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RESUMO

Viarios estudos tém sugerido que seres vivos podem ser suscetiveis aos campos
eletromagnéticos (CEMs). Os supostos efeitos dos Campos Eletromagnéticos de Ultra Alta
Freqiiéncia (CEMUAFs) em sistemas bioldgicos sao pouco conhecidos. Os relatos de um
possivel efeito biologico dependente da alteragdo de estados de oxidagdo entre pares de
radicais sugerem um mecanismo de transducgdo organica para os campos. Outros trabalhos
obtiveram alteragdes na sinalizacdo celular e defesas antioxidantes apds a exposicao
CEMUAFs e, tais alteragdes, poderiam ser um agente causador de doengas como, por
exemplo, a leucemia infantil, esta ja correlacionada com a exposi¢do aos CEMs. Desta
forma o objetivo deste estudo foi investigar se 0o CEMUAF (834 MHz) poderia interferir
com o balango oxidativo de plandrias e ratos, assim como, estudar a participacdo de
enzimas responsaveis pela hidrolise de nucleotideos, enzimas estas reconhecidas por serem
influenciadas pela agdo de radicais livres.

As planarias foram expostas por 1, 3 ¢ 6 dias (8 h/dia). Apos a exposi¢do foi feito
um homogenato de todo o corpo de cada animal. Foi encontrado um aumento na atividade
da superoxido desmutase (SOD) e um decréscimo na atividade da catalase (CAT) e na
defesa antioxidante ndo-enzimatica (TRAP) apds 6 dias de exposi¢cdo. Adicionalmente,
houve um aumento na freqiiéncia de micronucleos (MN) ap6s 3 e 6 dias de exposi¢dao. Nao
houve alteragdo nos parametros de dano oxidativo a lipidios (TBARS) e proteinas
(Carbonil) em nenhum dos tempos de exposic¢ao. Estes resultados sugerem um aumento nos
niveis de radicais livres e de danos aos acidos nucléicos. Estudos posteriores deverao
determinar se estes efeitos apresentam ou nao associagdes do tipo causa e efeito.

Foram utilizados trés modelos com ratos. No primeiro modelo, animais com idades
de 30, 80 e 210 dias foram expostos por 6 dias (7:30 h/dia). Nao foram encontradas
mudancgas nos parametros de TRAP, TBARS e Carbonil em nenhuma das idades expostas
ao CEMUAF. Estes resultados sugerem que os tempos de exposicao utilizados ndo foram
suficientes para causar alguma mudanca perceptivel nos parametros de estresse oxidativo.
No segundo modelo, utilizou-se o sangue e figado dos neonatos expostos ao CEMUAF
ainda no utero de suas maes durante todo o seu desenvolvimento embrionario (8:30 h/dia).
Nao foram encontradas mudancas em nenhum parametro oxidativo. Foi encontrado um
aumento na freqiiéncia de MN nas hemacias, sugerindo um efeito genotoxico da irradiagao
do celular afetando o tecido hematopoiético dos fetos. No terceiro modelo, utilizou-se o
sangue de ratos adultos (180 dias) expostos por 12 dias (8:30 h/dia). Os niveis da hidrolise
de ATP e ADP estavam aumentados no grupo irradiado. Nenhum efeito foi observado nas
atividades da SOD e da CAT, sugerindo nenhuma participacdo de radicais livres nestes
resultados.

Ainda sdo necessarios muitissimos estudos para determinar quais 0s mecanismos
transdutores dos CEMUAFs em sistemas bioldgicos e de que forma esta interagdo ocorre,
porém estes resultados sugerem: (a) um papel para os radicais livres sobre, pelo menos,
alguns dos efeitos atribuidos aos CEMUAFs e (b) que os organismos em fase de formacao
podem ser mais sensiveis aos campos. Por fim, sugerimos que sistemas bioldgicos podem
sofrer a acdo da irradiagdo com uma quantidade de energia muito menor do que a esperada
para promover algum efeito no metabolismo.



ABSTRACT

Several studies have suggested that living being could be susceptible to the
electromagnetic fields (EMFs). The supposed effects of wultra high frequency
electromagnetic fields (UHF-EMFs) in biological systems are not very well-known. The
reports of a possible effect biological dependent of the alteration of oxidation states among
radical pairs suggest a mechanism of organic transduction for the EMFs. Other works have
obtained alterations in the cellular signaling and antioxidant defenses after the UHF-EMFs
exposure and, such alterations could be a diseases causative agent as, e.g., the infantile
leukemia, this already correlated to EMF exposure. This way we have investigated if the
non thermal UHF-EMF (834 MHz) could interfere with the planarians and rats oxidative
balance, as well as, to study the participation of responsible enzymes for the nucleotides
hydrolysis. Nucleotide hydrolysis is known be influenced by the free radicals action.

Planarians were exposed for 1, 3 and 6 days (8 h/day). After the exposure was made
a whole body homogenate of each animal. It was found an increase in the superoxide
dimutase (SOD) activity, a decrease in the catalase (CAT) activity and a decrease in the
non-enzymatic antioxidant defense (TRAP) after 6-day exposure. It was also found an
increase in the micronudcleos frequency (MN) after 3 and 6 days of exposure. It was not
found changes in the parameters of lipid and protein oxidative damage (TBARS and
Carbonyl, respectively) in none of the exposure times. These results suggest an increase in
the levels of free radicals and of nucleic acids damages. Future studies would determine if
these effects show or not cause and effect associations.

Three models were used with rats. In the first model, animals with ages of 30, 80
and 210 days were exposed for 6 days (7:30 h/day). It was not found changes in the TRAP,
TBARS and Carbonil parameters in none of the UHF-EMF exposed ages. Three models
were used with rats. In the first model, animals with ages of 30, 80 and 210 days were
exposed for 6 days (7:30 h/day). It was not found changes in the TRAP, TBARS and
Carbonil parameters in none of the UHF-EMF exposed ages. These results suggest the
exposure times used were not enough to cause some perceptible changes in the oxidative
stress parameters. In the second model, it were used the blood and liver of offspring
exposed to UHF-EMF (8:30 h/day) still inside of mothers' uterus during all its embryonic
development. It was not found changes in any oxidative parameters. It was found an
increase in the erythrocytes MN frequency suggesting a cellular irradiation genotoxic effect
in the fetus hematopoietic tissue. In the third model, the blood of adult rats (180 days) was
used after 12 days UHF-EMF exposure (8:30 h/day). The levels of the ATP and ADP
hydrolysis were increased in the UHF-EMF group and no effect was observed in the
activities of SOD and of CAT, suggesting no free radicals participation in these results.

It is still necessary a lot of studies to determine which the UHF-EMF transductions
mechanisms in biological systems and that forms this interaction happens, but these results
suggest: (a) a role for the free radicals in, at least, some of the effects attributed to UHF-
EMFs and (b) that the organisms in formation phase may be more sensitive to these fields.
Finally, we suggested that biological systems may suffer the irradiation action with an
amount of energy lesser than the energy believed to promote some effect in the metabolism.
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8-oxodGuo= 8-0x0-7,8-dihydro-2 -deoxyguanosine
ADN= acido desoxirribonucléico
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AMP= adenosina mono-fosfato

ATP= adenosina tri-fosfato

CAT= catalase

CEM= campo eletromagnético

CEMUAF= campo eletromagnético de ultra alta freqliéncia
ERB= estacdo radio-base

ERN= espécie reativa de nitrogénio

ERO= espécie reativa de oxigénio

GSH-Px= glutationa peroxidase

H,0,= peroxido de hidrogénio
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NO= 6xido nitrico

O,-= radical superoxido

OH'= radical hidroxil

ONOO'= peroxinitrito

RL=radical livre

SAR= taxa de absor¢ao especifica (specific absorbation rate)

SOD= superoxido desmutase



Introducéo

O habitat humano mudou muito nos tltimos 100 anos e a mais marcante novidade
foi o aumento da geracdo e utilizagdo da eletricidade. Hoje o mundo estd carregado com
emissdes de campos elétricos, magnéticos e eletromagnéticos resultantes do
desenvolvimento da tecnologia e de sua aplicagdo na geragdo de bens de consumo e na
propria energia para a utilizagdo destes bens.

Dentre as novas tecnologias, o avanco da industria da telefonia mével em todo o
mundo tem levado um numero crescente de pessoas, em destaque alguns cientistas, a
questionarem se os sinais emitidos pelas estacdes radio-base (ERBs) e pelos telefones
celulares poderiam afetar a saude (Hardell et al, 2003; French et al., 2000; Bren, 1996).

Um dos primeiros relatos sobre correlacdo entre campos eletromagnéticos (CEMs) e
satide humana ocorreu em 1979 quando Wertheimer e Leeper apresentaram um estudo de
correlacdo entre cabos de distribuicdo de energia préximos a escolas e o aumento de casos
de leucemia infantil. Apesar desta ainda recente area de estudo, os resultados disponiveis na
literatura sugerem-nos que os CEMs podem provocar efeitos diversos conforme diferentes
parametros: poténcia [taxa de absor¢do especifica (SAR em inglés), densidade de poténcia
incidente], densidade de fluxo magnético, campo estatico ou com freqiiéncia, comprimento
de onda/freqiiéncia, distancia do campo, polarizagao (linear, circular), emissdo (continua ou
pulsatil), forma da onda (sinusoidal, triangular, retangular, etc), modulagcdo (amplitude,
freqliéncia, fase, complexidade), duracdo ou intermiténcia da exposi¢cdo (continua ou
interrompida), exposi¢do aguda ou cronica. H4 também um grande niimero de varidveis
biologicas que podem causar diferentes respostas aos CEMs, algumas destas variaveis sdo:

exposi¢ao in vitro ou in vivo, espécie utilizada, idade do individuo, regido do organismo



exposta e/ou analisada, individuo saudavel ou doente. Como exemplo, ¢ possivel citar
alguns trabalhos sugerindo que CEMs de altas e/ou baixas freqiiéncias sdo capazes de:
alterar a atividade transcricional de certos genes (Hirai et al., 2002; Tsuchiya et al., 1999;
Phillips et al., 1992), induzir quebras no DNA (Lai e Singh, 2004, 1996; Cho ¢ Chung,
2003), modificar os niveis celulares de calcio (Fanelli et al, 1999; Bawin et al., 1978),
induzir a apoptose (Quaglino et al., 2000), diminuir a performance da memoria de animais
em tarefas comportamentais (Seaman et al., 1998; Lai, 1996; Lai et al., 1994) induzir
cancer (Lonn et al., 2004; Adey, 1997) aumentar o dano oxidativo em lipidios (Bediz et al.,
2006; Kula et al., 2002) e modificar a atividade de enzimas (Zwirska-Korczala et al, 2005;
Lee et al., 2004; Irmak et al., 2002; Kula et al., 2002; Dibirdik et al., 1998).

Por outro lado um potencial terapéutico para os CEMs também comeca a surgir. Por
exemplo, CEMs tém alcangado repetidos resultados na osteogénese in vitro (Lohman et al.,
2003; Molen et al., 2000), e em animais com ossos lesionados (Ottani et al., 2002;
Matsumoto et al., 2000; Yonemori et al., 1996). Outros resultados positivos no tratamento
da epilepsia (McLean et al., 2003; Tattersall et al., 2001), plasticidade neuronal (Pacini et
al., 1999), esclerose multipla (Richards et al., 1997) e melhora da memoria declarativa em
humanos (Richards et al., 1996) também reforcam a idéias de uma possivel aplicagdo

terapéutica aos CEMs.



Campo eletromagnético de ultra-alta freqiiéncia

Um campo eletromagnético que pertence a faixa de freqiiéncia de 300 MHz — 3

GHz ¢ denominado campo eletromagnético de ultra-alta freqiiéncia (CEMUAF) (Ultra-high

frequency electromagnetic field, 2006). O intervalo de freqiiéncia normalmente utilizado

para a telefonia mével popular esta entre 800 — 2200 MHz (Verschaeve e Maes, 1998). Este

intervalo esta dentro da grande faixa de freqiiéncia chamada de radiofreqiiéncia (3 KHz —

300 GHz) (Lai, 2005) sendo, o mesmo, considerado nao-ionizante (Fig. 1), ou seja, ndo tém

a propriedade de produzir ions mediante perda ou ganho, por molécula ou atomo, de um ou

mais elétrons.
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Figura 1. O espectro eletromagnético (Extraida de Verschaeve e Maes, 1998).

Os CEMs ndo-ionizantes, apesar de transferirem menos energia em um quanta de

energia que os CEMs ionizantes, também sdo capazes de provocarem efeitos fisicos, de



especial interesse, a geracao de calor. Em sistemas bioldgicos o efeito térmico pode diferir
muito do aquecimento classico, pois estes ocorrem devido a absor¢ao de energia de CEMs
pelos tecidos, através da vibracdo das moléculas de dgua e dos ions nela dissolvidos. A
quantidade de calor produzida em um organismo depende primariamente da intensidade da
radiagdo, de algumas propriedades elétricas da biomassa e da eficiéncia dos mecanismos de
termorregulacdo. Efeitos a satde, classicamente, iniciam apo6s a elevagdo de,
aproximadamente, 1° C na temperatura corporal (Hyland, 2000). Normas internacionais
foram criadas para regulamentar os limites de exposicdo de humanos a CEMs em diversas
faixas de irradiagao (ICNIRP, 1998). A taxa de absor¢do especifica permitida para CEMs
na faixa da radiofreqiiéncia ¢ menor do que 2 mW/g (ICNIRP, 1998). Este limite considera,
somente, os efeitos térmicos sobre o organismo e representa metade do valor de SAR
necessaria para provocar a elevacdo da temperatura. A metade do valor da SAR ¢ utilizada

como limite para permitir uma margem de seguranga para a exposi¢do (ICNIRP, 1998).

Acéo dos CEMs sobre o balanco oxidativo dos radicais livres — Uma hipdtese

Apesar dos varios relatos sobre a interagdo de CEMs com sistemas bioldgicos ndo ¢
conhecido o mecanismo de como tal fendmeno ocorra. Alguns autores apontam para um
possivel papel do balanco oxidativo dos radicais livres neste processo, propondo alguns
modelos matematicos apresentando razoaveis explicacdes de como fracos CEMs poderiam
diminuir a capacidade de recombinagdo de pares radicais, aumentando os niveis de radicais
livres (Timmel et al., 2001; Grissom, 1995). Isto ocorreria através da acdo de CEMs com
densidades de fluxo muito proximas ou mesmo inferiores ao valor do campo geomagnético.
Estes CEMs — estaticos ou oscilantes — atuariam sobre pares radicais diminuindo a taxa de

alternancia entre estados de spin singleto e tripleto, cujo valor percentual normal € 75 % e



25 %, respectivamente. Se o par radical for produzido num estado tripleto, a diminui¢do de
alternancia entre estados diminuiria a concentragdo do estado singleto, que possui reagao
atrativa entre os pares radicais, aumentando a concentracdo do estado tripleto, que possui
reacdo dissociativa entre os pares radicais. Desta forma o aumento do estado tripleto
contribuiria para a separacdo do par radical formando, entdo, os radicais livres (RLs)
(Timmel et al., 2001; Grissom, 1995). Em concordancia com esta hipOtese outros
pesquisadores demonstraram que RLs tém sido implicados em varios tipos de danos
teciduais apds esta exposi¢dao (Oktem et al., 2005; Regoli et al., 2005; Yokus et al., 2005;
Ilhan et al., 2004; Lee et al., 2004; Zmyslony et al., 2004).

Mas o que sdo radicais livres? Um RL ¢ definido como qualquer espécie que possua
um ou mais elétrons desemparelhados. Quando ocorre este desemparelhamento surge uma
instabilidade molecular, fazendo com que essa estrutura procure outra para estabilizar-se e
criando outro radical livre. Desta forma inicia-se uma rea¢do em cadeia e, se a producao
dos RL ndo estiver em equilibrio com as defesas antioxidantes do organismo, danos a
biomoléculas e morte celular poderdo acontecer. RLs sdo conhecidos como espécies
reativas e estas podem ser espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNs).
As principais EROs a serem consideradas como potencialmente danosas sdo: o anion
superoxido (O, o qual é gerado principalmente na mitocondria; o peroxido de hidrogénio
(H20,), gerado pela agao da enzima superoxido desmutase (SOD) sobre o O;:"; o radical
hidroxil (OH’) produzido a partir do H,O; através da reacdo de Fenton catalisada por um
metal de transi¢do (principalmente, ferro ou cobre); e o peroxinitrito (ONOO), o qual ¢
gerado pela reacdo do O, com o 6xido nitrico (NO'). As principais enzimas antioxidantes

sao a SOD, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). A CAT e a GSH-Px
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participam da remog¢do do H,O, evitando a geragdo do OH, um radical extremamente
reativo que causa dano a lipidios, proteinas e, com especial destaque, ao DNA (Berg et al.,
2004; Halliwell e Gutteridge, 1999).

Neste trabalho utilizaremos dois modelos animais, um com plandrias e outro com
ratos. As planarias Girardia (Dugesia) tigrina foram escolhidas por possuirem uma alta
suscetibilidade a danos no ADN (Guecheva et al., 2001), a modulagdo da sua capacidade de
regeneracdo (Rogdestvenskaya et al., 2001), e a mudangas nas suas defesas oxidativas
(Guecheva et al., 2003) quando expostas a agentes poluidores do meio ambiente. Também
ja4 foi demonstrado que o crescimento do blastema de planarias foi modulado apds a
irradiagdo com um CEM de baixa freqiiéncia (31,0 ¢ 47,7 Hz) (Rogdestvenskaya et al.,
2001). O estudo com plandrias nos permitira realizar estudos prévios que poderdo fornecer
pistas para a seqliéncia do trabalho com ratos, um organismo com um padrio de

complexidade mais proximo ao do homem.

Objetivo geral
Investigar a influéncia dos CEMUAF sobre parametros bioquimicos de dois
modelos animais, quais sejam, planarias (Dugesia tigrina) e ratos Wistar (Ratus

norvegicus).

Objetivos especificos

Objetivo 1 :Avaliar os efeitos, sobre parametros de estresse oxidativo e genotoxicidade, da
exposi¢ao de planarias adultas (Girardia tigrina) ao CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz;
32 - 54 V/m; 85 - 140 mA/m; vertical polarization). A irradiacdo serd emitida por um

telefone celular analogico pelo periodo de 1, 3 e 6 dias (8 horas/dia). Serdo avaliados, em
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homogeneizados totais de plandrias, os parametros: dano oxidativo a lipidios, dano
oxidativo a proteinas, defesas totais antioxidantes ndo-enzimaticas, atividade das enzimas

antioxidantes SOD e CAT e freqiiéncia de microntcleos (MN).

Objetivo 2: Avaliar os efeitos, sobre parametros de estresse oxidativo, da exposi¢do de
ratos machos de diferentes idades (30, 80 e 210 dias) ao CEMUAF (600 mW peak; 834
MHz; 23 — 35.7 V/m; 65 - 90 mA/m; vertical polarization). A irradiacdo serd emitida por
um telefone celular analdgico pelo periodo de 6 dias (7:30 horas/dia). Serdo avaliados, em
hipocampo e cortex frontal, os pardmetros: dano oxidativo a lipidios, dano oxidativo a

proteinas, defesas totais antioxidantes ndo-enzimaticas.

Objetivo 3: Avaliar os efeitos, na progénie de ratas gravidas expostas durante toda a
gestacdo ao CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 — 40 V/m; 70 - 100 mA/m; vertical
polarization), sobre parametros de estresse oxidativo e genotoxicidade. A irradiacdo sera
emitida por um telefone celular analogico durante toda a gestagdo (8:30 horas/dia). Serdo
avaliados, no sangue, os parametros: dano oxidativo a lipidios, dano oxidativo a proteinas,
oxidacdo de grupamentos tiois, defesas totais antioxidantes ndo-enzimaticas, atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px e freqiiéncia de MN. Em homogeneizados de

figado serdo avaliados todos os parametros acima, exceto a freqiiéncia de MN.

Objetivo 4: Avaliar os efeitos, sobre parametros de estresse oxidativo e hidrolise de
nucleotidios, da exposi¢ao de ratos adultos ao CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 —
40 V/m; 70 - 100 mA/m; vertical polarization),. A irradiacdo sera emitida por um telefone

celular analdgico pelo periodo de 12 dias (8:30 horas/dia). Serdo avaliados, no sangue, os

12



parametros: atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e hidrédlise de adenosina tri-

fosfato (ATP), adenosina di-fosfato (ADP) e adenosina mono-fosfato (AMP).
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Discussao

Apesar de possuirem caracteristicas bastante diferentes entre si, a agdo de CEMs de
baixa e alta freqiiéncia podem ter mecanismos comuns. De acordo com Blank e Goodman
(2004), os estimulos termais e ndo-termais afetam diferentes segmentos do ADN e
diferentes caminhos bioquimicos. Contudo, a estimula¢do nao-termal por CEMs de baixa e
alta freqiiéncia poderia utilizar a mesma via ndo-termal (Blank e Goodman, 2004; Belyaev
etal., 2002).

Nos experimentos com planarias encontramos altera¢dao na atividade da SOD e da
CAT, o que também ndo nos permite descartar uma relacdo causal entre o aumento da
freqliéncia de MN e a mudanca na producao de radicais livres. A SOD e a CAT poderiam
estar com a sua atividade modificada, justamente, por causa de um aumento na produgdo de
radicais livres nos nucleos dos neoblastos das plandrias e sua acdo poderia estar
contribuindo para que outros danos fora do nticleo ndo surgissem.

Outra explicagdo para estes resultados ¢ a possivel interferéncia direta do CEMUAF
sobre a atividade das enzimas, concomitante a interferéncia na integridade do ADN, quer
de forma relacionada ou completamente independente entre estes dois efeitos.

O aumento na freqiiéncia de MN nos eritrocitos dos ratos neonatos irradiados nao
foi acompanhado de qualquer interferéncia nos pardmetros de estresse oxidativo estudados
seja no sangue, seja no figado destes animais. Este resultado, somado aos resultados com
plandrias, sugere-nos que o nucleo ¢ o/um alvo do CEMUAF utilizado. Uma pesquisa
recente apresentou aumento de MN no cérebro de ratos irradiados com CEM de baixa
freqliéncia (Lai e Singh, 2004). Neste estudo o aumento foi evitado ao adicionar um

analogo da vitamina E (trolox), ou um quelante de ferro (deferiprona), ou um inibidor da
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enzima Oxido nitrico sintase (7-nitroindazol). A partir destes resultados os autores
sugeriram que o aumento de MN foi dependente do aumento de radicais livres, que este
aumento foi dependente da interagdo com ferro via reacdo de Fenton e que o NO' foi um
radical livre importante para o dano genémico (Lai e Singh, 2004). Os autores discutem que
células com alta taxa metabolica, como as células cerebrais, possuem alta captacao de ferro
e que o CEM poderia prejudicar a homeostase do ferro (influxo e armazenamento de ferro),
causando um subseqiiente desbalango oxidativo (Lai e Singh, 2004).

E fato que o ADN interage com o ferro no nucleo, originando vérios complexos
ferro-ADN (Dal-Pizzol et al., 2000; Mello-Filho ¢ Meneghini, 1991) e, talvez, a a¢do do
CEMUAF utilizado no nosso trabalho sobre o ferro poderia explicar o aumento da
freqliéncia de MN. Se este for o caso, 0 CEMUAF teria um efeito mais localizado na célula
devido as caracteristicas quimicas do genoma. Esta hipotese devera ser testada pelo nosso
laboratorio.

Como citado no Capitulo 3, também ¢ freqiiente a auséncia de efeitos na freqiiéncia
de MN, trocas entre cromadtides-irmas e aberragdes cromossdmicas apos a realizacdo de
experimentos in Vivo e in vitro (Zeni et al., 2003; McNamee et al., 2002, 2003; Bisht et al.,
2002; Vijayalaxmi et al., 2001; Brusick et al., 1998). Apesar de alguns destes resultados
utilizarem CEMUAFs com valores préximos aos nossos, as condi¢des experimentais ndo
sdo as mesmas. Gragas a natureza multidisciplinar e ainda incipiente deste tipo de pesquisa,
¢ muito comum cada centro de pesquisa montar todo o aparato, assim como, possuir uma
metodologia préopria de pesquisa e esta poderia ser a explicacdo dos diferentes resultados

observados.
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A diferenga de respostas entre as atividades das enzimas antioxidantes e as
envolvidas na hidrélise de nucleotideos (Capitulo 4) sugere-nos que estas ultimas podem
ser mais sensiveis a0 CEMUAF irradiado, pelo menos quando analisadas no soro.

Para a maioria dos trabalhos apresentados nesta Tese sera importante a continuidade
do trabalho com uma irradiacdo cronica, por exemplo, um ano ou mais de exposi¢do. Este
procedimento ¢ importante para podermos garantir que nao esta havendo uma influéncia
cumulativa do CEMUAF irradiado que s6 aparecera em longo prazo nos grupos e/ou nas
estruturas que ndo apresentaram diferengas em relagdo aos seus controles. Lai (2005)
defende que as consideragdes para avaliar efeitos biologicos provocados por CEMUAFs
devem levar em conta ndo somente a energia absorvida por um tecido (SAR), mas,
também, a energia absorvida por unidade de tempo.

Por outro lado uma exposicdo cronica também nos permitird saber o quio
permanente e/ou dolosas sdo as alteragdes encontradas nos organismos estudados. Os
tempos de irradiagdes usados por nds foram muito curtos (poucos dias), apesar de agudos
(= 8 h/dia), quando comparados as exposi¢des quotidianas originarias dos aparelhos de
telefonia movel (menos de 1 h/dia) ou das ERBs (8 h/dia ou mais, dependendo se esta

préxima ao trabalho ou a residéncia) que podem durar meses ou anos.

Considerac0es finais

Esta Tese teve um carater basicamente descritivo. Os resultados obtidos até o
momento ndo fornecem explicagdo sobre os possiveis mecanismos pelos quais os CEMs
atuam no organismo, entretanto, estes trabalhos forneceram-nos pistas por onde comegar a
aprofundar o nosso estudo. Mais até do que as pistas, este ¢ um trabalho multidisciplinar

(como dito acima) e, especialmente no nosso pais, ainda muito preliminar. Portanto, este
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trabalho teve e tem um carater formativo, abrindo uma trilha ainda desconhecida por nos e
desenvolvendo uma nova equipe técnico/cientifica pronta para novos desafios.

Ainda que muito trabalho tenha que ser feito para estudar os mecanismos e as
conseqiiéncias da irradiagdo sobre os seres vivos, os resultados aqui apresentados sugere-
nos que a irradiagdo de CEMUAFs ndo ¢ indcua. Nao podemos afirmar se as conseqiiéncias
serdo maléficas, benéficas ou neutras, isto ¢, se os organismos terdo sua homeostase
alterada, mas acreditamos que sistemas bioldgicos podem sofrer a a¢do da irradiacdo com
uma quantidade de energia muito aquém da esperada para promover algum efeito no
metabolismo.

Finalizamos afirmando que os resultados obtidos a partir dos nossos modelos nao
podem ser atribuidos, também, aos seres humanos, mas servem de alerta para a necessidade
de mais pesquisa nesta area e para a mantermos a cuidado para que a tecnologia seja
desenvolvida sempre com respeito ao meio ambiente e a satide humana, elementos estes

que apresentam uma estreita relacao entre si.

Conclusoes especificas

Conclus6es do Capitulo 1

A irradiagdo de planarias com o CEMUAF por 6 dias (8 h/dia) aumentou a
freqliéncia de MN em neoblastos no grupo tratado em relagdo aos controles.

A defesa antioxidante ndo-enzimatica e a atividade da CAT diminuiram no sexto dia

apos a irradiacao.
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Nao foram encontradas mudangas nos parametros de danos oxidativos lipidicos e

protéicos apos a irradiacao.

Conclus6es do Capitulo 2

A irradiagdo de ratos (30, 80 e 210 dias de idade) com o CEMUAF por 6 dias (7:30
h/dia) nao causou mudangas nos parametros oxidativos de danos a lipidios e proteinas no
cortex frontal e hipocampo.

Nao foram encontradas mudancas nos niveis de defesa antioxidante ndo-enzimatica

no cortex frontal e hipocampo apds a irradiacao.

Conclus6es do Capitulo 3

A irradiagdo com o CEMUAF durante (8:30 h/dia) causou o aumento na freqiiéncia
de MN nos eritrocitos de ratos neonatos expostos durante toda a sua embriogénese no utero
de suas maes.

Nao foram encontradas mudangas no parametro oxidativo de dano a proteinas no
figado e no plasma de ratos neonatos apds a irradiacdo. Nao foi encontrada mudanga no
parametro oxidativo de dano a lipidios no figado de ratos neonatos ap0s a irradiacao.

Nao foi encontrada mudanga no nivel total de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas
no figado de ratos neonatos ap0s a irradiacao.

Nao foram encontradas mudancas nas atividades das enzimas antioxidantes SOD,
CAT e GPx no figado e plasma de ratos neonatos ap0s a irradiacao.

Nao foram encontradas mudangas no contetido de grupamentos protéicos sulfidril,
isto ¢, nos valores de oxidacdo de grupamentos tidis em proteinas de ratos apos a

irradiacao.
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Nao foram encontradas mudangas na taxa de nascimentos por rata apos a irradiagao.

Conclus6es do Capitulo 4

A irradiagdo de ratos adultos (180 dias) com o0 CEMUAF durante (8:30 h/dia) ndo
causou mudangas nas atividades enzimaticas da SOD sérica e da CAT em aliquotas de
sangue total.

Foram encontrados aumentos nas hidrolises de ATP e ADP no soro dos ratos apos a
irradiagao.

Nao foram encontradas mudangas na hidrélise de AMP no soro dos ratos apos a

irradiagao.
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Perspectivas

Repetir o ensaio com MN em plandrias utilizando controles positivos ¢ um
antioxidante no seu aquario. Desta forma pretendemos investigar se ha uma relagao causal
entre o aumento da freqiiéncia de MN (Capitulo 1) e a produgao de radicais livres.

Aumentar os tempos de irradiacdo dos ratos adultos para 6 meses e 1 ano ¢ analisar
outras estruturas como, por exemplo, o tecido hematopoiético medular do fémur. As
estruturas analisadas no Capitulo 2 serdo também observadas neste modelo de exposicao
mais longa.

Analisar o efeito do CEMUAF em ratos com estresse oxidativo induzido.

Repetir o experimento com os ratos neonatos (Capitulo 3) para estudar: (a) se o
aumento na freqiiéncia de MN ocorre também em leucocitos, (b) se ha dano oxidativo no
ADN de leucdcitos através da detecgdo de 8-oxo-7,8-dihydro-2 -deoxyguanosine (8-
oxodGuo), (c) se existem alteragdes cariotipicas em leucocitos, (d) se o efeito permanece
nos ratos adultos que foram irradiados somente até o parto, (e) se o efeito permanece nos
ratos que foram irradiados desde o utero de suas maes até a fase adulta, (f) o efeito do
CEMUAF no metabolismo do ferro do sangue e do tecido hematopoiético medular.

Repetir a irradiacdo de ratos adultos (Capitulo 4) para quantificar os niveis de

nucleotideos no sangue dos ratos para saber se houve aumento de adenosina.
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ANEXOS

Na sec¢do dos Anexos serdo apresentados resultados de trabalhos que necessitam ser
complementados quer em niimero amostral, quer em complementacdo de experimentos e
estruturas. Como os resultados ainda ndo estdo completos ndo sera apresentada discussdo
para 0os mesmos e, portanto, ndo contam para a andlise da Tese. A finalidade da
apresentacdo destes Anexos ¢ apresentar outros resultados obtidos que apesar de nao
comporem o corpo principal da tese forneceram sugestdes para a construgdo dos modelos

experimentais e a conducdo dos demais experimento.
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ANEXO 1

Planarias irradiadas por 3 dias
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Figura 2. Freqiiéncia de micronucleos (MN) apds 3 dias de irradiacao (8 h/dia) com
CEMUAF. As barras representam as médias de cada grupo. Cobre= sulfato de cobre (3
mM). Trolox= antioxidante, analogo artificial da vitamina E (0,1 M). CEM= CEMUAF

(600 mW peak; 834 MHz; 32 - 54 V/m; 85 - 140 mA/m; vertical polarization).
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ANEXO 2
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Figura 3. Dano oxidativo a proteinas. Forma¢do de grupamento carbonil no hipocampo,
cortex frontal (cortex fr.) e cerebelo em ratos neonatos (ver Capitulo 3) irradiados durante
seu desenvolvimento embrionario (8:30 h/dia) com CEMUAF. As barras representam as
médias e os erros-padrao de cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8
- 40 V/m; vertical polarization). Controle-Hipocampo (n= 9). CEMUAF-Hipocampo (n=
7). Controle-Cortex (n=9). CEMUAF- Cortex (n= 7).Controle-Cerebelo (n=9). CEMUAF-

Cerebelo (n=7).
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Figura 4. Dano oxidativo a lipidios. Formac¢do de malondialdeido (MDA) no hipocampo,
cortex frontal (cortex fr.) e cerebelo em ratos neonatos (ver Capitulo 3) irradiados durante
seu desenvolvimento embrionario (8:30 h/dia) com CEMUAF. As barras representam as
médias e os erros-padrao de cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8
- 40 V/m; vertical polarization). Controle-Hipocampo (n= 9). CEMUAF-Hipocampo (n=
7). Controle-Cortex (n=9). CEMUAF- Cortex (n= 7).Controle-Cerebelo (n=9). CEMUAF-

Cerebelo (n= 7).
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Figura 5. Atividade da superoxido desmutase (SOD) em ratos neonatos (ver Capitulo 3)
irradiados durante seu desenvolvimento embrionario (8:30 h/dia) com CEMUAF. As barras
representam as médias e os erros-padrao de cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak;
834 MHz; 26.8 - 40 V/m; vertical polarization). Controle-Hipocampo (n= 6). CEMUAF-

Hipocampo (n= 5). Controle-Cerebelo (n= 6). CEMUAF- Cerebelo (n=5).
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Figura 6. Atividade da enzima catalase (CAT) em ratos adultos irradiados por 6 dias (8:30

h/dia) com CEMUAF. As barras representam as médias e os erros-padrdao de cada grupo.

CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40 V/m; vertical polarization). CCl4=

tetracloreto de carbono (1 mL/kg, 1.p.) administrado 24 horas antes do fim da irradiacao

para induzir um leve aumento do estresse oxidativo no animal. Controle-figado (n= 4).

CEMUAF-figado (n=5). CCls-figado (n=4). CCl4/CEMUAF- Cerebelo (n= 3).
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Figura 7. Dano oxidativo a lipidios. Formac¢ao de malondialdeido (MDA) em ratos adultos

irradiados por 6 dias (8:30 h/dia) com CEMUAF. As barras representam as médias e os

erros-padrao de cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40 V/m;

vertical polarization). CCl4= tetracloreto de carbono (1 mL/kg, i.p.) administrado 24 horas

antes do fim da irradiacdo para induzir um leve aumento do estresse oxidativo no animal.

Controle-figado (n= 10). CEMUAF-figado (n= 10). CCly-figado (n= 8). CCL,/CEMUAF-

Cerebelo (n= 8).
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Figura 8. Defesa antioxidante ndo-enzimatica no figado de ratos adultos irradiados por 6

dias (8:30 h/dia) com CEMUAF. As linhas representam as médias e os erros-padrdo de

cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40 V/m; vertical

polarization). CCl4= tetracloreto de carbono (1 mL/kg, i.p.) administrado 24 horas antes do

fim da irradiag@o para induzir um leve aumento do estresse oxidativo no animal. Controle-

figado (n=5). CEMUAF-figado (n= 5). CCls-figado (n= 4). CCls/CEMUAF- Cerebelo (n=

4).
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Figura 9. Defesa antioxidante ndo-enzimatica no plasma de ratos adultos irradiados por 6

dias (8:30 h/dia) com CEMUAF. As linhas representam as médias e os erros-padrao de

cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40 V/m; vertical

polarization). CCl4= tetracloreto de carbono (1 mL/kg, i.p.) administrado 24 horas antes do

fim da irradiag@o para induzir um leve aumento do estresse oxidativo no animal. Controle-

figado (n=5). CEMUAF-figado (n= 5). CCls-figado (n= 3). CCls/CEMUAF- Cerebelo (n=

4). a= diferenga significativa entre os grupos Controle e CCly (P< 0.05). b= diferenga

significativa entre os grupos Controle ¢ CEMUAF/CCl,; (P< 0.05). c= diferenca

significativa entre os grupos CEMUAF e CCl,4 (P< 0.05).d= diferenca significativa entre os

grupos CEMUAF ¢ CEMUAF/CCI, (P< 0.05). Teste Tukey (Post Hoc).
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Figura 10. Quimioluminescéncia: A taxa total de pré-oxidantes do sangue foi avaliado pela
quimioluminescéncia amplificada por terti-butil hidroperoxido (3mM). O homogenato de
células foi diluido para uma concentracdo protéica final de 1 mg/mL. A
quimioluminescéncia foi medida em cintilador como ja descrito. Foram utilizados ratos
adultos irradiados por 6 dias (8:30 h/dia) com CEMUAF. As barras representam as médias
e os erros-padrao de cada grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40
V/m; vertical polarization). CCl4= tetracloreto de carbono (1 mL/kg, i.p.) administrado 24
horas antes do fim da irradiagdo para induzir um leve aumento do estresse oxidativo no
animal. Controle-figado (n= 5). CEMUAF-figado (n= 5). CCls-figado (n= 4).
CCl/CEMUAF- Cerebelo (n= 4). a= diferenca significativa entre os grupos Controle e
CCl4 (P< 0.05). b= diferenca significativa entre os grupos Controle e CEMUAF/CCl, (P<
0.05). c= diferenca significativa entre os grupos CEMUAF e CCl, (P< 0.05).d= diferenga
significativa entre os grupos CEMUAF ¢ CEMUAF/CCl, (P< 0.05). Teste Tukey (Post

Hoc).
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Figura 11. Tarefa comportamental Labirinto em Cruz Elevado em ratos adultos irradiados
por 6 dias (8:30 h/dia) com CEMUAF. Durante cinco minutos cada rato foi colocado no
centro de uma cruz de madeira com duas extremidades abertas e duas extremidades
fechadas. O tempo analisado no qual o rato fica na extremidade fechada ¢ considerado
como parametro de ansiedade. As barras representam as médias e os erros-padrao de cada
grupo. CEM= CEMUAF (600 mW peak; 834 MHz; 26.8 - 40 V/m; vertical polarization).
Controle (n= 10). CEMUAF (n= 10). *= diferenca significativa (P< 0.05), Teste Mann-

Whitney “U”.
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diseases may cause mental alterations. Our objective was
to determine lipid peroxidation in liver and in different
cerebral structures as well as to evaluate neurobehavioral
alterations in cirrholic rats. Adult Wistar, male rats were
divided into 2 groups: Control: mineral oil, i.p and Cirrhot-
ic: CClyi.p (1:7 in mineral oil) for 135 days (Rhaden, 1991).
Thirty days later the rats were decapitated to collect liver
and brain for lipid peroxidation measurement (TBARS and
Chemiluminescence). Other 2 groups of rats were submit-
ted to behavioral (Open Field OF) and neurological evalu-
ation. Statistical significance (p < 0.05). Cirrhotic rats
presented higher lipid peroxidation [TBARS control 0.28
+/— 0.03 and cirrhotic 0.38 +/- 0.03 nmal MDA/mg
protein; p = 0.009) in liver. In hippocampus, striatum
and cerebellum [MDA] was increased 4 fold in cirrhotic
rats (p < 0.05). Similar results were found when chemilu-
minescence was analyzed. Decreased central ambulatory
activity in OF [control 9.75 +/ - 1.31 and cirrhotic 9.41 +/—
1.43] and an impairment of nociceptive withdrawal reflex
time [control 0.9 +/— 0.18 and cirrhotic 1.9 +/— 0.32
seconds] were observed in cirrhotic rats, p < 0.05. Our
results suggest that rats with cirrhosis induced by CCl,
presented behavioral and neurological alterations which
may be modulated by oxidative stress.

Funded by: PIC- FFFCMPA - Brazil.
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EFFECTS OF ALCOHOLISM AND SMOKING COM-
BINATION ON RAT ANTIOXIDANT METABOLISM.
ANEXPERIMENTALSTUDY DIRECTED TO AND DE-
VELOPED BY HIGH-SCHOOL STUDENTS IN UNI-
VERSITY ENVIRONMENT

DF P Fuchs,"* A Maslinkiewicz."* .1 17 A Lucas,"* LA Leal,™
M. Wagner,"? T Gomes Heek,'” D2 Lagranha,' VL. C. Dallacorie®
R Curi,” and P 1 Homem de Bittenconrs, Jr' "4

"Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul, J.Fundut-.rin Faculdade
Federal De Ciéncias Médicas de Porto Alegre, *Universidude de San
Paulo, *C wlégio Sinodal-Sao Leopoldo/RS, Brazil

Epidemiological studies have shown that smaokers and
alcoholics are prone to develop chronic-degenerative
diseases. To implement a discussion on cigarette and
alcohol consumption among high-school students, Wistar
rats (n = 4) were exposed 30 min-duration daily, two
cigarettes smoke for 45 days and the alcohol treatment
was done by a 15%-ethanol solution. In a screening for
oxidative stress the TBA-RS values, in nmol of MDA/mg of
protein: the lung 92% greater in the chronic alcoholics
smokers - GV vs that only smoke - GlI (0,28 + 0,01) P =
0,262; and the stomach values the GV was bigger 2,42
times vs the acute alcoholics smokers rats - GIV, 2,19
times bigger than chronic alcoholics rats - Gl (0,26 +
0,01) P = 0,158. The Chemiluminescence (CL) induced
by tert-butil-hidroperoxide, in cpm/mg of protein: the
stomach 6,63 times bigger than GIV and 4,24 times
when compared with the group GV vs Gl (6098 +
3081) and these 13 times and 8,34 times bigger when
compared with the group Glll P = 0,090; kidneys of GIV
1,23 times bigger and the GV 1,18 times vs Gl (99300 +

5398) P = 0,001. This study shows to the students the
risks of these associations can increase the pathophysio-
logical disturbances.
Financial support: FAPERGS-Brazil; CNPg-Brazil; PIBIC-
UFRGS-Brazil; PRONEX- Brazil; Colégio Sinodal —Sao Leo-
poldo — RS — Brazil.
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EFFECTS UPON THE OXIDATIVE METABOLISM OF
THE Girardia tigrina AFTER EXPOSURE TO A NON-
THERMIC ULTRA HIGH FREQUENCY ELECTRO-
MAGNETIC FIELD (UHF-EMF)

A R Ferrvira T Knabievicz,! M. Rudnicki! G. A. Behr,! R. B. de
Oliveira,' £ Dal-Pizzol,' J. 1. Corvéa Kanan,' C. Fernande=,! 1l B
Ferveira,' and J. €. Fonseca Moreira’

! Brazil

The putative oxidant effects of Ultra High Frequency
Electromagnetic Fields (UHF-EMFs) in living organisms
are little known. Some authors have reported changes
on cellular signaling and oxidative metabolism after ex-
posure to Low Frequency-EMFs. In addition, planarians are
known as bioindicators for polluter agents (e.g., oxidative
agents) and could be a good model to assess the possible
UHF-EMF biological effects. We therefore estimated the
effect of exposure to a cellular telephone UHF-EMF (834
MHz, 32-54V/m) by 1, 3 or 6 days (8 hours/day) on some
oxidative indexes of planarians. We used the TBARS,
carbonil and neoblasts micronucleus (MN) production to
access lipid and protein damage and genotoxicity, respec-
tively. The superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activities were determined spectrophotometricaly
and the non-enzymatic antioxidant defense was evaluated
by TRAP assay. We observed an increase in SOD activity
and a decrease in both antioxidant non-enzymatic defense
and CAT activity after 6-days exposure. Additionally, an
increase in the MN frequency after 3 and 6-days exposure
was observed. However, no change in lipid and protein
damage indexes was verified. These data suggest an
increase of the free radical production by cellular tele-
phone exposure, but more studies aiming to highlight our
findings are necessary.
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FORMATION OF REDOX ACTIVE NANOSELENIUM
ON REACTION OF RONS WITH SELENOUREA, A
KNOWN RADIOPROTECTOR

1. Priyadarsini.' 8 Mishea," and H. Mohan'

!Sciemific Offiver G., India

Selenium compounds participate in redox reactions and
selenium is an important micronutrient. Selenourea is an
important radioprotector. Since ROS and RNS are pro-
duced under stress conditions, an important radioprotec-
tor or an antioxidant must exhibit ability to neutralize the
biological effects of these free radicals. With this aim, in
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