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Resumo

Nos Ultimos anos, o0 sistema de telecomunicacdo mobvel tem crescido
significativamente, de modo que um sexto da populagcdo mundial, mais de um bilh&o
de pessoas, utiliza este tipo de telefone (National Radiological Protection Board,
2004; Maier, 2006). No Brasil, em 2011, ja ha mais de 202,9 milhdes de habilitacbes
de celulares, uma densidade de 104,68 acessos para cada 100 habitantes (Anatel,
2011). Estudos sobre os efeitos da radiacdo emitida por telefones celulares sobre o
organismo s&o escassos, 0s resultados sdo contraditorios e feitos em cultura de
células ou em células recém retiradas do individuo para posterior exposicdo a
radiacdo. Desta maneira, os objetivos deste trabalho foram estabelecer um modelo
animal para o estudo do efeito da radiacdo eletromagnética emitida por aparelhos
celulares sobre a fisiologia de ratos e avaliar a agdo deste tipo de radiagdo sobre a
expressao e atividade de ERK 1 e ERK 2 e a expresséao de isoforma alfa de PKC em
hipéfise de ratos. Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias de idade. A
fonte de radiacdo foi um aparelho celular com freqiéncia de 1800 MHz. Foram
estabelecidos 4 grupos experimentais: 1- animais expostos por periodo de 1h; 2-
animais expostos por 3h; 3- animais expostos por 3 dias; 4- animais expostos por 10
dias. Nos experimentos de 3 e 10 dias, a exposi¢do foi de 25 segundos a cada 2
min. Cada grupo experimental foi acompanhado de grupo controle. Foram medidas a
capacidade da radiacdo atravessar 0S 0SS0S cranianos dos animais de
experimentacdo e a capacidade de aquecer a agua sob a calota craniana. Foram
avaliados os efeitos da radiacdo emitida pelo aparelho celular sobre a expresséo e
atividade de ERK 1 e ERK 2, e a expressado da isoforma alfa de PKC em células da
hipéfise. A radiagdo atravessa a calota craniana. A 3 cm de distancia ela néo
impdem qualquer barreira a essa passagem. Nao foi observado efeito da radiacéo
sobre a temperatura da 4gua. Apés 1 hora de exposicao foi observada diminuicéo
significativa na atividade de ERK 1 e ERK 2 dos animais expostos a radiacdo. Este
efeito inibitério se manteve nos experimentos de 3h e 3 dias. Ao décimo dia, a
atividade de ERK 1 e ERK 2 do grupo tratado e controle foi semelhante. A expresséo
de PKC-alfa s6 foi alterada nos animais expostos a 3 dias de radiacdo. Os
resultados nos permitem concluir que a radiacdo emitida por telefones méveis, neste
modelo, afeta vias de sinalizacdo importantes nas células hipofisérias, o que torna
necessario estudos mais detalhados sobre as consequéncias das modificacdes
observadas.

Palavras-chave: Telefones moveis, Radiacdo, Hipofise, MAPK, Ratos Wistar



Abstract

In the last few years, the mobile telecommunication system has improved
significantly, making one sixth of the world's population to use mobile phones, which
means, in numbers, that more than a billion of people are using such devices
nowadays (National Radiological Protection Board, 2004; Maier, 2006). In 2011, the
number of habilitations in Brazil has reached more than 202,9 millions, corresponding
a density of 104,68 phones for each hundred of habitants (Anatel, 2011). Studies
about the effects of radiation transmitted by mobile phones to the organism are still
very few, the results are contradictories and most of them are made in cell cultures or
ex vivo cells to further exposure to radiation. Thus, the objectives of this study were
to establish an animal model in order to investigate the effect of the electromagnetic
radiation emitted by mobile phones into the physiology of rats and to evaluate the
role of this type of radiation in the expression and activity of ERK 1 and ERK 2 and
the expression of isoform alpha from PKC in pituitary gland. 60 days-old Wistar rats
were used. The source of radiation was a mobile phone with a frequency of 1800
MHz. Four experimental groups were established: 1- animals exposed for 1 hour; 2-
animals exposed for 3h; 3- animals exposed for 3 days; 4- animals exposed for 10
days. In the experiments of 3 and 10 days, the exposure was 25 seconds in every 2
minutes. Each experimental group was followed by a control group. The capacity of
the radiation to cross the animal’s cranial bones, and to heat the water under the
cranial region, was measured. The effect of the radiation emitted by the mobile
phone on ERK 1 and ERK 2 expression and activity, and expression of isoform alpha
of PKC in pituitary gland were evaluated. It was shown that the radiation is capable of
crossing the cranial region. It was not observed any effect of the radiation into the
water temperature. After 1 hour of exposure it were observed a significant reduction
in ERK 1 and ERK 2 activity of the animals exposed to radiation. This inhibitory effect
was kept in the experiments of 3 hours and 3 days as well. At the tenth day, the
activity of ERK 1 and ERK 2 of control and exposed group was similar. The
expression of PKC-alpha has only changed in the animals exposed to 3 days of
radiation. According to these results, we conclude that radiation emitted by mobile
phones, in this experimental model, affects important signaling pathways in the
pituitary cells, but further studies with more details are needed to determine the
consequences of the modifications observed.

Key words: Mobile phone, Radiation, Pituitary, MAPK, Wistar Rats
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1.Introducéo

1.1 O sistemade telecomunicacdo movel e saude

Nos ultimos anos, o sistema de telecomunicacdo moével tem crescido
significativamente, de modo que um sexto da populacdo mundial utiliza telefones
moveis. No final de 2004, em cerca de 200 paises, foi estimado mais de um bilhdo
de usuérios de aparelhos celulares (National Radiological Protection Board, 2004,
Maier, 2006). Segundo a ANATEL, em 1990 existiam cerca de 11 mil aparelhos
habilitados no Brasil; no ano 2000, ja existiam mais de 20 mil (ANATEL, 2000), e no
ano de 2011, existem mais de 202,9 milhdes de habilitacdes, uma densidade de

104,68 acessos para cada 100 habitantes (Anatel, 2011).

O aperfeicoamento e o desenvolvimento de novas tecnologias, notadamente
no campo das comunicacdes por meio da telefonia mével, tém suscitado, junto a
opinido publica, ao meio cientifico e a comunidade médica, interessantes debates,
particularmente em virtude dos riscos a saude e das incertezas cientificas

decorrentes da poluicdo eletromagnética.

A espantosa evolucdo da humanidade nos ultimos anos trouxe incontestaveis
beneficios para a vida moderna no sistema de comunicacdo mundial. Todavia, em
contrapartida, gerou enorme impacto sobre o meio ambiente e sobre a saude
publica, diante da constante radiacdo né&o-ionizante dela decorrente, com efeitos

possivelmente nocivos (REPACHOLI, 2001)



O homem moderno, principalmente em virtude do mercado de massa gerado
por acdo do marketing, detendo meios de inducdo ao consumo de novos servicos e
produtos, e pelo avanco das técnicas de publicidade, encontra-se cada vez mais
dependente das facilidades oferecidas pelos modernos produtos eletrdnicos e pelas
novas tecnologias de producédo e de fornecimento de servicos. Tal fato é capaz de
aumentar o consumo em geral da populagédo (Escola Superior do Ministério Publico

de S&o Paulo, 2004).

Atualmente existem trés geracfes de telefones mdveis. A primeira geracéo
(1G) foi implantada na década de 1970, operando com a tecnologia analogica a uma
frequéncia que variava de 450 a 800 MHz. Na década de 1990, surgiu a segunda
geracado da telefonia mével (2G), que operava utilizando os padrées de transmissao
TDMA (Acesso Mdltiplo por Divisdo de Tempo), CDMA (Acesso Multiplo por divisdo
de Cadigo) e GSM (Padrdo Global Mével). Em 2005, foi implantada a terceira
geracado de telefones méveis (3G), acompanhada de grandes avancgos tecnoldgicos

(ANATEL, 2003).

O padrdo TDMA funcionava de forma que varios usuarios faziam uso de um
mesmo canal ao mesmo tempo, e isso sO era possivel pelo fato de que a
transmissao dos dados era descontinua. O padrao CDMA funciona de forma que o
aparelho celular do usuério utilizava um canal codificado que era reconhecido pelo
aparelho do receptor sem cruzamento de linhas, além disso, assim como o padrao
TDMA usava frequéncia entre 800 a 900 MHz. Ja o padrdao GSM, assim como TDMA
e CDMA, é um sistema de transmisséo digital, porém, é a versdo mais moderna do
padrao TDMA que opera através de um cartdo Sim (Sim-Card) que proporciona

acesso mais rapido a Internet e opera a uma freqiiéncia que pode variar de 900 a



1900 MHz. A terceira geracao de telefones méveis é a tecnologia 3G que garante
alta velocidade e qualidade na transmissdo de dados (imagens, musicas e
mensagens) e voz; tal tecnologia opera utilizando freqiiéncias acima de 2.1 GHz. O
aumento da frequiéncia de operacdo proporciona maior eficiéncia na transmissao de

dados (Organizacao Mundial da Saude, 2006; ANATEL, 2003).

Para ambos os tipos de telefonia modvel, analégica e digital, os sinais
transmitidos e recebidos estdo na forma de microondas. Esse tipo de radiacdo é
caracterizada como radiacdo nado-ionizante, com frequéncias que variam de 300

MHz a 300 GHz (Tabela 1) (SANCHEZ, 2006).

Tabela 1: Espectro Eletromagnético (SANTIAGO et al., 2008).

Regido Frequéncia (Hz) Comprimento de onda
(cm)
Radio <3x10’ > 10
Microondas 3x10° -3x10% 10 - 0,01
Infravermelho 3x10% -4,3x 10" 0,01 -7x10°
Visivel 4,3 x 10" -7,5x 10" 7x10°-4x107
Ultravioleta 7,5x 10 -3 x 10" 4x10°-10"
Raios - X 3x10Y-3x 10" 107 -107°
Raios - Gama >3 x10% <10®

Os aparelhos celulares e estacdes de base emitem microondas. A exposicao
a essas radiacdes pode afetar diretamente a satude (Organizagdo Mundial da Saude,

2006). Tal fato tem gerado preocupacao motivada essencialmente pelas incertezas



cientificas quanto a sua nocividade a saude humana, especialmente devido aos
efeitos térmicos da absorcdo das radiacdes nao-ionizantes (RNI). Os efeitos
térmicos sdo bem conhecidos, e sdo considerados nas normas mais difundidas que
limitam a exposicdo as radiacbes nao-ionizantes (Escola Superior do Ministério

Publico de Séo Paulo, 2004).

Em virtude da grande disseminacdo da comunicacdo por telefonia, tém-se
preocupado tanto com os transmissores maoveis (telefones celulares) quanto com os
fixos (Estacdes Radio Base — ERBS). Via de regra, as ERBs emitem poténcias muito
maiores que os aparelhos moéveis, mas como normalmente as pessoas estao
razoavelmente afastadas das antenas das ERBs (mais que 50 a 100 metros em sua
direcdo de maior irradiacdo), a taxa de absorcdo especifica (SAR — Specific
Absorption Rate) calculada em qualquer regido do corpo, resulta em valores abaixo
dos niveis limites das normas mais difundidas, especialmente aquelas que
consideram somente os efeitos térmicos. Por outro lado, no caso dos telefones
moveis, observa-se que a SAR calculada na cabeca dos usuarios dos aparelhos que
utilizam as antenas tipo monopolo convencionais, nas condi¢cdes normais de uso, é
significativamente maior que os limites estabelecidos nas normas, mesmo aquelas
gue consideram apenas os efeitos térmicos (BERNARDI et al., 2001; ISKANDER,

YUN & QUINTERO-LLERA, 2000; JENSEN & RAHMAT-SAMII, 1995).

Obviamente, se fossem considerados também os efeitos ndo térmicos, a
situacdo seria muito mais critica para os usuarios desses telefones moveis. Isso
devido ao tipo convencional de antena usado (monopolo) que irradia de forma quase

simétrica em um plano perpendicular a elas. Em condigdes normais de uso, quando



essa antena é operada muito préxima a cabeca, cerca de 2,5 centimetros ou menos,
a maior parte da energia irradiada é absorvida pelos tecidos da cabeca, como, por
exemplo, o cérebro, e uma parcela menor de poténcia € irradiada para o sentido da
ERB com a qual o equipamento se comunica. Essa situacédo é desaconselhavel uma
vez que diminui a qualidade da comunicacdo e aumentam 0s riscos a saude dos
usuarios, além do maior consumo de bateria (Escola Superior do Ministério Publico

de S&o Paulo, 2004).

Por muito tempo, s6 foi possivel interconectar computadores através de
cabos. Mais recentemente, com o advento do Wi-Fi (do inglés “Wireless fidelity”)
passou a ser possivel a interconexdo de computadores através de redes sem fios. A
utilizacdo desse tipo de rede tem se tornado cada vez mais comum ndo s6 nos
ambientes domeésticos e empresariais, mas também em locais publicos como bares,
shoppings, livrarias, aeroportos e instituicbes académicas. Novas preocupacoes,
agora em relacdo as radiacdes eletromagnéticas do Wi-Fi podem ser detectadas

através da imprensa mundial.

Uma onda de especulacdes sobre eventuais efeitos nocivos do Wi-Fi a saude
gerou um movimento em escolas inglesas. Uma espécie de fobia levou varias
instituicdes a tirar suas redes sem fio do ar. Professores e pais de alunos culparam
as ondas do Wi-Fi por efeitos como dores de cabeca e nauseas sentidas pelos
alunos. A discusséao foi parar nas paginas do jornal “The Times” que recebeu um

grande numero de cartas dos leitores (INFOABRIL, 2006).



Pesquisas sobre o efeito da radiacdo de microondas sao muito heterogéneas.
Esses estudos incluem culturas de células e tecidos (in vitro) (FRIENDMAN et al.
2007) e animais de laboratério (in vivo) (WEISBROT et al. 2003), além de seres
humanos (voluntarios) (BLACK & HEYNICK, 2003; Organizacdo Mundial da Saude,
2006). Por um lado, essas pesquisas tém como foco mudancas funcionais no
cérebro e efeitos na cognicdo e bem-estar, isto €, a interferéncia da radiacéo sobre o
sistema nervoso central (Organizacdo Mundial da Saude, 2006; BERNHARDT,
1992; BRONZINO, 1995). Por outro lado, esses estudos analisam a relacéo entre o
uso desses aparelhos moveis e processos carcinogénicos, a reproducdo e o
desenvolvimento, o sistema cardiovascular e a longevidade, ou seja, o efeito da
exposicdo a radiacdo sobre todo o organismo. Porém, resultados quanto as
alteracdes em nivel molecular associadas com o desenvolvimento de cancer sao

inconsistentes e contraditorios (Organiza¢do Mundial da Saude, 2006).

Estudos epidemiolégicos se concentram na possibilidade de relacdo entre o
uso de telefones moveis e a ocorréncia de tumores cerebrais, neuromas acusticos,
tumores de glandulas salivares, leucemias e linfomas (Organizacdo mundial da
saude, 2006; BERNHART, 1992; BRONZINO, 1995). Brahim Selmaoui, Jacques
Lambrozo e Yvan Touitou relataram em 1997 que homens russos apresentavam
fadiga, dor de cabeca, perda de sono e outros distirbios apos serem expostos a
campos eletromagnéticos de baixa freqiéncia, e além disso, reforcam a possivel

associacao entre depressao e esse tipo de radiacao.

Os primeiros sinais de neurotoxicidade em um organismo refletem-se

primariamente em mudancas dos padrbes de comportamento e, posteriormente, nos



anatdomicos (SAILZINGER, 1994). As variacdes de comportamento dos animais sao
consequéncias de disturbios de saude, e alguns estudos mostram mudancas
comportamentais cognitivas em primatas ndo-humanos, quando expostos a campos
de alta e baixa freqiéncia e por isso, € bastante clara a necessidade de estudos em

humanos (REPACHOLI, 2001).

Em 2002, foi demonstrado que campos eletromagnéticos podem afetar
tecidos vivos, mesmo possuindo energia muito menores comparados aqueles que
causam mudancas ha temperatura desses tecidos (LESZCZYNSKI et al. 2002). Uma
das respostas celulares mais freqlentes quanto a curta exposicdo a campos
eletromagnéticos na frequéncia de microondas é a inducdo de transcricdo de
proteinas especificas (GOODMAN & BLANK, 2002), como as proteinas heat-shock
(HSPs) (LIN et al. 1997; FRENCH et al. 2001; LESZCZYNSKI et al. 2002;
CARANGLIA et al. 2005). Similarmente, ondas de alta frequéncia irradiadas por
esses aparelhos também podem afetar a expressdo de proteinas, tais como as
proteinas c-Jun e c-Fos (CHAUHAN et al. 2006a, STAGG et al. 2001). O aumento da
expressao dessas proteinas, causado por telefones médveis, pode induzir diversos
processos celulares, incluindo replicacdo (NYLUND & LESZCZYNSKI, 2004),
progresséao do ciclo celular (CAPRI et al. 2004) e até apoptose (CARANGLIA et al.

2005; HOOK et al. 2004).

1.2 Hipotalamo, hipéfise

A hipdfise, também conhecida como pituitaria, € uma pequena glandula que

fica localizada na cela turcica — uma cavidade 6ssea na base do cérebro — e se liga



ao hipotadlamo através do pedunculo hipofisario, também conhecido por infundibulo,
através do qual é controlada por mecanismos neuronais e hormonais
(CONSTANZO, 2005). Em humanos, ela apresenta diametro de aproximadamente 1

centimetro e pesa de 0,5 a 1 grama (GUYTON & HALL, 2006).

Fisiologicamente, a hipofise possui duas porcdes distintas: a hipofise anterior,
também chamada de adeno-hipofise e a hipofise posterior ou neuro-hipdéfise. Entre
estas duas regides existe outra por¢cado chamada de pars intermedia, quase sempre
inexistente em humanos, porém, € maior e mais funcional em alguns animais

inferiores.

Embriologicamente, as duas porcdes possuem origens diferentes — a hipofise
anterior surge a partir de uma invaginacado embrionaria do epitélio faringeo chamada
de bolsa de Rathke; ja a hipdfise posterior é derivada do crescimento de um tecido
neural a partir do hipotalamo. A origem de cada uma dessas regibes € capaz de
explicar a natureza epitelidide das células da porcdo anterior, e a natureza neural
das células da porcédo posterior, na qual se observa grande nimero de células gliais

(GUYTON & HALL, 2006).

O hipotdlamo e a hipofise atuam de forma coordenada, para harmonizar
muitos sistemas enddcrinos. A unidade hipotalamo-hipéfise regula o funcionamento
da tiredide, da supra-renal e gbnadas, além de controlar, o crescimento, a producao
e ejecao de leite e a osmorregulacéo, tudo isso por secrecao de hormoénios (Figura

1) (CONSTANZO, 2005).



Neurossecrecao Glandula
mamaria

.« ==/ (expulsao
h 7 doleite)
v

Hormédnios

fiberadores \ Antld'u'ehco Contracoes
; Neuroipéfise do utero
(lobo postenor)

Adenoipofise
(lobo anterior)

[ProlactmaJ [Gonadotvohco

| Tireotréfico | [Adrenocomc mmhcoJ ISomatmrofuc 0

T T A e
\

|-

A

J\
* .

Gléndu@ mamaria Gonadas Tirebide Supra-renal Osso
producao de leite)

Figura 1: Representacdo da relagéo hipotalamo-hipdéfise com a regulagdo de
glandulas e tecidos (CEZAR & CEZAR, 2002).

Os mais importantes hormoénios peptidicos sintetizados e secretados pela
adeno-hipdéfise sdo o hormbnio do crescimento ou somatotropina (GH), estimulante
da tiredide ou tireotropina (TSH), prolactina (PRL), horménio foliculo-estimulante
(FSH), luteinizante (LH) e o adrenocorticotrépico ou corticotropina (ACTH). Os dois
horménios peptidicos mais relevantes da neuro-hipofise sdo o antidiurético ou

vasopressina (ADH) e a ocitocina.

O horménio do crescimento € produzido e secretado pelos somatotropos,
possui 191 aminoacidos em uma Unica cadeia e apresenta massa molecular de
22.005 Daltons (Da). Ele promove o crescimento de quase todos os tecidos do corpo

gue sdo capazes de crescer, aumentando o nimero e tamanho das células, como,



por exemplo, em células de crescimento 6sseo e musculares, responsaveis por
promover o crescimento dos 0ssos longos. Além disso, estimula a proliferacao
celular do tecido cartilaginoso, pelo aumento da sintese e diminuicdo do catabolismo
de proteinas, aumentando o transporte de aminoacidos e o nivel de RNA’s
mensageiros nas células, além de ser responsavel pelo metabolismo de carboidratos
e lipideos controlando a utilizacéo da glicose pelos tecidos e a lipdlise (AIRES, 1991;

GUYTON & HALL, 2006).

O hormonio estimulante da tiredide ou tireotropina (TSH) é uma glicoproteina
composta de uma subunidade alfa com 89 aminoacidos e uma beta com 112
possuindo, juntas, massa molecular de aproximadamente 28.000 Da e é produzido
pelos tireotropos. Ele é responsavel pelo aumento da proteédlise de tireoglobulinas
armazenadas nas células foliculares da glandula tire6ide provocando a liberacéo de
tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) que foram sintetizadas por essas mesmas células.
Também é responsavel pelo aumento da atividade da bomba de iodeto, aumentando
a taxa de captacdo desse ion pelas células glandulares, além disso, gera aumento
da iodizacdo da tirosina gerando os horménios da tiredide T3 e T4, e promove 0
aumento do numero e da atividade secretoria das células tireoidianas (AIRES, 1991;

ANTUNES, et al., 2004).

A prolactina € um hormdnio peptidico de cadeia Unica com 198 aminoéacidos,
possuindo massa molecular de 150.000 Da, é produzida pelos lactotrofos e é
responsavel pela promocdo de secrecdo de leite pelas glandulas mamarias

(GUYTON & HALL, 2006).



O hormoénio luteinizante e o foliculo-estimulante sdo dois hormoénios
glicoprotéicos gonadotrépicos e sdo produzidos e secretados por tipos celulares
especializados da hipdéfise anterior, chamados gonadotropos. Ambos possuem duas
subunidades, uma alfa e outra beta. A subunidade alfa do LH e do FSH possui 89
aminoacidos, porém, a beta de cada um deles possui quantidades diferentes de
aminoacido, 112 e 115, respectivamente, e massa molecular de aproximadamente
30.000 Da. De formas diferentes, eles controlam o crescimento e a atividade
hormonal e reprodutiva dos testiculos e ovarios. Por um lado, o FSH regula o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos e regula a espermatogénese nos testiculos,
por outro lado o LH promove a ovulacdo e formacédo do corpo luteo nos ovarios,
estimula a producdo de estrogénio e progesterona por essas gbnadas e estimula a
producdo de testosterona pelos testiculos (LOHMEIER, 2003; LONGO & FINCH,

2003).

O hormbnio adrenocorticotropico € produzido e secretado por células
especializadas da adeno-hipéfise chamadas de corticotropos e possui uma unica
cadeia composta por 39 aminoacidos e € o responsavel por coordenar a secre¢ao
dos horménios adrenocorticais: cortisol, androgénios e estrogénios adrenais
produzidos pelas células da zona fasciculada e dos androgénios
desidroepiandrosterona (DHEA) e androstenediona produzidos pela zona reticular,

ambas zonas do cortex adrenal (GUYTON & HALL, 2006; LONGO & FINCH, 2003).

A neuro-hipdfise, outra regido muito importante da hipofise, € composta
basicamente por pituicitos - células muito semelhantes as células gliais - e ndo sao

capazes de secretar hormonios. Elas servem como suporte para as inumeras fibras



nervosas terminais e terminagdes nervosas que sdo originadas dos nucleos supra-
optico e paraventricular do hipotalamo que chegam até a neuro-hipéfise através do
pedunculo hipofisario (infundibulo), sendo as responsaveis pela secrecdo de dois
importantes hormoénios da hipofise posterior: o hormoénio antidiurético (ADH),

também chamado de vasopressina e a ocitocina (GUYTON & HALL, 2006).

O ADH é sintetizado em maior quantidade por corpos celulares de neurdnios

D

no nudcleo supra-6ptico e, em menor proporcao, pelo nucleo paraventricular e

D

transportado e liberado pelas terminacdes nervosas até a neuro-hipdéfise e logo
captado por capilares adjacentes. Este horménio, assim como a ocitocina, € um
pequeno polipeptidio constituido por nove aminoacidos e tem a funcéo de permitir a
reabsorcdo de agua que foi excretada pelos ductos e tubulos secretores renais.
Assim, o ADH tem a funcdo de fazer o controle osmaético e também exerce efeitos
vasoconstritores (diminuicdo do calibre de vasos sanguineos) quando liberado em
grandes quantidades na corrente sanguinea, sendo por isso, também chamado de

vasopressina (LOHMEIER, 2003; LONGO & FINCH, 2003).

A ocitocina é sintetizada principalmente nos corpos celulares de neurdnios do
nucleo paraventricular, mas também, em menor quantidade, pelo supra-optico. Tem
a funcdo de estimular a contracdo uterina de mamiferos gestantes e isso se
comprova por sua alta concentracdo plasmatica durante o trabalho de parto e pelo
fato de que em animais hipofisectomizados (animais que tiveram a sua hipofise
extraida por intervencédo cirargica) apresentarem aumento do tempo de trabalho de

parto. Além disso, ela atua na ejecao do leite pelas glandulas mamarias, fazendo



com que a o leite seja expulso dos alvéolos para os ductos mamarios, onde pode ser

sugado pelo bebé (GUYTON & HALL, 2006).

A sintese e secrecdo de todos os horménios hipofisarios citados acima sao
controlados pelo hipotalamo, seja por mecanismos nheurais ou hormonais
(CONSTANZO, 2005). Esta glandula se localiza abaixo do talamo e exerce,
claramente, um papel importante na regulacdo da funcdo da hipofise. Ele é
considerado a estacdo central de coleta e integracdo de sinais vindos de diversas
regides do organismo e que os redistribui para a hipoéfise. O controle hormonal feito
pelo hipotdlamo sobre a hipdfise ocorre pela producdo e liberacdo de seus
horménios por neurbnios oriundos de diversas areas do hipotdlamo produtores de
horménios liberadores e inibidores hipotalamicos. Tais horménios sdo secretados na
eminéncia mediana (regido inferior do hipotalamo) e no tuber cinereum (regido do
hipotalamo que se estende para o pedunculo hipofisario) e sdo captados pelo
sistema porta hipotalamico-hipofisario que desembocam nos vasos sinusoides da
hipéfise. S&8o os chamados horménios liberadores e horménios inibidores de

horménios hipofisarios (GUYTON & HALL, 2006; CONSTANZO, 2005).

A funcdo dos horménios hipotalamicos de liberacéo e inibicdo é controlar a
secrecdo dos horménios da hipdéfise anterior e dentre os principais horménios
hipotalamicos estdo: o hormoénio liberador de tireotropina (TRH) que age sobre os
tireotropos estimulando a liberagdo do horménio estimulante da tiredide (TSH); o
horménio liberador de corticotropina (CRH) que atua sobre os corticotropos,
estimulando da liberacdo de hormdénio adrenocorticotropico (ACTH); o horménio

liberador do hormdnio do crescimento (GHRH) que age promovendo a liberagdo do



horménio do crescimento (GH) e de outro horménio hipotalamico, o inibidor do
horménio do crescimento (GHIH ou somatostatina) que inibe a liberacdo do
horménio do crescimento; o horménio liberador de gonadotropina (GnRH) que
estimula a liberacdo dos horménios luteinizante e foliculo-estimulante (LH e FSH) e
por ultimo, o hormdnio inibidor da prolactina (PIH) que diminui a secrecdo de

prolactina (PRL) (CONSTANZO, 2005; LOHMEIER, 2003; LONGO & FINCH, 2003).

1.3 MAPK’s (Ras, Raf, MEK 1, MEK 2, ERK 1, ERK 2) e PKC

As proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPK’s) sdo proteinas que
compdem uma familia de serino/treonino quinases ativadas por fosforilagdo em
resposta a uma variedade de estimulos extracelulares, o que dispara a fosforilacéo e
ativacdo de numerosas proteinas intracelulares. As MAPK’s sido divididas em 3
subgrupos: 1) as ERK'’s (quinase regulada por sinal extracelular), que inclui a p42
(ERK 1) e a p44 (ERK 2); 2) proteinas quinase ativadas por estresse (c-Jun N-
terminal quinase/ JNK); 3) grandes MAP quinases (BMK — Big MAP kinase) (ERK 5)

(KLAUSEN et al. 2005).

A via de sinalizacdo de MAPK’s é o principal mecanismo de regulacdo da
atividade transcricional gerada por estimulo extracelular, atuando na proliferacéo,
diferenciacdo, metabolismo e resposta ao estresse (RUBINFELD & SEGER, 2005;
SEGER & KREBS, 1995; YOON & SEGER, 2006). As enzimas ERK 1 e ERK 2
ativam diretamente fatores de transcricdo génica de hormdnios hipofisérios tais
como GH, FSH e LH (KLAUSEN et al. 2005; DUAN et al. 2002). Além disso, também
atuam diretamente na sintese e secre¢cdo dos horménios hipotalamicos e

hipofisarios (KLAUSEN et al. 2005). Dentre as proteinas que participam de vias de



sinalizacado de MAPK’s estdo a Ras, Raf, MEK 1, MEK 2, ERK 1 e ERK 2 (da familia
de proteinas serino/treonino quinases cuja ativacdo depende da fosforilacdo
concomitante dos residuos de serina e treonina da prépria quinase), JNK (C-Jun N-
terminal kinase) (FRIENDMAN et al. 2007; LESZCZYNSKI et al. 2002), SAPK 1
(proteina quinase ativada por estresse - 1), p38MAPK (SAPK 2) e BMK1 (grande
MAPK 1; também conhecida como ERK 5) que s&o ativadas por sequéncias de
fosforilacdo, ativando proteinas regulatérias, incluindo fatores de transcricao,
induzindo a expressdo de genes. Segundo Joseph Friedman e colaboradores
(2007), células em cultura do tipo Ratl e HelLa apresentam aumento da expressao
de ERK 1 e ERK 2 quando expostas a radiacdo de aparelhos celulares; tal fato
pode acarretar em aumento da proliferacdo dessas células, sendo assim,

relacionada com possivel ocorréncia de cancer.

A via de sinalizacdo de ERK 1 e ERK 2 nas células da hipofise ocorre a partir,
por exemplo, da ligacdo de um sinal tal como o hormdnio liberador de gonadotropina
(GnRH), secretado pelo hipotdlamo, a uma proteina de membrana receptora
especifica, neste caso o receptor de GnRH (GnRHR), um receptor tirosino-quinase
especifico para este horménio, e que, por sua vez, passa por um processo de
autofosforilacdo fazendo com que a enzima Ras receba uma molécula de GTP
(trifosfato de guanosina). A Ras torna-se ativa e, assim, adiciona um grupamento
fosfato em um residuo de aminodacido serina e outro em treonina da enzima Raf que,
por sua vez, faz o0 mesmo nas enzimas MEK 1 e MEK 2 (quinase regulada por sinal
mitdégeno extracelular), que fosforilam residuos dos aminoacidos treonina e tirosina
de ERK 1 e ERK 2 que também se tornam ativas. ERK 1 e ERK 2 ativadas entram
no nucleo e fosforilam fatores de transcricdo que agem permitindo a expressédo dos

genes referentes aos horménios hipofisarios. A transducéo de sinais desta mesma



via também ocorre nas células hipotalamicas, porém, a sua ativacdo se da por
outros sinais e promovem a sintese e secrecdo de horménios hipotalamicos, sejam
eles inibidores ou indutores de liberagdo de horménios hipofisarios (Figura 2)

(RUBINFELD & SEGER, 2005; KLAUSEN et al. 2005).

ERK1/2
(Quinases Reguladas por Sinais Extracelulares)

*Resposta ao estresse;
*Modificacdo da expressdo de
genes - Hipofise

Figura 2: Representacdo esquematica da via de sinalizacdo das MAPK’s, ERK
1 e ERK 2 e algumas das fun¢bes que coordenam (ALBERTS et al., 2004).

As proteinas quinase C (PKC) fazem parte de outra familia de quinases
serino/treonina que estd envolvida no controle de transformagcdo neoplasica,
carcinogénese, invasao de células tumorais e resisténcia a drogas. O papel dessa
proteina na geracao de tumores é complexo e depende das isoformas de PKC e dos
tipos celulares/teciduais envolvidos (FIELDS & GUSTAFSON, 2003). Tais proteinas
séo a chave regulatéria da proliferacéo celular, diferenciacdo e apoptose (ZHU et al.

2005). Elas também atuam na via de sinalizagdo de ERK 1 e ERK 2 e sua



participacdo se da por modificacdo na conformacédo da enzima Ras, promovendo a
transducédo de sinais até que ocorra a ativacdo de ERK 1 e ERK 2 por fosforilacado

(RUBINFELD & SEGER, 2005).

A familia PKC é uma familia heterogénea de proteinas quinases que regulam
a atividade de varias outras proteinas. A fosforilagcdo e desfosforilagcdo de enzimas
sdo importantes mecanismos utilizados para ativacdo e desativacdo da atividade
enzimatica (ALBERTS et al. 2006). Essas enzimas foram descobertas em 1977 por
Nishizuka e colaboradores que as descreveram como uma proteina ativadora de
histonas, cujo funcionamento é dependente de Ca®", fosfatidilserina, diacilglicerol ou

forbol éster (WILKINSON & HALLAM, 1994).

Pelo menos 11 isoformas de PKC sdo conhecidas. Elas diferem entre si
devido a estrutura, cofatores requeridos para a ativacdo e especificidade para o
substrato. Estas isoformas séo divididas em trés grupos de acordo com os cofatores
requeridos para a ativacado: 1) as proteina quinase C convencionais (a, B1, B2, v)
que necessitam de diacilglicerol, fosfatidilserina e Ca®* para serem ativadas; 2) as
proteinas quinase C novas (d, €, n, 6, yu) que requerem apenas diacilglicerol e
fosfatidilserina para a ativacdo, sendo portanto Ca®" independentes; e 3) as
proteinas quinase C atipicas (A, 1, {) que ndo precisam de Ca* e nem de
diacilglicerol para se tornarem ativadas. A regulacdo desse grupo de PKC nao esta
claramente estabelecida, mas sabe-se que sua atividade € estimulada por

fosfatidilserina (RUBINFELD & SEGER, 2005).



Todas as proteinas quinase C consistem em uma Unica cadeia polipeptidica
que contém uma regido regulatéria amino-terminal de 20-70 kDa e um dominio
quinase carboxi-terminal de aproximadamente 45 KDa (NEWTON, 1997). O
diacilglicerol se liga a primeira regido conservada (C1) do dominio regulatério da
enzima PKC (WILKINSON & HALLAM, 1994). O diacilglicerol é um produto da
clivagem do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato que esta presente em pequenas
guantidades na camada interna da bicamada lipidica da membrana plasmatica pela
fosfolipase C-B (ALBERTS et al. 2006). Como o diacilglicerol permanece ligado a
face citosdlica da membrana, para que ocorra a ativacdo de proteinas quinase C
convencionais e novas é necessario a translocacdo da PKC do citosol para a face
interna da membrana plasmatica. A ligacdo de Ca®" intracelular na regido C2 da
PKC causa essa translocacdo possibilitando que a isoforma de proteina quinase C
seja ativada pela ligacdo de diacilglicerol e fosfatidilserina no dominio C1

(WILKINSON & HALLAM, 1994; NEWTON, 1997; JAKEN, 1996).

Estudos indicam que a isoforma alfa de PKC estd presente em células do
ndcleo paraventricular hipotalamico, atuando na via que induz a secrecdo de
horménios hipotalamicos indutores e inibidores de secrecdo de horménios
hipofisarios, como por exemplo, a secrecdo do GnRH que induz a liberacdo de LH e
FSH (Klausen, 2005b). Além disso, a PKC-alfa atua em células catecolaminérgicas

cerebrais, induzindo a secrecao de catecolaminas (BENAVIDES, 2005).

Apbs a secrecdo de GnRH pelo hipotalamo, ocorre ligacdo deste hormonio ao
seu receptor especifico (GnRHR) localizado na membrana das células
gonadotrépicas da hipéfise. Tal evento estimula o aumento dos niveis de Ca®'

citoplasmatico, derivado de estoques internos, por liberacéo ativada por IP3 (Inositol



1,4,5, — trifosfato) ou por influxo através de canais de Ca®*, tipo L, sensiveis a
voltagem, promovendo a transducdo de sinais, via PKC-alfa e MAPK’s até que
aumente a expressao de genes dos hormdnios gonadotropicos LH e FSH (BURGER
et al., 2008). Tal fato ja havia sido relatado, em 1993, por Haisenleder e

colaboradores, ap0s testes feitos em ratos.

Em 2005, Christian Klausen e colaboradores relataram que a isoforma alfa de
PKC, ERK 1 e ERK 2 estdo diretamente envolvidas na expressédo do gene de GH
(hormbnio de crescimento), o que ocorre nas células somatotréficas da hipdfise.
Além disso, reportaram que a via das MAPK’s pode ser ativada de maneira
dependente e independente de PKC. Nesta glandula, a PKC pode promover a
ativacdo da enzima Ras, o que acarreta na transducéo de sinais até que ocorra a

expressao de horménios hipofisarios.

Diante dessas informacBes se torna clara a grande importancia dessas
enzimas para o perfeito funcionamento da hipofise, e, consequentemente, na
homeostase do sistema enddcrino. Além disso, é de suma importancia, que se
verifique a possivel influéncia da radiacdo emitida por aparelho celular sobre o

funcionamento desta glandula.



2.0bjetivos

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para a compreensdo do efeito de ondas eletromagnéticas

irradiadas por aparelhos celulares sobre o sistema nervoso central.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer modelo animal para estudar o efeito da radiacdo de telefones
moveis sobre a fisiologia de ratos Wistar;

- Estudar o efeito da exposicdo de ratos Wistar a radiacdo de ondas
eletromagnéticas emitidas por aparelhos celulares sobre a expressao e atividade de

ERK1 e ERK2, e expressao de isoforma alfa de PKC em células da hipdfise.



3.Material e Métodos

3.1 Obtencéao, exposicdo aradiacao e sacrificio dos animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias, provenientes do biotério
do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 23 + 2°C e

fotoperiodo de 12 horas (7 as 19 h - claro e 19 as 7 h - escuro).

Foram criados quatro grupos experimentais dos quais em dois destes 0s
animais foram expostos a ondas eletromagnéticas emitidas por aparelho celular
(Siemens Modelo A55) que opera a uma frequéncia de 1800 MHz, sem a
interferéncia do som do toque ou sistema de vibracdo, ao executar ligacbes de 25
segundos em intervalos de 2 minutos, durante trés ou dez dias. Para execucao
destes dois tipos de exposicao foi desenvolvido um equipamento denominado
“‘mecanismo de acionamento do aparelho celular” que foi usado para executar as
ligacbes. Os outros dois grupos foram expostos sob o mesmo tipo de radiacéo,
porém, um deles foi exposto por um periodo de uma hora e o outro por trés horas,
ambos sem intervalo a fim de simular ligacdes de 1 hora ou 3 horas, e por isso, sem
o auxilio do mecanismo de acionamento do aparelho celular. Para cada grupo
experimental havia um grupo controle que nédo foi exposto. Pelo fato de o
“mecanismo de acionamento do aparelho celular” emitir ruido ao funcionar, também
foram criados grupos controles negativos referentes aos tratamentos de 3 dias e de
10 dias de exposicéo, sendo que cada um deles também possuia um grupo controle.
Essa medida foi realizada para verificar se a presenca e o ruido do equipamento

exerciam influéncia sobre a via de sinalizacdo estudada neste trabalho. Durante



todos os tipos de exposicao (tratamento), o aparelho celular foi mantido ligado a

rede elétrica.

Apoés a exposicao, os animais foram sacrificados utilizando tiopental de sédio
na dose de 60 mg/kg, por via intraperitonial (MASSERANO e WEINER, 1979) e,
posteriormente, foi retirada a hipofise. As glandulas foram armazenadas em tubos
individuais contendo 400 pL de solugdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, na presenca
de 2 mM de ortovanadato de sédio (responsavel por minimizar a desfosforilacdo de
proteinas) e coquetel de inibidores de proteases, sendo o tecido macerado e

posteriormente congelado em nitrogénio liquido.

3.2 Construgcdo do mecanismo acionador do aparelho celular e

das caixas especiais dos animais

O mecanismo usado para acionar o aparelho celular foi construido no
Laboratorio de Optica Aplicada do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade

Federal de Juiz de Fora.

O mecanismo agiu como uma mao mecanica e foi programado para iniciar
uma ligagéo de 25 segundos de duracdo em intervalos de 2 minutos durante 3 ou 10

dias.

Foram construidas caixas especiais com 40 cm de altura, 60 cm de
comprimento e 35 cm de largura e que foram revestidas externamente com papel

laminado com o objetivo de evitar a dispersdo da radiacdo emitida pelo aparelho



celular até a caixa dos animais controle que foram mantidos a uma distancia de 3
metros da caixa que continha os animais submetidos a radiacdo do telefone movel.
As tampas das caixas foram adaptadas fazendo um orificio com diametro de 17 cm
no seu centro, onde foi colocado um tubo de PVC com varios orificios de 0,5 cm de
diametro (Figura 7). O objetivo da instalacédo do tubo foi impedir o contato direto dos
animais com o mecanismo acionador do aparelho celular. As caixas dos animais

controles e tratados eram idénticas.

Em todas as situacfes experimentais, a intensidade média da radiacéo
emitida pelo telefone movel, dentro da caixa contendo os animais do grupo tratado
(exposto) foi de 15.5 V x m™. Dentro da caixa contendo os animais do grupo controle

a intensidade média foi aproximadamente cem vezes menor (Tabela 2).

3.3 Medidas de campo elétrico dentro das caixas de manutencéo

dos animais

Foram feitas medidas de intensidade de campo elétrico dentro da caixa
utilizada durante a exposicdo dos animais ao longo dos quatro tipos de tratamento (1
hora, 3 horas, 3 dias e 10 dias) gerado pela emisséo de radiagdo do aparelho celular
(Figura 3). Tal procedimento foi realizado para verificar se existiam variacdes do
campo elétrico dentro desta caixa, jA que 0s animais permaneciam em constante
movimento. Também foram feitas medi¢cGes na caixa dos animais do grupo controle
que se localizava a 3 metros de distancia da que continha o grupo tratado e

enquanto o aparelho celular executava uma ligacéo.



As medicdes foram feitas em 3 pontos da caixa dos animais tratados (A, B e
C) e em um ponto da caixa dos animais controles (D). O ponto A corresponde ao
ponto de maior aproximacdo dos animais em relacdo ao aparelho celular (3 cm)
dentro da caixa; o ponto B corresponde ao ponto mais distante entre os animais € 0
aparelho celular (20 cm); o ponto C corresponde a um ponto intermediario (15 cm) e
o ponto D corresponde ao local onde foi feita a leitura dentro da caixa contendo os
animais controle enquanto o aparelho celular realizava uma ligacado dentro da caixa
contendo os animais do grupo tratado. As medicdes feitas no ponto D tiveram como
objetivo verificar se a radiacdo emitida pelo aparelho celular dentro da caixa
contendo os animais do grupo tratado poderia afetar os animais da outra caixa

(grupo controle) (Figura 3).

3m
A Co ) ) D
Vista lateral da caixa contendo Vista superior da caixa contendo Vista lateral da caixa contendo
animais do grupo tratado animais do grupo tratado animais do grupo controle

Figura 3: Representacdo esquematica das medicbes de radiacdo emitida por

telefone dentro da caixa contendo os animais do grupo controle e exposto.

Foram feitas medi¢cdes enquanto o aparelho celular efetuava ligacdo e
guando nao efetuava, além disso, essas medicGes foram feitas quando ele estava
acoplado a rede elétrica e quando nédo estava. A indicacdo “"Ligacdo”” na tabela 2
refere-se as medidas feitas enquanto o aparelho efetuava ligacdo, ja a indicagédo

““Standby”” refere-se as medidas feitas enquanto o aparelho estava ligado, porém



sem executar ligacdo. Durante as medi¢cdes ocorriam variacbes nas medidas de

intensidade, por isso, foram considerados os valores maximos e minimos.

3.4 Teste para avaliar a capacidade de penetracao da radiacao
emitida pelo aparelho celular através da calota craniana e o efeito

sobre atem peratura

Foi construida uma cela blindada revestida por papel laminado a fim de
verificar se a radiacdo emitida pelo aparelho celular era capaz de atravessar os
ossos do cranio (Figura 9), atingindo, assim o tecido encefalico, e verificar se esta
radiacdo € capaz de gerar aumento de temperatura destes tecidos dos animais
expostos (Figura 5). O papel laminado que reveste a cela teve a funcédo de impedir

gue a radiacao emitida chegasse ao seu interior.

ApoOs o sacrificio de um animal, sob a mesma metodologia citada no item 3.1,
a cabeca foi separada do corpo e dela foi retirado todo o tecido que reveste 0s 0Ss0s
do cranio. Posteriormente, 0s 0ssos da regido superior da cabeca (calota craniana)
foram separados do restante e encaixados num orificio feito sob medida na cela
revestida por papel laminado (cela blindada). O aparelho celular foi posicionado a
uma distancia de 20 cm ou a 3 cm dessa calota (distancia méxima e minima possivel
entre a cabegca do animal e o aparelho celular dentro das caixas usadas na
experimentacdo) e foram efetuadas ligacdes para verificar se a radiagéo era capaz
de atravessar a calota craniana, usando uma sonda isotrépica (sonda de campo)
(Wandel & Goltermann) (Figura 4) que fazia medidas de intensidade de campo

elétrico gerado por radiacdo com faixa de frequéncia compreendida entre 100 KHz e



3 GHz, apresentando leituras em V x m™, dentro da cela. Também foi feita a mesma

medida da radiacdo que atravessava a caixa com o orificio sem a calota craniana.

Figura 4: Sonda isotropica: equipamento utilizado para medir a intensidade do campo

elétrico gerado pelo aparelho celular.

Um teste semelhante foi feito para verificar se ocorreria aumento de
temperatura do tecido encefélico. Para isso, foram usados outros dois animais e
efetuada a separacdo da cabeca do resto do corpo, seguido da retirada de todo o
tecido que revestia a calota craniana e fazendo uma abertura pela regido inferior da
cabeca a fim de retirar todo o tecido encefalico, sendo substituido por 1,5 mL de
agua destilada. Logo depois, a cabeca do animal foi encaixada num orificio de 1 x
1,5 cm feito numa placa de papeldo suspenso por hastes de bambu para verificar se
a radiacdo era capaz de promover o aguecimento da agua presente no cranio
usando um termémetro de mercurio. Este processo foi realizado com exposicdo do
material a radiacdo emitida pelo aparelho celular posicionado a 3 ou 20 cm durante 1
ou 3 horas de ligacdo sem interrupcdo. Também foi feito um teste controle no qual
foi utilizado material de outro animal nas mesmas condi¢des descritas acima, porém,

gue estava num local cuja leitura da intensidade de campo eletromagnético foi nula,



ou seja, sem o efeito da radiacdo a 5 metros de distancia do aparelho celular. Tal
manobra foi realizada ao mesmo tempo em que o0 outro material era exposto a
radiacdo e na mesma sala (Figura 5). Medidas da temperatura ambiente e da agua
dentro do cranio dos animais expostos e do cranio livre da influéncia da radiacéo

foram feitas a cada 30 minutos, durante todo o tempo de teste.

Legenda:
E:> Cabeca do animal
U contendo dgua
ED Placa de papeldo
! ! ! l sUSpensa por
hastes de bambu
el
o Aparelho celular
20 cm ._.,__-li I::>Emitin::|r:r radiagdo
3 cm "R — ’R

Figura 5: Representacdo esquemética do teste de verificagdo da temperatura da agua
depositada na calota craniana do animal. O material biolégico foi encaixado numa placa de
papeldo contendo um orificio de 1 x 1,5 cm de tamanho. As placas foram suspensas por
hastes de bambu permanecendo a 3 ou 20 cm de distdncia do aparelho celular em
funcionamento por 1 ou 3 horas. A temperatura foi verificada introduzindo o termdémetro na

agua contida na calota craniana do animal.

3.5 Analise da expressédo e atividade de ERK 1 E ERK 2 e da

expressao da isoforma alfa de PKC

ApoOs as hipofises dos animais serem processadas de acordo com a
metodologia citada no item 3.1, os homogenatos foram centrifugados por 5 minutos
a 10.621 g e a concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford

(BRADFORD, 1976).



Os efeitos da exposicdo as ondas eletromagnéticas sobre essas proteinas
foram analisados através da separacdo de proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e posterior Western Blot.

Apoés a dosagem, as proteinas foram desnaturadas em tampéao SDS (dodecil
sulfato de sédio) na presenca de (3-mercaptoetanol e aquecimento a 95°C por cinco
minutos. Posteriormente foi feita eletroforese usando o equipamento Mini-Protean
(Bio-Rad) funcionando a 100 V e com amperagem livre por periodo de 140 minutos
para a separacdo das proteinas em géis de poliacrilamida 10%, junto com
marcadores de massa molecular pré-corados (GE, Healthcare). Foram utilizados 100
ug de proteinas por amostra. Tal procedimento foi seguido por eletrotransferéncia
das proteinas para uma membrana de nitrocelulose por periodo de 60 minutos sob a

voltagem de 100 V e amperagem livre.

Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram lavadas com tampé&o Tris
(TBS) 20 mM, pH 7,6, por 30 segundos e incubadas em TBS com 5% de leite em po
caseiro, durante 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir as
membranas foram novamente lavadas com TBS por 30 segundos e incubadas em
solucdo TBS com 1% de leite, contendo anticorpos primarios policlonais contra as
enzimas ERK 1 e ERK 2, de massa molecular de 42 kDa e 44 kDa, respectivamente
(Cell Signaling Tecnology), na propor¢ao de 1 pyL de anticorpo para cada 1000 yL de
TBS (1:1000), ou contendo anticorpos primarios policlonais contra as enzimas ERK
1 e ERK 2 fosforiladas em residuos dos aminoacidos treonina (Thr183) e tirosina
(Tyr185) (Cell Signaling Tecnology), na propor¢ao de 1 puL de anticorpo para cada
1000 pL de TBS (1:1000) ou contendo anticorpos monoclonais contra o dominio C2

de PKC-alfa (82 kDa) (BD Biosciences), na propor¢dao de 1 yL de anticorpo para



cada 1000 puL de TBS (1:1000) durante, aproximadamente, 12 horas.
Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com TBS e
incubadas, por 1 hora, a temperatura ambiente, com segundo anticorpo conjugado a

peroxidase (Life Sciences Ltda.).

Logo depois, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS e incubadas
em solucdo de revelacdo com luminol (Kit ECL plus, Amersham Biosciences)
seguida de revelacao (Hyperfilm — ECL, Amersham) promovendo sua exposic¢ao, por
30 segundos para a deteccdo das bandas geradas pela marcacédo das enzimas ERK
1 e ERK 2 fosforiladas ou totais ou por 40 minutos para a deteccdo das bandas
geradas pela marcacdo da enzima PKC-alfa. As proteinas imunorreativas foram
digitalizadas e a avaliacdo/quantificacéo foi feita com o auxilio do programa ABEletro
v 1.0, desenvolvido e patenteado por estudantes e professores do Laboratério de
Optica Aplicada — ICE e do Laboratério de Biologia Celular — ICB da UFJF. Os
resultados foram obtidos determinando a é&rea vezes intensidade das bandas

analisadas.

3.6 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e
as comparacdes foram feitas usando o teste t de Student, considerando
significativos os valores de p<0,05. Além disso, os dados também foram avaliados

pelo teste Mann Whitney usando o programa Prism 4 (GraphPad Software, Inc.).



4. RESULTADOS

4.1 Construgdo do mecanismo acionador do aparelho celular

A Figura 6 € a imagem do mecanismo acionador do aparelho celular, usado

nos experimentos.

Mesa para aparelho

On/Off celular

Figura 6: Mecanismo usado para acionar o aparelho celular durante 3 ou 10 dias de exposi¢éo.

O aparelho celular foi acionado por 25 segundos em intervalos de 2 minutos.



4.2 Construcdo das caixas especiais para a acomodacao dos

animais

A Figura 7 é a imagem da caixa usada para acomodar e expor 0s animais a

radiacdo emitida pelo telefone celular, ou somente acomodar os animais controles.

Figura 7: Caixa usada para acomodar os animais, 0 mecanismo acionador do aparelho

celular durante o periodo de 1 hora, 3 horas, 3 dias ou 10 dias de exposic¢ao.



4.3 Medicdes de campo elétrico nas caixas de acomodacdo dos

animais

A Tabela 2 apresenta as medidas de campo elétrico feitas pela sonda
isotropica enquanto o aparelho celular efetuava ligacdes e quando ndo efetuava.
Além disso, essas medicoes foram feitas quando ele estava acoplado a rede elétrica
e quando nao estava. Os dados de leitura de intensidade indicados pelo medidor

isotropico sdo dados em V x m™.

De acordo com os dados, a intensidade média da radiacdo emitida quando o
aparelho esta efetuando ligacdo quando alimentado pela rede elétrica foi de 15,5 V x
m™, enquanto que a valor da média quando n&o estava ligado a rede elétrica foi de
9,4 V x m™*. Além disso, a intensidade média da radiacdo dentro da caixa contendo
0s animais controle era de aproximadamente cem vezes menor que o primeiro valor

0,12V xm™).



Tabela 2: Medidas de campo elétrico.

Desligada darede Ligada arede elétrica  Caixa com animais
elétrica controle
(Ponto D)
Valor Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
Vxm®t vxm®t Vxm®t vxm?t vxm?t vxm®t
Ligacao 8 12 15 20 0,11 0,11
(Ponto A)
Standby 1 1 8 10 0,11 0,11
(Ponto A)
Ligacédo 8 10 11 19 0,17 0,17
(Ponto B)
Standby 0,45 0,5 8,4 8,4 0,17 0,17
(Ponto B)
Ligacédo 6,8 11,5 12 16 0 0,17
(Ponto C)
Standby 0,36 0,45 8,2 8,4 0 0,17
(Ponto C)




4.4 Teste de penetracao da radiacao emitida pelo aparelho celular

atraveés da calota craniana dos animais

A Figura 8 representa a maneira de como foram feitos os testes para avaliar
se a radiacdo emitida pelo aparelho celular tem poder de penetracdo na caixa

craniana e, consequentemente, atingir o tecido encefalico.

As leituras de intensidade de campo elétrico dentro da cela blindada,
enquanto esta ndo possuia orificio que permitisse a passagem da radiagéo, foram 0
V x m* tanto quando o aparelho celular se localizava a 3 cm quanto a 20 cm de
distancia da cela (Tabela 3). Apds a abertura de um orificio de 1 cm x 1,5 cm, a
leitura de intensidade de campo, dentro da cela, foi de 0,35 V x m*tantoa3 cme a
20 cm de distancia entre o aparelho celular e o orificio; ap6s o posicionamento da
calota craniana sobre tal orificio, cobrindo-o totalmente e vedando as bordas da
calota com papel laminado, a leitura de intensidade observada foi de 0,35 V xm™ e
0,23 V x m™ no momento em que o aparelho celular estava posicionado a 3 cm ou

20 cm da cela, respectivamente.



Figura 8: Imagem representativa dos testes de medi¢cdo da passagem da radiacdo (medida

de intensidade — V x m™) através da calota craniana que foi posicionada sobre um orificio de

1 x 1,5 cm de tamanho feito na cela blindada com papal laminado.

Tabela 3: Valores de campo elétrico (V x m™) dentro da cela blindada apresentados pela

sonda isotropica.

Distancia da calota
em relagdo ao

aparelho celular

Intensidade dentro da Intensidade dentro da Intensidade dentro da

celadurante aligacdo celadurante aligacdo celadurante aligacéo

sem o orificio sem a calota craniana com a calota craniana

(cm) (Vxm? posicionada no posicionada no
orificio (V x m™) orificio (V x m™)
Distancia de 3 cm ovxm™ 0.35Vxm™ 0.35Vxm™
Distancia de 20 ovxm™ 0.35Vxm* 0.23Vxm*

cm




4.5 Analise do efeito da radiacdo sobre a temperatura da agua

colocada na calota craniana

Como descrito em Material e Métodos, foi executado um teste de verificacao

da temperatura dentro da calota craniana de ratos Wistar (Figura 5).

Durante todo o periodo do teste, a temperatura da agua que estava dentro
das calotas cranianas mantidas a 3 ou 20 cm de distancia do aparelho celular se
manteve igual a temperatura ambiente (Tabela 4). Estes resultados sugerem que a
radiacdo nao foi capaz de gerar modificacbes da temperatura da 4gua contida nas

calotas.

Tabela 4: Efeito da radiacdo sobre a temperatura da agua contida na calota craniana dos

animais.
Tempo de Temperatura Temperaturada  Temperaturada  Temperatura da
emissédo de ambiente agua na calota aguanacalotaa aguanacalotaa
radiacdo controle uma distanciade umadistanciade
3cmdo 20cm do
aparelho celular  aparelho celular
0 minuto 26°C 26°C 26°C 26°C
30 minutos 26°C 26°C 26°C 26°C
60 minutos 26°C 26°C 26°C 26°C
(1 hora)
90 minutos 26°C 26°C 26° C 26° C
120 minutos 26°C 26°C 26° C 26° C
150 minutos 26°C 26°C 26°C 26°C
180 minutos 26°C 26°C 26°C 26°C
(3 horas)




4.6 Andlise da atividade de ERK 1 (3 dias / controle negativo)

Todas as analises de expresséo e atividade protéica foram feitas utilizando a
técnica de Western blot (eletroforese: 140 minutos; 100 V; eletrotransferéncia: 60
minutos; 100 V). Os valores foram obtidos pela medida da area e densidade das

bandas sob analise.

A Figura 9 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos néo
apresentaram modificacdo significativa na atividade de ERK 1 (p= 0,1293). O grupo
controle (Controle 1) apresentou média de 75,24 + 1,838, n= 2, enquanto 0 grupo
controle negativo (Controle 2) apresentou média de 70,96 = 1,194, n= 3, quando
estes foram expostos por 10 dias a radiacdo do aparelho celular. A analise dos

dados pelo teste Mann — Whitney apresentou p= 0,7000.
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Figura 9: Efeito da exposicdo apenas ao mecanismo acionador do aparelho celular por 3
dias sobre a atividade de ERK 1 em ratos do grupo controle — Controle 1 (n= 2) e controle
negativo — Controle 2 (n= 3). Acima de cada coluna h& imagens representativas dos

resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo expressos como meédia £ EPM.



4.7 Andlise da atividade de ERK 2 (3 dias / controle negativo)

A Figura 10 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos aos
ruidos do equipamento ndo apresentaram modificacdes significativa na atividade de
ERK 2 (p= 0,7068). O grupo controle apresentou média de 75,97 + 2,863, n= 2,
enquanto o grupo controle negativo apresentou média de 74,73 + 1,650, n= 3,
guando estes foram expostos por 10 dias a radiacdo do aparelho celular. A analise

dos dados pelo teste Mann — Whitney apresentou p= 0,4000.
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Figura 10: Efeito da exposicdo apenas ao mecanismo acionador do aparelho celular por 3
dias sobre a atividade de ERK 2 em ratos do grupo controle — Controle 1 (n= 2) e controle
negativo — Controle 2 (n= 3). Acima de cada coluna h&d imagens representativas dos

resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo expressos como média + EPM.



4.8 Andlise da expressédo de ERK 1 (1 hora)

A Figura 11 apresenta o efeito da radiagdo sobre a expressao de ERK1. As
células hipofisarias ndo apresentaram alteracdo significativa na expressao total
destas proteinas (p= 0,9533). O grupo controle apresentou média de 73,30 + 0,4289,
n= 6, enquanto o grupo tratado apresentou média de 73,33 + 0,4519, n= 6, quando
estes foram expostos por 1 hora a radiagdo do aparelho celular. A analise dos dados

pelo teste Mann — Whitney apresentou p= 0,6991.
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Figura 11: Efeito da exposicdo a radiacéo de aparelho celular por 1 hora sobre a expressao
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 6) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados sdo expressos

como média + EPM.



4.9 Andlise da expresséo de ERK 2 (1 hora)

A Figura 12 mostra o efeito da radiacdo sobre a expressdo de ERK 2 nas
células de hipofise de animais do grupo controle e exposto. As células hipofisarias
dos animais submetidos a radiacdo ndo apresentaram alteracdo significativa na
expressdo de ERK 2 (p= 0,8380). O grupo controle apresentou média de 39,12 +
4,386, n= 6, enquanto o grupo tratado apresentou média de 37,92 + 3,664, n= 6,
guando estes foram expostos por 1 hora a radiacdo do aparelho celular. A analise

dos dados pelo teste Mann — Whitney apresentou p= 0,8182.
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Figura 12: Efeito da exposi¢éo a radiacéo de aparelho celular por 1 hora sobre a expressao
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 6) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM.



4.10 Analise da atividade de ERK 1 (1 hora)

A Figura 13 mostra que as células hipofisarias dos animais submetidos a
radiacdo emitida por 1 hora apresentaram reducao significativa na atividade de ERK
1 (p= 0,0042). O grupo controle apresentou média de 22,21 + 2,351, n= 5, enquanto
0 grupo tratado apresentou média de 8,669 + 2,491, n= 5, quando estes foram
expostos por 1 hora a radiagdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste

Mann — Whitney apresentou p= 0,0159.
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Figura 13: Efeito da exposi¢céo a radiacdo de aparelho celular por 1 hora sobre a atividade
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 5) e tratado (n= 5). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.11 Analise da atividade de ERK 2 (1 hora)

A Figura 14 mostra que as células hipofisarias dos animais submetidos a
radiacdo emitida por 1 hora apresentaram diminuicdo significativa na atividade de
ERK 2 (p= 0,0007). O grupo controle apresentou média de 24,21 + 1,902, n= 5,
enquanto o grupo tratado apresentou média de 9,129 + 2,056, n= 5, quando estes
foram expostos por 1 hora a radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo

teste Mann — Whitney apresentou p= 0,0079.
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Figura 14: Efeito da exposicdo a radiagdo de aparelho celular por 1 hora sobre a atividade
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 5) e tratado (n= 5). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados sdo expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.12 Analise da expresséao de PKC-alfa (1 hora)

A Figura 15 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos nao
apresentaram modificacdo significativa na expressao de PKC-alfa (p= 0,8562). O
grupo controle apresentou média de 41,67 + 1.592, n= 3, enquanto 0 grupo tratado
apresentou média de 42,20 + 1,906, n= 5, quando estes foram expostos por 1 hora a
radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 1,0000.
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Figura 15: Efeito da exposi¢do a radiacéo de aparelho celular por 1 hora sobre a expresséo
de PKC-alfa em ratos do grupo controle (n= 3) e tratado (n= 5). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM.



4.13 Analise da expresséao de ERK 1 (3 horas)

A Figura 16 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos por 3
horas ndo apresentaram modificacdo significativa na expressdo de ERK 1 (p=
0,1922). O grupo controle apresentou meédia de 67,45 = 1,464, n= 6, enquanto o
grupo tratado apresentou média de 71,05 + 2,209, n= 4, quando estes foram
expostos por 3 horas a radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste

Mann — Whitney apresentou p= 0,9372.
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Figura 16: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 3 horas sobre a
expressdo de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 6) e tratado (n= 4). Acima de cada
coluna ha imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM.



4.14 Analise da expresséao de ERK 2 (3 horas)

A Figura 17 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos néo
apresentaram alteracdo significativa na expressdo de ERK 2 (p= 0,4151). O grupo
controle apresentou média de 35,45 + 0,5758, n= 6, enquanto o grupo tratado
apresentou média de 34,58 * 0,8492, n =6, quando estes foram expostos por 3
horas a radiagcédo do aparelho celular de acordo com a metodologia citada. A andlise

dos dados pelo teste Mann — Whitney apresentou p= 0,6991.
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Figura 17: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 3 horas sobre a
expressdo de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 6) e tratado (n= 6). Acima de cada
coluna ha imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM.



4.15 Andlise da atividade de ERK 1 (3 horas)

De acordo com a Figura 18, as células da hipdfise dos ratos expostos
apresentaram diminuicdo significativa na atividade de ERK 1 (p= 0,0195). O grupo
controle apresentou média de 48,74 = 2,755, n= 4, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 40,25 + 1,551, n= 6, quando estes foram expostos por 3 horas
a radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0159.
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Figura 18: Efeito da exposicao a radiacao de aparelho celular por 3 horas sobre a atividade
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados sdo expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.16 Andlise da atividade de ERK 2 (3 horas)

A Figura 19 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicdo significativa na atividade de ERK 2 (p= 0,0053). O grupo
controle apresentou média de 50,15 + 2,488, n= 4, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 40,65 + 1,238, n= 6, quando estes foram expostos por 3 horas
a radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0095.
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Figura 19: Efeito da exposicao a radiacao de aparelho celular por 3 horas sobre a atividade
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.17 Analise da expresséao de PKC-alfa (3 horas)

A Figura 20 mostra que as ceélulas hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicdo significativa na expressao de PKC-alfa (p= 0,0039). O
grupo controle apresentou média de 39,20 £ 0,6493, n= 4, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 36,01 + 0,2714, n= 4, quando estes foram expostos por 3
horas a radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste Mann —

Whitney apresentou p= 0,0286.
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Figura 20: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 3 horas sobre a
expressao de PKC-alfa em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (n= 4). Acima de cada
coluna h& imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.18 Analise da expresséo de ERK 1 (3 dias)

A Figura 21 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram aumento significativo da expressao de ERK 1 (p= 0,0128). O grupo
controle apresentou média de 46,22 + 0,8843, n= 6, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 49,70 + 0,6158, n= 5, quando este foi exposto por 3 dias a
radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0303.
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Figura 21: Efeito da exposicdo a radiagdo de aparelho celular por 3 dias sobre a expressao
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 6) e tratado (n= 5). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.19 Andlise da expresséao de ERK 2 (3 dias)

A Figura 22 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram aumento significativo da expressdo de ERK 2 (p= 0,0463). O grupo
controle apresentou média de 22,10 + 2,132, n= 5, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 29,41 £+ 2,066, n= 4, quando este foi exposto por 3 dias a
radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0286.
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Figura 22: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 3 dias sobre a expressao
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 5) e tratado (n= 4). Acima de cada coluna ha
imagens bandas representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.20 Andlise da atividade de ERK 1 (3 dias)

De acordo com a Figura 23, as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicdo significativa na atividade de ERK 1 (p= 0,0028). O grupo
controle apresentou média de 47,36 = 1,824, n= 4, enquanto o grupo tratado
apresentou média de 40,33 + 0,6406, n= 6, quando este foi exposto por 3 dias a
radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0173.
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Figura 23: Efeito da exposi¢do a radiagdo de aparelho celular por 3 dias sobre a atividade
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados sdo expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.21 Andlise da atividade de ERK 2 (3 dias)

A Figura 24 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicdo significativa na atividade de ERK 2 (p= 0,0303). O grupo
controle apresentou média de 86,52 + 0,7627, n= 4, enquanto 0 grupo tratado
apresentou média de 83,94 + 0,6197, n= 6, quando este foi exposto por 3 dias a
radiacdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0381.
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Figura 24: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 3 dias sobre a atividade
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (n= 6). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.22 Analise da expresséo de PKC — alfa (3 dias)

A Figura 25 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos néo
apresentaram alteracéo significativa na expressao de PKC-alfa (p= 0,3648). O grupo
controle apresentou média de 71,08 + 0,2060, n= 3, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 69,93 + 1,103, n= 3, quando este foi exposto por 3 dias a
radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,6857.
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Figura 25: Efeito da exposicéo a radiagdo de aparelho celular por 3 dias sobre a expresséo
de PKC-alfa em ratos do grupo controle (n= 3) e tratado (n= 3). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados s&o expressos

como média + EPM.



4.23 Analise da expresséo de ERK 1 (10 dias)

A Figura 26 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicao significativa na expressao de ERK 1 (p= 0,0220). O grupo
controle apresentou média de 85,10 + 0,2695, n= 4, enquanto 0 grupo tratado
apresentou média de 73,78 *+ 4,109, n= 3, quando estes foram expostos por 10 dias
a radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0286.
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Figura 26: Efeito da exposi¢cdo a radiacdo de aparelho celular por 10 dias sobre a
expressdo de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (h= 3). Acima de cada
coluna ha imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.24 Analise da expresséo de ERK 2 (10 dias)

A Figura 27 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos
apresentaram diminuicao significativa na expressao de ERK 2 (p= 0,0288). O grupo
controle apresentou média de 34,39 = 1,831, n= 4, enquanto o0 grupo tratado
apresentou média de 25,24 + 2,621, n= 4, quando estes foram expostos por 10 dias
a radiacdo do aparelho celular. A analise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 0,0571.
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Figura 27: Efeito da exposicdo a radiacdo de aparelho celular por 10 dias sobre a
expressdao de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 4) e tratado (h= 4). Acima de cada
coluna h& imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo

expressos como média + EPM. *p< 0,05 em comparacao aos ratos controle.



4.25 Andlise da atividade de ERK 1 (10 dias)

Como é mostrado na Figura 28, as células hipofisarias dos animais expostos
nao apresentaram alteracdo significativa na atividade de ERK 1 (p= 0,5949). O grupo
controle apresentou média de 27,12 + 1,109, n= 3, enquanto o0 grupo tratado
apresentou meédia de 26,21 + 1,134, n= 3, quando estes foram expostos por 10 dias
a radiacdo do aparelho celular. A anéalise dos dados pelo teste Mann — Whitney

apresentou p= 1,000.
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Figura 28: Efeito da exposicéo a radiagdo de aparelho celular por 10 dias sobre a atividade
de ERK 1 em ratos do grupo controle (n= 3) e tratado (n= 3). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados séo expressos

como média + EPM.



4.26 Andlise da atividade de ERK 2 (10 dias)

A Figura 29 mostra que as células hipofisarias dos animais expostos néo
apresentaram alteracao significativa na atividade de ERK 2 (p= 0,6655). O
grupo controle apresentou média de 30,90 + 0,8079, n= 3, enquanto o grupo
tratado apresentou média de 29,64 + 2,585, n= 3, quando estes foram expostos
por 10 dias a radiagdo do aparelho celular. A andlise dos dados pelo teste

Mann — Whitney apresentou p= 1,000.
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Figura 29: Efeito da exposicéo a radiagdo de aparelho celular por 10 dias sobre a atividade
de ERK 2 em ratos do grupo controle (n= 3) e tratado (n= 3). Acima de cada coluna ha
imagens representativas dos resultados obtidos por Western Blot. Os dados sdo expressos

como média + EPM.



5. Discussao

Este trabalho tem como objetivos estabelecer um modelo animal para o
estudo do efeito da radiacdo emitida por aparelhos celulares com a freqiéncia de
1800 MHz e avaliar as consequéncias desta radiacdo sobre o sistema nervoso
central. Foram estudadas a expressao e atividade de ERK 1 e ERK 2 (quinase
regulada por sinais extracelulares), e a expressdo de PKC-alfa (isoforma alfa da
proteina quinase C) das células hipofisarias de ratos Wistar. Na hipdfise, a via de
sinalizacdo da qual participam PKC-alfa e ERK 1 e 2 tem papel central na regulacao
da expressdo génica e secrecdo de diversos hormoénios (KLAUSEN et al. 2005;

DUAN et al. 2002).

No presente trabalho, foi determinado um protocolo que possibilitasse a
andlise do efeito da radiacdo emitida por telefones moveis sobre as células
hipofisarias de ratos Wistar ap6s muitas ligagbes curtas (25 segundos a cada 2
minutos) por periodo de 3 ou 10 dias e apds uma Unica ligacao (1 hora ou 3 horas).
Este protocolo de exposicdo dos animais a radiacdo do aparelho celular provocou

alteracdes na via de sinalizagao estudada.

Como dito na metodologia, foram feitas medidas para verificar se a radiacao
emitida durante a exposicdo dos animais do grupo tratado era homogénea em
qualquer ponto da caixa e se esta radiacao atingia os animais do grupo controle, que
se localizava, em todos os tipos de testes, a uma distancia de 3 metros da caixa
contendo o aparelho celular. As medidas de intensidade de campo elétrico foram

feitas dentro da caixa contendo o telefone moével e dentro da outra caixa e, como



mostra a tabela 2, a intensidade da radiacdo no interior da primeira foi similar em
todos pontos medidos com média de 15,5 V x m™, enquanto que dentro da segunda
caixa era de 0,12 V x m™?, cerca de cem vezes menor. Com isso, podemos dizer que
0s animais do grupo tratado receberam a mesma radiacdo, independentemente da
posicdo dentro da caixa, e que a blindagem feita nas caixas com papel laminado
funcionou, protegendo os animais controles. Estas medidas foram feitas enquanto o

aparelho celular realizava ligacdo e enquanto era alimentado pela rede elétrica.

Com o intuito de avaliar a capacidade que a radiacdo em estudo tem de
chegar ao tecido encefalico de ratos Wistar com 60 dias de idade, foi feito um teste a
fim de verificar se tal radiacdo era capaz de atravessar 0s 0ssos da calota craniana
(Figura 8). De acordo com a tabela 3, a medida da intensidade da radiacdo que
atravessou a calota craniana, enquanto o telefone efetuava ligacdo a uma distancia
de 3 cm dos ossos, foi de 0,35 V x m™, o0 mesmo valor encontrado dentro da cela
blindada quando a 3 cm do aparelho emissor de radiacdo sem 0s 0ssos da calota,
mostrando que, nestas condi¢cdes, a calota ndo funciona como barreira para a
passagem da radiacdo. A medida da intensidade dentro da cela enquanto o celular
fazia uma ligagdo a 20 cm da calota posicionada no orificio foi de 0,23 V x m™, ja o
valor sem a calota foi de 0,35 V x m™, mostrando que, mesmo a distancia, a
radiacdo atravessa 0s 0sso0s da caixa craniana, embora ocorra uma diminuicdo de
aproximadamente 34% da intensidade inicial. Com isso, acreditamos que a radiacao
foi capaz de chegar ao tecido encefalico, tanto no momento em que os animais se
posicionavam a 3 quanto a 20 cm (distancia minima e maxima entre os animais € 0

aparelho celular dentro da caixa).



Também foi realizado um teste para saber se a radiacdo emitida pelo
aparelno mével era capaz de modificar a temperatura do tecido encefalico dos
animais expostos apos 1 hora e 3 horas de exposicao a distancia de 3 cm ou 20 cm
do aparelho (Figura 5). Acreditamos que ndo seria interessante realizar este teste
com a exposicao por periodos de 3 ou 10 dias com ligacdes de 25 segundos como
dito na metodologia pelo fato de que esse tipo de radiacdo sé € capaz de promover
aguecimento apoés longo periodo e exposicdo ininterrupta (Escola Superior do
Ministério Publico de Sdo Paulo, 2004). Como mostrado na tabela 4, a radiacéo
emitida de acordo com a descricdo feita na metodologia foi incapaz de promover
aguecimento da agua contida no cranio dos animais posicionado a 3 ou 20 cm do
celular e muito menos do material controle posicionado a 5 metros dele. O tecido
cerebral foi substituido por agua pelo fato de ela ser o principal componente das
células, cerca de 70% (GUYTON & HALL, 2006), e assim seria mais facil efetuar as

medidas de temperatura.

Como pbde ser observado nos resultados, os diversos tratamentos
executados neste trabalho apresentaram modificac6es no funcionamento da via das
MAPK’s e, diante destes dados, acreditamos que as modificacdes relatadas séo
causadas pelo efeito da radiacdo e ndo por modificacdo no funcionamento das
células hipofisarias devido ao calor gerado ou por ativagdo de mecanismos de

controle térmico coordenados pelo hipotalamo.

A radiacdo emitida por celular é considerada ndo ionizante. Porém, ela é
capaz de promover aguecimento de tecido ou qualquer outro material, quando ele é

exposto por um periodo maior que alguns minutos (Escola Superior do Ministério



Publico de Sdo Paulo, 2004). Uma explicacdo para os nossos resultados, que nao
indicaram variacdo na temperatura da agua, € que pode ter ocorrida uma variacao
térmica ndo detectada pelo termdmetro utilizado devido a sua baixa sensibilidade (foi
utilizado um termdémetro de mercurio comercial). Além disso, pode ter ocorrido troca
de calor com o meio, ja que o0 experimento ndo poderia ser realizado num local com
isolamento térmico, tal como uma estufa, porque neste caso ocorreria perda de sinal
do celular. Portanto, pode-se imaginar que melhorando as condi¢des experimentais

observaremos variacdo na temperatura da agua causada pela radiacao.

Além disso, diante da possibilidade de que o ruido emitido pelo
funcionamento do mecanismo acionador do aparelho celular durante a exposicéo
por periodo de 3 e 10 dias, possa alterar os parametros avaliados, foram criados
dois grupos experimentais adicionais neste trabalho. Cada um desses dois novos
grupos continha, um subgrupo de animais controle que ndo foram expostos a
presenca da radiacdo e um subgrupo denominado controle negativo com animais
gue foram acomodados numa caixa contendo o mecanismo desenvolvido para
acionar o aparelho celular, sem o telefone mével. Portanto, o Unico fator com
possivel capacidade, neste caso, de provocar estresse seria 0 ruido emitido pelo
robd durante seu funcionamento. Foram feitas analises da atividade das enzimas
ERK 1 e ERK 2 das amostras provenientes dos animais do grupo contendo controles
e controles negativos expostos por 3 dias a presenca do mecanismo acionador do
aparelho celular em funcionamento, e como esperado, ndo houve diferenca
significativa quando comparados os dois subgrupos, tanto para ERK 1 quanto para
ERK 2 (Figuras 9 e 10). Nao temos os dados referentes a analise da atividade de

ERK 1 e ERK 2 dos animais controles e controles negativos expostos por 10 dias



devido, também, a problemas com a importacdo do anticorpo especifico para estas

enzimas.

A exposicao dos animais a radiacdo emitida pelos telefones méveis durante 1
hora ndo alterou a expressdo de ERK 1 e 2 e de PKC-alfa nas células da hipofise
(Figuras 11, 12 e 15). Estes resultados eram esperados ja que se sabe que o
periodo de 1 hora € insuficiente para a deteccdo de pequena variacdo na expressao
dessas proteinas pelo método de Western blot (DAGNINO-SUBIABRE et al. 2006;
CHUAN-CHANG et al. 1998). Porém, a exposicao por 1 hora foi suficiente para
diminuir a atividade de ERK 1 e 2 (Figuras 13 e 14). A auséncia de efeito sobre a
expressdo de ERK1 e ERK2 corroboram os resultados de Joseph Friedman e
colaboradores (2007), que observaram auséncia de diferenca significativa na
expressao dessas enzimas apos a exposicao de células HeLa e Rat-1 a radiacao de
frequéncia igual a 875 MHz, porém, a diminuicdo da atividade destas enzimas
mostradas em nossos ensaios divergem dos dados desses pesquisadores que

constataram aumento de sua atividade.

Ha varias explicacbes possiveis para esta divergéncia. E necessario
considerar que Friedman e colaboradores fizeram seus testes em cultura de células
HelLa e Ratl e utilizaram radiacdo com frequiéncia de 875 MHz por periodos que
variaram de 5 a 30 minutos. Nossos experimentos foram feitos in vivo e usamos
freqUiéncia de 1800 MHz por periodos de 1 hora, 3 horas, 3 dias e 10 dias. Assim,
em nosso estudo, as células hipofisarias estavam sujeitas a comunicacdo com

outros tipos celulares, sejam do mesmo tecido ou ndo, e a radiacdo com maior



frequéncia e por maior tempo. Além disso, em diferentes tipos celulares as mesmas

ERK 1 e ERK 2 podem ter mecanismos diferentes de regulacao.

Por fim, é importante considerar que os testes de Friedman e colaboradores
foram realizados com um gerador de frequéncia acoplado a uma antena, como
objeto emissor de radiacdo, enquanto nés usamos um aparelho celular padrédo
(GSM). Assim, podem haver outras diferencas na radiacdo a qual os animais foram
submetidos além da frequiéncia, como, por exemplo, na intensidade da radiacao.
Esta diferenca metodoldgica também se reflete nos experimentos de 3 e 10 dias ja
gque mesmo quando o aparelho estava em standby, intervalos de 2 minutos (sem
ligacdo), ele emitia radiacdo. Por isso, consideramos que nossos experimentos sao

mais condizentes a realidade.

As enzimas ERK 1 e ERK 2 ativam diretamente fatores de transcricdo génica
de hormdnios hipofisérios tais como GH, FSH e LH (KLAUSEN et al. 2005; DUAN et
al. 2002). Isto nos permite supor que estes animais apresentam menor concentragao
plasmatica de horménios hipofisarios, o que é reforcado pela demonstracdo de que
0 aumento da atividade de ERK 1 e ERK 2 aumenta a secrecdo de hormdnios em

culturas de gonadotropos (ARMSTRONG et al. 2009; BLISS et al. 2010).

Além disso, j& se sabe que a secre¢do de hormbnios hipofisarios pode ser
controlada pela via das MAPK’s de maneira dependente e independente de PKC
(KLAUSEN et al. 2005). Tal evento também ocorre no processo de secrecdo de
catecolaminas em células adrenais (COX & PARSON, 1997). Desta maneira, é

cabivel que ocorra diminuicdo da atividade de ERK 1 e ERK 2 mesmo sem ter



ocorrido alteracao na expressao de PKC-alfa, como é observado nas figuras 13, 14

e 15.

Apoés a exposicdo dos animais a radiacdo por 3 horas, verificamos que, como
esperado, a expressao de ERK 1 e ERK 2 manteve-se sem alteracfes significativas
(Figuras 16 e 17). Assim como nos experimentos de uma hora, a atividade dessas
enzimas também diminuiu (Figuras 18 e 19) mostrando que a radiacdo continua
provocando modificacdo na via das MAPKs. Mas, diferente do resultado anterior, a
expressao de PKC-alfa diminuiu (Figura 20). Neste caso, é possivel que a reducéo
da expressdo de PKC-alfa afete, reduzindo, a atividade de ERK 1 e ERK 2. Nao
podemos, por isso, excluir a possibilidade da via de ativacdo de ERK’s independente
de PKC ter sido afetada pela radiacdo. Certamente sdo necessarios experimentos
para avaliar a atividade de PKC-alfa, a sua relacdo com ERK 1 e ERK 2 e estudar a

via de regulacdo de ERK 1 e ERK 2 independente de PKC.

Assim como descrito acima, podemos supor que esses animais apresentam
concentracfes plasmaticas de hormonios hipofisarios menores em relacdo ao grupo

controle.

A exposicdo dos animais a radiacdo emitida durante 25 segundos de ligacao,
em intervalos de 2 minutos, ao longo de 3 dias de experimento, aumentou a
expressdo de ERK 1 e ERK 2 nas células da hipdfise (Figuras 21 e 22). Nossos
dados mostram, por outro lado, que a atividade dessas enzimas diminuiu (Figuras 23
e 24) e que a expressao de PKC-alfa ndo foi alterada (Figura 25). O aumento da

expressdo de ERK 1 e ERK 2 nos parece ser consequéncia da ativacdo de



mecanismos de contrarregulacdo das células hipofisarias na tentativa de reverter ou
minimizar a reducdo da atividade causada pela radiacdo. Mas, os resultados
mostram que mesmo com 0 aumento da expressdo, a atividade dessas enzimas
ainda continua significativamente menor do que o observado nos animais do grupo
controle. Isto pode ser consequéncia de modificagdo na via de sinalizacdo que
determina a regulacdo da atividade de ERK 1 e ERK 2. Ndo encontramos artigo
mostrando este mecanismo de contrarregulacdo em ERK, mas isto ja foi descrito

para outras enzimas (CZYZYK-KRZESKA et al., 1994).

Assim como nos experimentos de 1 e 3 horas de exposicdo dos animais,
propomos que apos 3 dias, os niveis plasmaticos de horménios hipofisarios nesses
animais também devem estar abaixo do normal, quando comparados como 0s

animais do grupo controle.

Apoés 10 dias de exposicao, pela mesma metodologia dos ensaios de 3 dias
de exposicéo, as células hipofisarias dos animais expostos apresentaram diminui¢ao
na expressao das enzimas ERK 1 e ERK 2 (Figuras 26 e 27), porém a atividade foi

similar & do grupo controle (Figuras 28 e 29).

Isto indica que, ap6s 10 dias de exposicao, as células finalmente revertem o
efeito da radiacdo sobre a atividade de ERK 1 e ERK 2 e, talvez, se adaptam ao

estresse provocado pelo telefone celular.

Ainda ndo temos os resultados referentes a enzima PKC-alfa, devido a

problemas com a aquisicéo do anticorpo especifico para sua deteccao.



Sabe-se que o0s hormonios hipofisarios regulam a secrecdo de outros
horménios tais como T3, T4, cortisol, testosterona e outros (BLISS et al. 2010),
assim a radiacdo emitida por telefones celulares pode ter efeitos mais amplos sobre

o sistema enddcrino, hipotese que deve ser testada.

Como ERK 1 e 2 também atuam diretamente na inducdo de fatores de
transcricdo génica de importantes proteinas reguladoras do ciclo celular (CAPRI et
al. 2004), é possivel especular que a regulacdo da multiplicacdo celular pode estar
afetada nas células hipofisarias e, com isso, também afetar o funcionamento da

hipdfise.

Resumindo, os resultados mostram que o modelo estabelecido pode ser util
para estudar o efeito da radiacdo emitida por telefones moveis sobre a fisiologia de
mamiferos e permitem sugerir que esta radiacdo modifica os processos de
sinalizacao intracelular nas células hipofisarias o que deve afetar o processo de
sintese e secrecdo dos seus hormonios e ter consequéncias sobre o sistema
endocrino. S80 necessarios estudos mais detalhados sobre os mecanismos de
regulacdo da atividade de ERK 1 e ERK 2 e sua relagdo com a sintese e secrecao
de hormonios hipofisarios e ndo hipofisarios. Também consideramos a necessidade
de estudar o efeito da radiacdo sobre o hipotdlamo e a sua relacdo com a hipdfise e,

talvez, a modificacdo do protocolo experimental de 3 e 10 dias.



6. Conclusodes

o O modelo animal estabelecido para estudar o efeito da radiacao de telefones
moveis sobre a fisiologia de ratos Wistar se mostrou adequado;

o A exposicdo a radiacdo emitida por telefones moéveis afeta a via de

sinalizacdo das MAPK’s em células da hipofise de ratos Wistar machos;

o A atividade de ERK 1 e ERK 2 é diminuida nas células hipofisarias dos

animais expostos por 1 hora, 3 horas e 3 dias mas ndo nos expostos por 10 dias;

o A expressdo de ERK 1 e ERK 2 apresentou-se alterada apenas apos 3

(aumentada) e 10 dias (diminuida) de exposicéo;

o ApoOs 10 dias de exposicdo, a atividade de ERK 1 e ERK 2 das células

hipofisarias volta aos niveis normais;

o A expressao de PKC-alfa foi alterada (diminuida) somente apGs a exposi¢ao
dos animais por 3 horas.
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