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INTRODUCCION

1.- INTRODUCCION

1.1.- ESTADO ACTUAL DE TEMA

En la sociedad moderna el hombre se encuentra expuesto continuamente a
campos electromagnéticos (CEM) generados por fuentes diversas. Los efectos
bioldgicos de los CEM encontrados en estudios realizados en muestras biolégicas han
llamado la atencidén de la comunidad cientifica conduciendo a un incremento de las
investigaciones en esta direccién. Dentro del espectro electromagnético, la atencion se
ha centrado en el rango no ionizante especialmente el correspondiente a los campos
electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja (FEB) y radiofrecuencia (RF).
Diversas teorias, modelos y simulaciones se han utilizado con el fin de definir los
mecanismos de interaccién de los CEM con los sistemas biolégicos, sin embargo los

resultados encontrados contintian siendo controvertidos.

En diciembre de 1997, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su reunion
anual en Ginebra, tras examinar los resultados disponibles sobre los efectos biolégicos

de los CEM, defini6 los objetivos prioritarios de la investigacion, proponiendo:

“...estudios in vivo, con el fin de caracterizar la neurofisiologia y
la conducta; alteracion del suefio; cambios en el metabolismo de los
neurotransmisores; influencia en el aprendizaje y la memoria; posible
influencia en procesos neurodegenerativos y enfermedades como el
Alzheimer...”

“...estudios epidemioldgicos, para determinar la exposicion a
campos magnéticos (CM) de frecuencias extremadamente bajas e
incidencia de cancer, particularmente leucemia en nifios; posible
relacion entre exposicibon a CM de FEB y céancer de mama;
desordenes del sistema nervioso central, neurodegenerativos y
enfermedades cardiovasculares...”

“...estudios en voluntarios humanos: modificacion de la
melatonina; modificacion del ritmo cardiaco y de la actividad
electrofisiologica del sistema nervioso central; estudios de

subjetividad y efectos inespecificos...”
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“...estudios in vitro con el fin de profundizar en los mecanismos
basicos de interaccidn, los umbrales y la relacién dosis - respuesta
para los CM de FEB. Estudiar asi los efectos a los niveles celular,
subcelular, y molecular. Estos experimentos deberan enfocarse en el
estudio de cambios estructurales y funcionales en células vivas, que
pudieran conducir a efectos carcinogénicos u otros con
consecuencias adversas para la salud, resultado de la exposicion a
dichos campos. En los casos en que fuera posible, los estudios
deberian considerar las exposiciones que incluyen: intermitencias,
transitorios y duracion en el tiempo, como variables importantes...”

“...estudios teodricos para desarrollar los posibles mecanismos
biofisicos que expliquen los efectos in vitro e in vivo a campos

relativamente altos (> 0.1 mT); dosimetria e instrumentacion...”

Se han llevado a cabo investigaciones cientificas con el objetivo de definir los
posibles efectos bioldgicos de los CEM, pero los resultados obtenidos contindan
siendo insuficientes para llegar a conclusiones definitivas. En este sentido destaca el
proyecto REFLEX (Adlkofer, 2003), en el que han colaborado doce instituciones
cientificas de siete paises europeos, para poder comparar los resultados obtenidos y
su replicacion en los diferentes laboratorios. Se han demostrado efectos genotoxicos
en células de fibroblastos humanos en cultivos, tanto bajo exposicion a CEM de baja
frecuencia e intensidad como bajo exposicion a RF. Se ha observado un nivel
significativo de ruptura de la cadena de ADN seguido de varios tipos de aberraciones
cromosoémicas. Los danos del ADN se observaron para los CEM de FEB y baja
intensidad a densidades de 35 uT y con RF para un valor SAR de 2W/Kg. Para valores
SAR de 1.5 W/Kg fue posible la regulacion de la expresion de genes tales como hsp70,
p21, c-jun y c-myc, en células madres de ratén deficientes en p-53. Después de
disminuir el valor SAR no se observaron efectos en la concentracion de mRNA
(Adlkofer, 2003).

Dentro del espectro electromagnético (Fig. 1.1), las ondas en el rango de FEB, son
de caracter no ionizante, es decir, no poseen suficiente energia para ionizar las

estructuras moleculares con las que interaccionan. Por esta razén durante mucho
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tiempo se consideré que los CM de FEB, en su interaccién con la materia viva, podrian
ceder muy poca energia al sistema, descartandose la posibilidad de induccion de
cualquier efecto biolégico. El descubrimiento de las bacterias magnetotacticas,
capaces de producir metabolicamente magnetita biégena para su orientacién en el
campo geomagnético (Blakemore, 1975), fue decisivo para el reconocimiento de los

efectos no térmicos (atérmicos) de los campos magnéticos estaticos (CME) y campos
magnéticos alternos de FEB.

FUENTES BIOEFECTOS

Rotura de enlaces Efectos
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Ho térmicos

Figura 1.1.- Espectro Electromagnético y sus efectos biologicos en funcion
de la frecuencia (Ubeda y Trillo, 1999).

La propia naturaleza del problema y las formas en que es posible orientar la
investigacion, son en si mismas fuentes de controversia. Se pueden estudiar los
efectos bioldgicos inducidos por un campo eléctrico (CE) o por un CM separadamente,
o bien, conjuntamente aplicando un CEM. Los pardmetros a escoger son nhumerosos:
frecuencia; intensidad de campo (o densidad de flujo magnético, en su caso); forma de
onda (sinusoidal, cuadrada, etc.); tiempo de exposicion, entre otros. EI modelo
biolégico puede ser muy diverso: estudios in vivo o in vitro, en animales de
experimentacién o en voluntarios humanos. Todos estos factores hacen que las
condiciones experimentales no sean homogéneas, y que resulte dificil conseguir una
sistematizacion de la relacion exposicidn/efectos observados, asi como cualquier

tentativa de réplica y contrastacion de resultados entre laboratorios diferentes.
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La controversia acerca de los posibles efectos bioldgicos inducidos por la
exposicion a los CEM de FEB constituye un tema de debate a nivel internacional,
llegando a considerarse los resultados experimentales obtenidos con escepticismo.
Una cuestion que con frecuencia se plantea es si los CM son perjudiciales o, por el
contrario, resultan beneficiosos. Es importante aclarar, que el hecho de que se
observen experimentalmente efectos biolégicos bajo exposicion a CME y CM de FEB,
no implica necesariamente que se deriven efectos perjudiciales para la salud en
humanos. No obstante es un indicio, por lo que se debe aplicar el “Principio de

Precaucion”.

Objeto de preocupacién cientifica y publica, es la posible induccién de procesos
cancerigenos. Los posibles efectos genotdxicos son muy discutidos. Se ha descrito un
aumento significativo en la sintesis de ADN en cultivos de fibroblastos humanos
expuestos a la accion de CM de 15 Hz e intensidades muy bajas (Liboff, 1985). Un
estudio llevado a acabo en Suiza, mostré que los trabajadores de una estacion de
ferrocarril, expuestos a un CM cercano a 17 Hz e intensidad entre 2 y 15 uT, sufrian
alteraciones cromosémicas (Nordenson et al., 2001). Estudios realizados en células
HL60, sugirieron que una exposicion prolongada a CM de 50 Hz puede alterar
procesos moleculares relacionados con los genes que expresan el receptor de
citoquina (Zhou et al., 2002). Otros estudios realizados no muestran estos hallazgos.
La exposicion a CM de 50 Hz e intensidad entre 2 y 20 mT, no parece aumentar la
sintesis de ADN en fibroblastos humanos (Cridland et al.,, 1999). No se encontré
aumento significativo de microtubulos de eritroblastos de ratén, bajo CM de 50 Hz y 14
uT (Zetterberg y Grawe, 2001). No se observo ningun efecto en la proliferacién celular
ni en la sintesis de ADN, aplicando CM de 50 y 60 Hz (Yoshizawa et al., 2002). En
relacion con esta problematica, la hipétesis que ha ganado mayor aceptacion en los
ultimos afos es la que sugiere que los CEM de FEB no son iniciadores de
carcinogénesis sino que pueden actuar como promotores o copromotores del cancer
una vez iniciado, por otras vias, el proceso de carcinogénesis (Li et al., 1999;
Robinson et al., 2002). La aplicacion de CM de 50 Hz e intensidad entre 0.1y 1 mT en
distintos tipos de lineas celulares humanas, in vitro, ha corroborado esta hipétesis
(Simké et al., 1998).
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Una de las dianas de la interaccion de los CEM, es la membrana biolégica. Se han
esquematizado los principales efectos observados, como integrantes de una cadena
de interferencias de los CEM en las vias de transduccién de las sefales bioldgicas.
Las variaciones en la concentracion citosolica del calcio se destaca como uno de los
mecanismos mas importantes mediadores de las posibles influencias de los CEM de
FEB, y su amplificacion y expresion en la compleja via de transduccion de las sefiales
biologicas (Tenforde, 1991; Galvanovskis et al.,, 1999). Las modificaciones en las
oscilaciones citosdlicas del calcio, bajo exposicién a un CM de FEB, constituye uno de
los aspectos en los que mas se ha avanzado en los Ultimos afios. Los fendmenos
oscilatorios juegan un importante papel, tanto para el funcionamiento como para el
procesamiento de la informacién en los sistemas bioldgicos. Los fendmenos ritmicos
son responsables de la creacién, estabilizacién y mantenimiento de un cierto tipo de
orden bioldgico. Las frecuencias responsables de tales fenbmenos cubren un amplio
espectro, desde décimas de Hz hasta los GHz. Lo que, actualmente se reconoce
como oscilador de calcio, se produce en periodos de tiempo en el rango de 1 segundo
a varios minutos. La importancia de este oscilador queda explicada por el hecho de
que el calcio, como segundo mensajero, controla numerosos procesos subcelulares.
Para un tipo celular determinado, el patron de oscilacién puede ser funcién de la
sustancia aplicada y de su concentracion, de lo que se infiere que las oscilaciones del
calcio intracelular constituyen un sistema biolégico codificado en frecuencia (Berridge
y Galione, 1988).

Se ha demostrado que las ondas electromagnéticas producen modificaciones en
la estructura de la membrana modificando la fluidez de la misma. Por citofluorometria,
se realizaron estudios de la dinamica de los lipidos de membrana, observandose
disminuciones en la fluidez de la membrana plasmatica con CM de 50 Hz y 70 uT
(Volpe et al., 1998).

En 1995, se acepto que “...partiendo de nuestros conocimientos actuales sobre la
naturaleza de las respuestas de las moléculas y células a las ondas electromagnéticas,
las células las perciben como cualquier otro cambio sutil en el medio ambiente fisico, y
responden con una perturbacion transitoria de ajuste, de su maquinaria metabdlica...”

(Goodman et al., 1995). Recientes observaciones han demostrado que los efectos
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inducidos en determinadas condiciones experimentales bien controladas son
reversibles, lo que se ha interpretado como reflejo de un mecanismo de adaptacion de
células y tejidos a los CEM (Azanza et al., 2002a; Volpe, 2003).

1.2.- CONCEPTOS BASICOS
1.2.1.- MAGNETISMO EN LA MATERIA

El magnetismo en la materia procede del hecho de que sus cargas constitutivas
estan en movimiento (mecano-cuanticamente de existir un momento angular 7 con

valor esperado < 7> no nulo. Los electrones en sus orbitales atémicos dan origen al
momento magnético orbital. El electron posee, ademas, un momento magnético
intrinseco o de espin, ya que puede considerarse clasicamente como una carga
electronica girando alrededor de un eje interno. El nucleo de la mayoria de los atomos,
tiene también un momento magnético nuclear que es del orden de una milésima parte
del valor de los momentos magnético orbital y de espin. El momento magnético de un
atomo, m es, por lo tanto, resultado de los tres momentos anteriores, siendo los mas
importantes el orbital y el de espin. Por las caracteristicas del momento magnético
resultante, se pueden distinguir tres tipos de sustancias con propiedades magnéticas

diferentes.

La mayoria de los atomos o moléculas tienen una estructura electrénica tal que el
momento magnético resultante es nulo. A estas sustancias se les conoce como
diamagnéticas. Cuando sobre un material diamagnético actia un CM externo, sus
atomos adquieren un momento magnético en la direccion del campo y en sentido
opuesto, y como consecuencia una imanacion opuesta al campo. EI CM trata de
alinear en su direccion a los momentos magnéticos del atomo o molécula, produciendo
la imanacién de la sustancia. La mayor parte de los atomos o moléculas que
componen las sustancias organicas son diamagnéticas, dado que sus atomos poseen
sus capas atémicas completas, y el unico momento magnético que pueden adquirir es

el diamagnético, o momento inducido opuesto al campo, consecuencia de la ley de

induccién de Faraday. La imanacion, M, se define como el momento magnético por

unidad de volumen, es decir, como el momento suma de los atomos, o moléculas
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contenidas en la unidad de volumen, M = N m, donde N es el nUmero de atomos o
moléculas por m®. La susceptibilidad magnética, ¥ relaciona la imanacién, M con la

intensidad del CM, H, de modo que: szﬁ; ¥ puede ser un tensor, como ocurre en
las biomoléculas. Para las sustancias diamagnéticas, y es generalmente pequena y
negativa (¢~ -10°a -107), aunque importante en el caso de la materia viva, es decir

biomoléculas, células y tejidos, donde es considerablemente mayor y ademas

depende de la direccion de medida en la molécula, lo que se denomina anisotropia

diamagnética, es decir y, cuando H es paralelo al eje mayor de la biomolécula es

notablemente diferente a y, , cuando H se aplica normalmente a dicho eje. Esta
anisotropia diamagnetica se mide por tanto mediante Ay =y, —x, Yy puede ser positiva

(caso de los fosfolipidos) o negativa (caso usual de las proteinas de membrana).

Existen otro tipo de sustancias que se denominan paramagnéticas. A diferencia de
las anteriores, sus atomos poseen un momento magnético propio o permanente y
responden de manera diferente a la accion de un CM: se imanan en la direccién y
sentido del campo externo. Al efecto orientador del CM sobre los momentos atémicos

y moleculares se oponen las fluctuaciones térmicas de éstos, por lo que y depende
de la temperatura, decreciendo en la forma: y = C/T, donde C es la constante de
Curie. A la relacion anterior se le conoce como ley de Curie. En este caso, la
susceptibilidad magnética es positiva y en general también pequefa, aunque mayor
que la diamagnética. El paramagnetismo esta asociado con la presencia de electrones
desapareados en los atomos, dado que dos electrones en la misma capa atémica con
igual momento orbital, m, tienen espines de signos opuestos, de acuerdo con el
principio de exclusion de Pauli, y también con proyecciones m? sobre el eje del campo
de signos opuestos, pero magnitudes diferentes. Por tanto el momento magnético total
m, + m, es no nulo. Una consecuencia importante es que las moléculas con radicales

libres son paramagnéticas, al poseer electrones desapareados y pueden interaccionar

con un CM aplicado.




INTRODUCCION

Un tercer tipo son las sustancias llamadas ferromagnéticas (Fy) y ferrimagnéticas
(Fm)) que se caracterizan por presentar una imanacion espontanea, es decir, en
ausencia de CM aplicado. En estas sustancias, entre los espines de los atomos, existe
una fuerte energia de interaccion de origen mecanocuantico, denominada interaccién
de canje, la cual alinea (paralela en los Fy o antiparalelamente en los Fy,) los espines
de los electrones atdmicos desapareados entre si, produciendo la imanacion
espontanea. Estos dos tipos de sustancias magnéticas, presentes en la corteza
terrestre  pueden inducir importantes anomalias magnéticas. Materiales
ferrimagnéticos como la magnetita biégena, se han encontrado en tejidos de distintos
organismos: delfines (Zoeger et al.,, 1981); tortugas (Perry et al., 1985); moluscos
(Azanza y Rassi, 1990); y tejidos humanos (Kirschvink et al., 1992). Estos materiales
pueden jugar un papel importante en la generacion de campos magnéticos de origen
biolégico, e interaccionar fuertemente con CM externos. Las sustancias
ferromagnéticos poseen una imanacién espontanea muy elevada, del orden de 10°
veces mayor que las inducidas en un paramagnético o diamagnético. El
ferromagnetismo lo presentan metales como el hierro, cobalto, niquel y, en la
actualidad son conocidas miles de aleaciones y compuestos intermetalicos

ferromagnéticos.

Debido a la naturaleza débilmente diamagnética de la materia organica, (baja

susceptibilidad diamagnética, x , con permeabilidad magnética, p=p,(1+y)), muy
proxima a la del vacio, p,, los sistemas biolégicos casi no producen modificacion

alguna del CM al que son sometidos, resultando practicamente permeables al mismo.
En consecuencia, el CM no se perturba por el sistema, lo atraviesa sin modificar su
intensidad, ya que no contiene ningun material fuertemente magnético (a excepcion de

los cristales de magnetita de tamafio nanométrico presentes en algunas estructuras

biolégicas). En contraposicion, la intensidad del campo eléctrico, E, disminuye
fuertemente al penetrar dentro del organismo (su valor en el vacio dividido por la
elevada constante dieléctrica del material vivo), por ejemplo ¢, ~80 para el agua y del
orden de 10 para las biomoléculas. Por esta razén, se ha considerado que el CM tiene

mas probabilidades que el CE de inducir efectos biolégicos sobre los tejidos vivos. Es

bien conocido, por otra parte, que cuando mas baja es la frecuencia de un CM mayor
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es su capacidad de penetracién, fendmeno conocido como efecto pelicular.

1.2.2.- FISIOLOGIA DE LA NEURONA

La neurona, como estructura bioldgica altamente especializada en fenémenos de
naturaleza electromagnética, constituye un modelo experimental idéneo para el

estudio de la interaccién de los CEM con los organismos vivos.

Figura 1.2.- Ejemplo de un proceso electromagnético en la neurona. La
actividad de las neuronas produce corrientes eléctricas (flechas finas de
trazo continuo) que, a su vez, inducen CM perpendiculares (flechas anchas,
claras y discontinuas y flechas anchas en negrita) (modificado de Romijn,
1997).

En la Fig. 1.2 se representa, esquematicamente, una dendrita con tres sinapsis
excitadoras A, B y C, una sinapsis inhibidora D y una sinapsis inactiva E. En los
contactos sinapticos A, B y C, se liberan neurotransmisores estimuladores. Estos
neurotransmisores interaccionan con sus receptores especificos, situados en la
membrana postsinaptica, y activan canales de Na*. Dichos iones se desplazan desde
el medio extracelular hacia el interior de la dendrita, siguiendo sus gradientes
electroquimicos, y, como son cargas eléctricas en movimiento, producen corrientes
eléctricas (representadas por los haces de lineas delgadas, de trazado continuo vy

terminadas en punta de flecha). Estas corrientes eléctricas se distribuyen en el seno
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del citoplasma (rico en iones), quedando confinadas dentro de la dendrita debido a las
propiedades aislantes de su membrana plasmatica (alto contenido en lipidos). Las
corrientes eléctricas inducen un CM perpendicular (representado por flechas circulares,
anchas y destacadas en negrita). Simultaneamente, la entrada de iones de Na*
produce una modificacion del voltaje transmembrana. Se activan los canales de Na*
dependientes de voltaje adyacentes, produciéndose despolarizaciones que se
propagan por la superficie de la membrana. El intercambio de los iones de Na* origina,
por lo tanto, una corriente eléctrica que, a su vez, genera un nuevo CM (representado
por flechas circulares anchas, claras y discontinuas que abarcan todo el espesor de
las dendritas). Mientras las corrientes eléctricas quedan confinadas dentro de la célula,
el CM es capaz de atravesar libremente todas las estructuras bioldgicas ya que son

totalmente permeables al campo magnético.

A ambos lados de cualquier membrana bioldgica, existe una desigual distribucion
de iones que generan diferencias de potencial eléctrico transmembrana. En el caso de
las células nerviosas, supone energia potencial para la trasmisidon de impulsos
nerviosos. Aunque el gradiente de concentracién de un i6n sea elevado, puede existir
una situacién de equilibrio transmembrana siempre y cuando el gradiente quimico se
encuentre equilibrado por una diferencia de potencial transmembrana. La diferencia de
potencial eléctrico transmembrana que supone la situacion de equilibrio para cada tipo
de ion, se denomina potencial de equilibrio del i6n y viene expresada por la ecuacién
de Nernst. El potencial de equilibrio para un i6n representa la situacion en la que los
gradientes quimico y eléctrico que operan sobre el idn, a través de la membrana estan
en equilibrio. Siendo el gradiente electroquimico cero, no se produce flujo neto del

mismo a través de la membrana, estableciéndose un equilibrio dinamico.

Los medios extracelular e intracelular estan separados por una membrana

plasmatica, aislante (dieléctrico), de espesor ~ 50 A, que constituye un condensador

cargado. Como en un condensador fisico, el exceso de carga se acumula en la
superficie, manteniendo el interior en equilibrio eléctrico. De ahi que los fenémenos
bioeléctricos sean procesos de superficie.

El potencial bioeléctrico de membrana se genera por el flujo pasivo de iones

siguiendo sus gradientes electroquimicos. Los iones de potasio y sodio juegan un
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papel fundamental en la génesis de la mayoria de los potenciales de membrana. Se
puede considerar que son funcioén de la relacion entre las permeabilidades relativas de
la membrana a los iones de potasio y sodio, Px : Pna. En condiciones de reposo, esta
relacidon se encuentra en la proporcion aproximada de 25 : 1, es decir la permeabilidad
de la membrana frente a los iones de K* es 25 veces mayor que la permeabilidad
frente a los iones de Na®. Los iones de potasio tienen, por lo tanto, una contribucion
importante para establecer el valor del potencial de reposo de la membrana (E.,), que

esta préximo al potencial de equilibrio de los iones de K™ (Ey).

4 it Estimulacion: una ligera Paso de
% anal de izacio ivacid .
BELA By potesic MEMBRANA despolizacicn ane los  RTERIOR activacion (i
PLASMATICA  Pa8 bl
del Na l
INTERIOR 1 J\
DE LA Canal K* DE LA Paso de K
CELULA de sodio CELULA inactivacion
(a) Estado de reposo —61 mV -40 mV (b) Fase de despolarizacion
Los dos pasos del "
Na* estan cerrados E.E Ns emra‘de forma
y no pueden volver r?pl ta, cc_)nl 2.due
a abrirse durante o enc!? pasa
el periodo refractario a ser positivo
—70 mV +40 mV

EXTERIOR Na* EXTERIOR Na*

DE LA DE LA

CELULA i )

INTERIOR Se abren los pasos de K*, INTERIOR p4¢

DE LA permitiendo la liberacion DE LA

CELULA de K': se detiene |a CELULA
{d) Compensacién er;};?rcleadc;e]l:sapgso‘;sei (¢} Fase de repolarizacion

Figura 1.3.- Funcionamiento de los canales i6nicos regulados por voltaje
durante el potencial de accion (Mathews et al., 2002).

En la Fig. 1.3 se muestran las diferentes etapas del potencial de accion. Como
consecuencia de la activacion de la membrana, por aplicacion de un estimulo, se
modifica el estado de los canales idnicos alterdndose, en consecuencia, la
permeabilidad de la membrana frente a los iones. La dinamica de los canales idnicos:
estado de reposo - apertura - inactivacion, es altamente especifica. En términos
generales, y para un potencial bioeléctrico tipico, se activan en primer lugar los
canales de Na*. Los iones de sodio se desplazan por simple difusion desde el medio

extracelular al intracelular a favor del gradiente electroquimico. La cantidad de iones
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de Na* que entran en el medio intracelular esta determinada por el valor de Eya.. A
medida que aumenta la concentracion citosolica de Na*, el medio intracelular se hace
positivo en relacidn con el medio extracelular, y la membrana se despolariza
progresivamente. Cuando la despolarizacion alcanza el valor de En, (Ena= + 50 mV)
se establece un equilibrio dinamico entre los gradientes quimico y eléctrico
transmembrana que operan sobre los iones de Na®. En el intervalo de tiempo en el
que se alcanza Ey,, los canales de Na® pasan al estado inactivo. Con un retardo de
unos pocos milisegundos, después de la apertura de los canales de Na’, se activan
los denominados canales de K" de rectificacion retardada. Esta apertura coincide con
la fase de despolarizacion, lo que determina el incremento de la fuerza neta
conductora que impulsa a los iones de K" a salir al medio extracelular, por simple
difusién, a favor del gradiente electroquimico (Fig. 1.4). La pérdida de cargas positivas
por la salida de K* simultanea a la entrada de Na* hace que en la despolarizacion no
se alcance el valor exacto de En,. La amplitud de los potenciales de accién queda por
debajo de la prediccion tedrica. La cinética de los canales de K* es tal que la apertura
maxima de canales coincide con la inactivacion de los canales de Na*, por lo que los
iones de K* salen al medio extracelular hasta alcanzar el valor neto de E,. La salida de
los iones de K produce sucesivamente la repolarizacion de la membrana, y la
subsiguiente hiperpolarizacion hasta V. En el tiempo en que se completa la
hiperpolarizacion, el medio intracelular presenta un exceso de iones de Na’ y un
defecto de iones de K*. El restablecimiento de las concentraciones iénicas iniciales es
un proceso que consume energia y depende de la bomba de intercambio Na* - K* -
ATPasa. Los procesos de despolarizacién, repolarizacion e hiperpolarizacion, son
procesos de difusién pasiva de iones a través de la membrana. La hiperpolarizacion
terminal es un proceso activo, la energia de hidrdlisis del ATP se utiliza para bombear
3Na’/2K" en contra del gradiente. La bomba sodio - potasio es electrogénica, el

restablecimiento del valor V,, (»—60 mV ) requiere la salida de CI" hacia el medio

extracelular a favor del gradiente electroquimico (V. = -20 mV ) (Kerkut y York, 1971).
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Figura 1.4.- La apertura secuencial de los canales de Na* y K" sensibles al
voltaje generan el potencial de accion. Se muestra el cambio de
conductancia durante un potencial de accion, correspondiente a la apertura
de los canales de Na* y K* de rectificacion retardada (adaptado de Kandel
et al., 2001). El potencial de accion, en vertebrados e invertebrados puede
depender no solo de los iones de Na* y K*, sino también del Ca**. De hecho
en Helix aspersa pueden participar tanto el Na* como el Ca®* en la
despolarizacion de algunas neuronas (Walker et al., 1976).

Para cada neurona, la amplitud del impulso nervioso esta determinada por los
valores de En, y Ex (Fig. 1.4). En ciertas neuronas, los iones de Ca?* son
fundamentales en la generacién de la despolarizaciéon. En las neuronas en las que

V., <V, los potenciales dependientes de Ca®* pueden reconocerse por ser de

menor amplitud que los potenciales tipicos dependientes del Na*. No obstante, hay

neuronas en las que V., >V, observandose potenciales de mayor amplitud que los

debidos al Na*. Las modificaciones en la amplitud de los potenciales bioeléctricos son
uno de los parametros que se ven afectados en las neuronas sometidas a la

exposicion a campo magnético alterno.

La funcién fundamental de los canales idnicos en las neuronas es generar senales
eléctricas transitorias. Se conocen tres mecanismos fundamentales de regulacién del
tiempo en que un canal permanece abierto y activo. Algunos canales son regulados
por ligandos quimicos. El ligando se puede unir directamente a la proteina canal, sea
en un sitio receptor extracelular, en el caso de los neurotransmisores (canales iénicos
ionotropos), o en un sitio receptor intracelular, caso de ciertas moléculas reguladoras

presentes en el citoplasma, como el Ca®* y los nucleétidos. Un segundo mecanismo se
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basa en la regulacién de los canales idnicos por fosforilacion. El ligando interacciona
con un receptor de membrana, activandose la proteina G y la cascada de sefalizaciéon
intracelular (canales idnicos metabotropos). En ese caso, las respuestas neuronales
pueden ser mas complejas y se producen con cierto retraso temporal. En un tercer
mecanismo, los canales idnicos estan regulados por las variaciones en el potencial
eléctrico transmembrana (canales iénicos operados por voltaje). Bajo la influencia de
estos sistemas de regulacion, los canales entran en uno de los tres estados
funcionales posibles: cerrados y activables (estado de reposo), abiertos (estado activo),
o cerrado e inactivos (estado refractario). Los canales regulados por ligando pueden
entrar en periodo refractario cuando la exposicion al ligando es prolongada, o bien,
cuando la concentracion de ligando excede los valores fisioldgicos. Este proceso se
conoce como desensibilizacion del receptor. En algunos canales ionicos la
desensibilizacién parece ser una propiedad intrinseca, consecuencia de la interaccion
ligando - receptor, mientras que en otros se debe a la fosforilacion de la proteina canal

por una proteinquinasa.

Factores exdgenos, como farmacos y toxinas, pueden interaccionar con los sitios
de regulacion de los canales idnicos. La mayoria de estas substancias tienden a cerrar
los canales, mientras que otros los abren. Algunos compuestos se unen en el sitio
especifico de interaccién del ligando fisioldgico, impidiendo la interaccion del mismo y
bloqueando su accién (antagonistas) o mimetizando su efecto habitual (agonistas).
Para que un estimulo provoque el cambio conformacional en la proteina canal,
necesario para que se modifique su estado de cerrado a abierto, se debe suministrar
energia. En el caso de los canales regulados por voltaje, la energia procede del
desplazamiento de una region cargada, llamada sensor de voltaje, bajo accion del
campo eléctrico transmembrana. En los canales regulados por ligando, la regulacion
es funcién de la variaciéon de energia libre que se produce como consecuencia de la
unién ligando - receptor. Las sefiales que regulan el canal también controlan la
velocidad de transicion entre los estados abierto y cerrado del mismo (Kandel et al.,
2001).
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Neuronas con distintas combinaciones de canales i6nicos responden de forma
diferente a una corriente excitadora constante. Algunas responden con un solo
potencial de accion, otras con un tren de potenciales de frecuencia constante y otras
con trenes de potenciales de frecuencia creciente (en rafagas) o frecuencia
decreciente (con disminucion de la frecuencia). Algunas neuronas identificadas como
neuronas marcapasos, pueden producir espontaneamente, breves rafagas de
potenciales de accion. Cada rafaga de potenciales estd desencadenada por una
corriente de Ca®" hacia dentro de la membrana, a través de los canales de Ca®*
sensibles al voltaje, que se activan para valores relativamente bajos de
despolarizacion (< 10 mV). Este influjo de Ca*" genera despolarizacién suficiente para
alcanzar el umbral de estimulacién, y genera un tren de potenciales de accién que
dependen del Ca®*. Esta despolarizacion inicial puede activar los canales de Na'
dependientes de voltaje. Con frecuencia, los canales de Ca?* se disponen préximos a
canales de K* dependientes de Ca?*, formando clisteres. El Ca?* que entra en la
despolarizacion activa la salida de K* y de ahi la hiperpolarizacion de la membrana. Es
decir, que asociados a la entrada de iones de Ca®*, se pueden observar respuestas de
estimulacién potenciadas por la entrada de Na®, o bien, respuestas de estimulacion
seguidas de hiperpolarizacion, debido a la salida de K* activada por Ca®* y eventual
inhibicion de la actividad neuronal. Con frecuencia la despolarizacion es de larga
duracion. La ultraestructura molecular de la membrana plasmatica neuronal, definida
por los tipos de proteinas canal, su localizacion y densidad relativa, determinan la
morfologia de los potenciales bioeléctricos que una neurona emite en respuesta a un
estimulo. Las propiedades fisiolégicas intrinsecas de la membrana plasmatica de una
neurona, juegan un papel fundamental a la hora de determinar la forma en que la
neurona es capaz de transformar la informacién que recibe (aferente) en una corriente
eferente, como se modula este proceso de transformacién y qué patrén de disparo

genera la neurona en su actividad bioeléctrica.
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1.3.- ANTECEDENTES

1.3.1.- ESTUDIOS EXPERIMENTALES BAJO EXPOSICION A CEM

En el estudio de la bibliografia se han seleccionado los trabajos experimentales en
los que han sido utilizados CEM con valores de frecuencia e intensidad comparables a

los usados en nuestra investigacion.

La aplicacion de corrientes eléctricas sinusoidales al axén gigante del calamar
produce trenes de potenciales repetitivos en el rango de frecuencias del CM entre 20 y
80 Hz (Hirsch, 1965).

La exposicién prolongada a un CM de 50 Hz y 20 mT durante 24 dias, induce
cambios morfopatologicos en el sistema nervioso, en el sistema linfatico y en distintos

organos (Toroptsev et al., 1974).

Estudios realizados en cerebro de pollo mantenido in vitro, utilizando RF de 147
MHz modulada por un CEM de FEB en el rango de 6 a 75 Hz, mostraron un aumento
en la liberacién de calcio. Estos resultados demostraron que el efecto dependia del
CEM de FEB; la RF portadora no producia ningun efecto biolégico en el flujo de calcio
transmembrana (Bawin et al., 1975; Bawin y Adey, 1976). Estos experimentos
permitieron introducir el concepto de “ventana de frecuencia”, es decir la existencia de

valores de frecuencia para los cuales la respuesta biolégica es maxima.

Se observaron cambios en el metabolismo del cerebro de rata, cuando los
animales fueron expuestos durante 15 dias a un CM de 50 Hz e intensidad de 9.4 y 40
mT (Koludov y Chernysheva, 1980).

Trabajos realizados mostraron que CEM de 16 y 45 Hz pueden inducir, en
embriones de pollo, un aumento del flujo de calcio en células nerviosas (Blackman et
al., 1985 a, b).

La aplicacion de bloqueantes especificos de canales idnicos (verapamil,
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tetraetilamonio, d-tubocuranina), puso de manifiesto que los efectos inducidos por el
CM en neuronas de Helix aspersa estan mediados por la actividad conjunta de los
canales de Ca*" dependientes de voltaje y los canales de K* dependientes de Ca®*
(Azanza, 1990).

En experimentos realizados en neuronas aisladas de Helix aspersa, con registro
en tiempo real, bajo exposicion a CME en el rango de 1 a 70 mT, se puso de
manifiesto que un 70% de las neuronas muestran respuestas en frecuencia (20% son
estimuladas y 50% son inhibidas), mientras que un 30% manifiestan respuestas en
amplitud. Se encontré que la amplitud de los potenciales disminuye bajo CME de 70

mT, cuando el tiempo de exposicion es prolongado (Azanza, 1993).

Se puso de manifiesto que bajo exposiciéon a CEM de 1.5 y 10 Hz e intensidades
entre 20 y 40 uT la actividad intrinseca del sistema nervioso central de humanos se
altera y el efecto observado fue dependiente de la frecuencia del campo aplicado (Bell
et al., 1994).

Estudios realizados en células de eritroleucemia mostraron que si el ciclo de
crecimiento celular se desarrolla bajo el efecto de un campo magnético producido por
un solenoide (70 uT, 50 Hz) mas el campo geomagnético (45 uT), la dinamica de los
lipidos de membrana decrece alrededor de un 10% durante 4 dias de exposicion.
Después de 184 6 395 dias de exposicidbn a campo magnético se observd una
pequefa variacion adicional, lo que sugirié6 la existencia de un fendmeno de
adaptacion. Cuando células diferenciables y no diferenciables fueron situadas en una
habitacion apantallada magnéticamente (CD 20 nT y CA 2.5 pT) no se observaron

modificaciones en la dinamica de los lipidos de la membrana (Volpe et al., 1998).

En neuronas aisladas de Helix aspersa, bajo exposicion a CM de FEB en el rango
de 1 a 15 mT, se observdé en un 27% de las neuronas estudiadas, un ritmo de
descarga similar a la actividad de sincronizacion tipica de mamiferos (Azanza y del
Moral, 1998; Azanza et al., 2002b). La actividad inducida por exposicién a CME y CMA
reproduce las respuestas descritas en neuronas de mamiferos, en las condiciones en

las que se lleva a cabo la estimulacion magnética transcraneal (Azanza y Calvo, 2000).
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Células de Osteoblastos (MC 3T3-E1) fueron expuestas a un CEM de 60 Hz y 0.7
mT durante 24 horas. Utilizando imagenes de contraste de fase y andlisis
computarizado de imagenes se comprobd que cuando no se tomo en consideracion la
orientacion de la célula respecto al CEM las alteraciones morfolégicas no fueron
significativas y cuando la célula fue orientada paralela al campo eléctrico inducido (0.5
mV/m), ortogonal al CEM aplicado, se encontré6 un decremento significativo en la
longitud de la célula (Lee y McLeod, 2000).

Células de astrocitoma humano U-373 MG fueron expuestas a un CEM de 50 Hz y
3 mT durante 24 horas. Los resultados mostraron un incremento de los niveles de
concentracion basal de calcio intracelular (de 124 + 51 nM a 200 + 79 nM).
Pretratamiento de las células con 1.2 uM de sustancia P (neurotransmisor que
estimula el incremento de calcio citoplasmatico y la secrecion de IL-6) aumentd la
[Ca®] a 555 + 278 nM, mientras la exposicion al CEM causé una caida significativa en
la [Ca*"];a 327 + 146 nM. Con la incorporacion de la sustancia P la IL-6 fue aumentada.
Inmediatamente después de la exposicion a CEM y 24 horas después los niveles de
IL-6 fueron aun mas elevados que en los controles (aproximadamente 40%). Estos
datos sugieren que el CEM puede influir en los procesos de transporte y homeostasis
del Ca®* por cambios en las propiedades de la membrana. El incremento de los niveles
de IL-6 después de 24 h de exposicion al CEM puede confirmar la compleja conexion

entre los niveles de Ca?*, la sustancia P y la via de citoquinas (Aldinuci et al., 2000).

Se han estudiado los efectos inducidos en neuronas de mamiferos, mantenidas in
vitro, al aplicar CM pulsantes de 10 a 25 Hz. Parece ser que estos campos favorecen

el crecimiento axonal en la direccion de la corriente aplicada (Macias et al., 2000).

Experimentos muestran que la exposicion a CEM de 50 Hz e intensidad de 3 mT
puede alterar la dinamica del calcio intracelular en astrocitoma humano U-373 MG.
Después de la aplicacion del CEM los niveles de concentraciéon basal de calcio
intracelular se incrementaron de 143 + 46 nM a 278 + 125 nM. De estos estudios se
llegd a la conclusion de que el CEM actua en los almacenes de calcio intracelular
(Pessina et al., 2001).
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Células de PC6 (linea celular neuronal que es capaz de proliferar y diferenciarse
espontaneamente o en presencia de varios agentes como el factor de crecimiento y
los neurotransmisores) fueron expuestas a pulsos de CEM de frecuencia 2 Hz e
intensidad 0.3 mT, 2 horas al dia durante 2 dias. Las células fueron tratadas con factor
de crecimiento nervioso (FCN) con el fin de definir cualquier efecto interactivo. Se
encontré que la proliferacién no fue afectada ni por el CEM ni por el FCN solos o en
combinacion. La diferenciaciéon expresada en crecimiento neuritico fue fuertemente
regulado por el FCN, pero esta respuesta al FCN fue significativamente reducida en
las células tratadas con CEM (Shah et al., 2001).

Estudios realizados sobre la dinamica de apertura de los canales de calcio,
mediante técnica de patch-clamp, indican que un CMA de 0.02 uT y frecuencia

variable entre 14 y 50 Hz, no produce efectos detectables (Obo et al., 2002).

Fibroblastos humanos fueron expuestos de forma continua e intermitente a un
CEM de frecuencia 50 Hz, e intensidad 1mT durante 24 horas. La exposicion
intermitente al CEM, a diferencia de la continua, condujo a un incremento significativo
en los niveles de ruptura de la doble cadena de ADN, comparados con los grupos no
tratados. Los mayores niveles para 5 minutos de exposicion y 10 minutos sin campo
(Ivancsits et al., 2002).

Experimentos con neuronas de ave expuestas a un pulso de RF similar al
procedente de un teléfono maovil (portadora de 900 MHz, modulada por 217 Hz) mostro
que el 76% de las neuronas respondi6 con un incremento de 3.5 veces en su razén de
disparo. En las restantes neuronas hubo disminucién de la frecuencia de disparo

cuando se comparo con la espontanea (Beason y Semm, 2002).

En vesiculas de membrana plasmatica altamente purificadas de la planta espinaca
(Espinacia oleracea L) expuestas a un CME de intensidad variable en el rango de 27 a
37 uT y otro alterno con frecuencia variable entre 7 y 72 Hz y amplitud entre 13 y 114
uT, se demostrd que la combinacién adecuada de un campo magnético estatico y otro
variable en el tiempo interactua directamente con la proteina canal de calcio en la

membrana celular (Bauréus et al., 2003).
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Experimentos desarrollados en humanos epilépticos mostraron un incremento en
la razén de disparo interictal cuando son expuestos a CME de 2 mT y alterno de
frecuencia extremadamente baja en el rango de 0.01 a 0.02 Hz. Los resultados
muestran que el incremento en la actividad puede ser mas pronunciado para tiempos

prolongados de exposicién (Fuller et al., 2003).

Estudios realizados en células cromafin, usando el método de barrido diferencial
RT, mostraron que bajo exposicion a un CEM de 60 Hz y 0.7 mT, los patrones de
expresion genética de los grupos tratados (factor de crecimiento nervioso y CEM)
muestran diferencias, al menos, en 53 trascripciones cuando son comparados con las

que no recibieron tratamiento (Olivares et al., 2004).

La exposicién de neuronas del granulo cerebeloso de ratas, a un CEM de 50 Hz
durante 5 dias, protege a las mismas de la apoptosis natural y promueve la

supervivencia para una intensidad de campo de 300 mT (Oda y Koike, 2004).

Haciendo uso de la microscopia electrénica de barrido se observaron
modificaciones en la morfologia de células de queratinocitos humanos orales
expuestas a un CEM de 2 mT y 50 Hz. Estas modificaciones se asociaron con
cambios en la distribucién de la actina. Las células expuestas mostraron una

capacidad de divisién menor y su crecimiento celular disminuyé (Manni et al., 2004).

Experimentos realizados en cortes de hipocampo de ratén, expuestos a CEM de
15 mT y 0.16 Hz durante 30 minutos, mostraron un aumento de al menos tres veces
en el AMP ciclico. Pulsos de CM con intensidad variable (9 - 15 mT) y duracién de los
ciclos entre 5 y 20 minutos duplicaron la concentracion de AMP ciclico (Hogan y
Wieraszko, 2004).

Resultados experimentales muestran que CEM de intensidad 2 y 5 mT, y
frecuencia 50 Hz afectan el balance electrolitico de la placenta humana in vitro
(Lopucki et al., 2004).
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Estudios muestran que un CEM de 75 Hz e intensidad 125 uT produce una
disminucion de aproximadamente un 54% en la actividad de la adenilato quinasa del
segmento exterior de los bastones de la retina de bovino. Esta disminucién de la
actividad enzimatica fue independiente del tiempo de exposiciéon y resultdé ser

reversible (Ravera et al., 2004).

Experimentos realizados en neuronas de Helix pomatia muestran que cuando la
solucion fisiolégica es tratada con un CM de 4 Hz y 2.5 mT durante 30 minutos y es
mantenida a una temperatura de 23 °C la corriente de acetilcolina inducida disminuye,
mientras que en un medio frio (12 °C) el efecto observado desaparece (Ayrapetyan et
al., 2004).

Estudios realizados en humanos muestran que un CM de 37 Hz e intensidad pico
de 80 uT, con forma de onda cuadrada, altera la sensibilidad al dolor y sugieren que
estos efectos pueden ser asociados con anormalidades en la regulacion

cardiovascular (Ghione et al., 2004).

La exposicion de cerebro de raton a un CM de 1.2 mT y 60 Hz durante 3 horas
muestra un incremento significativo en la actividad de la superéxido dismutasa (SOD).
Esto sugiere que un campo con estas caracteristicas podria deteriorar la defensa
antioxidante del sistema mas por la presencia de especies reactivas del oxigeno que

por los radicales superoéxido (Lee et al., 2004).

Experimentos llevados a cabo utilizando CM de diferentes frecuencias (7, 13y 18
Hz) y amplitudes (50, 50 y 70 uT) y a temperaturas diferentes (16, 18, y 24 °C)
mostraron que los proteoliposomas expuestos a 18 Hz y 70 uT durante 60 minutos y
mantenidos a 16 + 0.4 °C tuvieron un incremento significativo en la permeabilidad de
los hemicanales de AA/min = 0.0007 £ 0.0002 a AA/min = 0.0010 + 0.0001. Este
incremento no fue observado para los proteoliposomas expuestos a CM y mantenidos

a altas temperaturas (Ramundo-Orlando et al., 2005).
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Estudios llevados a cabo sobre el comportamiento de la endocitosis de fase fluida,
en tres lineas celulares diferentes, bajo la accion de una frecuencia portadora de 900
MHz modulada por 217 Hz y duracion de pulso de 580 us, mostraron un incremento de
1.5 veces en la endocitosis, bajo un tiempo de exposicion superior a 10 minutos. La
respuesta ocurrio para valores umbrales comprendidos entre 1.3 y 2.6 W/Kg (Mahrour
et al., 2005).

Experimentos con células de PC12, bajo la accién de un CEM de 50 Hz y 1.36 mT,
mostraron un efecto significativo del campo en el crecimiento neuritico, dependiente de

la presencia de factor de crecimiento nervioso (Zhang et al., 2005).

El empleo de una camara de infrarrojo revelé un incremento de temperatura de 2
°C, en el pabellén de la oreja, por el uso continuo durante 30 minutos de un teléfono
GSM 900 (frecuencia portadora 902.4 MHz y potencia de 0.21 W) (Straume et al.,
2005).

1.3.2.- INTERACCIONES Y MODELOS TEORICOS

1.3.2.1.- INTERACCIONES DE LOS CEM CON LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Los mecanismos fisicos que pueden explicar las interacciones de los CEM con los
sistemas biolégicos permanecen hoy en dia como una cuestién abierta. Los
organismos vivos no perturban los CM, sean estaticos o alternos en el rango de las
frecuencias extremadamente bajas, en contraste con los campos eléctricos puros.
Esto es debido, por una parte, a que las células y tejidos vivos son débilmente
diamagnéticos, excepto en el caso de unos pocos tejidos altamente especializados
que contienen magnetita biégena o algunas macromoléculas con iones metalicos 3d
de transicion, con momento magnético. Por otra parte, es importante tener en cuenta
que el CM debido a las corrientes eddy inducidas es minimo, debido a la baja

conductividad eléctrica de la materia viva en el rango de las FEB.

Las membranas de los organismos, por sus propiedades dieléctricas, poseen una

importancia crucial como sitio de interaccion de los CEM. El hecho de que las
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membranas plasmaticas se comporten como sistemas termodinamicos de no equilibrio
y no lineales, sugiere que los CEM pueden producir perturbaciones significativas de
las mismas, originando cambios a nivel bioquimico y fisiolégico a través de la via de
transduccién de sefales bioldgicas, como se ha demostrado experimentalmente. En
las membranas plasmaticas se localizan complejos moleculares de transduccién, que
sirven de vinculo entre el estimulo externo recibido, sea un estimulo fisico como los
CEM o un estimulo quimico como las hormonas o los neurotransmisores,
induciéndose respuestas fisiolégicas a través de la compleja maquinaria metabdlica.
De la misma forma que el sistema molecular de transducciéon de sefiales conduce a
una amplificacién del efecto inducido frente al estimulo aplicado, las membranas
plasmaticas de las células actian como amplificadores potentes de los procesos de

interaccion con los CEM.

1.3.2.2.- MODELOS TEORICOS

Una de las cuestiones fundamentales aun pendientes de resolver completamente
es la explicacion detallada de como un CM de baja intensidad, en el rango de las FEB,
puede inducir efectos bioldgicos (Azanza y del Moral, 1994). En cualquier situacion, se
ha considerado que en relacion con el estimulo asociado con el CEM débil aplicado y
los sitios de interaccién en la membrana, se debe producir una modificacion altamente
cooperativa en el enlace del calcio a las glicoproteinas de la superficie externa de la
membrana, y que este proceso operaria como una etapa “amplificadora” (proceso no
lineal) que se transformaria en un cambio en el eflujo de calcio transmembrana (Adey,
1981). La cooperatividad, en este contexto, se entiende como el proceso por el que
siendo las senales de disparo de un proceso débiles, las respuestas son amplificadas

en varios 6rdenes de magnitud.

El cooperativismo en los sistemas biolégicos consiste en un mecanismo de
interacciones de largo alcance y que da origen a la liberacidn de los iones solvatados
enlazados a la superficie de la membrana entre las moléculas de membrana
(fosfolipidos o proteinas), probablemente una interaccion cuadrupolar eléctrica. La no-
linealidad es responsable de las respuestas en “ventana” de frecuencia, es decir, la
existencia de un intervalo de frecuencias donde la accion del CM de FEB se manifiesta.

Los procesos de termodinamica de no-equilibrio en los efectos de cooperatividad,
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pueden conducir a respuestas en “ventana”’ de intensidad, frecuencia y tiempo de
exposicién en la interaccion de los CEM de FEB. El elevado gradiente de CE (~ 10°
V/m) a través de la membrana, constituye una barrera de tal magnitud, que rechaza
cualquier proceso idnico de equilibrio necesario para la estimulacién celular, producida
por voltajes débiles dependientes del CEM de FEB, aproximadamente 10° veces mas
débiles que el potencial transmembrana. EI modelo de Hodgkin-Huxley (Hodgkin y
Huxley, 1952) considera necesarios para producir la despolarizacién de la membrana,
voltajes millones de veces mas intensos que los producidos por CEM en condiciones
experimentales (Azanza y del Moral, 1994). Por lo tanto, se necesita un proceso de
“amplificacion” de los campos extremadamente débiles para producir los efectos

observados.

La cooperatividad se puede definir como cualquier oscilacion dinamica o
coherente, por la que un conjunto de macromoléculas actuan conjuntamente,
produciendo una transicion de un estado metaestable del conjunto, a otro estado. En
la interaccién de los CEM débiles con las células, el aspecto mas importante es la
amplificacién de la energia. Las membranas celulares son los sitios claves para la
transduccion de los estimulos producidos por la interaccion de los CEM de FEB y los

campos de RF modulados por FEB.

Un modelo de cooperativismo en la membrana lo tenemos en la conducta de los
iones de calcio enlazados al glicocalix en la superficie extracelular y a las moléculas
de fosfatidilserina y fosfatidilinositol (mono, bi o tri-fosfato) en la superficie citosélica.
La aplicacién de un CEM provoca una modificacion, altamente cooperativa, en el
enlace de los iones de calcio por toda la superficie interna y externa de la célula, que
conduce a la ruptura de los mismos y a la liberacién de calcio libre en ambos medios,

extracelular e intracelular (del Moral y Azanza, 1992).

Se han propuesto mecanismos de interaccién de los CEM externos, con los
osciladores internos celulares, para frecuencias incidentes mucho mas bajas que la de
los osciladores celulares (amplificacion paramétrica). Se ha propuesto que estos
procesos pueden conducir a la sincronizacion de la actividad celular con las fuentes

externas, debido a una respuesta aguda en frecuencia, manifestacion de un fenédmeno
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de “ventana” en frecuencia y amplitud (Kaiser, 1984). En resumen, se puede
considerar que existen fuertes evidencias de que las membranas biolégicas se
comportan como amplificadores de alta ganancia de energia para el estimulo débil
electroquimico. Las ganancias maximas aparecen para frecuencias en el rango de 0 a
100 Hz, que coinciden precisamente con las frecuencias caracteristicas de disparo

bioeléctrico de las neuronas y de operacion de muchas redes neuronales.

Se ha reconocido (Adey, 1989) que los mecanismos estadisticos y de equilibrio
termodinamico de la materia viva, son completamente inadecuados para afrontar el
problema de las interacciones del CEM de FEB con las células vivas. El problema
principal es que la enorme barrera que supone el CE de 10° V/cm a través de la
membrana plasmatica, hace que las ecuaciones de equilibrio termodinamico de
Hodgkin-Huxley, para la produccion del impulso nervioso, sean completamente
inadecuadas para explicar la despolarizaciéon de la membrana por campos aplicados
tan pequefios, en el rango de 0.1 a 107 V/cm. El estado de mantenimiento de las
células en el tiempo, fuera del equilibrio termodinamico, y con caracter dinamico,
requiere de ajustes continuos de energia, definiéndose por ello, como procesos
disipativos (Adey, 1989). Una consecuencia importante de estos procesos de no-
equilibrio, son los subsiguientes procesos de “ventana”. Se ha reconocido
ampliamente la necesidad de una “organizacion molécular especializada” para que se
puedan captar los CEM débiles o en general, cualquier estimulo débil de otra
naturaleza. Es decir, se necesita que conjuntos o subconjuntos moleculares funcionen

con una interdependencia para que sea posible un mecanismo de amplificacion.

Los mecanismos no-lineales juegan un papel importante en el acoplamiento de las
sefales extracelulares con los procesos citosolicos. Existen numerosos ejemplos de la
conducta no-lineal en células y tejidos; ésta puede considerarse una propiedad

generalizada del funcionamiento de la materia viva.

En los trabajos de Adey (Lawrence y Adey, 1982), Blackman (Blackman et al.,
1985 a, b), Liboff (Liboff y McLeod, 1988), y Chiabrera (Chiabrera y Bianco, 1987), se
pueden encontrar diversos modelos fisicos propuestos para explicar las

modificaciones en el comportamiento de los iones de Ca®* a través de las membranas.
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Adey y Blackman introdujeron el concepto de “ventana”, segun el cual las
modificaciones en los flujos de Ca®* se producen para determinados intervalos de
frecuencias, en el rango de las FEB (Fig. 1.5). De los modelos propuestos, ha
destacado el modelo de resonancia ciclotrénica de Liboff (Liboff et al., 1987) con el
cual se trata de explicar las respuestas en ventana o respuestas “resonantes”. Dicho
modelo propone que es necesario aplicar un CEM de frecuencia idéntica a la
frecuencia ciclotrénica angular de cada uno de los iones involucrados en un proceso
transmembrana, para que la energia cedida a los mismos supere las perdidas
energéticas en los canales de membrana y, por un fenémeno de tipo resonante, la
resonancia ciclotrénica, los iones puedan desplazarse a través de los canales idnicos.
Sin embargo, ninguno de los modelos propuestos explica los efectos bioldgicos
inducidos por exposicibn a campo magnético de FEB, ni los mecanismos que
conducen a la liberacién de los iones de calcio enlazados a los sitios combinantes en
las membranas. A pesar de que se han llevado a cabo numerosos trabajos, tratando
de justificar experimentalmente el modelo de Liboff, éste no explica el mecanismo de

interaccion de un CM con una membrana biolégica.

.
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Figura 1.5.- Efecto del cambio de frecuencia de modulacién de amplitud
entre 0.5 y 35 Hz sobre el eflujo de ca® en el tejido cerebral de pollo.
Para la portadora no modulada de 147 MHz (U), los cambios no fueron
significativos. Se observa una respuesta maxima para frecuencia de 16 Hz,
efecto “ventana” (Bawin et al., 1978).

Las observaciones de ventanas bioldgicas en las respuestas de células y tejidos a
CEM sugieren que la marcada relacién frecuencia - respuesta constituye un aspecto

importante a tomar en consideracion. Las ventanas bioldgicas se han descrito en el
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rango de los mG y a bajas frecuencias (Yost y Liburdy 1992; Fitzsimmons et al., 1993):
modulacion del “°Ca?" en células tumorales en cultivo; en linfocitos normales; o
cerebro de gato “in vivo” durante y después de la exposicién a varias frecuencias del
CM (Lyle et al., 1991); se han considerado las orientaciones paralela y perpendicular
de las componentes alterna y directa del CM para formar combinaciones (Blackmann
et al.,, 1990; Markov et al.,, 1993). A esto se suma que una amplia variedad de
aplicaciones terapéuticas se han desarrollado sobre la base de muchas formas de
respuestas en ventana. La significacion clinica del fendmeno de ventana es puesta de
manifiesto por el hecho de que el tejido 6seo responde marcadamente al CM cuando

se encuentra dafado y no asi el tejido sano circundante (Pienkowski et al., 1992).

Uno de los problemas clave en la comprensién de la interaccion de un CM de FEB
y baja intensidad con las neuronas, es el desarrollar un modelo fisico de interaccion
del CM con la membrana que pueda explicar tal fendmeno. El descubrimiento de las
‘ventanas de frecuencia” realizado por Bawin y Adey hace veinte anos ha
desempefado un importante papel. Estos autores demostraron que se producia un
aumento del eflujo de Ca?*, en tejido nervioso de mamiferos, alrededor de los 16 Hz,
para un ancho de frecuencia de 25 Hz. Esta frecuencia de 16 Hz modulaba a una
portadora de RF de 450 MHz, que resulté ser irrelevante en la interaccién del CEM

con el tejido nervioso.
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2.- OBJETO DEL TRABAJO

Desde el punto de vista de nuestro estudio los datos experimentales mas
consistentes a nivel molecular, obtenidos mediante la aplicacion de CEM de FEB, en
modelos experimentales muy diversos, son los relativos a modificaciones
transmembrana en la cinética de los iones de Ca?** (Bawin y Adey, 1977; Blackman et
al., 1982; Kavaliers y Ossenkopp, 1986; Azanza y del Moral, 1994). La concentracion
citosdlica de calcio regula las actividades de varias moléculas, incluyendo quinasas,
fosfatasas y canales idnicos. Este i6on actia como segundo mensajero o efector
citosolico en muchos procesos biolégicos. Funciones celulares como la excitabilidad
de la membrana neuronal; contraccidn muscular; neurosecrecion; activacion de la
calmodulina; activacion de la cadena oxidativa de la mitocondria o de la proliferacion
celular, entre otras, estan directamente relacionadas con las modificaciones de la
concentracién del Ca?* citosdlico (Madec et al., 2003). Su importancia en la fisiologia
de la célula resulta de la habilidad que las células tienen de modular las sefales del
calcio en espacio, tiempo y amplitud y de modificar las sefiales trasmitidas por esta via
(Berridge et al., 2000). Las funciones del calcio han permitido comprender la
diversidad de las respuestas bioldgicas obtenidas bajo exposicion a CEM en diversos

tipos celulares.

Los experimentos previos realizados en este Laboratorio, junto con el modelo
fisico desarrollado (del Moral y Azanza, 1992) permitio llegar a la conclusion de que el
campo magnético interacciona con la membrana plasmatica de las neuronas,
produciendo la liberacién del calcio enlazado a ambos lados de la membrana (Azanza
y del Moral 1994; del Moral et al., 2002). El incremento subito de la concentracién de
calcio libre en el citosol promueve respuestas de estimulacion o inhibicion, altamente
especificas, en estirpes celulares diferentes. Es decir, una neurona determinada
siempre es estimulada o es inhibida bajo exposicion a CM sea estéatico o alterno.
Consideramos que esta conducta hay que buscarla ademas de en la dependencia de
la actividad de cada neurona con respecto al calcio, en la ultraestructura de la
membrana plasmatica de la neurona en la que se realiza el experimento. El tipo de
canales ioénicos, su densidad relativa y su disposicién en la superficie de la neurona

deben ser los determinantes de tales respuestas. Consideramos que las neuronas que
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no muestran ser magnetosensibles (18%) son relativamente independientes del calcio
en su actividad natural o espontanea. Por otra parte, se ha realizado en este
Laboratorio una exploracién amplia del efecto del CMA de intensidades comprendidas
entre 1-15 mT para frecuencia fija de 50 Hz (Calvo y Azanza, 1999a y 1999b; Azanza
et al., 2002b). Con estos antecedentes ha surgido el interés de explorar el posible
efecto derivado de la exposicion a campo magnético en un amplio rango de

frecuencias y baja intensidad.

De acuerdo con estos antecedentes los objetivos del presente trabajo han sido:

1.- Caracterizar los canales idnicos que se expresan en las neuronas de Helix aspersa.

2.- Estudiar los efectos inducidos por un campo magnético sinusoidal de intensidad en
el rango de 0.2 uT a 3.5 mT y frecuencia entre 0.1 y 217 Hz, en la actividad

bioeléctrica de neuronas de los ganglios cerebroideos de Helix aspersa.

3.- Determinar si en el rango de frecuencia del campo magnético aplicado se

manifiesta el fendmeno de ventana en frecuencia.

4.- Analizar la posible modificacion de la morfologia de los potenciales bioeléctricos

bajo nuestras condiciones experimentales.

5.- Comprobar la influencia de la temperatura en la actividad bioeléctrica de las

neuronas.
6.- Desarrollar modelos fisicos tedricos que expliquen los resultados obtenidos,
siguiendo las pautas del modelo de superdiamagnetismo y explosién coulombiana

para la accién de un campo magnético alterno sobre el potencial bioeléctrico.

7.- Comparar nuestros resultados con dichos modelos.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- DISECCION DE LOS GANGLIOS CEREBROIDEOS Y MANTENIMIENTO DE
LAS NEURONAS

Los experimentos se han llevado a cabo en neuronas de los ganglios
cerebroideos de Helix aspersa, mantenidos in vitro en solucion Ringer de moluscos
(NaCl 80mM, KCI 4mM, CaCl, 7mM, MgCl, 5mM y tampoén Triss-HCI 5mM; pH=28)

enriquecida en acido piravico 10mM, como fuente de energia metabdlica. Los
especimenes se adquieren en el mercado y se mantienen, en el laboratorio, a
temperatura ambiente. Diariamente, los caracoles se sumergen en agua y se les
alimenta con lechuga, permitiéndoles que se muevan libremente durante media hora.
Hemos observado que, de esta forma, la actividad neuronal se mantiene en

condiciones Optimas para la experimentacion (Azanza y del Moral, 1988).

El sistema nervioso central de Helix aspersa esta constituido por varios ganglios
cerebroideos, que se localizan en la porcion anterior del cuerpo. Estos ganglios
muestran la estructura tipica de los ganglios presentes en invertebrados, formando
dos masas ganglionares, supraesofagica y subesofagica, unidas por comisuras
nerviosas, formando el anillo periesofagico (Fig. 3.1). Este nombre se debe a que se
disponen alrededor del esdfago. La capsula que rodea los ganglios es de tejido
conjuntivo, frecuentemente queda endurecida por depdsitos de calcio particularmente

en ambientes secos.

Los ganglios supraesofagicos estan formados por dos ganglios cerebroideos (Cl,
CD) de los que parten 11 nervios, entre los que se encuentran los nervios opticos y
los que terminan en el ganglio bucal. Los ganglios subesofagicos tienen un tamano
aproximado de 4 mm?, constan de dos ganglios pedios (GI, GD), que inervan el pie
locomotor; un ganglio visceral (V), dos ganglios pleurales (HI, HD), de los que parten
tres pares de nervios cervicales, que inervan los distintos érganos y dos ganglios
parietales (PI, PD) de los que parten tres pares de nervios paleales, que inervan las
paredes musculares del cuerpo. Toda la experimentacion se ha realizado en los

ganglios subesofagicos visceral y parietales derecho e izquierdo.

30



MATERIAL Y METODOS

Figura 3.1.- Diagrama de los ganglios cerebroideos de Helix aspersa. Los
ganglios se han denominado como: cerebroideos, izquierdo (Cl) y derecho
(CD); pedios, izquierdo (Gl) y derecho (GD); pleurales, izquierdo (HI) y
derecho (HD); parietales, izquierdo (Pl) y derecho (PD) y visceral (V). Las
neuronas, objeto de nuestra experimentacion, se localizan en PI, PDy V y
han sido numeradas para su identificacion. C: comisuras, A: anillo
periesofagico (modificado de Kerkut et al., 1975).

Una vez realizada la diseccion, todo el conjunto de ganglios se sumerge en
solucion Ringer de moluscos, para mantener las células en condiciones fisioldgicas
6ptimas. Los ganglios se visualizan mediante una lupa binocular Olympus SZ. Para
retirar el tejido conectivo que los cubre, se utilizan pinzas de punta muy fina de 0.05
mm x 0.02 mm. Debajo de la capa de tejido conectivo, se observan los somas
neuronales en la superficie del ganglio. Las neuronas son monopolares y de
morfologia casi esférica (Fig. 3.2), con el axén dirigido hacia el neuropilo del ganglio
(Fig. 4.1). Para observar bien su posicion en el ganglio, las neuronas se tifien con el
colorante vital azul de metileno al 0.05%. De esta manera, podemos identificar la
neurona que estamos estudiando por su situacién relativa en el ganglio y por su
tamafo, ademas de otros detalles que se precisan en el apartado siguiente. No
obstante, la localizacion de una célula determinada varia ligeramente de una
preparacion a otra y, de hecho, a veces algunas neuronas en concreto parecen faltar
en determinados ganglios. Es importante destacar la variedad de tamafios que
presentan las neuronas de Helix aspersa. En la Tabla 3.1 se muestran los valores del

diametro neuronal de algunas neuronas, las medidas las hemos realizado mediante
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un micrémetro de ocular Olympus de sensibilidad + 1um.

Figura 3.2.- Fotografia de la superficie de los ganglios visceral, parietal
derecho y parietal izquierdo una vez realizada la diseccion. Se observa un
microelectrodo de los usados en la experimentacion (Kerkut et al., 1975). El
numero de células con las que se ha trabajado en el Laboratorio de
Magnetobiologia es de aproximadamente 120, las de mayor tamafo y
tamafio medio dispuestas en superficie y accesibles a los microelectrodos.

Los ganglios se disponen en una camara de metacrilato de 4.0 cm de ancho x 5.0
cm de largo x 3.5 cm de alto, que contiene un bloque de parafina inclinado, en el que
se apoyan los ganglios. El bloque de parafina permite fijar el electrodo de referencia,
el termoémetro para controlar la temperatura durante el experimento y disponer los
ganglios con la inclinacion adecuada para observar en primer plano las neuronas
objeto de experimentacién, que se visualizan facilmente mediante una lupa binocular
Olympus. La preparacién se ilumina con luz fria (Olympus). La camara de metacrilato
esta provista de un sistema de drenaje, a través del cual se puede renovar la solucion

Ringer durante el desarrollo del experimento.
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Tabla 3.1.- Medidas del diametro neuronal, expresado en micrémetros (um),
de 18 neuronas de Helix aspersa, pertenecientes al ganglio visceral
(Azanza et al., 2002b).

NEURONA DIAMETRO NEURONAL
(& 1pm)
V6 107
V7 78
V13 120
V14 130
V16 77
V20 105
V23 103
V24 88
V35 65
Va4 72
V45 134
V46 111
V47 79
V51 92
V52 87
V57 75
V58 80
V59 83

3.2.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS NEURONAS

3.2.1.- TECNICAS DE HISTOLOGIA CONVENCIONAL: METODO DE HEMATOXILINA -
EOSINA

En una primera etapa de nuestro trabajo fue preciso realizar una serie de estudios
de histologia convencional sobre la organizacion de los ganglios de Helix aspersa, con
el fin de precisar algunos detalles morfolégicos que posteriormente serian de utilidad.
Con el método de Hematoxilina-Eosina se tifie de forma diferencial el citoplasma vy el
nucleo. La fijacién de los ganglios se realiza por inmersion (24 horas) en formalina (al
4%). Una vez fijadas, se lavan las piezas con agua del grifo durante media hora. A
continuacion se pasan por alcoholes de gradacién creciente (70°, 96°, 100°) en dos
pases de una hora cada uno. Se realizan dos pases por tolueno de 15 minutos cada
uno. Se sumergen en parafina liquida en una estufa (58 °C - 60 °C) durante 18 horas.

Se cambia la parafina y se dejan transcurrir 5 6 6 horas. Se hacen los bloques con
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parafina y se dejan enfriar de 18 a 20 horas para que solidifiquen. Los bloques
obtenidos por el proceso anterior se cortan con micrétomo de parafina a 4 y 5 micras y
se colocan sobre un porta. En este proceso usamos un bafio de agua destilada a 37 °C
para recoger las secciones sobre los portaobjetos. Se obtienen los cortes seriados que

se utilizan para las distintas técnicas.

Las secciones de tejido se desparafinan pasandolas dos veces por xilol (10
minutos). A continuaciéon se hidratan: alcohol absoluto (4 minutos), alcohol de 96° (4
minutos), alcohol de 70° (4 minutos), agua destilada (5 minutos). Hematoxilina 15
minutos, diferenciacién en agua (10 - 15 minutos). Contraste en eosina (30 segundos),
deshidratacién mediante pasos sucesivos por alcoholes de gradacion creciente,
alcohol de 70° (2 minutos), alcohol de 96° (2 minutos), alcohol absoluto (5 minutos). Se

mantienen en xilol mientras se montan con DPX (8711, Difco).

3.2.2.- ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL: MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el fin de caracterizar de forma precisa los distintos subtipos celulares,
neuronas, y células de glia, de los ganglios cerebroideos, realizamos un estudio
ultraestructural de los mismos. Para ello, los ganglios se tallaron en bloques pequefios
de 1 mm® y se fijaron durante 4 horas, a 4 °C, en solucién de glutaraldehido al 2.5% y
tampon de Milloning (fosfato monosadico al 2.26%, hidréxido sodico al 2.5%, glucosa

al 5.4% y cloruro calcico al 1 %) a pH=7.3. Las piezas se lavaron 3 veces con tampdn

de Milloning durante 20 minutos. La postfijacion se realizé durante 2 horas, a 4 °C, en
el fijador de Palade que contiene una parte de solucién de tetroxido de osmio al 2% y
una parte de solucién de tampoén de Palade (acetato sodico al 1.9%, veronal sédico al
2.58%, acido clorhidrico al 0.1 N). Después de tres lavados de 15 minutos en el
tampon de Palade, se procedié a la deshidratacion de las piezas mediante acetonas
de concentracion creciente (30%, 50% y 70%). Tras contraste por impregnacion en
acetato de uranilo al 70% en acetona fria, las piezas fueron incluidas en araldita,
manteniendo una determinada orientacion. Los bloques se tallaron en un
piramidotomo (LKB11.800) obteniéndose cortes semifinos con un ultramicrétomo (MT-
XL, RMC). Los cortes semifinos de 0.5 a 1 um, se tifieron con azul de toluidina (agua
destilada 50 ml, tetraborato de sodio, 0.5 g, azul de toluidina, 0.25 g) para su

observacién en el microscopio optico. Los cortes ultrafinos se recogieron sobre rejillas
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de cobre y se tifieron con citrato de plomo siguiendo el método Reynolds, para ser

observados en un microscopio electrénico Jeol 1010.

3.2.3.- TECNICA DE INMUNOCITOQUIMICA. METODO ENVISION®, UTILIZADO
PARA LA CARACTERIZACION DE CANALES IONICOS

EnVision® es un método de alta sensibilidad, desarrollado por la casa Dako, que
puede aplicarse de forma rutinaria tanto en secciones de tejido, incluidas en parafina,
como en secciones de tejido congelado e incluso en células procedentes de cultivos.
La técnica EnVisiéon®, esta basada en un Unico enzima conjugado con un polimero
vertebrado de gran tamano, el cual amplia enormemente el marcaje. La biotina

endogena no afecta los resultados de la reaccion.

Todos los anticuerpos primarios utilizados son policlonales Rabbit - AntiCow. Las
diluciones para obtener las soluciones madre se han obtenido a partir del preparado
comercial de cada anticuerpo en PBS (Buffer fosfato: 87.9 g de NaCl, 2.72 g de
KH,PO,4 anhidro, 11.35 g de Na,HPOQO,, en 10 litros de agua destilada, pH (7.1 - 7.4)) o
en diluyente para anticuerpos Dako (Ref. S2022). Las soluciones madre utilizadas

fueron:

=  Conexina 26: concentracion 1/100 (Chemicon, AB 1717).

= Canales de Na* operados por voltaje: concentracion 1/100 (Chemicon, AB 5206).

» Canales de Ca?* operados por voltaje de tipo N: concentracién 1/100 (Chemicon,
AB 5154).

» Canales de Ca®" operados por voltaje de tipo P/Q: concentracién 1/100
(Chemicon, AB 5152).

= Canales de K’ operados por voltaje de rectificacion retardada: concentracion
1/100 (Chemicon, AB 5182).

» Canales de K* de pequefia conductancia, dependientes de Ca®" intracelular, SK2:
concentracion 1/100 (Chemicon, AB 5356).

» Canales de K' de alta conductancia, dependientes de Ca?' intracelular, BKca:
concentracion 1/100 (Chemicon, AB 5228).

= Canales de Ca?*" operados por voltaje de tipo L: concentracién 1/100 (Chemicon,
AB 5156).
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Las alicuotas de las soluciones de trabajo, a partir de la solucién madre, se han
preparado utilizando como diluyente el especifico de la casa Dako. Las

concentraciones de trabajo fueron:

=  Conexina 26: concentracion 1/1000.

= Canales de Na® operados por voltaje: concentracion 1/200.

»  Canales de Ca?* operados por voltaje de tipo N: concentracion 1/300.

»  Canales de Ca?* operados por voltaje de tipo P/Q: concentracién 1/300.

=  Canales de K" operados por voltaje de rectificacion retardada: concentracion 1/200.

» Canales de K* de pequefia conductancia, dependientes de Ca*" intracelular, SK2:
concentracién 1/300.

» Canales de K' de alta conductancia, dependientes de Ca?' intracelular, BKca:
concentracion 1/200.

=  Canales de Ca* operados por voltaje de tipo L: concentracion 1/1000.
El método se desarrolla en dos etapas (Fig. 3.3):

Etapa 1. - Aplicacion del anticuerpo primario. Incubacién 10 - 30 minutos.

Etapa 2. - Aplicacién de EnVision®. Incubacién de 10 - 30 minutos.

|

|
AN A AN

Figura 3.3.- A: etapa 1, aplicacion del anticuerpo primario, incubacién 10 -
30 minutos. B: etapa 2, aplicacion del EnVision®, incubacion de 10 - 30
minutos. (DakoCytomation, Cat. 2004 - 2005).
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Una molécula de antigeno (Ag) fijara una molécula de anticuerpo (Ac) que esta
conjugada con una molécula de peroxidasa (PO). Tras la incubacién, la exposicion a
3,3 -diaminobencidina tetraclorhidrico (DAB, C1,H14N4,4HCL) muestra la existencia del
Ag por un marcaje coloreado de marrdn, visible al microscopio 6ptico. La peroxidasa
catalizara la descomposicién del agua oxigenada y, el oxigeno libre que se produce es
el que oxida a la DAB produciendo un depésito de oxido de diaminobencidina de color

marron.

El método EnVisién® emplea un desenmascaramiento con tampén citrato, a fin de
liberar el antigeno que haya podido ser atrapado por el fijador antes de la aplicacion
del anticuerpo primario. El revelado se lleva acabo mediante el reactivo EnVision®
SRP que contiene complejo de dextrano con moléculas de peroxidasa y moléculas de
anticuerpo secundario de cabra contra inmunoglobulinas de conejo o ratén, ademas la
solucién contiene proteinas estabilizantes y conservantes. Posteriormente se realiza
el revelado con DAB que por ser téxica requiere la utilizacion de material de
proteccion adecuado. La DAB se prepara a partir de un Kit de Dako (Ref. K5007)
tomando por cada pl de cromégeno (3,3’-diaminobenzidina tetraclorhidrico en
disolvente organico). El color de este reactivo puede variar de violeta fuerte a incoloro,

1ml de Buffer contiene perdxido de hidrégeno y conservantes.

Se ha utilizado como bloqueante buffer con BSA, constituido por PBS (1 litro),
0.25% BSA, 2% Triton x100. El blogueante es BSA mientras que el Tritén x100 se

utiliza para aumentar la permeabilidad de las membranas.

El protocolo seguido fue:

1. Se ponen los portaobjetos con las secciones de tejido media hora en una estufa a
56 °C.

2. Se desparafinan y rehidratan: xilol (dos pasos de 10 min. cada uno), alcohol
absoluto (4 min.), alcohol de 96° (4 min.), alcohol de 70° (4 min.), alcohol de 30° (4
min.) y agua destilada (5 min.).

3. Desenmascaramiento con olla a presidon. Se ponen dos litros de tampén citrato
(Dako Ref. S2031) al 10% en agua destilada. Se introduce el cestillo con los
portaobjetos cuando comienza a hervir, se cierra y esperan 3 min. Se enfria con

agua del grifo y se deja 20 min. a temperatura ambiente.
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15.
16.
17.
18.

19.

Se lavan con PBS, dos lavados de 3 min. cada uno.

Se secan los portaobjetos y se bloquea la peroxidasa enddgena con bloqueante (Dako
Ref. S2001) colocando una gota encima de cada seccion y se deja actuar 20 min.

Se retira el bloquean

te y se pasan los portaobjetos por agua destilada.

Se lavan con PBS, dos lavados de 3 min. cada uno.

Se repite el bloqueo de la peroxidasa enddgena (pasos 5, 6y 7).

. Se secan los portaobjetos y se colocan unas gotas del anticuerpo primario sobre

las secciones. Se dejan incubar 30 min.

. Se lava en buffer bloqueante, dos lavados de 3 min. cada uno.
12.
13.
14.

Revelado mediante EnVision® (Dako Ref. K5007). Incubar 30 min.

Se lava con PBS, dos lavados de 3 min. cada uno.

Revelado mediante DAB. Se coloca una gota sobre cada muestra y se dejan
transcurrir 10 min.

Se lava 2 veces con agua destilada.

Se contrasta con hematoxilina de Harris durante 10 min. Si es de Mayers 5 min.
Se diferencia con agua del grifo que dejamos correr unos 15 min.

Se deshidrata: alcohol de 30° (2 min.), alcohol de 70° (2 min.), alcohol de 96° (2 min.),
alcohol absoluto (5 min.). Pasar por xilol.

Se monta con DPX y se observa al microscopio 6ptico.
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3.3.- OBTENCION DE REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS Y APLICACION
DE CAMPO MAGNETICO

3.3.1.- OBTENCION DE REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Los registros electrofisiolégicos se realizan usando microelectrodos de vidrio con

filamento interno, rellenos de una solucién 1M de acetato de potasio pH=6.8 . La

punta del microelectrodo tiene un diametro inferior a 0.5 um y su resistencia oscila
entre 2 y 20 MQ. Los microelectrodos de vidrio, a diferencia de los metalicos, no son
polarizables y, por tanto, no tienden a acumular carga residual en su punta. Se utiliza
como solucion conductora acetato de potasio en lugar de cloruro sédico o potasico; el
mayor tamano de los iones evita que difundan hacia el citoplasma neuronal a través de
la punta del microelectrodo. Los microelectrodos se construyen por estiramiento a
partir de varillas de vidrio GB 200 F8P (Biologic) de diametro externo 2 mm. e interno
1.56 mm. (di/de = 0.78). En la Fig. 3.4 se muestra el equipo (Narishige PE-2) utilizado

para el estiramiento de los microelectrodos.

Figura 3.4.- Estirador de microelectrodos. Variando los parametros de
temperatura del filamento y solenoide se obtienen los electrodos con las
formas de punta y resistencias adecuadas para la realizacién de los
registros electrofisiologicos.
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Los experimentos se realizan a temperatura ambiente ya que los moluscos son
poiquilotermos. En primavera y otofio la temperatura del laboratorio oscila entre 21 y
23 °C y en verano entre 22 y 25 °C. La temperatura del bafio se controla

continuamente mediante un termémetro sumergido en la solucién Ringer (Fig. 3.8).

En los primeros experimentos realizados, los potenciales bioeléctricos se
amplificaron utilizando un preamplificador (Palmer BioScience 5176) y amplificador
(Palmer BioScience 6132), y se visualizaron en un osciloscopio HM 205 Hameg. Los
registros permanentes se obtuvieron con un registrador grafico Washington 400MD2C
de Palmer BioScience (Fig. 3.5). Posteriormente, se sustituyé el amplificador Palmer
por un amplificador VF 102 (Biologic), que permite procesar las sefiales bioeléctricas
mediante el equipo PowerLab 4SP (ADInstruments) (Fig. 3.5). Este montaje
experimental permite registrar los potenciales bioeléctricos simultdneamente con el
registrador grafico y en el ordenador. La adquisicion de los datos y el procesamiento
de los mismos se realizan utilizando el programa profesional Chart 4.1.2 para Windows
(Fig. 3.5).

Figura 3.5.- Vista general del bloque fundamental de registro formado por:
(1) amplificador VF 102 Biologic; (2) PowerLab 4SP ADInstruments; (3)
registrador grafico Washington 400MD2C Palmer BioScience; y (4)
osciloscopio HM 205 Hameg; (5) ordenador Pentium IV con programa
profesional Chart 4.1.2 para el control del PowerLab.
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Antes de iniciar los experimentos, se deja transcurrir media hora para que se
estabilicen las concentraciones ionicas transmembrana, y por tanto, la actividad
electrofisiolégica natural de las neuronas tras la manipulacion realizada durante la
diseccion. Los registros electrofisiolégicos desde neuronas individuales en tiempo real,
implican controles experimentales especificos para esta metodologia. La
caracterizacion de la actividad espontanea neuronal constituye el registro control, que
servira de referencia para definir las posibles modificaciones de las variables en
estudio para cada experimento que se realiza. No obstante, debido a los afios de
experiencia en el Laboratorio de Magnetobiologia, se dispone de registros previos de
la mayor parte de las neuronas objeto de este estudio, por lo que se puede considerar
que la actividad espontanea de las mismas esta bien establecida. El experimento se
repite una media de cinco veces para cada tipo de neurona testada, y desde
especimenes diferentes. De esta forma se mantiene la siguiente pauta de
experimentacion: un espécimen, una neurona, un experimento. Hemos mantenido esta
pauta de experimentacién debido a que, una vez aplicado el campo magnético, todas
las neuronas de los ganglios estan expuestas al mismo y uUnicamente tenemos
referencia de la actividad espontanea de una neurona, en el conjunto de los ganglios,

aquella en la que hemos introducido el microelectrodo de registro.

En cada grupo de experimentos, se escogen inicialmente las neuronas de forma
aleatoria. Una vez observadas las diferentes respuestas inducidas, se seleccionan
neuronas determinadas para realizar los experimentos de forma repetitiva y
caracterizar, de esta forma, la naturaleza de la respuesta. El criterio que se sigue para
seleccionar estas neuronas es que, ya sean neuronas de actividad bioeléctrica
continuada o neuronas silenciosas, la actividad espontanea debe reflejar unas
condiciones funcionales 6ptimas para proseguir con el experimento. Se tiene en
cuenta que el efecto inducido sea repetitivo y constante (respuestas de estimulacion o
inhibicion); facil de definir (respuestas en frecuencia y/o amplitud); y que exista una
relacion estimulo/respuesta. Todos estos datos nos aportan la informacion necesaria
para identificar cada neurona estudiada y, de esta forma, poder elaborar el mapa de

los ganglios, en el que se localicen las neuronas objeto de nuestro estudio (Fig. 3.6).
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Figura 3.6.- Mapeado de los ganglios de Helix aspersa. Las neuronas que
se muestran se han numerado para su identificacién. Son las neuronas que
se presentan en la memoria y constituyen una muestra del total de las
neuronas con las que se han realizado experimentos de exposicion a
campo magnético de diferentes intensidades y frecuencias.

3.3.2.- APLICACION DE CAMPO MAGNETICO

Los equipos utilizados para generar el campo magnético alterno (CMA) son los
siguientes: una fuente estabilizadora MANUMAG; un generador de funciones 2500.50
de SF, de amplia versatilidad, que permite fijar la forma de onda (sinusoidal, triangular
o cuadrada), frecuencia e intensidad del campo magnético utilizado y un multimetro
digital (34401A Agilent) para monitorizar continuamente la corriente eléctrica que

alimenta al sistema magnético (Fig. 3.7).

Figura 3.7.- Equipos utilizados en la experimentacion: (1) fuente
estabilizadora MANUMAG,; (2) generador de funciones 2500.50 SF; y (3)
multimetro digital 34401A Agilent.
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Para estudiar el efecto del campo magnético, la camara de metacrilato con los
ganglios se dispone entre dos bobinas Helmholtz de 11 cm de diametro separadas

entre si 5.5 cm, con el fin de conseguir un campo magnético alterno homogéneo en el

centro de las mismas (Fig. 3.8).

Figura 3.8.- (1) camara de metacrilato donde se disponen los ganglios
sumergidos en solucién Ringer; (2) bobinas Helmholtz generadoras del
CMA; (3) termometro que se sumerge en el Ringer para medir la
temperatura del bafio durante el experimento; y (4) jaula de Faraday donde
se coloca todo el equipamiento.

El campo magnético alterno se calibra en el centro de las bobinas mediante una

sonda de efecto Hall (Magnet-Physik) de sensibilidad 100 + 10uT (Fig. 3.9).

Figura 3.9.- Sonda de efecto Hall utilizada en la calibracion del campo
magnético alterno generado por las bobinas de Helmholtz.
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Las bobinas se disponen de forma que el CMA se aplica en la direccidon
perpendicular a las lineas del campo geomagnético (CGM), es decir en direccion este-
oeste, donde su componente horizontal posee valor nulo (Fig. 3.10). De esta forma, se

estandarizan los experimentos en relacion con la aplicacion del CMA.

\

Figura. 3.10.- Valor nulo del CGM, en la direccién este-oeste, en la que se
aplica el CMA. La medida se realiz6 con ayuda de un magnetometro
Fluxgate FGM - 4D2TN, Walker (sensibilidad de 0.01 mG).

La puesta a punto de una instalacién experimental, que satisface nuevas
exigencias experimentales, ha facilitado la realizacién de estudios usando campos
magnéticos de intensidades y frecuencias alin mas bajas. El sistema magnético,
formado por un par de bobinas Helmholtz, disefiado para estos fines (Fig. 3.11), y el
apantallamiento, que incluye la incorporacién de una camara de mumetal ( Ni =76.6% ,
Fe=14.7%,Cu =4.5% y Mo=23.3% ) dotada de cierre total, garantizan estas condiciones

(Fig. 3.12).

Figura 3.11- (1) camara de metacrilato donde se disponen los ganglios
sumergidos en solucién Ringer; (2) bobinas Helmholtz generadoras del
CMA; (3) terminal de fibra optica para enfocar la luz; y (4) camara de
mumetal para mejorar el apantallamiento magnético.
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Figura. 3.12.- Instalacion experimental formada por una céamara de
mumetal (1). Con esta configuracion se logra reducir la contaminacion
electromagnética ambiental. Los valores de las componentes continua y
variable del CM en el interior (0.24 y 0.14 uT) y el exterior (30.28 y 0.30 uT)
respectivamente, muestran que el grado de apantallamiento es mayor para
la componente estatica.

Finalmente con el objetivo de estudiar el efecto de la variacion de la temperatura
en condiciones de exposicién a campo magnético se monté la instalacion experimental
que se muestra en la Fig. 3.13. Los tres bloques fundamentales de la instalacion
experimental son: (A) fuente de corriente eléctrica que alimenta al electroiman; (B)
electroiman con nucleo de hierro que se usa para generar el campo magnético y (C)

sistema para el bombeo y control de temperatura de la solucién Ringer.

Figura. 3.13.- A: fuente de corriente eléctrica (GW). B: (1) camara de
metacrilato donde se disponen los ganglios sumergidos en solucién Ringer;
(2) termémetro que se sumerge en el Ringer para medir la temperatura del
bafio durante el experimento; (3) electroiman con nucleo de hierro (Oxford
Instruments); (4) jaula de Faraday. C: (1-2) termostato con controlador de
temperatura (Selecta); (3) depdsito de solucion Ringer; (4) bomba
peristaltica (Gilson); y (5) conductos por el que circula la solucién Ringer, a
temperatura controlada, hasta la camara de metacrilato.
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4.- RESULTADOS

4.1.- MODELO EXPERIMENTAL

El modelo experimental utilizado es idoneo para estos estudios, en primer lugar,
por la estabilidad de las neuronas puesta de manifiesto en los experimentos de larga
duracion, de hasta cerca de 6 horas, en los que la actividad electrofisiolégica neuronal
se ha mantenido en condiciones Optimas. Por otro lado, las neuronas de Helix aspersa
muestran respuestas constantes frente al CM aplicado. Es decir, un tipo determinado
de neurona muestra una actividad bioeléctrica en la que por su amplitud, frecuencia y
trazado se pueden reconocer, en experimentos repetidos en dias distintos, desde
especimenes diferentes. Estos parametros nos permiten identificar cada neurona,
asignandole un numero determinado, en funcion de su actividad espontanea y su
respuesta frente al CM ademas de por su posicion y tamano relativo. La morfologia vy,
relativamente gran tamano de las neuronas de Helix aspersa (entre 20 y 134 um)
facilitan la obtencion de registros electrofisiolégicos intracelulares en tiempo real. Son
neuronas monopolares, carentes de ramificaciones dendriticas. Los controles de
temperatura realizados en los experimentos muestran que la aplicacién del CMA, en
los rangos de frecuencia e intensidad estudiados, no induce modificaciones de la
temperatura (+ 1 °C) de la solucion Ringer. Es decir, los efectos inducidos por el CMA

aplicado hay que considerarlos de naturaleza no térmica.

4.2.- CRITERIOS DE IDENTIFICACION DE LAS NEURONAS

La posibilidad de reconocer una neurona determinada nos ha permitido repetir los
experimentos en especimenes diferentes. En la Figura 3.6, se muestra un mapa
esquematico de los ganglios, en el que se ha representado la localizacion aproximada

de las neuronas estudiadas.

Los criterios que se siguen para identificar una neurona en los ganglios
cerebroideos de Helix aspersa son los siguientes:
- Posicion relativa en el ganglio en relacién con las neuronas proximas.
- Tamano relativo respecto a las neuronas proximas.
- Color que adquiere una vez tefida con el colorante vital azul de metileno.

- Caracteristicas de la actividad neuronal espontdnea definida por los siguientes
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parametros: tipo de trazado, valor en milivoltios (mV) del potencial de membrana en
reposo (Vn); amplitud de los potenciales, en mV; amplitud de Ilas
hiperpolarizaciones, en mV; frecuencia de disparo, expresada en numero de
potenciales por minuto o segundo, registro de PEPS (potenciales excitadores
postsinapticos) y/o PIPS (potenciales inhibidores postsinapticos); caracteristicas

morfoldgicas de los potenciales en rafaga observados durante varios minutos.

Cuando se introduce un microelectrodo en una neurona, se induce un estimulo
mecanico que produce una respuesta bioeléctrica, dandonos la certeza de que el
microelectrodo se encuentra dentro del soma neuronal. De acuerdo con las
caracteristicas de disparo, las neuronas se clasifican en dos grandes grupos: neuronas
de actividad bioeléctrica continuada, que mantienen su actividad bioeléctrica durante
largo tiempo (registros control de hasta 6 horas de duracion sin renovar la solucion
Ringer), neuronas silenciosas, que mantienen su actividad bioeléctrica durante unos
segundos o minutos, tras los cuales, dejan de emitir potenciales bioeléctricos,

obteniéndose un registro plano en el valor de V,,.
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4.3.- MORFOLOGIA DE LAS NEURONAS DE HELIX ASPERSA
4.3.1.- METODO DE HEMATOXILINA - EOSINA

El método de Hematoxilina - Eosina nos permite distinguir la localizacién de las neuronas
(N) en la periferia de los ganglios, la disposicion de los axones (Ax) y de las fibras en el
neuropilo (np), los tamanos relativos de las distintas neuronas y las modificaciones que se
observan en su disposicion y numero relativo en secciones sucesivas de tejido, siguiendo el

eje anteroposterior de los ganglios (Fig. 4.1y Fig. 4.2).
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Figura 4.1.- Hematoxilina - Eosina 4X. Ha 46. N: neuronas. np: neuropilo. Ax:

Axones.
. | '
-, ¢ :
LY
o ~
b L]
=3
—ad e [
5 oAt leT, - B
.. s e’ y. ) P! 1".‘-."_ A . 'ﬂ‘.‘ ‘
e +%en £ 4 @
' . Nl 2 e s agtPwe? i .
Ay oretes @ ety i @ '
g { e | st At *yP ‘8
. '...'. ".. - ..v .' .
T, b s ..‘.". .. .' . .'
‘_1...... N PR R ’_o 5 np,
o S TR
y =y A g B Ry wiasi s
‘.. 2 .'." .‘."-' “ "l‘.." '.: L :.:N‘ ¥
s hel! ¥4 o y . :",.- DR P W
‘e A N0 v =
» e &
200 pm . ¢ oed

Figura 4.2.- Hematoxilina - Eosina 4X. Ha 46. N: neuronas. np: neuropilo.
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4.3.2.- MICROSCOPIA ELECTRONICA: ULTRAESTRUCTURA

El estudio ultraestructural muestra que las neuronas presentan un nucleo
voluminoso de forma redondeada u ovalada, con heterocromatina condensada en
pequenos grumos dispersos en toda su superficie. Su citoplasma se dispone de forma
concéntrica al nucleo, extendiéndose unicamente en la direccion del cono axoénico (Fig.
4.3).

Figura 4.3.- M.E. 1500X. Panoramica de un ganglio de Helix aspersa. Se
observan los nucleos de las neuronas (N1, N2, N3) mostrandose en esta
ultima el cono axénico. CG: célula glial.
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Los conos axoénicos se orientan hacia el neuropilo, de forma que los axones
provenientes de neuronas distintas se disponen en paralelo para formar gruesos
troncos nerviosos (Fig. 4.4a). En el interior de los axones se pueden observar
mitocondrias, microtibulos y vesiculas sinapticas, fundamentalmente vesiculas
pequenas y electronclaras de tipo colinérgico, junto con vesiculas de mayor tamano
electrondensas, con un pequefio halo claro por debajo de la membrana, que por su

morfologia asumimos de tipo peptidérgico (Fig. 4.4b).

Figura 4.4.- M.E. a) 4000X. Corte transversal de un tronco nervioso con
axones (Ax) de diversos calibres. Obsérvese nucleo de una célula glial (CG)
y como las prolongaciones citoplasmaticas se extienden rodeando a los
axones. b) 50.000X. Grupo de axones (Ax), uno de ellos de tipo mixto
presentando vesiculas de tipo colinérgico (—») y peptidérgico (—>). mt:
mitocondria.
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En el citoplasma neuronal, observamos una disposicién tipica de los organulos
celulares: mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, reticulo endoplasmatico granular
y dictiosomas de Golgi (Fig. 4.5a), siendo muy notable la presencia de abundantes

lisosomas y cuerpos residuales (Fig. 4.5b).

Figura 4.5.- M.E. a) 40.000X. Detalle de la disposicion de los organulos
neuronales. Obsérvese la relacion funcional reticulo endoplasmatico
granular (REG) - Aparato de Golgi (AG). VS: vesiculas de secrecion. RL:
reticulo liso. Li: lisosoma. b) 5000X. Panoramica de una neurona en la que
se observan grandes lisosomas (Li). Nétese las invaginaciones de la
membrana plasmatica (=—>). N: nucleo de neurona. CG: célula glial.
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Los ganglios cerebroideos de moluscos no se encuentran vascularizados, por lo
que el transporte de metabolitos se realiza a través de la lamina basal de los ganglios
y de la capa interna de tejido conectivo que encapsula el conjunto de la masa
ganglionar. En el interior de los ganglios, las neuronas, especialmente las mas
grandes, estan aisladas entre si y con respecto a la ldmina basal, mediante células de
glia (Fig. 4.6a).

Figura 4.6.- M.E. a) 3000X. Relacién entre las células gliales y las neuronas.
Obsérvese como una sola célula glial (CG) contacta a la vez con cuatro
neuronas (N1 - N4). b) 3000X. Las prolongaciones de las células gliales
(CG) se disponen formando una superposicion de finas membranas (—p ).
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Hemos reconocido dos tipos de células de glia:

1. El primer tipo, son las células que establecen contacto de forma directa con el soma
de las neuronas (Fig. 4.6b). Los nulcleos de estas células presentan formas
triangulares o alargadas (Fig. 4.6a), la heterocromatina se dispone en grumos
dispersos en el interior del nucleo, formando una estrecha franja de cromatina
marginal. El citoplasma de estas células se extiende en finas prolongaciones
citoplasmaticas, que se disponen rodeando al soma neuronal en una estructura
caracteristica denominada tropospongia (Fig. 4.7a y Fig. 4.7b). Las prolongaciones
de estas células gliales pueden recubrir las invaginaciones que se producen en la

membrana plasmatica neuronal adosandose a ella (Fig. 4.7c¢).

2. El segundo tipo de células de glia se dispone penetrando por los intersticios
axonales. Estas células presentan nucleos alargados con heterocromatina marginal.
Su citoplasma se extiende en largas prolongaciones que se ramifican para llegar
hasta el interior del tronco nervioso y rodear a grupos de axones. Estos procesos
citoplasmaticos presentan elevada electrondensidad y en ellos distinguimos

abundantes granulos electrondensos (Fig. 4.5a).

invaginaciones membrana SOMamelona
(tropospongia)

endotelio
capsula externa

células de glia —Fg=2= N

células de glia |- ?

capsula interna

lamina basal __'

neuropilo

axones

Figura 4.7a.- Esquema que muestra invaginaciones de la membrana
plasmatica neuronal. Las imagenes de microscopia electronica muestran
con frecuencia expansiones de las células de glia que penetran en las
mismas formando la estructura definida como tropospongia.
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Figura 4.7.- M.E. b) 8000X. Caracteristicas morfoldgicas de la célula glial.
Nucleo con cromatina marginal, escaso citoplasma perinuclear y largas
prolongaciones (—»). N: neurona. Li: lisosoma. c) 25.000X. Estrecha
aposicién de las prolongaciones membranosas de las células gliales sobre
las invaginaciones de la membrana plasmatica (=>). REG: reticulo
endoplasmatico granular. Li: lisosoma.

En la Fig. 4.8 la reaccion positiva de la conexina 26 se observa en puntos discretos,
periféricos en el soma neuronal, que podrian corresponderse con expansiones de glia
que penetran en las invaginaciones de la membrana de la neurona, es decir en la
tropospongia (T). La positividad se produce en las células de glia (CG), no en las
neuronas (N). En el neuropilo (np) se observan finas fibras positivas que se pueden

considerar expansiones de las células de glia positivas.

En la Fig. 4.9 se representa la reaccién positiva para los canales idnicos de tipo
SK2. Se observa la reaccion positiva en puntos discretos, periféricos en el soma
neuronal, que podrian corresponderse con la tropospongia (T). Se podria interpretar
que la reaccion positiva, muy tenue, se produce en las células de glia (CG).

Obsérvese reaccion positiva en el neuropilo (np).
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Figura 4.8- EnVision® 40X. Ha 46 (conexina 26). CMA de frecuencia 1.8
GHz, potencia de 520 mW, y SAR de 1.75x10™ W/Kg). N: neurona. np:
neuropilo. CG: célula glial. T: tropospongia.

]

Figura 4.9.- EnVision® 40X. Ha 46 (SK2). CMA de 1mT, frecuencia de 4 Hz
y tiempo de aplicacion 30 minutos. N: neurona. np: neuropilo. CG: célula
glial. T: tropospongia.
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En la periferia de los ganglios, por debajo de la lamina basal, se encuentran las
denominadas células globulares. Estas células presentan nucleos poligonales muy
cromaticos totalmente excéntricos (Fig. 4.10a). De forma caracteristica, en el
citoplasma de estas células se aprecia una elevada electrodensidad, abundante
reticulo endoplasmatico granular (REG) (Fig. 4.10b). A través de estas células tiene
lugar el transporte de metabolitos, entre la hemolinfa y el tejido nervioso, posiblemente

mediado por vesiculas endociticas 6 fagociticas (Fig. 4.10c).

Figura 4.10.- M.E. a) 3000X. Célula globular mostrando el nucleo (n) en
posicion excéntrica. b) 25.000X. Detalle de una célula globular. Nétese la
elevada electrondensidad del citoplasma. REG: reticulo endoplasmatico
granular. c) 40.000X. Formacion de vesiculas endo/fagociticas en una célula
globular.
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4.3.3.- CARACTERIZACION DE CANALES IONICOS POR INMUNOCITOQUIMIA

Los resultados de inmunocitoquimia para los diferentes canales idnicos estudiados
los expresamos como el porcentaje de neuronas que han dado reaccion positiva frente
a un antisuero determinado. La positividad indica que la neurona expresa la proteina
especifica en estudio. Aproximadamente el 100% de las neuronas son positivas para
los canales de Na* operados por voltaje y para los canales de K* operados por voltaje
de rectificacion retardada. La expresién de los canales de Ca?* operados por voltaje
disminuye a un 4.6% para los canales tipo P/Q y al 9.5% para los canales tipo N. Los
canales de Ca®" tipo L se expresan en el 56% de las neuronas. Con respecto a los
canales de K* activados por el Ca®" intracelular los canales de pequefia conductancia
tipo SK2 estan representados en el 88% de las neuronas, mientras que los canales de
alta conductancia tipo BKc, se han observado en el 93.6% de las neuronas. Para cada
antisuero se ha observado un tipo de reaccion diferente. La reaccién para los canales
de Na* se observa en el seno del citoplasma de las neuronas (Fig. 4.11a). En la Fig.
4.11b se observa una marcada reaccion en el neuropilo (np) y en neuronas de

pequefio tamario (n).

Figura 4.11.- EnVisiéon®. a) 40X. Ha 40 (2 Hz, 1 mT, 15 min.). Los canales
de sodio se expresan en el 100% de las neuronas. La reaccién positiva se
observa en el seno del citoplasma. b) 20X. Ha 46 (4 Hz, 1 mT, 30 min.). Se
observa alta densidad de reaccion positiva en el neuropilo (np).
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La positividad para los canales de calcio tipo N se observa en localizaciones

precisas de la membrana de las neuronas de gran tamafio (Fig. 4.12a). En la Fig.

4.12b se observa una reaccion intensa en neuronas pequefas (n).

Figura 4.12.- EnVision®. a) 20X. Ha 46 (4 Hz, 1 mT, 30 min.). Canales de
ca® operados por voltaje tipo N se expresan en el 9.5% de las neuronas.
Se observa reaccion positiva en neuronas y neuropilo. b) 20X. Ha 46 (4 Hz,
1 mT, 30 min.). Alta intensidad de reaccién en neuronas pequefas (n).

La disposiciéon de los canales de calcio tipo P/Q se observa asimismo en
localizaciones concretas de la membrana (Fig. 4.13a). En la Fig. 4.13b se observa
positividad en el cono axoénico de neuronas de mayor tamafo y una alta reaccion

positiva para neuronas pequefas.

Figura 4.13.- EnVision®. a) 40X. Ha 28 (217 Hz, 0.01 mT, 15 min.). Canales
de Ca* operados por voltaje tipo P/Q. Se expresan en el 4.6% de las
neuronas. Se localizan especificamente en neuronas. b) 40x. Ha 20 (8.3 Hz,
0.1 G, 15 min.). Alta expresion en neuronas de pequefio tamafo (n).
Positividad en el cono axénico (—s) de las neuronas de mayor tamario (N).
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Los canales de calcio dependiente de voltaje de tipo L se localizan de forma homogénea
en el citoplasma de las neuronas (Fig. 4.14a) y de forma intensa y mas especifica en el

nucleo de algunas de ellas (Fig. 4.14b).
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Figura 4.14.- EnVision®. a) 20X. Ha 94 (50 Hz, 1 mT, 60 min.). Canales de
calcio operados por voltaje de tipo L. Se expresan en el 56% de las
neuronas. Se observa reaccion positiva distribuida en el citoplasma de la
neurona (N). b) 40X. Ha 91 (50 Hz, 1 mT, 15 min.). Se observa positividad
en el neuropilo (np) y en el nucleo de las neuronas.

En el caso de los canales de K* de rectificacion retardada la reaccion se observa
en el seno del citoplasma y en el neuropilo (Fig. 4.15a). En la Fig. 4.15b se observa

positividad en zonas especificas de las neuronas.

Figura 4.15.- EnVision®. a) 40X. Ha 46 (4 Hz, 1 mT, 30 min.). Canales de
K" activados por voltaje de rectificacion retardada. Se expresan en el 100%
de las neuronas. Se localizan en las neuronas y el neuropilo. b) 40X. Ha 46
(4 Hz, 1 mT, 30 min.). La positividad se observa en zonas especificas de las
neuronas (n, N).
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El mismo tipo de reaccion se observa para los canales de K* tipo SK2, la reaccion
consiste en un fino punteado que requiere para su observacion grandes aumentos (Fig.

16a). En la Fig. 4.16b se muestra positividad en zonas especificas de las neuronas y

en el neuropilo.

Figura 4.16.- EnVision®. a) 40X. Ha 32 (50Hz, 0.01 mT, 60 min.). Canales
de K" dependientes de Ca“" intracelular de pequefia conductancia, SK2. Se
expresan en el 88% de las neuronas. Se observa una alta densidad en
neuronas (N) y neuropilo (np). b) 40X. Ha 8 (control, 15 min.). Se observa
positividad en zonas especificas de las neuronas (N) y el neuropilo (np).

En el caso de los canales de potasio tipo BKc, su localizacion es asimismo difusa en
el seno del citoplasma y destaca la positividad observada en el nucleo (Fig. 17a). En la Fig.
4.17b se observa reaccion positiva en el neuropilo y una alta expresién en neuronas de

pequefio tamario.

Figura 4.17.- EnVisi6n®. a) 40X. Ha 20 (8.3 Hz, 0.01 mT, 15 min.). Canales
de K' dependientes de Ca?" intracelular de alta conductancia, BK¢,. Se
expresan en el 93.6% de las neuronas. Se observa reaccion positiva en el
nucleo. b) 40X. Ha 32 (50 Hz, 0.01 mT, 60 min.). Se observa positividad en
el neuropilo (np) y una alta densidad de reaccién en neuronas pequefas (n).
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Para todos los antisueros testados las neuronas de tamafo pequefio muestran alta
densidad de reaccién en el seno del citoplasma (Figs. 4.11b, 4.12b, 4.13b, 4.15b y 4.17b).

En la Fig. 4.18 se observa una seccion panoramica de la zona del tejido en la que se
han estudiado los canales i6nicos por inmunocitoquimia en cortes seriados. Esta imagen
se ha tomado de un trabajo paralelo en el que se ha estudiado la expresion de la conexina
26 en neuronas y células de glia y la utilizamos para reconocer las estructuras y
localizacion especifica de las neuronas en el estudio de localizacion de canales realizado

en cortes seriados de tejido.
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Figura 4.18.- EnVision® 4X. Reaccién de inmunocitoquimia para
caracterizar la expresion de la conexina 26. V: ganglio visceral. PI: parietal
izquierdo. PD: parietal derecho. Las neuronas se reconocen por la
numeracion.
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Hemos centrado la atencion en un grupo de neuronas del ganglio parietal derecho. En
el caso de la neurona F1 se puede ver que expresan todos los tipos de canales
estudiados (Figs. 4.19 - 4.23). En el caso de otras neuronas la expresion de canales es
diferencial. En las neuronas F2 y F34 se expresan los canales de Na*, K" y Ca®'L. En las
neuronas F53 y F54 se expresan los canales Na®, K, Ca®'L, SK2 y BKca. En la neurona
F26 se expresan los canales de Na*, K*, Ca*N y Ca®'L. En la neurona F77 se expresan
los canales de K*, Ca®'L y BKc,. En las neuronas n1 se expresan los canales de Na*y K*

y en las neuronas n2 se expresan los canales de Na*, K" y Ca*'N (Figs. 4.19 - 4.23). Se
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observa que esta técnica nos ha permitido definir para una neurona determinada los tipos
de canales que expresa, y su localizacion topografica en la morfologia neuronal. La
caracterizacion de la densidad relativa requiere otro tipo de metodologia. Consideramos
que estos tres parametros junto con las propiedades intrinsecas de activaciéon -
desactivacion de los canales idnicos podrian explicar la frecuencia caracteristica de cada
tipo de neurona y los cambios inducidos en la misma, sometida a condiciones

experimentales controladas.

Figura 4.19- EnVision® 10X. Canales de Na* operados por voltaje.
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Figura 4.20.- EnVision® 10X. a) Canales de Ca?* operados por voltaje tipo
N. b) Canales de Ca?* operados por voltaje tipo P/Q.
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Figura 4.21.- EnVision® 4X. Canales de calcio operados por voltaje de tipo L.
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Figura 4.22.- EnVision® 10X. Canales de K' operados por voltaje de
rectificacion retardada.

Figura 4.23.- EnVision® 10X. a) Canales de K dependientes de Ca®*
intracelular de pequefia conductancia (SK2). b) Canales de K" dependientes
de Ca®" intracelular de alta conductancia (BKc,).
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4.4.- ESTUDIO DE LA MODIFICACIQN DE LA ACTIVIDAD BIOELECTRICA
NEURONAL CON EL CAMPO MAGNETICO APLICADO

Del total de las neuronas estudiadas, el 82% son magnetosensibles, de las que un
50% presenta respuestas de inhibicion y un 20% de estimulacion. Respuestas mas
complejas se registran en un 12% de las neuronas magnetosensibles, en las que se
observan conjuntamente efectos bifasicos de estimulacion e inhibicién. El 18% de las
neuronas estudiadas no responden al campo magnético aplicado, al menos en el

tiempo de duracion habitual de nuestros experimentos.

Los potenciales estaticos en el tiempo no generan transmisién de informacioén en
el Sistema Nervioso (SN). Es necesario que estas diferencias de potencial cambien en
el espacio y tiempo, de forma que puedan trasmitirse a lo largo de toda la membrana
neuronal. Estos cambios de potencial espacio - temporales se denominan potenciales

de accidn y son las verdaderas unidades de transmisién de la informacién del SN.

La actividad bioeléctrica de una neurona bajo exposicion a un campo magnético
en el rango de frecuencias extremadamente bajas y de baja intensidad se puede
registrar como una disminucion o aumento en la frecuencia de los potenciales
bioeléctricos y en algunos casos, ademas, por modificaciones en la amplitud y

morfologia de los mismos.

Los experimentos realizados se han organizado por bloques asignando a cada
uno condiciones experimentales diferentes. Se han llevado a cabo exposiciones para
un rango de frecuencias del campo magnético de 0.1 a 217 Hz, intensidades entre 0.2
uT y 2 mT y tiempos de exposicion de 1, 3 y 10 minutos. En todos los experimentos la

forma de onda usada fue la sinusoidal.
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4.4.1.- BLOQUE 1. ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN
CMA DE INTENSIDAD CONSTANTE Y FRECUENCIA VARIABLE EN EL RANGO
DEL EEG HUMANO

El primer bloque de experimentos se realizé con la finalidad de estudiar las
respuestas de las neuronas a un CMA de intensidad constante, de 1 mT, y frecuencia
variable en el rango que ha sido definido como tipico de la actividad ritmica de la corteza
en humanos (0.1 a 80 Hz). En este intervalo se destacan las ondas Delta (5, 1 - 4 Hz),

Theta (8, 5 - 7 Hz), Fusiformes (7 - 14 Hz), Alfa (o, 8 - 12 Hz), Mu (u, 12 - 18), Beta (B,
15-30) y Gamma (y, 30 - 80 Hz). El tiempo de exposicion fue de 1 minuto.
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En las neuronas estudiadas, los resultados muestran una amplia variedad de
respuestas en frecuencia. En la Fig. 4.24 se muestra la modificacion de la actividad
bioeléctrica de la neurona V4, del ganglio visceral bajo exposicion a CMA de
frecuencia en el rango de 1 a 80 Hz. La neurona responde de forma inmediata al CMA
aplicado con un aumento en la frecuencia de disparo. La frecuencia de los potenciales
continia aumentando a medida que se incrementa la frecuencia del CMA alcanzando
un valor maximo de 0.7 pot./s en el rango de 10 a 40 Hz. Para valores de frecuencia
del CMA de 50, 60 y 70 Hz se observa un ligero descenso de la frecuencia y con
exposicion a 80 Hz una recuperacioén. Finalmente, al disminuir la frecuencia del CMA

la frecuencia de la neurona disminuye bruscamente.
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Figura 4.24.- Neurona V4, CMA de 1mT y frecuencia variable en el rango
de 0.1 a 80 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 1 minuto.
Registro a) actividad espontanea, f, = 0.5 pot./s. Registros (b - g) la
frecuencia de los potenciales aumenta continuamente con el incremento de
la frecuencia del CMA. Registro h) la frecuencia de los potenciales
experimenta una ligera disminucién para valores de frecuencia del campo
de 50 a 70 Hz. Registro i) la frecuencia de la neurona disminuye
bruscamente al disminuir la frecuencia del campo aplicado. Los registros
donde se aplica CM son continuos. La duracién del experimento fue de 42
minutos.
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En la Fig. 4.25 se muestra la evolucion de la actividad bioeléctrica de la neurona
V9 del ganglio visceral mediante una representacion grafica. Se representa la
modificacion de la frecuencia de los potenciales bioeléctricos en funcion de la
frecuencia del CMA en el tiempo de desarrollo del experimento. Puede observarse la
respuesta inmediata de la neurona al CMA aplicado con disminucion de su frecuencia
de disparo, a partir del momento en que comienza la aplicacion del CMA. La
frecuencia de la actividad bioeléctrica disminuye de forma continuada con el
incremento de la frecuencia del campo aplicado. A los 24 minutos, bajo exposicion a

CMA de 80 Hz, la neurona queda practicamente inhibida.
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Figura 4.25.- Neurona V9. Se representa la variacion de la frecuencia de
disparo, f, (#) expresada en (pot./s), en funcién de la frecuencia del campo
magnético aplicado, f.,, (o) expresada en Hz y en el tiempo de duracién del
experimento. La actividad espontanea es f, = 1.1 pot./s. La neurona se
expuso a un campo magnético de 1mT de frecuencia variable en el rango
de 0.1 a 80 Hz. Cada valor de f,, se aplicé durante 1min. Se observa la
disminucién de la frecuencia de disparo, a partir del momento en que se
inicia la aplicacion del CMA. A los 25 minutos la neurona queda
practicamente inhibida. La duracién del experimento fue de 24 minutos.
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En la Fig. 4.26 se muestra la actividad de la neurona D1, observandose una
respuesta de reclutamiento bajo CMA de 10 Hz. El reclutamiento se caracteriza por un
cambio de ritmo en la frecuencia de los potenciales. La actividad bioeléctrica
continuada se hace discontinua en rafagas de un cierto nimero de potenciales que va
disminuyendo con el incremento de la frecuencia del CMA. Para 10, 15, 20 y 30 Hz el
numero de potenciales en cada rafaga es de 25, 14, 4 y 2 respectivamente. Los

potenciales de accion de las rafagas mantienen la misma amplitud.
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Figura 4.26.- Neurona D1, CMA de 1mT y frecuencia variable en el rango
de 10 a 30 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 1 minuto.
Registro a) actividad espontanea, fy= 3.8 pot./s. Registros b) y ¢) la amplitud
de los potenciales aumenta ( = 10%), se induce actividad de reclutamiento
para valores de frecuencia del CMA de 10 y 15 Hz. Registro d) continua la
actividad de reclutamiento con disminucion de la frecuencia de los
potenciales, para valores de frecuencia del campo de 20 y 30 Hz. Los
registros donde se aplica CM son continuos. La duracién del experimento
fue de 3.5 minutos.
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En la Fig. 4.27 se muestra la actividad de la neurona F1 del ganglio parietal
derecho. Para valores de frecuencia del CMA de 8, 10 y 15 Hz se induce actividad de
reclutamiento, la amplitud de los potenciales decrece continuamente, a partir del CMA
de 4 Hz, hasta que la actividad de la neurona queda completamente inhibida para el
CMA de 15 Hz. La actividad de reclutamiento se caracteriza por rafagas de potenciales
de numero variable. Se observa variacién de la amplitud de los potenciales: los de
gran amplitud quedan delimitados entre potenciales iniciales y finales de baja amplitud.
En las Figuras 4.26 y 4.27 se observan cambios bruscos en la actividad de las

neuronas para valores determinados de frecuencia del campo magnético aplicado.
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Figura 4.27.- Neurona F1, CMA de 1mT vy frecuencia variable en el rango
de 4 a 15 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 1 minuto. Registro
a) actividad espontanea, f, = 2.5 pot./s. Registros (b - f) la frecuencia y
amplitud de los potenciales disminuyen continuamente hasta que la
actividad de la neurona queda completamente inhibida. Registros d), e) y f)
se induce actividad de reclutamiento para valores de frecuencia del CMA de
8, 10 y 15 Hz. Los registros donde se aplica CM son continuos. La duracion
del experimento fue de 6 minutos.
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En la Fig. 4.28 se muestra la evolucion de la actividad bioeléctrica de la neurona
F1 del ganglio visceral mediante una representacién grafica. Se representa la
modificacion de la frecuencia de los potenciales bioeléctricos en funcion de la
frecuencia del CMA en el tiempo de desarrollo del experimento. Puede observarse la
respuesta inmediata de la neurona al CMA aplicado con disminucion de su frecuencia
de disparo, a partir del momento en que comienza la aplicacion del CMA. La
frecuencia de la actividad bioeléctrica disminuye de forma continuada con el
incremento de la frecuencia del campo aplicado. La respuesta maxima se observa
para valores de frecuencia del CMA por encima de los 7 Hz. A los 21 minutos la

neurona queda practicamente inhibida.
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Figura 4.28.- Neurona F1. Se representa la variacion de la frecuencia de
disparo, f, (#) expresada en (pot./s), en funcién de la frecuencia del campo
magnético aplicado, f, (a) expresada en Hz y en el tiempo de duracién del
experimento. La actividad espontanea es fy = 2.5 pot./s. Se aplica un campo
magnético de 1mT de frecuencia variable en el rango de 0.1 a 20 Hz. Cada
valor de f,, se aplico durante 1min. Se observa que la neurona responde de
forma inmediata al CM aplicado con una disminucién en la frecuencia de
disparo de los potenciales. La respuesta maxima se observa para valores
de f, a partir de 7 Hz. A los 21 minutos y para f,, igual a 20 Hz la actividad
de la neurona queda practicamente inhibida. La duracion del experimento
fue de 21 minutos.

En la Fig. 4.29 se muestra la actividad de la neurona V3, del ganglio visceral. La
neurona responde de forma inmediata al campo magnético con un aumento progresivo
y brusco de la frecuencia y amplitud de los potenciales que recuerdan un proceso de

reclutamiento (Fig. 4.27). La actividad registrada es irregular pues se suceden
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pena destacar que se suceden secuencias de inhibicion - activacion con u

frecuencia de los potenciales, registros b - ¢, d y g. La activacion se manifiest

aumento progresivo de la amplitud y frecuencia de los potenciales, registros ¢
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Figura 4.29.- Neurona V3, CMA de 1mT y frecuencia variable en el rango
de 0.1 a 10 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 1 minuto.
Registros (a - b) actividad espontanea, f, = 0.8 pot./s. Registro c¢) la neurona
se encuentra practicamente inhibida y responde de forma inmediata al
campo magnético con un aumento progresivo de la frecuencia y amplitud de
los potenciales. Registros (d - e), disminucion de frecuencia y amplitud bajo
exposicion a CMA de 2 y 3 Hz. Queda completamente inhibida para 4 Hz.
Registro f) la neurona se encuentra inhibida y responde al campo magnético
de 5y 6 Hz con un aumento en la frecuencia y amplitud de los potenciales.
En los registros (g - h), bajo CMA de 7 y 8 Hz se observa tendencia a repetir
el ciclo inactivacion - activacion. Registro i) la neurona es completamente
inhibida para 10 Hz. Los registros donde se aplica CM son continuos. La
duracién del experimento fue de 18 minutos.

72




RESULTADOS

En la Figura 4.30 se muestra la actividad de la neurona D4, del ganglio parietal
izquierdo. La neurona responde a una frecuencia del CMA de 4 Hz, coincidente con su
frecuencia espontanea, aumentando la frecuencia y amplitud de los potenciales. El
aspecto global del registro, aunque menos pronunciado, es semejante al observado en
el experimento de la Fig. 4.29 para 0.1 y 5 Hz. En ambos experimentos estos efectos
se observan para valores de frecuencias de campo que son comparables con las
frecuencias tipicas de la actividad espontanea de las neuronas. Para una frecuencia

del CMA de 5 Hz la amplitud de los potenciales recupera su valor inicial de 22.8 mV y

la frecuencia de los potenciales disminuye.
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Figura 4.30.- Neurona D4, CMA de 1 mT y frecuencia variable en el rango
de 4 a 5 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 1 minuto. Registros
(a - b) actividad espontanea, f, = 4 pot./s. Registro c) bajo exposicién a un
CMA de frecuencia 4 Hz la amplitud de los potenciales bioeléctricos se
incrementa aproximadamente en un 30% y la frecuencia alcanza el valor de
5.6 pot./s. Registro f) bajo exposiciéon a un CMA de frecuencia 5 Hz la
amplitud de los potenciales recupera su valor inicial de 45.8 mV vy la
frecuencia disminuye a 4.6 pot./s. Los registros donde se aplica CM son
continuos. La duracién del experimento fue de 3 minutos.
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Estos experimentos ponen de manifiesto la elevada sensibilidad de las neuronas
que responden inmediatamente al CMA de baja frecuencia e intensidad aplicado. Es
de destacar la existencia de frecuencias del CMA para las cuales la respuesta
neuronal es maxima, y el hecho de que cuando la frecuencia del CMA aplicado es
comparable con la frecuencia tipica de la actividad espontanea de las neuronas se

inducen efectos notables.

4.4.2.- BLOQUE 2. ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN
CMA DE INTENSIDAD VARIABLE Y FRECUENCIA CONSTANTE E IGUAL A LA DE
LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA NEURONA

Partiendo de los resultados mostrados se diseid un segundo bloque de
experimentos en los cuales la frecuencia del campo magnético a aplicar, quedd
definida en funcién de la frecuencia tipica de la actividad espontanea de las neuronas
que se encuentra comprendida entre 0.1 y 5 Hz. La intensidad se vario entre 0.2 y 2
mT y el tiempo de exposicion utilizado fue de 3 min. La frecuencia del CMA se
mantuvo fija y se modificd la intensidad con el fin de determinar los patrones de

respuesta y la sensibilidad de las neuronas bajo estas condiciones.
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En la Fig. 4.31 se muestra mediante una representaciéon grafica la actividad de la
neurona D3, del ganglio parietal izquierdo. Se representa la modificacion de la
frecuencia de los potenciales bioeléctricos en funcion de la induccion magnética
aplicada en el tiempo de desarrollo del experimento. Se observa que la neurona
responde de forma inmediata a un campo magnético de 4 Hz y 0.27 mT. La respuesta
es bifasica con una disminucién de la frecuencia de disparo, seguida de un aumento
de la misma para 0.48 mT. Para valores de 1.37 mT la neurona recupera el valor de su

frecuencia caracteristica. Se observa reversibilidad del efecto inducido.
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Figura 4.31.- Neurona D3. Se representa la variaciéon de la frecuencia de
disparo, f, (¢#) expresada en (pot./s), en funcion de la induccion magnética
aplicada, B, (A) expresada en mT y en el tiempo de duracion del
experimento. La actividad espontanea es fy = 4.2 pot./s. Se aplica un campo
magnético de frecuencia 4 Hz e intensidad en el rango de 0.2 a 1.35 mT.
Cada valor de B se aplicé durante 3 min. Se observa que la neurona
responde de forma inmediata a un campo magnético de 0.27 mT con una
disminucion en la frecuencia de disparo, seguida de un aumento de la
misma para 0.48 mT. Con CMA de 1.37 mT la neurona recupera el valor de
su frecuencia caracteristica. La duracién del experimento fue de 18 minutos.

75




RESULTADOS

En la Fig. 4.32 se muestra la actividad de la neurona V3, del ganglio visceral. Se
observa el subito incremento de la frecuencia de disparo hasta 2.6 pot./s cuando se
inicia la aplicacién del CMA. La respuesta es bifasica, a continuacion se produce una
disminucién de frecuencia que alcanza 0.6 pot./s bajo CMA de 0.8 mT. Aunque B se
aumenta a 1.2 y 1.64 mT la neurona recupera la frecuencia inicial (reversibilidad del

efecto inducido) y para 1.95 mT queda practicamente inhibida.
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Figura 4.32.- Neurona V3. Se representa la variaciéon de la frecuencia de
disparo, f, (#) expresada en (pot./s), en funcion de la induccion magnética
aplicada, B, (a) expresada en mT y en el tiempo de duracién del
experimento. La actividad espontanea es f, = 0.8 pot./s. Se aplica un campo
magnético de frecuencia 1 Hz e intensidad en el rango de 0.2 a 1.95 mT.
Cada valor de B se aplico durante 3min. Se observa un aumento de la
frecuencia de disparo de la neurona hasta 2.6 pot./s cuando se inicia la
aplicacion del CMA. A continuacion se produce una inhibicién que alcanza
0.6 pot./s para 0.8 mT, para 1.2y 1.64 mT la neurona recupera su actividad
inicial y para 1.95 mT queda practicamente inhibida. La duracion del
experimento fue de 22 minutos.
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En la Fig. 4.33 se muestra la actividad de la neurona D4 del ganglio parietal
izquierdo. Se induce actividad de reclutamiento para un campo magnético de
intensidad 0.2 mT y frecuencia 4 Hz, que culmina con inhibicion total de la neurona en
1 minuto de exposicion. El tipo de respuesta inducida es similar al mostrado por la
neurona D1 (Fig. 4.26).

En la Fig. 4.34 se muestra la actividad de la neurona D3 del ganglio parietal
izquierdo. Para una frecuencia del CMA aplicado de 4 Hz e intensidad de 0.88 mT, se
observa disminucion de la frecuencia seguida de un brusco aumento de la misma y
una disminucién igualmente brusca de la amplitud de los potenciales. Para una
intensidad de campo magnético de 1.22 mT la frecuencia continua disminuyendo al

igual que la amplitud de los potenciales.

En la Fig. 4.35 se muestra la actividad de la neurona F5 del ganglio parietal
derecho. Se suceden fases de disminucion y aumento de la amplitud de los
potenciales en el rango de intensidades de 0.27 a 1.61 mT. En los registros (k - ) se
observa una actividad de reclutamiento con incrementos bruscos de amplitud
(alrededor del 140%) y frecuencia seguidos de disminuciones de ambos parametros
llegandose a observar intervalos silenciosos. Registros (m - r) se inicia la disminucion
de la intensidad del campo y con ésta disminuye la amplitud de los potenciales hasta

que la neurona es completamente inhibida para 0.46 mT.
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Figura 4.33.- Neurona D4, frecuencia de CMA de 4 Hz e intensidad de 0.2
mT aplicado durante 3 minutos. Registro (a - b) actividad espontanea (f, = 4
pot./s). Registro (c - d) bajo exposicion a una intensidad de campo de 0.2
mT se induce actividad de reclutamiento. Registro e) la neurona es
completamente inhibida. Los registros donde se aplica CM son continuos La
duracién del experimento fue de 5 minutos.
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Figura 4.34.- Neurona D3, frecuencia de CMA de 4 Hz e intensidad variable
en el rango de 0.88 a 1.22 mT, cada valor de intensidad se aplica durante 3
minutos. Registro (a - b) actividad espontanea f, = 4.2 pot./s. Registro (c - d)
bajo exposicion a una intensidad de campo de 0.88 mT, se observa a los
2°45"" minutos disminucién de la frecuencia seguida de un brusco aumento
de la misma y disminucién en la amplitud de los potenciales. Registro e)
bajo exposicion a una intensidad de campo de 1.22 mT la frecuencia
continia disminuyendo al igual que la amplitud de los potenciales. Los
registros donde se aplica CM son continuos. La duracién del experimento
fue de 7 minutos.

79




RESULTADOS

7.2 mV L
4s
a)
| |
b) 1
| 1027 m
| I
c)
[ il ettt
d) |
0.27 mT!} 10.65 mT
e) | | | I | | |
0.65 mT}
I | | mh 1 | I
M. 14 mT : . ; ,
Q) '
1.14mT 1} 1.1 mT

) sttt oA tlatitiol L tssas A ettt ittt sttt ettt A AL b L
i)

Vil mld 12.14mT
[l | | I

)

o LI

214 mT |

1)

11.86 mT

m)
1.86 mT4

n

)11 28 mT

g))
1.28 mT4 10.84 mT

o)

p)WWMM&WMMWWMW

0.84 mT} 10.46 mT
il

q)n.u_.n..] T TPRC T [T I A T W 1] BPRPTIE PR T I P T TP PO I LTI T TR S

0.46 mT}

)

Figura 4.35.- Neurona F5, frecuencia de CMA de 2 Hz e intensidad variable
en el rango de 0.27 a 2.14 mT y disminucién hasta 0.46 mT, cada valor de
intensidad se aplica durante 3 minutos. Registro (a - b) actividad
espontanea f, = 2 pot./s. Registro (c - j) se suceden intervalos de
disminucién y aumento de la amplitud de los potenciales en el rango de 0.27
a 1.61 mT. Registro (k - 1) se observan incrementos bruscos de amplitud y
frecuencia seguidos de disminuciones de ambos parametros llegandose a
observar intervalos silenciosos. Registros (m - r) se inicia la disminucion de
la intensidad del campo y con ésta disminuye la amplitud de los potenciales
hasta que la neurona queda completamente inhibida para 0.46 mT. Los
registros donde se aplica CM son continuos. La duracion del experimento
fue de 38 minutos.
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En los experimentos mostrados en los que varia la frecuencia y la intensidad del
campo magnético los patrones de respuesta para las neuronas estudiadas son
similares. Se observo que las neuronas muestran mayor sensibilidad a los cambios de
frecuencia que a la modificaciéon de la intensidad del CMA aplicado. Es notable la
observacién de modificacion simultanea de frecuencia y amplitud de los potenciales
para frecuencias del campo magnético comparable con la frecuencia tipica de la

actividad espontanea de las neuronas.

4.4.3.- BLOQUE 3. ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN
CMA DE INTENSIDAD CONSTANTE Y VARIACION CRECIENTE DE LA
FRECUENCIA EN EL RANGO DE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA

En este bloque se mantuvo una intensidad constante de 1 mT, la frecuencia se

vario de forma creciente entre 0.5 y 8 Hz con tiempo de exposicion de 3 min.

En la Fig. 4.36 se muestra la actividad de la neurona V14 del ganglio visceral bajo
la accién de un campo magnético de 1 mT y frecuencia de 0.5 Hz aplicada durante 3
minutos. Se observa disminucién de la amplitud de los potenciales de forma
espontanea, que es acentuada una vez que se inicia la aplicacion del campo
magnético. La frecuencia bajo accién del CMA disminuye y se induce actividad de
reclutamiento. Una vez aplicado el campo, la disminucion de frecuencia y amplitud

ocurren de forma simultanea hasta que la neurona queda completamente inhibida.

81



RESULTADOS

7.2 mVl_
4s

.

o f
e :
| /. / / / 05H2/

Figura 4.36.- Neurona V14, CMA de 1 mT y frecuencia de 0.5 Hz, aplicada
durante 3 minutos. Registros (a - ¢) actividad espontanea, f, = 2 pot./s.
Registro (d - f) bajo exposicién a un CMA de frecuencia 0.5 Hz la amplitud y
frecuencia de los potenciales bioeléctricos decrecen progresivamente hasta
que la neurona queda completamente inhibida. Los registros donde se
aplica CM son continuos. La duracién del experimento fue de 12 minutos.
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En la Fig. 4.37 se muestra la actividad de la neurona F3 del ganglio parietal
derecho bajo la accion de un campo magnético de 1 mT y frecuencias de 0.5 Hz y 1
Hz, cada una aplicada durante 3 minutos. Es de destacar que al iniciar la aplicacién
del campo magnético la sensibilidad de la neurona se manifiesta con cambios
simultaneos y contrarios en frecuencia y amplitud, brindandole al registro una
morfologia caracteristica. Se observa una importante disminucion de la frecuencia de
los potenciales y un aumento de la amplitud seguido de una recuperacion de la
frecuencia y una disminucion de la amplitud. Para 1 Hz la amplitud y la frecuencia

disminuyen hasta que la neurona es completamente inhibida.

a)

{

L

it

a) 1 Hz#

Figura 4.37.- Neurona F3, CMA de 1 mT y frecuencias de 0.1 y 1 Hz, cada
valor de frecuencia se aplica durante 3 minutos. Registros (a - ¢) actividad
espontanea, f, = 1.5 pot./s. Registro (d - €) bajo acciéon de un CMA de 0.5
Hz la frecuencia de los potenciales decrece y la amplitud aumenta seguido
de una recuperacion de la frecuencia y una disminucion de la amplitud.
Registro (e - g) bajo exposicion a un CMA de frecuencia 1 Hz la amplitud y
frecuencia de los potenciales decrecen progresivamente hasta que la
neurona queda completamente inhibida. Los registros donde se aplica CM
son continuos. La duracién del experimento fue de 14 minutos.
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En la Fig. 4.38 se muestra la actividad de la neurona F22 del ganglio parietal
derecho bajo la accion de un campo magnético de 1 mT vy frecuencias de 0.5 a 4 Hz
cada una aplicada durante 3 minutos. Se observa una tendencia a la disminucién de la
amplitud de los potenciales de forma espontanea. Una vez aplicado un campo
magnético de frecuencia 0.5 Hz la amplitud y frecuencia de los potenciales
bioeléctricos aumentan simultaneamente. Esta estimulacion es aun visible para los 2
primeros minutos de aplicacién del CM de frecuencia 1 Hz y en el ultimo minuto
desaparece, restableciéndose los valores iniciales de frecuencia y amplitud (2.6 pot./s
y 8 mV). Para el rango de 1.5 a 4 Hz la frecuencia y amplitud de los potenciales

disminuye progresivamente hasta que la neurona queda completamente inhibida.

En la Fig. 4.39 se muestra la actividad de la neurona F2 del ganglio parietal
derecho bajo la accién de un campo magnético de 1 mT y frecuencias de 0.5 a 2 Hz
cada una aplicada durante 3 minutos. Bajo la accion del CMA se acentua la actividad
de reclutamiento y la frecuencia de los potenciales disminuye. Es de destacar la
modificacion de actividad bioeléctrica caracterizada por incrementos bruscos de la

frecuencia y amplitud para las frecuencias de CMA de 1y 2 Hz.

En la Fig. 4.40 se muestra la actividad de la neurona V14 del ganglio visceral bajo
la accion de un campo magnético de 1 mT vy frecuencias de 0.5 a 2.5 Hz, cada una
aplicada durante 3 minutos. Bajo la accién de un campo magnético de frecuencias 0.5,
1 y 1.5 Hz disminuye la amplitud de los potenciales, observandose que esta
disminucién se debe fundamentalmente a la reduccion de la hiperpolarizacion. Para el
ultimo minuto de aplicacion de la frecuencia de 1.5 Hz y para 2 Hz la frecuencia de los
potenciales disminuye y la amplitud aumenta recuperandose la hiperpolarizaciéon. Para

un CMA de frecuencia 2.5 Hz la neurona queda completamente inhibida.

84



RESULTADOS

7.2 mVl_
4s

a) ‘ I _,JI, ‘ I
ool
c i | f | | |
! losHz

f) I‘ll'l"ll‘l.‘"'l ‘\Il‘l‘u“h'l”"I‘I\I|H|f|","l"lf\ |‘|‘|'|| ||‘m|\|“r,{ W'Il II“II\ HJ'.|||‘”I"\ ”Hl || i fH”J i ||| |”||I|If\ i If H.U

i .f

9)
l1.5 Hz
h)

1.5 Hz 1
i)
j)wmmmmmummuummmg“lm?nmmumullunm-uli--mmm-m_u--uum-muuu'-m---n FTTTTTITT TP I I TIePeTITIvY
2 Hzl

k). i

)

12.5 Hz

2.5 Hzl

m)

13Hz

n)

A 3Hzl

. l35Hz

3.5 Hz)

P)
4H
cl)l s

5 4Hz)]

Figura 4.38.- Neurona F22, CMA de 1 mT y frecuencia variable en el rango
de 0.5 a 4 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 3 minutos.
Registros (a - c) actividad espontanea, f, = 2.6 pot./s. Registros (d - €) bajo
exposicion a un CMA de frecuencia 0.5 Hz se observa un brusco
incremento de la frecuencia de los potenciales acompafiada de un aumento
en la amplitud de los mismos. Registro (f - g) la neurona se encuentra
ligeramente estimulada. Registros (h - r) la amplitud y frecuencia de los
potenciales disminuyen hasta que la neurona queda completamente
inhibida. Los registros donde se aplica CM son continuos. La duracion del
experimento fue de 38 minutos.
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Figura 4.39.- Neurona F2, CMA de 1 mT y frecuencia variable en el rango
de 0.5 a 2 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 3 minutos.
Registros (a - b) actividad espontanea, f, = 1.5 pot./s. Registros (c - d) bajo
exposicion a un CMA de frecuencia 0.5 Hz se acentia la actividad de
reclutamiento y en el paso de 0.5 a 1 Hz se observa un intervalo de
incremento de frecuencia y amplitud, seguida de disminucion de ambos
parametros. Registros (e - j) se suceden intervalos de estimulacion e
inhibicion total, observandose para las frecuencias de 1 y 2 Hz
estimulaciones bruscas de la frecuencia y amplitud. Para 2 Hz la neurona
queda completamente inhibida. Los registros donde se aplica CM son
continuos. La duracién del experimento fue de 20 minutos.
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Figura 4.40.- Neurona V14, CMA de 1 mT y frecuencia variable en el rango
de 0.5 a 2.5 Hz, cada valor de frecuencia se aplica durante 3 minutos.
Registros (a - b) actividad espontanea, f, = 2 pot./s. Registros (c - g) bajo
exposicion a un CMA de frecuencias entre 0.5 y 1.5 Hz disminuye la
amplitud de los potenciales bioeléctricos. Registros (h - j) bajo exposicion a
un CMA de frecuencia 1.5 y 2 Hz disminuye la frecuencia de los potenciales
y aumenta la amplitud. Registros (j - k) para 2.5 Hz la neurona queda
completamente inhibida. Los registros donde se aplica CM son continuos.
La duracién del experimento fue de 24 minutos.
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4.4.4.- BLOQUE 4. ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN
CMA DE INTENSIDAD CONSTANTE Y FRECUENCIA VARIABLE ALREDEDOR DE
LA FRECUENCIA ESPONTANEA DE LA NEURONA

A partir de los resultados obtenidos del bloque 3, se desarrollé un cuarto bloque de
experimentos manteniendo la intensidad del campo magnético constante en 1mT, la
frecuencia del campo se hizo coincidir con la frecuencia tipica de la actividad
espontanea de la neurona (0.1 a 5 Hz). La f,, se varié alrededor de estos valores,

utilizandose un tiempo de exposicién de 10 minutos.

En la Fig. 4.41 se muestra la actividad de la neurona V19 del ganglio visceral bajo
la accién de un campo magnético de 1 mT y frecuencias de 2 y 1 Hz con tiempo de
aplicacion de 10 minutos. De forma espontanea la frecuencia y la amplitud decrecen
progresivamente hasta que la neurona queda completamente inhibida. Para una
frecuencia de 2 Hz, aproximadamente igual a la frecuencia de la actividad espontanea,
la neurona es estimulada, se repite la actividad de incremento simultaneo de la
frecuencia y amplitud de los potenciales. Finalmente para 1 Hz la frecuencia y amplitud

de los potenciales decrecen hasta que la neurona queda completamente inhibida.

En la Fig. 4.42 se muestra la actividad de la neurona F9 del ganglio parietal
derecho bajo la acciéon de un campo magnético de 1 mT y frecuencias de 2, 3y 4 Hz
con tiempo de aplicacion de 10 minutos. De forma espontanea la frecuencia de los
potenciales disminuye y la amplitud aumenta. A los 4 minutos de iniciado el
experimento la neurona queda completamente inhibida. Al igual que en el experimento
representado en la Fig. 4.41 cuando la frecuencia del CMA es similar a la frecuencia
de la actividad espontanea de la neurona se observan marcados efectos,
representados por incrementos simultaneos de la frecuencia y amplitud de los
potenciales. Un CMA de 2 Hz no estimula. La estimulacion se obtiene para una
frecuencia de 3 Hz, idéntica a la frecuencia espontanea. La neurona no responde para

4 Hz y a los 12 minutos es nuevamente estimulada por el CMA de 3 Hz.

En la Fig. 4.43 se muestra la actividad de la neurona V18 del ganglio visceral bajo
la accién de un campo magnético de 1 mT y frecuencias de 1 y 3 Hz con tiempo de

aplicacion de 10 minutos. Se suceden potenciales de diferentes amplitudes con
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cambios en la fase de despolarizacién e hiperpolarizacién. La tendencia general es la
disminucion de la amplitud y se observa que la onda de baja amplitud no
hiperpolarizada termina imponiéndose al final del experimento. Para un corto intervalo
de 4 minutos bajo exposicion a CMA de frecuencia 3 Hz, se observa un aumento

simultaneo de la amplitud y frecuencia de los potenciales.

Los experimentos realizados parecen apuntar hacia la existencia de una ventana
en frecuencia, es decir, la existencia de un valor de frecuencia para cada neurona para
el cual la respuesta inducida es maxima. Por esta razon los siguientes experimentos
se realizaron variando de forma continua los valores de frecuencia que estan
comprendidos en el ancho de la ventana de frecuencia alrededor de la frecuencia

tipica de la actividad espontanea de la neurona.
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Figura 4.41.- Neurona V19, CMA de 1 mT y frecuencias de 2 y 1 Hz, cada
valor de frecuencia se aplica durante 10 minutos. Registros (a - b) actividad
espontanea, f, = 2.2 pot/s, la frecuencia y la amplitud decrecen
progresivamente y la neurona es inhibida a los 6 minutos de iniciado el
experimento. Registro (c - d) para una frecuencia de 2 Hz (similar a la
frecuencia de la actividad espontanea) y a los 4 minutos de aplicacién del
campo magnético la neurona es estimulada con variaciones bruscas de la
frecuencia y amplitud de los potenciales, situacion que se repite a los 11
minutos. Registros (e - f) para una frecuencia de 1 Hz la frecuencia y
amplitud de los potenciales decrecen hasta que la neurona queda
completamente inhibida. Los registros donde se aplica CM son continuos.
La duracién del experimento fue de 35 minutos.
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Figura 4.42.- Neurona F9, CMA de 1 mT y frecuencias de 2, 3 y 4 Hz, cada
valor de frecuencia se aplica durante 10 minutos. Registros (a - d) actividad
espontanea, fy = 3 pot./s, la frecuencia de los potenciales disminuye y la
amplitud aumenta. A los 4 minutos de iniciado el experimento la neurona
queda inhibida de forma espontanea. Registros (e - j) bajo accién de un
CMA de frecuencia 2 Hz se observan potenciales aislados. Registros (k - /)
bajo exposicion a un CMA de 3 Hz (similar a la frecuencia de la actividad
espontanea) observamos incrementos simultaneos de la frecuencia y
amplitud de los potenciales. Registros (o - t) bajo acciéon de un CMA de
frecuencia 4 Hz se observan potenciales aislados. Registros (u - x) bajo
exposicion a un CMA de 3 Hz se repite el efecto observado 20 minutos
antes, bajo estas mismas condiciones, aunque con menor intensidad. Los
registros donde se aplica CM son continuos. La duracién del experimento
fue de 60 minutos.
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Figura 4.43.- Neurona V18, CMA de 1 mT y frecuencias de 1 y 3 Hz, cada
valor de frecuencia se aplica durante 10 minutos. Registros (a - d) actividad
espontanea, fy = 1.5 pot./s. Se suceden potenciales de amplitud variable y
tendencia a la disminucion de la frecuencia. Registros (e - j) bajo accién de
un CMA de frecuencia 1 Hz se van imponiendo los potenciales de baja
amplitud. No se observan modificaciones importantes de la frecuencia.
Registros (k - m) bajo exposiciéon a un CMA de frecuencia 3 Hz se observa
incremento de la frecuencia de los potenciales y ligero aumento de la
amplitud. Los registros donde se aplica CM son continuos. La duracion del
experimento fue de 35 minutos.
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4.4.5.- BLOQUE 5. ACTIVIDAD BIOELECTRICA’NEURONAL BAJO CONDICIONES NO
HABITUALES EN NUESTRA EXPERIMENTACION

4.45.1.- ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN CAMPO MAGNETICO
DE 217 Hz

Una vez analizados los resultados obtenidos, realizamos un bloque de
experimentos con el objeto de estudiar la actividad bioeléctrica neuronal para valores
de frecuencia e intensidad del CMA alejados de los rangos que hasta el momento
veniamos abordando “no habituales en nuestra experimentacion”. Para ello se
desarrollaron dos grupos de experimentos. En el primer grupo se aplicé un campo
electromagnético sinusoidal con una frecuencia constante de 217 Hz y una intensidad
que varié desde 0.65 a 3.5 mT. Cada valor de intensidad se aplicé durante 1 minuto.

217 Hz es una frecuencia de modulacion que se utiliza en la telefonia GSM.

En la Fig. 4.44 se muestra la evolucion de la actividad bioeléctrica de la neurona
V17 del ganglio visceral mediante una representacion grafica. Se representa la
modificacion de la frecuencia de los potenciales bioeléctricos en funcion de la
induccion magnética aplicada en el tiempo de desarrollo del experimento. La respuesta
es bifasica con una disminucién de la frecuencia de disparo para un valor de induccion
magnética de 0.65 mT, seguida de un aumento de la misma para 1.5 mT. Para el valor
de inducciéon magnética maximo (3.5 mT) la frecuencia de la neurona comienza a
disminuir y para el valor nulo del campo magnético la frecuencia de la neurona alcanza
un valor de frecuencia proximo al inicial, es decir el efecto inducido por el campo es
reversible. Es notable la similitud, en el tiempo, entre el grafico que representa la
variacién de la frecuencia de la neurona y el que representa la variacion de la

induccién magnética aplicada.
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Figura 4.44.- Neurona V17. Se representa la variaciéon de la frecuencia de
disparo, f, (#) expresada en (pot./s), en funcion de la induccion magnética
aplicada, (a) expresada en mT y en el tiempo de duracién del experimento.
Se aplica un campo magnético de frecuencia 217 Hz e intensidad en el
rango de 0.65 a 3.5 mT. Cada valor de CM se aplicé durante 1 min. La
actividad espontanea es fy = 1.5 pot./s. Después de una disminucién de la
frecuencia de la neurona para un CM de 0.65 mT, la frecuencia de los
potenciales aumenta con el incremento del campo. Para el mayor valor del
CM aplicado (3.6 mT) la frecuencia comienza a disminuir y al final del
experimento, en ausencia de CM, la frecuencia de la neurona es de 1.4
pot./s. La duracion del experimento fue de 12 minutos.

En la Fig. 4.45 se muestra la actividad de la neurona V17, del ganglio visceral. El
experimento se repite tres veces. El tiempo transcurrido entre cada uno de los
experimentos es de 8 minutos. Se ha representado una grafica para cada uno de los
experimentos realizados (A, B, C). En cada grafica se representa exclusivamente el
efecto inducido con el aumento de By. Para cada uno de los experimentos se siguié la
misma pauta de experimentacion: aumento y disminucion de By, recuperacién de la
actividad de la neurona al valor de su frecuencia caracteristica y nueva aplicacion de
Bo. Se observa que el efecto inducido por el campo (grafico A) es reversible ya que a
los 8 minutos de haber finalizado la exposicién al CMA la neurona recupera el valor de
la frecuencia espontanea (grafico B). El efecto es repetitivo pues la respuesta inducida
al aumentar la intensidad del CMA es la misma en los tres experimentos, incremento

de la frecuencia de los potenciales con el aumento de la intensidad del CMA.
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Figura 4.45.- Neurona V17. Se representa la variaciéon de la frecuencia de
disparo, f, (#) expresada en (pot./s), en funcién de la induccién magnética
aplicada, (a) expresada en mT y en el tiempo de duracién del experimento.
Se muestra la respuesta de la neurona con el incremento del CM. Se aplica
un campo magnético de frecuencia 217 Hz e intensidad en el rango de 0.65
a 3.5 mT. La actividad espontanea es f; = 1.5 pot./s. Cada valor de campo
magnético se aplicé durante 1 min. El tiempo entre cada uno de los
experimentos (A, B, C) fue de 8 minutos. Una vez que la neurona recupero
la actividad espontanea en el primer experimento (A) la exposicion fue
repetida siguiendo la misma pauta. (B, C) la frecuencia de los potenciales
aumenta con el incremento del CMA aplicado. Se observa la reversibilidad
del efecto inducido. La duracion del experimento fue de 48 minutos.
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4.452.- ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO ACCION DE UN CAMPO
MAGNETICO DEL ORDEN DE LOS uT

En el segundo grupo de experimentos se aplicé un campo electromagnético
sinusoidal de frecuencia constante e igual a 50 Hz (red eléctrica), 8.3 Hz (modulacion
en telefonia GSM) y 4 Hz (frecuencia proxima a la natural de la neurona) e intensidad
de 0.2, 2 y 12 uT. Debido a que estos valores de induccion magnética son mas bajos
que los aplicados en los experimentos anteriores (tres ordenes de magnitud) se
mejoraron las condiciones de apantallamiento electromagnético. El disefio y
construccion de una instalacién experimental (Fig. 3.12), formada por una cadmara de
mumetal disminuyé el ruido electromagnético en la zona de experimentacién (se
midieron para la componente continua y alterna en el exterior 30.28 uT y 0.30 uT y en

el interior 0.24 uT y 0.14 uT respectivamente).

En la Fig. 4.46 se han representado en el mismo grafico tres experimentos
realizados de forma consecutiva con la misma neurona. De esta forma podemos
observar el efecto del CMA en la actividad bioeléctrica neuronal para cada valor de
induccién magnética y de forma global. Se observa que la frecuencia de los
potenciales bioeléctricos decrece con la disminucion de la frecuencia del CMA
aplicado y con el aumento de la induccion magnética, poniéndose de manifiesto que la
variacion maxima de la frecuencia de la neurona se observa para la frecuencia del
CMA aplicado mas préxima a la frecuencia de la actividad espontanea de la neurona
(3.1 pot./s) y para el valor mas alto de By. Es decir las alteraciones maximas se

corresponden con una frecuencia de 4 Hz e induccion magnética de 12 uT.
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Fig. 4.46.- Neurona V16. Se representa la frecuencia de disparo media,
expresada en (pot./s.), en funcién de la induccion magnética aplicada,
expresada en uT. La actividad espontanea es fy = 3.1 pot./s. Se aplicé un
campo magnético de frecuencias 50, 8.3 y 4 Hz e induccién magnética de
0.2, 2 y 12 uT. A.E representa la actividad espontanea (ausencia de CM).
Para cada valor de CM la frecuencia de los potenciales disminuye a medida
que decrece la frecuencia del campo magnético y con respecto a la
frecuencia de la AE. En todo el experimento con el aumento del campo
magnético disminuye la frecuencia de los potenciales. Para la frecuencia de
4 Hz y By = 12 uT se observa el mayor efecto del CMA. La duracion del
experimento fue de 123 minutos.
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4.4.5.3- ACTIVIDAD BIOELECTRICA NEURONAL BAJO VARIACIONES DE TEMPERATURA
DE LA SOLUCION RINGER EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE CAMPO MAGNETICO

Partiendo de la idea de que la membrana es un cristal liquido, cuya estructura cambia
con la temperatura, T de la misma, se realizaron experimentos preliminares con la finalidad
de mostrar el efecto de la temperatura en la actividad bioeléctrica de las neuronas,
consecuencia de la variacion de la fluidez de la membrana neuronal y se compara con el
efecto de un campo magnético. Asimismo se aplica campo magnético estatico (CME) para

comparar los efectos bien conocidos del mismo y asi poder elucidar el efecto térmico.

Helix aspersa es poiquilotérmio por lo que sus ganglios cerebroideos facilitan el estudio
de los efectos de las variaciones de temperatura en la actividad electrofisiologica y la
determinacion de las temperaturas para las cuales se producen las transiciones de fase de
los cristales liquidos que forman los fosfolipidos mayoritarios de la membrana. Nétese que
en nuestro caso operamos con fransiciones de fase in vitro, contrariamente a los

experimentos realizados con membranas artificiales.

Iniciamos el estudio considerando solamente el efecto del incremento de la temperatura
de la solucion Ringer. En una segunda etapa incluimos la aplicacion de campo magnético
iniciando estos experimentos con descenso de la temperatura del Ringer. Para valores de
temperaturas previamente escogidos se aplicO campo magnético. De la misma forma se
procediéd aumentando la temperatura. Notese que las neuronas estudiadas han sido la F47
y F2, del tipo de las excitadas por campo magnético (aumento de la frecuencia de los
potenciales con el campo magnético aplicado y que se explica en base a la apertura de

canales de calcio activados por Ca?").

En la Fig. 4.47 se muestra la actividad de la neurona F47 del ganglio parietal derecho
bajo variacion creciente de la temperatura en el rango de 30.1 °C a 43.1 °C. Para 33.1 °C se
observa un brusco incremento en la frecuencia de disparo de los potenciales bioeléctricos.
Para 37.1 °C la actividad neuronal se caracteriza por rafagas con incrementos simultaneos
de frecuencia y amplitud. Para 40.1 °C la neurona es completamente inhibida. Se observa

como la transicion que comienza a T;, #33.1°C termina en ~35.1°C, mientras que la que

comienzaen T;, ~37.1°C desaparece en ~40°C.

98




RESULTADOS

El aumento de la frecuencia durante las transiciones de fase debe corresponderse
a modificaciones de las estructuras del cristal liquido tales que se produzca un
incremento de los iones de calcio libres en el citosol, de acuerdo con el modelo dMA,

expuesto en la seccion 5.

En la Fig. 4.48 se muestra la actividad electrofisiolégica de la neurona F2 del ganglio
parietal derecho bajo el efecto de la disminucién de la T solamente (registros 1 - 4) y luego
combinada con un CME de intensidad 1 mT, aplicado durante 5 min. (registros 5 - 7). Con
el descenso de la temperatura la frecuencia de los potenciales disminuye. Cuando se
aplica campo magnético, a una temperatura constante de 22 °C, se observa un ligero
incremento en la frecuencia de los potenciales (registros 5 - 7), sin embargo para 17.3 °C
no se registran cambios significativos (registros 8 - 9). Al aumentar a continuacion la
temperatura, a partir del registro 10, se observa un incremento en la frecuencia de los
potenciales. Para valores constantes de temperatura de 23 y 29.5 °C y campo magnético
de 1 mT se observan incrementos de frecuencia superiores a los medidos en ausencia de
CM (registros 10 - 11 y 17 - 19). En ausencia de CM (registro 20) la frecuencia de la
neurona disminuye temporalmente, y se recupera cuando aumenta T (a partir del registro
21). Se observan importantes cambios en el tipo de actividad electrofisiolégica (registros

22 - 27). Para T;, =31°C T;, =38.5°C obtenemos los mismos patrones de respuesta

que para los registros correspondientes a las temperaturas entre 37.1 y 39.1 °C del

experimento de la Fig. 4.47.

La principal conclusién de los experimentos preliminares sobre el efecto de la
temperatura de la membrana en la frecuencia de disparo de la neurona, es que el
aumento de T “mimetiza” el efecto del CME, en ambos casos con un incremento de la

frecuencia neuronal. En efecto, el aumento de la amplitud de las fluctuaciones térmicas de
e 1 .
los PP por efecto de la energia térmica (EKBT por grado de rotacion molecular), aumenta

la probabilidad de liberacion del Ca®* desde los radicales PP, incrementa la concentracion
citosdlica de calcio activando los canales de calcio, mediante su propio mecanismo. Este
efecto térmico refuerza la idea de que el campo magnético libera calcio desde la

membrana.
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Figura 4.47.- Neurona F47. Incremento creciente de la temperatura (30.1 - 43.1 °C).
Registros a) actividad espontanea, f, = 0.5 pot./s. Se observan inhibiciones de larga
duracion. Registro b) disminucién de frecuencia y amplitud una vez iniciado el
aumento de la temperatura. Registro (c - €) para 33.1 °C se observa un incremento
brusco en la frecuencia de disparo de los potenciales con cambios morfologicos
poco relevantes. Registros (e - f) para 37.1 °C se observan cambios en el tipo de
actividad neuronal, produciéndose rafagas con frecuencia y amplitud creciente de
forma simultdnea. Registro g) disminucion de amplitud y frecuencia de los
potenciales. Registros (h - i) la neurona es completamente inhibida. Los registros
son continuos. La duracién del experimento fue de 28 minutos.
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Figura 4.48.- Neurona F2. Combinacién de T con CME de 1 mT aplicado
durante 5 min. Descenso de T (26 - 17.3 °C) y luego aumento hasta 38.5 °C.
Registros (1 - 2) actividad espontanea, f, = 1.5 pot./s. Registros (3 - 4)
disminucioén de f con descenso de T. Registros (5 - 7), T cte. e igual a 22 °C
y B =1 mT, ligero aumento de f (neurona excitada por CM). Registros (8 - 9),
T cte. igual a 17.3 °C y 1 mT, no se observan cambios significativos.
Registros (10 - 11), T cte. igual a 23 °C y 1 mT, incrementos de frecuencia
superiores a los medidos en ausencia de CM. Registros (12 - 16) continua
aumentando f con el incremento de T. Registros (17 - 19), T cte. igual a 29.5
°C y B = 1 mT, incrementos de frecuencia superiores a los medidos en
ausencia de CM. Registro 20) al retirar el CM se observa una disminucion
temporal de f, que se recupera cuando continua el incremento de T (registro
21). Registros (22 - 27) para T de 31 °C actividad caracterizada por rafagas
con incrementos bruscos en frecuencia y amplitud, situaciéon que se repite
para 38.5 °C, nuevamente correspondiente a la transicion de fase
observada en la membrana de la neurona F47 de la Fig. 4.46. Los registros
no son continuos. La duracion del experimento fue de 74 minutos.
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4.5.- ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA DE LOS POTENCIALES
4.5.1.- MORFOLOGIA DE LOS POTENCIALES

Con el objetivo de determinar si el campo alterno produce algun efecto en la
morfologia de los potenciales bioeléctricos se estudian los diferentes parametros que
lo caracterizan: amplitud (A), voltaje de despolarizacion (Vy), voltaje de
hiperpolarizacion (Vyp) y tiempos de subida (ts) y de bajada (t,) antes y después de la
exposicion al campo magnético. En la Fig. 4.49 se muestra un potencial de accién de

la neurona V14 de Helix aspersa donde se sefialan cada uno de los parametros

estudiados.
-10 | A
S
£-20 N
:33 <
g
-30
<
Y {s th
_g-ﬂ
-40 P
Y Y
39,56 39,57 39,58 39,59 39,6 39,61 39,62 39,63 39,64 39,65 39,66 39,67 39,68 39,69 39,7 39,71 39,72
tiempo (s)

Figura 4.49.- Potencial de accién de la neurona V14 de Helix aspersa. A:
amplitud. V4: voltaje de despolarizacion. Vy,: voltaje de hiperpolarizacion. t:
tiempo de subida. t,: tiempo de bajada.

En la Fig. 4.50 se muestra la morfologia de un par de potenciales consecutivos, y
la porcion de registro electrofisiolégico, realizado con el registrador grafico Washington
400MD2C (Palmer BioScience), de donde han sido tomados. Estos potenciales se
corresponden con cambios de amplitud observados para diferentes valores de
frecuencia del campo magnético aplicado. Se observa un ligero incremento de la
amplitud (de 58 a 62.5 mV) con el aumento de la frecuencia del CMA y tendencia al
aumento del potencial de hiperpolarizacién respecto al control A (actividad
espontanea). Por otro lado el tiempo de subida experimenta pocos cambios: es mas
corto en B (0.5 Hz) y mas largo en D (2 Hz). Asimismo el tiempo de bajada disminuye

bruscamente para 0.5 Hz y 2 Hz.
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Figura 4.50.- Neurona F2 del ganglio parietal derecho. Se representa la
amplitud de los potenciales, expresada en (mV), en funcién del tiempo,
expresado en (s). A, actividad espontanea (ausencia de campo). Se aplico
un campo magnético de frecuencias 0.5 Hz (B), 1 Hz (C), y 2 Hz (D) e
induccion magnética constante (1mT). A: amplitud. V., voltaje de
hiperpolarizacion. ts: tiempo de subida. t,: tiempo de bajada. Se muestra
asimismo la porcidon del registro electrofisiologico de donde han sido
tomados los dos potenciales consecutivos.
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En la Fig. 4.51 se muestra la morfologia de un par de potenciales consecutivos, y
la porcion de registro electrofisiolégico, realizado con el registrador grafico Washington
400MD2C (Palmer BioScience), de donde han sido tomados. Estos potenciales se
corresponden con cambios de amplitud observados para diferentes valores de
frecuencia del campo magnético aplicado. En B (0.5 Hz) y C (1 Hz) la amplitud de los
potenciales disminuye y en D (2 Hz) se observa un incremento llegandose a superar
ligeramente el valor del control A (ausencia de campo). Con la aplicacion del CM de
frecuencia 0.5 Hz la hiperpolarizacion cambia ligeramente, para 1 Hz disminuye y para
2 Hz aumenta significativamente. Por otro parte, se observan ligeros cambios en el

tiempo de subida y tiempo de bajada en B y D, siendo el aumento significativo en C.

A: 39.4 mV Vhp: 5.4 mV t;: 0.025 s t,: 0.017 s

Amplitud (mV)

Control

202585 20259 20:2595 2026 20:2605 20:26,1 20:26,15 20:26,2 20:2625 20:26,3 20:2635 20:264 20:26,45
tiempo (s)

40

A:30.85mV  V,:4.8mV ts: 0.027 s t,: 0.022 s

I
’ 143 mV

4s

Amplitud (mV)

0

232825 23283  23:2835 23284  23:2845  23:285  23:2855  23:286  23:2865 231287  23:2875  23:28,8
tiempo (s)

7 c A:245mV Vi, 1mV t:0.04s  t:0.07s
E

3 % 143 mV
g f=1Hz

<C 10

4s

27:00,8  27:00,85  27:00,9  27:00,95 27:01 27:01,05  27:01,1  27:01,15  27:012  27:0125  27:01,3
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40 D

A:39.8 mV Vip: 6.8 mV t;: 0.025 s t,: 0.015s

f=2Hz Emv

45

20

Amplitud (mV)
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Figura 4.51.- Neurona V14 del ganglio visceral. Se representa la amplitud
de los potenciales, expresada en (mV), en funcién del tiempo, expresado en
(s). AE, actividad espontanea (ausencia de campo). Se aplicé un campo
magnético de frecuencias 0.5 Hz (B), 1 Hz (C), y 2 Hz (D) e induccion
magnética constante (1 mT). A: amplitud. Vi,: voltaje de hiperpolarizacion. t:
tiempo de subida. t,: tiempo de bajada. Se muestra asimismo la porcién del
registro electrofisiolégico de donde han sido tomados los dos potenciales
consecutivos.

En la Fig. 4.52 se muestra la morfologia de una rafaga de potenciales
consecutivos, y la porcion de registro electrofisioldgico, realizado con el registrador
grafico Washington 400MD2C (Palmer BioScience) correspondiente, que se
corresponden con cambios observados para diferentes valores de frecuencia del

campo magnético aplicado.
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Amplitud (mV)

Amplitud (mV)

Amplitud (mV)
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Amplitud (mV)

Amplitud (mV)

Amplitud (mV)
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30

Amplitud (mV)

f=6Hz

39:24,75 39:24,8 39:24,85 39:249 392495 39:25 39:25,05 39:25,1 39:2515 39:252 39:2525 39:253 39:2535 39:254 39:2545 39:255 39:25,55

tiempo (s)

Figura 4.52.- Neurona D5 del ganglio parietal izquierdo. Se representa la
amplitud de los potenciales, expresada en (mV), en funcién del tiempo,
expresado en (s). A, actividad espontanea (ausencia de campo). Se aplicé
un campo magnético de frecuencias 0.5 Hz (B), 1 Hz (C), 2 Hz (D), 3 Hz (E),
4 Hz (F), 5 Hz (G) y H (6 Hz) e induccion magnética constante (1 mT).

La morfologia que exhibe la neurona D5 es la tipica de una neurona
neurosecretora: despolarizacion producida por la entrada de iones de calcio, rafaga de
un cierto nimero de potenciales de amplitud tipica definida por el potencial de equilibrio
del calcio (V¢ca) y marcada hiperpolarizacion debido a la salida de los iones de potasio
por los canales especificos activados por el calcio intracelular. Desde el registro control
(A) al obtenido bajo exposicion a frecuencia de 6 Hz (H) se observan importantes
modificaciones. El numero de potenciales bioeléctricos disminuye notablemente en B
(0.5 Hz), C (1 Hz) y D (2 Hz). En F (4 Hz) se recupera la actividad, en cierta medida,
con una notable disminucién de la frecuencia. En E (3 Hz), G (5 Hz) y H (6 Hz) se
observa una disminucién importante del tiempo de duracion de la despolarizacion de
aproximadamente 5s respecto al control (A). La alteracion de los mecanismos idnicos
subyacentes es notable con un aumento en la amplitud de la despolarizacion maxima
de hasta 30 mV.
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5.- MODELOS TEORICOS

Se presentan a continuacion diversos modelos fisicos que explican la interaccién
de un campo electromagnético de frecuencia extremadamente baja (FEB) con la
membrana de las neuronas (del Moral et al., 2006a y b). Para ello se generaliza la
ecuacion diferencial del impulso bioeléctrico de Hodgkin-Huxley (HH) (Hodgkin y
Huxley, 1952) con la corriente citoplasmatica de Ca** generada por el campo de FEB
aplicado denominado aqui (modelo 1) (del Moral y Azanza 1992; del Moral et al., 2002).
Asimismo se considera en el modelo de superdiamagnetismo y explosion coulombiana
(modelo dMA, del Moral y Azanza, 1992) que el campo magnético es alterno (del
Moral et al., 2002). Se obtienen, el espectro de frecuencia y la dependencia temporal y
con la frecuencia, del voltaje de repolarizacién-hiperpolarizacién espontaneo y bajo
CM de FEB (modelo 2). Se obtiene la funciéon que describe el comportamiento de la
frecuencia de disparo de la neurona en funcién de la frecuencia del campo magnético
aplicado (modelo 3). Finalmente, se obtiene la evolucion temporal del voltaje de

despolarizacion y se sugiere su independencia del CM de FEB aplicado (modelo 4).

Antes de pasar al desarrollo de estos modelos, y con el objeto de introducir
algunos conceptos que seran usados mas adelante, resumimos las ideas
fundamentales del modelo fisico propuesto en 1992 por A. del Moral y M. J. Azanza
(modelo dMA). ElI modelo estd basado en tres hipdtesis esenciales: 1) la fuerte
anisotropia diamagnética de los fosfolipidos de la membrana (PP) y de las proteinas-
bomba de Na'-K*-ATP-asa; 2) el fendmeno del superdiamagnetismo por el cual los PP
actuan cooperativamente formando grandes dominios o clusteres correlacionados,
dentro del cristal liquido, que constituye la membrana, bien a través de la interaccion
cuadrupolar eléctrica para PP relativamente proximos de las membranas de glia que
rodean a las neuronas y que se relacionan por uniones de calcio a través del glicocalix,
o de los PP de neuronas adyacentes unidas por conexinas (uniones gap) cuando la
interaccion sobrepasa los limites de la propia membrana (Azanza et al., 2005a); 3) los
iones de Ca?" enlazados a los PP, a ambos lados de la membrana, son susceptibles
de liberarse cuando las moléculas de PP-Ca?*, situadas como vecinos mas préximos
(NN), rotan bajo la accién del campo magnético aplicado, liberandose los Ca?* debido

a su repulsion coulombiana a ambos lados de la membrana, mecanismo denominado
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explosion coulombiana, dado que la liberacidon es simultanea en todo el cluster.

Como consecuencia del incremento de la concentracion de Ca?" libre en el citosol,
se activan los canales ionicos en la membrana plasmatica, responsables de las
modificaciones observadas en la actividad bioeléctrica neuronal: estimulaciéon (por
activacion de los canales de Ca®") y/o disminucion de la frecuencia de la neurona (por

activacion de los canales de K* dependientes del Ca®* intracelular).

Los PP mayoritarios de la membrana cargados negativamente (-e) en sus
extremos polares son la fosfatidilserina (PS, exclusiva de la hemicapa citosélica) y los
glicolipidos de la hemicapa extracelular (se han considerado los gangliésidos, GL).
Enlazados a ambos tipos de moléculas, hay iones de Ca?* solvatados, y el conjunto de
“cabezas” cargadas presenta una carga positiva efectiva, + 5, (Fig. 5.1). En +3;
también influye la carga imagen formada en el dieléctrico de la membrana. Este efecto
reduce fuertemente la carga efectiva de los iones de calcio enlazados a las moléculas

de PSyGL, a 6., ~0.053¢ (Azanza y del Moral, 1993).

Gangliaalds

(GMZ2)

28 A

Chedaateral _|

Phosphatidylsesdine

- - b o o T

Figura 5.1.- Modelo de membrana de la neurona, mostrando las moléculas
de fosfatidilserina (PS) y el gangliésido GM2 dispuestos como vecinos mas
préximos (en adelante NN). Las "cabezas" de ambas moléculas estan
cargadas negativamente (modificado de Alberts et al., 2002). Enlazados a
las cabezas hay iones de Ca®* solvatados, resultando una carga efectiva

positiva, + 8., (del Moral y Azanza, 1992).
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Se considera que las neuronas tienen simetria esférica, situacién aproximada a la
realidad para las neuronas de Helix aspersa en solucion Ringer (Fig. 3.2), si las células
fueran elipsoidales la situacion seria algo mas complicada. Las moléculas de PP

presentan fuerte anisotropia diamagnética, con una susceptibilidad magnética paralela

al eje mayor del PP (supuesto un cilindro o un elipsoide), x, , diferente de la

perpendicular, y , , definiendo la anisotropia de la susceptibilidad como: Ay =y, -y, (Fig.

5.2).

Figura 5.2.- Angulo 0 formado por H con el eje OZ, energia anisotrépica con
simetria cilindrica, para un PP con simetria cilindrica (Azanza y del Moral, 1994).

Es de destacar que incluso un campo magnético intenso no es capaz de liberar iones
de Ca? desde un PP individual y, por tanto, se hace necesaria la formacion de
clisteres o dominios de PP, es decir, la existencia de un estado cooperativo
denominado superdiamagnetismo. Los PP no tienen momento dipolar eléctrico
apreciable, por lo que la interaccion entre PP se considera que es cuadrupolar
eléctrica, tal y como sucede en los cristales liquidos esmécticos (Chaikin y Lubensky,
1995).
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Figura 5.3.- (a) Representacion esquematica (no a escala) del modelo de
membrana neuronal, mostrando las moléculas de lipidos. Algunos NN,
presentan iones de Ca® enlazados. Se muestran la direccién del CM
aplicado B. (b) La misma membrana bajo el CM aplicado B. Los PP, por su
anisotropia diamagnética han rotado completamente disponiendo sus ejes
mayores ortogonales a B y las cabezas cargadas con Ca® se aproximan
produciéndose la explosién coulombiana. Para los campos utilizados, en
nuestros experimentos, los angulos de rotacion son mucho menores (del Moral y

Azanza, 1992; Azanza y del Moral, 1994).

Cuando se aplica un campo magnético estatico B a la neurona, dado que Ay <0
para los PP, éstos rotan alejandose de las lineas del campo B (Fig. 5.3) (del Moral y
Azanza 1992; Azanza y del Moral, 1994). Para Ay > 0, situaciéon que se cumple en el
caso de las moléculas de proteinas de la membrana, la rotacién es de sentido opuesto

y las moléculas tratan de disponerse paralelas a B (Fig. 5.4) (Azanza y del Moral,
1995).

g an]

=y

i /— ATPP

Figura 5.4.- Bicapa de PP de la neurona con una molécula de proteina
bomba de Na*-K'-ATP-asa (ATPP). 0 es el angulo del eje mayor de la
ATPP con el campo magnético B (Azanza y del Moral, 1996).
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En la Fig. 5.5 se representa una posicion intermedia de rotacion de los PP. Si el
campo magnético aplicado al cluster es suficientemente elevado, se puede alcanzar la
orientacién total de los conjuntos de fosfolipidos (caso presentado en la Fig. 5.3).

&

Figura 5.5.- Posicion intermedia (arbitraria) de los dipolos magnéticos de
los lipidos cargados NN, para el campo magnético aplicado. Los dipolos con
carga (+9) han rotado un angulo 0 respecto a la direccion de aplicacién

del campo magnético.

Es fundamental, para que el proceso de liberacién de calcio ocurra, que los PP

cargados con Ca?*, a ambos lados de la membrana, se encuentren dispuestos como

vecinos mas proximos (NN). El proceso de aproximacion es posible ya que . es

relativamente pequefia como se ha indicado anteriormente. Por este mecanismo, los
iones se liberaran como consecuencia de una explosion coulombiana, es decir simultanea,

a ambos lados de la membrana.

En una neurona de Helix aspersa, con un soma neuronal de diametro de ~ 100 um,
situacion proxima a la real, se puede estimar que el nimero de lipidos es de ~ 1.6 x 10"
para la superficie total de la membrana. Para una liberacion maxima de calcio de ~ 0.7
Ca?'/100 lipidos, obtenemos una contribucion a la concentracion de Ca®" libre citosdlico
de ~ 2 x 10° Ca*"/um®. Este resultado supone un incremento en un factor de 10 de la
concentraciéon normal (de menos de 100 Ca®/um®) y, aproximadamente, del mismo
orden de magnitud que la variaciéon en la concentracion de iones de calcio producida
durante el potencial de disparo bioeléctrico en condiciones fisiologicas normales (Alberts
et al., 2002).
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La energia magnética de una macromolécula diamagnética anisétropa en un

campo magnético aplicado de intensidad H viene dada por
Ey = —(1/2)IJ,OVH2(XL+ Axcoszﬁ), (5.1)

donde 0 es el angulo formado por H con el eje OZ, V es el volumen de la molécula de

PP o proteina. Esta energia tiene simetria cilindrica (Fig. 5.2). De este modo el par
E
magnético que reorienta a la molécula es [T =—58—6M=|m>< H|, donde m es el momento

diamagnético inducido en la molécula.

Es claro a partir de la ecuacion (5.1) que cuando Ay <0, se alcanza el minimo de
energia para el eje de las moléculas dispuesto perpendicular a B. Para Ay >0, se

alcanza el minimo cuando el eje de las moléculas se dispone paralelo a B. Estas son
las situaciones para los PP (Fig. 5.3) y para las proteinas de la membrana (Fig. 5.4)
respectivamente. Es de destacar la importancia de la geometria de las células con

respecto a la direccion de aplicacion del campo magnético.

El resultado mas relevante del modelo es que se predice una variacion de la
frecuencia de disparo de la neurona con el campo magnético aplicado, B, del tipo

exponencial

N |y [V
Nefuu[V BZ}, (5.2)

f(B):f(O)exp{— 2k, T
0™B

donde f(0) es la frecuencia de la actividad natural o esponténea; N_ es el numero de

fosfolipidos correlacionados en un cluster; T es la temperatura de la membrana (=

300K en nuestra situacion experimental); V es el volumen de los PP considerados con
forma de bastén (x5x10%m’) ; p, es la permeabilidad del vacio;
%, ~—1.25x107" (Azanza et al., 1993); y k, es la constante de Boltzmann. Obtenemos

asi que la frecuencia de disparo de la neurona con un campo alterno aplicado debe se

de la forma

f(B) =1(0) exp(— aBésenzth), (5.3)
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donde
a=(Ncl.[V/2u, ks T), (5.4)

parametro que incluye las caracteristicas fisicas de la membrana y el efecto de la

temperatura, T, como se ha dicho anteriormente.

La funcion exponencial de la ecuacién (5.3) expresa el proceso de la explosion
coulombiana, a través de la rotacion de los PP (superdiamagnetismo) y viene

determinada por el factor de Boltzmann exp(-E, /k, T), a través de a. Nétese que E,

es la energia diamagnética transversal de la molécula en el campo. Cuando el campo

magnético aplicado es alterno, es decir de la forma B(t) =B seno,t la ec. (5.3) debe

ser modificada, como veremos mas adelante.

5.1.- MODELOS DEL EFECTO DE UN CAMPO MAGNETICO DE FRECUENCIA
EXTREMADAMENTE BAJA CON MEMBRANAS NEURONALES

A continuacién se presentan los modelos desarrollados (del Moral et al., 2006),
que explican diversas de nuestras observaciones experimentales sobre los efectos de
campos magnéticos de FEB sobre las neuronas de Helix aspersa, en concreto sobre el
potencial bioeléctrico (espontaneo y bajo campo magnético) y su frecuencia. Como
veremos estos modelos explican diversos fendmenos, desde puntos de vista
diferentes, aunque complementarios, y constituyen una sélida alternativa al extendido
modelo de la “resonancia estocastica” (Wellens et al., 2004). Su interés radica en que
contrariamente a éste modelo esencialmente matematico y con discutibles conjeturas,
poco probadas experimentalmente en neurofisiologia, nuestros modelos tienen la
ventaja de poseer un soporte fisico a nivel microscépico y estan basados en teorias
fisicas ampliamente aceptadas. En esencia nuestros modelos explican diversos
hechos experimentales, en particular las observaciones de la variacién de la
frecuencia de disparo de la neurona con la del campo magnético aplicado (su amplitud
y frecuencia), asi como la morfologia del impulso (repolarizacién e hiperpolarizacion,
despolarizacion y la observacion de que la forma del impulso bioeléctrico es

débilmente influenciada por el campo alterno aplicado.
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5.1.1.- ECUACION DE HODGKIN-HUXLEY (HH) SUPLEMENTADA POR CAMPO
MAGNETICO (ECUACION HHM) Y CALCULO DEL VOLTAJE TRANSMEMBRANA:
DEPENDENCIA TEMPORAL Y ESPECTRO EN FRECUENCIA

La nueva ecuacion que hemos denominado HHM introduce una corriente interna

(citoplasmatica) de Ca®" liberado por efecto del campo magnético aplicado, I.,(B).

Esta corriente es producida por la anisotropia diamagnética de los PP y la explosion
coulombiana de Ca?*, la cual abre los canales de K, al enlazarse el calcio con la
molécula de calmodulina del canal (Fig. 5.6). Notese el importante hecho de que son

cuatro los iones de Ca?* que se enlazan con la molécula de calmodulina.

Figura 5.6.- Estructura esquematica del complejo Ca**/calmodulina, basada
en estudios de difraccion de rayos X. Cada una de las cabezas tiene dos
dominios de unién al Ca*. Los dos lugares de unién al Ca”" del extremo
carboxilo terminal de la molécula tienen una afinidad por el Ca* diez veces
superior a la del extremo amino terminal (Babu et al., 1985).

La corriente I, (B) se suma a la espontanea expresada mediante la ecuaciéon HH
(Hodgkin y Huxley, 1952) a través de la membrana, I, y da origen a una ecuacion,

para un canal i (Fig. 5.7), de acuerdo con el circuito eléctrico equivalente que
proponemos para la membrana, en que esta se considera un nudo eléctrico efectivo
(Fig. 5.8).
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Canal i

1. =f(B)

Figura 5.7.- Moléculas PP-Ca®* dispuestas como vecinos mas proximos
(NN). La rotacién ( #) inducida por el campo magnético aproxima las
cabezas de PP a las que se unen los Ca*. Por repulsion coulombiana se
suelta el Ca2+, que a continuacién interacciona con el canal de K,
promoviendo la salida de este i6bn al medio extracelular (corriente de

intensidad I, ).

La ecuacién propuesta es realmente la ley de nudos de Kirchoff en AC, en que

ZIr =0, donde r son las ramas que concurren en el nudo, la membrana en nuestro

r

caso. Realmente, esto constituye una modificacién substancial de la ecuacion original

de HH. Esta ecuacioén de la forma,
C,o (dVi/dt)+ gy, (mPh, (V= Vi, )+ gend (V= Vi )+ g, (V= Vi)~ 1, (B) =0, (5.5)

donde g.(i=Na,K,L) son las conductancias de los canales iénicos (i representa los
canales de sodio, canales de potasio y canales de fuga, L) (ver Fig. 5.7). La

adjudicacion de los signos a las corrientes es meramente por conveniencia.
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Membrana Cm T |
C

Figura 5.8. Circuito eléctrico equivalente de la membrana considerando que
las diferentes ramas concurren en un mismo nudo, que en nuestro caso
representa a la membrana. Noétese como se ha prescindido de los
generadores de f.e.m. de Nerst, V\, ¥ Vi usualmente usados en el modelo
HH.

El primer término es necesario dado que operamos con voltajes variables con el
tiempo y por tanto deberemos introducir la corriente a través de la capacidad, C, de la
membrana (corriente de desplazamiento). El cuarto término es la corriente aleatoria de
fuga (por canales abiertos en estado de reposo, en numero pequeno). Todas pueden
eliminarse menos la corriente de salida de K*, ya que vamos a tratar ahora el proceso
de repolarizacion-hiperpolarizacion (en el que no existen corrientes de sodio). Vnay Vk
son los potenciales de equilibrio termodinamico de Nernst (realmente f.e.m.) y V. (1),
el potencial transmembrana para el canal i (hay N estructuras canal). Notese que en
nuestro modelo de nudos no es necesario afadir a las resistencias, Rna ¥ Rk, los

generadores de f.e.m. de Nerst Vy, y Vk como se hace en el modelo HH convencional.

I, (B) es la corriente interior de Ca*" (citoplasmatica, proxima a la superficie de la
membrana, aunque la total se difunde por todo el citoplasma), debida al campo
magnético (modelo dMA). m, es proporcional a la densidad superficial (por unidad de
area de membrana) de canales de Na’, h, es proporcional a la densidad de
“‘moléculas” inhibidoras (neurotransmisores) y n, es proporcional a la densidad
superficial de canales de K" (notese que q; =C,,V; e I, =dq;/dt, en la capacidad

eléctrica de la membrana, C,,). El segundo término es la corriente de sodio de

119



MODELOS TEORICOS

despolarizacién, producida por el propio voltaje de membrana. Por tanto nos queda,

para el proceso de repolarizacién-hiperpolarizacién (rh),

C.(dVi/dt)= —geni (V= Vi) +1c,(B). (5.6)

Los experimentos indican que la frecuencia de disparo, o =2nxf disminuye con el
aumento de la frecuencia del campo magnético aplicado,®,, en forma de una curva
lorentziana, que es precisamente lo que nuestro modelo predice como veremos. Para
ello supongamos que la velocidad de variacion de canales inactivos hasta el tiempo t,

n, (t) varia con el tiempo en la aproximacion del tiempo de relajacion, es decir,

%__ n; ()
PR TR (®.7)

donde 1, es el tiempo de relajacién o de actuacion de canales abiertos y n;(t) el

numero de canales que permanecen cerrados al cabo de un tiempo t. Como en todo
proceso de conduccion (en nuestro caso por apertura de los canales PK) la
aproximacién del tiempo de relajacién es la mas sencilla que se puede hacer. Una
aproximacién “mas alla de la del tiempo de relajaciéon” seria muy complicada en
nuestro caso, al no comprender aun completamente bien el mecanismo detallado de
apertura de las proteinas canal por parte de los iones de calcio. No obstante esto
queda como un tema tedrico abierto en nuestra Memoria. La integral de ec. (5.7) es

inmediatamente,

n;(t) =ng exp(-t/7¢ ) (5.7)
donde n, es proporcional a la densidad de canales inicialmente cerrados (fisicamente
cerrados y que se van abriendo, con lo que n, va disminuyendo al aumentar el tiempo.

Igualmente podriamos haber establecido que,

dn; z_ni(t)—no (5.8)
dt Ty ’ '

donde n;(t) son ahora el numero de canales abiertos al cabo de un tiempo t, y n, el
numero total de canales. La integracion de (5.8) da entonces,

n(t)=n,(1-er), (5.8)
que es la funcién usualmente usada en la literatura. Por tanto de las ecs. (5.6) y (5.7)

obtenemos que (llamamos ahora por simplicidad t, = 1),
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Cm(dVi /dt) =—-8k (noefﬂT )4 (Vi - Vg )+ICa (B)’ (5.9)

ecuacion diferencial del potencial de membrana. Integrandola obtenemos

dv, t 4 1
C —=- Ue)'dt+ | 1, (B)———dt 5.10
m V.-V, JO' gK(noe ) +I Ca( )(Vi _VK) ( )
de donde,
Vi-Vi o 1
Chnl l £ = |- P dt+ |1 (B)—dt, 511
n\/10 — VK }[ gK(n()e ) J. Ca( )(V _VK) ( )
y por tanto,
ViV _ [ 8k (e 1
Ve, — Ve =exp E[ C_ (noe ) dtJrIICa(B)—(Vi —VK)dt : (5.12)

La distribucién lorentziana para el espectro de frecuencias del impulso bioeléctrico
se obtiene ahora calculando el espectro en frecuencia de V,(t) espontdneo. Para
t>>1(t~10ms.) podemos desarrollar en serie la primera exponencial de ec. (5.12), y

obtenemos asi que

Vi(t)- Vg {l_gxnét(l_efﬂ, (5.13)

V.-V | 4C

m

que nos proporciona la variacion temporal de la parte del potencial de accion
correspondiente al voltaje de repolarizacion-hiperpolarizacion (Vi,); V., = V. (0) (Fig.

5.9).
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Figura 5.9.- Evoluciéon temporal de un potencial de accion, donde se
sefala el voltaje de repolarizacion-hiperpolarizacion, V.. V,: potencial

de membrana en reposo. V,(0): voltaje final de despolarizacion o Vya.
t, : tiempo de repolarizacion-hiperpolarizacion.

Esta no es la variacion “sigmoidal” (1-exp(-t/t))*, usualmente citada para el Vi,
(Tritsch et al., 1998), dado que no se considera usualmente la corriente a través de la
capacidad de la membrana, C,.. Ahora bien si utilizamos la ec. (5.7'), la ec. (5.12) para
la hiperpolarizacion espontanea se transforma en,

t
Vih=Ve _ oo [- Bk (- eve ) dt |, (5.13)
Ve — Vi . C

m

y haciendo nuevamente el desarrollo en serie de la primera exponencial resulta,

t
Vi(H) - Vg =1+g_KJ.(1_e—t/t)4dt, (5.13")
VNa _VK Cm 0
de donde,
t
V.(t)= Vg, + (Vi —VK)i—KI(l —e V) dt, (5.13")
m g

. s 4 . s . ,
que no es precisamente la funcién (1—e~¥*)*, sino una mas compleja, aun cuando la

integracién es inmediata. De ningun modo obtenemos la variacion sigmoidal para

V. (t) en el proceso de repolarizacidbn mas hiperpolarizacion.
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Notar que la corriente espontanea a través del canal de K* es a partir de ec. (5.13),

gnie(,
IK:gKVi:gKVK+gK(VNa_VK) 1- AC l—e * ||, (5.13 )

que tampoco es una funcién sigmoidal (este punto lo discutiremos en la seccién 6).
Tomaremos ahora la transformada de Fourier de V. (t) (densidad espectral del voltaje),
tomando como origen de frecuencias una caracteristica de la membrana, ;, en el
proceso considerado. De este modo de ec. (5.13) obtenemos,

4 4
= - _M o gkt i((n—m;)t —4t/t
Vi(0)= g Vi +gx (Vaa VK)Hl i ]5(03 ®°)+[—4Cm ]Ie e dt} (5.14)

donde 6(w— ;) es la delta de Dirac, centrada en ® = ®;, que es un artefacto del

célculo, debido al desarrollo en serie efectuado al obtener la ec. (5.13), y que por tanto

no consideraremos. Ahora bien la transformada de Fourier de exp (—4t/1) es una

lorentziana, por lo que el espectro de frecuencias de disparo espontaneo de los

canales de K" es, (exceptuando & (o —}) ),
A

(0-0p)" +(20/2)"

V(o)= (5.15)

2.4
n,t . .
donde A’ =ik—° y la anchura de la lorentziana es Aw=4/t, claramente relacionada
m
con el tiempo de relajacion del canal de K*. Notese que esta distribucion lorentziana es
la correspondiente a un solo potencial de disparo, y no la correspondiente a la
frecuencia de disparo de la neurona. Este resultado constituye otro modo de describir,

en el dominio de frecuencias, la forma del V4, (ver Fig. 5.10).
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Figura 5.10.- Distribucion lorentziana del voltaje de repolarizacién-
hiperpolarizacion de un potencial bioeléctrico en el dominio de

frecuencias, alrededor de una frecuencia caracteristica del proceso, ;.

En conclusion, predecimos que la respuesta en frecuencia del potencial V, (1),
transmembrana es una lorentziana. Una posible interpretacion de lo que ocurre es que
al aplicar CM alterno de FEB lo que se hace realmente es un muestreo de cada cluster

de fosfolipidos + canales idnicos cuya frecuencia de apertura ® coincide con la

frecuencia del campo de FEB, o, . De igual modo la lorentziana en o, tiene su
maximo en o, (frecuencia natural de disparo de la neurona), lo que constituye el

fendmeno de resonancia también observado experimentalmente, como veremos mas
adelante. Por tanto la ecuacion de Hodgkin-Huxley suplementada con la corriente de
Ca?* liberada en los clisteres de fosfolipidos por anisotropia diamagnética y explosion
coulombiana (ecuacién HHM) explica adecuadamente el comportamiento de la

membrana bajo campos de FEB.

5.1.2.- OBTENCION DEL ESPECTRO DE LA FRECUENCIA DE DISPARO DE LA
NEURONA FRENTE A LA DEL CAMPO MAGNETICO ALTERNO APLICADO (,,)

A partir el modelo del seccion 5.5.1 hemos obtenido un espectro lorentziano de Vy,

pero bajo el supuesto de que al aplicar CMA lo que se hace es muestrear con la
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frecuenta del campo, ®, una distribucion existente en la membrana de “estructuras”
PP + PK con una distribucion de frecuencias de disparo diferentes, que “resuenan” con

el campo, es decir hemos hecho ®w, = o, . Vamos a hacer ahora una hipotesis
diferente y es que el CMA B:Bosen(coMt) da origen para toda la membrana a un

espectro lorentziano en ®,,, lo cual vamos a probar. Sabemos que segun el modelo

dMA la frecuencia de disparo de la neurona bajo CMA es de la forma de la ec. (5.3), es
decir,

o(t) = o, exp (— oc(Bosen wMt)z), (5.16)
variacién complicada que en absoluto se observa experimentalmente. Esto es asi por
lo siguiente. La densidad de energia magnética almacenada en la membrana, aunque
no disipada si despreciamos pérdidas éhmicas y dieléctricas, es de la forma
B*(H)

e, (t)=(B2/2u,, )sen’em t =
2um

(5.17)

donde um es la permeabilidad magnética de la membrana, um:uo(l+xd). Como

ocurre que el periodo del CMA, T (del orden del seg.) >> t (anchura del potencial, del

orden de los ms.), la energia media temporal almacenada sera,
B2
() =WT)[ (B} /21n)sen’, t dt = B} 4 = 0, (5.18)

Hm

S )

donde B = BO/\/E es el campo magnético eficaz.

Pero una energia media significa que la energia “entregada” por el CMA a la
membrana al cabo de un tiempo t de aplicacion del campo magnético (energia

almacenada en el medio diamagnético) es (ver Fig. 5.11),

(ey )t = (B2 /4um)t (5.19)
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B2(t)

Bj

<
<
|
Yy —

T t

Figura 5.11.- Energia media entregada en el tiempo por el campo magnético al
medio diamagnético de la membrana. La linea es la energia media almacenada.
Asimismo se representa un tren de impulsos de la neurona, con frecuencia

®, << O, .

De este modo la frecuencia media de disparo, que es la que experimentalmente se

debe medir, debera ser de la forma,
c)(t) = w(O)eXp (— OL(B(Z)/4Hm)t), (5.20)
es decir variable con el tiempo exponencialmente. Esto significa que no hay una

disminucion estocastica en el tiempo de canales abiertos, sino una exponencial debida

a la energia magnética que se va acumulando en la membrana.

Ahora bien, la tasa de apertura de canales de K', debe ser p(t) = o(t). Lo que

experimentalmente medimos es el espectro de potencia en o, (es decir la energia

entregada por ciclo del CMA) o bien

P(t)=P(0)exp(-Bt), (5.21a)
donde de ec. (5.20),
p=a(B/4u, ). (5.21b)

Por tanto, si hacemos la transformada de Fourier en o, (frecuencia del campo

magnético aplicado) de P(t) obtendremos el espectro de frecuencias ®, de la
frecuencia de disparo de la neurona, que es lo que medimos experimentalmente. Para

ello escribamos de forma conveniente (donde w, es la frecuencia espontanea de

disparo de la neurona),

P(0,)=p(0)] exp (- ) expli(o, o, )t =P (0)
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o bien
1
(OJM _0‘)0)2 +B ’

que es precisamente la lorentziana observada experimentalmente para la frecuencia de

c)((nM ) = 0)(0) (5.23)

disparo, donde de ec. (5.23), (Aoo/2): \/E semianchura que ha sido arriba calculada,

ec.(5.21b). Notar que ®, no es la w; central del espectro lorentziano de un impulso.

Por tanto no es necesaria la existencia de los campos magnéticos aleatorios
producidos por las corrientes de ruido a través de la membrana o en el citoplasma
(modelo de resonancia estocastica, ver por ejemplo revisiéon de Wellens et al., 2004);
ademas en este modelo no se especifica el origen fisico del “ruido estocastico”. La
denominada “teoria estocastica” nos parece por tanto bastante matematica, y ademas
no se ha comparado con ningun experimento relevante en neurofisiologia (que

conozcamos), para explicar las distribuciones de frecuencias observadas.

5.1.3.- EXTENSION DEL MODELO HHM A DIVERSAS POBLACIONES DE CANALES
DE K" E INTRODUCCION EXPLICITA DEL CAMPO APLICADO B

Vamos a extender el modelo HHM (seccion 5.5.1), introduciendo ahora dos
consideraciones mas realistas, y es considerar la existencia de diversas poblaciones
diferentes de clusteres PP + proteina canal de K (PPs + PK) (ver esquema de Fig.

5.12). Llamaremos:

o, = frecuencia media espontanea de la neurona

o} = frecuencia espontanea del sistema i (cluster de PP + PK), donde por simplicidad

s6lo se ha insertado un par de PP-NN entre dos canales de proteinas sucesivas.

o,, = frecuencia del campo magnético alterno aplicado a la membrana, B(t).
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Figura 5.12.- Esquema de membrana con diversas poblaciones de
clusteres PP + proteina canal de K*, con los PP cargados dispuestos como
vecinos mas proximos (NN). Por repulsidon coulombiana se suelta el ca”
que interacciona con el canal de K* promoviendo la salida de este i6n al

medio extracelular (1. ).

La frecuencia media de disparo del sistema cluster de PPs + PK bajo campo
magneético aplicado, B =B sen ot de periodo T >> anchura del impulso, T es de

acuerdo con la ec. 5.23,

. . B2
o' (B) = o} exp(— (; 0 ] (5.24)
donde o es el parametro dependiente de las propiedades fisico - quimicas de la
membrana, y que supondremos el mismo para todos los clusteres PP. En la ec. (5.24)

se ha hecho la aproximacion razonable (ver Fig. 5.11) de sustituir B(t) por su valor
eficaz (BO/\/E) tal como obtuvimos en la ec. (5.18) La intensidad efectiva de corriente
de Ca?* por cluster de PP es I. =¢,fiq (q:2|e| carga del Ca?"), donde €, es una

fraccion de la corriente total producida por el canal i, es decir aquella que llega al
canal (ver Fig. 5.7). Por tanto, la de todos los clusteres de fosfolipidos (PP) es la de

toda la membrana, que sera,

1(B)=3 1 (o, B)= T ) =], w(B)A

T (o, -0)) +(ae, 2] (0, - o)) +(Ae, /2)

~—
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donde hemos asumido que las frecuencias o (la ®; caracteristica de cada sistema
PPs + PK) se distribuyen de forma continua al pasar a integral y supondremos una
misma anchura de lorentziana, A®w y de amplitud, A la misma para todos los N
sistemas PP + PK. Ademas A:A*/gk . Por tanto de acuerdo con ec. (5.9), la

ecuacioén diferencial (de repolarizacién-hiperpolarizacién) de toda la membrana se

obtiene sumando la ec. (5.9) a todas las estructuras PPs + PK de la misma, es decir

A0 exp (—aB2/2) |
C, > (dv, /dt)=- DV, =V )+ 20 = dwi,  (5.26
mzl:( 1 ) gKZi:(nl) ( 1 K) qJ. (o)M—co{))2+(A(oi/2)2 0‘)0 ( )
donde q es la carga del Ca** (2|e| ). La solucion de la ecuaciéon homogénea (es decir de

la repolarizacién-hiperpolarizacién), puede también escribirse de forma mas simple

como,

Vi=Vg+ (Vi (O)_VK)eXp (_ t/ri)’ (5.27)
donde V, es el potencial de equilibrio de Nernst para el K*. Esto es asi si en (5.13)

4
—g:HOT =1, lo que nos proporciona que 1, =4C, /n} g, , o valor del

m

asumimos que

tiempo de repolarizacién-hiperpolarizacién. Esta hipotesis simplifica notablemente la ec.

(5.13), sin modificar la conclusion que extraeremos de este modelo. Por otro lado nos
proporciona un valor plausible para el tiempo t, . Este es el potencial espontaneo de

repolarizacion-hiperpolarizacion de toda la membrana.

Calculemos ahora la corriente de repolarizacién-hiperpolarizacién (c.,) producida

por el campo magnético alterno, que de acuerdo con ec. (5.26) es,
‘¢ Ao
I.(B,, = —aB2/2 0
Ca( 0 (’0.\4) lep( a 0/ )j(mM _0)%))2 +(A(Di/2)2

@

doj, =qexp(-aB2/2)Flo,), (5.28)

donde la funcion F(ooM) nos proporciona la dependencia de la corriente de calcio con

la frecuencia del campo magnético aplicado, o, . ®, y ®, son respectivamente las

frecuencias minima y maxima de disparo de los clusteres PP + PK de la membrana. La

integral anterior es inmediata y vale,
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IX—(b;:(l/2) ln[(x—coM ) +a2], (5.29)
(x -, ) +a?
de donde, la corriente media eficaz y por tanto continua de iones de Ca®* debida al

campo magnético alterno aplicado resulta finalmente,

u} +(Aw/2) |. (5.30)

M

L B0.)= (082w (i 2) ]| 2=

Esta expresion es un tanto compleja, y en ella aparecen las frecuencias extremas a

: , O, , g
altura mitad del espectro lorentziano, es decir ( J = 0, + A®/2. La anterior expresion
®,

(5.28) es la corriente total de los sistemas cluster PP + PK. Por tanto, el potencial de
repolarizacion-hiperpolarizaciéon medible experimentalmente, bajo campo magnético,

sera, integrando ec. (5.6), de la forma,

V,0)-Vieli-exp -z, )+ B (e, (5.31)

I

Va (1)

m

cuya representacion grafica se muestra en Fig. 5.13, (y donde V., (0) es el voltaje final
de despolarizacion o V,,), y en la que el voltaje, V,(t) evoluciona en el tiempo del

V., al Vi . La corriente de calcio producida por campo magnético comienza ya
durante la despolarizacion, aunque en esta fase no abre los canales de potasio, y es
por ello que el origen de tiempo para I, debemos retardarlo en =1, . Vemos por
tanto, que el efecto del campo magnético es aumentar el tiempo efectivo de
repolarizacion-hiperpolarizacion del potencial de accion, t,, conforme aumenta el

tiempo, t, de exposicion al campo magnético durante el desarrollo de cada impulso,
creando asi una anchura del potencial creciente con el tiempo, pero durante el tiempo

que dura el impulso individual (del orden de ms). Este tiempo es muy pequefio y como
vemos en la Fig. 5.13 el tiempo t, varia despreciablemente al aplicar campo
magnético. Esto es debido a que en cada potencial de accion las condiciones iniciales
se restablecen y no hay efecto acumulativo de la corriente de calcio sobre V , al

secuestrarse iones de calcio liberados por el CM alterno entre disparos sucesivos, en

la membrana y en los organulos celulares.
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Por otro lado, y como se detallara en el seccion 6.2, en la Fig. 6.7 mostramos la

variaciéon de la I, (»,), dada por la ec. (5.30), la cual presenta un minimo, en

f, =10Hz para la neurona F1.

A

VrhO

>

Tha 1,(B=0)=1,(B=0) t

Figura 5.13.- Experimentalmente no se observan cambios en el tiempo
efectivo de repolarizacion-hiperpolarizacién del potencial de accién por
efecto del campo magnético como predice en modelo. En su lugar los
cambios han sido observados en la amplitud de los potenciales de algunas
neuronas. De acuerdo con ec. (5.31), obtenemos que

(C=1,/C, =10mV).

Por tanto este modelo nos proporciona la variacion del T, (tiempo de relajacion del

canal PK) con la frecuencia del campo magnético, o , siendo esta variacion dada

implicitamente por ecs. (5.30) y (5.31). La observacion experimental es que para

ciertas neuronas t,, crece con o, (a By fijo), de acuerdo con nuestro resultado tedrico,

pero la morfologia del impulso bioeléctrico permanece inalterada. Aun cuando este es
un resultado negativo del modelo, su importancia radica en precisamente explicar que
lo que el campo magnético alterno aplicado produce es la variacién de la frecuencia

neuronal con la frecuencia del campo, pero sin modificar la morfologia del impulso.

Finalmente tenemos que considerar que los canales de Ca*', abiertos por el Ca**
liberado desde los clusteres de PP, pueden ser activados de la misma forma que los
de K' dependientes de Ca?' intracelular. Este mecanismo es el que produce la

estimulacion del » 20% de las neuronas bajo exposicion a campo magnético. La
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corriente exterior, transmembrana, Ii’“ (B) de Ca?" tendria entonces la misma forma

que la dada por la ec. (5.30) (aunque con algunos parametros diferentes, propios del
canal de Ca?), y con un valor menor comparada con las corrientes de Ky Na*
(alrededor de un 30%).

5.1.4.- CALCULO DE LA EVOLUCION TEMPORAL DEL POTENCIAL DE DESPOLARIZACION

Vamos finalmente a desarrollar un modelo sobre los efectos del CM de FEB sobre
el proceso de despolarizacién (corriente de entrada de Na* que se suma a la de calcio)
operada por el voltaje transmembrana, partiendo del primer término de la ec. (5.5) para
el proceso espontaneo y a partir de la variacién con el campo magnético de este
potencial mediante los canales de Ca*" activados por el Ca®' liberado desde los
clusteres de fosfolipidos, nuevamente mediante el mecanismo propuesto en el modelo
dMA. La ecuacion diferencial para la despolarizacién es de la forma de la ec. de

Hodgkin-Huxley,
C, AV 7dt)=—g,, (m’h,) (V, - Vy, )~ 1., (B), (5.32)

donde m, es proporcional al numero de canales de sodio que permanecen cerrados
hasta el tiempo t. En la situacion espontanea (ausencia de CM, B=0) la resolucion de
esta ecuacion es posible. El problema principal radica ahora en ver si el voltaje ViNa,

que abre el canal de K* puede ser modificado por el campo magnético aplicado, sin el
concurso del Ca*" liberado desde los clisteres de PP por el mecanismo de
superdiamagnetismo y explosidn coulombiana. Notese que el potencial de membrana
es V, después de la actuacion de la bomba de Na-K-ATPasa, que restablece el

equilibrio i6nico para el Na* y el K' de la neurona (tomaremos por sencillez
V., =V,(0)=0). El efecto del campo magnético estatico sobre dicha proteina bomba

se ha tratado en un trabajo previo, observandose que su efecto es disminuir dicho

potencial en buen acuerdo con la teoria (Azanza y del Moral, 1996).
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Para resolver la ec. diferencial (5.32) escribiremos a partir de ésta,

-

j dve

Ve vo) ~(gxa /C,p )| (7, )dt (5.33)

0

(=1

de donde como ViNa (0): 0 (comienzo del impulso, membrana en reposo) tendremos

que

—
=<
z
i~
—~
-
~
|
Z<
o
|
—

—(gx/C,, )| (m?h, )dt (5.34)

0
Vamos ahora a suponer que la disminucion de canales de Na* activos a medida que
progresa la despolarizacion sigue también la variacién exponencial de ec. (5.7), con
que tendremos que
m, (t) =m, exp(-t/ty,) (5.35)

con T, , el tempo de relajacién para la disminucion de canales de Na' que
permanecen cerrados al cabo del tiempo t. Analogamente vamos a asumir que la
inactivacion del canal de sodio es de la forma

h.(t) =h,exp(+t/t,,) (5.35")
donde 1, es el tiempo de inactivacion en los canales de Na® (obsérvese el signo
positivo en la exponencial que crece con t, dado el efecto antagonista supuesto para
h; enlaec. HH).

Por tanto la ec. (5.34) adopta la forma
t

ViNa (t): Ve = Via €Xp | — (gNa /Cm )I (m(S) exXp (_ 3t/ Ty, )ho eXp(t/Tin ))dt (5.36)
0

La integral del segundo miembro es

t

jexp(— 3t/ 1y, +t/7, ) dt=(t,/ 3)Iexp (—3‘[(1;3 —(%)c! )) d(3t/t,;)= (ref /3) [exp(—t/ ) —1] (5.36")

0
donde 1 = (r;la —(%)r;]l) , proporciona el tiempo efectivo de relajacion para la
despolarizacion. El aparecer la suma de los tiempos t,, Y 1,, €s debido a que se trata
de procesos de relajacion independientes. Desarrollando ahora en serie la primera
exponencial de la ec. (5.367), en la forma vista en el modelo de seccién 5.1.1, resulta

finalmente un voltaje de despolarizacién de la forma,
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ViNa (t) = VNa (1 - (gNam%)hOTef /3Cm )eXp (_ t/Tef )) (537)

que crece exponencialmente con el tiempo t hacia V,, (tampoco ahora hemos obtenido

1 1 3T, — T

L . . , 1
una dependencia sigmoidal con el tiempo). Notese que — = - = ,
ch TNa 31:' 3TNaTin

mn

Taa T 312 .
eyt ~®T, ~T, luego 1., ¥=——=1.51, con lo que t, deberia
3T, — Ty 27

m a

luego T =

ser mayor que T, , tal como se observa experimentalmente.

En conclusion, se predice que el voltaje de despolarizacién espontanea crece

exponencialmente con el tiempo, hasta V,, de Nernst, y que, aparentemente no es

afectado por el campo magnético, B aplicado (sélo podria serlo si hg estuviese

afectado por el campo magnético de FEB, cosa que de momento desconocemos). El

efecto de I, en la ec. (5.32) podemos descartarlo, dado que el Ca?* es sabido que no

opera sobre los canales de Na".
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6.- DISCUSION Y COMPARACION CON LOS MODELOS TEORICOS

6.1.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

Los experimentos se han realizado en los ganglios cerebroideos completos de
Helix aspersa, registrando la actividad bioeléctrica desde el soma de una neurona
individual, integrada en su ubicacién histologica natural. La neurona en estudio, recibe
neurotransmisores en los contactos sinapticos procedentes de otras neuronas, que
estimularan o inhibiran su actividad. El microelectrodo introducido en el soma neuronal
registra una actividad bioeléctrica que es la suma de todas las aferencias que la
neurona recibe. Como resultado de esta integracidon postsinaptica, se registra la
actividad bioeléctrica que hemos quedado en definir como “actividad espontanea” o
“actividad natural”, altamente especifica cuando se registra desde el mismo “tipo” de
neurona, desde especimenes diferentes, en experimentos distintos. El término “tipo”
de neurona se utiliza para referirnos a una neurona localizada en el mapa de los
ganglios cerebroideos (Fig. 3.6). La dinamica de realizacion de los experimentos se
mantiene durante todo el estudio: un ganglio - una neurona - un experimento. El
tiempo de duracién del experimento depende del tipo de neurona en estudio, y del
objetivo del mismo, variando desde unos pocos minutos hasta aproximadamente 2
horas. Controles realizados con la neurona V20 nos han permitido poner de manifiesto
que la actividad espontanea se mantiene sin variacion hasta 6h, después de realizado

un experimento de aplicacion de campo magnético, sin renovar la solucién Ringer.

Teniendo en cuenta que la manipulacién de los ganglios durante la diseccion,
introduccion en la solucion Ringer e insercion del microelectrodo en la membrana
(estimulo mecanico), alteran los equilibrios i6nicos naturales, se espera el tiempo
necesario para que se restablezcan las condiciones normales. Una vez conseguida la
estabilidad en los patrones de frecuencia y amplitud de la actividad neuronal, se define,
promediando en un intervalo de tiempo suficientemente largo, la frecuencia de la
actividad espontanea de cada neurona. A esto se suma el registro histérico con el que
contamos, constituido por el estudio de la actividad neuronal de aproximadamente 120
neuronas de las situadas en la superficie de los ganglios. Los experimentos se realizan
en neuronas con diferentes patrones de actividad espontanea considerando el

siguiente orden de prioridad: actividad natural constante en el tiempo (Figs. 4.33, 4.34
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y 4.38), variable en el tiempo (Figs. 4.24, 4.29 y 4.43), y neuronas silenciosas (Figs.
441 y 4.42). En aquellas neuronas donde existe una tendencia natural a la
disminuciéon de la frecuencia y la presencia del campo magnético acentia dicha
respuesta, definimos las variaciones inducidas por la repeticion de la correlacion
campo magnético aplicado/modificaciéon de la actividad neuronal, en todos los
experimentos realizados con el mismo tipo de neurona. En los casos en que el campo
magnético induce aumento de la actividad bioeléctrica, la relaciéon causal/efecto es
evidente (Figs. 4.29, 4.30, 4.38, 4.41 y 4.42). La repeticion de los resultados, bajo las
mismas condiciones experimentales, en neuronas de muestras diferentes, es la
confirmacién que nos permite definir el efecto producido por el campo magnético

aplicado.

El estudio morfolégico y ultraestructural mediante técnicas de histologia
convencional, inmunocitoquimia y microscopia electrénica, nos ha permitido
profundizar en la caracterizacion del sistema nervioso central de Helix aspersa. Todas
las neuronas tienen morfologia similar, esférica en solucion Ringer (Fig. 3.2) y
piriforme vistas en las secciones tefiidas para microscopia 6ptica (Figs. 4.8 y 4.16a),
por lo que la variable que se tiene en cuenta para distinguirlas es el tamafo relativo y
su posicién en los ganglios. Se han descrito una gran variedad de tamafios neuronales
y de tipos de células de glia, ademas de los contactos que las células de glia
establecen con las neuronas préximas, lo que ha permitido comprender su
funcionalidad (Hernadi y Elekes, 1999). En nuestros estudios hemos encontrado dos
tipos de células de glia asociadas con las neuronas (Figs. 4.3 y 4.6) y con las fibras
nerviosas en el neuropilo (Fig. 4.4) respectivamente. Se localizan uniones tipo gap
entre neuronas, entre células de glia (Figs. 4.3 y 4.6) y entre neuronas y células de
glia (Figs. 4.6 y 4.7) y una alta densidad de membranas dispuestas entre las neuronas,
y alrededor de los axones (Fig. 4.4). Los tipos de células de glia descritos (Joan, 1995)
coinciden con la glia de insectos y crustaceos, y se han definido por su localizacion y
morfologia como glia plasmatica o protoplasmica rodeando los somas neuronales en

la periferia y glia fibrosa asociada con los axones (Radojcic y Pentreath, 1979).

La glia asociada con neuronas grandes con cierta frecuencia penetra en las

invaginaciones de la membrana plasmatica neuronal formando la tropospongia (Fig.
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4.7a). La estrecha relacién entre neurona y glia en estas invaginaciones indica
interacciones importantes entre ambos tipos de ceélulas. Es bien conocido que la glia
es un soporte tréfico para las neuronas, asi como que la actividad de la glia es

modulada por sefiales trasmitidas desde las neuronas (Pentreath y Pennington, 1987).

En un estudio comparado de los canales idbnicos mayoritarios en los cordados y en
un amplio grupo de invertebrados destacan los moluscos como la clase de
invertebrados que expresa los mismos tipos de canales idnicos en relacién con los
cordados, referidos a canales de sodio, diversos tipos de canales de potasio, canales
de calcio, receptores nicotinicos de la acetilcolina y canal de cloro activado por GABA
(Tabla 6.1).

Tabla 6.1.- Evidencias de canales i6nicos en eucariotas (Hille, 1992).

Tipo de canal iénico
Canales de potasio Nicot. GABA
Phylum Na K A IR K(Ca) Ca AChR Cl
Chordata ++  ++ ++  +4+ ++ ++ ++ + +
Vertebrata ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
Cephalochordata ++ ++ +
Urochordata + 4+ ++ + ++ +
Echinodermata + + + + + + +
Chaetognatha ++ + +
Mollusca ++ + 4+ ++ + 4+ + + ++ ++ ++
Arthropoda +4+  ++ 4+ ++ + + ++ ++
Annelida ++ ++ + ++ ++ ++
Nematoda + + + + + +
Platyhelminthes + + + i +
Ctenophora + + + ++
Cnidaria + + + + + +
Porifera
Protozoa ++ + + + ++
Fungi ++ +
Green algae ++ +
Flowering plants ++ ++
+ alguna evidencia
++ convincente evidencia eléctriva y farmacolégica
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Las caracteristicas de la actividad bioeléctrica de una neurona debe de estar
correlacionada con la densidad, localizacién y distribucion de sus canales idnicos.
Para que una neurona desarrolle y mantenga un repertorio especifico de
caracteristicas funcionales, los canales idnicos deben ser sintetizados y transportados
continuamente a sitios especificos para ser insertados en la membrana celular en un
proceso constante de renovacion celular (Siegel et al., 1994). Los resultados que
hemos obtenido de Ila caracterizacion de proteinas canales ibnicos por
inmunocitoquimia revelan que aproximadamente el 100% de las neuronas son
positivas para los canales de Na* y de K* de rectificacion retardada. Se localizan tanto
en el soma neuronal como en los axones. La reaccién positiva para los canales de
sodio se observa en el seno del citosol (Fig. 4.11), lo que quiere decir que se estan
revelando las proteinas que se estan sintetizando. Sin embargo, se puede observar
que los canales de potasio de rectificacion retardada ademas de observarse en el
seno del citosol, se han caracterizado en algunas neuronas en localizaciones mas
precisas proximos a las membranas (Fig. 4.14). Estos resultados son interesantes
puesto que en neuronas de mamiferos estos dos tipos de canales se localizan
fundamentalmente en los axones y, en las fibras con envoltura de mielina (células de
Schwan), en los nodos de Ranvier en mayor proporcion que en el soma neuronal o las
dendritas. Estos resultados los hemos corroborado en los controles de la reaccion de
inmunocitoquimia realizados en encéfalo de rata, donde se ha puesto de manifiesto,
como es caracteristico, una mayor densidad de reaccion en la zona de fibras (Figs.
6.1a y b). Las neuronas de Helix aspersa son monopolares, es decir, no tienen
ramificaciones dendriticas y la localizacion de los canales de sodio y potasio de
rectificacion retardada en el soma neuronal explica los registros obtenidos de la

actividad bioeléctrica neuronal.
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Figura 6.1.- EnVision®. a) 20X. Canales de sodio. b) 10X. Canales de
potasio operados por voltaje de rectificacion retardada. Se observa para
ambos canales mayor densidad de reaccion en la zona de fibras.

Los canales de potasio activados por el calcio intracelular se expresan en
aproximadamente el 90% de las neuronas (Figs. 4.15 y 4.16). Los canales, SK2 y BK¢,
tienen una localizacion precisa en zonas determinadas de la membrana (Fig. 4.15) y
llama la atencion la reaccién positiva a nivel de los nucleos de las neuronas para los

BKca (Fig. 4.16). Este aspecto se repite en el encéfalo de rata (Figs. 6.2a y b).

= N 7 7 — - T BT
- - . y
SK2 - 37 . J. - -/B KCa .' . " " '»
b ; % s j ; * L A - B »
4 "W el >
- w . "9 §
: - q A re »y .
= . i ( ¥ g 4
= > s » " Pl L] 'y f
: . = 2 3 5 Y & ” . }
" £ s 'y ) o
'l /4 e, o » g o
L 5 . f o e i . 4
- =~ s ;] ' ] 8
= » v ‘H ; 8 . F
- 3 e 3 A . b 5 .
o Ty % 3 e AP '
- i ¢ L
"
L 2’ » . & S
= . & o v
s SR / bt i
< 5 <110 LA NI P, -
- i . L . . . . o074
- o  J
a) = % 200 pm b) ’ o] . d o 50.0 um
£ h ¥ 2 r / ) LA »

Figura 6.2.- EnVision®. a) 10X. Canales de K' dependientes de Ca®*
intracelular de pequefia conductancia, SK2. b) 20X. Canales de K
dependientes de Ca” intracelular de alta conductancia, BKc,. Se observa
reaccion positiva en los nucleos para el BKc,. Para ambos canales la
reaccion posee una localizacién precisa en determinadas zonas de la

membrana.
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En relacién con los canales de calcio, los de tipo L se expresan en el ~ 56% y los
de tipo P/Q y N en el ~ 7% de las neuronas. La localizacion de estos canales es
precisa en zonas determinadas de las membranas del soma neuronal (Figs. 4.12 y
4.13). En neuronas pequefas se observa una alta densidad en el seno del citosol,
debido probablemente a la relacion superficie/volumen en comparacion con las
neuronas grandes (Fig. 4.13b). En mamiferos los tres tipos de canales N, P y Q se
localizan fundamentalmente en los terminales de los axones y se consideran ser los
responsables de la liberacion de los neurotransmisores (Tritsch et al., 1998). En el
caso de neuronas de moluscos los encontramos indistintamente en la membrana del
soma neuronal y en los axones. En relacion con los canales de calcio tipo L (Fig. 4.17)
se ha descrito que en mamiferos se encuentran en dendritas y membrana del soma,
considerandose que el calcio que entra por esta via tiene una gran importancia en la
activacion de la expresion geénica de proteinas, acoplada a la actividad
electrofisiolégica de superficie. Su funcién en la liberacién de neurotransmisores se
considera nula. Es interesante que en neuronas de moluscos se haya observado, al
igual que en mamiferos, reaccion positiva a nivel del nacleo neuronal. La positividad
observada en los nucleos de las neuronas de molusco para los canales BKc, y Ca®'L
indican la posibilidad de un acoplamiento entre la actividad bioeléctrica de la
membrana plasmatica y las actividades metabdlicas del nucleo. Merece la pena
destacar que estos dos tipos de canales son, entre el conjunto de los canales idnicos
estudiados, los de mayor significacién como mediadores de los efectos inducidos por
la exposiciébn a campo magnético. De aqui se induce la posibilidad de que el campo

magnético pueda inducir efectos en la regulacién de la expresion génica.

Nuestros datos de exposicion a campos magnéticos muestran que el 82% de las
neuronas son sensibles al CMA, en un 50% de las neuronas la frecuencia disminuye y
eventualmente quedan inhibidas, en un 20% la frecuencia aumenta siendo
estimuladas, y el 12% restante presenta respuestas bifasicas, de estimulacion e
inhibicién. Se ha demostrado experimentalmente que como resultado de la interaccion
del campo magnético con la membrana plasmatica se liberan iones de calcio en el
citosol y que los efectos observados de inhibicién y de estimulacion de la actividad
bioeléctrica son consecuencia de las acciones subsiguientes promovidas por el

incremento del calcio libre en el citosol (Azanza, 1993; Azanza y del Moral, 1998;
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Calvo y Azanza 1999a; del Moral et al., 2002). La disminucién de la frecuencia de las
neuronas se explica por la activacidén directa de los canales de potasio por el calcio
intracelular, la salida de potasio al medio extracelular produce la hiperpolarizacién de
la membrana y de ahi la disminucion de la frecuencia y eventual inhibicién de la
actividad bioeléctrica (Azanza y del Moral, 1994). En la subpoblaciéon de neuronas
estimuladas por el campo magnético el calcio promueve directamente Ia
despolarizacién de la membrana y de ahi la estimulacion. Estos resultados se
obtuvieron de experimentos realizados modificando las concentraciones idnicas en la
solucion Ringer (Azanza y del Moral, 1994) y comparando los efectos miméticos
inducidos por el campo magnético aplicado con los inducidos por la cafeina (Calvo y
Azanza, 1999b) y por el glutamato, sus agonistas y antagonistas (Azanza et al.,
2005b). La falta de magnetosensibilidad en el 18% de las neuronas estudiadas
consideramos que se debe a que en este grupo de neuronas la funcién del calcio
como segundo mensajero no es tan importante como en la poblacion neuronal

mayoritaria.

En este trabajo, mediante el estudio de inmunocitoquimia, hemos tratado de
relacionar las respuestas neuronales con los canales iénicos que las neuronas
individualmente expresan. Si comparamos los datos obtenidos, bajo exposicién a
campo magnético, con los de inmunocitoquimia relativos a la expresion de canales
idnicos por las neuronas se observa que los resultados son consistentes
cualitativamente. A grandes rasgos los datos numéricos muestran una tendencia que
pueden explicar nuestras observaciones. El 100% de las neuronas son capaces de
producir potenciales bioeléctricos de gran amplitud por la presencia de canales de
sodio y potasio de rectificacion retardada que se expresan en el 100% de las neuronas.
En el 50% de las neuronas la actividad disminuye por la hiperpolarizacion de la
membrana, este aspecto lo relacionamos con la expresion de los canales de potasio
activados por calcio intracelular que se expresan en el 90% de las neuronas. La
estimulacion inducida por el calcio se observa en el 20% de las neuronas estudiadas,
esta actividad consideramos que se corresponde con los canales de calcio tipo L que
se expresan en el 56% de las neuronas. Debemos de tener en cuenta que los
resultados de inmunocitoquimia se han obtenido de estudios en los que se han hecho

recuentos del 100% de las neuronas de los cortes seriados obtenidos de todo el
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volumen de los ganglios en profundidad. Si tenemos en cuenta que los estudios de
electrofisiologia se hacen en una seleccién de neuronas de las localizadas en
superficie, las de mayor tamafo y sobre un numero de aproximadamente 120

neuronas los datos obtenidos son excelentes.

Por otra parte la técnica de Inmunocitoquimia nos ha permitido caracterizar los
canales idnicos que expresa una neurona especifica como es el caso de la F1 (Figs.
419 - 4.22). Los experimentos de electrofisiologia realizados con esta neurona se
muestran en la Figs (4.26 - 4.27). Por el patrén de actividad bioeléctrica se puede
considerar que la neurona F1 es sensible al calcio. Se observa una disminucion de la
frecuencia de los potenciales y un cambio en la morfologia a una tipicamente
dependiente de calcio caracterizada por actividad de reclutamiento con potenciales en
rafagas de amplitudes variables crecientes y decrecientes, que indica un potencial de
equilibrio para el calcio por encima del potencial de equilibrio del sodio. Las rafagas
estan separadas por inhibiciones de larga duracion que se deben a la estimulacién de

los canales de potasio dependientes de calcio intracelular.

La correspondencia entre la actividad electrofisiolégica de las neuronas bajo la
accion de campo magnético y el tipo de proteinas canal que expresan pone de
manifiesto el papel de los canales iénicos en las modificaciones de la actividad

bioeléctrica neuronal bajo accion del campo magnético.

La mayoria de los datos experimentales obtenidos por la aplicacion de campo
magnético de FEB sobre neuronas de moluscos (Danilov et al.,, 1986), células
musculares (Gundersen et al., 1986) y axones (Ueno et al., 1986) son contradictorios y
en la mayoria de los casos, la explicacion de los resultados observados a nivel celular
o molecular se ha hecho de forma elusiva. Los datos mas consistentes, a nivel
molecular, son los relativos a la movilizacién de los iones Ca®* en el citosol y la
modificacion de su cinética a través de la membrana plasmatica (Kavaliers y
Ossenkopp, 1986; Lindstrdm et al., 1993; Liburdy et al., 1993). Diversos experimentos
han confirmado que el calcio juega un papel fundamental en las respuestas inducidas
en células bajo exposicion a CEM. En el estudio de los efectos de los CEM en el

sistema nervioso, se ha demostrado su influencia en las modificaciones de los flujos
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transmembrana de Ca®* en preparaciones de encéfalo de gato y pollo, in vitro (Bawin y
Adey, 1976; Blackman et al., 1982), de sinaptosomas de rata (Lin-Liu y Adey, 1982) de
células de neuroblastoma (Korzh-Sleptsova et al., 1995) y neuronas de Helix aspersa
(Azanza y del Moral, 1994; Galvanovskis et al., 1994; Hemmersbach et al., 1997). El
promedio de la concentracion intracelular de calcio esta altamente relacionada con la
actividad eléctrica de la neurona y este i6bn desempefia un papel relevante en los
procesos de regulacion de los canales (Siegel et al., 1994). En condiciones normales,

2 es muy baja (= 10™* mM) en

debido a la homedstasis intracelular del calcio, la [Ca
comparacion con el medio extracelular (= 1 mM) (Alberts et al., 2002). Los iones de
Ca?*, como segundos mensajeros, participan en la transduccion de sefiales desde la
superficie celular hasta el medio intracelular. Es de destacar la reaccién positiva por
inmunocitoquimia de los canales de calcio tipo L que hemos encontrado en las
membranas y en los nucleos de las neuronas, asi como la reaccion positiva en las
mismas localizaciones para los canales de potasio dependientes del calcio intracelular
tipo BKc,. Estos resultados sugieren una interaccion entre la emision de potenciales de
accioén, fenomeno de superficie, y los mecanismos de transduccién de proteinas en el
nucleo. Como se ha sefialado anteriormente este proceso se ha considerado como
eslabon indispensable del mecanismo de amplificacion de la interaccion del CMA con
la membrana plasmatica. Como muestran nuestros resultados estos dos tipos de
canales ionicos son los de mayor significacion en los efectos electrofisioldgicos
inducidos por la exposicion a campo magnético. Algunos autores sugieren una
interaccion directa de los campos magnéticos sobre los canales i6nicos de la
membrana plasmatica, y en particular, sobre los canales de Ca?*. No obstante, no se
han encontrado respuestas en experimentos realizados con patch-clamp (Obo et al.,
2002).

Del rango escogido de frecuencias que comprende las tipicas de la actividad
electroencefalografica en humanos, se han aplicado los valores de frecuencia
coincidentes con los ritmos especificos bien definidos: Delta (1 - 4 Hz), Theta (5 - 7 Hz),
Fusiformes (7 - 14 Hz), Alfa (8 - 12 Hz), Mu (12 - 18), Beta (15 - 30) y Gamma (30 - 80
Hz). La sensibilidad de las neuronas al campo magnético aplicado se pone de
manifiesto por la rapida modificacion en el patron de actividad espontanea (4.23 - 4.29).

La realizacion de estos experimentos fue fundamental para definir la sensibilidad de
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las neuronas al cambio de frecuencia del campo magnético, la existencia de bajas
frecuencias para las cuales la respuesta neuronal es maxima y para poner de
manifiesto que estas frecuencias son las préximas a la frecuencia de disparo natural

de la neurona en estudio (Fig. 4.29).

Para condiciones experimentales de intensidad variable y frecuencia del campo
magnético constante y proxima a la natural de la neurona, se repiten los cambios
bruscos en la actividad neuronal una vez iniciada la aplicacion del campo magnético
(Figs. 4.30 y 4.31). En las Figs. 4.32, 4.33 se observa que la respuesta se produce
para el valor mas bajo de intensidad del campo magnético aplicado (0.2 y 0.88 mT).
Se pone de manifiesto la magnetosensibilidad y se observa una coincidencia con el
tipo de respuesta tipicamente dependiente de calcio. EI aumento de amplitud
caracteristico observado en la Fig. 4.34 se puede explicar debido a la siguiente
secuencia de procesos: el campo magnético aumenta la concentracion de calcio libre
citosolico, que activa la corriente de calcio intracelular, por lo que el potencial de
despolarizacién se desplaza hasta alcanzar el valor V¢,, que en esta neurona esta por
encima del valor del Vy,. La corta duracion de los potenciales de gran amplitud
dependientes del calcio intracelular, se debe a la puesta en marcha de los
mecanismos de regulacion de la concentracion de calcio en el citosol: ATP-asas de
Ca?, organulos de secuestro como son el reticulo endoplasmatico liso, las
mitocondrias, los calciosomas y las proteinas fijadoras de Ca*" libre en el citosol tipo

calmodulina.

Hemos demostrado que las neuronas responden de forma inmediata una vez
iniciada la aplicacion del campo magnético (Figs. 4.35, 4.36 y 4.37). Se destaca el
hecho de que las respuestas son maximas cuando la frecuencia del campo magnético
es comparable a la frecuencia natural de la neurona (Figs. 4.38 y 4.39). Estos
resultados nos conducen a la consideracion de la existencia de ventanas de
frecuencias para nuestras condiciones experimentales utilizando campos magnéticos

de baja frecuencia e intensidad (Pérez Bruzén et al., 2004; Azanza et al., 2005c).

En nuestros experimentos queda patente que cuando la frecuencia del campo

magnético aplicado es igual a la frecuencia natural o espontanea de la neurona los
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resultados obtenidos son maximos, caracterizados por un aumento subito de la
frecuencia y amplitud de los potenciales (Figs. 4.40 y 4.41). Estos resultados prueban,
ademas, la existencia de un fendmeno de resonancia en frecuencia. En nuestros
experimentos lo que hacemos coincidir es la frecuencia del campo magnético

expresada en Hz con el numero de potenciales bioeléctricos por segundo.

Hemos puesto de manifiesto la reversibilidad del efecto inducido, bajo aplicaciéon
de campo magnético tanto estatico (Azanza, 1993) como sinusoidal de FEB (Azanza,
1993; Azanza et al., 2002a, Pérez Bruzoén et al. 2005), comprobando que en algunos
experimentos la frecuencia de los potenciales bioeléctricos, tras la exposicion a campo
magnético, alcanza valores proximos a los obtenidos en la actividad espontanea
registrada en el experimento control, antes de la exposiciéon al campo (Figs. 4.43 y
4.44). Ese aspecto es de especial interés y, de acuerdo con recientes descripciones de
otros autores, coincidimos en que puede representar el indicio de un proceso de
adaptacion al campo magnético aplicado (de Pomerai, 2000; Azanza et al., 2002a). En
nuestras condiciones experimentales podemos decir que las modificaciones no son
estructurales sino funcionales, mediadas por calcio, y la maquinaria metabdlica esta

preparada para corregir dentro de unos ciertos limites las alteraciones inducidas.

¢ Qué significa que las neuronas pueden adaptarse a un campo magnético externo
que esta incidiendo continuamente?. Bajo exposicion a campo magnético aumenta la
concentracién de calcio intracelular y para mantenerla en los limites normales, con el
fin de controlar las funciones del calcio como segundo mensajero, las células
requieren un consumo energético adicional para la sintesis de bombas de Ca?*, en la
membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmatico liso; sintesis de proteinas
citosdlicas fijadoras de calcio; mantenimiento de los calciosomas, etc.
Simultaneamente la respiracién oxidativa en las mitocondrias, que conduce a la
sintesis de ATP, es activada por el calcio entrante. La medida en que el metabolismo
mitocondrial se ve incrementado, por la demanda de los procesos arriba indicados,
podria considerarse un indicador del desgaste energético que supone lo que podemos
denominar como proceso de adaptacion al campo magnético externo. El proceso de
adaptacion neuronal al campo magnético esta asimismo reflejado en las respuestas de

inhibicion de la actividad electrofisiolégica de las neuronas (observada en nuestros
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experimentos en el 50% de las neuronas estudiadas). Gola y Crest (1993)
demostraron en el soma neuronal de Helix que canales de Ca** operados por voltaje y
canales de K* activados por Ca?* de gran conductancia se disponen préximos, en
zonas de membrana formando dominios bien definidos. De esta forma, la posible
hiperexcitacién inducida por la entrada de Ca®" es contrarrestada rapidamente por la
hiperpolarizacion de la membrana debido a la salida de iones de potasio. Es bien
conocido el peligro que supone para las células el proceso de citotoxicidad por calcio
(Mayer y Westbrook, 1987; Rothman y Olney, 1987, Choi, 1992), la disposicion
descrita de dominios de canales de potasio activados por calcio permite evitar, en
condiciones metabdlicas normales, que la activacion por calcio se mantenga en las
neuronas fuera de los limites fisiologicos adecuados. Gola y Crest (1993) describieron,
ademas, la existencia de canales de K* activados por Ca®* alejados de los canales de
Ca?" activados por voltaje, los denominados crypto-channels. Estos canales de K* son
activados “tardiamente”, con respecto al inicio del brote de excitabilidad, su funcién es
el control de la posible hiperexcitabilidad. La difusion de los iones de calcio dentro del
citoplasma estd severamente limitada. La entrada del calcio ocurre en sitios muy
determinados de la membrana y el incremento de la concentracién de calcio debe
ocurrir en el citoplasma préximo a la membrana. La localizacion descrita de los
canales de potasio activados por calcio es coherente con nuestro concepto de los
clusteres de membrana que actua cooperativamente como resultado del
superdiamagnetismo anisotropico exhibido por las membranas de fosfolipidos (Azanza,
1993). En relacion con nuestros experimentos hemos descrito que en el 12% de las
neuronas estudiadas se observan respuestas bifasicas de estimulacion - inhibicion. De
acuerdo con los datos de Gola y Crest (1993) nuestros experimentos podrian estar
reflejando la ultraestructura de la membrana relativa a la disposiciéon de los canales
idnicos: en el 50% de las neuronas predominarian los canales de K* activados por
Ca?* por lo que la disminucién de la frecuencia es inmediata a la aplicacién del CM; en
el 20% predominarian los canales de Ca?" tipo L, incrementandose la frecuencia como
respuesta a la aplicacion del campo magnético; en el 12% la disposicion relativa de los
canales de Ca* tipo L y de K* activados por Ca®* explicarian las respuestas bifasicas,

la estimulacion inicial es seguida, con cierto retardo por la disminucion de la frecuencia.
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En experimentos en los que se han utilizando intensidades de campo magnético
tres o6rdenes de magnitud inferior (UT) se han modificado las condiciones de
apantallamiento del ruido electromagnético ambiental adaptandolas a las bajas
intensidades de campo magnético aplicadas (Fig. 3.12). En la Fig. 4.45 se observan
los efectos inducidos en la actividad neuronal para los tres valores de frecuencia (50,
8.3 y 4 Hz) e intensidad (0.2, 2 y 12 uT) de campo magnético utilizado. Partiendo de
estos resultados cabe preguntarse cuales son los umbrales de frecuencia y amplitud
para los cuales dejan de observarse efectos. Si tomamos en consideracién que los
campos magneéticos asociados con la actividad neuronal natural son del orden de fT (9
ordenes de magnitud por debajo de los valores de intensidad de campo magnético
utilizado en nuestros experimentos), es de esperar que incluso campos mas bajos
puedan tener algun efecto, como sucede en experimentos desarrollados en nuestro
Laboratorio usando nanoT, con variaciones de frecuencia de décimas de Hz,
resultados que no se presentan por no ser objetivo de este estudio (Maestu et al,
2006).

Las membranas neuronales son sistemas no lineales y excitables (brindan
respuestas desproporcionadas en relacion al estimulo que reciben) lo que les da la
capacidad de responder a intensidades muy bajas de estimulacion. Las intensidades
de campo magnético utilizados pueden generar cambios en el potencial de membrana
en el orden de los uV. Tales cambios son tres ordenes de magnitud inferior a los mV
de despolarizacion que se requieren para activar los canales idnicos operados por
voltaje. La respuesta conduce a un fendmeno de amplificacién de la sefal por un
mecanismo de tipo resonante. Llama la atencién la organizacion del sistema nervioso
en el que existen un conjunto de mecanismos que favorecen dicho fenémeno. Entre
ellos de destacan la formacién de clusteres de canales y la amplificacion por el aporte
de redes neuronales. Una célula de Purkinje puede recibir informacion de 80000
neuronas con mas de 200000 contactos sinapticos diferentes (Voogd y Glickstein,
1998). Pequefos cambios en las propiedades eléctricas de una célula individual
pueden ser amplificadas miles de veces a través de las interacciones simultaneas de

muchas otras células (Mathie et al., 2003).
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Parece ser que cuando a las neuronas se les somete a una situacion extrema
responden con un patrén comun, en el que se observa un proceso calcio dependiente
que recuerda la posible reaccién de citotoxicidad por calcio. Una situacion de estas
caracteristicas la hemos producido aumentando la temperatura de la solucién Ringer
que bafia las neuronas, y se puede observar en las Figs. 4.46 y 4.47 que con el
incremento de la temperatura, la frecuencia de los potenciales bioeléctricos aumenta, y
se observan valores para los cuales la actividad neuronal se desorganiza de forma
muy definida. En la Fig. 4.46 se observa un cambio importante en el patron de
respuesta a los 37.1 °C, este mismo efecto es observado nuevamente en la Fig. 4.47
para las temperaturas de 31 y 38.5 °C. Estas modificaciones bruscas en la actividad
neuronal se deben a que para estas temperaturas se producen transiciones de fase
(de gel a cristal liquido) en los lipidos de membrana. Se ha descrito que para
temperaturas cercanas a 33 °C pueden coexistir ambas fases y un incremento en la
temperatura no conduce a la desaparicién directa de la actividad celular (McElhaney,
1994), (ver Fig. 4.46). Para algunas membranas a temperaturas proximas a 40 °C la
transicion de fase puede tener consecuencias irreversibles en el funcionamiento de la
maquinaria celular (Macdonald, 1994). Este proceso pudiera ser el reflejado en la Fig.

4.46 registros g y h y Fig. 4.47 registros 26 y 27.

Sobre la base del modelo de liberacién de calcio por la reorientacion de los
fosfolipidos y la explosion coulombiana subsiguiente (del Moral y Azanza, 1992), el
efecto del campo magnético debe ser dependiente de la temperatura. Para bajas
temperaturas la viscosidad de la membrana aumenta y la reorientacién de los
fosfolipidos por la accion del campo magnético debe ser mas lenta, e incluso puede
llegar a no producirse, trayendo consigo una disminucion del efecto inducido por el
campo magnético (Fig. 4.47). Por otra parte, un incremento de la temperatura aumenta
la fluidez de la membrana (Figs. 4.46 y 4.47) y el efecto del campo magnético de
reorientacion de los fosfolipidos debe ser facilitado, (Fig. 4.47). Estudios realizados en
cerebro de pollo muestran que existe un rango de temperatura, alrededor de los 37 °C,
para el cual aumentan los niveles idnicos y el efecto del campo magnético observado
es maximo. Estos efectos no fueron observados para 36 y 38°C (Blackman et al.,
1991).
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Hemos visto que bajo la accién de un agente externo, ya sea un CEM o la
temperatura, la neurona modifica su actividad natural. La respuesta suele ser
inmediata, caracterizada en principio, por modificaciones en la frecuencia de los
potenciales. Si los experimentos se realizan en condiciones para las cuales las
neuronas muestran una marcada sensibilidad, dependiendo de las caracteristicas
intrinsecas de las neuronas, las modificaciones en frecuencia aparecen unidas a
cambios en la amplitud (Figs. 4.49 - 4.51), lo que revela la puesta en marcha de
funciones en las que la neurona pudiera estar especializada como puede ser la
actividad neurosecretora (Fig. 4.51). La actividad oscilatoria define un comportamiento
bioldgico ritmico, de importancia crucial en la transmision de las sefiales intercelulares.
En particular, son las neuronas marcapasos las que, con mas frecuencia, muestran
oscilaciones ritmicas y actividad de reclutamiento en forma de rafagas de potenciales,
que se repiten periédicamente (Figs. 4.25, 4.26 y 4.32). Este patrén de disparo es
también caracteristico de neuronas marcapasos de vertebrados (Lisman, 1997) y de
neuronas con otro tipo de actividad, que pueden pasar a dicho patrén de respuesta
bajo determinadas condiciones experimentales, como se ha demostrado en neuronas
de molusco, bajo exposicion a CEM de FEB (Hirsch, 1965; Bernardi et al., 1985;
Azanza y del Moral, 1998). Estas oscilaciones ritmicas parecen ser necesarias para
establecer interrelaciones entre grupos de neuronas altamente selectivas, incluso
cuando la actividad bioeléctrica de alguna de ellas no sea ritmica (Steriade et al.,
1994). Este proceso pudiera reflejar una actividad intrinseca de tales neuronas que es
activada por la exposicion a campo magnético alterno. Hemos demostrado
experimentalmente con registros simultaneos desde pares de neuronas (Azanza et al.,
2002; Azanza et al., 2005b) que la actividad de reclutamiento termina en la
sincronizacion de la actividad bioeléctrica para el par de neuronas. El proceso de
sincronizaciéon en una poblacion de neuronas se considera un cédigo temporal que
incrementa la capacidad de transferencia de informacién. La coincidencia en el
tiempo, de la actividad bioeléctrica de grupos de neuronas, proporciona una
estabilidad para la propagacion de la informacién. Por el contrario, la actividad
bioeléctrica asincrona, que se amortiguaria mas facilmente, presentaria una
capacidad de transmision de informacién mas limitada. Cuando se aplica un
estimulo externo de naturaleza oscilatoria, la sefial periddica representa un reloj

temporal externo que ajusta la fase de disparo de cada neurona en el tiempo. Es
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decir, incrementa la coherencia de las respuestas bioeléctricas neuronales y la
capacidad de procesamiento de la informacion (Yu et al.,, 2001). La capacidad del
campo magnético de inducir estas respuestas en redes neuronales tiene una
proyeccion practica considerable. Es el caso del reciente tratamiento de pacientes con
fibromialgia usando estimulacion magnética transcraneal de intensidades en el orden

de los nT y frecuencias extremadamente bajas (Maestu, 2005).

6.2.- COMPARACION DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES CON LOS
MODELOS TEORICOS

Pasemos ahora a comparar nuestros resultados experimentales con los modelos

tedricos expuestos en seccion 5.

i) Potencial de repolarizacion-hiperpolarizacion, V, (t)

En las Figs. 6.3 a-e se representan las curvas experimentales (lineas negras) con
sus ajustes tedricos (lineas rojas) para la evolucién del voltaje de repolarizacion-
hiperpolarizacién (Vi) en el tiempo de cinco neuronas diferentes. En la Fig. 6.3e se

muestra ademas el ajuste a una funcién sigmoidal (curva verde). Para las neuronas
indicadas la evolucion temporal de V, en el modelo tedrico de la seccion 5.5.1, ec. (5.13)

ajusta adecuadamente los resultados experimentales obtenidos. La dependencia temporal

de Vi, se ha ajustado por una funcién de la forma, V(t)=A, —B,(1-e~#/%). A partir de la

4
constante B, =(Vy, — Vx) (ngé_of.(j y tomando a partir del experimento los valores de B,

m

y los tiempos de relajacion t, =T, indicados en la Tabla 6.2 y sustituyendo: el potencial de
equilibrio para el sodio V, =50x107V ; el potencial de equilibrio para el potasio
Vi = ~75x107°V ; la conductancia de la membrana para el potasio g, =1.6x10-7m2Q2
y la capacidad de la bicapa de la membrana por unidad de area C, =4x102Fm™2
obtenemos que el parametro n, toma los valores mostrados en la Tabla 6.2. El ajuste es

francamente correcto, excepto en los limites extremos, lo que indica que no reproducimos
la variacion sigmoidal observada. La razon estriba en la aproximacion del tiempo de

relajacién elegida para describir n(t), es decir mediante la ec. (5.7). En el modelo HH tal

variacion se consigue suponiendo que no< V , y por tanto si ajustamos la curva
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experimental mediante [V(t)]4 el ajuste es completamente correcto (variacion sigmoidal,
linea verde de Fig. 6.3e). No obstante no hay fundamento tedrico conocido para suponer
la anterior proporcionalidad, salvo que admitamos que el efecto que produce el potencial
del i6n Ca* unido a la molécula de calmodulina (Fig. 5.5) sea el de modificar su
configuracién, dando lugar a la apertura de la proteina canal de K* (PK) y que ademas

V(t) ¢ V., . Pero nétese que en tal caso lo que hacemos es ajustar V(t) por una funcién

sigmoidal y esto es manifiestamente incorrecto, aunque sea el procedimiento

fenomenoldgico que se viene usualmente utilizando hasta el presente (Tritsch et al., 1998).
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Amplitud (mV)

Amplitud (mV)

tiempo (ms)

tiempo (ms)

Figura 6.3.- a) Neurona F2 de ganglio parietal derecho. b) Neurona V14 del
ganglio visceral. c¢) Neurona V3 del ganglio visceral. d) Neurona F1 del
ganglio parietal derecho. €) Neurona V19 del ganglio visceral. Se representa

para cada neurona

la evolucion del

potencial

de

repolarizacion-

hiperpolarizacién con el tiempo. Las curvas de color negro se obtienen a
partir de los datos experimentales y las rojas representan el ajuste a una
funcion del tipo mostrado en el inserto. Las curvas tedricas no son del tipo
sigmoidal observadas experimentalmente, debido a la aproximacion del

tiempo de relajacion utilizada, para describir la funciéon n(t) . La linea verde

muestra el “ajuste” sigmoidal del V, (t) de la neurona V19.
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Tabla 6.2.- Valores de n, y T, para cada una de las neuronas estudiadas,
obtenidas del ajuste del potencial de repolarizacion-hiperpolarizacion.

7

Neurona No Ng T, (ms)
F2 127 x 107 188 49.4
V14 553 x 107 272 12.4
V3 168 x 10’ 202 45.0
F1 162 x 10’ 200 33.0
V19 156 x 10’ 155 156.7

Por otro lado los valores de n, para las neuronas consideradas en la Tabla 6.2,

del orden de ~ 200, no pueden ser las concentraciones de canales PK en la membrana,
del orden de 7PK/urn2 , 'y por tanto n(t) no representa, como se supuso en el modelo,
el numero de canales PK cerrados hasta el tiempo t, con lo que n, = n(0) deberia de
ser la densidad inicial de canales de K*. Lo que si es manifiestamente correcto es que
la funcion [n(t)]4 elegida se corresponde con el proceso de captacion en la
calmodulina de 4 iones de Ca?" con probabilidades independientes (Fig. 5.6). De todo
lo anterior argumentariamos que la naturaleza de la funcion n(t), no explicada hasta
ahora en la literatura (Lindsay et al., 2004; Clay, 2005), podria corresponder a la

densidad real de canales PK, n; ~ 7canales/um?, por un factor que tiene en cuenta el

complicado mecanismo mediante el cual la calmodulina de despliega y abre el canal

de K'. De este modo n, = yn; podria tomar el valor obtenido, si y ~155/7 ~ 22 para

V19. No obstante esta conjetura necesitaria una mayor cantidad de trabajo

experimental y tedrico para poder ser dada por valida.

Por otro lado los valores de n, obtenidos para neuronas diferentes son

manifiestamente del mismo orden de magnitud, lo que vendria a indicar que,
cualesquiera que se la naturaleza fisicoquimica de este parametro parece responder a

un patrén unico.

ii) Espectro de frecuencia del impulso eléctrico
Pasemos ahora al calculo del espectro de frecuencias del voltaje de
repolarizacion-hiperpolarizacion. Para ello en la Fig. 6.4 se representa el espectro de

frecuencia de dicho voltaje experimental (linea negra) y tedrico (linea roja), calculado
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mediante la ec. (5.15). El espectro experimental se obtuvo mediante un analisis de
Fourier del impulso de voltaje (Fig. 5.9). Haremos dos comentarios: la bondad del
ajuste indica que, en efecto, la prediccion tedrica de un espectro lorentziano para un

impulso unico de voltaje es correcta. En segundo lugar, la anchura mitad

Af,, 38 mHz concuerda marcadamente con el ancho del impulso medido, por

ejemplo entre 34 y 40 ms. para las neuronas F2 y V14, mostradas en las Figs. 4.49 y

4 .50. En efecto ~ 26 ms.

12

6] Chi"2/DoF  0.00824 |
RA2 0.99263
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Figura 6.4.- Neurona V19. Se representa el espectro de frecuencia de la
amplitud de la repolarizacion-hiperpolarizacion. La amplitud se expresa en
mV y la frecuencia en Hz. La curva de color negro se obtiene a partir de los
datos experimentales y la roja representa el ajuste a una funcién lorentziana.
Los valores correspondientes a la curva tedrica muestran que los resultados
experimentales pueden ser ajustados satisfactoriamente a una funcion
lorentziana.

iii) Variacién de la frecuencia de disparo, f con la frecuencia del campo magnético
alterno aplicado, f, .

Otra de las predicciones de nuestros modelos es la variacion lorentziana de la frecuencia
de la neurona con la frecuencia del campo magnético alterno aplicado. En las Figs. 6.5a, by ¢
se muestra la representacion grafica de la frecuencia de tres neuronas diferentes en funcion
de la frecuencia del campo magnético aplicado. Las curvas negras se obtienen del
experimento y las rojas son los ajustes tedricos. Se observa un comportamiento lorentziano y
una elevada coincidencia entre las curvas experimentales (lineas negras) y las predichas por

el modelo tedrico (lineas rojas) de seccion 5.5.2, ec. (5.23).
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Frecuencia de la neurona, f(pot./s)
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Figura 6.5.- a) Neurona F1 del ganglio parietal derecho, con HMHW Af ~ 10
Hz. b) Neurona V14 del ganglio visceral, con Af ~ 2.7 Hz. ¢) Neurona D1 del
ganglio parietal izquierdo, con Af ~ 10.8 Hz. En a, b y ¢ se representa la
variacion de la frecuencia de disparo, f, expresada en (pot./s), en funcién de

la frecuencia del campo magnético, f,,, expresada en Hz. Se aplica un
campo magnético de 1mT de frecuencia variable en el rango de 2 a 80 Hz.
Cada valor de f, se aplico durante 1min.
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En las Figs. 6.6a y b se ha procedido a otro tipo de ajuste, representando l/f en

funcion de (fM —fo)z, siguiendo nuevamente la prediccion de la ec. (5.23). Se ha

calculado a partir de las pendientes de las rectas los valores de Af. La linealidad

observada indica que la dependencia f(f,,) es ciertamente de tipo lorentziano, es decir de
la forma, o(w,,) = m(O)/{(mM ~0,) +(Aw/2) } donde Aw=2nAf es la semianchura de

la curva lorentziana, con maximo en ®,, = ®, (es decir en la resonancia en frecuencia).

3 T

y =1.0499 + 0.15091x R= 0.94045

25
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Figura 6.6.- a) Neurona V7 del ganglio visceral con HMHW, Af =~ 2.6 Hz. b)
Neurona V19 del ganglio visceral, con Af ~ 2.2 Hz. Se representa el inverso de

la frecuencia de disparo, 1/f expresada en (s/pot.), en funcién de (fM -1, )2,

expresada en HZ’. La frecuencia de la actividad espontanea es f;. Se aplica
un campo magnético de 1mT de frecuencia variable en el rango de 2 a 80 Hz.
Para cada valor de f,, se aplico el CM alterno durante 1min. La ventana de
frecuencia HMHW es Af. La linea recta es el ajuste tedrico de ec. (5.23). Esto
prueba claramente la respuesta lorentziana f(f),).
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A partir de las relaciones P = oc(Bé/4um); (A0/2)=+B y o= (Np|xL|V/2u0 k,T)

2uzk , TA
deducimos que el numero de fosfolipidos por clister es N = M. Tomando del

" [xu|VBS

experimento la anchura de la lorentziana, A®w = 2nAf y sustituyendo la permeabilidad del
vacio p, =4nx10”7Hm™!, la constante de Boltzmann k, =1.38x10"2JK !, la temperatura
T~300K , la susceptibilidad perpendicular y, =0.38x10~7 , el volumen de los PP
considerados con forma de baston V =5x10"2m?, y la induccion magnética B, =1x10=T
obtenemos los valores de fosfolipidos por cluster, N , para las neuronas estudiadas

(Tabla 6.3).

Tabla 6.3.- Valores del numero de fosfolipidos por cluster, Np para cada

una de las neuronas estudiadas, obtenidos a partir de la medida de la
semianchura (HMHW) de la lorentziana f(f,,).

Neurona Np
F1 27 x 10"
V14 19 x 10"
D1 32 x 10"
V7 18 x 10"
V19 13 x 10"

El valor de N obtenido es consistente con resultados previos (del Moral y Azanza,

1992; Azanza y del Moral, 1994). Estos autores obtuvieron clusteres de lipidos con

N, = 3x108 moléculas a partir de medidas de imanacién diamagnética en membranas

bajo la accion de un campo magnético estatico de 0.3T. Bajo la accidn de un campo
magnético alterno debe aumentar el numero de lipidos por cluster que participa en la
respuesta neuronal y esto explica en parte la mayor sensibilidad que muestran las

neuronas a un campo magnético alterno respecto a uno estatico (Azanza et al., 200b).

iv) Dependencia de la corriente de Ca?* con la frecuencia del campo magnético alterno aplicado

En la Fig. 6.7 se muestra graficamente el comportamiento de la corriente de calcio
(Ica) con la frecuencia del campo magnético aplicado calculada mediante la ec. (5.30)
del modelo tedrico de la seccién (5.5.3). Se observa que Ic; posee un minimo en

f, =10 Hz para la neurona F1. La evolucion de la corriente de calcio con la frecuencia
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del campo magneético aplicado es consistente con el mecanismo de accidén propuesto
por del Moral y Azanza en 1992 para campo magnético constante. Segun este
mecanismo un campo magnético de baja frecuencia e intensidad puede producir un
incremento de calcio citosélico en un factor de 10. Tomando en consideracion la
naturaleza excitable de las neuronas dicho cambio en la concentracion de calcio
intracelular es suficiente para explicar las modificaciones observadas en la actividad
electrofisiolégica neuronal bajo campo magnético aplicado. EI minimo de la Fig. 6.7
puede ser interpretado como una medida de la oposicidon que ofrece la neurona al
incremento del calcio intracelular inducida por la accidén del campo magnético. A esta
frecuencia es el propio calcio intracelular el que inhibe a los canales de calcio. Estos
resultados son consistentes con estudios realizados en neuronas de Aplysia, donde se
observa que la inyeccion de EGTA, molécula que actua como fijadora de calcio y
mantiene bajos niveles de concentracion de calcio intracelular, produce un retardo en
la inactivacion de la I, (Eckert y Tillotson, 1981) (ver Fig. 6.8). No obstante pensamos
que no es esto lo que ocurre bajo la accién de un campo magnético alterno o continuo
como quedé demostrado en la seccion (5.1.3), y por tanto este minimo no debe estar
directamente relacionado con la inhibicién de los canales de calcio por el propio calcio.
Es de esperar que medidas de la lc; transmembrana muestren la dependencia de la

Fig. 6.7, pero este es un tema abierto en esta memoria.

4.62
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4612
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4.61
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460400 v iINeAT v b b e b e b e b e b |
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Frecuencia del campo magnético (Hz)

Figura 6.7.- Neurona F1. Se representa la evolucién de la corriente de
calcio en funcién de la frecuencia del campo magnético aplicado. Se
observa un minimo para la frecuencia del campo magnético de 10 Hz.
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Control

+[EGTA];

1 &

100 ms

Figura 6.8.- En el control, para una despolarizacion de 20 mV, se produce
una corriente de calcio que es completamente inactivada a los 200 ms.
Cuando se inyecta EGTA para mantener las concentraciones de calcio
intracelular en niveles bajos, se observa un retardo en la inactivacion de I,

v) Potencial de despolarizacion, V, (t)

En las Figs. 6.9a - e se representan las curvas experimentales (lineas negras) con
sus ajustes tedricos (lineas rojas) de la evolucion del voltaje de despolarizacion en el

tiempo, V,(t) calculada a partir de la ec. (5.37), para cinco neuronas diferentes. Se

observa que la funcion obtenida con el modelo tedrico de seccion 5.5.4 explica
adecuadamente los resultados experimentales obtenidos, excepto en los extremos,
como sucede con la fase de repolarizacion-hiperpolarizacion del potencial bioeléctrico.

En la Fig. 6.9e se muestra ademas, en verde, el ajuste a una funcién sigmoidal
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Figura 6.9.- Neuronas F2, V14, V3, F1 y V19. Se representa la evoluciéon temporal
del potencial de despolarizacion. Las curvas de color negro se obtienen a partir de
los datos experimentales y las rojas representan el ajuste a una funcion
exponencial del tipo calculado mediante ec. (5.37). Para la neurona V19 se muestra

el “ajuste” sigmoidal a V(t) (linea de trazo verde).

La dependencia temporal calculada, del potencial de despolarizacion es de la

3
forma, V,(t)=50(1-C,e"/™). A partir de la constante C, =m y tomando del

m

experimento los valores ajustados de C, y 1, =Te (dados en Tabla 6.4) y

sustituyendo la conductancia de la membrana para el sodio g, =1.9x107"m2Q2, la

capacidad de la membrana C,, =4x102Fm-2 obtenemos los valores de m;h, para las

neuronas estudiadas dados en la Tabla 6.4. Los mismos comentarios hechos acerca
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de la naturaleza de n, se aplicarian a m3h,, en donde aparecen cuatro inductores

independientes para la apertura de los canales de sodio, 3 idénticos de apertura (de

ahi m} ) y uno antagonista (h,). No obstante avanzar mas en la discusion del origen

fisico-quimico de m, y h, seria altamente especulativo y no proseguiremos.

Tabla 6.4.- Valores de méh0 y T, , obtenidos del ajuste tedrico del

potencial de despolarizacion V,(t) para las neuronas estudiadas. Se

- 3. W4
representa asimismo (m3h, ).

Neurona m3h, (mgho)lm 7, (ms)
F2 42 x 10° 45 149.9
V14 110 x 10° 58 57.0
V3 57 x 10° 49 109.6
F1 68 x 10° 51 92.7
V19 28 x 10° 41 222.8

Se observa que los tiempos de relajacion para el sodio, t,, son mayores que los
del potasio, 1, aun cuando ts sea menor que t, (ver Fig. 5.8). Esto se explica debido a
que las interrupciones de V,(t) y V,, (t) se producen para los potenciales de Nerst del
sodio y el potasio, donde |Vy,|<|Vi|. Es decir los t; y los t, no viene sélo determinados
por los tiempos de relajacion del sodio y el potasio, t,, Yy T, sino también por V, y

Vi .

vi) Explicacion de la ventana en frecuencia para el flujo de calcio en el cerebro de pollo
(experimento de Bawin et al., 1978)

Vamos a probar que el “experimento de Bawin”, cuyo resultado cuyo resultado se
muestra en la Fig. 1.5, responde a una dependencia de tipo lorentziana para el flujo de
4 Ca? a través de las membranas celulares de cortes de cerebro de pollo in vitro,
bajo campo electromagnético de 147 MHz, modulado con campo magnético de FEB
(0.5 - 35 Hz). Efectivamente en la Fig. 6.10 mostramos el ajuste de la curva

experimental (puntos) por una curva lorentziana de HMHW Af=72Hz y un flujo

maximo de 22.6% (curva en rojo). Dado que este experimento marca el inicio del

conocimiento de que son los campos electromagnéticos de muy baja frecuencia (FEB)
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los relevantes en los procesos de efusién de calcio por las membranas celulares, el
ajuste conseguido con nuestro modelo HHM podemos catalogarlo de altamente
relevante. Nétese que ahora es el calcio vertido al medio extracelular el que se mide,
por lo que el ajuste conseguido corrobora aun mas el modelo HHM. Dentro de nuestro

conocimiento este resultado no habia sido antes explicado.

N
o
1

Lorentz fit:
RA2 0.9561

Incremento de eflujo de **Ca* (%)
i T v

o
1

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Frecuencia de modulaciéon de amplitud (Hz)

Figura 6.10.- Los puntos negros son los valores experimentales tomados
del experimento de Bawin (Bawin et al., 1978). La curva roja representa el
ajuste tedrico a una funcién lorentziana. La calidad del ajuste obtenido
corrobora el modelo HHM desarrollado en esta memoria.
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7.- CONCLUSIONES

EXPERIMENTALES:

1.- Mediante técnicas de inmunocitoquimia, aplicadas a cortes seriados, hemos
determinado en Helix aspersa que el 100% de las neuronas son positivas para los
canales de Na' y de K' de rectificacion retardada. Estos canales estan
localizados en el soma neuronal y en los axones. Los canales de K" activados por
calcio intracelular de los tipos SK2 (baja conductancia) y BKc, (alta conductancia)
se expresan en el 90% de las neuronas y se localizan en zonas precisas de la
membrana. Se ha encontrado reaccidon positiva para el BKc, en el nucleo de
algunas neuronas. Los canales de calcio tipo L se expresan en el 56% de las
neuronas, y se observan en el soma y en los axones y nucleos de algunas
neuronas. Los canales de calcio tipo P/Q y N son positivos en el 7% de las
neuronas y estan localizados indistintamente en las membranas del soma

neuronal y en los axones.

2.- Existe una marcada correspondencia entre los tipos de canales que expresa la
neurona F1 y la actividad electrofisiolégica, tipicamente dependiente del calcio,
que se observa bajo la accion de campo magnético de frecuencia

extremadamente baja (FEB) en el rango de 0.1 a 20 Hz.

3.- Hay una aceptable concordancia entre los tipos de canales idnicos que expresan
las neuronas y el tipo de actividad electrofisiolégica inducida bajo exposicion a

campo magnético de FEB en el rango de 0.1 a 217 Hz.

4.- El 82% de las neuronas estudiadas en los ganglios cerebroideos de Helix aspersa
son magnetosensibles, mientras que el 18% de las neuronas no responde al

campo magnético de FEB, al menos bajo nuestras condiciones de experimentacion.

5.- Bajo exposicion a un campo magnético de FEB se observan rangos de frecuencia

para los cuales la respuesta neuronal es maxima (0.1 - 5 Hz).
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6.- Para valores de frecuencia del campo magnético aplicado préximos a la frecuencia
natural o espontanea de la neurona (0.1 - 5 Hz) se observa un efecto de tipo
resonante en frecuencia, consistente en un maximo de frecuencia de disparo para

las frecuencias del campo magnético aplicado.

7.- La reversibilidad observada del efecto inducido, sugiere que las modificaciones de
la actividad bioeléctrica, producidas por el campo magnético de FEB, son

funcionales y no estructurales.

8.- El campo magnético de frecuencia extremadamente baja induce modificaciones en

la amplitud de los potenciales.

9.- Los cambios bruscos en el patréon de respuesta observado, para temperaturas
cercanas a las de las transiciones de fase de los cristales liquidos de los lipidos de
la membrana, son similares a los observados para las frecuencias de resonancia.

Resaltamos que las transiciones observadas son in vitro.
TEORICAS:

10.- Se ha desarrollado un modelo teérico (denominado modelo HHM), que explica la
variacion temporal del impulso bioeléctrico espontaneo, basado en una
ampliacion del modelo de Hodgkin-Huxley (modelo HH), mediante la introduccion
de la corriente de Ca?* citosdlica inducida por el campo magnético alterno, debido
al superdiamagnetismo de los fosfolipidos de membrana y de la explosion
coulombiana del Ca®* desde sus receptores de membrana (modelo del Moral y

Azanza).

11.- Nuestro modelo HHM presenta la novedad de tratar la membrana mediante un
nudo de Kirchoff, en lugar de hacerlo mediante el modo usual de ramas de
Kirchoff en paralelo. Ello permite la introduccion explicita de la capacidad de la

membrana en el calculo de los voltajes de membrana.
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12.-

13.-

14.

15.-

Para el proceso de repolarizacion-hiperpolarizacion, la funcioén de tipo exponencial
obtenida, concuerda adecuadamente con el experimento. La funcién de tipo
exponencial es el resultado de haber utilizado la aproximacion del tiempo de
relajacion para la funcién de Hodgkin - Huxley n(t), responsable de la apertura
de los canales de K*. Se han obtenido asi los valores del tiempo de relajacion de

los canales de K, t,,, para un conjunto de neuronas y los valores iniciales n, .

Nuestro modelo HHM predice una variacion practicamente nula de t, con el

campo magnético alterno aplicado, en excelente concordancia con la nula
variacion observada del tiempo de bajada de la repolarizacion-hiperpolarizacion, t,

bajo campo magnético alterno aplicado.

El modelo propuesto predice un espectro en frecuencia de tipo lorentziano para la
parte del impulso bioeléctrico individual, correspondiente a la repolarizacién-
hiperpolarizacion, en excelente concordancia con el espectro de frecuencia

obtenido experimentalmente, por analisis de Fourier del impulso.

El modelo HHM predice una dependencia con funcién lorentziana de la frecuencia

de disparo de la neurona, f, con la frecuencia del campo magnético aplicado, f,,

en excelente acuerdo con la dependencia f (f,,) experimental, para un conjunto

de neuronas. Por tanto la dependencia lorentziana explica la resonancia en

frecuencia observada. De la semianchura de la lorentziana se obtienen valores
medios del numero de fosfolipidos por cluster, N_, para diversas neuronas, con
valores consistentes con los obtenidos a partir de la variaciéon de f con campo
magnético estatico y a partir de la medida de la susceptibilidad magnética
perpendicular de los fosfolipidos, y, en membranas de eritrocitos (Azanza y del

Moral, 1994).
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16.- EI modelo HHM explica la variacion temporal del voltaje de despolarizacion,
mediante una dependencia de tipo exponencial. De la comparacién con el
experimento realizado en diversas neuronas se obtienen: el tiempo de relajacién

de dicho proceso, t correspondiente a los canales de sodio; el valor inicial

Na !

mgh, de la funcién m3(t)h(t) de Hodgkin-Huxley, responsable de la apertura de

los canales de sodio.

17.- El modelo HHM explica bien, por primera vez, el “experimento de la ventana de
Bawin et al.” de efusion de **Ca** extracelular en cerebros de pollo, bajo campo
electromagnético (147 MHz) modulado por campo magnético de FEB (0.5 - 35 Hz),
dado que la dependencia con la baja frecuencia del flujo de Ca®* se ajusta bien a

una curva lorentziana.
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CONCLUSIONS

EXPERIMENTAL:

1.- Immunocytochemistry results from seriated tissue sections of Helix aspersa brain
ganglia show that about the 100% neurons are positive for voltage-gated-Na* and
voltage-gated-delayed-rectifier-K*-channels. The intracellular Ca?*-dependent-K*-
channels, SK2-small conductance and BKc,-maxi-conductance types, are
expressed in about the 90% of neurons being localized in membrane sites. Positive
reaction for BKc; has been found in the nuclei of some neurons. The 56% of
neurons express calcium voltage-gated-channels of L-type which are observed in
neuron soma, axons and the nuclei of some neurons. The protein expression

decreases to about 7% for the P/Q and N-type calcium channels.

2.- There exists a good correspondence between the kind of channels expressed by
the neuron F1 and the exhibited electrophysiological activity, typically calcium
dependent, induced under applied extremely-low-frequency magnetic fields (ELF-
MF) in the range of 0.1 - 20 Hz.

3.- There exists an acceptable concordance between the kind of ionic channels
expressed by neurons and the kind of electrophysiological activity exhibited under
applied ELF-MF in the range of 0.1 - 217 Hz.

4.- The 82% of studied neurons from Helix aspersa brain ganglia show sensitivity to the
applied magnetic fields (magnetosensitivity). The 18% neurons do not give any

response to de applied ELF-MF under our experimental conditions.

5.- Under exposure to applied ELF-MF it has been observed a range of frequencies for

maximum neuron response (0.1 - 5 Hz).

6.- For frequency values of applied ELF-MF, next to the spontaneous frequency of
neurons bioelectric activity (0.1 - 5 Hz), it has been observed a kind of frequency-
resonance effect. Such an effect is characterized by a maximum of the neuron firing
frequency under applied MF.
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7.- The reversibility of the induced effect under applied ELF-MF suggests that the

induced modifications are not structural but functional.

8.- The ELF-MF induce modifications of the bioelectric potentials amplitude.

9.- The observed sudden modifications of the neurons bioelectric activity for
temperatures near to that of the phase transitions of the membrane lipid liquid
crystal are similar to the ones observed for the resonance frequencies. It is to be

emphasized that the observed transitions are in vitro.

THEORETICAL:

10.- We have developed a theoretical model (so called HHM model), which explains
the time evolution of the spontaneous bioelectric impulse, based on an extension
of the Hodgkin-Huxley (HH model), trough the introduction of the Ca*" citosolic
current induced by the applied magnetic field. This current is due to the combined
superdiamagnetism shown by the membrane phospholipids and the Ca** coulomb

explosion from their membrane receptors (del Moral & Azanza model).

11.- Our HHM model presents the novelty of treating the membrane as a Kirchoff knot
instead of doing that using the usual way of treating the membrane through
Kirchoff branches in parallel. That allows the explicit introduction of the membrane

capacitance in the membrane voltage calculations.

12.- For the repolarization-hyperpolarization process, the obtained exponential function
agrees properly with experiment. The exponential dependence is the result of
using the relaxation time approximation for the HH n(t) function, responsible for the

opening of the K* channels. In this way we have obtained the K" relaxation time,

T, Values, for a set of neurons, and the initial values, no.

13.- Our HHM model predicts an almost null variation of t, with applied AC magnetic

field, in good agreement with the observed invariance of the going down time, ty

for the repolarization-hyperpolarization under applied AC magnetic field.
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14.-

15.-

16.-

17 .-

The proposed model predicts a Lorentzian frequency spectrum for the single
bioelectric impulse part corresponding to the repolarization-hyperpolarization, in
excellent agreement with the frequency spectrum obtained from a Fourier analysis

of the observed impulse.

The HHM model predicts a Lorentzian dependence of the neuron shot frequency, f
with the applied magnetic field one, fy, in excellent agreement with the
experimental f(fy) variation for a set of neurons. Therefore the Lorentzian
dependence explains the resonance in frequency observed. From the Lorentzian
half-width we have obtained the average values for the phospholipid cluster
number, N; for the different neurons studied. The values are consistent with the
obtained ones from the f(B) variation under static magnetic field, B and from the

phospholipid perpendicular magnetic susceptibility, x, measured in erythrocyte

membranes (Azanza and del Moral, 1994).

The HHM model explains the depolarization voltage time dependence, through an
exponential time increase. From the comparison with the experiments performed

in a set of different neurons we obtain: the relaxation time for the process, 1,
corresponding to the sodium channels; the initial value, m; h,, of the HH function

m3(t)h(t), responsible for the sodium channels opening.

The HHM model explains well, by the first time, the “Bawin et al. frequency
window experiment” of extracellular “°Ca*" effusion in chicken brain, under
electromagnetic field (147 MHz) modulated by ELF magnetic field (0.5 - 30 Hz),

because the “°Ca*" flux ELF dependence is well adjusted by a Lorentzian curve.
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