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Ser pesquisador...
E ultrapassar todos os limites;
E nao contentar-se por completo;

E desvendar o desconhecido;
E um contentamento descontente;
E um tudo querer sem nada ter;

E querer estar preso por vontade;
E se esmerar pela perfeicao em um caminho tortuoso;
Se tao contrario a si € mesmo o pesquisador?
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RESUMO

O Hibiscus pernambucensis Arruda (HpA) € uma planta da familia
Malvaceae, tipica de clima tropical de ecossistemas de mangues. A infusdo das
flores do HpA apresenta propriedades antioxidantes, decorrentes da vitamina
E, flavondides, quercetina e taninos. Ha estudos mostrando que os campos
eletromagnéticos de ultra-alta-freqiiéncia (CEMUAF) podem provocar danos a
saude. Estes danos acontecem por indugcao de estresse oxidativo as células. O
presente estudo visa verificar o efeito antioxidante das flores de HpA sobre o
figado e o cortex cerebral de ratas expostas aos CEMUAF durante a gestacéo
e a lactagao. Foram utilizadas 24 ratas fémeas Wistar de 3 meses de idade que
foram divididas em 4 grupos: 6 ratas controles (RC), 6 ratas expostas (RE), 6
ratas controles (RCH) e 6 ratas expostas (REH) que tomaram a infusdo das
flores de HpA. Foi administrada diariamente 1,5ml da infusdo, em uma
concentragéo de 5%, 30 min antes da exposigado, durante 42 dias. As REH
foram irradiadas 30 min por dia, por toda gestagdo e lactagdo, em uma
frequéncia de 950MHz, 1W de poténcia, campo elétrico médio de 35 V/m e
antena de polarizagao vertical. A taxa de absorcao especifica do grupo exposto
variou de 0,64 a 0,44W/kg no cérebro e de 0,99 a 0,67W/kg no figado, estes
valores foram calculados para ratas variando de 90 a 132 dias de idade. Apds
este tempo, as ratas foram decapitadas, o figado e cértex cerebral foram
retirados e imersos no nitrogénio liquido para posterior analise. Os resultados
mostraram que a exposi¢ao ao CEMUAF e a infusdo de HpA causaram um
aumento significativo do dano oxidativo em lipidios e DNA no cortex cerebral
esquerdo (CCE) (p<0,05). Nossos resultados indicam que o CEMUAF de
950MHz e a infusdo de HpA provocam estresse oxidativo e € genotdxico ao
CCE de RE e RCH. Quando combinado CEMUAF e a infusdo, houve
diminuicdo dos danos em DNA no REH. Nas andlises quantitativas de
conteudo de polifenol total e flavondides, observou-se que a infusdo de HpA
contém uma grande quantidade de polifendis totais mas uma pequena de
flavondides (quando comparado ao H.sabdariffa) o que nao foram capazes de

diminuir os danos oxidativos nos animais.



ABSTRACT

The Hibiscus pernambucensis Arruda (HpA) is a plant of the Malvaceae
family, typical of tropical mangrove ecosystems. The infusion of the flowers of
the HpA has antioxidant properties, resulting from vitamin E, flavonoids,
quercetin and tannins. There are studies showing that electromagnetic fields of
ultra-high frequency (UHF-EMF) can cause damage to health. These damages
occur by induction of oxidative stress to cells. This study aims to determine the
antioxidant effect of the flowers of HpA on the liver and cerebral cortex of rats
exposed to UHF-EMF during pregnancy and lactation. Twenty-four female
Wistar rats of average age three months were distributed into four groups: 6
control rats (CR), 6 exposed rats (ER), 6 control rats (HCR) and 6 exposed rats
(HER). The animal recived on daily basis an amount of 1,5 ml of the infusion of
flowers HpA, at a concentration of 5%, 30min before exposure, for 42 days. The
ER were irradiated 30 minutes per day throughout pregnancy and lactation, at a
frequency of 950MHz, 1W of power, the average electric field of 35V/m and
antenna for vertical polarization. The specific absorption rate of the exposed
group ranged from 0.64 to 0.44W/kg in the brain and from 0.99 to 0.67W/kg in
the liver. These values were calculated for rats ranging from 90 to 132 days of
age. After this time, the rats were decapitated, the liver and cerebral cortex
were removed and immersed in liquid nitrogen for later analysis. The results are
presented as mean + SEM. The values were assessed by post-ANOVA SNK
(two tails), with the significant results p<0,05 for n=6. The results showed that
exposure to UHF-EMF and the infusion of HpA caused a significant increase in
oxidative damage in lipids and DNA in the left cerebral cortex (LCC) (p <0,05).
The results indicate that UHF-EMF of 950MHz and the infusion of HpA cause
oxidative stress and is genotoxic to LCC ER and HCR. When combined UHF-
EMF and infusion decreased DNA damage in the HER. Quantitative analysis of
total polyphenol content and flavonoids showed that the infusion of HpA
contains a large amount of total polyphenols but little of flavonoids (compared to

H.sabdariffa) which have not been able to reduce oxidative damage in animals.
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1. INTRODUGAO

Ha cerca de 65 milhdes de anos com a irradiacdo do cretaceo, as
angiospermas tornaram-se dominantes na Terra, constituindo o maior grupo de
plantas (Raven et al., 2007; Sapawa et al.,2009). Em 2500 a.c, os médicos
egipcios comegaram a utilizar as plantas para fins terapéuticos, tornando-as
domesticadas e faceis de serem manuseadas e empregadas na medicina
popular (CunHa, 2007).

Nos dias de hoje, ha varios medicamentos industrializados que sdo
feitos a partir de principios ativos de plantas, com base nas informacgdes
populares. Um exemplo disso é o acido-salicilico (AAS) e, mais recentemente,
a Artemisia annua (um antimalarico isolado de Artemisia annua) (QuiTeRrio,
2006).

Essa biodiversidade dos vegetais constitui um importante tesouro
cientifico e apenas 1% das espécies vegetais conhecidas foram estudadas
(FocLio, 2006). A fitoterapia esta bem difundida, principalmente por utilizar
matérias-primas vegetais que sdo largamente empregadas em farmacias de
manipulagdo e estabelecimentos de producdo industrial (Junior & PEREIRA,
2009). A comprovagao da agao biolégica e da toxicidade ao ser humano séo
preocupagdes usuais da comunidade cientifica, no que diz respeito ao uso de
novas espécies vegetais como medicamentos (Jonior & Pereira, 2009). Neste
sentido, a pesquisa na area de plantas exerce um papel fundamental, tanto na
descoberta dos principios ativos de importancia biolégica como nas analises
toxicoldgicas, que possam garantir, de forma segura, o seu uso na saude
humana (FocLio, 2006).

Segundo Lores et al. (2005), elementos presentes em plantas da dieta
humana, podem ser usados tanto medicinalmente como podem apresentar
principios ativos nocivos ao organismo.

Diante do exposto, as espécies do género Hibiscus utilizadas na
medicina popular, com fins profilaticos e curativos de infec¢des e inflamacgdes,
compreendem um grande grupo de plantas medicinais. Elas podem ser

reconhecidas pelas suas aplicagbes terapéuticas e farmacologicas (MaGanHA,



2009). Desta maneira, existe o interesse em estudar a atividade antioxidante da

espeéecie Hibiscus pernambucensis Arruda.

1.1 Familia Malvaceae

A familia Malvaceae Juss € constituida por 75 géneros e 1500
espécies, tem ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada
predominantemente em regides tropicais e subtropicais (Craic et al., 2006).

O género Hibiscus é o maior da familia Malvaceae, sendo constituido
por cerca de 220 espécies (Tsenc & Leg, 2006). Existe uma grande variedade,
dentre elas, arvores, arbustos e ervas. Tém importancia econémica, como
produtoras de fibras téxteis, ornamentais, fornecedoras de madeiras e sao
utilizadas na medicina popular (Craic et al.,2006). Menos de 15 espécies foram
estudadas por seus efeitos biolégicos. Recentemente, a composicéo
fitoquimica e os principais efeitos farmacolégios do género Hibiscus foram
revisados por MacanHA et al. (2009). As espécies mais pesquisadas para fins
fitoterapicos sé&o Hibiscus rosa-sinensis Linn e Hibiscus sabdariffa Linn. Outras
espécies de Hibisbus vém sendo estudadas, tais como Hibiscus cannabinus
Linn, Hibiscus esculentus Linn, Hibiscus macranthus Linn, Hibiscus tiliaceus
Linn e Hibiscus pernambucensis Arruda.

Hibiscus rosa-sinensis Linn é um arbusto bem estudado, conhecido
popularmente como rosa-da-china ou graxa-de-estudante. O extrato da planta
possui quercetina, caroteno, niacina, riboflavina, acido malvalico e acido laurico
(Ross, 1999). A presenca da antocianina nas pétalas da planta tem efeito de
protecao contra os danos oxidativos provocados por tetra cloreto de carbono no
figado de ratos (Osi et al., 2001). As flores tém acdo diurética (ScHimizu et
al.,1993), anti-espermatogénica e androgénica (Reopv et al.,1997), anti-tumoral
(SerrAME et al.,1995), anticonvulsivante (Kasture et al., 2000) e anti-diabética
(ALam et al.,1990). Além disso, um estudo realizado por SacHpewa et al. (2003)
utilizando o extrato etandlico das flores mostrou que houve uma redugao de
46% da glicose no sangue de ratos. O uso do extrato etandlico das flores

também provocou hipocolesterolemia e hipotrigliceridemia em ratos machos



(SacHubEwa & KHemani, 2003). No extrato hidroalcdlico das flores foi visto agao
anti-hipertensiva (Sipbiaur et al.,2006) e anti-estrogénica (KHoLkuLe et al., 1976).

Hibiscus sabdariffa Linn é extensivamente pesquisado tanto in vivo
como in vitro (OLvera-Garcia et al., 2008). E conhecido popularmente como
roselle e karkadé (JuLiani et al., 2009). O extrato etandlico das flores apresenta
componentes antioxidantes como vitamina E e C, acidos polifendlicos,
flavonoides, antocianinas (Wane et al., 2000), acido protocaténico (Kao et al.,
2009), vitamina A, carotendides e acido linoléico (OLvera-Garcia et al., 2008).
A infusao das flores provoca diminuigdo de colesterol no soro de humanos (Liv
et al.,2007) e de animais (HirunpanicH et al., 2006), protege o figado contra o
dano oxidativo (Lw et al., 2006), diminuindo a peroxidagao lipidica e a lesdo no
figado (Kao et al., 2009). Tem capacidade antioxidante (Cren et al.,2004) e
exibe efeito anti-hipertensivo e cardioprotetor (Obicie et al.,2003; Aual et al.,
2007; Herrera-AreLLANDO et al., 2007). Inibe o desenvolvimento da
aterosclerose em coelhos alimentados com gordura (Cren et al., 2003), sendo
eficiente contra oxidagdo de LDL e hiperlipidemia (CHen et al., 2004; SusoH et
al., 2004).

Hibiscus cannabinus Linn é conhecido como Kenaf. Na sua
composi¢ao quimica foram encontrados taninos, polifendis, alcaloides, dleos
essenciais e esterdides (Yone et al., 2007; Mouur et al., 2007). E muito
utilizado na medicina popular para tratamento de machucados, nausea, febre e
puerpério (Lawton, 2004). A casca e o caule sao utilizados no tratamento da
fadiga e anemia (Acsgor et al.,2005b). As folhas s&o empregadas no tratamento
da disenteria e desordem do sangue e garganta (Lawton, 2004).

Mouuir et al.(2007) mostraram que a casca de Hibiscus cannabinus
contém as seguintes substancias: lignas, lignanamidas, derivados de tiramida,
aldeidos fendlicos, alcools de cadeia longa, alcanos, esterdides e triterpenos
com atividade antimicrobiana e citotoxica. Dentre estes, dois compostos
tiveram forte atividade contra trés linhagens de células tumorais em varios
estagios de divisao celular.

Hibiscus esculentus Linn é conhecido popularmente por Okra.Sua
semente é rica em acido graxo insaturado, tal como, o acido linoléico (OvyeLapE

et al.,2003). E considerado um estimulante estomacal e antipasmaédico (Anon,
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2003b). O extrato da planta tem atividade anti-ulcerogénica e é utilizado para
desordens gastricas (Gursuz et al.,2003).

O extrato aquoso de Hibiscus macranthus Linn possui alcalbides,
flavondides, glicidios e tracos de quinonas. Quando combinado com outras
plantas como Aloe buettneri A. Berger (Liliaceae), Dicliptera verticillata Forssk
(Acanthaceae) e Justicia insularis T. Anderson (Acanthaceae). Tem efeito
estrogénico que estimulam o Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) induzindo a
sintese de estrogénio (TeLero et al., 2004). Aumenta também os niveis de
testosterona, corrigindo a impoténcia em ratos adultos (Mounbira et al., 2006).

Hibiscus tiliaceus Linn é uma arvore conhecida popularmente como
algodao-da-praia. No extrato metandlico das flores secas, foram identificados
compostos como acidos graxos, a-tocoferol, fitosterol, vitamina E,
estigmasterol, taninos, flavondides, quinonas (BewL, 2006). E utilizado na
medicina popular para tratar febre, acalmar a tosse, disenteria e infec¢des do
ouvido (Ali et al., 1980). A infusdo da madeira € utilizada para expelir a placenta
e combater as desordens pds-parto (BeLL, 2006) e doencas da pele (Sine et al.,
1984; HoLpsworTH et al., 1992).

1.1.1 Hibiscus pernambucensis Arruda

H.pernambucensis Arruda € conhecido popularmente pelo nome de
Guaxima-do-Mangue (RocHa et al., 2002). Tem sua origem no Brasil (Lira et al.,
2004) e é amplamente distribuido nas areas costeiras tropicais (FryxeL.,2001).
Esta planta é encontrada em areas de manguezais, restingas e na transigao
entre mangue e restinga (Cocni,2003).

E um arbusto de aproximadamente 1,5 a 3,0 metros de comprimento
(RocHa & Neves, 2000; Arzaruz et al., 2001). Sua descricdo morfologica
consiste de folhas simples (figura 1), alternadas, com um par de estipulas
caducas. Os peciolos sao pilosos com 10 a 14 cm de comprimento. A lamina
foliar é cordiforme (figura 1), medindo de 10 a 15 cm de comprimento por 13 a
18 cm de largura, com textura coriacea, discolor, denso tomentosa pela face

abaxial, com tricomas estrelados, apice acuminado, margem levemente



crenada. As flores sdo totalmente amarelas (figura 2), que na senescéncia
murcham e adquirem uma coloragao avermelhado antes de se desprenderem
dos pedunculos. A floragao e frutificagdo atingem seu pico a partir de meados
de dezembro até o més de marco. Nos outros meses do ano, ha floragao
ocasional (RocHa & NEves, 2000).

A composigcdo quimica das flores secas, em extrato metandlico,
compreende fitosterdis, tais como, estigmasterol. Ha também a presencga de
taninos, flavondides, antocianidinas, quinonas, a-tocoferol e vitamina E (De
Jine et al.,2003).

Figura 1. Partes aéreas de H. pernambucensis Arruda.



Figura 2. Flor de H. pernambucensis Arruda.

Conforme Coe (2008), o cozimento da casca e folhas do H.
pernambucensis Arruda é utilizado, em medicina popular, para interromper

hemorragia menstrual excessiva, reduzir a febre e aliviar a constipagao.

1.1.2 Diferengas entre H. tiliaceus Linn e H. pernambucensis Arruda

Anteriormente, pensava-se que o H. pernambucensis era uma
subespécie ou variedade de H. tiliaceus, pois apresentavam caracteristicas
morfolégicas semelhantes (Francis, 2009). Entretanto Fryxee (2001) e
Krapovickas (2009) confirmam que se trata de duas espécies diferentes e
independentes. As flores e o estigma de H. pernambucensis séao
completamente amarelos (figura 3), sem nenhuma mancha basal e a corola é
enrolada e cerrada. Enquanto que H. tiliaceus tem as flores amarelas com
uma macula purpura na base das pétalas (figura 4), estigmas purpureos e
corola completamente aberta sob a forma arredondada (figura 4 e 5) (RocHA &
NEeves, 2000).



Figura 3. Hibiscus pernambucensis Arruda.

Figura 4. Hibiscus tiliaceus Linn.



Figura 5. Comparacao das flores e estigma de H. tiliaceus Linn (T) e de H.

pernambucensis Arruda (P) (RocHa & NEeves, 2000).

RocHa & Neves (2000) mostraram as caracteristicas morfoanatémicas
mais relevantes para distinguir as duas espécies (figura 5). Estes autores
descreveram que H. tiliaceus possui folhas de textura cartacea, flores
amarelas com macula purpura na base das pétalas e estigmas purpureos. A
floracao e frutificagdo acontecem durante o ano inteiro. Ha estdmatos nas duas
faces, presencga de estrias epicuticulares e idioblastos mucilaginosos na face
adaxial, epiderme abaxial com células de paredes mais sinuosas e menor
densidade de tricomas estrelados. A hipoderme esta presente ao lado da folha
com interrupgcées no mesofilo, canais secretores distribuidos regularmente e
em maior numero no peciolo, nervura principal e também maior quantidade de
drusas. No H. pernambucensis, foram observadas folhas de textura coriacea,
flores e estigma totalmente amarelas. A floragéo e frutificagdo atingem seu pico
nos meses de dezembro a margo. Os estdmatos se localizam somente na face
abaxial. Ha auséncia de estrias epicuticulares e idioblastos mucilaginosos. A
epiderme abaxial com células de parede menos sinuosas e maior densidade de
tricomas estrelados, hipoderme ausente na nervura mediana e sem
interrupgcdes no mesofilo. Os canais secretores sao distribuidos irregularmente,

em menor numero no peciolo, nervura principal e menor quantidade de drusas.
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RocHa & Neves (2000) mostram que as caracteristicas
morfoanatdmicas supracitadas separam essas duas espécies, ou seja, H.
tiliaceus e H. pernambucensis tém caracteristicas diferentes e sado espécies
distintas.

MacarHAes et al.(2004) contribuiram para circunscricdo taxonémica
destas duas espécies. Isto foi realizado com base nas suas diferencas
morfolégicas polinicas que foram analisadas por microscopia eletrénica de
transmissao.

Em estudos mais recentes, Takavama et al. (2006 e 2008) analisaram
marcadores de microssatélites e DNA cloroplastico (cpDNA) de 766 individuos
de Hibiscus. Neste trabalho, foi realizada comparacgao entre H. tiliaceus e suas
espécies relacionadas (figura 6) por PCR-SSCP (reagdo em cadeia da
polimerase com um unico eixo de polimorfismo conformacional) e PCR-SSP

(PCR com sequéncia especifica de primers).
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Figura 6. Diferenciagcado genética de Hibiscus tiliaceus e suas espécies aliadas
(Takavama et al., 2008).

Este estudo de analise filogenética (figura 6) mostrou que H. tiliaceus e

H. pernambucensis sao bem diferentes e se originaram — independentemente -

fora da area de distribuicdo de H. tiliaceus por hibridizacdo e introgressao.

Devido a longa distancia de dispersdo das sementes pelo mar e/ou

adaptagdo a um novo habitat, houve reducdo do fluxo de genes. Isto ocorreu
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apo6s 3,1-3,5 milhdes de anos atras com o encerramento do Istimo do Panama
(Takavama et al., 2008).

Em funcdo das varias diferengas morfoléogicas e moleculares, essas
duas espécies devem ser consideradas diferentes. Isto foi corroborado por
KrapPovickas € Kausita (2009).

Tendo em vista esta classificacdo mais recente, € importante ressaltar
que os trabalhos publicados por MeLeccHr (2005, 2006), Rosa et al. (2006,
2007), MacanHa (2009), que se referem a espécie H. tiliaceus, na verdade
devem ser considerados como sendo da espécie H. pernambucensis.

MEeLeccH (2005) e colaboradores (2006) analisaram micronutrientes nas
cinzas totais do extrato das flores de H. tiliaceus e encontraram as seguintes
substancias maijoritarias: ferro 227mg/kg (limite estabelecido na literatura
20-1000mg/kg) e cobre 16mg/kg (limite estabelecido na literatura 20mg/kg). No
extrato metandlico das flores de H. tiliaceus verificou vitamina E, fitosterol e a-
tocoferol. Alguns fitosterdis exibem prevencado contra o cancer e atividade
imuno-moduladora.

Rosa et al. (2006) verificaram a composigdo quimica, propriedades
antioxidantes e efeitos mutagénicos e antimutagénicos in vivo do extrato
metandlico das flores de H. tiliaceus. Foi visto a presenga de vitamina E e
alguns derivados de estigmasterol. O tratamento com o extrato protegeu as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae contra H,O; e tert-butil-hidroperoxido
(t-BHP), mostrando uma clara atividade antioxidante. Também n&o foi
mutagénico com Salmonella typhimurium e S. cerevisiae revelando uma
significativa acdo antimutagénica. Em 2007, avaliaram a genotoxicidade e
propriedades antigenotdxica e antimutagénica do extrato metandlico das flores
de H. tiliaceus contra danos oxidativo de H;O, e t-BHP em células V79. Em
concentragbes que variam de 0,001-0,img/ml do extrato nao foi
citotoxico,genotdxicos ou mutagénicos. Nao foram observados efeitos nocivos
ou inibitorios sobre o crescimento de células V79. Sendo assim, verificou-se
atividade antioxidante, antigenotdoxica, antimutagénica e contra danos
oxidativos em DNA.

MacanHa (2009) avaliou os efeitos antioxidante in vivo e in vitro,

mutagénico/antimutagénico e a determinagéo do teor de flavondides, taninos e
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polifendis totais do extrato etandlico das flores de Hibiscus tiliaceus. O mesmo
autor constatou atividade antioxidante que protegeu as linhagens de
Saccharomyces cerevisiae contra danos oxidativos induzidos por H;O,. Isto
também foi confirmado, in vitro, nos testes de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)
e xantina-oxidase. Observou-se que o extrato ndo € mutagénico e reduz,
significativamente, a mutagénese induzida por H.O,, demonstrando assim um

potencial de atividade antimutagénica.

1.2 Campo Eletromagnético

No ano de 1860, o fisico escocés James Maxwell previu a
possibilidade da existéncia das ondas eletromagnéticas. Este pesquisador
descobriu que as leis experimentais da eletricidade e do magnetismo podiam
ser resumidas numa forma matematica compacta — as equagdes de Maxwell.
Em 1887, Henrich Hertz produziu as ondas eletromagnéticas pela primeira vez
em laboratoério. Desde as descobertas desses cientistas, houve um aumento a
exposi¢cao das frequéncias de radio de campo eletromagnético nos ultimos 20
anos devido a introdugdo de novas tecnologias, especialmente as
comunicagdes moveis (NEUBAUER et al., 2007). Dentre estas, a telefonia
celular € a que mais cresce no Brasil.

Os telefones celulares e os sem fio usam a radiagdo nao-ionizante
para emitir e receber mensagens. Esse tipo de radiagdo possui energia menor
que 10 eV e comprimento de onda maior que 200nm, ndo possuindo energia
capaz de produzir emissédo de elétrons (EBLEM, 2006; JUNIOR & MARTIN,
2006). A telefonia movel popular utiliza o intervalo de frequéncia de 800 a
2.200MHz (figura 7). Essa faixa de frequéncia é classificada como ultra-alta
freqiéncia, que vai de 300MHz a 3GHz, e vem crescendo com o
desenvolvimento dos sistemas de telecomunicagées (VERSACHAVE & MAES,
1998; PAVICIC & TROSIC, 2008).
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Figura 7. Espectro eletromagnético.

As radiagcbes nao-ionizantes sdo capazes também de produzir calor.
Para limitar os efeitos termais sobre o organismo, usa-se a SAR (taxa de
absorgao especifica) (SALLES et al.,, 2003). Esta € uma grandeza fisica para
quantificar os limites basicos de exposicdo as ondas eletromagnéticas. Essa
medida representa a taxa de poténcia absorvida por unidade de massa e é
dada em Watt por quilograma. Até o nivel de SAR igual a 4 W/Kg ndo ha dano
por efeito térmico tendo em vista a temperatura do tecido n&o ultrapassar 1°C.
Além dessa SAR, pode haver um comprometimento da capacidade
termoregulatoria do corpo, resultando em niveis danosos (BENHARDT, 1992;
ICNIRP, 2009). A SAR permitida pelas normas internacionais (ICNIRP, 2009)

para os Campos eletromagnéticos (CEM) na faixa da radiofreqliéncia € menor
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que 2 mW(/g. Este valor considera somente os efeitos térmicos, representando
metade do valor para provocar elevagao de temperatura.

As ondas eletromagnéticas de ultra-alta-frequéncia constituem um risco
para a saude humana (VAN WIJNGAARDEN et al.,2000). O maior uso dos
telefones méveis e o aumento das estacbes de radio base (JADIDID et al.,
2007) tém atraido atencdo quanto aos possiveis efeitos sobre a saude. Ha
possibilidade que o CEMUAF possa interagir com diferentes vias de apoptose
em células cerebrais (PANAGOPOULOQOS et al., 2007; ZHAO et al., 2007). Além
disso, o CEMUAF pode ter efeitos sobre o ciclo celular, a atividade enzimatica,
a expressao de genes e danos cromossomais (BISHT et al., 2002; ZENI et al.,
2003). CEMUAF também podem estar relacionados com leucemias (TYNES &
HALDORSEN, 2003), linfomas (VILLENEUVE et al.,2000) e doencas de
Alzheimer (QIU et al., 2004). Estudos epidemiolégicos de populagbes que
vivem proximas as antenas de Estagdao Radio-Base (ERB) revelam que as
pessoas tém alteracbes no sono, dores de cabeca, dificuldades de atencédo e
fadiga (ROOSLI , 2003; NAVARRO et al., 2008).

Alguns artigos tém relacionado o CEMUAF com a producgao de
Espécies Reativas de Oxigénio em sistemas biolégicos (ERO) (MOUSTAFA et
al., 2001; ZMYSLONY et al.,2004; SIMKO et al., 2006; YUREKLI et al., 2006;
ARTHUR, 2007; VALKO et al.,2007; PHILLIPS et al., 2009). As ERO séo
constituidas por radicais livres de oxigénio e por moléculas potenciais

formadoras de radicais livres de oxigénio (DROGE, 2002).

1.3 Radicais Livres em Sistemas Bioldgicos

A oxidacado biolégica € um processo primitivo que requer
conseqiiéncias inevitaveis de toxicidade de O, (MARTINEZ-ALVAREZ et al.,
2005). Os efeitos dos danos em organismos aerdbicos variam
consideravelmente com os tipos de organismos e a toxicidade do oxigénio &
influenciada pela presenca, na dieta, de variadas quantidades de vitaminas
(HALLIWELL, 2009). De acordo com CURTIN et al. (2002), varias doencas
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estdo ligadas aos radicais livres, tais como aterosclerose, doenga de
Parkinson, doenga de Alzheimer e doenga de Huntington.

O estresse oxidativo pode ocorrer devido a aumento de produgao das
espécies reativas de oxigénio e/ou uma reducdo das defesas antioxidantes
(Figura 8). Muitos componentes da via do estresse oxidativo também atuam
como elementos de sinalizagao celular (VASCONCELOQOS et al., 2007).
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(VASCONCELOS et al., 2007).

1.3.1 Bioquimica das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Durante a producgéo oxidativa de energia na mitocondria, o oxigénio &
reduzido por 4 elétrons pela citocromo-oxidase, formando 2 moléculas de agua

(COHEN, 1989). Contudo, em mamiferos, ha um vazamento de elétrons da
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cadeia respiratoria (de 1 a 4%) onde o oxigénio € reduzido por um elétron,
produzindo radical superdoxido (O;"). A geragcao destes pela mitocdndria
dependera da tensédo de O, e da sua concentragdo no tecido (ADDABBLO et
al.,2009).

Uma espécie quimica capaz de existéncia independente, contendo um
ou mais elétrons desemparelhados, é definida como radical livre. Um elétron
desemparelhado ocupa sozinho um orbital atdbmico ou molecular (CADENAS,
1995; AUGUSTO, 2006; HALLIWELL, 2007).

A rotacdo de cargas elétricas gera um campo magnético. O
emparelhamento de elétrons de spins opostos neutraliza este efeito, mas o
elétron desemparelhado torna a espécie paramagnética (ligeiramente atraida
pelo campo magnético), podendo fazer também com que esta se torne
altamente reativa. O O, ¢é paramagnético, contendo dois elétrons
desemparelhados e com o mesmo spin (FRIDOVICH, 1998; AUGUSTO, 2006;
HALLIWELL, 2007). Assim, o O, tende a ocupar estes spins através de reacoes
de redugcdo monoeletronica, levando a formagdo das espécies O, e 0,2 -

(superoxido e peroxido, respectivamente — reagdes 1 e 2).

O,+e - 0O, (1)
O,y+e o 022- + 2H" - H,0, (2)
H,O, +e - OH + OH (3)

OH+e - OH +H* - H,0 (4)

A redug¢do monoeletrénica do H,O, se da por uma fissdo heterolitica da
ligacdo O-0O, levando a formacéao do radical hidroxil ("OH) e do anion hidroxila
(OH") (reacdo 3). Quando o radical hidroxil € reduzido, ele forma o anion
hidroxido que podera reagir com um proéton formando a agua (reacao 4). In
vivo, 0s agentes doadores de elétrons para o H,O, normalmente sdo metais de
transicdo como ferro e cobre, através da reacédo de Fenton (reagéo 5). Os ions
de Fe (ll), utilizados na reagédo, podem ser reciclados pela reagdo de Fe (llIl)
com agentes redutores como o Oy (reacgao 6). O somatério das reacdes 5 e 6
resulta na reagdo de Haber-Weiss (reagdo 7) (MCCORD & DAY, 1978;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).
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Fe (I)+ H,O, —» Fe(lll)+ OH +-OH (5) (reagdo de Fenton)
Fe(lll)+ Oy - Fe(ll)+ O (6)
O, +H0, - O+ OH +-OH (7) (reacao de Haber-Weiss)

O radical superoxido é gerado em todos os compartimentos celulares,
podendo ser produzido por autoxidagao de pequenas moléculas, como flavinas,
catecolaminas (MACARTHUR et al.,2000), hidroquinonas, ativagdo de
macrofagos e neutréfilos (na acdo da NADPH oxidase), atividades de varias
oxidases, como a xantina oxidase, citocromo P450 e cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial e cloroplastica, através de proteinas Fe-S e da coenzima
Q (CADENAS, 1995; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

O radical superdoxido, em pH neutro, possui uma meia—-vida de
segundos. Ele tem baixa reatividade e nédo é capaz de atravessar membranas,
mas € potencialmente danoso, justamente por poder se difundir a distancias
consideraveis, até encontrar um alvo (AUGUSTO, 2006). Esse radical pode
provocar grandes danos oxidativos nas estruturas subcelulares, através da
formacgao do radical hidroxil, via reagdo de Haber-Weiss (CUZZOCREA et al.,
2001). Algumas enzimas, como a aconitase, podem ser inativadas diretamente
por O; °, sendo que a baixa atividade desta enzima é considerado um indicador
de estresse oxidativo in vivo (ANDERSON et al.,1998; FRIDOVICH, 1998;
HALLIWELL , 2007).

O peréxido de hidrogénio é produzido principalmente pela dismutacgao
do superoxido, mas existem enzimas que o produzem sem o intermédio de Oy
(por exemplo, a glicolato oxidase, D-aminoacido oxidase, urato oxidase)
(AUGUSTO, 2006). Apesar do H,O, ser um fraco agente oxidante, ele é capaz
de inativar algumas enzimas diretamente, geralmente por oxidacdo de grupos
tidis (como a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (HALLIWELL, 2009).
SOHAL et al. (1996) encontraram que quanto maior a concentragdo de
superoxido e peréxido de hidrogénio nas mitocdndrias, menor o tempo de vida
de alguns animais.

A toxicidade do superoxido e do peroxido de hidrogénio € dependente

da presenca de ferro ou cobre, o que leva a formacéo do radical hidroxil, via
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reacao de Haber-Weiss (reagcdo 7) e Fenton (reagcédo 5), respectivamente. A
natureza e o local de danos do hidroxil irdo depender da presenca de metais de
transicao. O radical hidroxil € uma das espécies quimicas de maior reatividade
conhecida, podendo reagir com todo tipo de moléculas celulares (agucares,
aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos e lipideos, principalmente nos acidos
graxos poliinsaturados) com elevada velocidade (HALLIWELL, 2007). A
constante de velocidade do radical hidroxil com biomoléculas esta na faixa de
10°M 7' s 7' (ISCHIROPOULOS, 1992). Devido a sua alta reatividade, o radical
hidroxil € uma espécie de pequena difusdo dentro da célula, provocando danos
préximos dos sitios onde é gerado (CUZZOCREA et al., 2001).

O sistema nervo central consome, em torno de 20% do oxigénio
consumido pelo organismo, 160umol por 100g do peso cerebral por minuto
(MAGISTRETTI et al., 1999).Devido ao constante uso do oxigénio nas
mitocondrias, para suprimento de energia, os radicais livres sdo gerados,
tornando o cérebro particularmente suscetivel ao estresse oxidativo (GILGUN-
SHERKI et al., 2002). Portanto, a capacidade das células em diminuir os efeitos
do estresse oxidativo € determinada pelo balango entre quantidades de
espécies oxidativas geradas e a capacidade dos processos metabdlicos de
sintetizar antioxidantes (TRACHOOTAHAM et al., 2008).

Os radicais livres ao reagirem com as biomoléculas — como proteinas,
lipideos, carboidratos e acidos nucléicos — podem alterar a sua fungao original
ou mesmo danifica-las (figura 9) (BARBOSA et al., 2006).
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Figura 9. Dano oxidativo a macromoléculas biolégicas (TORRES, 2003).
Legenda: superoéxido (O2), peréxido de hidrogénio (H20;), oxigénio singlet
("O»), radical hidroxil (OH"), anion oxido nitrico (NO") e anion peroxinitrito
(ONOO).

1.3.2 Danos Oxidativos as Proteinas

A introdugdo de grupos carbonila em proteinas € uma marca
caracteristica de modificacdo oxidativa e tem sido associada a danos
oxidativos, via reagao do radical hidroxil com as por¢des aminoterminal de
peptideos (STADMAN, 1992). A oxidagdo - mediada por ERO - de alguns
residuos de aminoacidos como a lisina, arginina e prolina leva a formagéo de
grupos carbonila (STADMAN et al., 1992; STADTMAN & LEVINE, 2000). Estes
grupos também podem ser formados como consequéncia de reacgdes
secundarias de cadeias laterais de alguns aminoacidos com produtos de
oxidacdes lipidicas ou, ainda, acgucares reduzidos ou seus produtos de
oxidagado (KRISTAL & YU, 1992). Proteinas podem sofrer outras modificagdes
nos aminoacidos como, por exemplo, a oxidagao dos grupos sulfidrilas, levando
a modificacbes conformacionais, alteragao de atividade enzimatica, clivagem

de ligacbes peptidicas, modificacdo de carboidratos em glicoproteinas e perda
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de metais em metaloproteinas (STADMAN, 1992; DEAN et al., 1997; LIMA &
ABDALLA, 2001). As proteinas sao oxidadas e degradadas por proteases
citosolicas (STADMAN, 1992). Proteinas que contém aminoacidos oxidados
sdo reconhecidas e degradadas também por sistemas proteoliticos,
dependentes de ubiquitina (JUNIOR et al., 2005). Os complexos protéicos que
degradam essas proteinas oxidadas sao chamados de proteassomas e estao
presentes em muitas cépias no citosol (HERSHKO & CIECHANOVER, 1992).

A oxidacdo de proteinas esta associada a situagdes de estresse
oxidativo, como isquemia-reperfusao, hiperdxia, tabagismo, administragdo de
estrogeno, ventilacdo artificial, exercicios forcados e em células de cultura
expostas ao H,O, ou xantina-oxidase. Os niveis elevados dos grupos carbonila
estdo associados a varias doengas tais como doenca de Alzheimer
(CALABRESE et al., 2003), isquemia cerebral, doenga de Parkinson, esclerose
lateral amiotréfica familiar, transtorno degenerativo dos neurdnios motores
(AMES et al., 1993; MOOSMANN & BEHL, 2002), doenca de Huntington e
esquizofrenia (RAO & BLACHANDRAN, 2002). Podemos incluir ataxia de
Friedreich, citopatologias mitocondriais e outras doengas neuromusculares
(BAKER & TARNOPLSKI, 2003). Também se incluem diabetes, artrite
reumatoide, distrofia muscular e indugdo de tumores renais (HERMES-LIMA,
2004).

1.3.3 Peroxidacgao Lipidica

A acgao das ERO sobre as membranas biologicas promove reagdes em
cadeia que podem ocasionar a peroxidacao de fosfolipideos de membrana que
contém cadeias de acidos graxos insaturados, gerando radicais peroxil, alcoxil
e hidroperoxidos lipidicos (LIMA et al., 2001) (figura 10).
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Figura 10. Propagacdo da peroxidagao lipidica (modificado de Vaca et
al.,1988). Legenda: radical hidroxil (OH"), acido graxo poliinsaturado (LH), agua
(H20), radical alquil (L"), oxigénio (O.), radical lipoperoxil (LOO"), hidrogénio
(H*), ferro férrico (Fe®*"), ferro ferroso (Fe**), hidroperoxidos organicos (LOOH),

anion hidroxila (OH) e radical peroxil (LO").

A peroxidacdo de lipidios de membranas altera a sua permeabilidade,
fluidez, o fluxo idnico e pode levar ao seu rompimento. No caso de rompimento
de membranas de organelas, pode ocorrer a liberagao de proteases, de lipases
e de ions, como, por exemplo, o calcio que pode ativar desordenadamente uma
série de enzimas dependentes de Ca* e diversas vias de transdugéo de sinal.
Os hidroperéxidos podem ser quebrados em moléculas de baixo peso
molecular (como alcanos, cetonas e aldeidos), que também sao toéxicos para a
célula (MARBAN et al, 1994; CHEN et al, 1995; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000; HERMES-LIMA, 2004). A peroxidagdo de membranas da
mitocondria hepatica mediada por ions ferro € um evento importante na
fisiopatologia da hemocromatose (HERMES-LIMA et al.,1995a; SANTOS,
1998). A peroxidacao de lipoproteina de baixa densidade (LDL) € um
fenbmeno importante no processo de aterogénese (DARLEY-USMAR et al.,
1995).

A peroxidacao lipidica se inicia pelo ataque a bicamada lipidica por

qualquer espécie suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio
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de um &cido graxo poliinsaturado (PUFA) (LIMA et al., 2001). A retirada desse
hidrogénio deixa um elétron ndo-pareado no atomo de carbono, que reage com
o oxigénio molecular, formando o radical peroxil (LOO) (figura 10) (LIMA et al.,
2001). Este é capaz de reagir com outro acido graxo poliinsaturado, iniciando
uma nova cadeia de oxidacdo. O radical peroxil se combina com o atomo de
hidrogénio retirado, formando o hidroperdxido lipidico (LOOH) (HERMES-LIMA,
2004). Este hidroperoxido € instavel na presenca de metais de transi¢do, como,
por exemplo, o ferro e o cobre, formando os radicias alcoxil e peroxil
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). O radical alcoxil pode retirar atomos de
hidrogénio de outros acidos graxos poliinsaturados e hidroperéxidos lipidicos,
formando radicais lipidicos e peroxil, contribuindo assim para a propagacgao da
peroxidacao lipidica. A decomposi¢cdo de LOOH n&o sO gera radicais que
propagam a peroxidagao lipidica, mas também produtos nao radicalares tais
como aldeidos e cetonas entre outros. Esses produtos secundarios sao bem
mais estaveis do que os radicais livres - que iniciaram o processo — € 0s
radicais lipidicos formados durante a fase de propagagédo. Assim, 0 processo
de peroxidacdo lipidica — apds iniciado - torna-se autocatalitico, levando a

formacgao de hidroperdxidos e produtos secundarios (HERMES-LIMA, 2004).

1.3.4 Danos ao DNA

O DNA também é danificado por ERO, produtos da peroxidagao
lipidica e espécies reativas de nitrogénio (ERN), que podem provocar quebra
da fita e modificagbes oxidativas nas bases, gerando uma série de produtos (8-
hidroxiguanina, 5-hidroximetil-glutaril e citosina-glicol) que podem levar a
processos mutagénicos e carcinogénicos (COOKE & EVANS, 2005). O ataque
de radicais também pode levar a reagbes cruzadas entre DNA e proteinas.
Danos aos agucares sao vistos com frequéncia. Os danos multiplos ao DNA
(todas as lesdes provocadas em regides proximas ao DNA) juntamente com a
quebra de cadeias duplas sao genotoxicas e podem ser letais, mutagénicos e
carcinogénicos (SALVADOR & HENRIQUES, 2004).
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O dano oxidativo pode também contribuir para a diminui¢gao de funcdes
associadas com o envelhecimento normal, aumento da incidéncia de cancer
associado a idade e também ser um fator importante na origem de outras
doencas incluindo aterosclerose, derrames e doengas auto-imunes.

O superéxido e o peroxido de hidrogénio ndo atacam o DNA
diretamente; ja o radical hidroxil e o oxigénio singlete causam lesédo direta
(figura 11). O primeiro reage com as quatro bases nitrogenadas, formando
bases modificadas e quebras nas cadeias do DNA e sitio apurinicos e
apiridinicos (AP). O oxigénio singlete pode causar ciclo-adigdo aos carbonos de

ligacao dupla do anel imidazol, gerar sitios AP alcali-labeis e quebra de cadeias
ao lado de guaninas. O H,0O, causa oxidagao de adenina. O radical oxil (RO’) e

o peroxil (ROO") oxidam agucares. O alvo preferido das ERO é a guanina e o
aduto mais comum é a 7,8 dihidroxi-8-oxo-2 desoxiguanina. O 8-oxoG é o
produto de dano oxidativo, sendo altamente mutagénico tanto in vitro quanto in
vivo com pequena ou nenhuma acao letal (figura 11) (SALVADOR &
HENRIQUES, 2004).

A reparacdo do DNA pode ser por reversao in situ, reparo de
emparelhamento incorreto das bases, reparo por excisdo de bases (BER) e
reparo por excisao de nucleotideos (NER) (SALVADOR & HENRIQUES, 2004).
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Figura 11. ERO e danos em DNA (COOKE & EVANS, 2005).

1.3.5 Antioxidantes

Qualquer substancia que - quando presente em baixas concentracoes,

comparada com o oxidante, retarda ou inibe a velocidade de oxidagdo de um
substrato - é considerada um antioxidante (HALLIWELL, 2008).

Ao longo do curso da evolugdo, organismos aerobicos apresentaram

defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas (figura 7) relacionadas
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com a adaptacgao as condicdbes ambientais, sobrevivendo apenas os mais aptos
que se defenderam dos danos provocados por ERO (CIMEN, 2008). Essas
defesas incluem principalmente a superéxido dismutase (Sod), que catalisa a
dismutacdo do radical superdxido, a catalase, que decompde o perdxido de
hidrogénio, formando agua e oxigénio, e a glutationa peroxidase (GPx) que
decompde nao s6 o peroxido de hidrogénio como também hidroperoxidos
organicos, usando glutationa como substrato (HERMES-LIMA et al., 1998,
2001; CIMEN, 2008) (figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de agdo das enzimas antioxidantes (NORDBERG &
ARNER, 2001). Legenda: oxigénio (O), radical superdxido (O"), peroxido de
hidrogénio (H.0.), superdxido dismutase cobre e zinco (CuZnSod), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa (GSH), agua (H.O), ferro ferroso (Fe?*), radical

hidroxil (OH"), superéxido dismutase manganés (MnSod).

As defesas nao-enzimaticas s&do formadas, na sua maioria, por
moléculas de baixo peso molecular. Os antioxidantes enddgenos néao-
enzimaticos sao divididos em duas fases: lipofilicos (vitamina A, E,

carotendides, ubiquinona, melatonina, etc) e hidrossoluveis (vitamina C,
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glutationa, acido urico, ceruloplasmina, transferina, haptoglobulina, etc.). A
maioria dos antioxidantes n&o-enzimaticos € encontrada em meio aquoso
(plasma, citoplasma, matriz mitocondrial, etc); a vitamina E e os carotendides
se encontram nas membranas (BIANCHI et al.,1999; CERQUEIRA et al.,2007).

O mecanismo de agao dessas defesas € a interrupcdo da cadeia de
reacoes oxidativas, interrompendo a propagacgao das reacdes radicalares (DI
MASCIO et al., 1991; CADENAS, 1995; CIMEN, 2008).

As vitaminas antioxidantes A, C e E fornecem defesa contra dano
oxidativo. A vitamina C e E trabalham juntas a inibir as reagdes de peroxidagao
lipidica nas lipoproteinas do plasma e membranas. A vitamina A (retinol), que é
um potente capturador de radical livre, € um antioxidante lipofilico (CIMEN,
2008). Serve como um pro-horménio por retindides e esta envolvido com a
transducao de sinal e sitios de membrana citoplasmatica (CZERNICHOW &
HERSBERG, 2001).

Ha também a defesa por meio da prevencédo de formacédo das ERO.
Nesse mecanismo, podem-se citar os quelantes de metais de transi¢ao. Estes
nao deixam o metal de transigcao livre para realizar a reagdo de Fenton.
Exemplos de quelantes protéicos sao a ceruloplasmina (quelante de cobre) e a
transferrina (quelante de ferro) (AHMAD, 1995; CIMEN, 2008).

Alguns pesquisadores tém verificado que determinados metais, como
0 zinco e 0 magnésio, também exercem fungdo antioxidante, estabilizando
membranas e/ou proteinas e minimizando a susceptibilidade ao ataque de
ERO (POWELL, 2000).

1.4 Polifendis Totais

Os polifendis sao descritos na literatura como pertencentes a um
grande grupo de compostos encontrados na natureza. Apresentam em suas
caracteristicas principais a presenca de grupos fendlicos encontrados em
frutos, sementes, folhas, flores e cascas (FALLER & FIALHO, 2008). Esses séo
produtos do metabolismo normal das plantas que tem a capacidade de
protegé-las contra patégenos e predadores herbivoros (MONTEIRO et al.,

2005). Sabe-se muito a respeito da acado dos polifendis a saude humana por
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apresentarem caracteristicas antioxidantes, anti-carcinogénicas, anti-
aterogénicas, antitrombaticas e vasodilatadoras.

O fenol é constituido de um anel aromatico ligado a um grupo
hidroxila (-OH). Um polifenol € uma estrutura que apresenta mais de um anel
aromatico contendo pelo menos um grupo hidroxila ligado em cada anel. Os
polifendis, conforme sua estrutura quimica pode ser dividida em pelo menos
dez diferentes classes, uma delas s&o os flavonoides (FALLER & FIALHO,
2008).

1.4.1 Flavonodides

Os flavondides sao metabdlitos secundarios de plantas e
biossintetizados pela via dos fenilpropandides (SIMOES et al., 2000). A
quantidade de flavondides em plantas depende da variagdo das espécies, do
lugar onde sao plantadas, dos periodos de seca e chuva, de fatores artificiais
como poluente e grau de acesso a luminosidade, especialmente raios
ultravioleta B (BURNS et al.,2001; AHERNE & O’BRIEN,2002; CATHERINE et
al., 2003; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). Em geral, os flavonsides
sdo encontrados nas folhas e podem ser diferentes daqueles presentes nas
flores, nos galhos, raizes e frutos (SIMOES, 2000). O mesmo composto pode
apresentar diferentes concentragdes, dependendo do érgao vegetal em que se
encontra (SIMOES, 2000).

Os pigmentos sao compostos de baixo peso molecular e cuja estrutura
esta baseada no nucleo flavilium. Consiste de trés anéis fendlicos ligados entre
si por trés carbonos (MARTINES-FLORES, 2002). O benzeno do primeiro anel
€ condensado com o sexto carbono do terceiro anel que na posigcao 2 carrega
um anel fenil-benzeno como substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano
heterociclico, gerando a estruturas basicas das leucoantocianinas
(proantocianinas ou catequinas) e as antocianonas, denominado de nucleo
flavan (AHERNE & O’ BRIEN, 2002; BEHLING et al., 2004). No terceiro anel
ocorre a formacao das flavonas, flavondis, flavononas, isoflavonas, chalconas e
auronas (figura 13) (AHERNE & O’ BRIEN, 2002).

28



Flavonodides

Flavonol

Isoflavonas

HO

OH O Quercetina

Figura 13. Representagado esquematica dos flavandis, flavondis e isoflavonas,

principais subclasses dos flavondides (YANG et al., 2001).

Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem ser divididos em
flavondides e os nao-flavonoides. Os denominados de flavondides sao os que
apresentam a estrutura quimica (Ce-Cs3-Cs) (figura 14). Ja os n&o-flavondides
sdo os derivados das estruturas quimicas Cs-Ci especificos dos acidos
benzdicos, galicos e elagico; os acidos caféico e p-cumarico hidroxicinamatos
apresentam Ce-C; ; e os trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-
glucosideos apresentam CgCx-Cs (BURNS et al, 2001; MELO &
GUERRA,2002).
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Figura 14. Estrutura basica dos flavonoides.
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Os flavonodides sao agentes antioxidantes capazes de inibir a oxidagao
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e inibir enzimas como a
prostaglandina sintetase, lipoxigenase e a cicloxigenase (RAUHA et al,
2000).Essas moléculas tém o potencial de agir no meio aquoso da célula e
também na camada fosfolipidica da membrana plasmatica, sequestrando os
radicias livres e evitando a propagacao das reagdes em cadeia que poderiam
causar possiveis danos oxidativos (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

Muitos destes compostos apresentam grande gama de efeitos
bioldgicos, incluindo agbdes antioxidantes, antiinflamatdria, antiplaquetaria e
vasodilatadora (KOO & SUHAILA, 2001). Essas moléculas tém capacidade
neuroprotetora por atravessar a barreira hematoencefalica in vitro e in situ
(YOUDIM et al., 2003), exercem protecdo as células endoteliais da aorta,
melhorando a viabilidade contra os danos oxidativos (LAW et al.,1999), tém
efeito direto sobre a sinalizacao celular (SCHROETER et al., 2002). Sugere-se
que a antocianina possua habilidade de estabilizar o DNA (MAS et al., 1991),
além de apresentar propriedades de quimioprotecdo em modelo animal de
carcinogénese de mama, pele, pulmao e gastrointestinal (THOMASSET et al.,
2009).

Enfim, & importante a utilizacdo da suplementacdo de antioxidantes
nao-enzimaticos a saude para minimizar os danos oxidativos provocados por
mecanismos enddgenos ou exdgenos ao organismo.

Em vista do que foi exposto, € provavel que a administracéo da
infus@o das flores de Hibiscus pernambucensis proteja o cérebro e o figado das
ratas contra os danos oxidativos produzidos pelas ondas eletromagnéticas de
ultra-alta-frequéncia. Esta protecdo €& devido a composicdo quimica desta

planta que apresenta vitamina E, quercetina, taninos e fitosteroéis.
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2. OBJETIVO
2.1 Geral

Investigar a agéo antioxidante da infusdo das flores de Hibiscus
pernambucensis Arruda diante da exposicdo crénica ao campo
eletromagnético de ultra-alta frequéncia (1W, 950MHz e polarizagao vertical)
sobre o figado e o cortex cerebral de ratas expostas durante a gestagédo e a
lactagao.
2.2 Especificos

v" Determinar os niveis de peroxidacao lipidica pelo método de TBARS;

v Dosar os niveis de proteinas oxidadas pelo método de proteinas

carboniladas;

v' Determinar os niveis de danos em DNA pelo método cometa;

v' Quantificar o conteddo de polifendis totais e flavondides da infusdo das

flores de H. pernambucensis Arruda.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Todos os experimentos foram realizados conforme o Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude (NIH
publicagdo n°® 85-23, revisada em 1996). Vinte e quatro ratas gravidas Rattus
norvegicus Wistar de 3 meses de idade foram usadas neste trabalho. Foram
analisados o cortex cerebral e o figado das maes. Antes da exposicao, as ratas
gravidas e seus filhotes foram mantidos em caixas individuais (40,5 x 33,3 x
17,5 cm), sob um ciclo de 12h luz/12h escuro na temperatura de 23 + 0,5 °C
com agua e dieta comercial equilibrada ad libitum. Durante a meia hora de
exposi¢cdo, 0s animais ndo beberam agua e nem se alimentaram. Estas
condigbes continuaram até os filhotes chegarem aos 21dias. Esses eventos

foram realizados na sala experimental do Centro de Biotecnologia da UFRGS.

3.2 Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa seguiu as recomendacdes do Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da ULBRA e foi protocolado no comité dessa

universidade com o ndmero de 2006-025A.

3.3Delineamento do Estudo

As ratas gravidas expostas foram colocadas em caixas, desde o
primeiro dia de gravidez, com a companhia de outra rata gravida do mesmo
grupo para se evitar o estresse do isolamento. Foi considerado o primeiro dia
de gravidez aquele que teve a presenga do espermatozdide no canal vaginal.
Isto foi visto por meio de analise de microscopia Optica (ZEISS Axiophot, magn,
x100). Um total de vinte e quatro ratas gravidas foram utilizadas, sendo seis
ratas no grupo controle (RC), seis no grupo irradiado por CEMUAF (RE), seis
ratas irradiadas por CEMUAF que tomaram a infusdo das flores de H.
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pernambucensis (REH) e seis ratas controles que tomaram a infusao das flores
de H. pernambucensis (RCH). O grupo controle foi submetido as mesmas
condigbes do grupo irradiado, mas sem a exposigdo das ondas
eletromagnéticas. A infusdo das flores de H. pernambucensis foi administrada
por gavagem as ratas expostas e as controles, 30 minutos antes da exposig¢ao
as ondas eletromagnéticas. As ratas gravidas foram irradiadas "2 hora por dia,
desde o dia da deteccédo do espermatozdide até o nascimento dos filhotes. As
caixas dos grupos irradiados foram dispostas a frente da antena, distando
11cm desta. A antena e as caixas ficaram sempre dentro de uma gaiola de
“Faraday”, feita de aluminio. O campo eletromagnético (CEM) fora das gaiolas
foi de 0.30V/m. A gaiola com o grupo controle ficou distante 92cm da gaiola
contendo o grupo irradiado. Cada uma das gaiolas foi colocada sobre um
suporte ficando na mesma altura. O CEM dentro da gaiola das ratas controles
foi de 0.15V/m e dentro da gaiola das ratas expostas foi de 35V/m. A taxa de
absorgao especifica (SAR) do grupo exposto variou de 0,64 a 0,44W/kg no
cérebro e de 0,99 a 0,67W/kg no figado, estes valores foram calculados para
ratas variando de 90 a 132 dias de idade.Foi usado um sistema gerador de
ondas eletromagnéticas - formado pelo gerador "Aural STL Transmiter model
PCL-303 (Moseley PCL-303)" e pela antena "Precision Half-Wave Dipole". O
medidor "Radiation Meter EMR-30 (do fabricante Wandel & Goltermann) foi

usado para medir a intensidade do CEM. O sistema foi ligado %2 hora/dia/caixa.

ApoOs os 42 dias de exposicao ao CEMUAF, as ratas foram sacrificadas
por decapitacdo com guilhotina. O cortex cerebral e o figado foram removidos
imediatamente para o nitrogénio liquido e mantido em um ultra-freezer a — 80°

C, para ser analisado posteriormente.

3.4 Coleta, processamento e armazenamento das flores de H.

pernambucensis

As flores de H. pernambucensis foram coletadas nos mangues de
Florianopolis (no estado de Santa Catarina) no més de dezembro 2007. Esta

planta foi catalogada e depositada no herbario no Instituto de Botanica da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) com o numero ICN
160426. As flores foram colhidas frescas, colocadas sobre papel de jornal
para eliminar a umidade e evitar deterioracdo. Posteriormente, as flores foram
secas em estufa a uma temperatura fixa de 40° C. O material seco foi triturado

em um gral de porcelana e armazenado em papel aluminio.

3.5 Preparagcido e Administracao da Infusdao das flores de H.
pernambucensis

A infuséo foi preparada na concentragéo de 5% (5g do extrato de
flores de Hibiscus em 100 mL de agua destilada) (RODRIGUES et.al., 2004). A
agua foi aquecida a temperatura de aproximadamente 88°C, sendo adicionado
ao extrato das flores secas e tampado por 10 minutos. Apds, o extrato foi
filtrado com papel filtro e armazenado na geladeira ao abrigo da luz. Em toda a

semana, foi feita uma nova infusao para evitar possiveis contaminacgoes.

3.6 Administracao

A infusdo foi administrada, diariamente, 30 minutos antes da
exposi¢cao ao CEMUAF, por gavagem, no volume de 1,5mL, as ratas gravidas,
a temperatura de 20°C (PRENESTI et.al., 2007). Esse procedimento se repetiu
por 42 dias, sendo 21 dias de gestacao e 21 dias de amamentagéo.

3.7 Medida do Contetido de Polifendis Totais

Na analise de quantificacdo de Polifendis Totais, foram utilizadas
como parametro de comparacdo positivo as infusbes das flores de H.
sabdariffa e o H. rosa-sinensis. Essas flores foram coletadas em Porto Alegre
no més de junho e processadas da mesma forma que o H. pernambucensis.
Isto foi realizado porque ha trabalhos cientificos mostrando que estas espécies
possuem grande quantidade de polifendis totais e flavonoides (CHEN et

al.,2003; OLIVEIRA-GARCIA et al, 2008). Essas plantas sdo eficientes na
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protecao contra danos oxidativos e tém habilidade para estimular a capacidade
antioxidante (ESSA & SUBRAMANIAN, 2006; GAUTHAMAN et al., 2006;
OBOH & ROCHA, 2008).

O conteudo de polifendis totais foi analisado segundo a técnica descrita
por SCHWAMBACH et al.(2008), imediatamente apds a preparagdao das
infusdes de H. pernambucensis, H. sabdariffa e H. rosa-sinensis. Foi separado
1ml da infusdo em um tubo falcon na concentracéo de 5% e adicionado 1,5ml
HCI 0,1N. Esta solugéo foi agitada no vortex por 60 segundos e colocada em
banho-maria em temperatura de 25° C por 30 minutos. Apds, centrifugou-se a
6000xg, por 1hora a 4° C e coletou-se o sobrenadante. O pellet foi re-extraido
e, ao final, juntado com a primeira extragdo e completado o volume dos
sobrenadantes com 5ml de HCL 0,1N. Para quantificagdo, foi adicionado 1ml
de Na.CO; (carbonato de sodio) 20% e 0,5ml de Folin-Ciocalteu. Realizou-se
novamente uma agitacao no voértex por 60 segundos e incubou-se a 100° C por
1 minuto. Ao final, a solucdo foi filtrada com papel filtro e a absorbancia lida
com espectrofotbmetro (Ultrospec 2000 UV/Visible spectrophotometer) a
750nm. No tubo branco, foram adicionadas todas as solugbes com exceg¢ao da
infusdo, acompanhando todos os passos da amostra. Como padrao, foi
utilizado o pirogalol diluido em agua miliQ que foi mantido ao abrigo da luz e no

gelo.

3.8 Medicao do Conteudo de Flavondides

O conteudo de flavondides foi analisado segundo a técnica descrita por
SCHWAMBACH et al.(2008), imediatamente apds a preparagao da infusao de
H. pernambucensis, H. sabdariffa e H. rosa-sinensis. Para extragao de
flavondides, foram colocados 4ml da infusdo na concentragcao de 5% em um
tubo falcon e adicionados 5ml de etanol 95%. A solugdo foi agitada em vortex
por 60 segundos e colocada em banho-maria a temperatura 25°C por 30
minutos no escuro. Apds, centrifugou-se a 5000xg por 10 minutos e coletou-se
o sobrenadante em uma aliquota de 1 ml a qual foi diluida em 5ml de H.O

miliQ. Para quantificagdo, foram adicionados 300ul de NaNO: (nitrato de sodio)
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5%. Agitou-se no vortex por 60 segundos e incubou-se a 25° C por 5 minutos.
Apés, foram adicionados 300pl de AICI; (cloreto de aluminio) 1%, seguido por
agitacao em vétex por 60 segundos. Logo apéds, incubou-se a 25° C por 6
minutos e adicionaram-se 2ml de NaOH (hidréxido de sédio) 1M e 2,4ml de
H.O miliQ. Ao final, agitou-se no vortex por 60 segundos e a absorbancia foi
lida a 510nm em espectrofotdmetro. No tubo branco, foram adicionadas todas
as solugcdes com excecdo da infusdo e acompanhando todos os passos da
amostra. Como padrao, foi utilizada uma solugao de rutina em etanol 95% que

foi mantida ao abrigo da luz e no gelo.

3.9 Medidas da peroxidacgao lipidica pelo método de TBARS — Substéancias
Reativas com Acido Tiobarbiturico

Nesta técnica, a peroxidacao lipidica é observada pela reagao do
acido tiobarbiturico (TBA) com compostos aldeidicos, principalmente o
malonaldeido (MDA), presentes nos tecidos, o que resulta na formagéo de um
aduto lido com absorbancia a 532nm (HERMES-LIMA & STOREY, 1996;
RAMOS, 1999) (figura 15).

HS N OH

\“/ = (i'IHD

2 N = + ?HE
CHO
OH
TBA i MDA
_/ / \>—SH + 2 H:0
=N
al HO
A 532 nm

Figura 15. Reacdo de malondialdeido com o &acido tiobarbiturico (TBA)
(VASCONCELOS et al, 2007). Legenda: acido tiobarbiturico (TBA) e
malonaldialdeido (MDA).
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Inicialmente, os tecidos foram homogeneizados (homogeneizador
vidro-vidro) em acido fosfoérico 0,2%,depois foi acrescido o0 mesmo volume de
acido fosférico numa concentragdo de 2%. A diluicdo final foi 1:20
(peso:volume). A homogeneizacdo em duas etapas diminui a formacao de

bolhas.

O material foi sempre mantido no gelo. Depois da homogeneizagao,
um volume de 400upl do homogeneizado foi transferido para tubos contendo
200ul de acido fosforico 7% e 400ul de TBA 1% (em NaOH 50mM e BHT
0,1mM). Para o branco, foi utilizado um sistema com 400ul da amostra, 200pl
de acido fosférico e 400ul de HCI 3mM. Houve uma preocupagédo com o ajuste
do pH sendo sempre mantido a 1,6. Apds esta verificacdo, as amostras foram
incubadas a 98° C por 15 minutos. Os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente (duracdo de 10 minutos). Apos isso, adicionou-se 1,5 ml de butanol
aos tubos e estes foram agitados, no vortex, por 40 segundos e centrifugados,
por 5 minutos, a 1000Xg para se separar a fase organica. Esta (superior e
rosada) foi retirada e as leituras espectrofotometricamente realizadas a 532 e

600nm. Os resultados foram calculados segundo a férmula:

(Ab3532 da amostra — AbsGDO da amostra )'(Ab5532 do branco = AbsGOO do branco ) H
TBARS= 1000 x Dil x 1,5

Coeficiente de Extingao VH

O 1,5 sédo equivalentes ao volume (ml) de butanol colocado para
diluicdo e suspensao dos aldeidos.
O coeficiente de extingao utilizado foi de 156 mM"cm™ . Os resultados
foram expressos em nmol TBARS/g tecido umido. Este método é eficiente para
estudos comparativos (FURTADO-FILHO et al., 2007).
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3.10 Danos Oxidativos as Proteinas

As proteinas oxidadas foram determinadas pela medida dos niveis de
proteinas carboniladas (adaptada de LENZ et al., 1989). O grupamento carbonil
da proteina reage com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNFH), formando um aduto
lido com absorbancia de 370 nm (FURTADO-FILHO et al., 2007)(Figura 16).

Figura 16. Mecanismos de formagéo do grupo carbonila (VASCONCELOS et
al., 2007)

Uma amostra do figado e do cortex cerebral foram homogeneizados
em acido sulfossalicilico 5%, numa diluigdo de 1:20, e centrifugados durante 5
minutos em 13.000 RPM. O sobrenadante foi descartado e, ao precipitado,
acrescentou-se 500ul de 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNFH) 10mM, preparada
em 2M de HCI. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por uma
hora, sendo agitadas no vortex a cada 15 minutos (4 vezes) para que
ocorresse a reagao entre DNFH e os grupos de carbonila. Apds este tempo,
adicionou-se 500pL de acido tricloroacético 20%, centrifugou-se em 13.000
RPM, por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. O excesso de DNFH foi
retirado, lavando-se o precipitado com 1 ml de etanol: acetato de etila, na
proporgao de 1:1, depois foi agitado no vortex por 40 segundos e centrifugado.
Esse procedimento de LCD (lavagem, centrifugacao e descarte) foi realizado

trés vezes. As proteinas foram ressuspensas com cloreto de guanidina 6M,
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incubadas por 15 minutos e os grupos carbonil foram quantificados,
espectrofotometricamente, com anotagdes da absorbancia de 370 nm. O

coeficiente de extingédo adotado foi de 22 mM-"'cm™.

Ponto de Carbonil= (Abs3 - Coeficiente de Exting¢éo)

Massa (mg)

3.11 Avaliagao da genotoxicidade pelo Ensaio Cometa

O ensaio cometa alcalino foi realizado conforme descrito por Collins
(2004). Inicialmente, foi realizada a pesagem das amostras de tecido (0,0100 a
0,0300g) com o auxilio do nitrogénio liquido. Logo em seguida, estas amostras
foram deixadas descongelar em um isopor com gelo e agua por 15 minutos.
Em uma placa média de Elisa, foi acrescentada 500l de solugdo de mincing
(HBSS com 20mM EDTA, 10% DMSO e pH 7,0-7,5) sobre uma plataforma de
gelo. O tecido pesado foi adicionado a solu¢do de mincing e picotado com o
auxilio de duas ponteiras de 200ul ao abrigo da luz. Entdo, no escuro, foi
coletada uma alicota de 20ul da suspensédo de células e dissolvida em 0,75%
de agarose de baixo ponto de fusdo (90ul). Imediatamente, a suspenséo e a
agarose foram pipetadas em uma lamina de vidro, pré-revestida com uma
camada de 1% de agarose normal, e adicionada a laminula. A Iamina ficou
secando na geladeira por 15 minutos. Apos este tempo de secagem, as
laminulas foram retiradas e as Idminas colocadas em cubeta vertical (cobertas
por papel aluminio) e incubadas em solugéo de lise gelada (2,5M NaCl, 10mM
Tris, 100mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% DMSO e pH 10). Durante a
incubacao, as laminas foram protegidas da luz dentro da geladeira por 1 hora,
a fim de remover os conteudos citoplasmaticos € membranas nucleares,
deixando o DNA como nucledides. Depois do procedimento de lise, as laminas
foram colocadas dentro de uma cuba horizontal de eletroforese. Esta cuba
horizontal de eletroforese foi colocada dentro de uma bandeja de plastico

preenchida com gelo. Em seguida, foi adicionado o tampao para eletroforese
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até cobrir as laminas (300mM NaOH, 1mM EDTA e pH13,0), permitindo que o
DNA relaxe e deixe explicito os sitios alcali-labeis. A eletroforese foi ajustada a
um fonte de 25V e 300mA por 20 minutos (a corrente foi controlada com o
volume do tampé&o). Todas as etapas anteriores foram realizadas sob luz
amarela ou no escuro, a fim de prevenir danos adicionais ao DNA. As laminas
foram entdo neutralizadas dentro da cubeta vertical (0,4M Tris e pH 7,5) por
5min e repetido o procedimento por 3 vezes. Posteriormente, as laminas foram
mantidas com agua destilada por 5min, descartada a agua e repetido o
procedimento por mais duas vezes. As laminas foram secas durante a noite e
hidratadas durante 5 minutos em agua destilada. Depois foram coradas com
solugao contendo nitrato de prata, realizada conforme o protocolo descrito por
NADIN et al. (2001) (figura 17). Apdés a coloracdo, as laminas secaram a
temperatura ambiente durante a noite. Finalmente, foram analisadas utilizando
um microscopio optico. Foram selecionadas 100 células de cada lamina, em
triplicada. Estas foram visualmente pontuadas — de acordo com o comprimento
da cauda — em cinco classes: classe 0: ndo-danificada, sem cauda; classe 1:
com uma cauda mais curta do que o didmetro da cabega (nucleo); classe
2:com um comprimento da cauda 1-2x o diametro da cabeca; classe 3: com
uma cauda com mais de 2 vezes o diametro da cabeca; e classe 4: cometas
sem cabecas (figura 18). Entdo, o indice de Danos de cada grupo pesquisado
variou de zero (100x0; 100 células completamente sem danos) a 400 (100x4,
100 células observadas com o dano maximo). Na frequéncia de danos (FD)

foram contadas cem células por lamina em triplicata para cada animal
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Figura 17. Metodologia do Ensaio Cometa (HARTMANN & SPEIT, 1997).

Figura 18. Células do Ensaio Cometa coradas com nitrato de prata. a) classes

0 e 1; b) classes 2 e 3; c) classe 4.

3.12 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
de computador “Mynova” versao 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). Os dados
foram apresentados como médias + SEM (Erro Padrdao da Média). Para a
comparacgao entre mais de dois grupos diferentes foi usado o teste p6s-ANOVA

SNK (Student-Newman-Keuls). Para comparacao entre dois grupos diferentes
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foi realizado o Test-t Student (2 caudas). Foram considerados como
significantemente diferentes os valores de p menores que 0,05, para o teste
p6s-ANOVA SNK e para o Teste-t.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO
4.1.2 Medida da Peroxidagao Lipidica

A figura 19 demonstra os resultados das andlises de peroxidagao
lipidica pela método de TBARS, no figado das ratas expostas (RE) e nao
expostas (RC) ao campo eletromagnético, bem como das ratas expostas que
receberam ou nao a infusdo de H. pernambucensis (REH e RCH,
respectivamente) ndo houve diferenca significativa.

Pode-se observar que nao houve diferenga significativa na medida de
TBARS entre o grupo exposto e ndo exposto, nem entre os que receberam ou
nao a infusdo. Cabe ressaltar que as analises estatisticas foram realizadas
comparando-se os quatros grupos entre si e os resultados também n&o foram

significativos.
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Figura 19. Determinagdo de peroxidagao lipidica do figado dos animais expostos e nao
expostos ao campo eletromagnético, tratados ou ndo com a infusdo de H. pernambucensis
RC-=ratas controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético; RCH=ratas controle tratadas
com a infuséo das flores de HpA; REH=ratas expostas ao campo eltromagnético tratadas com
a infusdo das flores de HpA. Os resultados sdo apresentados como média + SEM (Erro Padrao
da Meédia), n=6. Teste pos-ANOVA SNK (Student-Newman-Keuls) (duas caudas), Nao
significante.
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4.1.2.1 Cortex Cerebral Direito

Da mesma forma que foi visto no ensaio anterior, os niveis de
peroxidagao lipidica do cértex cerebral direito (CCD) das ratas expostas (RE) e
ndo expostas (RC) ao CEMUAF, bem como os das ratas expostas que
receberam ou ndo a infusdo de H. pernambucensis (REH e RCH,
respectivamente), ndo houve diferenga (figura 20). Quando se comparam todos
os grupos (RE, RCH e REH) com o grupo RC também n&o sdo observadas
diferengas significativas.
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Figura 20. Determinacgéo de peroxidagéo lipidica de CCD dos animais expostos e n&o expostos
ao campo eletromagnético, tratados ou ndo com a infusdo de H. pernambucensis RC=ratas
controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético; RCH=ratas controle tratadas com a
infusdo das flores de HpA; REH=ratas expostas ao campo eletromagnético tratadas com a
infusdo das flores de HpA. Os resultados sdo apresentados como média + SEM (Erro Padrao
da Média), n=6. Teste pos-ANOVA SNK (Student-Newman-Keuls) (duas caudas), Nao
significante.

nmol TBARS/g tec Umido
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4.1.2.2. Cortex Cerebral Esquerdo

Na figura 21, observa-se que o nivel de TBARS do cortex cerebral
esquerdo (CCE) das ratas expostas (RE) € significativamente maior do que o
grupo controle (RC). Além disso, nos grupos que receberam a infusdo das
flores de HpA (RCH e REH), também houve um aumento significativo na

peroxidacgao lipidica quando comparado ao grupo controle (RC).
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Figura 21. Determinagao de peroxidagao lipidica de CCE dos animais expostos e ndo expostos
ao campo eletromagnético, tratados ou ndo com a infusdo de H. pernambucensis RC=ratas
controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético; RCH=ratas controle tratadas com a
infusdo das flores de HpA; REH=ratas expostas ao campo eletromagnético tratadas com a
infusdo das flores de HpA. Os resultados s&do apresentados como média + SEM (Erro Padrao
da Média), n=6, *= p<0,05, comparagéo das RE, RCH e REH com RC. Teste p6s-ANOVA SNK
(Student-Newman-Keuls) (duas caudas).

nmol TBARS/g tec umido
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41.3 DETERMINAGAO DE CARBONIL NO CORTEX CEREBRAL
ESQUERDO

Foi realizado o método de proteinas carboniladas apenas no cortex
cerebral esquerdo (CCE) porque nao foi verificado aumento da peroxidagao
lipidica no cortex cerebral direito (CCD).

Conforme pode ser observado na figura 22, o nivel de proteinas
carboniladas do CCE no grupo das ratas expostas (RE) aumentou de forma
significativa em relagao ao grupo controle (RC). No entanto, no grupo das RCH
e REH, quando comparado ao grupo das RE, houve diferenga, mas com niveis
menores de oxidagao de proteinas (figura 22). Quando se comparam 0s grupos
das RCH e REH com o grupo das RC, ndo se observa diferenga significativa.

Entretanto, o grupo exposto que recebeu a infusdo de Hibiscus (REH)
teve os niveis de proteinas carboniladas (PC) reduzidos de forma significativa,
quando comparados ao grupo RE, indicando assim que a infusdo das flores de
HpA associado ao CEMUAF protegeu o CCE de lesdes a proteinas. Pode-se
obervar que os niveis de PC nos grupos RCH e REH foram praticamente iguais
aos niveis do grupo RC e que o CEMUAF de 950MHz foi prejudicial ao CCE,

aumentando o dano oxidativo em proteinas carboniladas das RE.
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Figura 22. Determinagdo de proteinas carboniladas de CCE dos animais expostos e néo
expostos ao campo eletromagnético, tratados ou nao com a infusdo de H. pernambucensis
RC-=ratas controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético; RCH=ratas controle tratadas
com a infusdo das flores de HpA; REH=ratas expostas ao campo eletromagnético tratadas
com a infusdo das flores de HpA. Os resultados sdo apresentados como média + SEM (Erro
Padréo da Média), n=6, *= p<0,05, comparagédo das RE, RCH e REH com RC; # = p<0,05,
comparagdo das RCH e REH com RE. Teste pds-ANOVA SNK (Student-Newman-Keuls)
(duas caudas).

LM Carbonila /mg tec Uumido

4.2 ANALISES DE GENOTOXICIDADE NO CORTEX CEREBRAL
ESQUERDO POR ENSAIO COMETA

A genotoxicidade foi avaliada pelo indice de danos e frequéncia de
danos medidos pelo Ensaio Cometa no cortex cerebral esquerdo dos grupos de
ratas expostas (RE) e nado expostas (RC) ao campo eletromagnético, bem
como nos das ratas expostas que receberam ou nao a infusdo das flores de
HpA (REH e RCH, respectivamente).

Observa-se, na tabela 1, que houve diferenca significativa no indice de
Danos entre RE, RCH e REH, quando comparado ao RC. Além disso, observa-
se uma diminui¢cdo significativa no indice de danos do grupo REH quando

comparado ao seu RCH.
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Tabela 1. Determinag&o do indice de danos pelo Ensaio
Cometa de CCE.

Amostras indice de Danos (0-400)
RC 184,06 + 18,80
RE 275,41 + 16,06*
RCH 239,56 + 17,97*
RE 154,00 £ 19,892°

Os resultados s&o apresentados como média + SEM (Erro Padrdo da Média), n=6, *=p<0,05
comparacgao das RE, RCH e REH com RC; a=p<0,05 comparag¢ao das RE com REH; b=p<0,01
comparacdo das RCH com REH. Teste p6s-ANOVA SNK (Student-Newman-Keuls) (duas
caudas). RC=ratas controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético; RCH=ratas
controle tratadas com a infusdo das flores de HpA; REH=ratas expostas ao campo
eletromagnético tratadas com a infusédo das flores de HpA.

4.2.1 Frequéncia de danos do Ensaio Cometa por classes de danos

A frequéncia de danos é avaliada pelo somatério das células que
apresentaram danos e também pode ser distribuida por classes de danos.
Observa-se que houve um aumento significativo na frequéncia de células com
as classes 3 e 4 e uma diminuigdo no numero de células com danos da classe
1 no grupo das ratas expostas (RE) quando comparado ao grupo das ratas
controles (RC) (figura 23).
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Figura 23. Determinagéo da freqiiéncia de danos do Ensaio Cometa por niumero de células por
classes de danos em CCE dos animais expostos e ndo expostos ao campo eletromagnético.
RC=ratas controle; RE=ratas expostas ao campo eletromagnético. Os resultados séao
apresentados como média + SEM (Erro Padrao da Média), n=16-17, * = p<0,05, comparagao
das classes 1, 2,3 e 4 do grupo RC com as classes correspondentes do grupo RE. Teste-T de
Student (duas caudas).

E interessante observar que o grupo controle que recebeu a infuséo
apresenta um numero elevado de células da classe 3 e 4. No grupo das ratas
expostas que tomaram a infusdo (REH), houve uma diminuigao significativa na
frequéncia de células correspondentes as classes 3 e 4 e uma maior incidéncia
da classe 1 quando comparado as ratas controle que tomaram a infusdo (RCH)
(figura 24).
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Figura 24. Determinagéo da freqiiéncia de danos do Ensaio Cometa por numero de células por
classes de danos em CCE dos animais expostos e ndo expostos ao campo eletromagnético
que tomaram a infusdo de HpA. RCH=ratas controle que tomaram a infusdo de HpA;
REH=ratas expostas ao campo eletromagnético que tomaram a infusdo de HpA. Os resultados
sdo apresentados como média + SEM (Erro Padrao da Média), n=16-11, * = p<0,05,
comparacgao das classes 1, 2,3 e 4 do grupo RCH com as classes correspondentes do grupo
REH. Teste-T de Student (duas caudas).
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4.3 CONTEUDO DE POLIFENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES

Os conteudos de Polifendis Totais de H.rosa-sinensis e
H.pernambucensis foram maiores que os de H.sabdariffa. O H.pernambucensis
apresentou 1,7 vezes mais Polifendis Totais que H.sabdariffa. Quando se
compara os Flavondides, observou-se que o H.pernambucensis tem menor
quantidade que H.sabdariffa (3,5 vezes menos). Também quando se compara
H.rosa-sinensis com H.pernambucensis, observou-se que H.pernambucensis

apresentou menos quantidade de Flavondides (2,4 vezes menos).

Tabela 2. Determinagdo de Polifendis Totais e Flavonodides das infusbes
H.sabdariffa, H.rosa-sinensis e H.pernambucensis.

Amostras Polifendis Totais (mg/mi) Flavondides (mg/mi)
H.sabdariffa L. 477 + 0,403 0,05 + 0,004
H.rosa-sinensis L. 8,60+0,171* 0,03 + 0,004
H.pernambucensis A. 8,26 + 0,330* 0,01 + 00,0032

Os resultados de Polifendis Totais sdo apresentados como média £+ SEM, n=7. * = p<0,005,
comparacgdo do H. rosa-sinensis e H. pernambucensis com H. sabdariffa. O contetudo de
Flavondides os resultados sdo apresentados como média * SEM, n=7. * = p<0,005,
comparacgdo do H. rosa-sinensis e H. pernambucensis com H. sabdariffa a = p<0,005,
comparacgdo do H. pernambucensis com o H. rosa-sinensis. Teste SNK (Student-Newman-
Keuls) (duas caudas).
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5. DISCUSSAO

O campo eletromagnético de ultra-alta-frequiéncia (CEMUAF) tem sido
relacionado a danos neuronais, ocasionando extravasamento da albumina pela
barreira hematocefalica e alterando os neurénios do cortex em ratos machos e
fémeas (SALFORD et al., 2003). A reducdo da capacidade cerebral pode
ocasionar doencas neuronais como o desenvolvimento de tumores cerebrais
malignos (HARDELL et al., 2009) e danos oxidativos (MOUSTAFA et al., 2001;
ZMYSLONY et al.,2004; SIMKO et al., 2006; ARTHUR, 2007, VALKO et
al.,2007, PHILLIPS et al, 2009). Para MERAL et al.(2007) o campo
eletromagnético emitido por telefone mével induz estresse oxidativo em tecido
cerebral, aumentando os niveis de malonaldialdeido, catalase e glutationa
reduzida in vivo.

Sabe-se que o género Hibiscus tem habilidade de restaurar os niveis
de antioxidantes (MOHAMADOU et al., 2007) e proteger contra os danos
oxidativos (LIU et al,2006). Esta protecdo €& devido a presenca das
propriedades antioxidantes provenientes do acido protocaténico, antocianina,
vitamina E e compostos fendlicos presentes em diversas espécies deste
género (MAGANHA et al.,2009). Em funcdo dessas propriedades ativas, a
medicina tradicional utiliza esse género para varios beneficios a saude como
anti-hipertensivo, cardioprotetor, anti-inflamatorio, antitumoral entre outros
(SERRAME et al., 1995; ODIGIE et al., 2003; AJAI et al., 2007; HERRERA-
ARELLANDO et al., 2007).

Este trabalho teve como principal objetivo verificar os efeitos das ondas
eletromagnéticas de ultra-alta-frequéncia (CEMUAF) e a provavel acéo
antioxidante da infusao das flores de Hibiscus pernambucensis Arruda sobre o
figado e o cortex cerebral de ratas Wistar que passaram pela gestacédo e

lactagao.
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Na analise de peroxidacdo lipidica pelo método de TBARS, nao foi
observada alteracao significativa tanto no figado (figura 19) quanto no cortex
cerebral direito (CCD) (figura 20) de ratas expostas que receberam ou ndo a
infusdo das flores de Hibiscus pernanbucensis. Sabe-se que o equilibrio entre
oxidante e antioxidante é o resultado da produgao de ERO e os varios tipos de
“scavengers” e enzimas antioxidantes (DROGUE, 2002; HALLIWEL,2008). E
bem provavel que o figado e o coértex cerebral direito estejam em situagédo de
equilibrio. Os compostos presentes na infusdo das flores de H.pernambucensis
nao provocaram diminuigdo nem aumento dos danos oxidativos no figado e
CCD. Entretanto, foram verificados maiores niveis da peroxidagao lipidica no
cortex cerebral esquerdo (CCE) dos grupos das RE quando comparados ao
grupo das RC (figura 21). O nivel de proteinas oxidadas, medido pelas
proteinas carboniladas, também foi maior no coértex cerebral esquerdo das
ratas expostas ao CEMUAF quando comparadas as ratas controles (figura 22).
Esta resposta diferente observada entre o CCD e CCE pode estar relacionada
a diferenca da morfofisiologia dos hemisférios.

Conforme mencionado por OLIVEIRA (2005), em humanos, 95% das
pessoas apresentam o hemisfério esquerdo como dominante. Este hemisfério é
considerado mais objetivo e responsavel pelo raciocinio légico, enquanto que o
hemisfério direito € subjetivo e responsavel pela criatividade, imaginacdo e
percepcdo. Em razdo da existéncia da area de Broca (localizada na parte
inferior do lobo frontal e na parte superior posterior do lobo temporal) e da area
de Wernicke (localizada na regido interna medial), o hemisfério esquerdo €&
considerado dominante. A area de Broca é responsavel pela capacidade de
expressao. Os estimulos captados pelas outras areas (visdo, audigéo, olfato)
convergem para a area de Wernicke. Esta € ativada, sendo responsavel pela
interpretacéo geral dos estimulos (OLIVEIRA, 2005). BARON-COHEN (2004)
relata que o hemisfério esquerdo feminino tem maior atividade cerebral,
aumento do fluxo sanguineo e da atividade metabdlica quando estimulado por
tarefas de fala. O fato do CCE ser metabolicamente mais ativo, e a associacao
do campo eletromagnético de ultra-alta-frequéncia pode ter induzido a
formacdo de ERO no CCE das ratas, provocando a indu¢do de estresse
oxidativo (MOUSTAFA et al., 2001; ORAL et al., 2006).
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Corroborando com os nossos resultados, SOKOLOVIC et al. (2008)
relataram que a frequéncia UHF de 900MHz causou dano oxidativo no cérebro
de ratos Wistar aumentando os niveis de proteinas carboniladas,
malonaldialdeido, atividade da xantina oxidase e diminuicdo da atividade da
catalase. Em consequéncia disso, os efeitos diretos sdo a perda de fluidez,
diminuigdo na resisténcia elétrica, depressdo na mobilidade de proteina na
membrana e intercambio maior entre os fosfolipidios da membrana plasmatica.
Nos efeitos indiretos, a peroxidagao lipidica que €& possivelmente menos
aparente, mas provalvemente ndo menos prejudicial, forma aldeidos, epdxidos
e cetonas no cérebro.

REFSGAARD et al.(2005) relacionaram que os efeitos fisioldgicos
associados com o estresse oxidativo poderiam formar produtos de peroxidagao
lipidica (hidroperdxidos lipidicos e derivados de aldeidos). Estes sao capazes
de induzir a formacao de grupos carbonil in vivo e in vitro elevando os danos
oxidativos as proteinas. Pode-se deduzir que a geragcado de ERO por CEMUAF,
aliado a fisiologia do cortex cerebral esquerdo (contém maior quantidade de
acidos graxos poliinsaturados), tenha induzido ao aumento da peroxidagao
lipidica e de proteinas carboniladas no CCE.

No presente estudo, o CEMUAF também ocasionou um aumento dos
danos no DNA do grupo exposto (RE) em relagdo ao controle (RC), quando
medido pelo Ensaio Cometa (tabela 1). ONUKI et al.(2002) mostraram que as
ERO e os aldeidos sao agentes importantes para lesdo do DNA, podendo levar
a mutagdes que estido relacionadas ao desenvolvimento de cancer. Entédo, os
maiores niveis de danos oxidativos encontrados em lipidios das RE podem ter
originado produtos aldeidicos que levaram a maiores indices de danos ao DNA.
Conforme PHILLIPS (2009), a radiacdo de radiofrequéncia & genotdxica no
cérebro de ratos expostos, aumentando a quebra do DNA.

Na analise da frequéncia de danos, por meio da quantificacdo de
células por classe de danos, verificaram-se que as ratas expostas apresentam
células com as classes mais altas de danos em DNA (tipo 3 e 4) em
comparacao as ratas controles (figura 23). KESARI & BEHARI (2009) também

observaram aumento no numero de quebras de DNA nos ratos expostos,
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sugerindo um aumento nas quebras duplas que foram cumulativas e nao
reparadas eficientemente pelo sistema de reparo.

Os animais que tomaram a infusédo das flores de H. pernambucensis e
nao foram expostos ao CEMUAF (RCH) e os que foram expostos ao CEMUAF
(REH) apresentaram maior peroxidagao lipidica no cértex cerebral esquerdo,
ao invés de serem protegidos (figura 21). Isto pode ter acontecido pela grande
quantidade de ferro (227mg/kg de planta, limite estabelecido na literatura
20-1000mg/Kg) e cobre (16mg/kg de planta, limite estabelecido na literatura
20mg/Kg) presentes nas flores da planta (TABATAI & BREMNER, 1970;
BREMNER & MULVANEY,1982), quando comparada as outras plantas do
mesmo género como, por exemplo, o H. sabdariffa (117mg/kg de planta)
(FALADE et al., 2005). Como a planta tem elevadas quantidades de ferro e
cobre, estes podem ter servido como agentes doadores de elétrons para o
H.O. , tentando reduzi-lo e formando o radical hidroxil (OH) via da reacédo de
Fenton (FURTADO-FILHO, 2003). Este radical & extremamente reativo e
nocivo reagindo indiscriminadamente com outras moléculas. A sua meia vida é
de 7x10* segundos, danificando as moléculas proximas de onde é gerado
(AUGUSTO, 2006).

Pode-se também inferir que a administracdo da infusdo das flores de
H.pernambucensis, na concentracdo de 5%, tenha induzido um maior dano
oxidativo em lipidios, agindo como um oxidante e ndo como antioxidante.

ROSA et al. (2006 e 2007) encontraram que o extrato metandlico de
H.pernambucensis (em concentragdes de 0,001-0,1mg/ml) apresenta atividade
antioxidante em culturas de Saccharomyces cerevisiae e células V79 diante de
H.O. e hidroperdxido de tert-butil. Nao se pode descartar a possibilidade de
que em uma concentragdo menor que 5%, a infusdo poderia ter agido melhor
na defesa antioxidante do cortex cerebral esquerdo dos grupos das RCH e
REH.

Na verdade, o cortex cerebral esquerdo das ratas expostas ao
CEMUAF que tomaram a infusdo das flores de H. pernambucensis (REH)
mostrou uma menor oxidagdo de proteinas (figura 22) e uma diminuigdo nos
danos ao DNA (figura 24), quando comparado ao grupo das RCH. Uma

hipétese provavel € que o CEMUAF, aliado a infusdo, tenha potencializado o
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sistema proteolitico dependente de ubiquitina no REH, diminuindo as proteinas
oxidadas (HERSHKO & CIECHANOVER, 1992; CHONDROGIANNI & GONOS,
2008). IHAM et al. (2004) demosntraram que a administragdo de Ginkgo biloba
concomitante a exposicdo de ondas eletromagnéticas de ultra-alta-frequéncia,
induzem aumento na atividade de SOD em tecido cerebral de ratos.

Conforme mencionado acima, o CCE é metabolicamente mais ativo
que o CCD, e dessa maneira, também n&o se pode excluir a possibilidade de
haver um aumento das enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, ou até mesmo a propria glutationa, neste
hemisfério cerebral. Portanto, é possivel que o CEMUAF tenha induzido o
aumento da atividade da superoxido dismutase nos animais e, dessa forma,
diminuindo a quantidade de proteinas oxidadas e lesdes no DNA.

A quantidade de polifendis (8,25mg/ml) e flavondides (0,010mg/ml)
(tabela 2) nao foi suficiente para quelar a maior quantidade de ferro e cobre
presentes na infusdo, ndo protegendo o cortex cerebral esquerdo do grupo
RCH e REH contra o aumento de peroxidacgao lipidica. Por outro lado, ndo se
pode excluir a possibilidade de serem os responsaveis pela diminuicdo nos

danos a proteinas e ao DNA, quando combinado com o CEMUAF.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As perguntas avaliadas neste trabalho foram as seguintes: (1) O
CEMUAF de 950MHz causa aumento de danos oxidativos em ratas expostas
durante a gestacéo e lactagdo? (2) A infusdo das flores de H.
pernambucensis protege as ratas expostas ao CEMUAF durante a gestacgéo e
lactagao?

Para responder a essas perguntas, foram analisados os niveis de
TBARS, proteinas carboniladas e o indice de danos em DNA no figado e no
cortex cerebral desses individuos. Além disso, foram quantificados os niveis de
polifendis totais e os de flavondides na infusdo de H.pernambucensis.
Esperava-se encontrar maiores danos oxidativos nas RE e menores em RCH e
REH quando comparados as RC conforme a protecdo antioxidante que o
género Hibiscus possui. Contava-se também que a quantidade de polifendis
totais e de flavonoides do H. pernambucensis fossem proteger os 6rgaos das
ratas pelas suas propriedades fitoquimicas.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o CEMUAF de
950MHz n&o causa aumento de danos oxidativos em lipidios de figado e CCD
de RE quando comparadas as RC. Diferentemente, o CEMUAF causa aumento
de peroxidacéo lipidica no CCE de RE.

A infusdo das flores de H. pernambucensis ndo é capaz de proteger
contra danos oxidativos a lipidios de figado e CCD. Observou-se um aumento
da peroxidacao lipidica no CCE das ratas que receberam a infusdo, em relagao
ao grupo controle.

O CEMUAF causa aumento de danos oxidativos em proteinas e lesdes
no DNA de CCE em ratas expostas.

A infusdo de H. pernambucensis nao protege contra danos oxidativos
em proteinas no coértex cerebral esquerdo das RCH. Ha aumento de danos em
DNA em CCE apo6s a ingestao da infusdo nas RCH.

Ao contrario disso, o CEMUAF aliado a infusdo causou diminui¢cao de
danos em DNA no CCE quando se comparam REH com RE e RCH.

Em relagdo a outras espécies, a infusdo de H. pernambucensis tem

mesma quantidade de polifendis que H. rosa-sinensis e mais que H. sabdariffa.
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Contrariamente, ha uma menor quantidade de flavondides que essas duas
especies.

Tendo em vista os resultados apresentados, ndo € recomendavel o
consumo da infusdo das flores de H. pernambucensis (na concentragéo de 5%)
para fins de suplementacdo de antioxidantes na gestagdo e lactacdo. Além
disso, a utilizacdo de CEMUAF de 950MHz causa estresse oxidativo e é
genotoxico no coértex cerebral esquerdo as ratas nesta fase, o que pode
possivelmente acontecer com mulheres.

Futuramente, pretende-se analisar a atividade dos antioxidantes
enzimaticos como superoxido dismutase (SOD), catalase (Cat), glutationa-
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) no

cortex cerebral esquerdo das ratas expostas ao CEMUAF.
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Abstract

Ultra-high-frequency electromagnetic field (UHF-EMF) is characterized by
a frequency of 300 MHz to 3GHz and may cause some damages to health.
This study aims to evaluate the effects of electromagnetic waves of ultra-high-
frequency on the cerebral cortex of pregnant and lactating rats. The animals
were divided into two groups: controls rats (CR) and exposed rats (ER). The
rats were exposed thirty minutes per day to an UHF-EMF of 950MHz, electric
field of 35 V/m throughout pregnancy and lactating period. The specific
absorption rate (SAR) of the exposed group ranged from 0.64 to 0.44 W / kg.
These values were calculated for rats ranging from 90 to 132 days of age. The
statistical analysis was carried through by means + SEM. Values were
evaluated by the two-tailed Student’s t-Test, being significant the results with
p<0,05. Our results showed that the UHF-EMF exposure caused a significant
increase of oxidative damage in lipids, proteins and DNA (p <0.05). The
results indicate that UHF-EMF of 950MHz cause oxidative stress and is
genotoxic to the left cerebral cortex of rats exposed during pregnancy and
lactation.

Keywords: Electromagnetic field; UHF EMF; Free radicals; Pregnancy and
lactation; Cerebral cortex

INTRODUCTION

Currently, we are exposed to various types of electromagnetic waves.
They can be produced by household appliances, power lines and, in recent
years by cordless phones and cell phones. Nowadays, the quantity of these
phones exceeds the number of 4 billion devices. According to the Brazilian
National Telecommunications Agency, the country has already exceeded 152

million sets.
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The electromagnetic waves produced by mobile waves are classified as
ultra-high-frequency and range from 800 to 2200 MHz (Moulder, 1999). The
electromagnetic waves generated by electromagnetic fields are classified as
UHF when they range from 300 MHz to 3 GHz (VErsacHAvE AnD Mates, 1998).

Ultra-high-frequency electromagnetic field (UHF-EMF) can cause
damage to the biological systems (OraL et al., 2006). One of these biological
effects is the formation of reactive oxygen species (ROS) which, in turn, causes
damage to macromolecules such as proteins, nucleic acids and lipids (VALko et
al., 2007). The oxidative damage to macromolecules are related to various
health problems. Among them are the neurodegenerative Parkinson's and
Alzheimer's disease, and other changes in the central nervous system
(HacLiwerr ano Gutterinee,1999). Despite  being associated with various
diseases the Reactive Oxygen Species (ROS) are important for the destruction
of antigens by neutrophils (NeaLe et al, 1993). These molecules also participate
naturally in cellular signaling as a second messenger (Forman et al., 2008).

Pregnancy is marked by a series of changes in the body. One of these
changes is hormonal. Some female hormones have neuroprotective function
against oxidative stress (Druzen, 1997).  The brain is the most mysterious and
unknown organ in the body. It is responsible for controlling all functions, except
the vegetative functions that are controlled by the bulb.

Despite being considered a single structure, the brain is divided into two
halves, the left and right cerebral hemispheres. Anatomically, these structures
look like the image of one another. Physiologically, the movements and
sensations of the body are controlled by opposite sides of the hemispheres.

Due to some characteristics of the human left hemisphere, researchers
consider this portion of the brain as dominant (Porrer Anp Ecies, 1991). This
hemisphere is related to specific activities and objectives, which are related to
the rational, logical, practical, realistic, formal and control (SpringER AND
DeutscH, 1993; De OLiveira, 1999).

The cerebral cortex is the structure of the brain in charge of
interpretation and awareness of all pulses from the areas of sensitivity. After

interpretation and awareness, the decoding is the preparation of a response by
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means of transmission of efferent impulses that command the voluntary
movements.

Based on that, one question is raised: what happens to the brain of
pregnant and lactating rats exposed to electromagnetic waves of UHF-EMF?
There the aim of this study was to evaluate the effects of UHF electromagnetic

waves on the cerebral cortex of pregnant and lactating rats.

2. Experimental procedures

2.1 Animals

Twelve female Wistar rats weighing approximately 230g and aged 3
months were used. The animals were divided into two groups: six exposed
rats to UHF-EMF and six control rats. They were obtained from the Bioterium of
the Biophysics Department of, the Federal University of Rio Grande do Sul. This
research was approved by the Ethics Committee of Lutheran University of
Brazil. All experiments were performed according to the guide for care and use
of laboratory animals of the National Institute of Health (NIH publication No
85-23, revised 1996). Before exposure, the pregnant rats were kept in individual
standard boxes (40.5 x 33.3 x 17.5 cm) under a cycle of 12h light/12h dark at a
temperature of 23 £ 0.5 ° C with water and balanced diet ad libitum. During
exposure to UHF-EMF, the animals were not allowed to drink water and were
not fed. The period of exposure was from 12:00 pm to 3:00 pm, for 42 days.
The group of control rats — not exposed to EMF — was removed from the boxes

and placed inside a Faraday box (without the antenna), at the same time.

2.2 Collection and storage of material

After 42 days of exposure (21 days of gestation and 21 days of
lactation) the rats were decapitated with a guillotine. The decaptation occurred
in the late afternoon to avoid the antioxidant action of melatonin (Oxtem et al.,
2005). The left and right cerebral cortex (LCC and RCC) were removed,

immersed in liquid nitrogen and stored at — 80 ° C ultra-freezer.
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2.3 Exposure System of UHF EMF

The pregnant and lactating rats were irradiated 30 minutes per day from
the day of sperm detection until the weaning of the pups. The boxes of the
irradiated groups were placed 11cm apart from the antenna. The antenna and
the boxes were always in a cage of Faraday, made of aluminum. The
electromagnetic field (EMF) outside the cage measured 0.3 V / m. The cage
with the control group was 92cm away from the cage containing the irradiated
group. The cages were placed in a wooden tray. The EMF in the control cage
measured 0.15 V/m. The electric field generated by the exposure system was
35V/m. A generator of electromagnetic waves — composed of the Aural
Broadcast STL generator, model PCL-303 (Moseley PCL-303) and antenna
Precision Half-Wave dipole — was used to  produce UHF-EMF power of 1W,
950MHz of frequency and antenna for vertical polarization (picture 1). The
EMR-30 Radiation Meter (manufacturer by Wandel & Goltermann) was used to

measure the intensity of the EMF inside and outside the box.

Picture 1 — Biophysical System

The specific absorption rate (SAR) of the tissue was calculated. The
SAR is a measure of energy absorbed by tissue exposed to an electromagnetic.
The value was obtained through the formula below, according to ICNIRP
(2009). SAR = (a/p x (E)? [W/Kg], where g is the electrical conductivity of the
sample, E is the average value of electric field and p is the density of the
sample (brain). In this study, the SAR of the exposed group ranged from 0.64 to
0.44 W / kg. These values were found using 0.54 and 0.37 S/m for conductivity
and density of 1040 kg/m?® for tissue. These values were calculated for rats

ranging from 90 to 132 days of age, as measured by parameters of Peyman et
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al. (2001). The SAR of the control group ranged from 1.17 x 10° to 8.0 x 10°®
W / kg.

2.4 Assays for lipid peroxidation

Lipid peroxidation was assessed by thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS). In this technique, the lipid peroxidation is observed by the
reaction of thiobarbituric acid (TBA) with aldehydic compounds, mainly
malonaldehyde (MDA), present in tissues, resulting in the formation of an
adduct with read absorbance at 532nm (Hermes-Liva Anp Storey, 1996, 1998,
Ramos 1999; Furtapo-FiLHo, 2007).

TBARS were quantified as an index of lipid peroxidation exactly as
described by Ramos ano Hermes-Lima (2003) and Furtapo-FitHo (2007), except
that frozen samples were homogenized in ice-cold 1.1% phosphoric acid as
1:20 w/v for all tissues. TBARS values were expressed using the extinction
coefficient of 156 mM™". This is an effective assay for determination of TBA-
reactive aldehydes, which are mostly products of lipid peroxidation (HermEs-
Liva, 2004a).

2.5 Assay of oxidation protein

The oxidized proteins were determined by measuring levels of protein
carbonyl (adapted from Lenz, 1989). Oxidative damage to proteins was
quantified as carbonyl protein using a method employing 2,4-dinitrophenyl-
hydrazine,which reacts with carbonyl groups. This assay was conducted as
previously described (Ramos-Vasconceros aAnp HEermes-Lima, 2003; Ramos-
VasconceLos et al., 2005; Furtapo-FitHo, 2007), except that frozen samples
were homogenized (1:20 w/v for all tissues) in ice-cold 5% wi/v sulfosalicylic
acid. Final carbonyl protein values were expressed using the extinction

coefficient of 22 mM™".
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2.6 Comet Assay

The comet assay is a technique used to check the damage and effects
on DNA repair systems (SiveH et al., 1988). This test detects breaks in DNA,
cross-linking, alkali-labile damage and losses resulting from repair by
uncompleted excision (SineH et al., 1988; Tice et al., 2000).

The alkaline comet assay was performed as described by Cortins
(2004) with some adaptations by Tice et al. (2000). Initially, the weighing of
samples of tissue (from 0.0100 to 0.0300 g) was performed with the aid of liquid
nitrogen. The samples were allowed to thaw in a styrofoam container with ice
and water for 15 min in mincing solution. In an average plate of ELISA in a
platform of ice, a solution of 500 pl (HbSS with 20mM EDTA, 10% DMSO and
pH 7,0-7,5) was added. The weighted tissue was added to the mincing solution
and perforated with the aid of two tips of 200 ul in the dark. An amount of 20 pl
of the suspension of cells was collected and dissolved in 0.75% agarose of low
melting point (90ul). This procedure was also conducted in the darkness.

Immediately, the suspension and agarose were pipetted into a glass
sheet, pre-coated with a layer of 1% normal agarose and placed on a stage,
which had been previously dried for 15 minutes in a refrigerator. After this
period of drying, the stages were removed and placed in vertical cuvette
(covered with aluminum foil) and incubated in cold lysis solution (2.5 M NacCl,
10mM Tris, 100mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% DMSO and pH 10). During
the incubation, the slides were protected from light in the refrigerator for one
hour to remove the nuclear membranes and cytoplasmic contents, leaving the
DNA as nucleoids. After the lysis procedure, the slides were placed in a
horizontal electrophoresis tank. This tank was placed inside a plastic tray filled
with ice. A solution of (300mm NaOH, 1mM EDTA and pH 13, 0) was added to
the electrophoresis buffer to cover the slides, allowing the DNA to relax so that
the alkali-labile sites could become more explicit. The electrophoresis was
adjusted to a source of 25V and 300mA for 20 minutes (the current was
controlled with the volume of the buffer). All previous steps were performed
under yellow light or in darkness to prevent additional damage to DNA. The

slides were then neutralized within the vertical cuvette (0.4 M Tris and pH 7.5)
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for 5min and the procedure was repeated 3 times. Afterwards, the slides were
kept in distilled water for 5min. The water was discarded and the procedure was
repeated twice. The slides were left to dry overnight. After this period they were
hydrated for maintenance in distilled water for 5 minutes. The slides were then
stained with silver staining solution, performed according to the protocol
described by Napiv et a.l (2001). After staining, the slides dried at room
temperature overnight. Finally, they were analyzed using an optical microscope.
One hundred cells were selected for each slide, in triplicate. They were visually
scored — according to the length of the tail — in five classes: Class 0: non-
damaged, without a tail, Class 1: with a tail shorter than the diameter of the
head (nucleus), Class 2: with a tail length of 1-2 times the diameter of the head,
Class 3: with a tail with more than 2 times the diameter of the head, and Class
4: comets with no heads. The index of damage in each group studied ranged
from zero (100x0, 100 cells completely without damage) to 400 (100x4, 100
cells observed with the maximum damage). The frequency of damage (FD) is
calculated by subtracting the number of cells without damage (Class 0) from the
number of damaged cells (Classes 1,2,3 and 4) and dividing by 100. The values

and expressed in percentage.

2.7. Statistical analysis

All data are reported as mean + SEM. Statistical analysis was

performed by Student’s t-test (two tails), with significant results p<0,05.

3. RESULTS

3.1 Lipid Peroxidation
3.1.1 Right Cerebral Cortex

Lipid peroxidation, determined by TBARS, was performed in right
cerebral cortex of control rats (CR) and exposed rats (ER) (Table 1). There was
no difference between the levels of TBARS between ER and CR.
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Table 1 TBARS contents in right cerebral cortex

Animal Mean SEM SD N
Control 89.1 nmol/lgwetwt 87 194 5
Exposure  72.5nmol/gwetwt 126 30.8 6

No statistical differences (two-tailed t-test)
between control rat and exposure rat.

3.1.2 Left cerebral cortex

Lipid peroxidation was performed in the cerebral cortex of control rats
(CR) and exposed rats (ER) (Figure 1). Samples of the ER presented higher
levels of TBARS (88.3% 7.32 nmol/g wet wt) than the CR (64.2+ 5.20 nmol/g wet
wt). TBARS levels in the ER were 1.3-fold higher than in CR.

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

nmol /g wet wt

20

CR ER

Fig.1 Determination of lipid peroxidation of the left cerebral cortex in rats
exposed (ER) and not exposed (CR) to UHF- EMF. The results are presented
as mean = SEM, n= 6. *: Significantly different from the CR value, p<0.05 (two
tailed t-test).

3.2. Carbonyl Protein left cerebral cortex

Protein carbonyl levels of the left cerebral cortex were also higher in the
ER (454.5+ 39.45 nmol/g wet wt) as compared to CR (260.0+ 60.54 nmol/g wet
wt) (Figure 2). The ER presented 1.7 times more protein carbonyl than the CR.
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Fig.2 Determination of protein carbonyl in left cerebral cortex in rats exposed
(ER) and not exposed (CR) to UHF-EMF. The results are presented as mean %
SEM, n = 6. *: Significantly different from the CR value, p<0.025 (two tailed t-
test).

3.2Comet left cerebral cortex

The index of damage (ID) was observed by the comet assay. As can be
observed in Figure 3, ER presented a significant increase of ID (275,412 +
16,064 ID) in relation to CR (184,062 + 18,8046 ID).

350 + *
300
250 +
200 T
150 +
100 -
50 -

Index of damage (0-400)

CR ER

Fig.3 Determination of the comet test the left cerebral cortex in rats exposed (ER)
and not exposed (CR) to UHF EMF. The results are presented as mean £ SEM, n
=16-17. * = p <0.001, T-test (two tailed).

The percentage of total damaged cells was observed by the frequency of
damage (FD). There was no difference between ER (93,4118 + 3,925%) and CR
(81,8125 £ 5,055%) (Fig 4).
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Fig.4 Determination of the frequency of damage by the comet left cerebral cortex
in rats exposed (ER) and not exposed (CR) to UHF EMF. The results are

presented as mean + SEM, n = 16-17. T-test (two tailed). No Significant.

4. DISCUSSION

In recent years, some studies have linked UHF-EMF to neuronal
damage (SALFORD,2003), loss of cell in the dentate gyrus (ODACI et al.,2008)
and development of malignant brain tumors (HaroeLL et al., 2006 anp 2007).This
study analyzed the effect of UHF electromagnetic waves on the oxidative
damage of lipids, proteins and nucleic acids of the cerebral cortex of pregnant
and lactating rats. Three months rats were used in the experiment. The animals
were exposed during pregnancy and lactation. These rats can be compared to
pregnant adolescents exposed to UHF-EMF.

There was no difference in TBARS levels of the right cerebral cortex in
either CR and ER (Tabela 1). This can probably be explained by the balance
between oxidants and antioxidant defenses. The levels of TBARS in the left
cerebral cortex (LCC) of ER were higher than the levels of CR.

The difference found in the left cerebral cortex and absent in the right
cerebral cortex could be explained by increased blood flow and hight metabolic
activity of the left hemisphere (De Ovuiveira, 1999). This, combined with the
electromagnetic field, might have induced the formation of ROS (Mousrtara et
al.,2001; OraL et al., 2006; YurekL et al., 2006; Sivko et al., 2006; PHiLLirs et

al., 2009), therefore increasing oxidative stress.
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Since the difference in TBARS only happened in the LCC, we decided
not to perform the techniques with the RCC.

The levels of oxidized proteins, as measured by protein carbonyl, were
higher in exposed rats. The generation of ROS by UHF-EMF may have led to
increased oxidative damage in protein (SokoLovic et al., 2008). Moreover, the
formation of aldehydes, as in TBARS, may have led to the formation of carbonyl
groups (Refsgaard et al., 2005).

The UHF-EMF increased oxidation of DNA in the exposed group (ER)
compared to control (CR), as measured by comet assay. Onuki et al. (2002)
showed that the ROS and aldehydes - produced during lipid peroxidation - are
important agents for the DNA lesion and may lead to mutations that are related
to the development of cancer. So the higher levels of oxidative damage in lipids
of RE probably produced aldehydic products leading to higher rates of DNA
damage. According to PHiLLips (2009), the RF radiation is genotoxic in the brain
of rats exposed, increasing DNA strand break.

The hormonal changes caused by pregnancy and lactation may have
made the LCC of the ER more susceptible to the formation of ROS. This
increase has been related to decreased levels of estrogen (HernAnDEZ et al.,
2000; Wassmann, 2001).

In conclusion, our results showed that 950 MHz UHF -EMF causes
oxidative stress and it is genotoxic to the left cerebral cortex of rats exposed

during pregnancy and lactation.
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