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RESUMO

O uso de telefones moveis suscita preocupacfes sobre as possiveis implicacdes
para a saude humana. Desde a introducéo desta tecnologia a utilizacdo de telefones
celulares aumentou e estamos cada vez mais expostos a radiacédo eletromagnética.
Devido a susceptibilidade do embrido, neonatos e criancas a qualquer efeito
embriotdxico e subsequentes consequéncias para neonatos e criangas causado por
campos eletromagnéticos, a Organizacdo Mundial da Saude tem recomendado que
se dé alta prioridade a investigacfes experimentais sobre os efeitos de radiacao
eletromagnética em mulheres gravidas e criancas. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito de ondas eletromagnéticas irradiadas por aparelhos celulares sobre o
desenvolvimento embrionario e neonatal, e seu possivel efeito programador na prole
de ratas Wistar submetidas. Para isso ratas prenhes foram expostas a
radiofrequéncia emitida por telefones celulares (1,8 GHz) por diferentes periodos
gestacionais. Foram analisadas a possivel toxicologia materna, parametros
reprodutivos, marcadores bioquimicos de toxicidade materna e peroxido de
hidrogénio, além da concentracdo de horménios sexuais (progesterona e 17 [3-
estradiol) e morfologia do ovario. No estudo da prole foi feito o acompanhamento
neonatal do desenvolvimento fisico e reflexolégico. Atingindo a idade adulta, os
machos foram submetidos a testes comportamentais e avaliagdo de contetdo total e
secrecdo de catecolaminas adrenais, corticosterona e glicose sérica. Aos 90 dias foi
feito estudo da capacidade reprodutiva da prole (machos e fémeas). Foi observado
que a radiacdo emitida por aparelhos celulares foi capaz de aumentar a
concentragéo seérica de 17 B-estradiol e perdxido de hidrogénio em ratas prenhes
com 15 dias de gestagdo, além de levar a alteracbes no didametro de foliculos
ovarianos, porém nao interferindo nos parametros reprodutivos analisados. Durante
a exposicdo no periodo de fetogénese observou-se uma possivel toxicidade
hepatica. E quando foi feita exposicdo durante toda a gestacao foi observado que a
radiacdo leva a alteracdes no tempo gestacional. Na prole adulta (machos) os
resultados mostram um aumento no conteudo total de catecolaminas acompanhado
de uma diminuicdo da glicose no grupo exposto, mas sem alteracdes nos testes
comportamentais. Alteracdes reprodutivas nos machos expostos a radiacao durante
a vida embrionédria ndo foram observadas. Nas fémeas expostas a radiacdo na vida

intra-uterina foram observadas alteragdes na concentragao sérica de 17 3-estradiol,



porém, sem comprometimento das suas fun¢des reprodutivas. Diante dos resultados
do presente estudo, especulamos que a radiacdo emitida por telefones modveis
possui efeito sobre os processos reprodutivos além de um efeito programador da

prole.

Palavras-chave: Telefones celulares, radiacdo, desenvolvimento embrionario,

programacao, hormonios, toxicologia reprodutiva



ABSTRACT

The use of mobile phones raises concerns about the possible implications for human
health. Since the introduction of this technology the use of mobile phones has
increased tremendously and we are increasingly exposed to electromagnetic
radiation. Because of the susceptibility of the embryo, neonates and children at any
embryotoxic effect caused by electromagnetic fields, the World Health Organization
has recommended to give high priority to experimental investigations of radiation
effects on pregnant women and children. This study aimed to evaluate the effect of
electromagnetic waves radiated by cell phones on the embryonic and neonatal
development, and its possible programmer effect in exposed Wistar rat’s offspring.
For that, pregnant rats were exposed to radio frequency emitted by mobile phones
(1.8 GHz) for different gestational periods. The possible maternal toxicology,
reproductive parameters, biochemical markers of maternal toxicity and hydrogen
peroxide in addition to the concentration of sex hormones (progesterone and 17 [3-
estradiol) and ovarian histology, were analyzed. The evaluattion of the offspring was
conducted monitoring neonatal physical and reflexological development. Reaching
adulthood, the rats were subjected to behavioral testing and evaluation of total
content and adrenal catecholamine secretion, corticosterone and serum glucose. It
was also evaluated the reproductive capacity of offspring (male and female) at 90
days of age. The radiation emitted by cell phones was able to increase the serum
concentration of 17 B-estradiol and hydrogen peroxide in pregnant rats with 15 days
of gestation also leading to changes in the diameter of ovarian follicles, but not
interfering with reproductive parameters analyzed. A possible liver toxicity was
observed during the period of fetogenesis. And when the exposure was taken
throughout pregnancy it was observed that the radiation causes changes in
gestational length. In the adult offspring (males) results show an increase in total
content of catecholamine associated with by a glucose decrease in exposed group,
but no change in the behavioral tests. No reproductive changes in males exposed to
radiation during embryonic life were observed. In females exposed to radiation during
intrauterine life changes were observed in serum concentration of 17 B-estradiol, but
without compromising its reproductive functions. Given the results of this study, we
speculate that the radiation emitted by mobile phones has effect on the reproductive

processes as well as a programmer effect of offspring.



Keywords: embryonic development, hormones, mobile phones, programming,

radiation, reproductive toxicology
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1. INTRODUCAO

1.1. O SISTEMA DE TELECOMUNICACAO MOVEL

O uso da telefonia moével teve inicio no Brasil no final de 1990, sendo
inicialmente um servico caro e restrito a pessoas de alta renda. Ap0s a concessao
desse servico a empresas privadas o setor comecou a se expandir cada vez mais
rapido. A concorréncia no mercado, a inovacao em servicos e aparelhos, a reducéo
das tarifas e 0s crescentes investimentos em marketing pelas empresas foram
fatores que contribuiram para o forte crescimento do mercado de telefonia movel
(PACHECO, 2004). A telefonia mével ganha cada vez mais mercado, esse fato pode
ser demonstrado através de um comparativo entre o uso de celulares e o0 uso de
telefones fixos, que demonstra que mais da metade da populagéo brasileira em 2012
ja utilizava apenas o celular em suas ligacées. O censo 2011-2012 (IBGE, 2015)
demonstra que no Brasil 72,7% de pessoas com 10 anos ou mais possuiam telefone

celular (Figura 1).

Celular x telefone fixo
% da populagdo com mais de 10 anos com aparelho celular efou fixo

B Somente calular Somente fixo Calular + fixa Tatal da
populagao
497 3.5 36,7 com telefone

2011 | 89,9%
201 91,2%

51,4 3.0 36,9

Figura 1. O uso de telefonia movél e fixa no Brasil entre os anos de 2011 e 2012. (Fonte: IBGE, 2015)

A International Telecommunication Union (ITU) estimou que até o final de
2014 havia aproximadamente 7 bilhdes de assinaturas de telefones mdveis no

mundo, correspondendo a uma taxa de penetracdo de 96%. Nos paises em



desenvolvimento estdo mais de trés quartos de todas as assinaturas dos aparelhos
celulares (Figura 2) (ITU, 2014). Em junho de 2015, o Brasil registrou 282,45 milhdes
de linhas ativas na telefonia mével (ANATEL, 2015). Isto significa que no Brasil ha

1,38 linhas ativas por habitante.
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Figura 2. Assinaturas de aparelhos celulares, total e a cada 100 habitantes no periodo de 2005 a
2014, e por regido (Fonte: ITU, 2014)

Acompanhando o aumento dos usuarios de telefonia também houve o
aumento do numero de antenas de telefonia celular que sdo conhecidas como
Estacdes de Radio Base (ERB). Assim, também houve o aumento da quantidade de
campos de irradiagdo no ambiente e conseqgientemente estamos mais expostos a
esse tipo de radiacdo. Em novembro de 2015 haviam registradas 74.689 estacbes
de radio base no Brasil, sendo que mais da metade, 38.333, esta instalada na regiao
Sudeste (TELECO, 2016). Esta densidade de antenas na regido Sudeste
corresponde a uma antena a cada 15,04 Km?, sendo que no Rio de Janeiro, estado
com maior densidade de antenas do pais, ela é de uma antena a cada 5,05 Km?.

Muitos beneficios foram alcangcados com a evolucdo da tecnologia na area da
comunicacdo sem fio, gracas a ela o mundo tornou-se mais conectado, o
conhecimento se propagou mais rapido e as distancias se encurtaram. Porém, talvez
devido aos inumeros beneficios dessa tecnologia, pouco se cogitou sobre seus

maleficios ao ser humano e ao ambiente. Recentemente os efeitos de radiacdo



eletromagnética e suas consequéncias tem sido objeto de grande debate, tanto no
meio publico quanto na comunidade cientifica, e vem sendo questionado até que
ponto a exposicdo a campos eletromagnéticos de baixa intensidade pode afetar os
sistemas biologicos.

1.2. RADIACAO ELETROMAGNETICA DE RADIOFREQUENCIA

Os aparelhos celulares emitem energia de radiofreqiiéncia (ondas de radio),
uma forma de radiacdo eletromagnética ndo ionizante, que ao interagir com a
matéria ndo possui energia suficiente para retirar elétrons de atomos que a
constituem (ANATEL, 2014). Radiacdo de radiofrequéncia (RFR) € uma parte do
espectro eletromagnético (Figura 3) com freqiéncias de 30 kHz a 300 GHz, uma
parte dessa RFR com as frequiéncias mais elevadas (300 MHz a 300 GHz) é referida
como microondas (YAKYMENKO et al., 2015). Esses aparelhos operam em alta
frequéncia (HF), na faixa do espectro eletromagnético, para permitir chamadas de
telefone sem fio e transferéncia de dados, incluindo a comunicacdo através da
internet (ICNIRP, 2015).

A frequéncia exata usada difere entre as tecnologias (GSM - Global System
for Mobile Communications; CDMA — Code Division Multiple Access; TDMA — Time
Division Multiple Access, UMTS - Universal Mobile Telecommunications System, 4G
— Fourth Generation, etc.) e entre os paises (ICNIRP, 2015). O padrédo digital mais
comum de RFR para comunicacdo através de aparelhos méveis ainda é 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 esté 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).



Espectro Eletromagnético
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Figura 3. Espectro eletromagnético e suas aplicacbes (Fonte: disponivel em:
http://www.teleco.com.br/tutoriais/tutorialr/pagina_3.asp).

Campos HF permitem o transporte de grande quantidade de dados a uma
taxa muito rapida e a grandes distancias. Os sinais devem ser retransmitidos por
uma rede de comunicacéo que compreende as estacdes de base e antenas e muitas
vezes apoiados por uma rede com fio. Para economizar energia, um aparelho movel
regula automaticamente a intensidade do sinal e, portanto, o campo emitido para o
nivel de poténcia mais baixa possivel para permitir uma conexdo a ser feita. Um
ambiente de transmissédo fraca (por exemplo, causado pela estacdo base sendo
muito distante ou pela presenca de obstaculos como montanhas, prédios, arvores e
assim por diante, entre a estacdo de base e o telefone movel) ird resultar em uma
maior poténcia de saida e emisséo a partir do telefone movel, a fim de efetuar uma

ligacdo. Quanto melhor a conexao, menor € a saida de poténcia (ICNIRP, 2015).

Campos HF tém a capacidade de penetrar no corpo (ICNIRP, 2015) e ha
duas possibilidades distintas de como a saude pode ser afetada em resposta a
exposicao a radiacdo emitida por campos de radiofreqiéncia (RF-EMR), atravées de
efeitos térmicos e néo térmicos. O efeito mais reconhecido em sistemas bioldgicos &
0 aguecimento do tecido (WHO, 2015), sabe-se que 0s baixos niveis de exposi¢do a
radiacdo de radio frequéncia podem resultar em pequenas mudancas de
temperatura que causam alteracdes conformacionais em proteinas de choque-
térmico (WHO, 2015), uma importante familia de proteinas produzidas pelas células
em resposta a exposicao a situacdes de estresse (YU et al,. 2015). Por outro lado,
diversos estudos demonstram que a radiacdo emitida por aparelhos celulares é

capaz de causar varios efeitos em sistemas bioldgicos sem causar aumento na



temperatura corporal, chamados de efeitos ndo térmicos. Esses estudos incluem
efeitos como genotoxicidade (FERREIRA et al., 2006; VIJAYALAXMI E PRIHODA,
2012; WHO, 2015), efeitos na fungcdo do sistema imune (JAUCHEM, 2008), de
proteinas (BALAKRISHNAN et al., 2014), expressdo génica (ZALATA et al., 2015),
sinalizacdo celular (SUN et al., 2012; KESARI et al., 2014), estresse oxidativo
(YAKYMENKO et al., 2015) e apoptose (MOTAWI et al., 2014; BEDIR et al., 2015),

entre outros.

E recomendado que o aumento da temperatura no corpo seja restrito a fim de
se evitar riscos para a saude decorrentes da exposi¢cdo a HF emitida por telefones
moveis. Isto pode ser conseguido limitando a absorcdo de energia de alta
frequéncia, que é expressa por um parametro conhecido como taxa de absorcéo
especifica, (representado pela sigla SAR, do inglés “Specific Absortion Rate”)
(ICNIRP, 2015). A taxa de absorcdo de energia depende das caracteristicas do
tecido onde a radiacdo incide, com isso € importante destacar que diferentes tecidos
expostos a uma mesma intensidade de radiacdo absorvem quantidades diferentes
de energia. Sao estabelecidos limites de emissdo e exposicdo a campos
eletromagnéticos que sdo apresentados como valores de SAR, que levam em
consideracdo o aumento térmico de 1°C produzido por uma quantidade especifica
de energia em 1g (padrdo americano) ou 10g (padrdo europeu) de massa de tecido
(COSTA E FONTGALLAND, 2011). Nos Estados Unidos e na Europa, os valores
limites séo 1,6 W / Kg e 2,0 W / Kg, respectivamente (ICNRP, 1998; IEEE, 2005). O
Brasil segue as recomendacdes da International Commision on Non-ionizing
Radiation Protection (ICNRP) regulamentada pela Anatel (Agéncia Nacional de
Telecomunicacgdes) atraves da resolucao n°303 de 2002 (ANATEL, 2002).

1.3. EXPOSICAO A RADIACAO E OS SISTEMAS BIOLOGICOS

Os efeitos da RF-EMR emitida por aparelhos celulares disponiveis no
mercado em sistemas biolégicos tém sido amplamente debatidos. Estima-se que
nos paises industrializados o nivel de radiacdo background tenha aumentado 5.000
vezes de 1985 a 2005 (MAES, 2005). Tais mudancas ambientais possuem um seério

impacto na biologia e saude humana, uma série de estudos epidemiologicos tém



sugerido o aumento de neoplasias em usuarios que usam demasiadamente 0s
aparelhos celulares (HARDELL, CARLBERG E HANSSON, 2005; HARDELL et al.,
2007a; HARDELL et al., 2007b; SADETZKI et al., 2008; HARDELL E CARLBERG,
2009; HARDELL et al., 2011; SATO et al., 2011). Recentemente, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) incluiu a radiacdo emitida pelo telefone movel no grupo 2B
de agentes possivelmente carcinogénicos (WHO, 2015). Nesta categoria sé&o
classificados o0s agentes para 0s quais existem evidéncias limitadas de
carcinogenicidade em humanos e menos que evidéncias suficientes de

carcinogenenicidade em modelos animais.

Alguns estudos indicam que a longo prazo a exposicdo a RF-EMR em seres
humanos pode causar varios distlirbios ndo-cancerosos, como por exemplo: dores
de cabeca, fadiga, depressdo, zumbido, irritacdo de pele, distlirbios hormonais e
outras condi¢cdes (ABDEL-RASSOUL et al., 2007; BUCHNER E EGER, 2011, CHU
et al., 2011, JOHANSSON, 2006; SANTINI et al., 2002). Além disso, estudos sobre
os efeitos da radiacdo em células germinativas humanas tém sido publicados
(AGARWAL et al., 2009; DE LULIIS et al., 2009). Muitos estudos ja demonstram uma
possivel interferéncia da radiagdo ndo ionizante no processo reprodutivo,
principalmente relacionada a infertiidade masculina: em homens expostos a
radiacdo desses aparelhos ha diminuicdo do numero de espermatozoéides viaveis
(FEJES et al, 2005) e diminuicdo na motilidade desses espermatozoéides
(WDOWIAK, WDOWIAK E WIKTOR, 2007). Ha ainda estudos que apontam danos
no DNA dessas células devido, principalmente, ao estresse oxidativo causado pela
exposicao a ondas eletromagnéticas de radiofreqiéncia (DE LULIIS et al., 2009).
Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que a exposi¢cdo a radiacao
aumenta a fragmentacdo de DNA em espermatozoéides ja apos trés dias de
exposicdo em modelos animais, além de ser responsavel pelo aumento da

mortalidade e diminuicdo na concentracdo dos espermatozodides (MUSSO, 2014).

Tem sido demonstrado que criangcas apresentam maior susceptibilidade a
agentes toxicos, fisicos e ambientais, em comparacdo aos adultos, especialmente
nos sistemas reprodutivo, enddcrino, € no sistema nervoso central (SNC). A
susceptibilidade de cada 6rgdo para o agente toxico depende do periodo da
embriogénese em que a exposicao ocorre (TAKAHASHI et al., 2010), o que torna

importante detectar possiveis alteracbes em diferentes fases gestacionais.



Considerando que criancas tém um tempo de vida de exposicdo maior quando
comparados com o0s adultos, e a preocupacdo com a vulnerabilidade do
desenvolvimento do sistema nervoso de criancas a radiofreqiéncia, a OMS definiu
0s estudos relacionados ao risco na saude das criancas de RF-EMR como

prioridade.

Os estudos realizados até agora mostram resultados controversos. Alguns
mostram efeitos na prole exposta no periodo pré-natal como alteragcbes nas
caracteristicas eletrofisiologicas de neurdnios (HAGHANI, SHABANI E MOAZZAMI,
2013) e reducdo do nimero de foliculos ovarianos (GUL, CELEBI E UGRAS, 2009).
Além disso, foi demonstrado que ratas prenhes expostas a radiacdo emitida por
celulares por 30 minutos por dia durante diferentes periodos da gestacao
apresentaram indices de reabsor¢cdo aumentados e possivel toxicidade hepatica e
seus fetos apresentam retardo no processo de ossificacdo, além de alteracdes
hematolégicas e mudancas na expressao de genes envolvidos na organogénese
(EL-SAYED et al.,, 2011). Aldad et al. (2012) sugerem o efeito programador da
exposicdo in-utero a radiacdo de aparelhos celulares afetando o
neurodesenvolvimento e o comportamento em camundongos. Por outro lado, outros
estudos ndo mostraram nenhum efeito da exposicdo pré-natal a campos RF-EMR
(OGAWA et al., 2009; TAKAHASHI et al., 2010). Tomados em conjunto todos eles
sugerem estudos adicionais sobre possiveis efeitos sutis na estabilidade do
desenvolvimento, a fim de esclarecer sobre a sensibilidade dos organismos

biolégicos a campos magnéticos de baixa frequéncia.

Até agora, 0s mecanismos moleculares relacionados a possiveis efeitos néo
térmicos da RF-EMR néo foram elucidados, mas tem sido sugerido que a radiacéo
emitida por aparelhos celulares é responsavel por aumentar a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como superéxido, peroxido de hidrogénio, radical
hidroxila e 6xido nitrico (SHAHIN et al., 2013; YAKYMENKO et al., 2015). ROS séo
relacionadas com muitas condi¢cbes patoldégicas, como o0 crescimento e
desenvolvimento prejudicado, o que pode ser devido ao fato de que espécies
reativas de oxigénio afetam a comunicagdo entre cérebro, pituitaria e ovario,
interferindo na maturacdo do odcito, processo de ovulacdo e implantacdo do zigoto.
Altos niveis de ROS e baixa atividade antioxidante sdo responsaveis pela diminuicédo
da esteroidogénese (LIU, ZHANG E ZENG, 2006; PALACIO et al., 2006). Shahin et



al. (2013) demonstraram que ratas prenhes expostas a radiacdo apresentaram alta
producdo de espécies reativas de oxigénio e alta concentracdo plasmatica de

progesterona e estrogénio, o que prejudica o processo de implantacado do embriéo.

O aumento da produgcdo materna de espécies reativas de oxigénio provoca
mudancas na saude materna, podendo indiretamente afetar a prole. O figado € o
principal 6rgdo de desintoxicacdo, e ja foi relatada a ocorréncia de alteracdes
hepatolégicas em animais expostos a radiacdo (EL-BEDIWI et al., 2011).
Juntamente com o aumento da producdo de ROS também foi demonstrada a
diminuicdo de enzimas antioxidantes, como resultado da exposicdo a radiacéo,
consequentemente, os fetos que tiveram suas méaes expostas durante a gestacao
apresentaram danos cerebrais (JING et al., 2012), o que pode levar a sequelas

permanentes e influenciar o seu comportamento.

1.4 TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

O ciclo reprodutivo inicia-se com a producédo dos gametas nos pais (ainda no
periodo pré-natal), seguido pela fertilizacdo e desenvolvimento embriofetal,
nascimento e desenvolvimento pos-natal até atingir a maturidade sexual quando os
descendentes, ja adultos, tornam-se capazes de procriar. Dessa forma, diferentes
fases da vida reprodutiva podem ser afetadas dependendo de quando o individuo foi
exposto ao agente toxico.

Quando estes agentes atuam na fase de fecundacéo - implantacéo (0-6 dias,
em roedores), seus efeitos mais evidentes sdo o aborto ou a reabsorc¢do; no periodo
de organogénese (6-15 dias), o embrido sofre alteragbes profundas da morfogénese
e na fase fetal (15-22 dias), os efeitos provaveis sdo a toxicidade, retardo no
crescimento e alteragdes no sistema nervoso central (RABELLO-GAY, RODRIGUES
E MONTELEONE-NETO, 1991).

Assim, a exposicdo durante a fase de implantacdo acarreta mais
embrioletalidade do que teratogénese; no periodo de organogénese tanto pode
haver teratogénese, caso as lesbes produzidas sejam compativeis com a vida ou
embrioletalidade, se ndo o forem; no periodo fetal e neonatal os esbocos dos 6rgéos

ja estdo definidos e a maioria dos tecidos ja esta formada, nessa etapa as



malformacgGes sdo menos freqlentes, mas o crescimento e a maturacao fisioldgica

podem ser afetados por agentes toxicos (BERNARDI, 2002).

A toxicologia reprodutiva dedica-se ao estudo de fatores que possam alterar o
sistema reprodutor, o desenvolvimento do embrido e feto e o desenvolvimento pos-

natal da prole. Podemos dividir esses estudos nos seguintes estagios:

Estagio 1. Maturacdo sexual a concepcdo. Avaliam-se as funcdes
reprodutivas de machos e fémeas adultas, o desenvolvimento e maturagdo de

gametas, o comportamento sexual e o processo de fertilizacéo.

Estagio 2. Concepc¢édo a implantacdo. Sao estudados as funcdes reprodutivas
de fémeas adultas, o desenvolvimento pré-implantacdo e o periodo de implantacao

propriamente dito.

Estagio 3. Implantacdo ao fechamento do palato duro. As funcdes
reprodutivas de fémeas adultas, o desenvolvimento embrionério e a formacdo dos

principais 6rgédos séo os objetivos de estudo nesse estagio.

Estagio 4. Fechamento do palato duro ao final da gestacdo. Avaliam-se aqui
as funcdes reprodutivas de fémeas adultas, o desenvolvimento e crescimento fetal e

o desenvolvimento e crescimento dos érgaos fetais.

Estdgio 5. Nascimento ao desmame. Os focos de estudo sdo a funcéo
reprodutora de fémeas adultas, adaptacdo neonatal a vida extra-uterina,

desenvolvimento pré-desmame e crescimento.

Estagio 6. Desmame a maturidade sexual. Investigam-se as acdes
toxicologicas dos agentes durante o desenvolvimento e crescimento pos-desmame,
adaptacdo da prole a vida independente até atingir a maturidade sexual. Aqui se

investigam também a fisiologia e indicios de toxicidade materna.

Para que haja uma gestacdo bem sucedida varios fatores coordenados
precisam ocorrer. Obtida a fertilizacdo, a transferéncia para o Utero se faz em
diferentes fases — duas células, morula, blastocisto, sendo essa ultima fase melhor
para analise, visto que a quantificagdo morfolégica dessa estrutura permite prever as
chances do éxito na implantacdo do blastocisto (MARGANHA, PETERS E GUERRA,
2002).



No caso da implantacdo, € necessaria uma sequéncia de interacdes
bioquimicas e fisicas entre blastocisto e utero, que conduz a formacdo de um
contato intimo e especializado entre trofoblasto e endométrio (ACOSTA, 1994). Essa
requintada coordenacédo envolve a producdo regulada de fatores de crescimento,
citocinas e hormonios por tecidos embrionarios e maternos, tanto de origem uterina
qguanto extrauterina (PSYCHOYOS, 1986). O trofoblasto, em particular, € muito
eficaz na producédo de varios hormonios e citocinas que mostram profundos efeitos
sobre a fisiologia materna (PETRAGLIA et al.,1998; ROBERTS et al.,, 1999). Em
adicdo, as células de trofoblasto expressam uma série de receptores na matriz
extracelular e secreta proteases envolvidas na degradacdo de matriz que dao
suporte a interacdo e a invasao através do endométrio (CROSS, WERB E FISHER,
1994; ALEXANDER et al.,, 1996). Janela de receptividade € o nome dado ao
momento em que h& receptividade endometrial, para que isso ocorra é necessario
gue haja um pico de estrogénio agindo no endométrio, sensibilizado previamente por
concentracbes elevadas de progesterona (PSYCHOYOS, 1986). Falhas na
coordenacao de eventos iniciais criticos para a implantagdo durante essa “janela de
receptividade” resultam em perda gestacional precoce (CARSON et al., 2000). A
janela de implantacdo, em roedores, tem duracdo de 12 a 24 horas (YOSHINAGA,
1988; PSYCHOYOS, 1996) e, em humanos, dura quatro dias (STRAUSS E
COUTIFARIS, 1999).

No Utero, a secrecdo de estrogénios ovarianos € responsavel por tornar o
estroma uterino receptivo para a implantacdo, assim como por estimular a
proliferacéo de células epiteliais do endométrio, e a progesterona € responsavel pela
implantac&o do blastocisto e manutencéo da gestacéo. O transporte do embrido pela
tuba uterina € acelerado sob efeito do estrogénio, devido ao aumento da
contratilidade tubaria (VINIJISAMUN et al.,, 1990; CROXATTO et al., 1991). O
desenvolvimento dos estagios de zigoto a blastocisto requer a presenca de
estrogeno e progesterona. A concentracdo inadequada destes hormonios leva a
diminuicdo do numero de embrides e do numero de células por embrido (PARIA,
SONG E DEY, 2001).

Ao ocorrer uma gestacao, o concepto produz gonadotrofina coribnica que
mantém o funcionamento do corpo Iiteo pelo tempo inicial da gestacdo, até que a

placenta ocupe seu lugar. O corpo lateo produz esteréides (progesterona, estrogénio



e androgénio), inibina, relaxina, prostaglandina e derivados araquidénios, neuro-
horménios, fatores de crescimento e citocinas, entre outras substancias (GUERRA,
1995). Durante a gestacdo de ratos, o corpo liteo aumenta rapidamente de
tamanho, devido a hipertrofia das células luteas, ao nimero aumentado de células
endoteliais do corpo luteo e o aumento do fluxo sanguineo (BRUCE, MEYER E
DHARMARAJAN, 1984; TAMURA E GREENWALD, 1987; GIBORI, 1993). Alta
vascularizacdo parece ser necessaria para fornecer as células liteas a grande
quantidade de colesterol necesséria a sintese de progesterona e também para que a
progesterona produzida entre em circulacdo (SUGINO et al., 2001). O estradiol &
necessario para o desenvolvimento do corpo liuteo e manutencdo da funcao lutea
durante a metade da gestacdo em ratos (TAMURA E GREENWALD, 1987,
KASHIDA et al.,, 2001). Foi demonstrado que o estradiol é capaz de regular
positivamente VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), importante proteina
no processo de angiogénese (KASHIDA et al., 2001).

Embora inicialmente fosse considerado o papel da placenta na troca gasosa e
transferéncia de nutrientes e residuos, hoje ja se sabe que os tecidos intra-uterinos
(placenta, membranas fetais e decidua materna) estdo envolvidas em atividades
relacionadas a producdo de horménios e metabolismo, servindo como 06rgaos
endocrinos. Estudos sobre a fisiologia placentaria mostram que o modelo de
interacdo da placenta se assemelha em muitos aspectos a organizacdo do eixo
hipotalamo-hipofise, no entanto, a placenta produz um numero de horménios que
nao sao de outra forma sintetizados no organismo, 0 que sugere que um conjunto
distinto de horménios sdo necessarios para a realizacdo de alteracdes fisioldgicas
na gestagdo, em vez de simplesmente a produgédo de mais hormoénios (PETRAGLIA,
FLORIO E TORRICELLI, 2006).

A progesterona € um dos principais horménios da gravidez, e é produzida
pelo corpo luteo, a partir do colesterol, até cerca de 10 semanas de gestacédo (em
humanos), quando a placenta torna-se a principal fonte deste horménio e os seus
niveis aumentam durante a gestacdo. A placenta humana, por si s6, ndo € capaz de
diretamente produzir progesterona, entdo, converte o colesterol presente nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), vindo principalmente da circulagcdo materna,
primeiro em pregnenolona e em seguida, rapidamente em progesterona
(ASPILLAGA ET AL., 1983; STRAUSS, MARTINEZ E KIRIAKIDOU, 1996). A



contribuicdo fetal é insignificante, ja& que a morte fetal ndo tem influéncia imediata
sobre a sua producéo (ASPILLAGA et al., 1983).

Estrogenos sdo também sintetizados pela placenta dependendo dos
precursores de androgenos circulantes (DHEA e DHEA-S), que séao derivados tanto
de androgenos fetais quanto maternos (CHALLIS et al.,, 2000). DHEA-S fetal,
produzida principalmente pelas adrenais fetais, é convertida pela sulfatase
placentaria a DHEA e, consequiente em androsterona e testosterona, através de vias
enzimaticas comuns para os tecidos produtores de esterdides. Esses androgenos

sao aromatizados pela placenta em estrona e estradiol.

Pouco se sabe sobre os efeitos da radiacdo emitida por aparelhos celulares
sobre os processos de implantacdo, organogénese e fetogénese e sua influéncia na
concentracdo dos horménios progesterona e estrogénio na gestacdo como um todo.
Yuksel, Naziroglu e Ozkaya (2015) demonstraram gque a concentracao plasmatica de
estrogénio e progesterona apresenta-se diminuida em ratas prenhes expostas a
radiacdo de aparelhos celulares, por outro lado, Shahin et al. (2013) demonstram
aumento na concentracdo plasmatica de estrogénio e alteragcdes no numero de
implantes em estudo com camundongos, e Nakamura et al. (1997) apontam
aumento de estrogénio tanto em ratas nuliparas quanto prenhes expostas a
radiacdo. H4 ainda um estudo realizado por Jin et al. (2013), no qual ndo foram

encontradas altera¢des na concentracao de estrogénio em ratas ndo prenhas.

Alteragcdes no embrido e na nutricdo fetal, bem como o estado do sistema
enddcrino durante a gestacao, podem resultar em adaptacdes de desenvolvimento
que produzem mudancgas estruturais, fisiolégicas e metabdlicas permanentes e
provocar a predisposicao a doencas cardiovasculares, metabolicas e enddcrinas na
vida adulta (BARKER, 1992). A maioria dos estudos de teratologia existente na
literatura centra-se em defeitos estruturais induzidos por um ambiente intra-uterino
alterado durante a gestacdo. Enquanto evidentes defeitos estruturais sao
normalmente associados com deficiéncia funcional, o inverso ndo ¢é
necessariamente verdade. Alteragbes bioquimicas induzidas por insultos pré-natais
que levam a déficits fisiolégicos da funcdo do 6rgdo podem ndo ser sempre
acompanhados por anormalidades anatémicas detectaveis (LAU E ROGERS, 2004).

Assim, tem aumentado a atencdo dada a teratologia funcional, uma extensao da



investigacdo para além de exames morfologicos para incluir as avaliacbes da
integridade funcional dos oOrgaos e sistemas (KAVLOCK E GRABOWSKI, 1983;
HERZYK et al., 2002; LAU E ROGERS, 2004).

Durante os periodos criticos do desenvolvimento, como a gestacao, lactacao
e adolescéncia, a prole é extremamente sensivel a mudancas ambientais (tanto
internas como alteracdes externas ao organismo), o que pode alterar a fisiologia de
véarios tecidos ao longo da vida (SIMMONS, 2005; BRENSEKE ET AL., 2013).
Portanto, a exposicdo a mudancas ambientais no inicio da vida pode ser
responsavel por um fendtipo alterado na vida adulta. Este fendmeno € chamado de
‘programacgao” e sua origem esta relacionada com modificacdes epigenéticas
durante esses periodos criticos da vida (BURDGE et al., 2007). O feto em
desenvolvimento tem a capacidade de desenvolver estratégias compensatorias para
superar a programacdo através de alteracbes no ambiente uterino; estas
compensacdes podem ser adaptativas, se eles suportam a sobrevivéncia ou
perturbadoras, se comprometem a sobrevivéncia pos natal (GODFREY,
GLUCKMAN E HANSON, 2010).

Enquanto algumas marcas epigenéticas sdo estaveis ao longo do tempo em
tecidos particulares, outras demonstram plasticidade durante o desenvolvimento.
Alteragdes epigenéticas ou “epimutacdes” que surgem através de um numero
diferente de mecanismos podem levar a uma variedade de doengas humanas. Tanto
fatores genéticos quanto ambientais impactam marcas epigenéticas, gerando

alteracdes fenotipicas dentro do padrdo de normalidade a doencas.

Diversos fatores ambientais, como restricao alimentar materna (BEACHAMP
E HARPER, 2015; 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., 2010; 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); sédo capazes de programar o individuo em sua
vida adulta, provavelmente contribuindo para doencas de inicio tardio, como doenca

cardiovascular, diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica.



O sistema reprodutor também pode ser programado por fatores ambientais,
sabe-se que o feto é extremamente sensivel a exposicdo a hormonios esterdides
durante seu desenvolvimento precoce. Os esterdides desempenham um papel
critco na trajetéria dos tecidos e diferenciacdo de O6rgdos durante o
desenvolvimento; compostos de desregulacdo endocrina que fazem sua sinalizacéao
por vias mediadas por esterdides durante os periodos criticos do desenvolvimento
podem levar a consequéncias a longo prazo, como alteracdes comportamentais
(JOST et al.,, 1973; GORSKI, 1986), alteracbes neuroenddcrinas e disfuncdo do
corpo lateo culminando na falha reprodutiva precoce (PADMANABHAN E VEIGA-
LOPEZ, 2014).

Neste contexto, pouco se sabe sobre o efeito da radiacao do telefone celular
sobre a programacao da prole. Foi demonstrado que animais expostos a radiacao
emitida a partir de telefone movel intra-uterina apresentaram desenvolvimento
neuronal alterado na idade adulta (ALDAD et al., 2012) e que hd o aumento da
incidéncia de micronudcleos em eritrécitos na prole exposta durante a vida intra-
uterina (FERREIRA et al., 2006). Estas sdo as poucas evidéncias experimentais de
programacao devido a exposicdo intra-uterina que temos conhecimento e mais
experimentos sdo necessarios para determinar o risco de exposicdo durante a
gestacao.

O eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA), também chamado de eixo de
estresse, € uma parte do sistema endécrino que responde rapidamente a mudancas
no ambiente ao longo da vida (GRACE, KIM E ROGERS, 2011). Estressores no
periodo pré-natal aumentam as respostas do HPA ao estresse mais tarde na vida,
aumentando o risco de disturbios metabolicos. Da mesma forma, a atividade HPA na
idade adulta é influenciada pela vida pés-natal, incluindo os cuidados maternos
(MEANEY, SZYF E SECKL, 2007). Condicbes de estresse ndo s ativam o0 eixo
HPA, mas também ativa o sistema simpatoadrenal, que resulta em altos niveis
plasmaticos de corticosterona e catecolaminas (AXELROD E REISINE 1984; DE
BOER, SLAGEN E VAN DER GUGTEN, 1988). Esses hormonios que regulam o
metabolismo da glicose (HALTER, BERARD E PORTE, 1984) podem alterar a
func@o do sistema nervoso central e potencializar o processo cognitivo e memoéria
para estimulos associados com o estressor (MEANEY, SZYF E SECKL, 2007).



A epinefrina é liberada pela medula da glandula adrenal, quando o sistema
nervoso simpatico é estimulado. Consequentemente, uma das funcées do sistema
nervoso simpético (SNS) é a de aumentar a disponibilidade da glicose para o
metabolismo energético rapido (GUYTON & HALL, 2011). O SNS e a medula
adrenal também séo afetados por fatores ambientais durante o desenvolvimento,
podendo persistir na idade adulta, tornando uma permanente caracteristica do
individuo (YOUNG, 2002).

Um perfil alterado de catecolaminas e corticosterona, ambos importantes
mediadores da reacdo de estresse e variacbes comportamentais, podem ser
indicativos que o eixo HPA e o sistema simpatoadrenal tenham sido afetados pela
radiacdo do telefone celular. J4 foi demonstrado que a exposicdo a microondas
emitidas por aparelhos celulares é capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
corticosterona materna (NAKAMURA et al.,, 1997) e também sabemos que a
radiacdo emitida por aparelhos celulares € capaz de alterar perfil de catecolaminas
(CAIRES, 2014) e comportamento (CAIRES et al., 2014), mas os estudos sao
escassos sobre o0s seus efeitos no periodo gestacional ou na prole exposta durante
o periodo intra-uterino.

Embora tenha aumentado o conhecimento sobre os possiveis efeitos da
radiacdo eletromagnética nos sistemas biolégicos, as pesquisas encontradas na
literatura sdo muito heterogéneas. Os estudos disponiveis aplicam diferentes
metodologias de exposicdo a radiacdo, com duracdo de tempo de exposicao que
variam muito. E, muito importante, ainda ndo ha, ao nosso entender, uma
metodologia boa o suficiente que reproduza de maneira mais fidedigna a forma
COmo as pessoas sdo expostas a radiacdo emitida por telefones moéveis. Sendo
assim, considerando a importancia e a magnitude da contaminacdo com radiacao
eletromagnética, a falta de informagBes consistentes sobre os seus efeitos
fisiolégicos e o0s resultados obtidos previamente por nosso grupo (efeitos
comportamentais, alteracdo do perfil de catecolaminas, fragmentacdo de DNA em
espermatozoides e alteracbes na via de ERK), se torna necessario avaliar o efeito
da radiagcdo emitida por telefones celulares sobre o processo reprodutivo; o
desenvolvimento embrionario e neonatal; e o possivel efeito programador da

radiac&o no sistema enddcrino.






2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de ondas eletromagnéticas irradiadas por aparelhos celulares
sobre o desenvolvimento embrionario e neonatal, e o parametros hormonais,

reprodutores e comportamentais da prole de ratas Wistar submetidas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito toxico da radiacéo sobre ratas prenhas.

- Estabelecer a interferéncia da radiacdo sobre o desenvolvimento embriofetal e

neonatal da prole de ratas de Wistar.

- Avaliar o efeito da radiacdo sobre a secrecdo de horménios nas méaes expostas e
na prole quando adulta (progesterona e estrogénio) e a sua relagcdo com o

desenvolvimento embrionério, neonatal e funcdes reprodutivas.

-Avaliar o efeito da radiacdo sobre catecolaminas, corticosterona e glicose em

animais adultos expostos a radiacdo no periodo pré-natal.

- Avaliar o comportamento e a capacidade reprodutiva de animais na vida adulta que

foram expostos a radiacdo no periodo pré-natal.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissédo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa da UFJF (Protocolos n°
52/2012, 76/2012 e 98/2012 — em anexo). Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com as recomendagdes 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 col6nia do biotério do Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, foram acasaladas com machos de fertilidade
comprovada, na proporcao 3:1, na noite em que estavam na fase de proestro. Na
manhd seguinte verificou-se o0 acasalamento através da presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal (dia 1 pos inseminacédo). 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 0s animais

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

3.2. PREPARACAO DAS GAIOLAS PARA MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Gaiolas especiais (Figura 4) foram construidas para acomodar 0os animais
durante os experimentos, as quais possibilitaram a exposicdo dos animais a
radiacdo enquanto estes se movimentavam livremente, evitando assim alteracoes

em consequéncia de estresse (CAIRES et al., 2014).



Figura 4. Gaiolas de experimento

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 dispersao da radiacdo emitida pelo aparelho celular aos animais controle
bem como bloquear outras radiagdes. Os animais controles foram mantidos a uma
distancia de 3 m da gaiola contendo os animais expostos. As tampas das gaiolas
tém varios furos com 0,5 cm de didametro 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 estd esquematicamente representada na

Figura 5.
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Figura 5. Representagéo esquematica da gaiola utilizada para acomodar os animais durante os
experimentos.



Estudos anteriores realizados em nosso laboratério mediram a intensidade do
campo elétrico gerado pela radiacdo emitida pelo telefone celular dentro das gaiolas,
sendo verificada a sua uniformidade, o que é importante porque 0S animais se
movem livremente. Mensuracdes da intensidade do campo elétrico foram também
feitas dentro das gaiolas dos grupos controles enquanto o aparelho celular estava
funcionando dentro da gaiola dos animais expostos, com o objetivo de verificar se a

radiacdo poderia afetar os animais controle.

A intensidade média do campo elétrico no interior da gaiola do grupo exposto
foi 4,1 V x m*, enquanto a intensidade média do campo elétrico no interior da gaiola
do grupo controle foi 0,45 V x m™’ (CAIRES, 2014), tal valor corresponde
basicamente a radiacdo background, uma vez que permanece 0 mesmo apoés

desligar o aparelho celular.

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 coordenacdo do professor Dr. José Paulo Rodrigues
Furtado de Mendonga do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da UFJF (Figura 6).

Figura 6. Mecanismo acionador dos aparelhos celulares A, dispositivo eletrdnico micro-controlado; B,
conexdo com os telefones celulares; C, conexdo com o no-break.



Os aparelhos celulares desse sistema operam a uma frequéncia de 1.8 GHz,
o dispositivo eletrénico micro-controlado funciona como um timer e foi programado
para ativar os aparelhos celulares para realizar ligagcbes com duracdo de 25
segundos a cada 2 minutos durante os dias de experimento, das 19h as 07h. O
horério foi estabelecido para que a exposicdo a radiacdo ocorra durante o periodo
de maior atividade dos animais. Tanto o0 mecanismo acionador quanto os aparelhos

celulares operam sem luz, som ou vibragéo.

3.4. CALCULO DA TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA (SAR)

A taxa de absorcdo especifica (SAR) fornece uma medida da energia
absorvida a partir do campo elétrico por tempo por unidade de massa do tecido. A
principio, € possivel obter o SAR por analise numérica e/ou medicao experimental. A
expressao mais simples para SAR (POLK E POSTOW, 1996) é dada por

(sAR) = =7 |E[
2p

onde o é a condutividade elétrica (S / m) do tecido, p é a densidade da massa do
tecido (kg / m®) e E é a intensidade do campo elétrico (V / m) do aparelho celular. A
unidade da SAR é W / Kg.

Para calcular o valor de SAR, é necesséario calcular o campo elétrico em cada
camada. Neste estudo, foram considerados cinco meios ou camadas: ar, pele,
musculo, gordura e ovario. O campo elétrico foi decomposto em duas polarizac¢des:
paralela (p) e perpendicular (s) para o plano de incidéncia do sistema. Assim, o0 SAR
total € dado pela soma para cada polarizacdo S e P. Outra questédo importante a ser
considerada foi o angulo de incidéncia. Devemos considerar que o animal € livre
para se mover dentro da gaiola e, consequientemente, ndo ha um angulo Unico de
incidéncia. Para resolver isso, calculamos numericamente em trés angulos para
saber a magnitude do SAR: 0°, 45° e 80°.

Os valores das propriedades fisicas usados, considerando a frequéncia de 1.8

GHz, séo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Valores de permissividade elétrica relativa, espessura e condutividade elétrica para as
camadas ar, pele, musculo, gordura e ovario considerando a freqgiiéncia de 1.8GHz.

Camadas Propriedades fisicas
Permissividade Condutividade
elétrica relativa Espessura (mm) elétrica (S/m)
Ar 1 00 0
Pele 29,4" 0,77° 0,84'
Musculo 46,7 2,07° 1,39
Gordura 5,35" 7,50° 0,078
Ovario 46,39" s 1,82*

Fonte: "(PEYMAN, REZAZADESH E GABRIEL, 2001) (NGAWHIRUNPAT et al., 2002) *Medidas
realizadas no laboratério “(FEDERAL COMMUNICATION COMMISSION — FCC, 2014)

Todos os calculos do valor de SAR foram realizados em parceria com 0s
professores Dr. José Paulo Rodrigues Furtado, da UFJF e Dr. Valmar Barbosa

Carneiro da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

3.5. ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grandes experimentos: o
estudo do efeito da radiacdo emitida por telefonia moével (1.8 GHz) sobre 1) a pré-
implantacdo e organogénese, 2) a fetogénese e 3) o periodo pds-natal até a vida
adulta. O periodo de exposi¢do a radiacéo foi do 1° dia de prenhez ao 15° para o
estudo do periodo de pré-implantacdo e organogénese, do 16° ao 20° dia para o
estudo de fetogénese e durante 21 dias de gestacdo para o0 estudo do
desenvolvimento pdés-natal até a vida adulta. Para cada grupo experimental houve
um grupo controle que foi submetido as mesmas condi¢des, porém sem exposicao a

radiacdo emitida pelo aparelho, cada um composto por 10 ratas prenhes.



3.6. AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

A toxicidade materna foi analisada através do ganho de massa corporal, hiper
ou hipoatividade, piloerecdo, estereotipia, cromodacriorréia, sangramento vaginal,
diarréia e morte (CHRISTIAN, 2001). O consumo de racao foi estimado pela
diferenca de peso entre a quantidade colocada as 12 horas do dia anterior e o0 que

restou na gaiola no dia seguinte.

Nas fémeas dos experimentos 1 e 2 foi obtido sangue no momento da
eutanasia para utilizacdo em dosagens bioquimicas a fim de avaliar a possivel

toxicidade da radiacéo.

Foram feitas dosagens séricas da atividade enziméatica de alanina
aminotransferase (ALT), aspartatoaminotransfertase (AST), gama GT e fosfatase
alcalina utilizando kits especificos gentilmente cedidos pela empresa Bioclin/Quibasa
(Belo Horizonte, MG, Brasil) seguindo as instrucbes do fabricante. As dosagens
séricas de ALT e AST sdao indicadores especificos de lesdo de hepatdcitos.
Enquanto a fosfatase alcalina e gama glutamiltransferase (Gama GT) sdo enzimas
que refletem colestase por obstrucdo intra ou extra hepéatica (PRATT E KAPLAN,
2000).

Uma das caracteristicas mais evidentes de alteracdes patoldgicas de células
do figado é a alteracdo das enzimas ALT e AST no soro. Durante o dano celular,
devido a alta permeabilidade da membrana do hepatdécito, essas enzimas entram na
circulacao periférica e sdo observados aumento dos seus niveis (EL-BEDIWI et al.,
2011). A enzima A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatdcito,
enquanto que 80% da AST encontra-se presente na mitocondria. Em danos
hepatocelulares leves a forma predominante no soro é a citoplasmatica, enquanto
que em lesBes graves ha liberagdo da enzima mitocondrial, elevando a relacdo
AST/ALT, para complementar o diagnostico de possivel lesdo do figado sao feitas
dosagens de fosfatase alcalina e gama GT que se elevam quando ha lesédo nas vias
biliares (MESSIAS et al., 2010).

Também foram feitas dosagens séricas de peroxido de hidrogénio por
colorimetria utilizando kit especifico e de acordo com as orientagfes do fabricante
(BioAssay Systems, Hayward, CA, USA).



3.7. ESTUDO DO PERIODO DE PRE-IMPLANTACAO E ORGANOGENESE
(EXPERIMENTO 1)

Ratas no 1° dia de prenhez foram divididas aleatoriamente em um grupo
experimental e um grupo controle, cada um contendo 10 animais. Foi feita a
exposicdo a radiacdo até o 15° dia de prenhez, apds esse periodo as ratas foram
eutanasiadas por exsanguinacao total sob anestesia (90mg/Kg de ketamina e
10mg/Kg de xilazina, via intraperitoneal), seguida de perfuracédo do diafragma. Apods
laparatomia foram removidos e pesados ovarios, figado, rins, adrenais e baco. Nos
ovarios foram contados, com o auxilio de microscopio estereoscopico, 0S COrpos
lateos. Os cornos uterinos foram removidos e neles contados fetos vivos, mortos e
reabsorvidos (inicial e tardiamente), para a determinacao do indice de implantacéo,
além das perdas pré- e pos-embriondrias. Fetos e placentas foram pesados. Os
fetos foram fixados em Bouin e observados sob microscépio estereoscépico para a
identificacdo de malformacdes em membros superiores e inferiores, fechamento de

tubo neural e morfologia da face.

Foi retirado o sangue das maes através de puncao cardiaca. O material foi
mantido em banho-maria por 10 minutos e em seguida centrifugado por 5 minutos
em uma rotacdo de 1.811 G. O soro obtido foi separado, conservado em nitrogénio
liquido para posteriores dosagens hormonal e bioquimica.

3.8. ESTUDO DO PERIODO DE FETOGENESE (EXPERIMENTO 2)

Ratas no 15° dia de prenhez foram divididas aleatoriamente em um grupo
experimental e um grupo controle, cada um contendo 10 animais. Foi feita a
exposicdo a radiacdo do 16° até o 20° dia de prenhez, ap0s esse periodo as ratas
foram eutanasiadas como ja descrito acima. Foram realizados 0s mesmos
procedimentos de pesagem dos animais e 6rgdos, € mensuracdo do consumo

alimentar.

Removido o sistema reprodutor, os ovarios foram dissecados, pesados e seus

corpos luteos contados com auxilio de microscopio estereoscopico.



Os cornos uterinos foram seccionados, foram contados fetos vivos (0s que se
moveram espontaneamente ou sob o toque de uma ping¢a), mortos e reabsorcdes.
Os fetos mortos e vivos foram pesados separadamente e sexados pela observagao
da distancia anogenital. As placentas foram separadas do amnio e do cordao
umbilical e pesadas. Posteriormente, a ninhada foi eutanasiada por crioanestesia e,
com o auxilio de microscépio estereoscopio, examinada para a verificacdo de
malformacdes externas (fenda palatina, labio leporino, polidactilia, extrofia cardiaca,
celossomia, anoftalmia). Aleatoriamente dois fetos por ninhada (um macho e uma

fémea) foram necropsiados e o cérebro e figado foram removidos e pesados.

Foi obtido o sangue para posteriores dosagens hormonal e bioquimica por

meétodos ja descritos acima.

3.9. ESTUDO DO DESENVOLVIMENTO NEONATAL DA PROLE (EXPERIMENTO
3)

Ratas no primeiro dia de prenhez foram aleatoriamente divididas em um
grupo experimental e um controle, cada um contendo 10 animais. Os animais foram
expostos durante 21 dias de gestacdo a radiacdo emitida por aparelho celular.
Durante este periodo foi quantificado o consumo alimentar e o ganho de massa
corporal materna. Foi registrado o dia de nascimento de cada ninhada e seu peso.
Foi anotado o numero de filhotes e proporcdo entre machos e fémeas em cada

ninhada, observando o estado fisico de cada filhote.

Vinte e quatro horas apés o nascimento da prole, as ninhadas foram
padronizadas para ser compostas por trés machos e trés fémeas. Aleatoriamente
foram escolhidos um macho e uma fémea para o acompanhamento do
desenvolvimento fisico (n= 10 por sexo, em cada grupo experimental) e esses

filhotes foram identificados através de tatuagem feita na pele por nanquim (Figura 7).



Figura 7. Identificacé@o dos filhotes através de marcagdo com nanquim

A avaliacdo do desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole foram feitas

anotando-se diariamente os seguintes dados:

3.9.1. Desenvolvimento fisico

O desenvolvimento fisico foi avaliado pelo ganho de massa corporal e sinais

indicadores de desenvolvimento fisico (SIDF).

Os filhotes marcados com nanquim foram pesados 24 horas apds o
nascimento, e no 4°, 7°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°, 45°, 60°, 75° e 90 dias apds o parto
(BAILEY et al., 2009). Como sinais indicadores do desenvolvimento fisico da prole
foram observados: abertura dos olhos, desdobramento das orelhas, aparecimento
de lanugo e pélos, erupcédo dos incisivos superiores e inferiores, a abertura vaginal.
Foi considerada a data em que ocorreu em ambas as estruturas quando avaliadas
estruturas pares (ALDER, 1983; SCHWARZ et al., 2003).

Para a observacdo do lanugo foi utilizada lupa de mao. O aparecimento dos
pélos foi considerado quando o animal estava todo coberto e na cor branca. A
erupcgdo dos dentes incisivos foi feita com a ajuda de um lapis atritando a gengiva. A



abertura vaginal foi considerada quando perfeitamente discernivel. Nos machos néo

foi possivel observar o aparecimento da separacéao do sulco balanoprepucial.

3.9.2. Desenvolvimento reflexolégico

Foram feitos os testes de resposta postural e geotaxia negativa. No teste de
resposta postural o filhote € colocado sobre uma mesa em decubito dorsal e sua
resposta é se voltar a posi¢éo de decubito ventral (Figura 8).

A

Figura 8. Teste de resposta postural. A, representagédo do filhote na posicéo de decubito dorsal e B,
resposta do filhote ao teste.

J& no teste de geotaxia negativa o animal é colocado sobre uma plataforma
com uma inclinagdo de 30° posicionado com a cabeca voltada para baixo, observa-
se 0 animal dar uma volta de 180° (Figura 9).



Figura 9. Teste de geotaxia negativa. A, representac¢do do filhote sendo colocado na rampa com a
cabeca voltada para baixo e B, resposta do filhote ao teste.

Os testes foram feitos diariamente, sempre no mesmo horario, até que todos

os reflexos aparecessem, tendo duracdo de 15 segundos cada um (SILVA, 1991).

3.10. ESTUDO DOS ANIMAIS NA IDADE ADULTA

3.10.1. Testes comportamentais

A prole de machos quando completou 90 dias foi submetida ao teste
comportamental de esquiva inibitoria e teste de labirinto em cruz elevado. Esses
testes foram feitos somente com o0s machos considerando que as variagdes
hormonais das fémeas de acordo com a sua fase do ciclo estral poderiam interferir
nos resultados (JOHNSTON E FILE, 1990).

3.10.1.1. Teste de esquiva inibitéria



O teste de esquiva inibitoria foi utilizado para avaliar a memoaria a longo prazo
dos animais, o modelo é um dos mais utilizados em relacéo a testes de memoaria e
aprendizado (IZQUIERDO E MEDINA, 1977) e consiste em inibir a exploracdo do
ambiente pelo animal através da aplicacdo de choques elétricos. O equipamento é
constituido por uma caixa de metal com 50 cm de comprimento, 30 cm de largura e
30 cm de altura. Parte do chdo é formada por barras paralelas de metal (2 mm de
diametro) espacadas por 0,5 cm. Outra parte compreende uma plataforma com 7 cm
de largura e 2,5 de comprimento colocada junto a parede esquerda do aparelho, que
proporciona aos ratos um abrigo do ataque eletrénico (Fig. 10). Na sesséao de treino,
o animal € colocado sobre a plataforma e se registra o tempo que o rato leva para
descer da plataforma com os quatro membros. Imediatamente apds a descida da
plataforma, o animal recebe um breve choque elétrico suave (0,5 mA - 2 segundos).
Vinte e quatro horas apés a sessao de treino, tempo necessario para que ocorra a
consolidacdo de memoria (aprendizado) pelos ratos (IZQUIERDO E GRAUDENZ,
1980), cada roedor foi, mais uma vez, posicionado na plataforma e o tempo gasto
para posicionamento das 4 patas na grade do aparato foi medido - (periodo de
laténcia), e este valor foi tratado como medida de memoria de longo prazo; nenhum
choque elétrico foi disparado nessa segunda etapa do teste. O tempo maximo de
laténcia foi de 180 segundos, valor dado como memdria de retencdo. Por existir um
teto de 180 segundos para laténcia nas sessOes de treino e teste, os dados de
esquiva inibitéria foram analisados usando estatistica ndo paramétrica (teste de

Mann-Whitney), e foram apresentados como mediana e intervalo interquartilico.



Figura 10. Equipamento utilizado para o teste de esquiva inibitéria.

3.10.1.2. Teste de labirinto em cruz

7z

O labirinto em cruz elevado é um método validado para explorar o
comportamento de ansiedade (PELLOW et al., 1985). O equipamento consiste de
estrutura de quatro bracos, elevados 50 cm do chdo, conectados por uma éarea
central. Dois bragos possuem paredes, sendo chamados de bracos fechados (BF), e
outros dois ndo possuem as paredes, correspondendo aos bragos abertos (BA) (Fig.
11). Os animais foram colocados individualmente na area central, voltados para um
dos bracos abertos. Durante um periodo de teste de cinco minutos, o tempo gasto
nos bracos abertos e fechados foi medido por dois observadores sentados na

mesma sala.

Em caso de estado de ansiedade, os roedores tendem a permanecer nos BF,
evitando os BA, os quais seriam locais inseguros. Tal situacdo é apresentada pela
diminuicdo na propor¢cédo do tempo gasto e do nimero de entradas nos BA (HOGG,
1996). A porcentagem do tempo gasto nos bracos abertos (% tBA) foi determinado
como: tempo nos BA / (tempo nos BA + tempo nos BF) x 100. O uso de %BA, ao
invés de considerar apenas as medidas de tempo gasto nos bracos abertos é
vantajoso considerando as possiveis variacdes de atividade locomotora de cada



individuo. As medidas dos graus de atividade nos bracos abertos e fechados nos
permitem corrigir os efeitos de maior ou menos atividade de exploracdo (RODGERS
e DALVI, 1997).

Entre as observagOes de cada animal, a arena foi limpa com solugédo de

alcool 70%.

Figura 11. Aparato utilizado para realizacéo do teste de cruz elevada.

Os dois testes, de esquiva e em labirinto, foram feitos no periodo noturno no
qual os animais se encontram em maior atividade e foi usada como iluminagdo uma
lampada vermelha. Os testes foram realizados com um intervalo de 2 dias afim de

evitar que o manuseio dos animais interferisse no teste seguinte.

3.10.2. Avaliacdo de catecolaminas

No dia seguinte ao Ultimo teste comportamental os animais foram
eutanasiados por exsanguinacao total sob anestesia e imediatamente retiradas as

glandulas adrenais.



3.10.2.1. Conteudo total

Para a dosagem do contetdo total de catecolaminas a glandula adrenal
direita foi utilizada. As glandulas foram imediatamente congeladas em 500 uL de
acido acético 10% apoés sua retirada. Para extracdo de catecolaminas as adrenais
foram homogenizadas no acido acético e centrifugadas (5031 G por 5 min). Em
seguida foi coletado o sobrenadante para posterior dosagem do conteudo total de

catecolaminas pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol (KELNER et al., 1985).

A 50 pL de cada amostra foram adicionados 250 pyL de tampéo fosfato 0,5 M,
pH 7,0 e, a seqguir, 25 pL de ferricianeto de potassio 0,5%. A solucdo foi
homogeneizada, incubada por 20 minutos e paralisada com 500 pL de acido
ascorbico (60mg/mL) / NaOH 5M, na propor¢ao 1:19. Foram adicionados 2,0 mL de
agua destilada, sendo a solucdo novamente homogeneizada e submetida a leitura
em espectrofluorimetro (Varioskan Flash, Thermo). Os comprimentos de onda para a
leitura foram 420 nm de excitacdo e 510 nm de emissdo. Paralelamente a dosagem
de catecolaminas foi feita uma curva padrdao de adrenalina (Hipolabor) nas
concentracgdes de 0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 uM. Esta curva padrao
foi utilizada para quantificar as catecolaminas dosadas. Todas as dosagens foram
feitas em duplicata, com os tubos mantidos em banho de gelo durante todo o

procedimento.

3.10.2.2. Secrecao basal e estimulada de catecolaminas

Avaliamos a secrecdo de catecolaminas basal e estimulada por cafeina e
potassio em medulas adrenais isoladas. Nestes experimentos, apds a retirada das
glandulas elas foram mantidas em tampé&o Krebs-Hepes, pH 7,2, até 0 momento da
dissecacéo. Nos experimentos de estimulacdo da secrecao de catecolaminas, foram

avaliadas sob duas abordagens:

1- Em resposta & inducéo da despolarizagdo da membrana plasmatica com altas

concentracdes de potassio



2- Em consequéncia da mobilizacdo de Ca®" de pools intracelulares. Neste caso
foi utilizada cafeina, um reconhecido mobilizador de Ca?* do reticulo
endoplasmatico (ENDO, 1977).

As glandulas utilizadas nos estudos de secrec¢éo de catecolaminas tiveram as
suas medulas dissecadas com o auxilio de microscépio estereoscopico, pingas e
tesoura oftalmoldgica. Depois de dissecadas, as medulas foram mantidas em
solugdo salina Krebs-Hepes com 0,5% de albumina. Esta solugdo salina foi
composta por (em mM): CI" 154,26; Na* 143,4; Ca®* 2,5; Mg?* 1,18; SO,™ 1,2; K*
5,9; glicose 11.1, HEPES 25.0; albumina de soro bovino — BSA 0,5%). O pH da

solucéo salina foi de 7,2.

As estimulacdes foram feitas em placas Costar de 96 pocos a temperatura
ambiente. Para a medula de cada animal, foram utilizados seis po¢os consecutivos
da placa. Os trés primeiros poc¢os continham solugéo salina Krebs-Hepes, o quarto,
a solucéo estimuladora (solucdo Krebs-Hepes contendo 25 mM de cafeina ou 30
mM de potassio), e os dois ultimos, também solucdo Krebs-Hepes salina. Em cada

poco, o volume de solucéao foi de 200 pL e o tempo de incubacao foi de 5 minutos.

Ao final da estimulacdo, as medulas foram colocadas em tubos eppendorf
com 220 yL de solugdo de acido acético 10% (v / v), para posterior extragdo, por
sonicacado (60 MHz por 10 minutos), do conteudo néo secretado. A quantificacdo da
secrecdo basal e estimulada (por cafeina ou potassio) e das catecolaminas
remanescentes nas medulas adrenais foi realizada pelo método fluorimétrico do

trinidroxiindol, como descrito no item 3.10.2.1.

3.10.3. Avaliacédo da glicemia e corticosterona total sérica

Os machos adultos, os mesmos utilizados nos experimentos para avaliagao
de comportamento e catecolaminas, foram submetidos a jejum de 8 horas antes que
se fizesse a avaliacdo da glicemia e corticosterona total. Como o0s animais sao de
atividade noturna o alimento foi retirado as 9h da manhéa e as dosagens se iniciaram
as 17h.



As amostras de sangue foram coletadas no momento da eutanasia por
puncédo cardiaca e centrifugadas (1811 G; 5 minutos) para a obtenc&do do soro. Os
niveis de glicose foram analisados por espectrofotometria, usando um kit de ensaio
colorimétrico de glicose (Bioclin / Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Corticosterona total foi mensurada usando kit RIA
para ratos (MP Biomedicals LLC, Orangeburg, NY, USA) com um ensaio de

sensibilidade de 7,7 ng/ml e coeficiente de variagéo intra-ensaio de 4,4%.

3.10.4. Estudo da capacidade reprodutiva da prole — avaliacdo das fémeas

No 90° dia de vida, uma fémea proveniente de cada ninhada foi acasalada
com machos de fertilidade previamente comprovada, na razdo de 1:1. Foram
considerados no maximo trés ciclos estrais de coabitagcdo com o macho, para isso foi

feito esfregaco vaginal diariamente para acompanhamento do ciclo estral.

As fémeas inseminadas foram pesadas no 15° dia de gestacdo quando foram
eutanasiadas por exsanguinacdo total sob anestesia. Apds laparatomia foram
removidos e pesados ovarios, figado, adrenal direita e esquerda, rins e baco. Nos
ovarios foram contados os corpos luteos. Os cornos uterinos foram removidos e
neles foram contados fetos vivos, mortos e reabsorcdes para a determinacdo dos
indices de implantacdo e taxas de reabsorcdo, além das perdas pré e poés-

embrionérias. As ninhadas e as placentas também foram pesadas.

O soro obtido foi utilizado para a dosagem dos hormoénios progesterona e 17

B-estradiol.

3.10.5. Estudo da capacidade reprodutiva da prole — avaliagdo dos machos

No 90° dia de vida os machos foram acasalados com fémeas nuliparas. A
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal foi considerada como o 1° dia de
prenhez. No 15° dia de gestacdo as fémeas inseminadas foram eutanasiadas por
exsanguinacao total sob anestesia. Os procedimentos ap0s a eutanasia foram feitos

como descrito no item anterior.



Apés comprovado o acasalamento, os machos foram eutanasiados por
exsanguinacao total sob anestesia. Um pequeno corte foi feito na bolsa escrotal
expondo o epididimo do animal e com o auxilio de uma tesoura cirdrgica, varios
pequenos cortes foram feitos na cauda epididimal liberando o seu contetddo. A
guantidade referente a uma ponta de tesoura do contetudo extravasado (~6 uL) foi
coletada do epididimo esquerdo. A amostra coletada foi usada para avaliar
morfologia e concentracdo dos espermatozéides. Todas as andlises foram
realizadas sem o conhecimento prévio da origem do animal (grupo controle ou

submetido a radiacédo).

Cada amostra de secrecédo coletada foi entdo transferida para 50 ul de salina
isotdnica (0,9 %, v / v, NaCl) em uma placa de Petri a 37 °C para dispersdo dos
espermatozoides. Uma diluicdo foi preparada transferindo 20 pl de cada amostra
para 6 ml de agua deionizada (1:300, v / v) para a determinacao da concentracao
(nimero de espermatozoides por unidade de volume). As diluicbes foram feitas em
duplicata e 10 pL de cada diluicdo foram transferidos para uma camara de Neubauer
(Improved Neubauer — 0,1 mm de profundidade). A contagem de espermatozoides
foi realizada sob microscopia de luz (Olympus BX41) em um aumento de 400 x. As
células foram contadas nos quatro quadrantes laterais em cada duplicata
(MARQUES E OSHIO, 2009). A concentracdo de espermatozoides foi calculada
segundo o WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human

Semen da seguinte forma:

Concentragao de espermatozoides / ml = (N/n) x (1/25) x FD x 10°

na qual N representa o numero total de espermatozoides (soma das contagens das
duas replicatas), n representa o numero total de linhas contadas e FD o fator de
diluicdo. Para este estudo n=16, pois 0s quatro quadrantes laterais, com 4 linhas

cada, foram contados e FD = 300.

Para analise da morfologia foram preparados esfregacos com dez pul de
amostra. Os esfregacos foram secos ao ar, corados pelo método de coloracdo de
Shorr de acordo com o0 WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing
of Human Semen (WHO, 2010) e armazenados para analise posterior. Todas as

analises foram feitas sob um microscépio de luz em um aumento de 400 x (Olympus



BX41) pela mesma pessoa, 5 - 7 dias ap0s a preparacdo de esfregaco. Ao menos
200 células foram avaliadas por lamina para a determinacdo de anormalidades

morfoldgicas.

3.11. DOSAGENS DE PROGESTERONA E 17 B-ESTRADIOL

Nas fémeas expostas nos experimentos 1 e 2 e nas fémeas (prole) no
experimento 3, horménios sexuais foram mensurados através do método de
radioimunoensaio, usando kits comerciais para progesterona (Progesterone Double
Antibody RIA Kit, 07170105 MP BIOMEDICALS), com um ensaio de sensibilidade de
0,11 ng/ml e um coeficiente de variacdo intra-ensaio de 4,9%; e estrogénio (17 B-
ESTRADIOL (E2) Double Antibody RIA Kit, 07138102 MP BIOMEDICALS), com um
ensaio de sensibilidade de 7,2 pg/ml e um coeficiente de variacdo intra-ensaio de
5,5% de acordo com instrugcdes do fabricante. Essas dosagens foram feitas em
parceria com o Laboratdrio de Fisiologia Endécrina da Universidade Estadual do Rio

de Janeiro.

3.12. ANALISES HISTOLOGICAS

Os ovarios retirados das maes dos experimentos 1 e 2, e 0s ovarios retirados
da prole quando atingem a idade adulta (experimento 3) foram fixados em PBS +
formol 10% e enviados para o Departamento de Histologia da Universidade Federal

de Juiz de Fora.

Todo o material foi emblocado e foram confeccionadas laminas do material
relativo aos experimentos 1 e 3, pois esses animais apresentaram alteracdes
hormonais. Nesse material foram utilizados procedimentos de incorporagdo de
parafina de rotina. As amostras de tecido previamente fixadas em formol a 10%
tamponado foram desidratadas em uma série graduada de etanol, clarificadas em
xilol e emblocadas em parafina. Seccdes de 4 um de espessura foram cortadas
usando microtomo deslizante (Leica Microsystems, Alemanha). Os cortes foram

corados com hematoxilina-eosina e analisados utilizando micoscopio (Primo Star,



Zeiss, Alemanha) e fotografados usando uma camera acoplada (AxioCam, Zeiss,

Alemanha).

A cada 20 seccdes histolégicas em série obedecendo a posicdo anatbmica do
orgédo, foram selecionadas cinco sec¢des de cada ovario, totalizando 10 secc¢des por
animal e submetidas a analise morfoloégica e morfométrica. Na area total abrangida
pela seccdo histoldgica, foi quantificado o numero total de foliculos primarios,

secundarios e terciarios. Para cada variavel foi obtida a média das 10 seccoes.

A classificacdo histolégica dos foliculos ovarianos foi realizada segundo a
preconizada por Freeman (1994), ou seja, foliculo primario: odcito revestido por
epitélio cubico simples de células da granulosa; foliculo secundario: odcito
circundado por varias camadas de células da granulosa e células da teca e foliculo
terciario: odcito circundado por varias camadas de células da granulosa e com a

presenca do antro.

Foi analisado o tamanho dos foliculos terciarios, estes se repetiam em varios
cortes sendo possivel acompanha-los e determinar seu maior diametro. Utilizou-se o
software Zeiss. Apos a obtengéo do diametro médio de cada foliculo terciario foi feita
a somatoria das medidas encontradas para os varios foliculos terciarios dos dois
ovarios. Obteve-se uma média desses valores que foi considerada o diametro médio

dos foliculos terciarios por animal.

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo 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 ndo pareado. Os efeitos da exposicéo e as diferencas entre as
meédias foram consideradas significativas quando p < 0,05. Apenas para analise dos
parametros reprodutivos: numero de corpos lateos, implantes, fetos vivos e mortos,
namero de reabsorcdes e perdas pré e pds implantacdo foi utilizado o teste qui
quadrado. O teste usado para a avaliar os dados de esquiva inibitoria foi o0 Mann-
Whitney. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prism 5.0

(GraphPad software, Inc.).



4. RESULTADOS

4.1. TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA (SAR)

Os valores encontrados para o SAR na frequéncia de 1,8 GHz e com
intensidade incidente inicial do campo elétrico de 4,1 V / m sdo mostrados na Tabela
2.

Tabela 2. Os valores de SAR para as duas polarizacdes (s e p) e 0 SAR total. Cada calculo foi feito
por trés diferentes angulos de incidéncia. O resultado representa o valor total de SAR dentro da
camada de ovério.

= 0 SAR, SAR¢ SARt
(Polarizacao) (Angulo) (mW/kg) (mW/kg) (mW/kg)
0 0 0,244 0,244
0.00
45 0 0,140 0,140
(s)
80 0 0,0109 0,0109
0 0,122 0,122 0,244
0.50 45 0,111 0,070 0,181
80 0,0350 0,0055 0,0405
0 0,244 0 0,244
1.00
45 0,222 0 0,222
()
80 0,070 0 0,070

Assim, os resultados mostram que os valores do SAR para a camada de
ovario estdo bem abaixo dos valores da SAR para produzir um aumento significativo

da temperatura. Na verdade, se for usada a equacéo:

DT _ (SAR)
Dt (o



e se utilizarmos o valor mais elevado de SAR obtido (ver Tabela 2) supondo que o

calor especifico do ovario € da ordem do calor especifico da 4gua, encontramos

-4
DT _ 2.44x10 Wo/kg:5.8><10'8 /s
Dt 4200J/kg°C

Estes resultados mostram que o efeito térmico ndo esta presente ou pode ser

considerado insignificante.

4.2. AVALIACAO DA TOXICIDADE MATERNA

N&o foram observados sinais clinicos de toxicidade materna — piloerecao,
hipo ou hipermotilidade no interior da gaiola, estereotipias, cromodacriorréia,
diarréia, perdas sanguineas vaginais e mortes — em nenhum dos grupos estudados
nos trés experimentos. Também nado foram observadas diferencas significativas da
massa corporal materna (Figuras 12 a 17) ou consumo alimentar (Figuras 18, 19 e
20) entre 0 grupo ndo exposto e o0 exposto a radiacdo nos diferentes periodos

gestacionais estudados.
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Figura 12. Variagcao da massa corporal materna de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares ao longo dos primeiros 15 dias de prenhez. Dados sé&o
expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.
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Figura 13. Ganho de massa corporal de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacao
emitida por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez. Dados sdo expressos como média
+ EPM. n =10, p > 0,05.
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Figura 14. Variacao da massa corporal materna de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez. Dados sdo expressos como
média £+ EPM. n = 10, p > 0,05.
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Figura 15. Ganho de massa corporal materna de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez. Dados sdo expressos como
média + EPM. n = 10, p > 0,05.
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Figura 16. Variacao da massa corporal materna de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares durante os primeiros 21 dias de prenhez. Dados sdo
expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.
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Figura 17. Ganho de massa corporal materna de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares durante os primeiros 21 dias de prenhez. Dados sao
expressos como média + EPM. n =10, p > 0,05.
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Figura 18. Consumo estimado de ra¢do por ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacao
emitida por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez. Os resultados mostram o consumo
médio diario do 2° ao 15° dia de gestacdo. Dados sdo expressos como média + EPM. n =10, p >
0,05.
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Figura 19. Consumo estimado de racéo por ratas Wistar prenhes nao expostas e expostas a radiagédo
emitida por aparelhos celulares no periodo de fetogénese. Os resultados mostram o consumo médio
diario do 16° ao 19° dia de gestacdo. Dados sdo expressos como média + EPM. n =10, p > 0,05.
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Figura 20. Consumo estimado de ragdo por ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacéo
emitida por aparelhos celulares no periodo gestacional. Os resultados mostram o consumo médio
diario do 2° ao 21° dia de gesta¢do. Dados sdo expressos como média + EPM. n =10, p > 0,05.

Os resultados obtidos das analises bioquimicas das ratas eutanasiadas no
15° dia e no 20° dia de gestacdo estdo expressos nas figuras 21 e 22,
respectivamente. No experimento 1 (Figura 21) ndo houve variagao significativa nas

analises bioquimicas.

Ja nas analises bioquimicas do experimento 2 (Figura 22) pode-se observar

um aumento de 60,85% nos valores de fosfatase alcalina e um aumento de 26,25%



na transaminase ALT. Os

demais

valores encontrados

significativamente em relacdo ao grupo ndo exposto.
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Figura 21. Dosagem sérica de ALT, AST, fosfatase alcalina e gama GT em ratas prenhes ndo
expostas e expostas a radiacdo emitida por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez.

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.
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Figura 22. Dosagem sérica de ALT, AST, fosfatase alcalina e gama GT em ratas prenhes néo
expostas e expostas a radiacdo emitida por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez. Dados
sdo expressos como média + EPM. n = 10. *p < 0,05.

Os resultados obtidos nas dosagens de peroxido de hidrogénio das ratas
eutanasiadas no 15° dia e no 20° dia de gestacéo estdo expressos nas figuras 23 e
24, respectivamente. Nas maes que foram expostas durante os primeiros 15 dias de
prenhez foi encontrado um aumento significativo de 60,93% no nivel sérico de
peréxido de hidrogénio quando comparados ao grupo ndo exposto. JA nos animais
que foram expostos do 16° ao 20° dia de prenhez ndo houve diferenca significativa

entre os grupos analisados.
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Figura 23. Dosagem sérica de perdxido de hidrogénio em ratas prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez. Dados s@o expressos
como média £ EPM. n = 10, *p < 0,05.
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Figura 24. Dosagem sérica de peréxido de hidrogénio em ratas prenhes nao expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez. Dados sdo expressos como
média + EPM. n = 10, p > 0,05.

4.3. ESTUDO DO PERIODO DE PRE IMPLANTAQAQ E ORGANOGENESE
(EXPERIMENTO 1) E ESTUDO DO PERIODO DE FETOGENESE (EXPERIMENTO
2).



Nas variaveis maternas das ratas eutanasiadas no 15° dia e 20° ndo foi
observada alteracdo significativa na massa dos 6rgédos analisados (Tabelas 3 e 4,

respectivamente).

Tabela 3. Massa dos 6rgdos maternos de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacao
emitida por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez.

Orgdos maternos

Nao exposto

Exposto

Figado
Massa absoluta (g)
Massa relativa (Q)

Rins
Massa absoluta (g)
Massa relativa (Q)

Baco
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Adrenais
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Ovérios
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

9,456 + 0,335
0,04488 + 0,00053

1,665 + 0,065
0,00789 + 0,00015

0,495 + 0,016
0,00236 + 0,00007

0,068 + 0,003
0,00032 + 0,00001

0,058 + 0,002
0,00028 + 0,00001

9,495 + 0,325
0,04412 + 0,00118

1,683 + 0,056
0,00781 + 0,00018

0,497 + 0,013
0,00231 + 0,00007

0,065 + 0,001
0,00030 + 0,00001

0,053 + 0,005
0,00025 + 0,00001

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.

Tabela 4. Massa dos 6rgaos maternos de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacéo
emitida por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez.

Org&os maternos




Nao exposto

Exposto

Figado
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Rins
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Baco
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Adrenais
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Ovarios
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

10,72 £ 0,505
0,04249 + 0,00078

1,56 + 0,059
0,00629 + 0,00008

0,466 + 0,015
0,00191 + 0,00003

0,063 + 0,002
0,00025 *+ 0,000005

0,073 £ 0,003
0,00028 + 0,00001

10,90 £ 0,225
0,04444 + 0,00055

1,58 + 0,036
0,00636 + 0,00019

0,474 £ 0,016
0,00192 + 0,00008

0,067 + 0,003
0,00028 + 0,000012

0,076 + 0,004
0,00031 + 0,00001

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.

Os parametros reprodutivos analisados sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.
Considerando o experimento 1 o numero de corpos lateos apresentou uma reducao
significativa de 6,45% no grupo exposto (Tabela 5). Nao houve diferenca significativa
no numero de implantes, fetos vivos, fetos mortos, reabsor¢cdes, assim como néo
houve diferenca nas perdas pré-implantagcéo e pés-implantacdo. Também n&o houve
diferenca significativa na massa de fetos e ninhadas por grupo e nem na massa de

fetos e ninhadas pesados individualmente. No experimento 2 (Tabela 6 ), ndo houve

diferenca significativa em nenhuma das variaveis reprodutivas analisadas.



Tabela 5. Variaveis reprodutivas de ratas Wistar prenhes nédo expostas e expostas a radiacdo emitida
por aparelhos celulares nos primeiros 15 dias de prenhez.

Variaveis Grupos

Nao exposto Exposto
Corpos lateos 124 116*
Implantes/grupo 111 108
Fetos vivos/grupo 106 97
Fetos mortos/grupo 0 0
Reabsorcfes/grupo 5 11
Perdas pré-implantacéo (%) 10,38 7,02
Perdas pés-implantacdo (%) 2,37 10,44
Massa fetos/ninhada (g) 1,558 £ 0,08 1,412 £0,12
Massa fetos/individual (g) 0,15+ 0,01 0,14 + 0,02
Massa placentas/ninhada (g) 1,513 £0,08 1,426 £ 0,07
Massa placentas/individual (g) 0,14 £ 0,01 0,14 + 0,02
Dados expressos em nameros absolutos, porcentagem ou média + EPM. n = 10, p > 0,05.

Tabela 6. Variaveis reprodutivas de ratas Wistar prenhes nédo expostas e expostas a radiacdo emitida
por aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez.

Variaveis

Grupos

Nao exposto

Exposto

Corpos lateos

129

133




Implantes/grupo 120 116

Fetos vivos/grupo 112 103
Fetos mortos/grupo 0 0
Reabsorc¢bes/grupo 8 13
Perdas pré-implantacéo (%) 6,81 12,96
Perdas pos-implantacao (%) 7,17 12,39
Massa fetos/ninhada (g) 21,420 + 4,07 20,679 + 5,66
Massa fetos/individual (g) 1,990 £ 0,52 2,182 £ 0,93
Massa placentas/ninhada (g) 4,729 + 0,984 4,323 +1,178
Massa placentas/individual (g) 0,438 £ 0,114 0,455 + 0,194

Dados expressos em numeros absolutos, porcentagem ou média + EPM. n = 10, p > 0,05.

As variaveis fetais do experimento 2 (propor¢cdo de machos e fémeas, massa
do figado e massa do cérebro) sdo apresentadas na Tabela 7. Nao houve diferenca
significativa nessas variaveis. Também nao foram observadas alteracdes
morfologicas nos fetos analisados com 15 dias (dados ndo mostrados), porém dois
fetos com 20 dias provenientes de diferentes méaes do grupo exposto apresentaram
alteracbes na formacdo da pata anterior e tamanho reduzido quando comparado
com fetos dos grupos nao expostos (Figura 25). Porém, como os membros sao
formados na fase gestacional anterior a que foram expostas as maes, esses dados
foram considerados néo relacionados a exposicao a radiacdo. As placentas (Figura
26) provenientes de uma rata do grupo tratado do experimento 2 apresentaram
morfologia diferente quando comparada com o grupo controle, porém a massa

dessas placentas n&o apresentou alteracao significativa.

Tabela 7. Variaveis fetais de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacdo emitida por
aparelhos celulares do 16° ao 20° dia de prenhez.

Variaveis fetais Grupos




Nao exposto

Exposto

NUmero de

machos/ninhada

NUmero de

fémeas/ninhada
Massa cérebro & (g)
Massa cérebro ¢ (g)
Massa figado & (g)

Massa figado ¢ (g)

5,00 + 0,462

4,75 + 0,674

0,127 + 0,010
0,120 +0,003
0,150 + 0,010

0,138 + 0,006

5,22 + 0,493

5,00 + 0,600

0,106 + 0,006
0,117 + 0,003
0,141 +£ 0,011

0,149 + 0,009

Dados expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.

Figura 25. Fetos de ratas expostas durante o periodo de fetogénese que apresentam membros mal
formados. As flechas indicam membros mal formados.



Figura 26. Placentas com morfologia alterada proveniente de rata exposta a radiacdo do 16° ao 20°
dia de gestacdo. As flechas indicam as placentas alteradas.

4.4. DESENVOLVIMENTO NEONATAL

Para avaliacdo do desenvolvimento neonatal as ratas prenhes foram expostas
durante os primeiros 21 dias de gestacdo ou até o nascimento dos filhotes no caso
de gestacBes que tiveram o periodo inferior a 21 dias. Foi observado que 100% dos
animais pertencentes ao grupo ndo exposto apresentaram 22 dias de gestacao
considerando o primeiro dia como aquele que foi encontrado espermatozoéides no
esfregaco vaginal. J4 as ratas pertencentes ao grupo exposto apresentaram
variacdo no tempo de gestacdo, que foi desde 20 dias até 24 dias (Tabela 8). A
Tabela 9 apresenta as variaveis relacionadas as ninhadas no momento do
nascimento. Nao foram observadas diferencas significativas no namero de filhotes,

massa da ninhada e proporcao de machos e fémeas por ninhada.



Tabela 8. Variacdo do tempo gestacional de ratas Wistar ndo expostas e expostas a radiacao emitida
por aparelhos celulares durante o periodo gestacional.

Dias de gestacao Grupos
Nao exposto Exposto
20 - 20%
21 - -
22 100% 20%
23 - 40%
24 - 20%

Dados expressos em porcentagem. n = 10.

Tabela 9. Variaveis fetais logo apds o nascimento de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a
radiacdo emitida por aparelhos celulares durante todo o periodo gestacional.

Variaveis fetais Grupos

Nao exposto Exposto
Numero de filhotes 9,90+ 0,86 10,30 £ 0,83
Massa da ninhada (Q) 54,47 + 4,66 58,66 + 3,96
Proporgcdo machos e fémeas 1,04 + 0,25 1,16 + 0,26

Dados expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.

A prole teve seu crescimento acompanhado do primeiro até o 90° dia, a figura
27 representa 0 ganho de massa corporal dos filhotes do sexo feminino e a figura 28
representa o ganho de massa corporal dos filhotes do sexo masculino. Nao houve

diferenca significativa no ganho de massa corporal da prole no periodo estudado.
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Figura 27. Ganho de massa corporal dos filhotes do sexo feminino do primeiro ao 90° dia de vida
expostos ou néo a radiagdo eletromagnética emita por aparelhos celulares durante a vida intra-
uterina. Dados expressos como média + EPM. n = 30, p > 0,05.
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Figura 28. Ganho de massa corporal dos filhotes do sexo masculino do primeiro ao 90° dia de vida

expostos ou ndo a radiacao eletromagnética emita por aparelhos celulares durante a vida intra-
uterina. Dados expressos como média + EPM. n = 30, p > 0,05.

Os indicadores de desenvolvimento fisico analisados estdo apresentados na
Tabela 10, ndo foram encontradas alteragbes significativas nos parametros
analisados. Os indicadores de desenvolvimento reflexologico estdo apresentados na
Tabela 11, ndo foram encontradas diferencas significativas nos testes de

endireitamento postural e geotaxia negativa.






Tabela 10. Desenvolvimento fisico (em dia de aparecimento) dos filhotes do sexo feminino e
masculino de ratas expostas ou ndo a radiacdo durante a gestacao.

Parametro fisico Sexo Grupos
Nao exposto Exposto
Aparecimento lanugo
3,40+0,16 3,22+0,14
3,60 £ 0,22 3,40 £ 0,22
Aparecimento pelos
9,60 + 0,33 9,30 +£0,33
9,50 £ 0,37 9,40 £ 0,37
Abertura olhos
16,00 £ 0,29 16,00 +£ 0,21
16,20 £ 0,35 15,80 £ 0,38
Desdobramento orelhas
4,80+0,13 4,30£0,21
4,60 £ 0,22 4,50 £ 0,22
Erupcéo incisivos
superiores
9,20+0,35 9,00 £ 0,36
9,60 £ 0,45 9,20+ 0,48
Erupgéo incisivos
inferiores
10,70 £ 0,42 10,20 £ 0,38
10,80 £ 0,35 10,00 £ 0,36
Abertura vaginal
36,80 + 0,64 36,70 £ 0,66

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.



Tabela 11. Desenvolvimento reflexoldgico (em dia de aparecimento) dos filhotes do sexo feminino e
masculino de ratas expostas ou ndo a radiacdo durante a gestacéo.

Parametro refexolégico  Sexo Grupos

Nao exposto Exposto

Resposta postural

F 2,70 £ 0,33 2,80 +0,30
2,80 0,38 2,60 £ 0,26
Geotaxia negativa
F 8,10+ 0,91 8,30 £ 0,86
M 8,60 + 0,60 8,20 £ 0,75

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.

4.5. ESTUDO DOS ANIMAIS NA IDADE ADULTA

Aos 90 dias todos os machos foram submetidos aos testes comportamentais
de esquiva inibitoria e labirinto em cruz elevado. Dois representantes de cada
ninhada foram escolhidos aleatoriamente para os experimentos relacionados a
dosagem de catecolaminas, glicose e corticosterona. E para 0s experimentos
relacionados a capacidade reprodutiva foi utilizado um macho proveniente de cada

ninhada, os resultados sao apresentados abaixo.

4.5.1. Testes comportamentais

O tempo gasto na plataforma, que é considerado como a retencdo da
memoria, apresentou aumento de 173,07% no grupo exposto porém esse resultado
nao foi significativo (Figura 29). A percentagem de tempo gasto nos bracos abertos,
gue esta relacionada com o estado de ansiedade, também néo diferiu entre animais

nao expostos e expostos (Figura 30).
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Figura 29. Efeito da exposi¢éo gestacional de ratas Wistar a RF-EMF sobre o estabelecimento de
memoria de longo prazo em animais expostos ou ndo a radia¢do durante a vida intra-uterina. Dados
expressos em mediana e intervalo interquartilico. n = 30, p > 0,05.
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Figura 30. Efeito da exposicéo gestacional de ratas Wistar a RF-EMF sobre o desenvolvimento de
ansiedade em animais expostos ou ndo a radiagdo durante a vida intra-uterina. Dados expressos
como média + EPM. n = 30, p > 0,05.

4.5.2. Avaliagéo das catecolaminas

Apbs coletadas as glandulas adrenais dos animais foram feitas as dosagens
de conteudo total de catecolaminas e estimulacdo da secrecéo de catecolaminas. O

conteudo total de catecolaminas foi significativamente reduzido em 41,45% nos



animais expostos a radiacdo (Figura 31). A secrecdo basal e a estimulada por
cafeina e por altas concentracdes de potassio ndo foi afetada pela exposicdo a

radiacéo (figuras 32 e 33, respectivamente).
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Figura 31. Concentracéo do contelido total de catecolaminas (UM) de animais ndo exposto e expostos
a radiacao emitida por telefones celulares durante a vida intra-uterina. Dados expressos como média
+ EPM. n =10, p <0,05.
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Figura 32. Secrecéo basal de catecolaminas de animais ndo exposto e expostos a radiacdo emitida
por telefones celulares durante a vida intra-uterina. Dados expressos como média + EPM. n =10, p >
0,05.
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Figura 33. Secrecéo de catecolaminas adrenal em animais ndo expostos e expostos a radiagéo
eletromagnética emitida por telefones celulares durante o periodo embrionario. Dados expressos
como média £ EPM. n = 10, p > 0,05.

4.5.3. Nivel de glicose e corticosterona total sérica

A figura 34 representa o nivel de glicose sérica nos animais em jejum
expostos e nao expostos a radiacdo. Os animais expostos apresentaram uma
reducao significativa de 15,45% da glicose sérica em relagcdo aos animais em que
suas maes nao foram expostas a radiacdo. A figura 35 representa a dosagem da

corticosterona total sérica, ndo foi observada diferenca significativa.
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Figura 34. Efeito da exposicdo gestacional de ratas Wistar a RF-EMF sobre o nivel de glicose sérica
em animais ndo expostos (n = 19) e expostos (n = 16) a radiacdo eletromagnética emitida por
telefones celulares durante o periodo perinatal. Dados sdo expressos como média + EPM. p < 0.05.
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Figura 35. Efeito da exposicado gestacional de ratas Wistar a RF-EMF sobre o nivel de corticosterona
total sérica em animais ndo expostos e expostos a radiacdo eletromagnética emitida por telefones
celulares durante o periodo perinatal. Dados sao expressos como média + EPM. n = 10. p > 0,05.

4.5.4. Capacidade reprodutiva das fémeas

As fémeas programadas ao atingirem 90 dias foram acasaladas com machos
de fertilidade previamente comprovada para o estudo da capacidade reprodutiva.
Foram utilizadas 20 fémeas nesse experimento, todos 0s animais acasalaram dentro
do limite de tempo determinado que foi de trés ciclos estrais de coabitacdo com o
macho. Durante o periodo gestacional ndo foram observados possiveis sinais
clinicos de toxicidade materna. No 15° dia de gestagdo as fémeas foram
eutanasiadas e analisados 0s seus 6rgdos maternos e variaveis reprodutivas. Nas
variaveis maternas néo foi observada alteragdo significativa na massa dos 6rgéos
analisados (Tabela 12). Também néo foram observadas diferencas significativas nas
variaveis reprodutivas analisadas (Tabela 13), assim como também n&o foram

observadas alteracées morfologicas nos fetos analisados com 15 dias.



Tabela 12. Massa dos érgdos maternos de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacao
emitida por aparelhos celulares durante a vida intra-uterina.

Org&os maternos Grupos

Nao exposto Exposto
Figado
Massa absoluta (g) 9,228 £ 0,315 9,389 £ 0,275

Massa relativa (g)

Rins
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

Baco
Massa absoluta (g)
Massa relativa (Q)

Adrenais
Massa absoluta (g)
Massa relativa (Q)

Ovarios
Massa absoluta (g)
Massa relativa (g)

0,04549 + 0,00090

1,767 £ 0,053
0,00858 + 0,00022

0,503 + 0,015
0,00231 + 0,00005

0,062 + 0,002
0,00029 + 0,00001

0,056 + 0,002
0,00026 + 0,00008

0,04642 + 0,00065

1,731 £ 0,095
0,00670 + 0,00191

0,529 + 0,038
0,00280 + 0,00002

0,054 + 0,004
0,00027 + 0,00001

0,055 + 0,006
0,00029 + 0,00003

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.



Tabela 13. Variaveis reprodutivas de ratas Wistar prenhes ndo expostas e expostas a radiacao
emitida por aparelhos celulares durante a vida intra-uterina.

Variaveis Grupos

Nao exposto Exposto
Corpos lateos 127 123
Implantes/grupo 118 114
Fetos vivos/grupo 113 107
Fetos mortos/grupo 0 0
Reabsorc¢bes/grupo 5 7
Perdas pré-implantacéo (%) 7,26 6,83
Perdas pos-implantacao (%) 4,06 5,88
Massa fetos/ninhada (g) 1,869 £ 0,12 2,042 £ 0,16
Massa fetos/individual (g) 0,16 £ 0,01 0,18 £ 0,02
Massa placentas/ninhada (g) 1,610 £ 0,09 1,706 £ 0,12
Massa placentas/individual (g) 0,14 £ 0,01 0,15+0,01

Dados expressos em nuameros absolutos, porcentagem ou média £+ EPM. n = 10, p > 0,05.

4.5.5. Capacidade reprodutiva dos machos

Os machos programados ao atingirem 90 dias foram acasalados com fémeas
nuliparas para o estudo da capacidade reprodutiva. Foram utilizados 20 machos
nesse experimento, todos os animais acasalaram dentro do limite de tempo
determinado que foi de trés ciclos estrais de coabitacdo com a fémea. Durante o
periodo gestacional ndo foram observados possiveis sinais clinicos de toxicidade
materna. No 15° dia de gestacdo as fémeas foram eutanasiadas e analisadas as
variaveis reprodutivas, ndo houve diferencas significativas nas variaveis reprodutivas
analisadas (Tabela 14), assim como também n&do foram observadas alteracbes

morfologicas nos fetos analisados com 15 dias.



Tabela 14. Variaveis reprodutivas de ratas Wistar prenhes acasaladas com machos ndo expostos e
expostos a radiacdo emitida por aparelhos celulares durante a vida intra-uterina.

Variaveis Grupos

N&o exposto Exposto
Corpos lateos 131 135
Implantes/grupo 113 118
Fetos vivos/grupo 109 108
Fetos mortos/grupo 0 0
Reabsorcfes/grupo 4 10
Perdas pré-implantacéo (%) 12,99 12,67
Perdas pos-implantacao (%) 4,10 10,97
Massa fetos/ninhada (Q) 2,520 £ 0,26 2,398 £ 0,30
Massa fetos/individual (g) 0,23+0,01 0,22 +0,01
Massa placentas/ninhada (g) 2,002 £ 0,16 2,042 £ 0,23
Massa placentas/individual (g) 0,18 + 0,01 0,19 +0,01

Dados expressos em ndameros absolutos, porcentagem ou média + EPM. n = 10, p > 0,05.

Apbs deteccdo do acasalamento através de esfregaco vaginal, os machos
foram eutanasiados e tiveram uma amostra da secrecdo epididimaria para analise

de concentracdo e morfologia dos espermatozoides.

A concentracdo dos espermatozoides € apresentada na figura 36. Nao houve
diferenca significativa entre o grupo ndo exposto e exposto. Os resultados da analise
morfolégica dos espermatozdides é apresentada na Tabela 15, também ndo houve

diferenca significativa entre o grupo n&o exposto e exposto.
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Figura 36. Numero de espermatozoides de machos néo expostos e expostos a radiacdo emitida por
aparelhos celulares durante a vida intra-uterina. Dados s&o expressos como média + EPM. n=10. p
> 0,05.

Tabela 15. Percentual de espermatozéides morfologicamente normais e anormais de machos
programados ndo expostos e expostos a radiagcdo emitida por aparelhos celulares durante a vida
intra-uterina

Morfologia espermatozoéides Grupos

N&ao exposto Exposto
Morfologicamente normais (%) 92,50 92,45
Morfologicamente anormais (%) 7,50 7,55
Anormalidades na cabeca (%) 4,75 4,90
Anormalidades na cauda (%o) 2,75 2,65

4.6. DOSAGEM DE PROGESTERONA E 17 B -ESTRADIOL

Foi feita dosagem sérica dos hormdnios progesterona e 17 B-estradiol das
ratas prenhes dos experimentos 1 e 2, e nas fémeas expostas durante a vida

embrionéria quando atingiram a idade e se encontravam prenhes. As figuras 37, 38



e 39 mostram os valores encontrados para o hormdnio progesterona nesses trés

experimentos, nao foi observada diferenca significativa.

Progesterona (ng/mL)

Nao exposto

Exposto

Figura 37. Efeito da exposi¢éo de ratas prenhes durante os primeiros 15 dias de prenhez sobre o
nivel sérico de progesterona. Dados sdo expressos como média + EPM. n = 10. p > 0,05.
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Figura 38. Efeito da exposicao de ratas prenhes do 16° ao 20° dia de prenhez sobre o nivel sérico de
progesterona. Dados séo expressos como média + EPM. n =10. p > 0,05.
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Figura 39. Efeito da radiacdo em ratas prenhes expostas ou ndo a radia¢do durante a vida intra-
uterina sobre o nivel sérico de progesterona. Dados sdo expressos como média £ EPM. n = 10. p >
0,05.

Os resultados da dosagem sérica do horménio 17 B-estradiol mostra que no
experimento 1 (figura 40) houve um aumento significativo de 8,69% no nivel sérico
desse hormdnio, enquanto que no experimento 2 (figura 41) ndo foi observada
diferenca significativa. Foi observado um aumento significativo de 18,73% nas

fémeas (expostas durante a vida embrionaria) prenhes (experimento 3).
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Figura 40. Efeito da exposi¢éo de ratas prenhes durante os primeiros 15 dias de prenhez sobre o
nivel sérico de 17 B-estradiol. Dados sao expressos como média + EPM. n = 10. *p < 0,05.
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Figura 41. Efeito da exposicao de ratas prenhes do 16° ao 20° dia de prenhez sobre o nivel sérico de
17 B-estradiol. Dados sdo expressos como média £+ EPM. n = 10. p > 0,05.
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Figura 42. Efeito da radiagdo em ratas prenhes expostas ou ndo a radia¢do durante a vida intra-
uterina sobre o nivel sérico de 17 B-estradiol. Dados sdo expressos como média + EPM. n = 10. *p <
0,05.

4.7. ANALISE HISTOLOGICA

As fémeas prenhes do experimento 1 e a prole apresentaram alteragfes
hormonais significativas, entdo as laminas histologicas dos ovarios desses animais
foram analisadas. As Tabelas 16 e 17 apresentam a populacao folicular: nUmero de
foliculos primarios, secundarios e terciarios, diametro dos foliculos terciarios dos
experimentos 1 e 3 respectivamente. Foi observada diminuicdo significativa no

diametro dos foliculos terciarios do grupo exposto no experimento 1. No experimento



3, ndo foram observadas alteracbes na contagem da populacdo folicular e no

didmetro do foliculos terciarios.

Tabela 16. Populacdo folicular de évarios de ratas prenhes ndo expostas e exposta a radiacdo
durante os primeiros 15 dias de prenhez.

Populacéao folicular Grupos

Nao exposto Exposto
Numero de foliculos primarios 21,14 + 4,44 15,14 + 3,08
Numero de foliculos secundarios 6,14 + 1,03 514 +0,91
Numero de foliculos terciarios 13,86 + 1,42 15,00 +2,99
Diametro dos foliculos terciarios (um) 365,3 + 22,73 311,8 + 8,05*

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, *p < 0,05.

Tabela 17. Populagdo folicular de ovéarios de ratas prenhes ndo expostas e expostas a radiagdo
durante a vida intra-uterina.

Populacao folicular Grupos

Nao exposto Exposto
Numero de foliculos primarios 7,12+ 1,35 7,80+1,24
Numero de foliculos secundarios 3,37+£1,14 1,60 + 0,40
Numero de foliculos terciarios 12,63 +£1,88 16,60 + 2,40
Diametro dos foliculos terciarios (um) 734,0 + 46,87 746,3 £ 71,24

Dados séo expressos como média + EPM. n = 10, p > 0,05.



4.8. RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 18. Resultados obtidos no experimento 1

Variaveis analisadas Resultado obtido em
comparacéo ao grupo nao
exposto
Sinais clinicos de toxicidade materna Ausente nos dois grupos

experimentais

Consumo de ragao =
Ganho de massa corporal =

ALT =

AST =
Gama GT =
Fosfatase alcalina =
Perdéxido de hidrogénio 1
Massa dos o6rgéos (figado, rins, =
adrenais, baco, ovarios

N° de corpos lateos !

N° de implantes =

N° de fetos vivos =

N° de fetos mortos =

N° de reabsorcdes =
Massa placentas =
Massa fetos =
Malformacgdes fetais Ausente nos dois grupos

experimentais

Progesterona sérica =

17 B-estradiol sérico 1

N° de foliculos ovarianos primarios =

N° de foliculos ovarianos
secundarios
N° de foliculos ovarianos terciarios =

Didametro dos foliculos terciérios !




Tabela 19. Resultados obtidos no experimento 2

Resultado obtido em

Variaveis analisadas comparagao ao grupo néo
exposto

Sinais clinicos de toxicidade Ausente nos dois grupos

materna experimentais

Consumo de racao =

Ganho de massa corporal =

ALT 1
AST =
Gama GT =
Fosfatase alcalina 1

Per6xido de hidrogénio

Massa dos 6rgaos (figado, rins,
adrenais, baco, ovarios

N° de corpos lateos =

N° de implantes =

N° de fetos vivos =

N° de fetos mortos =

N° de reabsorcdes =

Massa placentas =

Massa fetos =
Malformacdes fetais Ausente nos dois grupos

experimentais

N° J/ninhada =

N° @/ninhada =

Massa cérebro & =

Massa cérebro =

Massa figado & =

Massa figado ¢ =
Progesterona sérica =

17 B-estradiol sérico =

Tabela 20. Resultados obtidos no experimento 3



Variaveis analisadas

Resultado obtido em comparacéao

ao grupo ndo exposto

Sinais clinicos de toxicidade
materna

Consumo de racdo materna
Ganho de

materna

massa corporal
Tempo de gestacao

N° de filhotes

Massa corporal da ninhada no
nascimento

Sinais desenvolvimento fisico &
Ganho de massa corporal &
Sinais desenvolvimento fisico ¢
Ganho de massa corporal ¢
Sinais desenvolvimento
reflexolégico &
Sinais desenvolvimento
reflexolégico @

Teste de esquiva inibitoria

Teste labirinto em cruz

Conteudo total catecolaminas
Conteudo basal de catecolaminas
Estimulacdo por cafeina
Estimulacdo por potassio
Glicemia

Corticosterona total

Massa orgaos ¢

Variaveis reprodutivas ¢
Progesterona sérica

17 B-estradiol

Capacidade reprodutiva &
Concentracédo espermatozéides

Morfologia espermatozoides

Ausente nos dois grupos

experimentais




5. DISCUSSAO

Devido a susceptibilidade do embrido, neonatos e criancas a qualquer efeito
embriotéxico causado por campos eletromagnéticos a OMS tem recomendado que
se dé alta prioridade a investigacdes experimentais dos efeitos de EMF em mulheres
gravidas e criangas.

Neste trabalho, primeiramente foi calculada a taxa de absorcdo especifica no
gual as ratas prenhes estariam sendo expostas. O valor obtido mostra que os efeitos
encontrados em nosso estudo se tratam de conseqiiéncias de efeitos ndo térmicos.
Embora a maioria dos estudos utilize como forma de exposi¢do um gerador de EMF
tradicional, é importante ressaltar que no nosso estudo foi empregado o préprio
aparelno mével e ndo uma antena transmissora e a exposicao foi feita utilizando
animais sem restricdo de movimento nas gaiolas. As razbes para adotar esta
metodologia foram: 1) Diferentemente de um emissor de onda, em um telefone real
a transmisséao é feita por pulsos curtos e rapidos em vez de pulsos continuos como
antenas emissoras; 2) Esta bem estabelecido que a contencdo mecéanica de animais
tem efeito estressor (IBRAHIM et al., 2015) e que o0 estresse durante o
desenvolvimento fetal pode modificar a estrutura e fisiologia do sistema
simpatoadrenal com efeitos sobre a vida adulta de ratos, um dos focos do nosso
estudo (YOUNG, 2002); 3) Testes anteriores realizados no nosso laboratorio
mostrou que a radiacdo emitida pelo telefone mével chega a toda a gaiola de
maneira semelhante (dados ndo mostrados). Uma possivel desvantagem desta
metodologia poderia ser a falta de controle da radiagcdo emitida, mas os dispositivos

comerciais tipicos tém uma pequena largura de banda, cerca de 20 MHz.

A todo o0 momento temos acesso aos nossos celulares e é dificil mensurar o
tempo de uso diario. Para muitos, telefones celulares sdo utilizados como um
despertador de cabeceira e organizador pessoal. O uso do telefone celular pode
chegar a 24 horas / dia, deixando os usuarios cada vez mais expostos aos efeitos
potencialmente nocivos da exposicdo a radiacdo de radiofreqiéncia. Assim, nesse
estudo determinamos que a exposi¢cao ocorreria no periodo de maior atividade dos

animais, a noite, e de forma padronizada, porém em diferentes fases gestacionais e



isso nos possibilitou estudar a interferéncia dos aparelhos celulares em todo o ciclo

de vida de um individuo.

O comportamento materno em mamiferos & responsavel por assegurar a
sobrevivéncia da prole (MARCHLEWSKA-KOJ, KAPUSTA E OLEJNICZA, 1999) e
promover um desenvolvimento adequado a médio e longo prazo (POINDRON,
2005). Mudancas na interacdo da méae com seus filhotes podem interferir na
maturacdo neurolégica e comportamental da prole (SPEAR E FILE, 1996). Além
disso, o estado de saude materno € essencial para o adequado desenvolvimento
fisico da prole (CHAHOUD et al, 1999) e ambos podem ser afetados por

substancias endogenas ou exdégenas que possam causar toxicidade materna.

A toxicidade materna pode ser observada através de alteracbes no peso
corporal e consumo de alimento; além da presenca de sinais clinicos indicativos de
estresse (STUMP et al., 2011). No presente trabalho ndo foram observadas sinais
clinicos de toxicidade materna, alteragbes no consumo alimentar nem no ganho de
massa corporal das maes quando expostas a radiacdo em diferentes periodos
gestacionais. Além disso, também ndo observamos alteracbes macroscoOpicas e
nem diferengcas na massa dos 6rgdos analisados. Estes resultados corroboram
estudo também realizado com ratas prenhes expostas a radiacdo emitida por
aparelhos méveis em que ndo foram encontradas alteragcdes em variaveis maternas
(OGAWA et al., 2009).

Porém quando feita andlise bioquimica do soro, as ratas prenhes do
experimento 2, que foram expostas a radiacao entre o 16° e o 20° dia de prenhez,
apresentaram aumento significativo na concentracdo sérica das enzimas ALT e
fosfatase alcalina sugerindo uma possivel toxicidade hepatica no periodo de
fetogénese. Nos nossos experimentos ndo houve modificacdo na concentragcao
plasmatica de AST e gama GT, sugerimos gue possivelmente hd um dano no figado
desses animais e seria interessante andlise histolégica complementar. Tem sido
descrito na literatura danos hepaticos causados por radiacdo emitida por aparelhos
celulares, e demonstrado a inducédo de stress oxidativo e mudancas na atividade de
enzimas antioxidantes do figado, levando a um dano tecidual (OZGUR, GULER E
SEYHAN, 2010). Porém nado foram encontrados estudos demonstrando dano

hepatico causado por radiacdo em gestantes, mas alteracbes no metabolismo



materno por doenca, estresse ou toxicidade podem ter reflexos sobre o
desenvolvimento da cria.

O periodo de organogénese é considerado mais sensivel aos fatores téxicos,
e € caracterizado pela formacdo das principais estruturas corporais. Ja no periodo
de fetogénese ha o crescimento das estruturas ja formadas. As manifestacfes de
defeitos no desenvolvimento esperadas incluem: morte, malformacéo, crescimento
retardado e déficits funcionais (OGAWA et al., 2009).

Como dito anteriormente, ao ocorrer uma gestacdo, o concepto produz
gonadotrofina coribnica que mantém o funcionamento do corpo luteo pelo tempo
inicial da gestacdo, até que a placenta ocupe seu lugar. No experimento 1
estudamos o periodo pré implantacdo e de organogénese e observamos durante
esse periodo uma diminuicdo do numero de corpos liteos 0 que poderia acarretar
numa diminuicdo dos hormdnios progesterona e estrogénio. Porém nessa etapa do
nosso estudo encontramos um aumento significativo nos niveis séricos de 17 B-
estradiol acompanhado por uma ligeira, mas nado significativa, diminuicdo do
horménio progesterona. Resultado semelhante também foi encontrado por Shahin et
al. (2013). Sabe-se que a progesterona produzida pelo corpo liteo pode regular
negativamente o estrogénio (LEAVITT, 1985) que esta sendo produzido pelos
foliculos em desenvolvimento (SHAHIN et al., 2013), e 0 aumento do estrogénio
poderia comprometer o processo de implantacdo ocasionando perdas pré-
implantacdo e afetar a secrecdo de progesterona durante o periodo de gestacdo
comprometendo a manutencdo da gestacdo ap6s a implantacdo (SHAHIN et al.,
2013), porém nesse estudo ndo observamos diferencas significativas tanto nas
perdas pré-implantacdo quanto nas perdas pos, além de nédo ter sido observada
malformagdes. Em relag&o a histologia dos ovarios, fizemos a contagem folicular a
fim de investigar a causa do aumento de estrogénio sérico encontrado, porém
observamos uma diminuicdo no didmetro dos foliculos terciarios, estudos
complementares como contagem das células da granulosa seriam interessantes
porque mesmo esses foliculos estando com o didmetro diminuido podem apresentar
uma quantidade maior de células. Outro fato que deve ser considerado, € que ha
uma contribuicdo fetal na producdo de estrogenos (CHALLIS et al., 2000) e estudos
futuros seriam necessarios a fim de investigar se de alguma forma eles estédo

contribuindo para esse aumento de estrogénio encontrado.



Espécies reativas de oxigénio, ROS, desempenham um papel na modulagéo
de toda uma gama de func¢des fisiologicas reprodutivas como maturacédo do odcito,
esteroidogénese ovariana, fun¢cdes do corpo luteo, fertilizacdo, desenvolvimento
embrionario e gestacdo (AGARWAL, GRUPTA E SHARMA, 2005). Shahin et al.
(2013) sugerem que os efeitos hormonais encontrados em seu estudo semelhantes
ao gue aqui encontramos seja consequéncia do aumento de ROS encontrado no
seu estudo em animais expostos a radiacdo. Nés so fizemos a dosagem de peroxido
de hidrogénio sérico e encontramos um aumento significativo de 60,93% no grupo
exposto, porém especulamos gue esse aumento seja consequéncia do aumento
encontrado nas concentracbes de 17 [-estradiol, jA que é sabido que as
concentracbes de estradiol influenciam a formacdo enddgena de perdxido de
hidrogénio no tecido uterino durante a gestacédo (JHORI E DASGUPTA, 1980).

No experimento 2 fizemos o0 estudo da exposi¢cdo a radiacdo no periodo de
fetogénese. Diferente do que foi encontrado no experimento anterior, ndo foram
observadas diferengas significativas na concentragao sérica de progesterona e 17 (3-
estradiol e nem diferenca nos niveis séricos de perdxido de hidrogénio. Também nao
foram observadas diferencas significativas nos parametros reprodutivos analisados.
Como apresentado, encontramos apenas alteracdes na morfologia das placentas de
uma das maes e membros malformados em fetos de duas crias do grupo tratado,
fatos esses que foram considerados pontuais. Mas € forcoso considerar que, a
despeito de trabalhar com reproducdo em roedores h& oito anos, nunca foi
observado este tipo de malformacdo o que, nos parece, sugere que este assunto

deva ser mais explorado.

No experimento 3 avaliamos o desenvolvimento neonatal até a vida adulta da
prole que foi exposta a radiacdo durante os 21 dias do periodo gestacional. Foi
observada alteracdo no tempo gestacional em 80% das mées expostas e embora
elas ndo tenham apresentado sinais indicativos de toxicidade materna, nem
alteracdes de ganho de massa corporal e consumo alimentar durante o tempo de
gestacional, essa mudanca pode de alguma forma influenciar no desenvolvimento
embrionério e pos natal. O nimero de filhotes ao nascimento ndo sofreu diferenca
no momento do nascimento, corroborando o estudo de Ferreira et al. (2006). Nao
foram observadas anormalidades nem alteracbes de massa corporal da prole no

momento do nascimento até a vida adulta, resultado também encontrado por Odaci,



Bas e Kaplan (2008). O peso da prole ao nascer tem sido considerado importante
preditor de doencas na vida adulta. O baixo peso ao nascer esta associado com um
risco aumentado de hipertensao, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares (BARKER et al., 1993a; BARKER et al., 1993b; RICH-EDWARDS
et al., 1997). No entanto, o peso ao nascimento e outros indices antropométricos sao
pouco sofisticados, e provavelmente muitos fatores que afetam a biologia da prole
nao alteram o peso ao nascer (MEANEY, SZYF E SECKL, 2007). Em relacdo ao
desenvolvimento fisico e reflexologico ndo foram encontradas alteracfes

significativas.

Na idade adulta, devido a possiveis influéncias hormonais devido ao ciclo
estral, foram feitos testes de comportamento, secrecdo de catecolaminas e
dosagens de corticosterona e glicose somente com 0os machos ao atingirem 90 dias
de idade. Foi observado nos animais expostos a radiacdo durante a vida intra-
uterina um aumento do contetdo total de catecolaminas adrenais. Essa relacdo nos
sugere, a principio, que poderia haver uma maior producdo de catecolaminas ou
maior acumulo das catecolaminas na adrenal devido a falhas na secrecao, o que ja
foi relatado na literatura (ANDREAZZI et al., 2011). Neste estudo, os autores
observaram que no modelo de obesidade MSG, os ratos apresentaram reducédo na
secrecdo basal de catecolaminas da medula adrenal in vitro, o que poderia justificar
um maior acumulo desses hormonios na glandula, mesmo com a depressdo da
expressdo de tirosina hidroxilase, enzima limitadora da via de sintese de
catecolaminas. No presente estudo também foi observado acumulo de
catecolaminas na adrenal dos animais expostos a radiacdo; no entanto, nao
observamos falha na secrec¢ao de catecolaminas durante os experimentos in vitro; o
gue nédo nos faz descartar a possibilidade de sobre regulacdo da via de sintese de
catecolaminas, hipétese apoiada pelo aumento da sintese de catecolaminas e seu
acumulo em ratos submetidos a estresse (STALLKNECHT, 2004). A menor glicemia
dos animais expostos € um indicio de que a secrecdo e/ou acdo de hormonios
reguladores da concentracdo de glicose no plasma (insulina, corticosterona,
adrenalina, glucagon dentre outros) podem ter sido afetadas pela radiagcdo. A
associacdo entre o aumento do conteddo de catecolaminas nas adrenais e
modificacdes do nivel de glicose pode denotar um efeito programador sobre a

fisiologia do metabolismo de energia, tal como anteriormente descrito (FAGUNDES



et al., 2007). Nosso trabalho mostrou que ndo houve alteracdo plasmatica da
concentracdo de corticosterona; porém, mais trabalhos sdo necessarios para
investigar as vias metabdlicas dos hormdnios citados acima, a variacdo dos niveis

glicémicos e suas consequéncias para o metabolismo energético.

Glicocorticoides e catecolaminas também alteram a funcdo do SNC e
pontencializam o processo cognitivo e de memoéria por estimulo associado ao
estressor (MEANEY, SZYF E SECKL, 2007). Um efeito classico da epinefrina é sua
acdo no figado para quebrar os estoques de glicogénio, resultando em aumento dos
niveis de glicose no sangue. O aumento da glicose no sangue fornece substratos
adicionais de energia para que o cérebro reforce 0s processos necessarios para
uma experiéncia de aprendizado e memoria (MCCARTY E GOLD, 1981). Muitas das
manifestacfes de reforco da memodria com epinefrina usaram tarefas de esquiva
inibitéria (GOLD, 2014). Porém no nosso estudo embora tenhamos observado uma
diminuicdo na concentracdo sérica de glicose, ndo observamos nem diferenca na
secrecdo de catecolaminas e nem da memoéria nessa idade, talvez porque a reducao
dos niveis glicémicos nos animais expostos nao alcance valor que possa ser
considerado como situacao de hipoglicemia. Ndo ha parametros bem estabelecidos
e aceitos sobre a glicemia em ratos e 0s animais ndo apresentaram qualquer sinal
caracteristico de hipoglicemia como taquicardia e tremores (CRYER, 2007) ou
qualguer modificacdo de comportamento. Além disso, em trabalhos prévios
desenvolvidos no laboratério, estudando situacfes de hipoglicemia de ratos machos
de 70 dias de idade, observamos que é necessaria uma variacao glicémica maior
para que aparecam sintomas de hipoglicemia (dados ndo mostrados), condicao
necessaria para afetar os processos de memorizacao. Os déficits no comportamento
e funcdo cortical foram demonstrados em modelos animais, ratas prenhes que
receberam glicocorticéides sintéticos para imitar a exposicdo ao estresse materno
apresentaram alteracbes na tolerdncia a glicose, efeito sobre eixo HPA e
comportamento do tipo ansiedade na segunda geracao de descendentes (DRAKE,
WALKER E SECKL, 2005; IQBAL et al.,, 2012). Ratos estressados durante o
periodo perinatal mostram comportamento depressivos incluindo ansiedade no
labirinto em cruz elevado (FRIDE E WEINSTOCK, 1988). No presente estudo néo
observamos alteracbes na concentracdo seérica de corticosterona e assim alteracdes

no comportamento de ansiedade desses animais também n&o foram observadas.



Mas € importante que sejam feitas futuras pesquisas focando nos mecanismos
metabdlicos envolvidos e de comportamento com os efeitos da radiagcdo emitida por
aparelhos moveis na programacdo desses animais em diferentes idades, ja que
existem outras janelas de programacédo. Neste trabalho mostramos pela primeira vez
que além de alterar o tempo gestacional, a exposicdo a radiacdo emitida por
aparelhos celulares durante a vida intra uterina pode programar os individuos em
sua vida adulta alterando a funcdo da medula adrenal.

A prole (considerando machos e fémeas) teve sua funcdo reprodutiva
avaliada quando na fase adulta. Primeiramente considerando os machos, todos
acasalaram no tempo estipulado de 3 ciclos de coabitacdo com a fémea, e néo
apresentaram alteracdes na concentracdo e morfologia dos espermatozéides. Varios
efeitos da radiacdo emitida por aparelhos celulares relacionados a fertilidade
masculina tem sido descritos na literatura, inclusive em estudos anteriores realizado
em nosso laboratério com esse mesmo modelo experimental, foi observado em
animais expostos por 3 ou por 10 noites apenas, um aumento da mortalidade e
diminuicdo da concentracdo de espermatozoides, além de aumento da incidéncia de
fragmentacdo do DNA, o que é um indicativo de apoptose (MUSSO, 2014). Além
desses efeitos tem sido reportado mudancas estruturais em 6érgdos reprodutores
como diminuicdo no didametro dos tubulos seminiferos e peso dos testiculos e
destruicdo de células Leydig (BEHARI E KESARI, 2006; KHILLARE E BEHARI,
2009). O ciclo do epitélio seminifero leva 13,3 dias em ratos Wistar pos-puberes e a
duracdo de todo o processo de espermatogénese leva mais de 50 dias (HUCKINS,
1965), assim era de se esperar que o0 periodo de exposicdo desse estudo nao
provocasse quaisquer alteragbes morfoloégicas nos espermatozoides. Nao foi
encontrado nenhum estudo na literatura relacionado ao efeito programador de
radiacdo emitida por aparelhos celulares relacionado a reprodugdo de machos,
achamos importante destacar que mesmo sendo necessario aprofundar esses
estudos sabemos que nao ha alteracdes na capacidade reprodutiva desses animais

nesse modelo experimental.

As gbnadas indiferenciadas sdo primeiramente detectadas como parte do
sistema urogenital por volta do 10° dia de vida intra-uterina, e por volta do 13° dia
células germinativas femininas em meiose fornece a base inicial para o dimorfismo

sexual (DEAN, 2002). A foliculogénese em ratas se inicia precocemente na vida



intra-uterina, e envolve programas orquestrados de desenvolvimento em células
germinativas e somaticas e a interacao entre elas. Durante a gestacdo de roedores
as células germinativas se dividem mitoticamente em aproximadamente 26000
células, mas devido a ondas apoptéticas que acontecem no final da gestacédo, ndo
mais que 10000 - 15000 células estdo presentes no ovario do recém nascido
(DEAN, 2002). No periodo perinatal, os odcitos se tornam rodeados por camadas
simples de células da granulosa achatadas para formar os foliculos primordiais que
representam o complemento total de células germinativas disponiveis para a fémea
ao longo de sua vida reprodutiva (DEAN, 2002). Gul et al (2009) sugerem que
microondas de telefones celulares sdo responsaveis por diminuir o namero de
foliculos em ratas com 21 dias de idade que foram expostas durante o periodo
gestacional. No nosso estudo avaliamos a populagéao folicular somente quanto essas
ratas atingiram a idade adulta e ndo observamos diferencas no namero de foliculos
e nem no diametro dos foliculos terciarios, porém observamos um aumento
significativo do 17 p-estradiol quando essas ratas foram acasalados e se
encontravam no 15° dia de prenhez. Interessante notar que ratas prenhes expostas
a radiacdo durante os 15 dias de prenhes também apresentaram aumento na
concentracdo sérica desse horménio. Assim, parece que a radiacdo emitida por
aparelhos celulares tem efeito sobre estrogénios durante a gestacdo tanto na
situacdo da rata prenhe exposta durante a gestacdo quanto na situacdo da
exposicdo ter sido durante o seu desenvolvimento embrionéario, ja que nos dois
casos ocorre aumento significativo dos niveis de B-estradiol durante a prenhez.
Porém mesmo apresentando alteracdo em um importante hormdnio da reproducéo,
as funcbes reprodutivas analisadas n&o foram alteradas no nosso estudo.
Sugerimos que a radiacdo emitida por aparelhos celulares possui um efeito
programador sobre a reproducao de fémeas, o que necessita de estudos adicionais
para compreender quais mecanismos estdo envolvidos nessa programacao e suas

possiveis consequéncias.



6. CONCLUSOES

Os nossos resultados permitem afirmar que, em nossas condigdes
experimentais, a radiacdo emitida por telefones moveis ndo tem efeitos dramaticos
sobre a gestacao e desenvolvimento de ratos Wistar, um reconhecido modelo animal
para o estudo da fisiologia e patologias humanas. Mas, como contraponto, 0s
resultados também mostram que a radiagdo néo € totalmente desprovida de efeitos,
em especial sobre alguns hormonios aqui analisados, toxidez hepatica, o tempo de
gestacao e a regulacao dos niveis glicémicos. Isto exige, além de mais estudos para
entender as causas e consequéncias das alteragdes aqui apresentadas, cautela no

trato deste tipo de tecnologia.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissdo de Etica na Experimentagio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 076/2012— CEEA sobre “EFEITO DA EXPOSIGCAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FETAL E SISTEMA ENDOCRINO DE RATAS WISTAR
(RATTUS NORVEGICUS BERKENHOUT,1769)”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de RAUL MARCEL GONZALEZ GARCIA, esta de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIJF,
em reunifo realizada em 02/10/2012. Para o desenvolvimento da pesquisa foram

liberados 48 animais (36 fémeas e 12 machos) da linhagem Wistar, conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 076/2012- CEEA about “EFEITO DA EXPOSICAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FETAL E SISTEMA ENDOCRINO DE RATAS WISTAR
(RATTUS NORVEGICUS BERKENHOUT,1769)",under responsability of RAUL
MARCEL GONZALEZ GARCIA - is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Research adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA)
and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 02/10/2012. For the
development of this research 48 animals (36 female and 12 male) lineage Wistar were

released, as requested.

Juiz de Fora, 04 de outubro de 2012.

) g

Presidente/ CEEA ,{,/ Séeretario/CEEA
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Comisséo de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 076/2012— CEEA sobre “EFEITO DA EXPOSIGCAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FETAL E SISTEMA ENDOCRINO DE RATAS WISTAR
(RATTUS NORVEGICUS BERKENHOUT,1769)”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de RAUL MARCEL GONZALEZ GARCIA, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIJF,
em reunido realizada em 02/10/2012. Para o desenvolvimento da pesquisa foram

liberados 48 animais (36 fémeas e 12 machos) da linhagem Wistar, conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 076/2012- CEEA about “EFEITO DA EXPOSICAO
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FETAL E SISTEMA ENDOCRINO DE RATAS WISTAR
(RATTUS NORVEGICUS BERKENHOUT,1769)",under responsability of RAUL
MARCEL GONZALEZ GARCIA - is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Research adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA)
and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 02/10/2012. For the
development of this research 48 animals (36 female and 12 male) lineage Wistar were

released, as requested.
Juiz de Fora, 04 de outubro de 2012.
g

'F/ Séeretario/CEEA

Presidente/ CEEA




UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 098/2012 — CEUA sobre “EFEITO DA EXPOSICAQ
MATERNA A APARELHO DE TELEFONIA MOVEL SOBRE O DESENVOLVIMENTO
FISICO DE SUAS CRIAS E O SISTEMA ENDOCRINO?, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de RAUL MARCEL GONZALEZ, GARCIA, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Lxperimentagio Animal (Conces), e foi aprovado pelo COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em teunifio 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 serdo entregues no perfodo de
01/07/2013 a 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 ENDOCRINO”, under responsibiiity of RAUL
MARCEL GONZALEZ GARCIA - is in agreement 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
delivered in the period of 01/07/2013 to 01/03/2014,

Juiz de Fora, 06 de Junho de 2013,
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