueron cerebro y cerebelo.

Se realizaron dos protocolos experimentales separados
temporalmente de la siguiente forma:

Protocolo 1: Los tres grupos experimentales (I-111) fueron
expuestos en la cdmara GTEM durante una hora a una potencia de 2 W.
En este protocolo se emplearon un total de N = 20 ratas divididas en
grupos de 5 equivalente entre los cuatro grupos.

Grupo I: Radiacion a 900MHz Prr = 2 W en una
camara Schaffner 250 GTEM.

Grupo Il: Radiacién a 2450 MHz Ptr= 2 W en una
camara Schaffner 250 GTEM.

Grupo I11: Se radiaron simultdneamente a 900MHz
Prr= 1W'y 2450MHz Psr = 2W en una camara Schaffner
250 GTEM.

Grupo 1V: Estéa constituido por ratas inmovilizadas
en una camara Schaffner 250 GTEM sin ser expuestas a
radiacion (control negativo).

Protocolo 2: Los tres grupos experimentales (I-111) se expusieron
en la cdmara GTEM durante dos h a una potencia de 4 W. En este
protocolo se emplearon un total de N = 20 ratas divididas en grupos de
5 equivalente entre los cuatro grupos.

Grupo I: Radiacion a 900MHz Ptr = 4 W en una
camara Schaffner 250 GTEM.

Grupo Il: Radiacion a 2,45 GHz Prr=4 W en una
camara Schaffner 250 GTEM.
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Grupo I11: Se Radiaron simultdneamente a 900MHz
Prr=2 Wy 2450MHz Ptr =2 W en una camara Schaffner
250 GTEM.

Grupo 1V: Esté constituido por ratas inmovilizadas
en una cdmara Schaffner 250 GTEM sin ser expuestas a
radiacion (control negativo).

Todos los animales 24 h después del periodo de la exposicion a la
radiacion no ionizante fueron sacrificados se sacrificaron bajo anestesia
(2 mg/kQ).

3.10.2. Grupo experimental B: Efecto de la radiacion repetida
con exposicion a multifrecuencias en la linea celular RAW

3.10.2.1. Experimento HI: La exposicion a la radiacion de
radio-frecuencias simples o combinadas provoca la disfuncion

de los macréfagos en la linea celular RAW 264.7.

En este experimento nos centramos en un modelo in vitro en el cual
medimos la viabilidad y el crecimiento celular, el estrés oxidativo a
través de la cuantificacion del 6xido nitrico, la determinacion de la
expresion de las proteinas Hsp70, TNF-a (tumor necrosis factor) y la
actividad fagocitica de los macr6fagos. Para ello se eligié la linea
celular de macréfagos RAW 264.7 la cual que se cultivd y se sometio a
radiacion en dos soportes diferentes, atendiendo a las técnicas que se

iban a emplear en cada caso:
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A) 32 cultivos independientes expuestos en Frascos
de cultivo repartidos de manera equivalente entre cada uno
de los grupos / tiempos experimentales (2 frascos por
grupo / tiempo)

B) 4 placas estériles de 24 pocillos cada una radiada
a una frecuencia diferente (mas el grupo no radiado). Cada
placa proviene de 1 cultivo madre dividido en 24 pocillos
de los cuales se tomaron 6 pocillos para cada tiempo cada
tiempo.



I11. Material
y Métodos

Los grupos experimentales se dividieron de acuerdo al siguiente
esquema experimental:

Grupo I: Cultivos celulares radiados a 900 MHz P
=12 W en una camara Schaffner 250 GTEM

Grupo I1: Cultivos celulares a 2450 MHz y Prr=12
W en una cdmara Schaffner 250 GTEM.

Grupo I11: Cultivos celulares radiados a 900 MHz y
2450 MHz Prr=6 + 6 W respectiva y simultaneamente en
una camara Schaffner 250 GTEM.

Grupo 1V: Cultivos control no radiados.

A su vez, estos 4 grupos se subdividieron atendiendo al tiempo de
exposicion (4 h, 24 h, 48 h o 72 h) resultando un total de 16 grupos
experimentales.

3.11. CONFLICTO DE INTERESES

El autor declara que no existe conflicto de intereses alguno en
relacion a esta tesis.
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IV. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO |: UN SISTEMA EXPERIMENTAL
MULTI-FRECUENCIA PARA ESTUDIAR LA DOSIMETRIA Y EFECTOS
AGUDOS SOBRE LA MORFOLOGIA CELULAR Y NUCLEAR EN TEJIDOS DE
RATA.

Los pocos estudios que han desarrollado en esta area no
identificaron claramente potenciales riesgos para la salud en relacién
con exposiciones a multiples RF: no se ha establecido una relacion entre
la exposicion a multifrecuencias y alteraciones celulares en embriones
durante la gestacion (Lee y col., 2009), alteracién de la funcion
testicular (Lee y col., 2012), efectos toxicos o carcinogénicos (Lee y
col., 2011; Jin y col., 2011), o sintomas crénicos como dolores de
cabeza o alteraciones del suefio en adultos (Thomas y col., 2008a) y
nifios (Thomas y col., 2008b). Sin embargo, la escasez de informacion
sobre los posibles efectos biolégicos de la exposicién a multiples
sefiales de RF contrasta con la preocupacién del pablico en general y de
diversas entidades gubernamentales (ICNIRP, 1998; Genc y col.,
2010).

En este estudio, buscamos 1) desarrollar un sistema para la
exposicion experimental simultanea de pequefios animales a maltiples
sefiales de RF; 2) obtener estimaciones de SAR para varios tejidos de
ratas expuestas con el sistema de sefiales simultaneas a las frecuencias
utilizadas habitualmente por la tecnologia inalambrica de los sistemas
de comunicacién, 900 y 2450 MHz; 3) observar el estado y si hay
presencia de apoptosis en los tejidos de rata expuestos
experimentalmente; y 4) examinar la posible correlacion entre el dafio
tisular y las estimaciones de absorcion basadas en el SAR. Se
obtuvieron estimaciones de SAR mediante calculos de FDTD usando el
software comercial SEMCAD (Schmid & Partner, 2009) con un
fantoma numeérico de rata.



IV. Resultados

4.1.1. Estimacion del SAR.

En la camara GTEM, la posicion 6ptima de colocacion de las ratas
se encuentra donde la altura del septum sobre el suelo de la camara es
de 0.215 m.

Las Figs. 7, 8 y 9 muestran la distribucion del SAR promedio en 1
g de en un fantoma numérico de rata para las radiofrecuencias de 900
MHz, 2450 MHz y la combinacion de ambas frecuencias. La asimetria
en el apantallamiento del lado derecho de la rata causado por su lado
izquierdo, se suma resultando la distribucion asimétrica de los 6rganos.

La Tabla 4 enumera las condiciones experimentales, los pesos y los
valores maximos estimados de SAR, para el cuerpo de la rata, obtenidos
en los diversos grupos experimentales, la Tabla 5 muestra los valores
maximos estimados de SAR en los tejidos individuales.

4.1.2. Resultados histopatologicos.

4.1.2.1. Secciones tefiidas con hematoxilina-eosina.

En la Figura 10 se muestran en detalle ocho tejidos de rata
examinados en secciones tefiidas con hematoxilina-eosina. En todos los
casos, el dafio evidente causado por la radiacion gamma en el grupo 5
contrasta con la ausencia o casi ausencia de signos patoldgicos en los
tejidos de los otros grupos (Fig. 10).

Los grupos 1-4 los tejidos del sistema nervioso central (corteza
cerebral, el cerebelo e hipodfisis) mostraron a lo sumo restos de
hemorragia (gldbulos rojos aislados), sin un aumento de las dark
neuronas o signos visibles de apoptosis. Por el contrario, las secciones
del grupo 5 mostraron hemorragia significativa, un aumento de las dark
neuronas y, en las neuronas de la corteza cerebral, agregados
intracitoplasmicos. En el grupo 5, los signos de apoptosis y destruccion
neuronal en estos tejidos incluyeron la disminucion del tamafio de los
nucleos de las neuronas pituitarias y un menor nimero de células de
Purkinje en el cerebelo.

67



ALBERTO LOPEZ FURELOS

SAR(x,y,z), SAR in dB SAR(x,y,z), SAR in dB

Freq # 900MHz at 2W - Freq #1 900MHz at 2W.
X

0,05

>
@

Y Axis inm
°
8

338 0,05 1 -338
-388 -388
438 -438
I 0,10 T
0,10 0,05 0,00 0,05 010 0,10 0,05 0,00 0,05 010
X Axis in m X Axis inm

Figura 7. Distribucion del SAR promedio de 1 g en secciones verticales y
horizontales del fantoma numérico de rata cuando se radia a 900 MHz (Ptr = 2
W). EL SAR se expresa en relacion a la absorcion de toda la densidad de potencia
local en ausencia de la rata (Lopez-Furelos y col. 2012).
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Figura 8. Distribucion del SAR promedio de 1 g en secciones verticales y
horizontales del fantoma numérico de rata cuando se radia a 2450 MHz (Pg = 2
W). EL SAR se expresa en relacion a la absorcion de toda la densidad de potencia
local en ausencia de la rata (Lopez-Furelos y col. 2012).
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Figura 9. Distribucion del SAR promedio de 1 g en secciones verticales y
horizontales del fantoma numérico de rata cuando se radia a 900 MHz (Pr = 1
W) y 2450 MHz (Ptr = 1 W). EL SAR se expresa en relacion a la absorcion de toda
la densidad de potencia local en ausencia de la rata (Lopez-Furelos y col. 2012).
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f PTx Em We [vsﬁiEg]
[MHZ] [W] [V/m] [e] (Cuerpo entero)
1’2‘2”'9 0.1587
GRUPO 1 900 2 47.5 ZN}%XQ 0.1898
2’;‘3’"’; 0.1718
1’3‘; ’ 0.0601
GRUPO 2 2450 2 40.2 2”“‘33)"7 0.0740
?zia; 0.0683
1’2‘3”'4 0.0879
900 + Max.
GRUPO 3 a0 1+1 34.4 0 0.1755
g"foag 0.1322

Tabla 4. Condiciones experimentales, pesos y SAR pico promedio de 1 g
estimados para todo el cuerpo de los grupos experimentales sometidos a
radiacion de RF (Lopez-Furelos y col. 2012).
a f, frecuencia; P1r, potencia transmitida; E., medida de la intensidad de campo

eléctrico.
TEJIDO GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
HEMISFERIOS
CEREBRALES 0.0902 0.0749 0.1009
HIPOFISIS 0.2088 0.2633 0.3139
CEREBELO 0.2152 0.0981 0.1551
MUSCULO TRAPECIO 0.1601 0.0654 0.1130
TIMO 0.2880 0.0637 0.1755
TESTICULO 0.0902 0.2870 0.2165
GRASA INTERSCAPULAR 0.0323 0.0195 0.0266
LENGUA 0.1215 0.2402 0.1740

Tabla 5. Promedio estimado, por grupo, del SAR pico de 1 g de los tejidos

(Lopez-Furelos y col. 2012)
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Las secciones de tejido de lengua de los animales del grupo 5
mostraban signos de lesiones que incluian la hemorragia y la presencia
de macrofagos en la capa de la submucosa, una disminucién del espesor
del epitelio y un aumento en el nimero de nucleos apoptdticos. Los
animales de los grupos 1-4 no mostraron signos visibles de lesiones
celulares, hemorragia o apoptosis en la mucosa o a nivel muscular.

El tejido de grasa interescapular de los grupos 1-4 exhibio la
tipica morfologia hexagonal de los adipocitos en diferentes fases de
desarrollo, junto con células de grasa no diferenciadas. En el grupo 5,
los adipocitos habian perdido su morfologia hexagonal y se habian
encogido, habia menos adipocitos en fase temprana y la hemorragia era
abundante.

En el tejido del musculo trapecio de los grupos 1-3 los nucleos

conservaron su morfologia, no presentaban signos de destruccion
celular o hemorragia, y en todos los demas aspectos eran similares a los
del grupo 4, en marcado contraste con la destruccion celular, abundante
hemorragia, cambios morfolégicos y disgregacion de los ndcleos del
tejido muscular del grupo 5.
En los grupos 1-4 la morfologia externa de la corteza y la médula del
timo era normales, al igual que las poblaciones de linfocitos y los
corpusculos de Hassall. Las células reticuloendoteliales fueron pocas
(mas abundantes en el grupo 3), los macréfagos aislados no activos
aparecieron esporadicamente. El timo de las ratas del grupo 5 mostrd
claros signos de hemorragia en la corteza y la medula, junto con
cambios en la estructura medular que consisten en un aumento del tejido
conectivo y una disminucion de la celularidad. El grupo 5 también
mostré una mayor actividad autoinmune, con abundantes macréfagos
activos y un aumento de las células reticulo-epiteliales en todas las
capas.

En las secciones de testiculo la dinamica de la espermatogénesis de
los animales del grupo 1-4 se comprob6 mediante la observacion de
espermatocitos en diferentes etapas de desarrollo. El tejido testicular del
grupo 5 exhibid mas espermatocitos primarios, pero apenas
espermatidas avanzadas en los conductos seminiferos, junto con una
disminucion de la espermatogénesis y un aumento de la apoptosis
celular y del nimero de nucleos fragmentados.
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Figura 10. Secciones de tejido tefidas con hematoxilina-eosina, que muestran la
corteza cerebral (a)-(e), misculo trapezoide (f)-(j), timo (k)-(0) y conductos
seminiferos testiculares (p)-(t) de ratas de los grupos 1-5 (columnas G1-G5,
respectivamente). Los tejidos de los animales expuestos a 900 MHz (G1), 2450 MHz
(G2) y 900 + 2450 MHz simultaneamente (G3) fueron similares a las del grupo de
control negativo no radiado (G4) en su apariencia y en la minima prevalencia de
signos de lesiones. En las fotomicrografias de las secciones de ratas expuestas a
radiacion gamma (G5), las flechas o asteriscos indican la presencia de dark
neuronas en la corteza cerebral (e), globulos rojos en el misculo trapezoide (j),
macrofagos activos que interactlian con otras células en el timo (0), y signos de
destruccion en los conductos seminiferos (t). 100X (Lopez-Furelos y col. 2012).
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Gl
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Figura11. Fotomicrografias en escala de grises de secciones tefiidas con DAPI de
la corteza cerebral (a)-(e), membrana de la mucosa lingual (f)-(j) y conductos
seminiferos testiculares (k)-(o) de ratas de los grupos 1-5 (columnas G1-G5,
respectivamente). Los tejidos de los animales expuestos a 900 MHz (G1), 2450
MHz (G2) y 900 + 2450 MHz simultaneamente (G3) tuvieron similar integridad
nuclear a los del grupo de control negativo no radiado (G4). En las
fotomicrografias de las secciones de ratas expuestas a gamma radiacion (G5),
las flechas indican dark neuronas tipicas en estados preapoptoticos en la corteza
cerebral (e), y células apoptoéticas en el lingual mucosa (j) y los conductos
seminiferos testiculares (0). 100x (Lopez-Furelos y col. 2012).
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4.1.2.2. Tincidn de los nicleos mediante DAPI

El examen de los tejidos tefiidos con DAPI se realizé bajo un
microscopio de fluorescencia a 100X mostrando las siguientes
caracteristicas de la morfologia nuclear (Fig. 11):

En las secciones de la corteza cerebral, el cerebelo y la tiroides de
animales de grupos 1-4, los signos de apoptosis (condensacion de
cromatina o fragmentacion del ADN) fueron raros, apareciendo en
menos del 3% de las células en el cerebelo del grupo 3. Los ndcleos de
las neuronas de los animales expuestos a radiacion ionizante gamma
(grupo 5) exhibieron agregacion nuclear.

Las tasas de apoptosis en las secciones de tejido de lengua de los
animales radiados con una sola frecuencia (grupos 1 y 2) fueron
insignificantes y similares a las de los animales no expuestos del grupo
4. La apoptosis fue mas frecuente en las secciones de lengua del grupo
3, pero nunca supero el 4% (se encontrd en las células epiteliales de las
mucosas). Los animales expuestos a radiacion gamma mostraron tasas
de apoptosis mucho mayores.

En los grupos 1-4 menos del 4% de las células del tejido graso
interescapular eran apoptéticas, mientras que los efectos del grupo 5
eran mucho més altos.

El musculo trapecio, el timo y los testiculos de los grupos 1-4
mostraron pocos 0 ningun signo de apoptosis. Por el contrario, la
apoptosis era comun en estos tejidos en los animales del control positivo
0 grupo 5, como se muestra por los nicleos deformados o fragmentados.

4.2. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO Il: EVIDENCIA DEL ESTRES
CELULAR Y DE LA CASPASA-3 RESUL TANTE DE UNA SENAL COMBINADA
DE DOS FRECUENCIAS EN EL CEREBRO Y EL CEREBELO DE RATAS
SPRAGUE-DAWLEY.

La exposicion de la poblacion general a los campos de RF de los
teléfonos maviles, redes inalambricas, television, radiodifusion y otras
tecnologias de comunicacion se ha vuelto universal y continua en los
ultimos afios. Los humanos también estan expuestos simultaneamente
a multiples sefiales de RF y hay muy escasa informacion sobre los
efectos biologicos de este hecho. Solo unos pocos estudios
epidemioldgicos (Thomas y col., 2008a; 2008b), in vitro (Kang y col.,
2014) o in vivo (Lee y col., 2011; 2012) se han realizado teniendo en
cuenta la exposicion a RF combinadas. Todavia no esta claro si hay
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repercusiones en la salud humana. A pesar de gque existe un consenso
general de que la radiofrecuencia puede afectar en humanos al
encefalograma y otros marcadores de la funcion cerebral (Jin y col.,
2011), no hay datos suficientes para afirmar que la interaccién de
multiples RF afecta la fisiologia del tejido nervioso.

Los CEM pueden actuar como inductores de estrés celular y
provocar la sintesis de proteinas citoprotectoras de choque térmico
(HSP) (Jorge-Mora y col., 2010; Yang y col., 2012). El aumento de las
proteinas HSP en los tejidos a menudo se asocia con una resistencia o
disminucion de la apoptosis (muerte celular programada) (Misa-
Agustifio y col., 2012). La Hsp70 es una de las principales proteinas
inducidas por estrés en el sistema nervioso y se ha demostrado su
funcién neuroprotectora tanto in vivo como in vitro (Calabro y col.,
2012). Recientes estudios sugieren que la exposicién a microondas
puede inducir la apoptosis de las células nerviosas, ya que el aumento
de caspasa-3 indica la activacion preapoptética de la via mitocondrial
dependiente de caspasa (Zuo y col., 2014). Los efectos bioldgicos
descritos estan relacionados con la duracion, frecuencia e intensidad de
los campos electromagnéticos (Campisi y col., 2010). Con la intencién
de seguir investigando posibles mecanismos de accién de las RF,
expusimos ratas Sprague-Dawley a radiacion en un sistema
experimental de radiacion multifrecuencia y calculamos el SAR
combinado por FDTD. Luego analizamos los efectos del estrés celular
estudiando Hsp90 y 70 junto con los efectos de la actividad
preapoptética de la caspasa-3 en los hemisferios izquierdo y derecho
del cerebro y el cerebelo.

4.2.1. Simulacién de la sefial y célculo SAR

Cada una de las sefiales sinusoidales puras utilizadas en el Grupo |
(900 MHz) y 1l (2450 MHz), y la suma de ambas sefiales (900 + 2450
MHz) se puede ver en la Figura 12A, que ilustra las simulaciones
utilizando el software cientifico MATLAB. La combinacién de sefiales
obtenidas en la simulacion también se validé en el laboratorio a bajas
frecuencias utilizando el osciloscopio Agilent Infinium (600 MHz) para
visualizar la sefial de salida que resulta de la suma de las dos sefiales
sinusoidales.
Las tablas 6 y 7 muestran cémo los valores de SAR, en los grupos del |
al 1l de ratas radiadas en el cerebro, el cerebelo y el cuerpo
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corresponden al valor SAR medio para cada tipo de tejido. Las Figuras
12B y 12C muestran la distribucion media del SAR promedio en
secciones verticales en el fantoma numeérico de rata a 900 MHz
(potencia = 1W o 2W) y 2450 MHz (potencia =1 W o0 2 W) y la
combinacién de ambas frecuencias (900 + 2450 MHz) y potencias (1 +
1/ 2 +2).

4.2.2. Efectos de estrés medidos mediante cambios en la

temperatura rectal post-radiacion.

A una radiacion de 2 vatios de potencia, la diferencia entre el valor
promedio de las medias de una o varias RF fue estadisticamente
significativa frecuencias (p = 0.029) y mayor de lo esperado,
excluyendo que esta diferencia sea debida al azar. No hubo diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.433) entre temperatura de antes y
después de la radiacion en ningun grupo expuesto. Los test de
comparaciones mdaltiples (prueba t de Bonferroni) mostraron la
existencia de diferencias significativas (p = 0.025) después de la
radiacion entre el Grupo 111 (exposicion multifrecuencia) y el Grupo 1V
(no radiados). Ver la Tabla 8.

Los animales expuestos a una radiacion de 4 vatios de potencia no
presentaron diferencias entre el valor promedio de las medias de una o
varias RF, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p
= 0.359) o fueron lo suficientemente grandes como para excluir la
posibilidad de que estas diferencias fuesen causadas por el azar en la
temperatura antes y después de la radiacion.
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SAR calculado mediante FDTD: medidas
experimentales

Peso Promedio de Promedio de Promedio de
(g) SAR en el SAR en el SAR en el
cuerpo cerebro cerebelo
[W/kg] [W/kg] [W/kg]
GROUPO |
f=900MHz 185.9 0.0541 0.0583 0.0212
Prr=2W En, =48V/m
Po=6.11W/m2 198.4 0.0510 0.0513 0.0320
GROUPO I
f=2450MHz 175.7 0.0723 0.2731 0.1590
Ptr=2W E =50V/m
Po=6.63W/m2 193.9 0.0682 0.2344 0.1094
GROUPO |
£=900+2450MHz 158.7 0.0478 0.0212 0.0678
Prr=1W+1W Em =39
V/m Pp=4.03W/m2 201.7 0.0367 0.0183 0.0422

SAR calculado mediante FDTD: medidas
experimentales

Peso Promedio de Promedio de Promedio de
(2) SAR en el SAR en el
SAR en el
[W/kg] cerebro cerebelo
A [W/ke] [W/kg]

R 191.9 | 0.0870 0.0732 0.0452
Egiﬁ%g{,“vﬁz\” M 12196 0.0829 0.0934 0.0822
Ry 186.7 |  0.0919 0.3274 0.1765
P i 7V/M ) 207.3 | 0.0838 0.2572 0.1224
GROUPO |
2900+ 2450MHz 192.0 0.0705 0.1590 0.0856
PTR =2W+2W Em=53
Vi o7 45wz | 210.0 0.0776 0.1622 0.0894

Tablas 6 y 7. Valores de SAR en cerebro, cerebelo y cuerpo del fantoma
numérico de rata Sprague-Dawley, calculado a partir de la potencia transmitida
(Ptr), campo eléctrico (Em) y densidad de potencia incidente (PD) (Lopez-Furelos
y col. 2016).
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Figura 12. A. Representacion de cada una de las sefales sinusoidales puras
utilizadas en el Grupo | (900 MHz) y Il (2450 MHz) y la suma de ambas senales
(900 + 2450 MHz). B. Distribucion de la media del SAR en secciones verticales
del fantoma numeérico cuando se radia simultaneamente con 900 MHz (Ptr = 1
W) y 2450 MHz (P+r = 1 W) para los casos de masa minima y maxima de los grupos.
EL SAR es expresado en relacion con la absorcion de toda la densidad de potencia
local en ausencia de la rata. C. Distribucion de la media de SAR en secciones
verticales del fantoma numérico de rata cuando se radia simultaneamente con
900 MHz (Ptr = 2 W) y 2450 MHz (PtR = 2 W) para los casos de masa minima y
maxima de los grupos. El SAR se expresa en relacion con la absorcion de toda la
densidad de potencia local en ausencia de la rata (Lopez-Furelos y col. 2016).
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Temperaturas rectales en ratas expuestas a 2W
Grupos experimentales Antes de la radiacion Después de la radiacion
Grupo | 37.560 +18x107 36.698+ 4x10*
Grupo Il 37.125+ 15x10% 37.012+16x10%
Grupo llI 37.427+9x10°? 37.493+2x10*
Grupo IV 37.070+19x10% 36.935+10x107

Tabla 8. Media de las temperaturas rectales +DEM antes y después de radiar a 2
W de potencia

*Diferencias estadisticamente significativas entre grupos expuestos a una o0 mas

frecuencias simultaneas.

*Diferencias significativas después de la radiacion en comparacion con el control
no radiado (GIV) (Lopez-Furelos y col. 2016).

Temperaturas rectales en ratas expuestas a 4W
Grupos experimentales Antes de la radiacion Después de la radiacion
Grupo | 37.493+2.7x 107 36.580+3.9x 10
Grupo Il 37.267+2.3x 10 36.4002x 101
Grupo Il 37.610%1.5x 10 36.447+4x 10
Grupo IV 37.290+5.7x 101 36.923+5x 10

Tabla 9. Media de las temperaturas rectales +DEM antes y después de radiar a 4
W de potencia.

*Diferencias estadisticamente significativas entre grupos expuestos a una 0 mas

frecuencias simultaneas.

#Diferencias significativas entre antes y después de la radiacion.

*Diferencias significativas después de la radiacion en comparacion con el control
no radiado (GIV) (Lopez-Furelos y col. 2016).
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Em Media de SAR del Media de SAR del
Lado [V/m] cerebelo [W/kg] cerebro [W/kg]
50.6
GROUPO | Izq. 3 0.0556236 0.0410845
f =900 MHz 200
Pr=2W Der. 6' 0.0402864 0.0250631
53.3
GROUPO I Izq. " 0.0492298 0.0907025
f = 2450 MHz 413
Pr=2W Der. 0' 0.0260181 0.0858929
43.2
GROUPO | Izq. 7 0.03361385 0.05669851
f =900 + 2450 MHz 396
Prr=1+1W Der. o' 0.0266726 0.03580835
Em Media de SAR del Media de SAR del
Lado [V/m] | cerebelo [W/kg] cerebro [W/kg]
1.4
GROUPO | |Zq. 72 01119 00818
f = 900 MHz 709
Pre =4 W Der. XS 0.0802 0.0504
f = 2450 MHz 3.6
Prr =4 W Der. 9' 0.0596 0.1666
7.4
GROUPO | |Zq. 5 2 00628 01086
f = 900 + 2450 MHz o T
Pre=2+2W Der. o 0.0495 0.0647

Tablas 10 y 11. valores de SAR en cerebro, cerebelo y cuerpo del fantoma
numérico de rata Sprague-Dawley, calculado a partir de la potencia (Ptr), campo
eléctrico (Em) en ambos lados del cerebro (izquierda y derecha) (Lopez-Furelos

y col. 2016).
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4.2.3. Resultados de los inmunoensayos ELISA.

4.2.3.1. En la corteza cerebral.

Hsp90: La diferencia entre el valor promedio de las medias en los
niveles de proteina Hsp90 en los hemisferios izquierdo y derecho de la
corteza cerebral después de la exposicion a radiacion de 2 vatios fue
estadisticamente significativa (p = 0.011) y mayor de lo que cabria
esperar por azar. Se utiliz6 un test de comparaciones multiples (prueba
t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos.

En los animales expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia, la
diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles de
proteina Hsp90 en cada uno de los diferentes grupos de RF no fue
estadisticamente significativa (p = 0.38) o lo suficientemente grande
como para excluir la posibilidad de que sea debida al azar después de
tener en cuenta los resultados de cada uno de los hemisferios de la
corteza cerebral.

Los efectos sobre los niveles de proteina Hsp90 observados en los
hemisferios cerebrales de los animales radiados a 2 vatios, no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios de la
corteza cerebral y la RF (p = 0.75) (Figura 13A).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de la expresion
de la proteina Hsp90 obtenidas de ambos hemisferios cerebrales
expuestos a una radiacion de 4 vatios de potencia fue estadisticamente
significativa (p < 001) y mayor de lo que cabria esperar, excluyendo la
posibilidad de que la diferencia sea debido a valores ala azar después
de tener en cuenta los resultados de cada una de las diferentes
radiofrecuencias. Se utiliz6 un test de comparaciones multiples (prueba
t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos.

Se detectaron diferencias significativas en los valores de la proteina
Hsp90 entre los hemisferios cerebrales derecho e izquierdo en los
Grupos | (p < 0.001), Il (p = 0.041) y HI (p = 0.042), pero no en el
Grupo IV (p = 0.625) (Ver la Figura 13B).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de proteina Hsp90 de cada uno de los diferentes grupos de RF en los
animales expuestos a una radiacion de 4 vatios de potencia no fue
estadisticamente significativa (p = 0.663) o lo suficientemente grande
como para excluir la posibilidad de que sea debida al azar después de
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tener en cuenta los resultados obtenidos de ambos hemisferios de la
corteza cerebral.

Los efectos sobre la expresion de la proteina Hsp90 observados en
los hemisferios cerebrales de los animales radiados a 4 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios de la
corteza cerebral y la RF (p = 0.211).

Hsp70: La diferencia entre el valor promedio de las medias de
expresion de la proteina Hsp70 en cada hemisferio cerebral después de
la exposicion a una radiacion de 2 vatios de potencia, no fue
estadisticamente significativa (p = 0.545) o lo suficientemente grande
como para excluir la posibilidad de que esta diferencia sea debida al
azar, después de tener en cuenta los resultados de cada una de las
diferentes radiofrecuencias.

La diferencia entre el valor promedio de las medias en los niveles
de Hsp70 de cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia, no fue estadisticamente
significativa (p = 0.911) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debida al azar después de tener en cuenta los
resultados de cada uno de los hemisferios de la corteza cerebral.

Los efectos de la proteina Hsp70 observados en cada hemisferio
cerebral de los animales radiados a 2 vatios no dependieron de si se
expusieron a una o dos RF. No hubo una interaccion estadisticamente
significativa entre los hemisferios de la corteza cerebral y la RF (p =
0.771) (Figura 13).

La diferencia entre el valor promedio de las medias en los niveles
de Hsp70 de cada uno de los hemisferios de la corteza cerebral después
de la exposicion a radiacion de 4 vatios de potencia fue estadisticamente
significativa (p = 0.003) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debido a valores al
azar despues de tener en cuenta los resultados de los diferentes grupos
de radiofrecuencias. Se utiliz6 un test de comparaciones maultiples
(prueba t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos. Los
valores de Hsp70 fueron significativamente mas altos en el hemisferio
izquierdo en los Grupos | (p < 0.003) y Il (p = 0.003), pero no en los
Grupos Il (p =0.162) o IV (p = 0.217).

La diferencia entre el valor promedio de las medias en los niveles
de Hsp70 de cada uno de los diferentes grupos de RF de los animales
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expuestos a radiacion de 4 vatios de potencia no fue estadisticamente
significativa (p = 0.239) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debida al azar despues de tener en cuenta los
resultados de cada uno de los hemisferios de la corteza cerebral.

Los efectos de Hsp70 observados en los hemisferios cerebrales de
los animales radiados a 4 vatios dependieron de si se expusieron a una
o0 dos RF. Hubo una interaccion estadisticamente significativa entre el
factor hemisferio de la corteza cerebral y la RF, una o varias (p =
0.010).

Caspasa-3 (CASP3): La diferencia entre el valor promedio de las
medias de los niveles de CASP3 cada uno de los hemisferios cerebrales
después de la exposicion a la radiacion de 2 vatios, fue estadisticamente
significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debida al azar
después de tener en cuenta los resultados de cada una de las diferentes
radiofrecuencias. Se utilizé un test de comparaciones multiples (prueba
t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos. Se detectaron
diferencias significativas entre los valores de CASP3 de los hemisferios
derecho e izquierdo en los Grupos | (p < 0.006) y Il (p = 0.003), pero
no en los Grupos 1l (p = 0.578) y IV (p = 0.140) (Figura 13).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de CASP3 cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia, no fue estadisticamente
significativa (p = 0.320) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debida al azar después de tener en cuenta los
resultados de cada uno de los hemisferios de la corteza cerebral.

Los efectos sobre la CASP3 observados en cada uno de los
hemisferios cerebrales de los animales radiados a 2 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los factores hemisferios
de la corteza cerebral y la RF (una o varias) (p = 0.306).
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(A) HSP90 EN LA CORTEZA CEREBRAL RADIADA A 2W
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(B) HSP90 EN LA CORTEZA CEREBRAL RADIADA A 4W

UNIDADES ARBITRARIAS DE LUZ

5000

4,000

3,000

2000

7

2
.
o %
N S S S
s & & f
& & & ¢

THEMISFERIO DERECHO
[ZHrmiserRIO 170U1FRDO.

0,000

100004

UNIDADES ARBITRARIAS DE LUz

HEWSFERIO DERECHO —]
HEMISFERIO IZQUIERDO 27]

0 1]

\ N A\
° & S

(C) HSP70 EN LA CORTEZA CEREBRAL RADIADA A 2W
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(E) CASPASA-3 EN LA CORTEZA CEREBRAL RADIADA A 2W
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(F) CASPASA-3 EN LA CORTEZA CEREBRAL RADIADA A 4W
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Figura 13. Los histogramas representan las medias y las desviaciones
estandar de los valores de quimioluminiscencia para (A, B) Hsp90, (C, D)
Hsp70 y (E, F) caspasa-3 en ratas radiadas a 2W o 4W, en los hemisferios
derecho e izquierdo del cerebro corteza para cada grupo: Gl (900 MHz), GlI
(2450 MHz), Glll (900 + 2450 MHz) y GIV (control). * indica diferencias
significativas (p < 0.05) entre los hemisferios derecho e izquierdo (Lopez-
Furelos y col. 2016).
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La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de CASP3 en cada uno de los hemisferios cerebrales después de la
exposicion a radiacion de 4 vatios, no fue estadisticamente significativa
(p = 0.063) o lo suficientemente grande como para excluir la
posibilidad de las diferencias sean debidas al azar después de tener en
cuenta los resultados de las diferencias entre cada una de las
radiofrecuencias.

La diferencia entre el valor promedio de las medias en los niveles
de CASP3 de cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 4 vatios de potencia no fue estadisticamente
significativa (p = 0.259) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debido valores aleatorios después de tener en
cuenta los resultados de cada uno de los hemisferios de la corteza
cerebral.

Los efectos de la proteina CASP3 observados en cada uno de los
hemisferios cerebrales de los animales radiados a 4 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios de la
corteza cerebral y la RF (p = 0.837) (Figura 13F).

4.2.3.2. En el cerebelo.

Hsp90: La diferencia entre el valor promedio de las medias de los
niveles de Hsp90 en cada uno de los hemisferios del cerebelo después
de la exposicién a una radiacion 2 vatios, no fue estadisticamente
significativa (p = 0.691) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que esta diferencia sea debida al azar después de tener
en cuenta los resultados de las diferencias entre las radiofrecuencias.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
de la Hsp90 en cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia, no fue estadisticamente
significativa (p = 0.543) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debida al azar después de tener en cuenta los
resultados de cada uno de los hemisferios cerebelosos.

Los efectos de la proteina Hsp90 observados en cada uno de los
hemisferios cerebrales de los animales radiados a 2 vatios, no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios
cerebelosos y la RF (p = 0.713) (Figura 14A).
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La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
de la proteina Hsp90 en cada uno de los hemisferios del cerebelo
después de la exposicion a radiacion con 4 vatios, fue estadisticamente
significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debida a valores
aleatorios después de tener en cuenta los resultados de cada una de las
diferentes radiofrecuencias.

Los niveles de la proteina Hsp90 fueron significativamente
mayores en el hemisferio cerebeloso izquierdo en el Grupo I (p = 0.003)
y en el Grupo Il (p <0.001).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de Hsp90 cada uno de cada uno de los diferentes grupos de RF en los
animales expuestos a radiacion de 4 vatios de potencia, fue
estadisticamente significativa (p = 0.002) y mayor de lo que cabria
esperar por azar, excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea
debida a valores aleatorios después de tener en cuenta los resultados de
cada uno de los hemisferios cerebelosos.

Se utilizé6 un test de comparaciones mdltiples (prueba t de
Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos. Los hemisferios
cerebelosos derechos de animales que recibieron diferentes tipos de
radiacion no presentaron diferencias significativas en la expresion de la
proteina. Sin embargo, aparecieron diferencias significativas en los
efectos sobre los niveles de expresion de la proteina del hemisferio
cerebeloso izquierdo entre el Grupo | (900 MHz) y los Grupos 111 (900
+ 2450 MHz) o IV (sin radiacion) (p = 0.001 y p = 0.005). También
hubo diferencias entre el Grupo Il 'y los Grupos 11y IV (p =0.021y p
=0.05) (Figura 14B).

Los efectos sobre la expresion de la proteina Hsp90 observados en
los hemisferios cerebelosos de los animales radiados a 4 vatios
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. Hubo una interaccion
estadisticamente significativa entre los hemisferios de la corteza
cerebral y la RF (p = 0.012).
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(A) HSP90 EN EL CEREBELO RADIADO A 2W (B) HSP90 EN EL CEREBELO RADIADO A 4W
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Figura 14. Los histogramas representan las medias y las desviaciones estandar de
los valores de quimioluminiscencia para (A, B) Hsp90, (C, D) Hsp70y (E, F) caspasa-
3 en ratas radiadas a 2W o 4W, en los hemisferios derecho e izquierdo del cerebro
corteza para cada grupo: Gl (900 MHz), Gll (2450 MHz), GIII (900 + 2450 MHz) y GIV
(control). * indica diferencias significativas (p < 0.05) entre los hemisferios derecho
e izquierdo (Lopez-Furelos v col. 2016).
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Hsp70: La diferencia entre el valor promedio de las medias de los
niveles de Hsp70 en cada uno de los hemisferios del cerebelo después
de la exposicion a radiacion de 2 vatios, fue estadisticamente
significativa (p = 0.009) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debida a valores
aleatorios después de tener en cuenta los resultados de las diferentes
radiofrecuencias. Se utilizé un test de comparaciones multiples (prueba
t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de la expresion
de la proteina Hsp70 en cada uno de los diferentes grupos de RF en los
animales expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia fue
estadisticamente significativa (p = 0.03) y mayor de lo que cabria
esperar por azar, excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea
debida a valores aleatorios después de tener en cuenta los resultados de
cada uno de los hemisferios del cerebelo. Usamos un test de
comparaciones multiples para analizar las diferencias entre grupos.

Los efectos de la proteina Hsp70 observados en cada uno de los
hemisferios cerebelosos de los animales radiados a 2 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios del
cerebelo y la RF (p = 0.984) (Figura 14C).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
de la proteina Hsp70 cada uno de los hemisferios del cerebelo después
de la exposicion a radiacion de 4 vatios, fue estadisticamente
significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debida a valores
aleatorios después de tener en cuenta los resultados de cada una de las
diferentes radiofrecuencias. Se utiliz6 un test de comparaciones
maltiples (prueba t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre
grupos. Los efectos de Hsp70 fueron significativamente mayores en el
hemisferio izquierdo del cerebelo en el Grupo I (p =0.004) y el Grupo
Il (p <0.001) (Figura 14D).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de la proteina Hsp70 cada uno de los diferentes grupos de RF en los
animales expuestos a radiaciébn de 4 vatios de potencia, fue
estadisticamente significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria
esperar por azar, excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea
debida a valores aleatorios después de tener en cuenta los resultados de
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cada uno de los hemisferios del cerebelo. Se utilizd un test de
comparaciones multiples (prueba t de Bonferroni) para analizar las
diferencias entre grupos.

Los efectos de Hsp70 del hemisferio izquierdo de los Grupos | y I,
que se expusieron a una sola frecuencia de 900 y 2450 MHz,
respectivamente, fueron significativamente mas altos que los de los
animales expuestos a las dos radiofrecuencias (p = 0.049 y p = 0.035)
y los de los animales no radiados del Grupo IV (p < 0.001 en ambos
casos) (Figural4D).

Los efectos de la proteina Hsp70 observados en cada uno de los
hemisferios cerebelosos de los animales radiados a 4 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios
cerebelosos y la RF (p = 0.064).

Caspasa-3: La diferencia entre el valor promedio de las medias de
la expresion CASP3 en cada uno de los hemisferios del cerebelo de los
animales después de la exposicion a radiacion de 2 vatios de potencia,
fue estadisticamente significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria
esperar por azar, excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea
debida a valores aleatorios después de tener en cuenta los resultados de
cada una de las diferentes radiofrecuencias. Se utilizd un test de
comparaciones multiples (prueba t de Bonferroni) para analizar las
diferencias entre grupos. La caspasa-3 fue significativamente més alta
en el hemisferio cerebeloso izquierdo de los animales en los Grupos | y
I1 (p <0.001 en ambos casos).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
de la CASP3 en cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 2 vatios de potencia, no fue estadisticamente
significativa (p = 0.241) o lo suficientemente grande como para excluir
la posibilidad de que sea debido al azar después de tener en cuenta los
resultados de cada uno de los hemisferios del cerebelo.

Los efectos sobre la expresion de la proteina CASP3 observados en
cada uno de los hemisferios cerebelosos de los animales radiados a 2
vatios, no dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios de la
corteza cerebral y la RF (p = 0.271) (Figura 14E).

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los niveles
de CASP3 en cada uno de los hemisferios del cerebelo de los animales
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después de la exposicion a de 4 vatios de potencia, no fue
estadisticamente significativa (p = 0.054) o lo suficientemente grande
como para excluir la posibilidad de las diferencias sean debidas al azar
después de tener en cuenta los resultados de las diferencias entre las
radiofrecuencias. La expresion de la CASP3 fue significativamente
mayor en el hemisferio cerebeloso izquierdo de los animales del Grupo
I1 (p = 0.016), pero no en los otros grupos.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
de la CASP3 en cada uno de los diferentes grupos de RF en los animales
expuestos a radiacion de 4 vatios de potencia fue estadisticamente
significativa (p = 0.030) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
excluyendo la posibilidad de que la diferencia sea debida a valores
aleatorios después de tener en cuenta los resultados de cada uno de los
hemisferios del cerebelo. Se utilizé un test de comparaciones maltiples
(prueba t de Bonferroni) para analizar las diferencias entre grupos.

Los valores de CASP3 en el hemisferio cerebeloso izquierdo de los
animales del Grupo Il, que se expusieron a 2450 MHz, fueron
significativamente mas altos que en los animales del grupo IV no
radiados (p = 0.018) (Figura 14F).

Los efectos sobre la expresion de la proteina CASP3 observados en
los hemisferios cerebelosos de los animales radiados a 4 vatios no
dependieron de si se expusieron a una o dos RF. No hubo una
interaccion estadisticamente significativa entre los hemisferios del
cerebelo y la RF (p = 0.290).

4.3. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO Ill: LA EXPOSICION A LA
RADIACION DE RADIO-FRECUENCIAS SIMPLES O COMBINADAS
PROVOCA LA DISFUNCION DE LOS MACROFAGOS EN LA LINEA
CELULAR RAW 264.7.

Para comparar las respuestas inmunes de los macréfagos,
aplicamos una o mas frecuencias a la linea celular de macr6fagos RAW
264.7 durante 4, 24, 48 0 72 h en una cdmara GTEM. Posteriormente
se realizaron estudios para evaluar las funciones inmunes de los
macrofagos, especificamente: la viabilidad celular, el estrés oxidativo
mediante la cuantificacion de la produccion de oxido nitrico, la funcion
citoprotectora y la funcién inflamatoria usando Hsp70 y TNF-a, y la
actividad fagocitica de los macréfagos.
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4.3.1. Estudio del efecto de las RF sobre la viabilidad y la curva

de crecimiento celular.

La viabilidad y el crecimiento celular de los grupos radiados se
midieron mediante citometria de flujo, usando 6 muestras por grupo /
tiempo. Los resultados mostraron que la viabilidad de la linea celular
RAW 264.7 no se vio afectada en los grupos radiados I (900 MHz), 11
(2450 MHz) o 111 (900 + 2450 MHz). No hubo diferencias significativas
entre los grupos expuestos a la radiacion (1, 11, 111) y el grupo no radiado
(IV). De similar forma, no hubo diferencias significativas en la
viabilidad celular como resultado de los diferentes tiempos de
exposicion a la radiacion (Figura. 15, 16, 17, Secciones Ay C).

En cuanto al crecimiento, no hubo diferencias significativas en las
pendientes de la curva de crecimiento de 4 a 72 h para los grupos
expuestos a la radiacion (1, 11, 111) en relacién con el grupo no radiado
(V). (Figura 15, 16, 17, Seccion B)

4.3.2 Efecto sobre la produccién de éxido nitrico.

La diferencia entre el valor promedio de las medias (7 muestras por
grupo / tiempo) de los grupos (GI, Gll, GllI, GIV) fue estadisticamente
significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria esperar por azar,
después de tener en cuenta los resultados diferentes en los tiempos de
exposicion. Utilizamos un test de comparaciones mdultiples para
analizar las diferencias entre los grupos. La diferencia entre el valor
promedio de las medias de los diferentes tiempos de exposicion (4, 24,
48 y 72 h) fue estadisticamente significativa (p = 0.023) y mayor de lo
que cabria esperar por azar, después de tener en cuenta los resultados
diferentes en los grupos. Usamos un test de comparaciones multiples
para analizar las diferencias entre los grupos.

El efecto de la exposicion a RF Unica o combinada no dependio del
tiempo de exposicion. No hubo interaccién estadisticamente
significativa entre la exposicion a una o dos RF y el tiempo de
exposicion (p = 0.074).

48 h después de la exposicion a la radiacion, los cultivos RAW
264.7 mostraron un aumento significativo en los valores de 0xido
nitrico en el Grupo Il (2450 MHz) en comparacion con el Grupo 1V no
radiado (p = 0.013). También se encontraron efectos significativamente
mas bajos de 6xido nitrico en el Grupo 1l en comparacion con el Grupo
| (p =0.010) y el Grupo Il (p = 0.009).
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Se observo un aumento significativo en los valores de 6xido nitrico
en cultivos de macrofagos sometidos a radiacion combinada en el
Grupo 111 (900 + 2450 MHz) cuando el tiempo de exposicion aumento
de 48a 72 h (p = 0.050) (Figura 18).

4.3.3 Andlisis del efecto de las RF sobre expresion de los genes
proinflamatorios Hsp70 y TNF-a

4.3.3.1 Hsp70.

La diferencia entre el valor promedio de las medias en la expresion
del gen Hsp70 de los grupos (GI, GII, Glll y GIV) no fue
estadisticamente significativo (p = 0.588) o lo suficientemente grande
como para excluir la posibilidad de que la diferencia se debiera a valores
aleatorios después de tener en cuenta los resultados en los diferentes
tiempos de exposicion.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
del gen Hsp70 a diferentes tiempos de exposicion (4, 24, 48 y 72 h) fue
estadisticamente significativa (p < 0.001) y mayor de lo que cabria
esperar por azar, después de tener en cuenta los diferentes efectos de los
grupos expuestos a una o dos RF. Utilizamos un test de comparaciones
maultiples para analizar las diferencias entre los grupos.

El efecto de las diferentes frecuencias de radiacion sobre la
expresion del gen Hsp70 no dependid del tiempo de exposicion. No
hubo interaccion estadisticamente significativa entre los grupos y el
tiempo de exposicion (p = 0.605).
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Figura 15. A. Diagramas de citometria de flujo del Grupo | (900 MHz) a las 4 h
(@) 24 h (b) 48 h (c) y 72 h (d) en comparacion con el grupo no radiado (e). B.
El grafico representa la evolucion de las curvas de crecimiento del Grupo | (900
MHz) y del Grupo IV (no radiado) en el tiempo (de 4 a 72 h). C. Histograma del
porcentaje de viabilidad de la linea celular RAW 264.7 radiada a 900 MHz (GlI)
a las 4 h, 24 horas, 48 h y 72 h en comparacion con el grupo no radiado (GIV).
Se usaron 6 muestras por grupo / tiempo.
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Figura 16. A. Diagramas de citometria de flujo del Grupo Il (2450 MHz) a las 4
h (a) 24 h (b) 48 h (c) y 72 h (d) en comparacion con el grupo no radiado (e). B.
El grafico representa la evolucion de las curvas de crecimiento del Grupo I
(2450 MHz) y del Grupo IV (no radiado) en el tiempo (de 4 a 72 h). C. Histograma
del porcentaje de viabilidad de la linea celular RAW 264.7 radiada a 2450 MHz
(Gll)alas 4 h, 24 h, 48 h'y 72 h en comparacion con el grupo no radiado (GIV).

Se usaron 6 muestras por grupo / tiempo.
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Figura 17. A. Diagramas de citometria de flujo del Grupo Ill (900 + 2450 MHz)
alas4h (a)24h (b) 48 h (c) y 72 h (d) en comparacion con el grupo no radiado
(e). B. El grafico representa la evolucion de las curvas de crecimiento del Grupo
Il (900 + 2450 MHz) y del Grupo IV (no radiado) en el tiempo (de 4 a 72 h). C.
Histograma del porcentaje de viabilidad de la linea celular RAW 264.7 radiada
a 900 + 2450 MHz (GlIl) alas 4 h, 24 h, 48 h'y 72 h en comparacion con el grupo
no radiado (GIV). Se usaron 6 muestras por grupo / tiempo.
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Figura 18. Los histogramas muestran la concentracion de dxido nitrico en
relacion al tiempo en los grupos Gl (900 MHz), Gll (2450 MHz), GlII (900 + 2450
MHz) y GIV (no radiado). Los valores muestran las medias (7 muestras para cada
grupo / tiempo) de los grupos radiados (Gl, Gll y Glll) y el grupo no radiado (GIV).
Las barras de error indican el error estandar de la media (SEM) dentro de cada
grupo (radiado o no radiado) (Lopez-Furelos y col. 2018).

: Indica diferencias significativas en relacion al grupo no radiado (p < 0.05).

P Indica diferencias significativas para cada grupo radiado en relacion con el
tiempo: 48 h (a), 72 h (b) (p < 0.05).
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La accion citoprotectora de la Hsp70 aumenté temporalmente
después de 48 h de la radiacion combinada en el Grupo 111 (900 + 2450
MHZz), en comparacion con los grupos radiados durante 24 h (p = 0.010)
y 4 h (p = 0.009). La expresion de la Hsp70 también aumento en el
Grupo | (900 MHz) después de 48 h de exposicion, con respecto a las
células radiadas durante 4 h (p = 0.009). (Figura 19A).

4.3.3.2. TNF-o.

La diferencia entre el valor promedio de las medias en la expresion
del gen proinflamatorio TNF-a de los grupos (GI, Gll, Glll 'y GIV) no
fue estadisticamente significativa (p = 0.612) o lo suficientemente
grande como para excluir la posibilidad de que la diferencia se debiera
a valores aleatorios después de tener en cuenta los diferentes efectos en
los tiempos de exposicion.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de expresion
del TNF-a a los diferentes tiempos de exposicion estudiados (4, 24, 48
y 72 h) no fue estadisticamente significativo (p = 0.471) o lo
suficientemente grande como para excluir la posibilidad de que la
diferencia se debiera a valores aleatorios después de tener en cuenta los
diferentes resultados en los grupos.

Los resultados de las diferentes frecuencias de radiacion sobre la
expresion de la citocina TNF-a. no dependieron del tiempo de
exposicion. No hubo interaccion estadisticamente significativa entre los
grupos expuestos a una o dos RF y el tiempo de exposicion (p = 0.874).

La actividad inflamatoria, medida a traves de la cuantificacion de
la expresion de TNF-o, aumento significativamente en la linea celular
RAW 264.7 expuesta a radiacion combinada en el Grupo 111 (900 +
2450 MHz) después de 72 h de exposicion, en comparacion con el
mismo grupo después de 4 h de exposicion (p = 0.009). (Figura 19B).

4.3.4 Actividad fagocitica.

La diferencia entre el valor promedio de las medias de los grupos
(GI, GII, Glll 'y GIV) fue estadisticamente significativa (p < 0.001) y
mayor de lo que cabria esperar por azar después de tener en cuenta los
diferentes resultados en los tiempos de exposicion. Se utilizé un test de
comparaciones multiples para analizar las diferencias entre los grupos.
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La diferencia entre el valor promedio de las medias de los tiempos
de exposicion fue estadisticamente significativa (p < 0.001) y mayor de
lo que cabria esperar por azar, después de tener en cuenta el efecto de
la exposicion de los diferentes grupos de RF. Se utilizd un test de
comparaciones multiples para analizar las diferencias entre los grupos.

El efecto en los grupos expuestos a una o dos frecuencias dependid
del tiempo de exposicion. Hubo interaccion estadisticamente
significativa entre los grupos y el tiempo de exposicion. (p = 0.001).

La actividad fagocitica en la linea celular de macr6fagos RAW
264.7 disminuyo significativamente en el Grupo Il (2450 MHz) (p <
0.010) (Figura 21) y Grupo Il (900 + 2450 MHz) (p < 0.010) en
comparacion con el grupo no radiado (GIV) para todos los tiempos de
exposicion a la radiacién. Sin embargo, en el Grupo I, mostré una
disminucion significativa de la actividad fagocitica en comparacion con
el grupo no radiado solo aparecié alas 4 h (p = 0.013) y 72 h (p =
0.013) (Figura 20).

La actividad fagocitica disminuyo significativamente en relacion al
tiempo de exposicion. Observamos una disminucion significativa en los
valores de actividad fagocitica del grupo Il (900 + 2450 MHz) de
cultivos radiados expuestos durante 24 h (p = 0.013), 48 h (p = 0.010)
y 72 h (p = 0.009), en comparacion con los valores después de la
exposicion a las 4 horas. (Figura 22)

Finalmente, en los Grupos I (900 MHz) y Il (2450 MHz), que
estuvieron expuestos a radiacion de una sola frecuencia, encontramos
una disminucion significativa en la actividad fagocitica después de la
exposicion durante 72 h en comparacién con los grupos expuestos
durante 4 h (p =0.010),24 h (p <0.013) 048 h (p <0.013).
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Figura 19. Histogramas de la expresion del ARNm de las proteinas HSP70 (A) y
TNF-a (B) en relacion al tiempo en Gl (900 MHz), GlI (2450 MHz), GlII (900 + 2450
MHz) y GIV (no radiado). Los valores muestran las medias (12 muestras) de los
grupos radiados (Gl, Gll y GlIl) y el grupo no radiado (GIV). Las barras de error
indican el error estandar de la media (SEM) dentro de cada grupo (radiado o no

radiado (Lopez-Furelos y col. 2018).
,b,c.d . . . C g s . <
*>“%Indica diferencias significativas de cada grupo radiado en relacion con el

tiembpo: 4 h (a). 24 h (b). 48 h (c) v 72 h (d) (b < 0.05).
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Figura 20. A. El grafico que muestra la evolucion (de 4 a 72 h) de la actividad
fagocitica en el Grupo | (900 MHz) en comparacion con el Grupo IV (no
radiado). B. Las microfotografias muestran la internalizacion de las levaduras
en los macréfagos del Grupo I alas 4 h (a), 24 h (b), 48 h (c)y 72 h (d), en
comparacion con el control (e). Fotografias tomadas a 100 aumentos. Se usaron
6 muestras para cada grupo / tiempo (Lopez-Furelos y col. 2018).
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Figura 21. A. El Grafico que muestra la evolucion (de 4 a 72 h) de la actividad
fagocitica en el Grupo Il (2450 MHz) en comparacion con el Grupo IV (no
radiado). B. Las microfotografias muestran la internalizacion de las levaduras en
los macrofagos del Grupo Il a las 4 h (a), 24 h (b), 48 h (c) y 72 h (d), en
comparacion con el control (e). Fotografias tomadas a 100 aumentos. Se usaron
6 muestras para cada grupo / tiempo (Lopez-Furelos y col. 2018).
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Figura 22. A.El Grafico que muestra la evolucion (de 4 a 72 h) de la actividad
fagocitica en el Grupo Il (900 MHz + 2450 MHz) en comparacion con el Grupo
IV (no radiado). B. Las microfotografias muestran la internalizacion de las
levaduras en los macroéfagos del Grupo Il a las 4 h (a), 24 h (b), 48 h (c) y 72
h (d), en comparacion con el control (e). Fotografias tomadas a 100
aumentos. Se usaron 6 muestras para cada grupo / tiempo (Lopez-Furelos y
col. 2018).
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Figura 23. El Histograma que muestra el porcentaje de actividad fagocitica
en relacion al tiempo en Gl (900 MHz), GlI (2450 MHz), GlIl (900 MHz + 2450
MHz) y GIV (no radiado). Los valores muestran las medias (9 muestras de 100
células cada una) de los grupos radiados (Gl, Gll y GlIl) y el grupo no radiado
(GIV). Las barras de error indican el error estandar de la media (SEM) dentro
de cada grupo (radiado o no radiado). Se usaron 96 muestras, 6 para cada
grupo / tiempo (Lopez-Furelos y col. 2018).

*

Indica diferencias significativas en relacion al grupo no radiado (p < 0.05).

a,b,c,

‘ Indica diferencias significativas de cada grupo radiado en relacion al
tiempo, 4 h (a), 24 h (b), 48 h (c) y 72 h (d) (p < 0.05).
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V. DISCUSION

5.1. DISCUSION DEL EXPERIMENTO |: UN SISTEMA EXPERIMENTAL
MULTI-FRECUENCIA PARA ESTUDIAR LA DOSIMETRIA Y EFECTOS
AGUDOS SOBRE LA MORFOLOGIA CELULAR Y NUCLEAR EN TEJIDOS DE
RATA.

En esta investigacion, 1) llevamos a cabo la prueba de un sistema
de radiacion multifrecuencia que permite la exposicion simultanea de
ratas o de animales de un tamafo similar, a sefiales electromagnéticas
(EM) de dos frecuencias diferentes en la banda de 800-2700MHz; 2)
obtuvimos valores de SAR para los tejidos méas representativos de una
rata estandar, radiada a 900 MHz, 2450MHz y a una combinacion a
igual potencia de estas dos frecuencias (Ptr = 2 W) y posteriormente
escalamos estos valores de SAR para ratas experimentales reales. 3)
Observamos los efectos de las sefiales de estas dos frecuencias
simultaneas en las células de estos tejidos, en comparacién con los
efectos de las sefiales de una sola frecuencia, la radiacion gamma o la
no exposicion. Conforme a la legislacion espafiola (REAL DECRETO
1066/2001) e internacional (ICNIRP, 1998), y a los pocos estudios
previos de exposicion multifrecuencia, los valores de SAR para la
exposicion a la sefial mixta se calcularon como el promedio ponderado
de la potencia de las exposiciones de frecuencia Unica. La ausencia de
deteccidn de efectos bioldgicos de la radiacion EM en los experimentos
con ratas impidié la evaluacion de si este procedimiento promediado es
realmente valido, o si los efectos de las sefiales multifrecuencia, cuando
ocurren, difieren de alguna manera de los efectos de las frecuencias de
forma individual, y de si la absorcion estimada se correlaciona con los
efectos biologicos en los niveles de exposicion empleados. Dado que
los diferentes drganos no son todos sensibles a la radiacion EM de igual
forma (aunque solo sea por su ubicacion anatomica diferente),
examinamos los efectos de la radiacion en ocho tejidos diferentes.
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V. Discusion

Dado que la region del cuerpo humano que absorbe maés energia
durante el uso de un teléfono celular es la cabeza, ha habido una extensa
investigacion sobre los efectos de la radiacion no ionizante, en las
frecuencias de los teléfonos moviles, en la cabeza de mamiferos
pequefios y en los tejidos del sistema nervioso. Los autores que
trabajaron a 900 o 2450 MHz informaron que los efectos agudos en la
corteza cerebral y el cuerpo estriado, como la gliosis, la activacion
neuronal y el estrés celular, estan asociados con niveles cerebrales de
SAR promedios desde 6.0 W/ kg a picos promedio de 1 ga 0.3 W / kg
(Mausset-Bonnefont y col., 2004; Lopez-Martin y col., 2008; Jorge-
Mora y col., 2010). También se han observado alteraciones en las tasas
de apoptosis neuronal o en vias apoptéticas no dependientes de caspasas
después de la exposicién Unica o repetida de ratas en todo el cuerpo o
de lineas celulares neuronales humanas o animales (Kesari y col., 2011;
Dasdag y col., 2009; Calabro y col., 2012; Joubert y col., 2008; Zhao y
col., 2006). En otros estudios, sin embargo, no se han observado efectos
bioldgicos de la radiacién de 0.8-2.0 GHz sobre la apoptosis en el tejido
del sistema nervioso (Yilmaz y col., 2008; Kim y col., 2008; Moquet y
col., 2008).

Los efectos de la radiacion electromagnética sobre las células
germinales y la fertilidad masculina han sido objeto de numerosos
estudios que denuncian la practica comun de llevar un teléfono celular
en un bolsillo cerca de los testiculos. En ratas de 28 dias de edad,
después de la exposicion repetida a radiacion de 900 o 2450 MHz, se
ha observado una espermatogénesis reducida, junto con una
disminucion del nimero de células de Leydig, un aumento del estrés
oxidativo y la apoptosis en el tejido testicular (Saygin y col., 2011;
Mailankot y col., 2009). Una vez mas, sin embargo, la informacion
disponible es contradictoria, en otros estudios después de la exposicion
de animales a radiofrecuencias Unicas o combinadas no hay
indicaciones morfologicas o bioquimicas sobre el aumento de la
apoptosis (Jin 'y col., 2011; Lee y col., 2010) o de estados
preapoptéticos con una mayor actividad de caspasa (Falzone y col.,
2010; Dasdag y col., 2007) en células sexuales masculinas.

Los drganos linfoides como el timo parecen ser particularmente
sensibles a los campos electromagnéticos. Se ha encontrado que las
ratas inmaduras tienen altos niveles de estrés oxidativo irreversible
después de la exposicion a una radiacion de 900 MHz (Aydin y col.,
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2011), y la exposicién repetida a 42 GHz se ha asociado con una
respuesta inmunogenica alterada (Lushnikov y col., 2011). La
involucion timica durante la exposicion prolongada a 50 Hz de
radiacion (Quaglino y col., 2000) se acelera por la exposicion continua
a la luz (Quaglino y col., 2004).

El tejido graso también es sensible a las RF, se ha observado lisis
de adipocitos después de la exposicion repetida a microondas de 2.4
MHz (Trelles y col., 2009), también se puede observar inflamacién y
disminucion del recuento de células a 6 MHz (De Felipe y col., 2007).

Se ha encontrado que la exposicion repetida del musculo
esquelético a radiacion de 2450 MHz causa fatiga, una disminucion de
la actividad de la acetilcolinesterasa (Vukova y col., 2005; Radicheva y
col., 2002) y reduce el volumen muscular (Jin y col., 2007). Sin
embargo, una revision relevante nombré varios estudios in vitro y
cronicos in vivo, de maltiples tejidos animales donde no encontraron un
aumento en la apoptosis celular o en respuesta a la exposicion 800-3000
MHz a niveles subtérmicos de RF (Meltz, 2003).

La exposicion del mundo real a la contaminacion electromagnética,
en espacios publicos o privados, no suele implicar una sola frecuencia,
sino la interacciéon de varias RF (Paniagua y col., 2009). Ha habido
varios informes de que los niveles subtérmicos de radiacion ionizante
ultravioleta 0 gamma pueden aumentar la apoptosis, en respuesta a la
radiacion (Markkanen y col., 2004; Cao y col., 2009). Los estudios que
investigan si tal sinergia se extiende a la exposicion a multiples RF han
sido pocos, y sus resultados, como el nuestro, son negativos, ya sean
epidemioldgicos (Lee y col., 2009; Lee y col., 2012) o experimentales
(Lee y col., 2011; Jiny col., 2011; Thomas y col., 2008a; 2008b). En el
presente caso, la ausencia de efectos significativos puede deberse en
parte, a las bajas tasas de absorcién especificas empleadas (< 0. 3 W /
kg excepto en la hipdfisis del grupo 3) y al uso de un solo periodo de
exposicion unica en lugar de exposiciones repetidas. El sistema de
radiacion multifrecuencia disefiado para este estudio facilitara la
realizacion de mas experimentos dirigidos a una caracterizacion mas
completa de los efectos bioldgicos en animales expuestos a la radiacion
de multifrecuencia.
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5.2. DISCUSION DEL EXPERIMENTO |l: EVIDENCIA DEL ESTRES
CELULAR Y DE LA CASPASA-3 RESUL TANTE DE UNA SENAL COMBINADA
DE DOS FRECUENCIAS EN EL CEREBRO Y EL CEREBELO DE RATAS
SPRAGUE-DAWLEY.

En un estudio previo que comparé los efectos bioldgicos de una
sola RF con los de dos sefiales simultaneas de RF, la aparente ausencia
de efectos bioldgicos en la morfologia de los tejidos de rata no fue
concluyente (Lépez-Furelos y col., 2012). En contraste, el trabajo actual
nos permitié determinar experimentalmente que los efectos bioldgicos
de la interaccion simultanea de dos radiofrecuencias no eran ni aditivas
ni mayores que los efectos al aplicar cada sefial por separado. No hemos
encontrado estudios previos a los resultados obtenidos en este trabajo,
asi con la exposicion a una o dos fuentes de radiacion, a niveles de SAR
subtérmicos, el estrés térmico celular aumentod (Hsp), asi como los
indicadores preapoptoticos (caspasa-3) y se observaron diferentes
respuestas entre los hemisferios derecho e izquierdo de la corteza
cerebral o el cerebelo de roedores. A diferencia de otros modelos
experimentales que examinan los efectos de la exposicion combinada a
RF en células neuronales (Kang y col., 2014), tejido testicular (Lee H.J.
y col., 2012), asi como también cambios en la morfologia del tejido, la
funcién o el ciclo celular con exposicion crénica (Jin y col., 2011), no
eran evidentes. Aunque estudios epidemiol6gicos recientes han
informado de sintomas de cefalea e insomnio en diferentes grupos de
poblacion humana expuestos a RF combinadas (Thomas y col., 2008a;
2008b), la causa aun se esta debatiendo y ain no se sabe si la exposicion
combinada a la radiacion de varias fuentes podria tener efectos
relevantes sobre la salud.

En este trabajo experimental observamos parametros de radiacion
que actuaron independientemente del nimero de RF aplicadas. Por lo
tanto, a pesar de la aparente atenuacion del efecto biologico de la
radiacion combinada con respecto a la radiacién Unica, el aumento del
SAR > 0.33 W / kg provoco incrementos importantes en los niveles de
HSP, como ha sido descrito por otros autores para la frecuencia Unica
de 2450. MHz (Yang y col., 2012) a un mayor SAR (6 W / kg). El
tiempo de exposicion a los campos electromagnéticos también puede
jugar un papel importante en el aumento de HSP (Calabro y col., 2012;
Yang y col., 2012), aunque los niveles de estrés medidos mediante la
temperatura rectal (Dallmann y col., 2006; Misa Agustifio y col., 2012)
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inmediatamente después de la radiacion disminuyeron en los animales
que fueron inmovilizados durante dos horas. La explicacion esta
relacionada con una disminucion o compensacion de los niveles de
estrés que contrarrestan posibles aumentos en la temperatura animal. El
hipotdlamo es el centro de regulacion térmica en los mamiferos y
mantiene la homeostasis, ajustando la temperatura corporal (Mason y
col., 1997; Michaelson, 1982). Estamos trabajando con las siguientes
hipdtesis explicativas: a) el estrés inicial de la inmovilizacion de los
animales provoca un aumento brusco de la temperatura (en periodos
cortos como 1 hora en el Experimento 1) que desaparecera durante
periodos mas largos (2 h en el Experimento 2) cuando el animal se
acostumbra a la inmovilizacion; y b) la radiacion puede provocar la
estimulacion de los receptores de opiaceos. Puede haber un equilibrio
entre el efecto potencialmente analgésico (Verginadis y col., 2012) de
la exposicion aguda a los campos electromagnéticos y el estimulo
agudo de la inmovilizacion (durante una o dos h en este caso) que
genera estrés y aumenta los niveles de cortisol (Filipovic y col., 2008).

Otro hallazgo importante fueron las diferencias significativas en
los niveles de Hsp que observamos entre los hemisferios de la corteza
cerebral y el cerebelo 24 h después de la radiacion en ambos niveles de
SAR estudiados. Las diferencias fueron mas pronunciadas en el SAR
mas alto. La causa de estas diferencias podria estar relacionada con
pequefias variaciones en la intensidad del CEM, que previamente se
habia comprobado experimentalmente en ambos lados de las cabezas
de los animales. Esto explicaria la mayor lateralidad de la respuesta de
la proteina en el hemisferio izquierdo, que también se ha observado en
la excitabilidad cerebral de los hemisferios (Ferri y col., 2006) o la
proliferacion celular (Hardell y col., 2013) en los seres humanos
expuestos a la radiacion de los teléfonos maviles. En consecuencia, el
lado izquierdo recibio valores de CEM mas altos que el derecho, lo que
tendria diferentes repercusiones en la corteza cerebral y el cerebelo
dependiendo de la ubicacion. Curiosamente, el hemisferio izquierdo de
la corteza cerebral presentd niveles significativamente menores de
Hsp90 en los grupos de animales expuestos a una o dos
radiofrecuencias. La disminucion de esta proteina constitutiva de las
células nerviosas (Gass y col., 1994; D"Souza, 1998) podria indicar un
grado de vulnerabilidad neuronal (Kim y col., 2013). En contraste, los
altos niveles de Hsp70 en el hemisferio izquierdo de animales expuestos
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a una sola frecuencia han sido descritos por algunos autores como
neuroproteccion (Dobrachinski y col., 2014). Ambas proteinas se
elevaron en el hemisferio izquierdo del cerebelo, lo que indica un
equilibrio entre los mecanismos antiapoptoticos / pre-apoptoticos
(Reynolds y col., 2003; Chen y col., 2004). A pesar de la accion
conjunta y complementaria de ambas proteinas (Richter y col., 2010),
los niveles de proteinas preapoptoticas aumentaron significativamente
en los animales expuestos a los niveles mas altos de RF (Grupo 11, 2450
MHz).

En los resultados descritos aqui, ninguna de las Hsp alcanz6 niveles
significativamente diferentes de los valores del control en los tejidos de
la corteza cerebral y el cerebelo de ratas expuestas a la interaccion de
dos radiofrecuencias (Grupo 1) (Ver Figuras 13 y 14A, 14B, 14C,
14D). Algunos autores sugieren que la exposicibn a una
radiofrecuencia, en mamiferos, puede estimular el estrés celular al
provocar una mayor expresion de Hsp y aumentar el riesgo de cancer
(French y col., 2001). Sin embargo, se ha revisado desde entonces
resultados de diversos experimentos in vivo o in vitro que describen
cambios en la expresion de la proteina después de la exposicion a
radiacion no ionizante (McNamee y col., 2009), algunos fueron
controvertidos y otros no pudieron ser replicados. Durante este
experimento, el analisis de los marcadores de estrés obtenidos de los
tejidos de ratas expuestas a radiacién, se compararon en todo momento
con animales control no expuestos y en condiciones experimentales
idénticas (inmovilizados durante la misma cantidad de tiempo en la
camara. Esto permitié analizar con una mayor seguridad los datos que
obtuvimos.

La chaperona Hsp70 alcanza sus niveles mas altos y maés
persistentes en la corteza cerebral y el cerebelo 24 h después de la
radiacion (dos h de exposicion) en animales expuestos a una frecuencia
unica y al SAR maés alto. Esta proteina citoprotectora actla para
preservar y restaurar las proteinas celulares que estan bajo estrés
(Benjaminy col., 1998) a partir de estimulos como la hipertermia (Chen
y col., 2007), la isquemia (Ouyang y col., 2013, Sun y col., 2005) y / 0
el estrés oxidativo (Hardas y col., 2012). Los niveles de Hsp70 estan
regulados por corticoides circulantes (Dong y col., 1998), pero no hay
relacién con los niveles de glucocorticoides o la naturaleza del estimulo
agudo (Filipovic y col., 2008). La sensibilidad tisular al estrés esta
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determinada por los receptores de glucocorticoides (RG), que en
investigaciones recientes se indica que estan regulados conjuntamente
a través de la accion coordinada de las Hsp90 y 70 (Kirschke y col.,
2014). Esto corrobora los recientes hallazgos de nuestro laboratorio, en
los cuales la presencia de RG en timocitos de rata despues de una
exposicion identica en la camara GTEM a 2,45 GHz aumenta con el
aumento del SAR y el tiempo después de la exposicion (Misa-Agustifio
y col., 2015).

En trabajos previos, se observo que la interaccion aguda de varias
radiofrecuencias a un SAR no térmico no aumenta la apoptosis celular
en ocho tipos de tejido diferentes (Lopez-Furelos y col., 2012). Sin
embargo, en el trabajo actual encontramos un aumento significativo de
la actividad pre-apoptotica (ver Resultados). Esto fue descrito por otros
autores después de la radiacion in vitro de la linea celular PC12 (Zuo y
col., 2014; 2015) o después de una exposicion in vivo de uno o dos
meses (Kesari y col., 2011). Sin embargo, la sobreexpresion de Hsp70
en la corteza cerebral de animales expuestos a una RF de 900 o 2450
MHz atenda la caspasa-3 (Calabro y col., 2012) e inhibe la apoptosis
neuronal (Sabirzhanov y col., 2012), disminuyendo asi la isquemia
cerebral en los astrocitos (Giffard y col., 2004) y manteniendo la
fisiologia mitocondrial durante el estrés inducido por la privacion de
glucosa en los astrocitos (Ouyang y col., 2006).

El SAR o proporcidn de energia depositada por unidad de masa en
los tejidos corporales, es el indice biologico utilizado para determinar
los efectos bioldgicos y las restricciones basicas en relacion con la
exposicién humana a la radiacion (ICNIRP, 2009; SCC39, 2005). En
este trabajo, el SAR se calcul6 mediante el método de simulacion
numérica FDTD. Debido a las limitaciones del programa, los SAR de
cada RF se promediaron para obtener el SAR para ambas frecuencias
(Schmid & Partner Engineering AG, 2009), que solo se aproxima a la
realidad. En el modelo de radiacion experimental estudiado y analizado
aqui, no se encontro relacion lineal entre la exposicion electromagnética
y los efectos bioldgicos, ya que no siguié una relacién dosis-respuesta
lineal. Varios de nuestros propios experimentos y trabajos de otros
investigadores (Eberhardt y col., 2008; Jorge-Mora y col., 2011; Misa
Agustiio y col., 2012), confirman que un mayor SAR no
necesariamente induce una mayor respuesta biologica. Algunos autores
consideran que el SAR no debe usarse como un predictor de efectos
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bioldgicos 0 como una propiedad cuantitativa de la dosimetria para
describir efectos no térmicos (Panagopoulos y col., 2013).

Nuestra hipotesis concluyente, basada en los resultados bioldgicos
de este experimento, es que los efectos bioldgicos aditivos no existen
cuando dos sefiales combinadas de diferentes frecuencias actGan
simultaneamente. Como mencionamos anteriormente (Resultados,
Seccion 4.2.1.) nuestro primer argumento de apoyo se basa en la
visualizacion experimental en el laboratorio de la sefal resultante con
un osciloscopio en, utilizando frecuencias méas bajas que las aplicadas
en el experimento. La sefial combinada adquiri6 una morfologia
completamente diferente a cualquiera de las RF individuales (ver la
simulacion de la sefial combinada, (Figura 12A), adoptando una forma
similar a una onda modulada. Esto podria ubicar el debate sobre la
propuesta de que el mecanismo de accion de las sefiales combinadas es
similar a de la radiofrecuencia modulada por pulsos (Juutilainen y col.,
2011), que algunos autores asocian con efectos bioldgicos especificos
de la radiacion no ionizante en el sistema nervioso humano. Las sefiales
moduladas de RF provocan alteraciones en los electroencefalogramas
correspondientes al suefio (Huber y col., 2002), vigilia (Hinrikus y col.,
2011; Perentos y col., 2007), flujo cerebral (Huber y col., 2005),
pruebas de rendimiento de memoria (Regel y col., 2007) en humanos o
modelos experimentales convulsivos (Lopez-Martin y col., 2009) en la
barrera hematoencefalica (Salford y col., 1994) de ratas. No obstante,
muchos autores no aceptan que la especificidad de esos efectos
bioldgicos no térmicos esté relacionada con la radiacion con ondas
moduladas (Balzano y col., 2012).

La legislacion de la Unién Europea, incluido Espafia (Reglamento
que establece condiciones de proteccion para la radioelectricidad de
dominio publico, 2001), considera que, en situaciones de exposicion
simultanea a diferentes frecuencias, debe tenerse en cuenta para la
proteccion publica la posibilidad de efectos acumulativos en la
exposicion. Sin embargo, no hay evidencia de un mecanismo de
interaccién multiple, y por lo tanto de la efectividad de esos limites
(Lopez-Furelos y col., 2012).
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5.3. DISCUSION DEL EXPERIMENTO Ill: LA EXPOSICION A LA
RADIACION DE RADIO-FRECUENCIAS SIMPLES O COMBINADAS
PROVOCA LA DISFUNCION DE LOS MACROFAGOS EN LA LINEA
CELULAR RAW 264.7.

No conocemos ningun estudio experimental previo que describa
cambios en la actividad inmunitaria debido a la interaccion de
radiofrecuencias Unicas o combinadas en los macréfagos de la linea
celular RAW 264.7. La escasa investigacion realizada sobre campos
magnéticos, bajas frecuencias y pulsos de banda ultraancha, ofrece
hallazgos contradictorios (Maresuke y col., 2016; Glushkova y col,
2015; Seaman y col., 2002). En este estudio, encontramos que la
interaccion de una o mas frecuencias causé una disminucion
significativa en la actividad fagocitica de los macréfagos. Ademas, las
respuestas  antiinflamatorias y  citoprotectoras  dependieron
especialmente del tiempo de exposicion cuando interactué con los
macrofagos la combinacion de las dos sefiales de RF.

En el presente estudio, no se evidenciaron cambios en la viabilidad
de la linea celular RAW 264.7 cuando se expuso a la radiacion de
multiples frecuencias durante diferentes periodos de tiempo. Estas
observaciones corroboran otros estudios in vivo en los que no se
detectaron cambios en el crecimiento tumoral después de la exposicion
a una frecuencia cercana a 900 MHz (Bartsch y col., 2002, Heikkinen
y col., 2001; Higashikubo y col., 1999). De igual modo, en un estudio
diferente, después de la exposicion de ratas a 2140 MHz durante 20 h /
dia, no se observaron efectos tras tres generaciones (Tomoyuki y col.,
2014). En estudios realizados sobre lineas celulares expuestas a baja
frecuencia, no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad
debido a la radiacion en la linea celular de macré6fagos U937 (Karolina
y col., 2014). Estudios in vitro realizados en células de glioma de rata
expuestas a 836.55 MHz, no mostraron evidencia de aumento o
disminucion en la proliferacion celular cuando las células se expusieron
durante 24 h en una camara TEM, a niveles de SAR que varian de 0.15
a 15 mW / kg (Stagg y col., 1997). En otro estudio que utilizé una RF
de 900 MHz, no se detectaron alteraciones en la viabilidad de la linea
celular U937 o de la linea celular de neuroblastoma SK-N-SH (Ebru y
col., 2006). Cuando se radiaron las lineas celulares de glioblastoma
humano U251 y A172 y la linea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y a 1800 MHz y 4,0 W / kg SAR durante un maximo de 24 h, no
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hubo evidencia de que la radiacion influyera en la viabilidad (Liling y
col., 2017). Nuevamente, cuando la linea A172 se expuso a una RF de
2450 MHz, no se detectaron disminuciones importantes en la viabilidad
mientras el SAR permanecio entre 5y 100 W / Kg, aunque se observo
una disminucion del 70% en la viabilidad a un SAR de 200W / Kg
(Wang y col., 2006). Todos estos estudios respaldan nuestros hallazgos
en lo que no hubo cambios en la viabilidad de los macréfagos de la linea
celular RAW 264.7 en las condiciones aplicadas en el presente trabajo.

Algunos datos parecen indicar que los niveles de NO aumentaron
cuando 6rganos tales como: pulmones, higado, testiculos y corazén, o
tejido mamario o moco nasal se radiaron a 900 MHz (Meric y col.,
2011; Yariktas y col., 2005). El tiempo de exposicion también fue
crucial: a 900 MHz, durante periodos cortos (30 minutos / dia durante
7 dias), los niveles de produccion de NO no se alteraron, pero los
niveles de este biomarcador aumentaron tras 12 h de exposicién / dia
durante 30 dias (Irmak y col., 2002). En nuestro estudio, la exposicion
de la linea celular de macrofagos RAW 264.7 a una radiacion de 900
MHz no parecié aumentar los niveles de estrés lo suficiente como para
registrar una diferencia significativa en los niveles de NO (p = 0,17).
Otros autores tampoco encontraron diferencias en la produccion de NO
después de la radiacion de la linea celular RAW 264.7 a 50 Hz
(Maresuke y col., 2016). La produccién de NO después de una
exposicion de 30 minutos en una camara GTEM, a un pulso de banda
ultraancha durante 1 ns o a la exposicion repetida a 600 Hz y
aproximadamente 0,106 W / kg de SAR, no altero significativamente la
linea celular RAW 264.7 (Seaman, 2002). Los resultados de la RF de
2450 MHz estan respaldados por estudios previos en los que la
respuesta temprana a la radiacién produjo un aumento en la produccién
de NO y una posterior disminucion con el tiempo hasta alcanzar niveles
normales, en el cerebro de ratas radiadas a 2100 MHz (Hidisoglu y col.,
2016). Por el contrario, los resultados de nuestro experimento (Figura
18) mostraron que los macréfagos del grupo expuesto a frecuencias
combinadas (Grupo IlI) sufrieron, a las 48 h, una atenuacién de la
respuesta inicial seguido de un incremento drastico en la produccion de
NO, a las 72 h de exposiciéon. Esto puede indicar un retraso en la
produccién de NO que se normalizaria a las 72 h o incluso aumentaria
con mayores tiempos de exposicion.
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Normalmente, un aumento en la produccion de NO conduciria a la
activacion de la expresion de Hsp70, esta sirve para proteger las células
del estrés térmico y oxidativo y ayuda a evitar la pérdida de la estructura
de la proteina (Tavaria M y col., 1996). El crecimiento celular en un
ambiente oxidativo induce la expresion del TNF-a, que es crucial para
el desarrollo tanto de una respuesta protectora contra infecciones como
de la actividad inmunoldgica que puede destruir células tumorales
(Hirvonen y col., 1996.; Petrini y col., 1997).

En el presente estudio, no hubo cambios significativos en la
expresion de la Hsp70 después de la exposicion a RF Gnica o combinada
(900 MHz, 2450 MHz). A una RF de 2450 MHz, nuestros resultados
fueron respaldados por estudios previos en los cuales, no aparecieron
diferencias significativas en la expresion de la Hsp70 en tejido tiroideo
de rata, después de 90 min o0 24 h de la exposicion a una radiacion de
12 W de potencia (Misa Agustifio y col., 2012). De manera similar, no
se encontraron signos de cambios en la concentracion de la Hsp70 en
los cerebros de las ratas expuestas a una RF de 900 MHz y un SAR de
7.5 W / kg (Fritze y col., 1997), tampoco a 900 MHz o 1800 MHz con
un SAR menor o igual a5 W / kg durante 2 h por dia durante 12 semanas
(Sandrine y col., 2008). De nuevo, la exposicion de la linea celular
humana Mono Mac 6 a 1800 MHz no cambid los niveles de expresion
de la Hsp70 (Simkd y col., 2006).

En este trabajo, la expresion aumentada del ARNm de la Hsp70
después de 48 h de exposicion en todos los grupos estudiados puede
explicarse por un mecanismo similar al que se ha observado en
exposiciones a bajas frecuencias. Algunos autores observaron que la
expresion del ARNm de la Hsp72 aumentd después de 15 minutos de
exposicién a 1mT, aunque la concentracion de la Hsp72 no lo hizo.
Argumentaron que la activacion del gen Hsp72 era independiente de la
sintesis de proteinas (Gottwald y col., 2007). Otra explicacion puede ser
que la combinacion de diversas fuentes de estres y la exposicion a la
radiacion electromagnética, generd una disminucién en la actividad de
algunas enzimas, provocando una inhibicién temporal de las RNasas y
la estabilizacion de ARNm de la Hsp70 (Roberta y col., 2006).

Al igual que con la expresion de la Hsp70, los siguientes estudios
parecen demostrar que los efectos de la radiacion en la expresion de
TNF-a estan muy influenciados por el tipo de tejido radiado y la
frecuencia de exposicion. En extractos del hipocampo de cerebro de
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rata, se observé un aumento en los niveles de TNF-a a RF de 900, 1800
y 2450 MHz y un SAR = 0.59 mW / kg en una cdmara GTEM, cuando
el tejido estuvo expuesto durante 2 h / dia (5 dias / semana) durante 60
dias (Megha y col., 2015). En el tejido nervioso, se observo un aumento
de la produccion de la TNF-a en la linea celular microglial N9 cuando
se expuso a 1800 MHz y 2450 MHz, pero no se encontraron cambios
en la produccion de la linea celular de astrologlia C8-D1A (Lu y col.,
2014; Yang y col., 2010). En contraste con estos estudios y en apoyo
de lo que ocurrid en la astroglia, la exposicion de cultivos de células
primarias microgliales de ratas recién nacidas a RF de 1950 MHz y a
un SAR de 0.2, 0.8 y 2.0 W / kg no provoco cambios en la produccion
de TNF-o (Hirose y col., 2010). En otros tejidos, no se detectaron
efectos de la exposicion de pacientes con dermatitis atopica a una RF
que procedia de una antena telefonica de 900 MHz y un SAR de 1 W/
kg durante 30 minutos (Johansson y col., 2008). Del mismo modo, no
hubo cambios en la produccion de TNF-a en el tejido testicular de ratas
expuestas a 2450 MHz y un SAR de 3,21 W / kg durante 60 minutos /
dia y durante 28 dias (Saygin y col., 2011).

Al aplicar campos electromagnéticos de baja frecuencias,
observamos resultados contradictorios que indican que la expresion de
la TNF-o aumenta en macrofagos intraperitoneales (Makar y col.,
2006), mientras que la TNF-a producida por fagocitos mononucleares
disminuye significativamente (Ignacio y col., 2011). De forma similar,
a 50 y 60 Hz, la produccion de TNF-a y las funciones inmunitarias no
cambiaron en células mononucleares de sangre periférica humana
(lkeda y col., 2003).

En consonancia con nuestros resultados, encontramos que en
células inmunes humanas extraidas de donantes de sangre radiadas
mediante pulsos a 1950 MHz y un SAR de 1 W / Kg durante 8 horas,
no hubo diferencias en la sintesis de la TNF-a en comparacion con 10s
monocitos control (Helga y col., 2006). A partir de esto, asumimos que
tenemos razén al afirmar que las diversas frecuencias y los tiempos de
exposicion de nuestro estudio no provocaron cambios en la produccion
de TNF-o. Sin embargo, realizamos un hallazgo especialmente
significativo en nuestra investigacion que fue el importante aumento de
los niveles de TNF-a tras 72 h de exposicion de la linea de macréfagos
RAW 264.7 a la interaccion combinada de ambas RF (Grupo I11) (Fig.
19). De esto deducimos que la respuesta inflamatoria de los macréfagos
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aumenta con la exposicion continua y combinada de multiples sefiales
de RF. Esto podria apuntar a importantes repercusiones en los sistemas
inmunes de los mamiferos en un mundo donde las radiofrecuencias
maltiples interactlan constantemente.

La fagocitosis se puede considerar como un medio de defensa
contra los microorganismos invasores, asi como también de
eliminacién (o incluso el reciclaje) de los tejidos muertos. Por lo tanto,
la modificacion de este rasgo en los macréfagos pondria en peligro la
integridad de la respuesta inmune y el correcto funcionamiento de los
procesos bioquimicos relacionados con la metabolizacion de sustancias
no deseadas (Regueiro-Gonzalez y col., 2011). Nuestros resultados
muestran una disminucion de la actividad fagocitica que es méas precoz
en el Grupo Il y aumenta después de 72 h de exposicion continua (ver
Fig. 23). Los estudios de otros autores en sangre periférica de rata
informaron que la actividad fagocitica de los neutréfilos se suprimid
aproximadamente en un 50% después de 2 a 3 h de exposicion a
frecuencia alta e intensidad baja (42,0 GHz, 0,15 mW / cm?, 20 minutos
diarios). El efecto dur6 1 dia y desaparecid por completo después de 3
dias (Kolomytseva y col., 2002). Otro estudio informo de una reduccion
de la fagocitosis microglial después de la exposicién durante 20
minutos a ondas pulsadas a 2,45 GHz y un SAR de 6 W / kg SAR (He
y col., 2014). También encontramos resultados similares a los nuestros,
que indican una disminucion de la fagocitosis en macréfagos murinos
tras la exposicion a radiofrecuencias de 2,45 GHz (Mayers y Habeshaw,
1973).

Otros estudios en lineas de macrdfagos peritoneales murinos
expuestos a radiacion no ionizante han descrito un aumento de la
actividad fagocitica (Zafra y col., 1988). Sin embargo, la exposicion de
la linea celular HL60 a 2.45 GHz y un SAR de 2 0 10 W / kg durante 4
y 24 h produjo muy poco o ningun efecto sobre la fagocitosis a2 W /
kg SAR, que es el valor maximo recomendado por la ICNIRP
(Comision Internacional para la Protecciéon contra la Radiacién no
lonizante), 0 a 10 W / kg SAR. (Koyama y col., 2015).

5.4. VALORACIONES FINALES.

La linea de investigacion de esta tesis doctoral se basa en el
principio de que los efectos sobre los seres vivos de la combinacién de
las RF reproducen con mayor exactitud un escenario real que aquellos
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modelos que emplean una sola RF, dado que los efectos de las
frecuencias aisladas son diferentes a la combinacion de ellas.

Conforme a la legislacion espafiola (REAL DECRETO 1066/2001
e internacional (ICNIRP, 1998), los valores de SAR para la exposicion
a frecuencias combinadas deben ser calculados como el promedio
ponderado de la potencia de las exposiciones de frecuencia por
separado.

Durante los estudios que realizamos, no se encontro relacién lineal
entre la exposicion electromagnética y los efectos bioldgicos, ya que no
siguié una relacion dosis-respuesta lineal. Varios de nuestros propios
experimentos y trabajos de otros investigadores (Eberhardt y col., 2008;
Jorge-Mora y col., 2011, Misa Agustifio y col., 2012), confirman que
una mayor absorcién de energia de los tejidos (SAR) no necesariamente
induce una mayor respuesta bioldgica. Lo que contrastaria con lo
indicado por la legislacion que marca en SAR como indicador de
respuesta bioldgica.

Durante el desarrollo de los estudios que llevamos a cabo para la
realizacion de esta tesis, comenzamos realizando un estudio
morfoldgico general en algunos de los tejidos mas representativos de la
anatomia corporal de la rata macho (Loépez-Furelos y col., 2012),
posteriormente, dado que la region del cuerpo humano que absorbe méas
energia durante el uso de un teléfono celular es la cabeza, realizamos
una observacion de la expresion de las proteinas citoprotectoras y de
marcadores de apoptosis producidas por las RF a un nivel mas
especifico, mediante la eleccién de los tejidos del SNC (Cerebro,
cerebelo e hipdfisis) como objeto de estudio (Lépez-Furelos y col.,
2016), para finalmente, adentrarnos en la expresion de marcadores
citoprotectores, tumorales, de estrés oxidativo, viabilidad, crecimiento
y mecanismos de accion a nivel celular mediante la investigacion de los
efectos de las RF en los macréfagos (RAW 264.7), una tipologia clave
del sistema inmunoldgico.

La ausencia de indicios claros de alteraciones en el estudio
morfoldgico de 8 tejidos de rata macho Sprague-Dawley provocadas
por la exposicion a las radiaciones de estudio (900 o 2450 0 900 + 2450
MHZz) nos indicaron que de existir cambios tenian que ser mas sutiles y
ocurrir a nivel metabdlico, reservando las lesiones mas graves para
radiaciones a nivel térmico y radiaciones ionizantes.
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Al igual que indican otros autores, los posteriores estudios parecen
sustentar la que existe una clara influencia de las RF sobre la expresion
de la proteina citoprotectora Hsp70 (Calabro y col., 2012; Yang y col.,
2012) o el estrés oxidativo (Meric y col., 2011; Yariktas y col., 2005),
pudiendo desencadenar reacciones pro-apoptoticas testicular (Saygin y
col., 2011; Mailankot y col., 2009).

Aungue actualmente, ha aumentado el nimero de laboratorios que
estudian la interaccion de las multifrecuencias, cabe destacar a otros
autores pioneros en este campo como Lee H.J. (Lee y col., 2009; 2010;
2011; 2012) o Jin Y.B. (Jin y col., 2011; 2012; 2013) que centraron su
investigacion en los efectos de la tecnologia CDMA y WCDMA. Pese
a los avances en esta linea de investigacion, nos encontramos con la
gran barrera de que todavia existen pocos estudios que se centren en la
observacion de los efectos de estas interacciones y la gran mayoria de
los resultados experimentales se deben comparar con resultados
experimentales de frecuencias aisladas, un campo también reciente
teniendo en cuenta las frecuencias que empleamos en nuestros estudios.
Pese a esto, la aparicién de nuevos autores que estudian el efecto
combinado de las radiofrecuencias como Tomoyuki Shirai (Shirai y
col., 2017) nos hacen creer que esta linea de investigacién esta hoy en
dia estd mas viva que nunca.
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Las conclusiones extraidas de la realizacion de esta tesis doctoral
son las siguientes:

I. Hemos desarrollado correctamente dos modelos experimentales
in vivo (rata Sprague-Dawley) e in vitro (RAW 264.7) en un sistema de
radiacion que permite la combinacién de frecuencias (900 + 2450 MHz)
en una camara de radiacion GTEM e incorporado un sistema de
termorregulacion para el mantenimiento celular.

I1. El analisis morfoldgico no revel6 un dafio apreciable en ninguno
de los tejidos estudiados (cerebro, cerebelo, hipdfisis, lengua, grasa,
musculo, timo y testiculo) ni cambios en la morfologia de los ndcleos
celulares después de la exposicion a radiacion no ionizante, tanto en
multi-frecuencias (900 + 2450 MHz) como en las frecuencias aisladas
(900 MHz 6 2450 MHz). No hemos podido determinar si la suma de los
SAR de ambas frecuencias constituye un indicador real del efecto
bioldgico de la interaccién de varias fuentes de radiofrecuencia.

I11. El efecto biolégico del estrés celular en la corteza cerebral y /
o cerebelo estda mas relacionado con la naturaleza de la sefial que
cualquier accion aditiva de las dos frecuencias combinadas, lo que
sugiere la posibilidad de un mecanismo de accion diferente cuando las
sefiales multiples acttan sobre el tejido. La interaccion de las sefiales
combinadas de dos radiofrecuencias, 900 y 2450 MHz, provoca la
absorcién de energia por tejido nervioso, pero no parece ser la suma de
ambos SAR.

IV. Los efectos sub-térmicos de la sefial de dos frecuencias
combinadas constituyen un biosistema de estudio no lineal en el que no
existe una relacion lineal de causa-efecto.

V. Hemos observado un incremento de la respuesta inflamatoria
con la exposicién continuada que aumenta hasta las 72 h.
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V1. Hay un claro incremento del estrés oxidativo 72 horas después
de la interaccion continua y combinada de 2 radiofrecuencias que se
aprecia por la elevacion de los niveles de éxido nitrico.

VI1. Observamos un nivel maximo de citoproteccion, determinado
por los altos niveles de la proteina Hsp70, en los cultivos de la linea
celular RAW 264.7 cuando se somete a la interaccion de 900 MHz o
ambas frecuencias combinadas (900 + 2450 MHz) durante 48 h.

VIII. Detectamos una maxima respuesta inflamatoria de los
macrofagos, determinado por los altos niveles de TNF-a, cuando tiene
lugar la interaccion simultanea de ambas radiofrecuencias durante 72 h.

IX. Existe un significativo efecto inmunosupresor que se expresa a
través de la disminucion constante y continuada de la actividad
fagocitica de los macréfagos sometidos a radiacion de una o varias
frecuencias.
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ANEXO I

Abreviaturas:

ADN — Acido Desoxirribonucleico

ADNCc — ADN complementario

ARN — Acido Ribonucleico

ARNmM — ARN mensajero

ACT - B-actina

°C — grados centigrados

Ca+ — Calcio+

CASP3 — Caspasa-3

CDMA — del inglés Code Division Multiple Access

CEM — Campos electromagnéticos

DAPI — 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DEM - Desviacion estandar de la media

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

ELISA — del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EM — electromagnética/s

Em — medida de la intesidad de campo eléctrico

eV — electronvoltio

GTEM - gigahertz transverse electromagnetic cell

GHz — Megahercios

GSM - del inglés Global System for Mobile communications

FDTD - del inglés Finite Difference Time Domain

HE — Hematoxilina-Eosina

Hsp — del inglés Heat shock protein

Hz — Hercios

IARC — del ingés International Agency for Research on Cancer

ICNIRP — del inglés International Commission on Non-lonizing
Radiation Protection

IL — Interleuquina

IUPAC — del inglés International Union of Pure and Applied Chemistry

KDa — Kilodalton



KHz — Kilohercios

MHZ — Megahercios

Min — minuto

NADPH — Nicotinamida Adenina Dinucleétido fosfato

NO — del inglés nitric oxyde

NOS — del inglés nitric oxyde synthase

nNOS — neuronal nitric oxyde synthase

eNOS — endothelial nitric oxyde synthase

INOS — inducible nitric oxyde synthase

OMS — Organizacion Mundial de la Salud

PBS — del inglés Phosphate Buffered Saline

PCR — del inglés polymerase chain reaction

rtPCR — del inglés real time PCR

gPCR — del inglés quantitative PCR

PD — densidad de potencia incidente

Ptr — Potencia transmitida

RF — Radiofrecuencia/s

RG — Receptores de Glucocorticoides

ROS - del inglés reactive oxygen species

r.p.m. — revoluciones por minuto

SAR — Tasa de Absorcién Especifica (del inglés Especific Absortion
Rate)

SFB — Suero Bovino Fetal

SNC — Sistema Nervioso Central

TEM — del ingés transverse electromagnetic mode

TBS — del ingés Tris-buffered saline

TNF — del inglés tumor necrosis factor

TNFR — del inglés tumor necrosis factor receptor

TRADD - del inglés TNFR-Adopter protein via Death Domain

UT — microtesla

WCDMA — del inglés Wideband Code Division Multiple Access
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