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RESUMO

O uso de telefones moveis tem aumentado e junto a isso a preocupacdo dos seus possiveis
efeitos a salde tem aumentado também. Nosso laboratorio tem desenvolvido estudos
mostrando que a radiacdo emitida por aparelhos celulares pode afetar pardmetros reprodutivos
e apresenta efeito programador na prole alterando o conteldo de catecolaminas adrenal e
glicose sérica, 0 que poderia influenciar no metabolismo energético desses animais. Pouco se
sabe ainda sobre o efeito programador desse tipo de radiacdo no metabolismo energético. Mas
tem sido mostrado que a radiacdo é capaz de afetar as células da tireoide aumentado a
apoptose e levando ao hipotiroidismo, o que de certa forma também poderia influenciar no
metabolismo. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de ondas
eletromagnéticas irradiadas por aparelhos celulares sobre o metabolismo da prole adulta
submetida durante o periodo intra-uterino. Para isso ratas prenhes foram expostas a
radiofrequéncia emitida por telefones celulares (1,8 GHz) durante o periodo gestacional. Ao
atingir a idade adulta a prole foi analisada para os possiveis efeitos programadores no
metabolismo energético desses animais através da dosagem de hormonios tireoidianos:
Hormonio Estimulante da Tirebide (TSH), Triiodotironina (T3) e Tetraiodotironina (T4) e
horménios relacionados ao metabolismo como: insulina, adiponectina e leptina. Ndo foram
encontradas diferencas significativas nos hormoénios analisados nem na prole adulta de fémeas
e nem de machos. Sugerindo assim que no modelo estudado a radiacdo ndo altera os

hormonios analisados relacionados ao metabolismo energético.

Palavras-chave: Telefones celulares, radiacdo, sistema enddcrino, programacdo metabdlica,

horménios



ABSTRACT

The use of mobile phones has increased and along with it the concern of the possible health
effects has increased as well. Our laboratory has developed studies showing that radiation
from mobile phones can affect reproductive parameters and features programmer effect on
offspring by changing the adrenal catecholamine content and serum glucose, which could
influence the energy metabolism of these animals. Little is yet known about the programmer
effect of this radiation in energy metabolism. But it has been shown that radiation can affect
the thyroid cells increased apoptosis and leading to hypothyroidism, which in a way could
also influence the metabolism. Thus, this study aimed to evaluate the effect of
electromagnetic waves radiated by cell phones on the metabolism of the adult offspring
submitted during the intrauterine period. For that pregnant rats were exposed to radio
frequency emitted by mobile phones (1.8 GHz) during pregnancy. Upon reaching adulthood
offspring was analyzed for potential programmers effects on energy metabolism of these
animals by the dosage of thyroid hormones: Hormone Stimulant Thyroid (TSH),
triiodothyronine (T3) and Tetraiodothyronine (T4) and hormones related to metabolism as:
insulin, adiponectin and leptin. No significatives differences were observed on hormones
evaluated either on male and female offspring. Suggesting that the model studied the radiation

does not alter the hormones analyzed related to energy metabolism.

Keywords: Mobile phones, radiation, endocrine system, metabolic programming, hormones
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1. INTRODUCAO

1.1 O SISTEMA DE TELECOMUNICACAO MOVEL E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS

Os telefones madveis ou celulares, como sdo comumente conhecidos, fazem parte do
modo de telecomunicacdo moderna. A comunicacdo via telefones moveis ocorre por
intermédio da transmissao de ondas de radio por uma rede de antenas fixas chamadas estagdes
de base As ondas de radiofrequéncia sdo campos eletromagnéticos, e ao contrario de
radiacBes ionizantes, como raios X ou raios gama, ndo podem quebrar ligagcBes quimicas e
nem causar ionizagdo no corpo humano (WHO, 2014). Os aparelhos celulares operam em
radiofrequéncias de baixa poténcia, operando em frequéncias entre 450 e 2700 MHz (WHO,
2014). O padrédo digital mais comum de radiacdo emitida por campos de radiofrequéncia (RF-
EMF) para comunicagdo através de aparelhos moveis ainda € GSM (Global System for
Mobile Communication), que utiliza frequéncias de 850, 900, 1800 e 1900 MHz. Com o
aumento da velocidade de transmissdo de dados, ha também o aumento da frequéncia em que
operam esses aparelhos. No Brasil, 0 servico 4G esta sendo prestado na faixa de frequéncia de
2,5 GHz, a mesma usada em diversos paises da Europa, da Asia e do Oriente Médio
(ANATEL, 2014).

A International Telecommunication Union (ITU) anunciou que no ano de 2015 o
namero de celulares em uso no mundo ja havia passado de 7 bilhdes (Figura 1) Segundo essa
mesma agéncia, em 2000 o nimero de celulares era de 738 milhdes, evidenciando assim o
crescente uso dessa tecnologia (ITU, 2015). Dados da Anatel (Agéncia Nacional de
TelecomunicacBes) indicam que o Brasil terminou julho de 2016 com 252,6 milhdes de
celulares e densidade de 122,55 celulares/100 habitantes (TELECO, 2016).
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Figura 1: Crescimento da telefonia mével no mundo entre os anos de 2000 e 2015. (Fonte: Adaptado de 1TU, 2015)

Dado o grande namero de usuarios de aparelhos celulares, a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) ressalta a importancia de se investigar, compreender e monitorar qualquer
impacto que essa tecnologia possa causar na saude publica (WHO, 2014). A OMS também
identifica e prioriza pesquisas sobre a relagdo de campos eletromagnéticos e a saude a fim de
preencher lacunas no conhecimento através de suas agendas de pesquisa. Em resposta a
preocupacdo publica e governamental, a OMS estabeleceu o Projeto Internacional de Campos
Eletromagnéticos (EMF) em 1996 para avaliar as evidéncias cientificas de possiveis efeitos
adversos para a salde dos campos eletromagnéticos. Esta sendo realizada uma avaliacdo de
risco formal de todos os resultados dos estudos sobre a exposicdo de campos de
radiofrequéncia até 2016. Além disso, a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancro
(IARC), uma agéncia especializada da OMS, analisou o potencial carcinogénico de campos
de radiofrequéncia e incluiu a radiacdo emitida pelo telefone moével no grupo 2B de agentes
possivelmente carcinogénicos (WHO, 2013). Nesta categoria sao classificados os agentes para
0s quais existem evidéncias limitadas de carcinogenicidade em humanos e evidéncias menos

que suficientes de carcinogenicidade em modelos animais.

Um crescente numero de estudos vem sendo conduzido para avaliar potenciais riscos a
salde relacionados a exposicéo a esse tipo de radiacdo. Esses estudos variam quanto ao tempo
de exposicéo e frequéncia da radiagdo e incluem culturas de células e tecidos (DE LULIIS et
al., 2009; FRIEDMAN et al., 2007), animais de experimentacdo (BEHARI et al., 2010), além

de seres humanos (células recém retiradas de humanos voluntéarios - ex vivo) (BLACK et al.,



2003; WHO, 2006) e estudos epidemioldgicos (LURIA et al., 2009; MASLANY]J et al.,

2009); porém os resultados ainda sdo bastante controversos e inconclusivos.

Nosso grupo de estudo (Laboratério de Biologia Celular e Molecular — Universidade
Federal de Juiz de Fora), nos Gltimos anos tem estudado o efeito da radiacdo emitida por
aparelhos celulares sobre vias de sinalizagdo celular, comportamento, reproducéo,
desenvolvimento embrionario e suas possiveis consequéncias na vida adulta. Ja
demonstramos que a radiacdo emitida por telefones celulares (1800 MHz) afeta os niveis de
fosforilagdo das proteinas da familia das MAPK’s, ERK1 e ERK2, em células hipofisarias
(CAIRES, 2014). Outros estudos do nosso laboratério também indicam que ha mudanca
significativa no padrdo de comportamento de exploragdo dos animais submetidos a radiacéo.
Os resultados demonstram que 0s animais expostos apresentam comportamentos associados
ao estresse como demonstrado pelo tempo em que o animal permanece parado durante os
testes de campo aberto (CAIRES et al., 2014) Além disso, demonstramos que exposi¢do a
radiacdo aumenta a fragmentacdo de DNA em espermatozoides apos trés dias de exposicao
(MUSSO, 2014). Mais recentemente, mostramos que a radiacdo é capaz de alterar a
concentracdo sérica de horménios reprodutivos durante periodos gestacionais, além de afetar
0s animais adultos quando estes foram expostos durante a vida intrauterina, indicando

possiveis alteragdes metabolicas que precisam ser mais investigadas (SANTOS, 2016).

A atividade da tiredide é regulada pelo horménio TSH secretado pela hipofise. O
aumento de TSH induz a producdo dos horménios T3 e T4 na tireoide, um hormdnio que
funciona em pelo menos 20 sistemas enzimaticos; uma das suas principais influéncias envolve
a aceleracdo da sintese de proteinas. A glandula tireoide desempenha papel fundamental no
crescimento corporal, desenvolvimento, metabolismo e atividade do sistema nervoso;
distdrbios que afetem a glandula tireoide podem afetar o metabolismo corporal como um
todo. Estudos em animais tem mostrado que a exposicdo a campos eletromagnéticos de
radiofrequéncia podem alterar o sistema nervoso ou endocrino e especialmente a secrecao de
tireotropina (LU et al., 1981; LU et al., 1985; LU et al., 1987; MICHAELSON et al., 1983;
LAl et al., 1987; LAl et al., 1985; LAl et al., 1992). Koyo et al. (2005) demonstraram em seu
estudo que ha uma diminui¢do na concentracdo dos niveis séricos dos horménios TSH, T3 e
T4 em animais expostos por 30 min diérios durante 4 semanas, exposicao feita através de um

gerador de pulsos. Esmekaya et al. (2010) também demonstraram que a exposicao a radiacdo



através de um gerador de pulsos por 21 dias na idade adulta leva ao hipotireoidismo e
formacdo de corpos apoptdticos potencializando a via apoptotica dependente de caspase,
sugerindo assim a diminuicdo da funcdo da glandula. Por outro lado, outros estudos
encontrados na literatura demonstram a falta de efeitos da exposicdo a radiacdo na glandula
tireoide, como Silva et al. (2015) que em estudo in vitro do tecido da tireoide ndo encontraram
alteracbes de marcadores de estresse e Jim et al. (2013) que em estudo in vivo nédo

encontraram alteragdes nos hormonios tireoidianos.

Tem sido cada vez maior a preocupacdo dos efeitos desse tipo de radiacdo na funcao
tiroidiana, hormonios adrenais e homeostase da glicose, principalmente em criancas e
adolescentes que sdo expostas a varios tipos de radiacdo ndo ionizante em sua vida diaria
involuntariamente (SANGUN et al., 2015). Porém a literatura apresenta poucos estudos

relacionados sendo necessarias mais pesquisas a respeito.

1.2 PROGRAMACAO

Durante os periodos criticos do desenvolvimento, como a gestacdo, lactacdo e
adolescéncia, a prole é extremamente sensivel a mudangas ambientais (sejam elas internas ou
externas ao organismo), o que pode alterar a fisiologia de vérios tecidos ao longo da vida
(BRESENKE et al., 2013; BURDGE et al.,, 2007). Portanto, a exposicdo a mudancas
ambientais no inicio da vida pode ser responsavel por um fenotipo alterado na vida adulta.
Este fendmeno ¢ chamado de “programac¢do” e sua origem esta relacionada com modificagdes
epigenéticas durante esses periodos criticos da vida (BURDGE et al., 2007).

A programacao foi originalmente postulada por David Barker na década de 80, como a
hipotese da Programagdo Metabodlica ou “o efeito fetal das doengas do adulto”, onde a
nutricdo perinatal tem um potente efeito na satde futura de qualquer individuo, segundo a
teoria de Barker, o feto seria programado durante o desenvolvimento intrauterino,
principalmente por fatores ambientais, como a nutricdo, que influenciariam o seu
metabolismo para toda a vida, justificando-se assim a origem de algumas doencas cronico-
degenerativas da vida adulta (BARKER 1993).

Todas as células do corpo humano possuem 0 mesmo DNA que se origina a partir de

uma unica célula no momento da concepgdo. Mecanismos epigenéticos altamente



orquestrados sdo necessarios para assegurar o desenvolvimento humano normal e apoiar a
regulacdo estavel de padrbes de expressdao génica nas celulas (INBAR-FEIGENBERG et al.,
2013). Mecanismos epigenéticos definem diferencas mitoticamente hereditérias na expresséo
génica sem alterar a sequéncia primaria de DNA (WATERLAND e MICHELS, 2007). Vérios
tipos de marcas epigenéticas trabalham para conduzir a expressdo génica apropriada, elas
incluem metilacdo de DNA, modificagdes covalente de proteinas histonas, RNA de
interferéncia e outros mecanismos complementares de controle da organizacdo da cromatina
no nucleo celular (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013).

Enquanto algumas marcas epigenéticas sdo estaveis ao longo do tempo em tecidos
particulares, outras demonstram plasticidade durante o desenvolvimento. Alteracfes
epigenéticas ou “epimutacdes” que surgem através de um numero diferente de mecanismos
podem levar a uma variedade de doencas humanas. Tanto fatores genéticos quanto ambientais
impactam marcas epigenéticas, gerando alteracdes fenotipicas dentro do padrdo de
normalidade a doencas (INBAR-FEIGENBERG et al., 2013).

O feto em desenvolvimento tem a capacidade de desenvolver estratégias
compensatdrias para superar o estimulo através de alteracdes no ambiente uterino; estas
compensacOes podem ser adaptativas, se eles suportam a sobrevivéncia ou perturbadoras, se
comprometem a sobrevivéncia pos natal (GODFREY, GLUCKMAN E HANSON, 2010).

Diversos fatores ambientais, como restricdo alimentar materna (VIEAU et al., 2016),
desmame precoce (LIMA et al., 2011; YOUNES-RAPOZO et al., 2012, YOUNES-RAPOZO
et al., 2015), exposicdo a nicotina (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; LISBOA
et al., 2015) entre outros (BEKDASH, ZHANG E SARKAR, 2014; CAROLAN-OLAH,
DUARTE-GARDEA E LECHUGA, 2015; LANGLEY-EVANS, 2015; LEE, 2015; YOUNG,
2002); séo capazes de programar o individuo em sua vida adulta, provavelmente contribuindo
para doencas de inicio tardio, como doenca cardiovascular, diabetes tipo 2 e sindrome
metabolica. O sistema enddcrino tem se mostrado altamente susceptivel a agentes exdgenos e
tem sido sugerido que esses fatores programam Orgdos como a tiredide e alteraram a
regulacdo de hormonios relacionados com o metabolismo levando muitas vezes os individuos

na vida adulta a desenvolverem obesidade e doencas relacionadas (LISBOA, 2015).

Héa aspectos fundamentais do controle da homeostase metabdlica que séo regulados de

forma diferente em machos e fémeas, alguns deles sdo esquematizados na figura 2. Esta



assimetria sexual representa um paradigma evolutivo para as mulheres em resistir a perda de
reservas de energia. Em conjunto, o papel do sexo genético, o efeito da programacédo de
testosterona nos machos durante o periodo pré-natal e o papel ativador dos horménios sexuais
na puberdade produz dois sistemas bioldgicos diferentes, homens e mulheres, que precisam
ser estudados separadamente. Estas diferencas especificas de cada sexo na homeostase
energeética e disfuncdo metabdlica exigem o desenvolvimento de estratégias terapéuticas sexo-
especificas para diabetes, sindrome metabdlica e obesidade (MAUVAIS-JARVIS, 2015).
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Figura 2. Resumo do dimorfismo sexual na homeostase metabdlica, diabetes e obesidade (Fonte: Adaptado de

Mauvais-Jarvis, 2015).

Atualmente, alguns estudos tem revelado que a radiacdo emitida por aparelhos
celulares pode ser um agente programador. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
demonstraram que esse tipo de radiacdo é capaz de alterar o tempo gestacional e aumentar a
concentracdo sérica do hormoénio 17 B-estradiol em fémeas adultas expostas durante a vida
intrauterina e em machos expostos apresenta papel programador nas adrenais, aumentando o
conteudo total de catecolaminas e diminuindo os niveis glicémicos (SANTOS, 2016); o que ¢

indicativo de alteragcbes metabdlicas que precisam ser investigadas.



A literatura também apresenta outros efeitos programadores atribuidos a radiacédo
emitida por aparelhos celulares. Ja foi mostrado que a prole exposta no periodo pré-natal
apresenta alteragbes nas caracteristicas eletrofisiologicas de neurdnios (HAGHANI,
SHABANI E MOAZZAMI, 2013) e reducdo do numero de foliculos ovarianos (GUL,
CELEBI E UGRAS, 2009). Aldad et al. (2012) sugerem o efeito programador da exposi¢io
in-utero a radiacdo de aparelhos celulares afetando o neurodesenvolvimento e o
comportamento em camundongos. Embora sejam encontrados na literatura esses estudos,
ainda ndo sdo claros os efeitos da radiacdo emitida por aparelhos celulares na programacao e

como esses efeitos podem interferir no sistema enddcrino.

1.3 SISTEMA ENDOCRINO

O sistema enddcrino (Figura 3) é constituido por um conjunto de glandulas localizadas
em diferentes &reas do corpo e pelos hormdnios por elas sintetizados (GHISELLI e JARDIM,
2007). Hormdnios sdo membros de uma classe de moléculas sinalizadoras que séo
transportados pelo sistema circulatério atingindo 6rgdos distantes para regular a fisiologia
(NEAVE, 2008). Os mdltiplos sistemas hormonais desempenham papel-chave na regulacdo
de quase todas as fungbes corporais, incluindo o metabolismo, crescimento e

desenvolvimento, balan¢o hidroeletrolitico, reproducédo e comportamento (GUYTON, 2011).

Hipdfise ou Pituitaria

Paratiredides

Tiredide
Timo

Supra-renais ou Adrenais

Péncreas

Ovérios

Testiculos

Figura 3. O sistema endécrino (Ghiselli e Jardim, 2007)



Os horménios podem ser classificados em trés classes gerais: 1) - proteinas e
polipeptideos; a maioria dos horménios, como aqueles secretados pela hipofise anterior e
posterior, pelo pancreas e pela paratiredide entre outros; 2) - esteroides: secretados pelo cortex
adrenal (cortisol e aldosterona), pelos ovarios (estrogénios e progesterona), testiculos
(testosterona) e pela placenta (estrogénio e progesterona); 3) — derivados de aminoécido
tirosina, secretados pela tiredide (tiroxina e tri-iodotironina) e medula adrenal (epinefrina e
norepinefrina). N&o existem horménios conhecidos como polissacarideo ou &cidos nucléicos
(GUYTON, 2011).

O mecanismo de acdo dos hormonios se da através da sua ligacdo com receptores
especificos na célula alvo, sendo assim aquelas células que ndo possuem receptores para
horménios ndo respondem. Os receptores para hormoénios podem ser encontrados na
membrana celular das células alvo ou ainda no citoplasma ou nucleo e a combinacdo do
hormdnio com seu receptor especifico que sera responsavel pela iniciacdo de uma cascata de
reacOes na célula de modo que até pequenas concentragdes do horménio podem ter grande
efeito (GUYTON, 2011).

1.3.1 A glandula tire6ide

A glandula tireoide sintetiza os hormdnios tireoidianos (HTs) tiroxina (T4) e 3,5,3’-L-
triiodotironina (T3) unicos compostos biologicamente ativos que contém moléculas de iodo

em sua estrutura.

Os HTs exercem papel fundamental no desenvolvimento, crescimento e metabolismo.
Eles agem em quase todos os tecidos, sendo essenciais no consumo do oxigénio e no
metabolismo celular. A acdo dos HTs ocorre pela ligagéo de Tz a receptores nucleares para
HTs, cuja interacdo modifica a expressao de diferentes genes de maneira negativa ou positiva

nas celulas alvos, ou ainda pela atuacéo direta de Tz e T4 em vias de sinalizacéo intracelular.

Os efeitos dos HTs também ocorrem por mecanismos ndo-gendmicos, que ocorrem de
segundos a minutos e ndo sdo afetados por inibidores da transcricdo e sintese protéica
(WRUTNIAK-CABELLO et al., 2001). Estas acOes caracterizadas como ndo gendmicas



ocorrem na membrana plasmatica, citoesqueleto, citoplasma e organelas (DAVIS, 1996;
ZAMONER et al., 2005a). No entanto, as respostas rapidas dos HTs podem ativar vias de
transducdo de sinais que resultam em diversas mudancas intracelulares, inclusive na
transcricdo génica, modulando a funcdo e o fendtipo das células responsivas a hormonios
(FARACH-CARSON et al., 2003).

A funcdo da glandula tiroide esta sob controle hipotaldmico/hipofisario-tiredide, o
modelo cléssico de feedback negativo. Os efeitos fisioldégicos dos horménios tireoidianos,
além da regulacdo neuroenddcrina, sofrem acdo de mecanismos tais como o metabolismo
periférico dos HTs pela acdo enzimatica das desiodases e a disponibilidade de iodo no

organismo.

A tireotrofina (TSH, do inglés Thyroid Stimulating Hormone) é o principal regulador
hormonal da producdo e secrecdo de horménios tiredideos. Por outro lado, os HTs sdo 0s
principais reguladores da secrecdo de TSH, num sistema classico de retroalimentacédo
(feedback) negativa (Figura 4). Alem dos HTs que inibem a sintese e secre¢do de TSH, o mais
importante regulador vem a ser um hormonio hipotalamico, o hormonio liberador de TSH,
(TRH, do inglés Thyrotropin Releasing Hormone), que estimula a sintese e secre¢cdo de TSH,
sendo também inibido pelos HTs. Além disso ha hormo6nios e neurotransmissores que
desempenham papel modulador na regulacdo do TSH, essas substancias podem ser
produzidas em regiGes como hipotadlamo e hipdfise. Podemos destacar os moduladores da
regulacdo da fome e saciedade, tais como a leptina, a galanina, a orexina, o hormoénios
liberador de corticotrofina (CRH) e hormonio estimulador dos melanécitos (MSH). Todas
estas substancias ttm uma razdo em modular a secrecdo de TSH, pois este é o principal
regulador dos HTs, os quais desempenham importante papel em basicamente todas as fungdes
do organismo, tais como o crescimento e desenvolvimento somatico e neural, a termogénese,
0 metabolismo intermediério e a funcdo sexual (MOURA e MOURA, 2004).
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Figura 4. Controle do sistema tireoidiano (Disponivel em: http://brasil.bestpractice.bmj.com/best-

practice/monograph/1121.html)

A presenca de receptores para HTs em todos os tecidos do organismo ressalta a
importancia do papel vital dos HTs na funcgéo celular. O amplo espectro de suas a¢cdes pode
ser inferido pela variabilidade na expresséo e ligagdo dos receptores e dos genes responsivos
nos diferentes tecidos e em fases distintas da vida (KIMURA, 2007). Desta forma, além de
sua participacdo na regulacdo do metabolismo celular, exercem efeito em 6rgaos especificos

durante o periodo de desenvolvimento e apds o nascimento (Tabela 1).

Efeitos bioldgicos dos hormbnios da tiroide depende, em grande parte, da conversao
extratireoidiana de tiroxina (T4) em horménio biolégico ativo triiodotironina (T3), catalisada
por iodotironina desiodinase tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2) (LARSEN, 1998). Estas enzimas sdo de
extrema importancia para a acdo dos hormonios da tiroide, ndo somente como uma fonte de
T3 no plasma, mas também, especialmente no caso de D2, por fornecer T3 intracelular em
tecidos especificos (CABANELAS et al., 2006). Também existe um terceira isoforma de
desiodase, a D3, que é muito expressa nos tecidos em desenvolvimento, principalmente no
sistema nervoso central (SNC), embora também seja detectada em tecidos como pele, figado,
placenta e SNC no individuo adulto. Ela é responsavel por gerar apenas produtos inativos, rT3
e 3, 3°T2, a partir do T4 e T3, pois atua removendo o0 iodo da posi¢do 5 destas iodotironinas
(CROUTEAU et al., 1995).


http://brasil.bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/1121.html
http://brasil.bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/1121.html

Tabela 1. Funcao fisioldgica do hormonio tireoidiano
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Molécula ou tecido alvo Funcéo

Acao Fisiologica

Musculo esquelético e tecido Metabolismo

adiposo marrom

Coracgao - Cronotrépico

- Inotrépico
Sistema nervoso Desenvolvimento
Osso Desenvolvimento

remodelacéo

Tecido adiposo Diferenciagdo e catabolismo
Acidos graxos Metabolismo
Proteina Metabolismo
Carboidrato Metabolismo

- Termogeénese obrigatoria e facultativa

- Potencializa a acdo dos receptores f

adrenérgicos

- Aumenta a resposta das catecolaminas

- Aumenta as miosinas de maior
atividade ATPase

Desenvolvimento normal do SNC

- Crescimento normal e maturagéo
- Sintese e reabsorgéo dssea

- Maturacao do pré-adipdcito

- Lipogénese

- Sintese e degradacéo de colesterol
- Sintese de receptores LDL

- Sintese e protedlise

- Gliconeogénese

- Glicogenolise

- Incorporacgéo da glicose nas células

Fonte: (KIMURA, 2007)

A secrecdo de HTs € ajustada adequadamente em diferentes situacfes de acordo com a

atuacdo exigida. Recentemente se tem demonstrado que a regulagdo hormonal pode ser

programada em periodos criticos da vida de um organismo, especialmente na gestacéo,

lactacdo e infancia, predispondo o organismo a melhor se adaptar durante a vida, a situacdes

nutricionais, emocionais ou fisicas, encontradas no periodo neonatal.
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1.3.2 O tecido adiposo como regulador metabdlico

O tecido adiposo é o principal reservatorio energético do organismo. Os adipécitos sdo
as Unicas celulas especializadas no armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerol
(TAG) em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas
células possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos
graxos (lipogénese) e estocar TAG em periodos em que a oferta de energia é abundante, e
para mobiliza-los pela lipolise quando ha déficit calorico. A regulacdo desses processos
ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais,
e depende das necessidades energéticas do individuo (AHIMA et al., 2000).

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e 0 marrom
(TAM). Tradicionalmente, 0 TAM é especializado na producdo de calor (termogénese) e,
portanto, participa ativamente na regulacdo da temperatura corporal. O TAB apresenta
funcbes mais abrangentes, como protecdo mecanica contra choques e traumatismos externos,
permite um adequado deslizamento entre visceras e feixes musculares, atua como isolante
térmico tendo também importante papel na manutencdo da temperatura corporal além de sua
capacidade de armazenar energia com necessidade de pouca &gua, funcionando como
importante sistema tamponante para o balango energético (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Nas duas Ultimas décadas um novo conceito sobre a funcdo bioldgica deste tecido vem
surgindo, consolidando a idéia de este tecido ser ndo apenas um fornecedor e armazenador de
energia, mas sim, um 6rgdo dinamico com funcdo enddcrina envolvido em uma variedade de
processos metabolicos e fisioldgicos. Esta bem estabelecido que o tecido adiposo segrega
fatores que desempenham papel na homeostase da glicose corporal, mas os detalhes de como
ocorre esta regulacdo ainda estdo sendo elucidados. Os fatores secretados pelos adipdcitos sao
chamados de “adipocinas”, que sdo moléculas de sinalizagdo que regulam numerosos
processos bioldgicos por mecanismos autocrinos, paracrinos e endocrinos (BOOTH et al.,
2016).

As adipocinas séo essenciais para o equilibrio entre apetite e saciedade, regulacdo dos
estoques de gordura corporal e gasto energeético, toleréncia a glicose, a liberagdo de insulina e
sua sensibilidade, o crescimento celular, inflamacdo, angiogénese e reproducdo. Os 6rgdos /
sistemas alvo de tecido adiposo incluem, mas ndo estdo limitados, cérebro, figado, masculo,

coracdo, pancreas, timo, baco e linfonodos. Sendo assim, é importante entender de que
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maneira os fatores liberados pelos adipdcitos regulam eventos sistémicos através da
comunicagdo enddcrina (BOOTH et al., 2016).

O tecido adiposo produz leptina, adiponectina, resistina, citocinas pré-inflamatorias,
fatores complementares, horménios esteroides e outras moléculas que regulam ativamente o
balango energético; e sistemas enddcrino, imunoldgico e cardiovascular (FRUHBECK et al.,
2001). Uma compreensdo da biologia da leptina oferece insights significativos para as
complexas inter-relacGes entre o tecido adiposo, o sistema nervoso periférico e 6rgaos (PARK
E AHIMA, 2014).

1.3.2.1 Leptina

Tem sido demonstrado que a leptina pode contribuir para a regulagdo do metabolismo
energético e comportamento do consumo alimentar. A leptina é uma proteina de 16 kDa
produto do gene obeso (ob), secretada como um horménio pelos adipdcitos. Ela tem acéo
neuro-hormonal através de receptores expressos no sistema nervoso central (SNC) e acéo
autécrina com receptores em tecidos periféricos. Atua na composigdo corporal promovendo
aumento do metabolismo energético, com diminuicdo do apetite e da ingestdo alimentar (ABE
et al., 2007). MutacBGes na leptina ou seus genes receptores causam obesidade mdrbida,
infertilidade e resisténcia a insulina em roedores e humanos (HOUSEKNECHT e
PORTOCARRERO, 1998). A deficiéncia congénita de leptina foi associada com hiperfagia,
termogénese diminuida, resisténcia a insulina, hiperlipidemia e hipogonadismo central, que
podem ser revertidos pelo tratamento com a leptina (ZHANG et al., 1994; FAROOQUI et al.,
2002).

A leptina é sintetizada principalmente pelo tecido adiposo e é liberada no sangue; mas
também pode ser produzida em menores quantidades em outros tecidos, tais como o epitélio
gastrico, tecido muscular esquelético e placenta (PARK E AHIMA, 2014). Uma vez na
circulacdo sangiinea ela se liga a receptores especificos no cérebro, levando ao sistema
nervoso central um sinal de saciedade que reflete a quantidade existente de energia em forma
de gordura no organismo. Agindo por intermédio de receptores que fazem uso da via
JAK/STAT (Figura 5) de transdugéo do sinal intracelular, a leptina modifica a expressao e a

atividade de inumeros peptideos hipotalamicos que regulam o apetite e o gasto de energia
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(NEGRAO E LICINIO, 2000). Existem seis isoformas desses receptores (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-
RC, RD e Ob-Ob-RF), os quais tem dominios transmembranares, mas apenas Ob-Rb contém
0 segmento intracelular necessario para a ativacdo (TARTAGLIA et al., 1995)

Ja foi demonstrado que a leptina possui efeito estimulatorio no eixo hipotalamo-
hipdfise- tireoide em animais e humanos (SEOANE et al., 2000) e evidéncias indicam que a
leptina atua principalmente estimulando a sintese e secrecdo de TRH (DA VEIGA et al.,
2004). Recentemente tem sido sugerido que durante o jejum a deplecdo de leptina somado a
altos niveis de corticosterona sao responsaveis por aumentar a concentracdo de D2
hipotalamica (COPPOLA et al., 2005), um importante mecanismo para manter o TRH
suprimido no jejum, mesmo na presenca dos horménios da tireoide diminuidos no soro
(COPPOLA et al., 2005a).

A leptina controla grupos especificos de neurbnios dentro do hipotalamo, tronco
cerebral e outras regides do SNC (FLIER, 2004). Alta expressdo do receptor Ob-Rb esta
presente no nucleo arqueado, dorsomedial, ventromedial e ventral, moderada expressao ocorre
na regido periventricular e ndcleo posterior e baixos niveis sdo expressos no nucleo
paraventricular e lateral (GRILL E KAPLAN, 2002). O aumento da leptina suprime
diretamente os peptideos orexigenos: neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao gene
Agouti (AgRP) no nucleo arqueado. Os neurdnios NPY/AgRP sdo estimuladores da ingestdo
alimentar, porém devemos destacar que em animais knock-out para os genes NPY e AgRP
observa-se pouca interferéncia na ingestdo alimentar, enquanto que a perda desses neurénios
no animal adulto leva a profunda perda de peso e inibicdo do apetite. Isto indica que outras
vias podem compensar a perda de NPY/AgRP no inicio do desenvolvimento, mas ndo em fase
posterior da vida (LUQUET et al., 2005). H& uma outra sub-populacdo neuronal que expressa
pré-6pio-melanocortina (POMC) e transcritos relacionados a anfetamina e cocaina (CART)
com papel anorexigénico. Esses dois grupos de neurdnios, NPY/AgRP de um lado e
POMC/CART de outro, funcionam como um sistema de “acelerador — freio” para o controle

da ingestdo alimentar (DAMIANI E DAMIANI, 2011).

Esta bem caracterizado que a deficiéncia de leptina no jejum esta associada a
diminuicdo da funcéo tireoideana que ocorre nesta situacdo, sendo que a administracdo de
leptina restaura a concentracdo sérica de hormonios tire6ideos, mesmo com a manutengdo do

jejum (AHIMA et al. 1996). Este efeito parece ocorrer através do estimulo da secrecédo de
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TRH, pois a leptina estimula a biossintese de TRH por mecanismos diretos e indiretos através
da modulagdo de neurdnios aferentes aos de TRH e, através desta via, estimula a liberagdo de
TSH em ratos em jejum (LEGRADI et al., 1997). Recentemente, um dos autores demonstrou
que a leptina age diretamente na hipdfise isolada, inibindo a liberagdo de TSH e a
imunoneutralizacdo da leptina enddgena, aumenta a secrecdo de TSH (ORTIGA-
CARVALHO et al., 2002). Seres humanos geneticamente deficientes em leptina podem ter
hipotireodismo central (OZATA et al., 1999; MONTAGUE et al., 1997). A administracdo de
leptina a mulheres com lipodistrofia causou diminuicdo da secrecdo de TSH (ORAL et al.,
2002). Reforcando uma relacdo entre leptina e TSH, ha a sincronicidade entre os padrbes de
secrecgdo circadiana de leptina e de TSH (MOURA E MOURA, 2004).

Leptina
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Figura 5. Via de sinalizacéo intracelular da leptina. (Disponivel em:
http://images.slideplayer.com.br/2/350905/slides/slide_5.jpg)

Embora originalmente conhecido como o horménio "anti-obesidade"”, os efeitos da

leptina sdo neutralizadas em alguns seres humanos por uma resisténcia natural que esta


http://images.slideplayer.com.br/2/350905/slides/slide_5.jpg
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associada com hiperleptinemia. Verifica-se que uma proteina intracelular induzida por
ativacdo do receptor de leptina, a SOCS-3, pode mediar a resisténcia a leptina dentro do
cérebro, uma vez que bloqueia a sinalizacdo da leptina (BJOBALCK et al., 1998). Também
pode ocorrer a ligacdo da leptina ao receptor sollvel, aumentando sua meia vida e talvez
assim contribuindo com a resisténcia a leptina (MAAMRA et al., 2001). A leptina também
estd associada com processos como angiogénese, hematopoiese, formacdo dssea, resposta
imune, diabetes e com fertilidade (ZIEBA et al., 2005). A leptina desempenha um importante
papel na secrecdo de GnRH, animais knockout para o0 gene ob/ob sdo estéreis e apresentam 0s
oOrgaos reprodutivos atrofiados (CHEHAB et al., 1996).

Nos seres humanos normais, a leptina cai junto com insulina durante o jejum e medeia

a supressdo do hormoénio da tire6ide, horménio do crescimento e hormonios reprodutivos.

1.3.2.2 Adiponectina

A adiponectina é uma proteina plasmatica de 30kDa que é codificada pelo gene
AdipoQ, sendo a adipocina circulante que apresenta maiores concentracdes plasmaticas
(SHAPIRO et al., 1998). Os niveis séricos sao comumente maiores em mulheres do que em
homens e tém uma relacdo inversa com o status de peso corporal em ambos 0S Sexos,
portanto, ao contréario da maioria das adipocinas, maior indice de Massa Corporal (IMC) esta
associado com menor concentracao de adiponectina (MERL et al., 2005). A adiponectina esta
associada com muitos processos metabolicos, incluindo o trafego de lipideos e homeostase da
glicose (DUNCAN et al., 2004), é proposto, que assim, esse hormdnio desempenhe um papel

na resisténcia a insulina e diabetes.

A adiponectina exerce 0s seus efeitos através da ligacdo com dois tipos de receptores
AdipoR1 e AdipoR2, que possuem forma e funcdo semelhante mas a expressdo diferencial
entre os varios tecidos. AdipoR1 é encontrado principalmente na membrana de midcitos do
musculo esquelético, enquanto que AdipoR2 é encontrado principalmente na membrana
externa de hepatocitos localizados no interior do figado (YAMAUCHI et al., 2003) A cascata
intracelular de sinalizagdo que ocorre apos a ligacdo ao receptor envolve o aumento da

atividade de AMPK e PPARa, com subsequente aumento na biogénese mitocondrial e a
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oxidacdo de &cidos graxos. O estimulo do receptor de adiponectina também aumenta a
atividade da enzima ceramidase, altos niveis de ceramida esta relacionado com apoptose e
parada de crescimento celular (JAYADEY et al., 1995).

A adiponectina é o unico hormonio que sua medida se correlaciona positivamente com
a massa magra e esta ligada a sensibilidade a insulina e niveis de lipoproteinas de alta
densidade (DUNCAN et al., 2004), assim por consequéncia a adiponectina e seus receptores
sdo reduzidos em individuos que sdo obesos ou ndo obesos mas pré-diabéticos (DIEZ et al.,
2003). Através da sua atividade de estimulacdo de AMPK a adiponectina tem efeitos
semelhantes ao exercicio fisico no que diz respeito a captacdo de glicose e supressdo da
glicose hepética. Embora a adiponectina ndo afete a taxa de captacdo de glicose, ela regula
negativamente a producao de glicose enddgena através da reducdo da expressdao de uma
enzima gliconeogénica chave (COMBS et al., 2001). No geral, este hormonio é considerado
um agente de sensibilizacdo a insulina, por meio de eventos de fosforilagdo crescente na
cascata de sinalizacdo da insulina e de inibicdo da deposicdo de triglicerideos no musculo e
figado pelo aumento da B-oxidacdo e vias de combustdo de acidos graxos (WANG et al.,
2007).

Vérios hormonios, incluindo a testosterona, estrogénio, prolactina, glicocorticoides,
catecolaminas e horménios do crescimento tém sido apontados como inibidores da producao
de adiponectina, mas os resultados ainda séo controversos (OLIVEIRA et al., 2012).

1.3.3 Insulina

A insulina é o hormdnio anabolico mais conhecido e é essencial para a manutencdo da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular. Esse hormonio € secretado
pelas células B das ilhotas pancredticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de
glicose e aminoacidos apos as refeicdes. A insulina regula a homeostase de glicose e
aminoacidos apos as refei¢des. A insulina regula a homeostase de glicose em varios niveis,
reduzindo a producdo hepética de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogenolise)
e aumentando a captacdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e

adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipécitos e reduz a



18

lipolise, bem como aumenta a sintese e inibe a degradacao protéica (CARVALHEIRA et al.,
2002).

O primeiro passo para a agdo da insulina consiste na ligagdo do hormodnio aos
receptores especificos na superficie celular. Este receptor exibe dois dominios funcionais:
uma subunidade alfa extracelular contendo a maioria ou a totalidade do sitio de ligacdo do
hormbnio, e uma subunidade beta transmembrana possuindo atividade de tirosina-quinase
estimulada pela insulina. H& um consenso em favor da ideia de que esta fungdo enzimética do
receptor é essencial para a geracdo dos efeitos metabolicos e promotores da insulina
(OBBERGHEN et al., 1989).

A figura 6 mostra um esquema simplificado das etapas de sinalizacdo intracelular
desde a ligacdo da insulina ao seu receptor até a ativacdo do transporte de glicose
(CARVALHEIRA et al., 2002).
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Figura 6. As vias de sinalizacdo da insulina (Fonte: Carvalheira et al., 2002)
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Com o crescente aumento de pessoas com obesidade vem aumentando também o
namero de pacientes resistentes a insulina. A resisténcia a insulina é uma condicdo, genética
ou adquirida, na qual concentracbes fisioldgicas de insulina provocam uma resposta
subnormal na captacdo de glicose pelas células, especialmente musculares e adipdcitos. Em
consequéncia da menor captacdo de glicose, torna-se necessaria uma maior producdo de
insulina pelo péncreas para a manutencdo dos niveis glicémicos normais, aumentando-se
desta forma os niveis circulantes de insulina, a hiperinsulinemia, e, consequentemente,
provocando a resisténcia a insulina (PESSIN e SALTIEL, 2000).

A insulina diminui os niveis de adiponectina (IMAGAWA et al., 2002) e os niveis de
adiponectina sdo elevados em individuos que possuem diabetes tipo | quando comparados
com individuos saudaveis (COMBS et al., 2002). A hiperinsulinemia pode ter um impacto
negativo sobre os niveis de adiponectina levando a resisténcia a insulina. A adiponectina
reduz o teor de triglicerideos do tecido e regula positivamente a sinalizacdo de insulina
(YADAV et al., 2013).

A leptina é outro horménio que também pode influenciar no funcionamento da
insulina. Tem sido demonstrada sua capacidade regular o substrato 1 e 2 do receptor de
insulina, MAPK, Akt e PI3-quinase, levantando a possibilidade de interagdo entre leptina e
insulina (NISWENDER et al., 2004).

Sendo assim, espera-se que uma melhor compreensdo do padrao desses hormonios em
animais expostos a radiacdo durante a vida intrauterina nos ajude a melhorar nosso
conhecimento acerca dos possiveis efeitos programadores desse tipo de radiacdo no

metabolismo energético.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de ondas eletromagneticas irradiadas por aparelhos celulares sobre
parte do sistema endocrino de crias de ratas Wistar submetidas a radiacdo durante a vida

intrauterina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar T3, T4, TSH, insulina, leptina e adiponectina em animais adultos (macho e

fémeas) expostos a radiacdo durante a vida intrauterina.

- Estudar o possivel efeito programador da radiacdo emitida por aparelhos celulares na inter-
relacdo de hormonios envolvidos no metabolismo energético, como T3, T4, TSH, insulina,

leptina e adiponectina.



21

3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Os animais utilizados compdem o projeto “Efeito da exposi¢do materna emitida por
aparelhos de telefonia mével sobre o desenvolvimento embrionario, neonatal e o sistema
enddcrino de ratos Wistar (Rattus norvegicus BERKENHOUT, 1769).

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa da UFJF (Protocolo 98/2012 — em anexo). Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacBes do Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL U. S., 2011). Ratas
Wistar nuliparas com idade compreendida entre 90 e 100 dias, provenientes da colbnia do
biotério do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de
Fora, foram acasaladas com machos de fertilidade comprovada, na proporcéo 3:1, na noite em
que estavam na fase de proestro. Na manha seguinte verificou-se o acasalamento através da
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal (dia 1 pos-inseminacdo). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura controlada (23 + 2°C) e com sistema de iluminacéo
artificial em fotoperiodo de 12h claro/12h escuro. Todos o0s animais receberam racao

comercial (Nuvital, Colombo, PR, BR) e &4gua ad libitum.

3.2. PREPARACAO DAS GAIOLAS PARA MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Gaiolas especiais (Figura 7) foram construidas para acomodar 0s animais durante 0s
experimentos, as quais possibilitaram a exposi¢do dos animais a radiagdo enquanto estes se
movimentavam livremente, evitando assim alteracGes em conseqiiéncia de estresse (CAIRES
etal., 2014).
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Figura 7. Gaiola de experimento (Fonte: Santos, 2016)

As gaiolas medem 26 cm de altura, 44 cm de comprimento, 30 cm de largura, e nelas
foi acomodada apenas uma fémea de cada vez durante o periodo experimental. As gaiolas
foram revestidas externamente com papel aluminio para evitar a dispersdo da radiacdo emitida
pelo aparelho celular aos animais do grupo ndo exposto bem como bloquear outras radiacdes.
Os animais do grupo ndo exposto foram mantidos a uma distancia de 3 m da gaiola contendo
0S animais expostos. As tampas das gaiolas tém varios furos com 0,5 cm de diametro para
facilitar a ventilacdo dentro das gaiolas, e um largo furo no centro, no qual foi colocado um
tubo de cloreto de polivinila (PVC). O tubo de PVC também tem furos de 0,5 cm e dentro
dele foi mantido o telefone celular durante os experimentos, evitando assim o contato direto
dos animais com o aparelho. A gaiola esta esquematicamente representada na Figura 8.
Estudos anteriores realizados em nosso laboratério mediram a intensidade do campo elétrico
gerado pela radiagdo emitida pelo telefone celular dentro das gaiolas, sendo verificada a sua
uniformidade, o que € importante porque os animais se movem livremente. Mensuracfes da
intensidade do campo elétrico foram também feitas dentro das gaiolas dos grupos ndo exposto
enquanto o aparelho celular estava funcionando dentro da gaiola dos animais expostos, com o
objetivo de verificar se a radiacdo poderia afetar os animais desse grupo. A intensidade média
do campo elétrico no interior da gaiola do grupo exposto foi 4,1 V x m-1, enquanto a
intensidade média do campo elétrico no interior da gaiola do grupo do grupo ndo exposto foi
0,45 V x m-1 (CAIRES, 2014), tal valor corresponde a radiacdo background, uma vez que

permanece 0 mesmo apos desligar o aparelho celular.
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Figura 8. Representacdo esquematica da gaiola utilizada para acomodar os animais durante 0s experimentos.
(Fonte: CAIRES etal., 2014).

3.3. MECANISMO ACIONADOR DOS APARELHOS CELULARES

Para controlar o tempo de exposicdo a radiacdo dos animais, foi utilizado um
mecanismo acionador de telefone celular, ja utilizado em outros trabalhos feitos em nosso
laboratério. Esse mecanismo foi desenvolvido em parceria com o Laboratério de Otica
Aplicada, sob a coordenacédo do professor Dr. José Paulo Rodrigues Furtado de Mendonca do
Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF. Os aparelhos celulares desse sistema operam a
uma frequéncia de 1.8 GHz, o dispositivo eletrdnico micro-controlado funciona como um
timer e foi programado para ativar os aparelhos celulares para realizar ligagdes com duragéo
de 25 segundos a cada 2 minutos durante os dias de experimento, das 19h as 07h. O horéario
foi estabelecido para que a exposicdo a radiacdo ocorresse durante o periodo de maior
atividade dos animais. Tanto o mecanismo acionador quanto os aparelhos celulares operam

sem luz, som ou vibragé&o.

3.4. ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais: grupo

exposto e o0 grupo ndo exposto, que foi submetido as mesmas condigdes, porém sem
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exposicdo a radiacdo emitida pelo aparelho, cada um composto por 10 ratas prenhes. O

periodo de exposicéo ocorreu durante os 21 primeiros dias de prenhez.

3.5. AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

Foi feito o acompanhamento da toxicidade materna através do acompanhamento de
ganho de massa corporal, e observacdo das seguintes varidveis: hiper ou hipoatividade,
piloerecdo, estereotipia, cromodacriorréia, sangramento vaginal, diarréia e morte
(CHRISTIAN, 2001). O consumo de racdo foi estimado pela diferenca de peso entre a
quantidade colocada as 12 horas do dia anterior e 0 que restou na gaiola no dia seguinte. Essas
observacdes foram feitas no trabalho realizado em paralelo (ja citado anteriormente) e ndo
foram observadas modificacbes maternas que pudessem a vir prejudicar o desenvolvimento

normal da prole.

3.6. ACOMPANHAMENTO DA PROLE

Foi registrado o dia de nascimento de cada ninhada e seu peso. Foi anotado o0 nimero
de filhotes e proporcdo entre machos e fémeas em cada ninhada, observando o estado fisico
de cada filhote. Vinte e quatro horas ap6s o nascimento da prole, as ninhadas foram
padronizadas para ser compostas por trés machos e trés fémeas. Ao completarem 90 dias,
aleatoriamente foi escolhido um macho e uma fémea de cada ninhada para as anélises
realizadas no presente trabalho. Totalizando 10 machos e 10 fémeas por grupo estudado

(Grupo exposto e ndo exposto).

3.7. ESTUDO DOS ANIMAIS NA IDADE ADULTA

Ao completarem 90 dias, o0 macho e a fémea proveniente de cada mae do grupo
exposto e do grupo ndo exposto, foram eutanasiados por exsanguinacdo total sob anestesia

(90mg/Kg de ketamina e 10mg/Kg de xilazina, via intraperitoneal), seguida de perfuracdo do
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diafragma. Foi entéo retirado o sangue dos animais através de puncéo cardiaca. O material foi
mantido em banho-maria por 10 minutos e em seguida centrifugado por 5 minutos a 1.811 g.
O soro obtido foi separado, conservado em nitrogénio liquido até o dia da realizacdo dos

ensaios para dosagem hormonal.

3.8. DOSAGENS HORMONAIS

Os horménios T3 total, T4 total e insulina foram mensurados através do método de
radioimunoensaio, usando kits comerciais para T3 total (T3 total RIA Kit, 06B-254215 MP
BIOMEDICALS), com um ensaio de sensibilidade de 6,7 ng/dl e um coeficiente de variacao
intra-ensaio de 5,6%; T4 total (T4 total RIA kit, 06B-254011 MP BIOMEDICALS), com um
ensaio de sensibilidade de 0,76 pg/dl e um coeficiente de variacdo intra-ensaio de 5,7%; e
insulina (Insulin RIA kit, 07260105 MP BIOMEDICALS), com um ensaio de sensibilidade
de 4,6 ulU/ml e um coeficiente de variacdo intra-ensaio de 10,7%. Os hormonios leptina e
adiponectina foram mensurados pelo método de Elisa, usando kits comerciais para leptina
(Rat leptin kit, EZRL-83K Millipore), com um ensaio de sensibilidade de 0,08 ng/mL e
coeficiente de variacdo intra-ensaio de 2,49%; adiponectina (Rat adiponectin kit, EZRADP-
62K Millipore), com um ensaio de sensibilidade de 0,4 ng/ml e coeficiente de variagéo intra-
ensaio de 0,43%; e TSH (Thyroid Stimulating Hormone Rat ELISA, ALPCO 55-TSHRT-
EO01), com um ensaio de sensibilidade de 0,01ng/ml e coeficiente de variacdo intra-ensaio de
8,8%. Foram seguidas as instrucdes dos fabricantes e essas dosagens foram feitas em parceria

com o Laboratorio de Fisiologia Endécrina da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM), a menos
que especificado de outra forma. Os dados foram analisados usando o teste t de Student néo
pareado. Os efeitos da exposicdo e as diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa

Prism 5.0 (GraphPad software, Inc.).
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4. RESULTADOS

As fémeas prenhas ndo apresentaram sinais de toxicidade provocados pela radiacgéo,
assim os animais utilizados nesse experimento ndo sofreram alteragcdes devido a este tipo de
efeito e ndo tiveram alteragdes significativas de ganho de massa corporal ao longo da vida
como mostrado no trabalho realizado no nosso laboratorio desenvolvido em paralelo com este
(SANTQOS, 2016).

As figuras 9 e 10 representam 0s niveis séricos de T3 total na prole de machos e
fémeas respectivamente; j& as figuras 11 e 12 representam os niveis séricos de T4 total na
prole de machos e fémeas respectivamente. As figuras 13 e 14 representam 0s niveis Séricos
de TSH na prole de machos e fémeas respectivamente. N&o foi observada alteracdo

significativa nesses hormonios tireoidianos e hipofisario analisados.
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Figura 9. Efeito da exposi¢do a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o nivel

sérico de T3 total na prole adulta de machos. Dados sdo expressos como média £+ EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 10. Efeito da exposicdo a radiagdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de T3 total na prole adulta de fémeas. Dados s&o expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 11. Efeito da exposicéo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de T4 total na prole adulta de machos. Dados séo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 12. Efeito da exposi¢éo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o
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nivel sérico de T4 total na prole adulta de fémeas. Dados s&o expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 13. Efeito da exposicéo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de TSH na prole adulta de machos. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 14. Efeito da exposi¢éo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de TSH na prole adulta de fémeas. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.

As figuras 15 e 16 representam o0s niveis sericos de insulina na prole de machos e
fémeas respectivamente; ndo foram encontradas diferencas significativas nos grupos
estudados.
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Figura 15. Efeito da exposicdo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de insulina na prole adulta de machos. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 16. Efeito da exposi¢éo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de insulina na prole adulta de fémeas. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.

As figuras 17 e 18 representam os niveis séricos de leptina na prole de machos e

fémeas respectivamente; ndo foram encontradas diferencas significativas nos grupos
estudados.
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Figura 17. Efeito da exposicéo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de leptina na prole adulta de machos. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.
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Figura 18. Efeito da exposicéo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de leptina na prole adulta de fémeas. Dados sdo expressos como média + EPM. N = 10. p > 0,05.

As figuras 19 e 20 representam os niveis séricos de adiponectina na prole de machos e

fémeas respectivamente; ndo foram encontradas diferencas significativas nos grupos

estudados.
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Figura 19. Efeito da exposicéo a radiacéo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o

nivel sérico de adiponectina na prole adulta de machos. Dados sdo expressos como média + EPM. N =10.p >

0,05.
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Figura 20. Efeito da exposicéo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intrauterina sobre o
nivel sérico de adiponectina na prole adulta de fémeas. Dados sdo expressos como media £+ EPM. N =10. p >
0,05.
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5. DISCUSSAO

Devido a susceptibilidade do embrido, neonatos e criancas ao efeito embriotoxico
causado por campos eletromagnéticos, a OMS tem recomendado que se dé alta prioridade a
investigacBes experimentais dos efeitos de EMF em mulheres gravidas e criancas. Neste
trabalho pela primeira vez foram investigados os possiveis papeis programadores da radiacdo
emitida por aparelhos celulares na glandula tireoide e possiveis efeitos no metabolismo

energético.

Cada vez mais tem sido demonstrado que diferentes agentes possuem papel
programador e estes se refletem em varios tipos de alteracdes principalmente metabdlicas. O
aumento da compreensdo que o0 ambiente pré e pds natal inicial tem consequéncias
importantes para a saude na vida adulta resultou no campo de origens de desenvolvimento da
salde e da doenca (DOHaD). O baixo peso ao nascer € comumente usado como um marcador
de restricdo intrauterina (CHEONG et al., 2016), No entanto, o peso ao nascimento e outros
indices antropomeétricos sdo pouco sofisticados, e provavelmente muitos fatores que afetam a
biologia da prole ndo alteram o peso ao nascer (MEANEY, SZYF E SECKL, 2007). Estudos
anteriores realizados pelo nosso laboratério mostraram que a radiacdo emitida por aparelhos
celulares ndo altera o peso da prole, mas mostrou interferir na duracéo do periodo gestacional
e dos niveis glicémicos e conteldo de catecolaminas na vida adulta desses individuos
(SANTOS, 2016). Outras alteracbes comuns causadas por agentes programadores Sao
alteracOes na glandula tireoide, déficits nefroldgicos, alteracdo na pressao sanguinea, déficits
em células B, intolerancia a glicose, comprometimento da resposta a insulina, entre outros

(CHEONG et al., 2016).

A doenca da tiredide é uma doenca relativamente comum em mulheres em idade
reprodutiva e alteragOes na tireoide na gestacéo estdo associadas a resultados adversos como
aborto espontaneo, parto prematuro, tamanho reduzido na idade gestacional e natimortos
(ALLAN et al., 2000).

A glandula tireoide fetal ndo é capaz de produzir horménios durante o periodo inicial
da gestacdo, fazendo que o feto seja inteiramente dependente da oferta materna. Horménios
da tireoide sdo importantes para a regulacdo adequada do desenvolvimento do cérebro fetal
(AHMED et al., 1995; BERNAL, 1995) e hipotireoidismo materno durante a gestacdo foi
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associado com desenvolvimento prejudicado neuroldgico na prole (NEGRO et al., 2011;
MAN et al., 1991; HADDOW et al., 1999). Geralmente pouco se sabe sobre as possiveis
consequéncias a longo prazo da prole exposta a doengas maternas da tireoide durante a vida
fetal. No entanto, as evidéncias recentes indicam que a fungéo da tireoide materna durante a
gestacdo pode ter o potencial para programar permanentemente a prole (RYTTER et al.,
2016).

A atividade da tiredide é regulada pelo TSH, que é secretado pela hipdfise. TSH
elevado induz a tiredide a produzir T3 e T4. Ha poucos trabalhos anteriores que descrevem a
relacdo entre radiofrequencia e esses hormoénios em animais. A literatura apresenta estudos
mostrando que a radiagdo é capaz de alterar funcgdes tireoidianas (KOYO et al., 2005;
ESMEKAYA et al., 2010; SILVA et al.), por isso era esperado que ela pudesse alterar
também hormonios tireoidianos na prole. Porém nesse estudo ndo foram encontradas
alteracdes nos hormonios TSH, T3 e T4. Por outro lado, a literatura também apresenta estudos
que mostra que nao ha efeitos na tireoide causada pela radiacdo (SILVA et al., 2015; JIN,
2013). A secrecdo de TSH, também pode ser regulada pela leptina (WAUTERS et al., 2000)
de forma que ela influencia indiretamente na secrecdo de HTs. Uma das limitagdes do nosso
estudo foi ndo conhecer o perfil desses hormdnios na mae, mas optou-se em nédo fazé-lo por
limitacBes técnicas e para ndo comprometer 0 comportamento materno uma vez que esses
animais foram utilizados em outros trabalhos também. Mas, pela primeira vez, mostramos o
efeito da radiacdo emitida por aparelhos celulares na tireoide de animais adultos expostos

durante a vida intrauterina.

Afim de compreender melhor as possiveis interferéncias da radiacdo emitida por
aparelhos celulares na vida adulta quando ocorre exposicdo na vida intrauterina, também

investigamos 0s hormdnios insulina, leptina e adiponectina.

N&o encontramos diferencas significativas nesses horménios utilizados. Porém é
interessante observar que o perfil apresentado pelo horménio leptina, mesmo sem apresentar
diferencas significativas, é parecido com o que é apresentado por Mauvais-Jarvis (2015) em
sindrome metabdlica, onde a leptina se mostra em maior concentracdo nas fémeas do que em
machos. Essa tendéncia de dimorfismo entre sexo no perfil da leptina, pode estar relacionado
a do 17 B-estradiol nas fémeas em nosso estudo anterior, uma vez que os niveis de leptina

diminuem em ratas ooforectomizadas e reverteram-se com o tratamento com esse estrogeno
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(SHIMIZU et al., 1997), além do mais, Tanaka et al. (2001) mostrou mudancas induzidas pelo
17 p-estradiol nos niveis sericos de leptina durante o ciclo estral de ratas normais e
ooforectomizadas, as quais revelaram que os niveis séricos de leptina alteram-se durante o
ciclo estral, com pico na fase de proestro. Ja nos machos, essa tendéncia, pode ser devido a
testosterona que inibe a secrecdo de leptina, assim, apds a puberdade a leptina aumenta nas

mulheres e diminuem nos homens (SPICER, 2001).

Também foi mostrado em nossos estudos anteriores que animais expostos a radiagdo
durante a vida intrauterina apresentam na vida adulta menor glicemia sendo sugerido que a
secrecdo e/ou a acdo de hormdnios reguladores da concentracdo de glicose no plasma podem
ter sido afetados pela radiagdo (SANTOS, 2016). Emilsson et al. (1997) mostraram a presenca
de que um receptor funcional de leptina nas ilhotas pancreéticas de ratos ob/ob e selvagens e
também que esse horménio reduziu diretamente a secrecdo basal de insulina em ratos ob/ob.
Por outro lado, adipdcitos em cultivos, estimulados com insulina liberam maiores
concentracOes de leptina. Porém, no presente trabalho, a concentracdo sérica de insulina ndo
se mostrou alterada, diante da tendéncia de alteracdo nas concentraces de leptina, nédo
explicando assim a diminuicdo da glicemia encontrada anteriormente. Com a diminuicdo da
concentracdo plasmatica de glicose, é sinalizado ao SNC a necessidade de mobilizar as
reserva, a qual pode ser feita através de catecolaminas, assim como de glucagon, GH e
cortisol (VILAR, 1999), mas as catecolaminas também ndo explicam esse resultado, ja que
havia sido observado anteriormente, apenas o aumento da expressdo de catecolaminas, mas
ndo da sua secrecdo, uma vez gque o0s niveis basais ndo apresentaram diferenca significativa.
Por isso, é necessario mais estudos com moduladores da concentragdo de glicose no plasma.

As catecolaminas também atua na secrecdo de adiponectina, de forma a inibi-la.
(MAIA-FERNANDES, 2008), porém ndo encontramos diferenca significativa na sua
secrecdo, 0 que pode estar associado ao que foi dito no paragrafo acima: a falta secrecéo
estatisticamente diferente de catecolaminas pelos animais expostos a radiagdo no periodo de
sua gestacdo. Por isso, precisa de mais investigacGes sobre os mecanismos de liberacdo das
catecolaminas nesses modelos animais de programagao.

Sendo assim o presente estudo mostra que a exposicdo a radiagdo emitida por
aparelhos celulares durante a vida intrauterina mostra que ndo ha alteracdes significativas no

sistema endocrino da prole exposta considerando como alvo a tireoide e o tecido adiposo.
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6. CONCLUSAO

A exposicdo a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante o periodo gestacional
ndo altera concentracdo de hormonios tireoidianos (T3 e T4), TSH, leptina, insulina e
adiponectina, que estéo envolvidos no metabolismo energético da prole adulta de machos e de

fémeas no modelo experimental utilizado.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comisséo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 098/2012 — CEUA sobre “EFEITO DA EXPOSICAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O DESENVOLVIMENTO
FISICO DE SUAS CRIAS E O SISTEMA ENDOCRINO”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de RAGL MARCEL GONZALEZ GARCIA, estd de acordo com o0s Principios
Fticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (Concea), e foi aprovado pelo COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em
04/06/2013. Para o desenvolvimento da pesquisa foram liberados 54 ratos (18 machos e 36
fémeas) da linhagem Wistar, conforme solicitado e que serfio entregues no perfodo de

01/07/2013 2 01/03/2014.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 098/2012- CEUA about “EFEITO DA EXPOSICAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE OMDESENVOLVIMENTO
FISICO DE SUAS CRIAS E O SISTEMA ENDOCR]NO”, under responsibility of RAUL
MARCEL GONZALEZ GARCIA - is in agresment with the Ethical Principles in Animal
Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal Experimentation (Concea) and
was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR
ANIMAL HANDLING (CEUA) in 04/06/2013. For the development of this research 54 rats
(18 males and 36 females) of Wistar lineage, were released, as requested and they will be
detivered in the period of 01/07/2013 to 01/03/2014.

Juiz de Fora, 06 de Junho de 2013,

Presidente/ A : Secretério/CEUA‘
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