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In this study, we looked after 10 patients to observe the irradiation effects in low-intensity electromagnetic field
produced by the millimeter waves upon the cells of adulterated palmar aponeurosis. According to the biophysical and
biochemical data, these types of millimeter waves somehow change the cell membrane polarity by influencing the ions
active membrane transport, generating a cellular activity modification. The aim was to elaborate a method of alternative
efficient treatment to stop the anarchical synthesis of immature collagen (Type III) in the precocious stages of the Dupuy-
tren’s disease.

Introducere

In ultimul timp electromagnetobiologia milimetrica este considerata drept una dintre tehnologiile principial
noi de actiune asupra obiectelor medico-biologice, care se utilizeaza pe larg in medicina si In biotehnologia
moderna [1-8].

in perioada 1994-2007, in cadrul Departamentului Chirurgie Plastica Reconstructiva al Spitalului Clinic
de Urgenta ,,Bagdasar Arseni” din Bucuresti (Romania) au fost operate si studiate aproximativ 295 de cazuri
cu boald Dupuytren. Etapele teoretice si experimentale ale cercetdrii, care implicau investigarea influentei
undelor milimetrice aplicate la puteri atermice asupra celulelor dezorganizate din aponevroza palmara, au fost
realizate in cooperare cu Departamentul Interactii Bioelectromagnetice al Carfem Electronic din Bucuresti
(Roménia), Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Stiinte Biologice (INSB) din Bucuresti (Ro-
mania) si cu Centrul ,,Electronica si Biofizica Aplicatda” al Institutului de Inginerie Electronica si Tehnologii
Industriale (IIETI ) din Chiginau (Republica Moldova).

Grupul initial de pacienti supusi studiului a fost constituit din 288 barbati (97,63%) si 7 femei (2,37%). in
prezent, etiopatologia bolii Dupuytren este inca prea putin cunoscuta; totodata, necesita a fi pe larg investigata
dat fiind incidenta si efectele ei asupra mobilitatii palmare. Concluziile acestui amplu studiu au aratat ca cele
mai frecvente cauze ale acestei boli sunt: micro-traumatismele repetate acumulate ca urmare a unei lungi
perioade de munca (ani) 1n conditii de vibratie mecanicd accentuatd, in care pacientii erau obligati sa-si folo-
seascd forta mainii, cu precadere la nivelul zonei palmare, si mostenirea ereditara a bolii, manifestata atat la
barbati, cat si la femei. Din punct de vedere anatomopatologic, s-au observat anumite aspecte importante ale
contracturii aponevrozei palmare: intreruperi longitudinale in zonele superficiala si transversala ale ligamentu-
lui palmar din aponevroza palmara; activitate macrofagica cronica si expansiune limfoida (imunitate celularad)
cu corectii autoimune si cicatrice hipertrofice; tumori conjunctive cu metaplazii epiteliale si mezenchimale.
Microscopia optica si electronica a evidentiat la nivelul celulelor dezorganizate ale tesutului conjuctiv cu de-
generare sclerohialind din aponevroza palmara o sinteza anarhica de Colagen imatur (Tip III), cu dilatari ale
capsulei reticulului endoplasmatic, nodulul fiind centrul energetic activ.

In articolul de fata, etapa a studiului mai amplu precizat mai sus, s-a urmarit evolutia a 10 pacienti, in
vederea observirii si evidentierii potentialelor efecte biologice atermice induse prin iradierea cu camp electro-
magnetic de joasa intensitate si foarte Tnaltd frecventa (unde milimetrice) asupra celulelor dezorganizate din
aponevroza palmara. in acord cu datele biofizice si biochimice obtinute, undele milimetrice par a modifica
polaritatea membranei celulare prin influentarea transportului activ membranar (pompele de ioni), provocand
astfel modificari la nivelul activitatii generale celulare.

Tinta acestor studii experimentale a urmarit clarificarea unor etape preliminare, demonstrative, care sa fur-
nizeze date esentiale pentru elaborarea unui tratament altenativ eficient privind stoparea sintezei anarhice de
Colagen imatur (Tip III) in stadiile incipiente ale bolii Dupuytren.

Material si metode

1. Iradierea cu unde milimetrice (MMW — millimeter waves);
2. Recoltarea intraoperatorie de fragmente de tesut proaspat;
3. Analiza histopatologica prin microscopie optica;

4. Studii electronomicroscopice.
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Iradierea cu unde milimetrice

Generatorul de camp electromagnetic de foarte inalta frecventa si joasa intensitate tip ,,EHF-ND” (Institu-
tului de Inginerie Electronica si Tehnologii Industriale — IIETI, Centrul ,, Electronica si Biofizica Aplicata”,
Laboratorul ,,Biofizica Aplicativa”, din Chiginau), utilizat in protocolul experimental de iradiere (Carfem
Electronic din Bucuresti), este prevazut cu trei canale independente de iesire, corespunzatoar frecventelor de
emisie pre-setate ale aparatului: 42,2+0,2 GHz (A,=7,1 mm), 53,5+0,2 GHz (A,=5,6 mm) si 61,2+0,3 GHz
(A,=4,9 mm), ,,sweep width” 100 mHz. Puterea de iesire, Pom , a dispozitivului este 10 mW, iar devierea frec-
ventei de lucru se afld in intervalul 50-150 MHz. Avand la baza un — ,,controller” pe baza de microprocesor,
panoul de control permite selectarea unuia din cele 2 regimuri de lucru ,,continuu” sau ,,impuls”, timpul de
emisie fiind fixat prin intermediul unui temporizator digital (1-99 minute). Emitatorul utilizat a fost un ghid de
unda circular, mobil, pentru frecventa de 42,25 GHz (A,=7,1 mm). Pentru colimarea fluxului electromagnetic
EHF, emitatorul este dotat cu o lentila dielectrica (indeplineste si rolul de distantor; Fig. 1,c) si dezvoltd o den-
sitate de putere incidenta la suprafata pielii cuprinsa ca valoare in intervalul 4—12 mW/cm?, functie de tipul de
emitator folosit. In functie de procesul evolutiv al patologiei tesutului biologic ,.tinta” (preleviri succesive de
material biologic pentru studii histopatologice), timpul de expunere fixat a avut in vedere datele experimentale
obtinute si comunicate in literatura stiintifica internationald. Pentru testarea functionalitatii emitatorului, gene-
ratorul MMW este prevazut din fabricatie cu un detector in banda — S, prevazut cu LED de semnalizare, plasat
pe panoul de control. Generatorul a fost folosit pentru studiul efectelor biologice MMW de natura atermica
(emitatorul produce la nivelul zonei biologice tinta o incalzire mai mica de 0,.1°C, statistic nesemnificativa).

<)

Fig.1.Generatorul de unde milimetrice ,,EHF — ND” folosit in experiment.

Recoltarea intraoperatorie de fragmente de tesut proaspat

a) tesut aponevroza palmara de la 10 pacienti cu boald Dupuytren (aponeuroctomie totala) anterior iradiatda MMW;

b) tesut aponevroza palmara de la pacienti cu boala Dupuytren, neiradiat MMW (probe control);

c) tesut aponevroza palmara normal de la pacienti cu alte tipuri de traumatisme la nivelul mainii, fara boala
Dupuytren (a se vedea Fig.2 si Fig.3).

Mentiondm ca probele proaspat iradiate au fost procesate In conformitate cu standardele internationale de
lumina si analiza morfologica si microscopica.
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Analiza histopatologica prin microscopie optica

a)

Fig.2. Boala Dupuytren:
a) iradiere MMW prealabila inainte de operatie; b) excizarea intraoperatorie a nodulilor Dupuytren.

b)

Fig.3. Pacient cu traumatism de origine nepatologicd, mecanica (probe de control):
a) inainte de operatie; b) dupa operatie.

Probe mici de tesut provenite de la pacienti cu noduli Dupuytren (cét si cei cu traumatisme nepatologice)
au fost fragmentate, imersate 1n solutie Bovin’s, dehidratate in etanol, curitate in xilen si apoi inglobate in
parafind. Prin utilizarea microtomului, s-au obtinut sectiuni de 5 um, care au fost ulterior tratate cu hematoxi-
lin-eozina. Analiza histopatologica a nodulilor Dupuytren ii evidentiaza pe acestia in stadiul initial de evolutie,
adica proliferativ (Fig.4). In acest stadiu nodulii sunt caracterizati printr-un numar mare de fibroblaste, cu fibre
de colagen situate intre ele (Fig.4).

Fig.4. Probe de tesut aponevroza Dupuytren (marire x 40).
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Nodulii Dupuytren se regésesc asociati cu glandele exocrine de perspiratie (transpiratie), imaginea fiind
completatd de prezenta tesutului adipos si a vaselor sangvine capilare provenite din tesutul interstitial de co-
nectie (a se vedea Fig.4 si Fig.5).

a) marire X 16 b) marire x 40

Fig.5. Proba de tesut aponevroza Dupuytren:
a) asocierea nodulilor cu glandele exocrine; b) prezenta tesutului gras si a capilarelor sangvine.

O alta caracteristicd importanta a fibroblastelor din probele analizate este ca acestea prezintd nuclei alungiti
si o cantitate moderata de citoplasma (a se vedea Fig.6):

Fig.6. Fibroblaste cu nuclei alungiti (marire x 40).

Dupa executarea protocolului de iradiere MMW asupra nodulilor Dupuytren, numarul de fibroblaste pare a
fi scazut semnificativ (a se vedea pentru comparatie Fig.7):

it b A '.f'g j S
a) Inaintea iradierii MMW b) Dupa iradierea MMW
(marire x 40) (mérire x 40)
Fig.7. Comparatie intre probele de tesut (fibroblaste):
a) inaintea iradierii MMW; b) dupa iradierea MMW.
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Nu in ultimul rand, dupa expunerea MMW, fibroblastele au degenerat, fragmentat, forma lor devenind
iregulard, prezentand nuclei hipercromatici (a se vedea Fig.8). Au existat i cazuri in care, In anumite regiuni
ale nodulilor Dupuytren iradiati, fibroblastele s-au mentinut normale, fusiformi, dar numarul lor a fost consi-
derabil mai mic decét in probele neiradiate (de control) (a se vedea Fig.8):

ha

A

Fig.7. Fibroblaste degenerate (dupa xpunerea MMW). Fig.8. Fibroblaste normle, dar reduse semnificativ ca
numar (dupa iradierea MMW).

Studii electronomicroscopice

Probele de tesut destinate studiului electrono-microscopic au fost ,,semplate” in cuburi de 1 mm?® in
camera de operatie, fiind apoi plasate intr-o solutie 2,5% glutaraldehida, tamponate cu o solutie 0,1M
sodiu cocodilat cu pH 7,4 si apoi fixate in 1% OsO,, folosindu-se aceeasi solutie tampon si dehidratant;
ulterior acestor etape de pregatire au fost inglobate iIn EPON 812. Sectiunile ultrasubtiri obtinute au fost
tratate cu uranil-acetat si citrat de plumb, fiind apoi studiate la un microscop electronic PHILIPS 206S,
care opereaza la 80 kV.

Acest tip de analize au confirmat existenta unor diferente intre ultrastructura nodulilor Dupuytren
neiradiati si a celor iradiati MMW. Astfel, in nodulii expusi MMW s-au identificat adesea fibroblaste si
miofibroblaste aflate in contact. Fibroblastele neiradiate se caracterizeaza printr-un reticul endoplasmic
bine dezvoltat, mitocondrii §i vezicule secretoare care sugerecaza o bogata activitate de sinteza proteica.
Miofibroblastele au un fenotip similar cu cel al fibroblastelor, dar acestea contin microfilamente de acti-
na in citoplasma; totodata, acestea sunt inconjurate de un strat extracelular conectat cu ,,Jlamina basalis”
(a se vedea Fig.9):

N i

Fig.9. Proba de esut noduli Duuytrn neiradia MMW  Fig.10. Probé de tesut noduli Dupuytren iradiati MM
(Philips 206S x 4.500). (Philips 206S x 9.100).
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In cazul nodulilor Dupuytren iradiati MMW, majoritatea fibroblastelor si miofibroblastelor apar degenerate
structural, identificindu-se un numar foarte mare de fibroblaste apoptotice (a se vedea Fig.10).

De asemenea, miofibroblastele prezintd o dezorganizare la nivel nuclear, la nivelul reticulului endoplasmic
si al vacuolelor citoplasmatice, microfilamentele de actina avand o distributie neregulata (la intdmplare); stra-
tul extracelular s-a prezentat intr-o forma discontinué (a se vedea Fig.11):
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Fig.11. Miofibroblaste in dezorganizare (Philips 206S x 4.500).

In structura nodulilor Dupuytren neiradiati fasciculele de fibre de colagen (formeazi structura tesutului
conectiv) sunt strins asociate intre ele si orientate 1n aceeasi directie (a se vedea Fig.12):

Fig.12. Fascicule de fibre de colagen din probele neiradiate MMW avand aceeasi orientare si directie;
fibrele sunt strans legate intre ele (Philips 206S x 16.000).

Spre deosebire de probele de control, in nodulii Dupuytren iradiati MMW tesutul conectiv se caracterizeaza
prin fragmentarea si dezorganizarea fibrelor de colagen, intre acestea existand spatii de diferite marimi (a se
vedea Fig.13); mai mult, fibrele de colagen sunt dispuse pe directii diferite, la Intdmplare (aspect neregulat)
(a se vedea Fig.14).

— . . LS 4 i B,
Fig.13. Tesut conectiv fragmentat §i dezorganizat Fig.14. Fibre de colagen dispuse pe directii diferite
(dupa iradierea MMW)(Philips 206S x 16.000). (Philips 206S x 10.000).
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Concluzii
Observatiile noastre experimentale, efectuate cu ajutorul microscopiei optice si electronice, au subliniat

ideea cd undele milimetrice ar putea fi implicate in inducerea apoptozei celulelor implicate in sinteza tesutu-
lui conectiv, prin aceasta contribuind la reorganizarea fibrelor de colagen afectate de boala Dupuytren. S-au
putut constata mari diferente intre ultrastructura nodulilor iradiati MMW si probele de control. De asemenea,
observatiile clinice efectuate se coreleaza cu modificarile ultrastructurale celulare puse in evidentd, pacientii
descriind o ,,inmuiere” a nodulilor din zona aponevrozei palmare si o senzatie de ,,micsorare” a acestora (prin
autopalpare), urmat de un grad de libertate sporit al minii; nu s-a observat nici o recddere, dar timpul de ob-
servatie a fost, evident, foarte scurt pentru o asemenea concluzie.
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